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1.0ZET

Bu calismanin amaci sigan dorsal kok gangliyon (DKG) sinir hiicrelerinde
valproik asit, zikonotid ve spinorfinin etkilerini fliioresan kalsiyum goriintiileme
yontemleri ile belirlemektir. Valproik asitin etkileri patch kenetleme yontemi ile de
irdelenmistir. Dorsal kok gangliyonlar1 diseke edildi ve enzimatik ve fiziksel
islemlerle izole tek hiicrelere aynistirilarak %5 CO, iceren inkiibatérde 37 °C’de
tutuldu. Tiim hiicre diyaliz patch kenetleme tekniginin akim kenetleme formu ile bu
hiicrelerden aksiyon potansiyelleri kaydedildi. Fluoresan kalsiyum goriintiilleme
deneyleri i¢in, onceden yiizeyi kaplanmis lamellere ekilen DKG hiicreleri kalsiyuma
duyarl boya olan Fura-2 AM (1 uM) ile yiiklendi. Ters mikroskopa (40X, 1,3 NA
objektif) baglantii CCD kamera ve yazilim programindan olusan kalsiyum
goriintiileme sistemi kullanilarak her bir DKG sinir hiicresinde hiicre ici serbest
kalsiyum diizeyi ([Ca**];) 340/380 nm oranindaki degisikliklerden yararlamlarak
belirlendi. Veriler eslestirilmemis t testi ile analiz edildi ve P <.05 anlamli kabul
edildi. Patch kenetleme deneyleri sadece valproik asit icin yapildi ve valproik asit
uygulamast (30 uM, 100 uM ve 300 uM) aksiyon potansiyeli parametreleri iizerine
anlamli bir etki etmedi (n=16). Ilave olarak valproik asit (100 uM, n=10; 300uM,
n=22 ve 1 mM, n=56) kalsiyum goriintiileme deneylerinde de yiiksek K" (KCI, 30
mM) ile indiiklenen [Ca®*]; cevaplarinda bir degisiklik meydana getirmedi. Kalsiyum
goriintiileme deneylerinde zikonotid (1nM, n=12; 10 nM, n=18 ve 1uM, n=14) KCl
ile olusturulan [Ca™]; artislarim doz bagimh ve giiclii bir sekilde inhibe etti. Yine
ayn1 sekilde spinorfin de doz bagiml olarak ama daha ¢ok kiiciik capli DKG néron
alt tiplerinde (10uM, n= 22; 100 uM, n= 25 ve 300 uM, n=35) yiiksek K" ile

indiiklenen [Ca2+]i cevaplarini inhibe etti. Ilave olarak, spinorfin ile 6n muamele
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uygulanmasi sonrasinda kiiciik capli nosiseptif 6zellikteki DKG hiicreleri yiiksek K*
ile depolarizasyona cevapsizlik ortaya c¢ikarken, biiyilk c¢apli non-nosiseptif

hiicrelerde yiiksek K* ile indiiklenen yiizde [Ca**]; cevaplar etkilenmedi.

Bu calismanin bulgular zikonotid ve spinorfinin, hiicre zar1 uyarilabilirligi ve
norotransmitter saliverilmesinde anahtar rol oynayan kalsiyum sinyallesmesini ve
hiicre i¢i serbest kalsiyumdaki degisiklikleri inhibe ettigini ve etkin analjezik olma
potansiyeli arz ettiklerini ama valproik asidin bu baglamda etkisiz oldugunu
gostermektedir. Spinorfin ve zikonotidin bu duyusal hiicrelerde hiicre i¢i kalsiyum

sinyallerine etkileri ilk defa bu tez ¢alismasi ile ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Aksiyon potansiyeli, valproik asit, zikonotid, spinorfin,

hiicre kiiltiirii, patch kenetleme, iyon kanallar1.
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2. ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects of valproic acid,
ziconotide and spinorphin on cultured rat dorsal root ganglion (DRG) neurones using
fluorescence calcium imaging. The effects of valproic acid was also investigated by
patch clamp trechnique. Dorsal root ganglia were dissected out and isolated as single
cells by enzymatic and physical procedures and placed in humidified incubator
containing 5% CO, at 37 °C. Action potentials were recorded from these cells using
the whole celi current clamp mode of the patch clamp technique. For the
fluorescence calcium imaging studies, the DRG neurons were cultured on coated
coverslips and loaded with 1 umol Fura-2 AM. Free intracellular Ca** ([Ca**];)
responses were quantified by the changes in 340/380 ratio for individual DRG
neurons using fluorescence imaging system consisting of CCD camera coupled to an
inverted microscope (with a 40x, 1.30 NA objective) and software. Ali data were

analyzed by using unpaired # test, P <05 defining statistical significance.

Patch clamp experiments were performed only for valproic acid and
application of valproic acid (30 uM, 100 uM and 300 uM) action potential
parameters (n=16). Furthermore, in fluorescence calcium imaging experiments
valproic acid (100 uM, n=10; 300uM, n=22 ve 1 mM, n=56) did not have any
significant effect on [Ca2+]; responses to membrane depolarisation by HIK* (KC1, 30
mM). Again in calcium imaging experiments, ziconotide (InM, n=12; 10 nM, n=18
ve luM, n=14) strongly inhibited the [Ca®*]. increase due to application of HIK" in a
dose dependent manner. Additionally spinorphin (I0uM, n= 22; 100 uM, n= 25 ve
300 uM, n=35) inhibited the Ca®" transients evoked with HIK* in concentration

dependant manner in a subpopulation of small-sized sensory neurons. Furthermore,
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after application of spinorphin a significant percent of small-diameter nociceptive
DRG neurones did not respond to stimulation by HIK* while the percentage of the
response was not significantly changed in large-diameter non-nociceptive DRG
neurones. Results from this study indicates that spinorphin and ziconotide but not
valproic acid significantly inhibits calcium signalling, transient changes in free
intracellular Ca®* concentration which are key for the modulation of celi membrane
excitability and neurotransmitter release, these agents may be effective analgesics.
The effects of spinorphin and ziconotide on intracellular calcium signalling in this

sensory neurones is established for the first time by this thesis study.

Key words: Action potential, valproic acid, ziconotide, spinorphin, celi

culture, patch clamp, ion channels.
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3. GIRIS
3.1. AGRI

Uluslararas1 Agr1 Calisma Dernegi (International Association for the Study of
Pain) agriy1 “hos olmayan, gercek veya potansiyel doku hasari veya tehditi ile
birlikte bulunan, duyusal ve hissi deneyim” olarak tanmimlamaktadir (43). Giinliik
yasamda yaygin olarak hissedilen hos olmayan bu duyu ilave doku hasarinin
gerceklesmesine karsi koruyucu rol oynayarak ‘“fonksiyonel ve canli kalma”
baglaminda homeostazise katkida bulunur. Canli organizmalar potansiyel
tehlikelerden korunmak i¢in yakin ¢evrelerindeki tehlikeleri algilayan 6zel sistemlere
sahiptir. Ortamdaki zararli uyarilarn algilayan bu 6zel yap1 “nosiseptor” olarak
adlandirilmaktadir. Uyarilmalari i¢in nispeten yliksek bir esik degere sahip olan bu
nosiseptorlerin  siddetli uyarilmasi, periferal nosiseptif uclarda aksiyon
potansiyellerinin olugsmasina ve bu elektriksel uyarilarin uygun yolakla merkezi sinir
sistemine ulasarak agr1 duyusunun olusmasina ve bu yolla tehlikeli durumdan

korunmak i¢in cevaplarin ortaya ¢ikmasina yol agar.

Agri; siiresi, sebebi, anatomik yerlesimi ve siddetine gore cesitli sekillerde
siniflandirilmakla beraber akut agri ve kronik agri olmak ilizere iki esas gruba
ayrilabilir (43, 86). Akut agr homeostazis icin adeta alarm sistemi olarak gorev
yaparken; nosiseptif sistemin duyarliliginin artmasi ile karakterize kronik agri,
homeostazise katki saglamaktan ote bozuk bir alarm olarak insanlarda yasam
kalitesini son derece olumsuz etkileyen ve saglik yardimina bagvurmaya en sik sebep
olan, 6nemli ekonomik kayiplara da yol acan bir halk sagligi problemidir. Polimodal
nosiseptif mekanizmalarin, duyarhilik artisinin altinda yatan mekanizmalarin

aydinlatilmas1 ozellikle kronik agr1 durumunun aydinlanarak tedavisine yonelik



gercek hedeflerin ortaya ¢ikmasina katkida bulunacaktir. Bu baglamda endojen
homeostatik kontrol mekanizmalarinin agri algilamasi ve agr1 cevaplarinin ortaya
cikmasindaki roliiniin ortaya konmasi son yillarda giderek daha biiyiik onem arz
etmektedir.

Uluslararas1 Agr1 Calisma Grubu verilerine gore Diinya niifusunu beste biri
bas agrisi, kas spazmlari, bel agrisi, dis agrisi ve post operatif agri gibi kanser
disindaki nedenlerle orta ve siddetli agridan muzdarip oldugu bilinmektedir (43, 72).
Bu akut agrilara ilave olarak, kronik agri cok daha onemli bir klinik problem olup
depresyon ve/veya onemli yasam kalitesi bozukluklarina yol a¢cmaktadir. Yine
Tiirkiye Bas Agnisiyla Savas Dernegi, Tiirkiye Bas Agrisi Dernegi ve Tiirk
Farmakoloji Dernegi’'nden olusan bir konsorsiyumun 4036 kisi {izerinde
gerceklestirdigi Tiirkiye'nin agri haritasinin ¢ikarilmasi iizerine yaptigi 'Tiirkiye
Bilimsel Agr1 Arastirmasi’ adli c¢alismaya gore iilke niifusunun yaklasik 48
milyonunun agr1 cekmekte oldugu; bas agrisi, bel ile bacak agrilarinin en sik goriilen
agr1 tiirli oldugu bildirilmigtir (88).

Yukarida ifade edilen tiim bu siniflandirilmalara ilaveten agri, somatik (kas
iskelet), visseral (toraks, abdomen, pelvis), sinir ve sempatik kokenli agr1 seklinde
siniflandirilabildigi gibi; nosiseptif (somatik ve visseral) ve nosiseptif olmayan agri
olmak {lizerede smiflandirilabilmektedir. Agri olusumunun primer mekanizmasi
diistiniildiigiinde, nosiseptif ve noropatik agri olmak iizere agri, iki ana gruba
ayrilabilir ve psikojenik agri ise iigiincii tip olarak diisiiniilebilir (43, 72, 84).

Sinir sisteminin primer lezyonu veya disfonksiyonu sonucu gelisen noropatik
agri, hasar iyilestikten sonra devam ederek kronik bir hal alir ve koruyucu roliinden

ziyade yasam kalitesini olumsuz etkiler. Santral ve periferik olarak iki ana sinifa



ayrilir. Periferal noropatik agr1 beyin ve medulla spinaliste hasar sonucu gelisir (43,

84).

3.1.1. Periferal Nosiseptif Mekanizmalar Ve Duyarhlasma

Dogada cok farkli sekil ve sayida agr1 veren veya duyusal noronlari
nosisepsiyona duyarlilastiran ajanlar olmasina ragmen, nosiseptif néronlarda zararl
sinyalin transdiiksiyonu ve duyarlilagsmaya aracilik eden hiicresel yolaklar nispeten
daha az ve belirlidir (2, 41). Biitiin ajanlarin nosiseptorleri uyarmasi icin bu hiicreleri
depolarize etmesi gerekir. ATP ve protonlar gibi bazi ajanlar direk olarak ice yonelik
akimlar1 aktive ederek bunu saglamasi, bradikin gibi bazi ajanlar hiicre ici
sinyallesme yolaklarini kullanarak bunu gerceklestirirler. Duyarlilagtirma ise baslica
iki mekanizma {izerinden gerceklesir: prostaglandin E2 (PGE2), adenozin ve
serotonin hiicre i¢ci cAMP diizeyini artirarak duyusal néronlarin uyarilabilmesini

artirir. Bradikinin gibi ajanlar PKC’yi aktive ederek duyarliligi artirir (2,41).

Kapsaisin, formalin veya Freunds adjuvami gibi kimyasal maddeler veya
cerrahi insizyon gibi doku hasarlart1 yangi ve duyarlilasmis agri durumunu
gelismesine yol acar. Artmus periferal agri duyarliligt ATP, bradikinin, PGE2,
protonlar, sinir biiyiitme faktorii ve tiimiir nekroz faktorii gibi yangi mediatorlerinin
duyusal noronlardan ve non ndronal yapilardan interlokinlerin saliverilmesi sonucu
gelismektedir (18,41,72). Periferal agri duyarlilasmasi kavram ve mekanizmasi
detayli olarak alindigi miikemmel derlemeler mevcuttur. Bu tez calismasinda primer
afferent duyusal noronlarda valproik asit, zikonotid ve spinorfinin nosispetif etki
mekanizmas1 incelendigi icin sadece periferal duyarlilasma ve agri algilama

mekanizmalarina kisaca deginilmistir.



Bununla birlikte, istenmeyen etkilerden arinmis, uzun siireli bir analjezi
saglamak tip alanindaki en biiyiik miicadelelerden biri olagelmistir. Diinyada agr1 ve
inflamasyon tedavisine yonelik ila¢c maliyetinin yilda yaklagik 19 milyar dolar
civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Triptanlarin migren tedavisinde ve
siklooksijenaz-2 (COX-2) inhibitorlerinin inflamatuar agr1 tedavisinde kullanimi gibi
agr1 tedavisinde bazi Onemli ilerlemeler olmasina ragmen, yeni ajanlarin
kesfedilmesi de en biiyiik farmasotik hedeflerden birini olusturmaktadir. Yine de,
aspirin, opiatlar ve lokal anestezikler gibi eski ilaglara dayali tedavi hala agn

tedavisinde esas yaklasimlari teskil etmektedir (43).

Agr, cesitli hiicresel reseptorlerin, iyon kanallarinin ve kimyasallarin rol
oynadigi multi-etiyolojik, kompleks bir siirectir. Doku hasari, beyine agr
sinyallerinin gitmesini saglayan sinyalleri baslatan kimyasal(larin) saliverilmesine
yol ¢ar. Bu sinyaller, nosiseptorlerle ve medulla spinaliste dorsal boynuz néronlari ile
sinaps yapan ince az miyelinli (A-delta) ve miyelinsiz (C) grubu liflerle elektriksel
formda tasinirlar. Noksius (hos olmayan, kotii) uyarilar, hiicre govdeleri dorsal kok
gangliyonu (DKGQG), trigeminal gangliyon ve nodoz gangliyonda yer alan primer
duyusal afferentlerle medulla spinalis araciligi ile iist merkezlere iletilirler. Uclarinda

yer alan mekanosensitif iyon kanallarini direk olarak aktive ettigi sanilmaktadir (38).

Dokuda hasar1 takiben, primer afferent noronlarda ortaya cikan asiri
duyarliligin iyon kanal ekspresyonunda degisme sonucu olustuguna yonelik giiclii
kamtlar elde edilmistir (27). Iyon kanallari, 6zellikle nosiseptif néronlarda agirlikli
olarak bulunan alt tipleri analjezik ila¢ gelistirilmesi icin cazip bir hedef teskil

etmektedir (92, 100).



Klinik arastirmalarda etik kisitlamalar nedeniyle agr1 arastirmalarinda deney
hayvani ve cesitli hiicresel modeller kullanilarak arastirmalar gerceklestirilmekte ve
bu alanda klinik onemi olan bilgiler elde edilmektedir. DKG noronlar1 agr1 igin
“hiicresel model” olarak kabul edilmektedir (64, 91). DKG hiicrelerinin primer
kiiltiiriinden tiim hiicre diyaliz patch kenetleme yontemi ile kayitlar alinarak iyon

kanallarinin nosisepsiyondaki rolii yaygin olarak ¢alisilmaktadir.

3.1.2.Nosisepsiyon Ve Dorsal Kok Gangliyon Hiicreleri

DKG duyusal sinirlere ait hiicre govdelerini ihtiva eder. DKG hiicrelerinin
cogu mekanik uyariya cevap verir ve buna gore bu hiicreler genis baglamda diisiik
esikli mekanoseptorler ve yiiksek esikli nosiseptorler olarak iki ana gruba ayrilabilir.
Mekanik uyarinin bu noéronlarin reseptif uglarinda yer alan mekanosensitif iyon
kanallarin1 direk olarak aktive ettigi sanilmaktadir. Bununla beraber, bu iyon
kanallarinin molekiiler yapist ve fizyolojik ve farmakolojik oOzellikleri de tam

anlagilamamustir (92, 93).

DKG noéronlan hiicre govdelerinin ¢apina gore kiigiik, orta ve biiylik caph
olmak {iizere li¢ alt sinifa ayrilirlar. Genelde hiicre govde ¢ap1 < 30 um olan DKG
noronlar1 potansiyel nosiseptorler olarak degerlendirilirken, 30 um’den biiyiik ¢aph
DKG néronlar da non-nosiseptif olarak kabul edilirler. Bu siniflandirma A-delta ve C
lifi afferentlerinde aksonal ileti hiz1 ile ndron c¢apr arasindaki pozitif iligkiyi esas alan
Harper ve Lawson’un (38) bu konudaki Onciil caligmalarini esas almaktadir.
Miyelinsiz C-lifleri (noksius bilgiyi iletirler) kiictiik capli hiicre govdesine sahip
noronlardan koken alirken, miyelinli A-alfa ve A-beta lifleri (diisiik esikli non-

noksius bilgileri iletirler) biiyiik capli hiicre govdesine sahip noronlardan koken



alirlar. A-delta lifleri (nosiseptif olabilirler), orta ve kii¢iik ¢apli hiicre govdesine

sahip noronlardan koken alirlar.

Kiiciik capli DKG noronlar1 genelde miyelinsiz C-lifleri olup, nosiseptorlere
ait olan bu C-lifleri de agri, kasinma ve yanma duyularina ait bilgileri iletirler. A-alfa
ve A-beta sinyalleri genelde proprioseptif sinyalleri tasirlar. Orta ve biiyiik captaki
DKG hiicreleri miyelinli aksonlara sahip olup diisiik esikli mekanoreseptorlerden

bilgi tasirlar (38, 53, 94)

Klinik arastirmalarda etik kisitlamalar nedeniyle agr1 arastirmalarinda deney
hayvani ve ¢esitli hiicresel modeller kullanilarak arastirmalar gerceklestirilmekte ve
bu alanda klinik onemi olan bilgiler elde edilmektedir. fn vivo olarak DKG
noronlarinin uglarinda bulunan reseptorlerin, bu hiicrelerin kiiltiirii yapildigi in vitro
sartlarda hiicre govdelerinde ekprese oldugu gosterilmistir. Bu nedenle Kkiiltiire
edilmis DKG sinir hiicrelerinin govdeleri nosiseptif aragtirmalar i¢in iyi bir hiicresel

model olarak kabul edilmektedir.
3.1.3. Agr1 Ve Iyon Kanallar

Periferal primer duyusal afferent noronlarda bulunarak hasar sonrasi bu
duyusal noronlarin uyarilabilmelerini ve dolayisi ile agri duyusunun algilanmasin
etkileyen pek ¢ok iyon kanali vardir (52). Voltaj bagimli Na* ve Ca*? kanallari, ligand
kapili iyon kanallari, transient reseptor potansiyel kanallar1 (TRP), asite duyarli iyon
kanallar1 (ASIC), ile piirinerjik P2X, kainat, AMPA ve NMDA reseptorleri agri
fizyopatolojisinde rol oynayan baglica iyon kanallart olup bu konu giincel

derlemelerde detayli olarak ele alinmistir (13, 52, 92, 93).



3.1.3.1. Voltaj Bagimh Na+ Kanallar

Voltaj bagimli sodyum kanallar1 primer duyusal noéronlar dahil, akson
boyunca elektriksel akim iletilmesinde anahtar rol oynar. Doku hasar1 sonucunda,
primer duyusal noronlarda gelisen hipereksitabilitede voltaj bagimli sodyum
kanallarinin rol oynadigi ve kronik agrili noropatilere katkida bulundugu

bilinmektedir (52, 49).

Voltaj bagimli Na* kanallar1 tetrodotoksin (TTX) duyarliliklarina gore: TTX-
duyarli ve TTX-direncli olmak {izere 2 ana gruba ayrilirlar. Selektif NaV
tetrodotoksin-direncli kanallar (NaV 1.8 ve NaV 1.9) ozellikle nosiseptif DKG
noronlarinda eksprese olup; normal ve/veya patolojik agr1 algilanmasinda rol
oynadiklarindan dolayi, noropatik agr1 dahil inat¢1 agr1 olgularinda giivenli yan etki
profiline sahip periferal mekanizmaya yonelik analjezik gelistirilmesi icin hedef tegkil

etmektedirler (73).
3.1.3.2. Voltaj Bagimh Ca** Kanallar

Voltaj bagiml Ca®* kanallar1 da basta DKG noronlart olmak iizere, dorsal
boynuzda  norotransmitter  saliverilmesinin  kontroliinde  rol  oynayarak,
nosiseptorlerde eksprese olurlar (14, 15). Voltaj bagimh Ca** iyon kanallar1 poru
olusturan a-1 alt {initesi ve onun fonksiyonu module eden p, y ve a-25 yardimci
tinitelerinden olusmaktadir. Voltaj bagimli kalsiyum kanallarim1 kodlayan 10 farkl
gen tespit edilmis olup 3 ana alt gruba ayrilmaktadir: Cavl. ailesi (Cavl.1- 1.4, L-tipi
akimlara karsilik gelmektedir), Cav2. ailesi (P/Q tipi akimlara karsilik gelmektedir),
Cav2.2 (N-tipi akimlara karsilik gelmektedir), Cav2.3 (R- tipi akimlara karsilik

gelmektedir) ve Cav3. (Cav3.1-3.3 T- tipi akimlara karsilik gelmektedir) (14, 15). 51



yardimci alt iinitesinin néropatik agr1 iletiminde 6nemli rol oynadigina dair kanitlar
elde edilmistir. DKG noronlarindaki diizeyi deneysel hasara bagli agr1 deneylerinde
belirgin olarak artmaktadir. Bu yardimci alt {initenin voltaj bagimli kalsiyum

kanallarinin modiilasyonu yoluyla agriya katkida bulundugu sanilmaktadir.

Spinal kord diizeyinde agr1 iletiminde kritik rol oynadigindan, agr1 kesici ajan
arastirmalarinda N-tipi kalsiyum kanallar1 6zel ilgi gormektedir (3). N-tipi kalsiyum
kanal blokerlerinin P maddesi gibi agr1i mediatorii noropeptitlerin saliverilmesini
inhibe ederek agriyr baskiladigi gosterilmistir. Nosiseptorlerde spesifik olarak
eksprese olmayan N-tipi kalsiyum kanallarinin peptit yapidaki blokerlerinin ciddi
yan tesirleri olacagi i¢in N-tipi kalsiyum kanallarinin nosiseptif primer afferentlere
Ozgii alt tiplerinin ve onlarin organik blokerlerinin gelistirilmesi cabalar1 devam

etmektedir.

Diger bir Ca®* kanal alt tipi olan P/Q alt tiplerinin migren patogenezisinde rol

aldig1 ve bu kanala blokerlerinin bu amagla umut vaat etmektedir (99).

T-tipi Ca** kanallan ilk defa duyusal noronlarda (DKG noronlart)
tanimlanmasina ve nosisepsiyonda rolleri olduguna dair bulgular olmasina ragmen
spesifik blokerlerinin olmayis1 T-tipi Ca®* kanallariimn noropatik agridaki roliinii

ortaya koymada kisitlama dogurmaktadir (29, 83).

Ikincil Haberci Olarak Kalsiyum; Hiicre ici serbest kalsiyum sinyalleri
sekresyon ve kontraksiyonun kontrolii gibi kisa siireli cevaplar ile biiylimenin
kontrolii, hiicre boliinmesi ve apoptozis gibi uzun siireli diizenlemelere kadar cok
cesitli hiicresel fonksiyonlara aracilik eder (8,9). Kalsiyum sinyallerinin uzaysal ve

zamansal detaylart pek c¢ok hiicrede yiiksek ayrintisina kadar aydinlatilmistir.



Fosfolipaz C kenetli reseptorler aracili olarak aktive olan kalsiyum sinyalleri baslica
iki kaynaktan kaynaklanmaktadir: endoplazmik retikulum kalsiyum depolarindan
kalsiyum saliverilmesi ve membran iyon kanalar1 araciligi ile hiicre disindan hiicre
icine kalsiyum girisi. Ikinci mekanizmanin detaylar1 daha az bilinmektedir. Kalsiyum
depolar1 aracili olarak “depo kontrollii ("store-operated)" Ca** kanallar1 araciligi ile
hiicre icine kalsiyum girisi oldugu bilinmesine ragmen, hiicre ici kalsiyum
depolarinin bosalmasinin reseptorlerin fizyolojik aktivasyonunda nasil rol oynadigi

acik degildir.

Sinir hiicrelerinde de kalsiyum transmitter saliverilmesi, aksiyon potansiyeli
ateslemesi ve uyarilabilmenin kontrolii, gen ekspresyonu ve enzim aktivasyonu gibi
cesitli hiicresel fizyolojik olaylarin diizenlenmesinde rol oynayan bir “ikincil
habercidir (8, 9, 14, 15). Ayrica Ca®? iyonlar1 noronal hiicre gelismesi, farklilasmasi ve
noronal hiicre 6liimiinde de rol oynar (8,9). Bu nedenle hiicre i¢i serbest kalsiyum
konsantrasyonu ([Ca+2]i) siki bir kontrol altindadir (84). [Ca+2]i diizeyindeki artis ya
hiicre disindan reseptor-aracihi veya voltaj kapili Ca*” kanallar araciligi ile kalsiyum

girisi, ya da hiicre i¢i depolardan kalsiyum saliverilmesi ile gerceklesir (84).
3.1.3.3.Asite Duyarh iyon Kanallar1 (ASIC)

Yangi esnasinda hiicre disi pH diiser (<6) ve yangiya bagh olarak gelisen
doku asidozisi énemli agr1 kaynagidir (56). Gelisen asidozis bir Na* kanal tipi olan
ASIC kanallarini aktive eder. ASIC3 alt tipi agr1 ile alakali olup DKG noronlarinda en

fazla bulunan alt tiptir. ASIC3 hiperaljezi ve alodiniye katkida bulunur (17, 62).



3.1.3.4. Transient Reseptor Potansiyel (TRP) iyon Kanallar

Bir katyon kanal ailesi olan TRP (Tranzient Reseptor Potansiyeli) iyon
kanallar1 aktivasyon mekanizmalar1 ve iyonlara karsi gecirgenlikteki secicilikleri
yoniinden diger iyon kanallarindan ayrilirlar. Bu grup iyon kanallarinda bulunan TRP
proteinleri 151k, ses, kimyasal ve mekanik uyarilara duyarlilik gostererek dokunma,
tat ve koku basta olmak {izere duyu fizyolojisinde kritik rol oynar (24). Amino asit
dizin homolojisi esas alinarak yapilan siniflandirmaya gére memeli TRP kanallar1 6
alt simifa aurulmaktadir: TRPC (Kanonik), TRPV (Vaniloid), TRPM (Melastatin),
TRPP (Polisistin), TRPML (Mukolipin) ve TRPA (Ankirin) (20, 21, 61) TRPVI,
TRPV2, TRPV3 ve TRPMS genel olarak termoreseptorler ve TRPV4 ve TRPAI1

mekanoreseptorler olarak siniflandirilmaktadir.

Belli tip TRP kanallar1 farkli 1s1 degisikliklerine duyarlidirlar. TRPV1
konforu rahatsiz edecek diizeyde sicak (>43°C) (13) ve TRPV2 ¢ok sicak derecelere
(>52°C) (12, 13) duyarlilik gosterirken; TRPV3 (>30-39°C) (76) ve TRPV4 (25—
34°C) ise daha 1liml 1s1 diizeylerinin algilanmasina duyarlidir (36). TRPMS ise serin
151 derecelerinin algilanmasi (58) ve TRPAT soguk sensoriidiir (48). Is1 duyarli TRP
kanallar1 dorsal kok gangliyonu ve trigeminal ganglion noronlarinda eksprese
edilirken, TRPV3 ve TRPV4 aym1 zamanda deri keratinositlerinde bulunmaktadir

(64).

Kapsaisin reseptorii veya vaniloid reseptorii olarak da bilinen TRPV1
reseptorlerinin Ozellikle duyusal noronlarda ve nosiseptorlerde bulunmasi bu alt tipin
doku hasar1 ve inflamasyonla ilgilidir (22, 80, 84, 87). Yangi mediatorleri olan hiicre
dist ATP, prostaglandin E2, glutamat, sinir biiyiitme faktorii ve bradikinin dorsal kok

ganglion hiicrelerinde  TRPV1 kanallarinin duyarhiligini  artirmaktadir (84,85).
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Ozellikle TRPV1 olarak bilinen kapsaisin reseptoriiniin kesfedilmesi, duyusal sinir
fonksiyonu ve agri kavraminin anlagilmasina Onemli katkilar1i olmustur. TRP
kanallarinin nosiseptif duyu iletiminde, duyusal néronun aktivasyonu, noérotransmitetr
saliverilmesi ve inflamatuar mediatorlerin saliverilmesi gibi siireclerde rol aldigi
tespit edilmistir. Bu yaygin fonksiyonlari, TRP kanallarinin selektif inhibisyonunun

agr1 dindirmede etkili olacagina gii¢lii kanit niteligindedir.

TRPV1 ilk olarak kii¢iik ve orta capli DKG hiicrelerinde, trigeminal ve nodoz
gangliyon hiicrelerinde tespit edilmistir (13) ardindan TRPV1 baska noéronal ve
noron olmayan hiicrelerde de tanimlanmissa da (37, 73) en yiiksek ekspresyonu

duyusal néronlardadir (72).

Genetik olarak fonksiyonel TRPV1 knock-out edilmis farelerde kapsaisin,
resiniferatoksin ve 1s1 (<50°C) uyarilarina cevabin kayboldugu ancak zararli mekanik

uyarilara normal fizyolojik yanitin devam ettigi tespit edilmistir (12).

TRP reseptor kanal aktivitesi hem hiicre disindan kalsiyum girisine sebep
olarak hem de hiicre ici organellerden kalsiyum saliverilmesine aracilik ederek
[Ca2+]i katkida bulunur. TRP reseptor kanal ailesi arasinda TRPCler, TRPVler,
TRPMI, 2, 3, 6, 7 ve 8, TRPAI1, TRPP2, 3, ve 5 ve TRPMLI, 2, 3 kalsiyum girisine
aracilik eder. Bu kanallarin gecirgenlik oran1 Pc)/Pny TRPM2 i¢in 0.3, TRPVS ve
TRPVG6 icin ise >100 arasinda degismektedir. Son caligmalar, bazi TRP kanal
tiplerinin (6r. TRPV1 ve TRPMS) hiicre ici kalsiyum saliverilme kanal1 olarak gorev
yaptigini ortaya koymaktadir (88, 99). Ca®* saliverme kanali fonksiyonu ile uyumlu
olarak, TRPML1 (68) ve TRPP2 (47) gibi baz1 az ¢alisilmis kanal alt tiplerinin hiicre

ici membranlarda lokalize oldugu bilinmektedir.
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3.1.3.5. Piirinerjik Sistem, Piirinerjik Reseptorler ve Agr1 Duyusu

Hiicre ici cesitli fizyolojik rollerine ilave olarak, hiicre dig1 adenozin 5'-
trifosfat (ATP) hem periferal (92) hem de santral sinir sisteminde bir norotransmitter
veya noromodulator olarak da rollere sahiptir (30). ATP sinaptik vezikiillerde
depolanir ve noradrenalin, asetilkolin veya diger transmitterlerle birlikte saliverilir

(77) ve kendilerine 6zgii hiicre ylizeyi reseptorleri iizerinden etki eder.

Hiicre ve doku hasar1 oldugunda, ekzositoz veya plazma membrani
tagiyicilarinin aktivasyonu yoluyla ATP hiicre dis1 ortama saliverilir. Eksitator veya
eksitator olmayan pek cok hiicre tipinin hiicre yiizeyinde ATP veya diger niikleotitler
icin spesifik reseptorler bulunur. Niikleotit reseptorleri P1 adenozin reseptorlerinin

aksine P2 reseptorleri olarak adlandirilirlar.

Piirinerjik reseptorler, farmakolojik, biyokimyasal ve molekiiler esaslara gore
P1 (ayn1 zamanda adenozin reseptorleri olarak da adlandirilirlar) ve P2 reseptorler
olarak iki esas gruba ayrilirlar. P2 piirin reseptorleri primer olarak ATP, ADP, UTP

ve UDP’ye duyarlidirlar.

P2 reseptorleri de molekiiler yapilart ile sinyal transdiiksiyon
mekanizmalarindaki farklar sebebiyle P2X (ki bunlar ligand kapili iyon kanallaridir,
iyonotropik reseptdr) ve P2Y (ki bunlar da G protein-kenetli, metabotropik
reseptorlerdir) olmak iizere iki esas alt gruba ayrilirlar (68). P2X ve P2Y
reseptOrlerinin hiicre ici Ca® diizeylerini artirdigi bilinmektedir. P2X reseptorleri
hiicre ici kalsiyum diizeyini hiicre membranindan Ca**, Na* ve K* gibi segici olmayan
(non-selektif) katyonlarin hizla gecisine yol acarak artis saglarken, P2Y

reseptorlerinin  sagladig hiicre ici Ca™ artist hiicre ici depolardan kalsiyum
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saliverilmesi yoluyla gerceklesir (63). Memelilerde bu giine kadar 7 farkli P2X
reseptorii (P2X-P2X7) ve sekiz farkli P2Y reseptorii alt tipi (P2Y, P2Y>, P2Y4, P2Ys,
P2Y 1, P2Y 12, P2Y 3 ve P2Y4) klonlanarak P2 reseptor ailesinin iiyesi oldugu kabul

edilmistir.

Doku hasar1 sonucu ATP saliverildiginden, ATP P2X3 reseptor izoformunun
hasar1 algilamada (nosisepsiyon) rol aldig1 kabul edilmektedir. Ger¢ekten de P2X3
reseptorii olmayan farelerde agrili sinyallere ve hatta dokuyu yakmayacak diizeylere

kadar varan 1s1 uyaranina (<45 °C) az duyarlilik gosterir (77).
3.1.3.6. P2Y Reseptorleri

Memelilerde bugiine kadar 8 farkli fonksiyonel P2Y reseptor alt tipi tespit
edilmistir. G-protein kenetli bu reseptorler tipik olarak hiicre dis1 N-terminali ve
hiicre i¢i C-terminali ihtiva eder (1, 51). P2Y1, P2Y2, P2Y4 ve P2Y6 Gy/11’e baglanir
ve fosfolipaz C’yi aktive eder ve hiicre i¢i depolardan saliverilme yoluyla hiicre i¢i
serbest kalsiyum miktarinda ([ Ca2+]i) artisa sebep olurken; P2Y 12, P2Y13 ve P2Y 14

Gj’ye baglanarak, adenilat siklaz1 inhibe eder ve hiicre ici SAMP seviyesini azaltir.

P2Y11 reseptor aracili sinyallesme farkli olup hem Gy hem de Gi'ye
baglanabilir ve boylece ligand baglanmasini her iki hiicre i¢i yolaga ilintilendirebilir.
Bu sinyallesme mekanizmalarina ilave olarak, P2Y reseptorleri ndronlar ve endokrin
hiicre serilerinde voltaj bagimli N tipi Ca®* kanallarini inhibe, yine noronlarda G-

protein kapili ice yonelik diizeltici K™ kanallarin1 aktive eder (1, 51).
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3.1.4. Nosisepsiyon, Agr1 Ve Analjezide Protein Kinaz C’nin Rolii

PKC enzim ailesinin enzimler, iyon kanallar1 ve membran reseptorleri gibi
nosiseptorlerin uyarilma ve duyarlilagmasinda anahtar rol oynayan hiicresel
komponentleri fosforile ederek aktive ettigi bilinmektedir. Aktivasyonu icin Ca*> ve
fosfolipid gerektirir. Cesitli dokularda yaygin ekspresyonu ve yaygin fizyolojik ve
patofizyolojik siireclerdeki rolleri PKC enzimlerini pek ¢ok hastalikta tedavide hedef

sinyal molekiilleri haline getirmektedir (76).

Medulla spinalisin superfisial laminas1 gibi anatomik olarak periferal hasar
bolgelerinden primer afferentlerle agr1 iletiminde rol oynadigi tespit edilmis
yapilarda PKC ekspresyonunun tespit edilmis olmasi (42) bu enzim ailesinin rol
aldigi  hiicresel sinyallesmenin nosisepsiyon/agri iletiminde rol aldigim

vurgulamaktadir.

Literatiir bilgileri PKC enzim ailesinin agr1 ve analjezi yolagindaki noro-
aksisde primer afferent noronlarin uyarilmasi, agrn mediatorleri etkisiyle
duyarliliginin artirlmasindan santral nosisepsiyona kadar cesitli kademelerde rol
alarak normal fizyolojik agr1 (doku hasarimi Onlemeye yonelik agri cevabi) ve
patolojik agrida (doku hasarin1 6nlemeye yonelik agr1 sinyaline gore daha siddetli ve
uzun siireli agr1 sinyali) rol oynadigini ve PKC inhibitorlerinin inflamatuar ve
noropatik agr1 tedavisinde umut veren ajanlar oldugunu ortaya koymaktadir (45).
PKC inhibitorlerinin bradikinin, epinefrin veya diger inflamatuar maddelerle
indiiklenmis nosisepsiyonu blokladigr gosterimlistir (2). PKC sinyallesme yolagi

duyusal noronlarin uyarilabilmesinin kontroliinde kritik rol oynar.
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3.1.5. Agr/Nosisepsiyon Hiicresel Mekanizmasina Elektrofizyolojik

Yaklasim

Elektofizyolojik ~ yaklasimlar, = noronlarin  membran  6zelliklerinin
arastirtlmasinda yaygin olarak kullamilan gii¢lii bir tekniktir. Fakat sadece
elektrofizyolojik yaklasimla, membran elektrik 6zelligi pozitif ve negatif degisiklikler
olarak belirlendiginden, kayit edilen hiicrede hangi iyonun membran gecirgenliginin
arttigin1  belirlemek  giictir. Bundan dolayi, elektrofizyolojik yontemler,
histokimyasal veya direk fliioresan goriintiileme teknikleri ile kombine edilerek daha
giiclii yaklasimlar saglanmaktadir. Elektrofizyoloji akut ve kronik agri durumlarini
gelismesi  altinda yatan mekanzimalarin  arastirllmasinda  yaygin  olarak

kullanilmaktadir.

Elektrofizyoloji, ndron veya néron gruplarinin fonksiyonlarini yansitan voltaj
degisiklikleri veya membran elektrik akimlarinin neden oldugu -elektriksel
akitivitenin kayit edildigi yontemdir. Hiicre dis1 kayitlar tek iinite veya alan
potansiyellerinden olusan dokudaki aksiyon potansiyeli ve biiylikk potansiyel
degisikliklerinin kayit edilmesini saglarken, hiicre i¢i ve patch kenetleme kayitlar
tek bir noron hatta iyon kanallarinda voltaj veya akimlarin 6lciilmesine imkan veren
elektrofizyolojik teknikleridir. Elektrofizyolojik yaklasimlar kullanilarak sinir
sisteminde noronal ag fonksiyonu elektriksel sinyal olarak takip edilebilir. Agr
durumunda nosiseptif yolakta meydana gelen degisiklikler ile agr1 ile alakali olarak
ortaya c¢ikan bu degisikliklerin irdelenmesinde elektrofizyolojik yaklasimlar
kesinlikle uygun teknik yaklasimdir. Ornegin, bu proje calismasinin da hiicresel
modelini  olusturan DKG hiicrelerinde agrili uyaran ve transdiiksiyonu

elektrofizyolojik yaklasimlar kullanilarak yaygin olarak ¢alisilmistir (25, 94).
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Patch kenetleme elektrofizyoljoik yaklagimlar nosiseptif siirecin molekiiler
mekanizmas1 hakkinda ayrintili bilgilerin ortaya cikmasini saglamistir. Bu proje
calismasindaki gibi primer DKG sinir hiicre kiiltiirlerinden ve spinal dilimlerde
gerceklestirilen in vitro patch kenetleme calismalar1 kronik agrida DKG’undan
medulla spinalise sinaptik iletinin plastisite ve fonksiyonel degisikliklerin esaslarini

inceleyerek aydinlatmistir (34, 54).

3.1.6. Deneysel Agr1 Modelleri

3.1.6.1. Davramssal Calismalar

Akut agrinin davramigsal caligmasi genellikle aralarinda termal, mekanik,
elektriksel ve kimyasal uyaranlarin da bulundugu zararli (noxius) uyaranlarin
tatbikini ve alinan cevaplarin kaydin1 gerektirir (4, 50). Bu testler sik bir sekilde
analjeziklerin etkisini denemek icin normal saglikli hayvanlarda kullanilir. Bununla
birlikte, bircok klinik agri durumlarinin akut agridan agik¢a farkli mekanizmalar
icerdigi son yillarda ortaya cikmustir. Bundan dolayi, tonik veya kronik agrinin
hayvan modelleri inflamasyon veya sinir zedelenmesinden sonraki durumlar ig¢in
gelisme kaydetmektedir (50, 70) noropatik agrimin birgcok hayvan modelleri,
noropatik agr1 tedavileri ve mekanizmalarinin farkli yonlerini ortaya koymakta

uygun ve kullanighdir.

3.1.6.2. Fizyolojik Cahsmalar

Agn calismasiyla ilgili farkli bir yaklasim, zararli uyaran ile merkezi sinir
sistemindeki agr ile iliskili yapilardaki aktivasyonu dogrudan Ol¢mektir. Bu
calismalar cesitli nosiseptif reflekslerdeki calismayla birlikte beyindeki ndronlarda,

dorsal boynuz néronlarinda, spinal koklerde ve periferal sinirlerdeki kayitlar
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icerebilir. Sozii edilen calismalar in vivo veya in vitro sartlarda yapilabilmektedir (4).
Bunlarin elektrofizyolojik metodlar acisindan avantaji, daha iyi kontrol edilebilir
olmalari, daha 1iyi nitelendirilebilir olabilmeleri ve baz1 degisken etkileyici

davranigsal 6l¢iime mecbur olmamalaridir.

3.1.6.3. Diger Metodlar

Agr1 mekanizmalarinin ¢alisilmasinda ayrica faydali bagka tekniklerde vardir.
Anatomik calismalar, zedelenmeden sonraki yapisal plastisite ile birlikte 6nemli agri-
iliskili transmiter modellerini, onemli noral devreleri ortaya koyar. Son yillarda
mikrodiyaliz gibi farkli metodlarda in vivo olarak kimyasal degisiklikleri goriintiileme
yetenegi, zararli uyarana cevaptaki transmiter salinimini 6l¢cme ihtimalini ortaya
cikarmistir. Ayrica fMRI ve PETgibi fonksiyonel yapisal imaj tekniklerindeki hizl
ilerlemeler, 6zellikle agr siirecinin daha biiyiik ve yiiksek integrasyonunu i¢eren agri

mekanizmalarini calismayr miimkiin kilmistir.

3.2. ZIKONOTID

Zikonotid; marine snaili Conus magusun zehirinde bulunan dogal olarak
olusan, sentetik 25 aminoasitlik bir peptiddir. Zikonotid, intratekal analjezi gereken
hastalarda siddetli, kronik agr1 tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Zikonotidin, kronik
inflammator ve noropatik agri hayvan modellerinde intratekal olarak uygulanan
morfinden en az 10 kat daha etkili oldugu ortaya konulmustur (46, 91). Zikonotid,
spinal kordu c¢evreleyen beyin omurilik sivisina birakilmak icin harici bir
mikroinfiizyon cihazi veya programlanabilir bir sekilde viicut icine yerlestirilmis
mekanik bir infiizyon pompasi kullanarak bir intrathecal kateter yoluyla siirekli bir

infiizyon seklinde hastalara uygulanir. Ancak yalnizca tip iriinlerinin intratekal
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uygulanmasinda deneyimli hekimler tarafindan uygulanabilmesi bu analjezigin

kullanimim sinirlandirir.

Yeni bir non-opioid analjezik olan zikonotidin kalsiyum kanallarini
ozelliklede N-tipi voltaj-duyarli kalsiyum kanallarim1 bloklamaktadir (5, 46).
Zikonotid opioid reseptorlere baglanmaz ve zikonotidin farmakolojik etkileri opioid
antagonistleriyle bloklanamaz (5, 46). Yine zikonotidin kolinerjik ve

monoaminonerjik reseptorlerle de etkilesimi bulunmamaktadir.

Morfinden ¢ok daha kuvvetli analjezik etkiye sahip olan ve bagimlilik
olusturamayabilecegi ortaya konulan zikonotidin DKG hiicrelerindeki [Ca*]; iizerinde
ne tiir degisikliklere sebep oldugu bilinmemektedir. Zikonotidin DKG hiicrelerinde
muhtemel etkisinin ne oldugunun ve etki mekanizmasinin ortaya konmasi bu agri
kesici 6zelliginin belirlenmesi medikal yonden yeni acilimlara 1s1k tutmasina izin

verecektir.
3.3. VALPROIK ASIT

Valproik asidin (2-propylpentanoic asit) (VPA) kimyasal formiilii CgH160,
dir. Valerian bitkisinden elde edilen valproik asit, valerik asidin bir analogu olarak
ilk defa 1882’ de sentezlenmistir. On yillar boyunca ilacin tek kullanim sekli
laboratuvarlardaki organik bilesikler i¢in coziicii olarak kullanilmasiydi. 1962°de
Fransiz arastirmacit Pierre Eymard ve arkadaslari valproik asidin tedavi edici
potansiyelini biraz da tesadiifi bir sekilde buldu. Arastirmacilar VPA’y1 deneysel
antikonvulsantlar icin bir ¢oziicii olarak kullanirken, valproik asidin bizzat kendisinin
antikonvulsant aktiviteye sahip oldugunu anladilar (40). ilac 1967’de epilepsi tedavisi

icin Fransada onayland1 ve 1978 yilinda da Birlesik Devletlerde onaylandi. O giinden
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beri valproik asit migren ve bipolar bozukluk tedavisinde de kullanilmaktadir.
Valproik asit (VPA) bir antikonvulsant ve psikolojik durum diizenleyici ila¢ olarak
baslica epilepsi ve bipolar bozukluk tedavisinde klinik kullanimi olan bir kimyasal
bilesiktir. Valproik asit ayrica migren, basagrisi ve sizofren tedavisinde de

kullanilmaktadir (40, 66).

Yapilan caligmalar bazi antikonvulzanlarin agr1 olusumunu engellemede
alternatif bir model olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur. Bununla birlikte
VPA’nin duyusal sinir hiicrelerindeki elektrofizyolojik etkileri ve hiicre ici kalsiyum
miktar1 {lizerine etkileri bilinmemektedir. DKG hiicrelerindeki AP paremetreleri ve
[Ca+2]i izerine valproik asidin etkilerinin arastirilmasi, bu ilacin agri iletim

yollarindaki muhtemel etkilerinin belirlenmesine yonelik bilgi saglayabilir.
3.4. SPINORFIN

Spinorfin, enkephalin ayristirict enzimleri inhibe eden sigir spinal kordundan
elde edilen endojen bir ajandir. insan polymorphonuclear neutrophil kemotaksis, O,
jenerasyonu ve eksositozis gibi bir takim inflammator cevaplar olusturur. Spinorfin
PMN iizerindeki reseptorlere FMLP (N-formylmethionyl-leucyl-phenylalanine)’ nin

baglanmasini baskilayarak, PMN fonksiyonunu inhibe eder (101, 102).

Yapilan calismalar spinorfinin anti-hiperaljezik aktiviteye sahip oldugunu
gostermektedir. Yamamoto ve arkadaglart spinorfinin, bradikinin ile uyarilmis
nosiseptif cevaplart baskiladigim1 ortaya koymuslardir. Benzer sekilde spinorfin
intracerebroventrikiiler olarak uygulandiginda analjezik aktivite gosterdigi yapilan

calismalarla ortaya konulmustur (44, 99, 102).
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Yapilan bu calismalar spinorfinin etkili bir analjezik aktiviteye sahip
olabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte spinorfinin bu agr1 dindirici etkisinin
hangi hiicresel mekanizmayla oldugu tam olarak bilinmemektedir. Spinorfinin DKG
hiicrelerinde [Ca*]; iizerine etkilerinin ortaya konulmasi agri dindirici 6zellige sahip
olan bu ajanin hangi mekanizmayla etkili olup olmayacagi konusunda degerli bilgiler

sunacaktir.

Bu tez calismasinda, sican duyusal sinir hiicre kiiltiirlerinde spinorfin,
zikonotid ve antiepileptik bir ila¢ olan valproik asidin, membran uyarilabilirligi ve
hiicre i¢i kalsiyum homeostasisine etkilerinin elektrofizyolojik ve molekiiler
(fluoresan kalsiyum goriintiileme yontemi esash ) olarak incelenmesi amag¢lanmustir.
Elektrofizyolojik calismalar sadece valproik aist i¢in gerceklestirilmis, fliioresan

kalsiyum goriintiileme ¢alismalari her 3 ajan i¢in de gerceklestirilmistir.
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4. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasinda DKG primer hiicre kiiltiirii hazirlanarak hiicresel agri
modeli olarak kullanildi. Bu tez calismasinda toplan 22 adet 2 giinliilk yavru sican

kullanilarak bunlardan farkli zamanlarda primer hiicre kiiltiirii hazirlanmistir.

Bu amagla kullanilan deney protokoliinde 6nce DKG hiicrelerinde valproik
asit kullamilarak elektrofizyolojik kayitlar alindi, ardindan aymi protokolle
hazirlanmis DKG hiicrelerinde valproik asit, zikonotid ve spinorfin kullanilarak
kalsiyum goriintiileme yontemi ile ¢alismalar yapildi. Boylelikle bu ii¢ ajanin

muhtemel agr1 dindirici etkisinin olup olmadigi incelendi.

Tez calismasinda kullanilan gere¢ ve yontemler asagida ayrintili olarak

sunulmustur.
4.1.1. Sican Dorsal Kok Gangliyon Hiicrelerinin Primer Kiiltiirii

Mevcut calismada, sigcan dorsal kok gangliyon (DKG) hiicreleri izole tek
hiicreler halinde elde edilerek elektrofizyolojik kayitlarda kullanilmak i¢in, enzimsel

ve mekanik islemlere tabi tutuldu (6, 7).
Kiiltiir Cozeltileri ve Kullanilan Kimyasal Ajanlar

A) Etil Alkol: % 99- %100 safliktaki etil alkol distile edilen su ile % 70’lik oranda

hazirland1 ve piiskiirtme yapabilen bir agizlig1 bulunan sisede saklandi.

B) Poly-L-Ornitin (Sigma; Steinham, Almanya): Poly-L-Ornitin stok soliisyonu 25
mg/ml olacak sekilde hazirland1 ve 10 ml’lik steril sise icerisine 100 ul gelecek

sekilde ayristirilarak — 20 ° C’ de muhafaza edildi.
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D)

E)

F)

G)

H)

)

Laminin (Sigma; Steinham, Almanya): Laminin stogu 1 mg/ml olacak sekilde
hazirland1 ve her bir 5 ml’lik steril cam siseye 10 pl gelecek sekilde dagitildi.
Stoklar — 70 © C’de sakland1 ve kiiltiir hazirlanacagi giin 2 ml steril PBS ilave

edilerek lamellerin tizerine ekildi.

Steril su: Laminar hava akimlhi giivenlik kabini icerisinde, distile suyun 0.2
um’lik
filtrelerden siiziilerek otoklavda daha oOnceden steril edilmis cam siselerde

saklandi.

Steril Fizyolojik Tamponlanmis Fosfat Cozeltisi (PBS) (Amresco, Solon, Ohio,
ABD; magnezyum ve kalsiyum icermeyen ): 100 ml bidistile suyun igerisinde 1
tablet PBS cozdiiriilerek, 0.45 um kalinliktaki filtreden siiziilerek steril bir siseye

kondu.

Sodyumbikarbonat (NaHCOs;; Sigma; Steinheim, Almanya): Kiiltiir vasatinin

pH’sin1 ayarlamak maksadiyla 1.2 mg/ml olacak sekilde medyuma eklendi.

Penisilin/Streptomisin (Sigma; Steinheim, Almanya): 5000 IU/ ml penisilin ve
5000 pg/ml streptomisin olacak sekilde 1 ml’lik stoklar hazirlandi ve Kkiiltiir
medyumu

hazirlamada kullanilacag giine kadar -20 ° C’de saklandi.

Kollegenaz (Sigma; Steinheim, Almanya): Steril su icerisinde % 1.25 olacak

sekilde diliie edildi ve -20 °C’de saklanmak iizere 1 ml’lik kisimlara ayrildi.

Tripsin (Sigma; Steinheim, Almanya ): Steril PBS icerisinde % 2.5 olacak

sekilde diliie edildi ve -20 ° C’de saklanmak tizere 1 ml’lik kisimlara ayrildi.
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J) Deoksiriboniikleaz (DNAz, Sigma; Steinheim, Almanya): Steril PBS icerisinde
1600 Kunitz/ml olacak konsantrasyonda hazirlandi ve -20 ° C’de saklanmak

tizere 1 ml’lik kisimlara ayrildi.

K) At Serumu (Sigma; Steinheim, Almanya): -20 C’de saklanmak iizere 10 ml steril

tiiplere konuldu.

L) Sinir Biiyiitme Faktorii (NGF, 2.5S) (Sigma; Steinheim, Almanya): Once steril su
icerisinde 100 pg/ml konsantrasyonda hazirlandi ve F14 igerisine 1 pg/ml olacak

sekilde diliie edildi ve -20 ° C’de saklanmak iizere 500ul’lik kisimlara ayrildi.
4.1.1.2. Kiiltiir Vasati

100 mililitrelik kiiltiir vasatlart asagidaki soliisyonlar1 icermektedir: 1 ml
Penisilin/ Streptomisin (ICN, Ingiltere) 120 mg NaHCO3 (Sigma) 10 ml odifiye

edilmis Dulbeco medyumu (Gibco laboratuarlari, Ingiltere) 10 ml at serumu (Sigma)

Bu icerikli karisim distile su ilave edilerek 100 mililitreye tamamlandi ve
ardindan filtreden siiziilerek sterilize edildi. pH’s1 kontrol edilerek kullanim anina

kadar +4°C’ de sakland.
4.1.1.3. Kiiltiir icin Kullanilan Ekipman ve Sarf Malzemeleri

Sterilizasyon amaciyla 0.22 um porlara sahip filtre Steril genis petri kutusu
94*16 mm ebata sahip, yuvarlak Steril kiiciik petri kutusu 35*10 mm ebata sahip,
yuvarlak Steril 50 ml polipropilen koni tiip Steril 15 ml polipropilen koni tiip Cam

mikroskop lameli 22* 22 mm ebata sahip, kare Cam Pastor pipeti, 150 mm uzunlukta
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4.1.1.4. Diseksiyon Malzemeleri

1 tane biiyiik makas, 220 mm uzunluga sahip

1 tane kii¢iik makas, 80 mm uzunluga sahip

1 tane i¢i yayli makas, ucu 12 mm uzunluga sahip

1 tane 15 cm uzunluga sahip forseps

1 tane ince uglu diiz forseps; 0.07* 0.03 mm uca ve 12 cm uzunluga sahip

1 tane ince uglu egri forseps; 0.07* 0.03 mm uca ve 12 cm uzunluga sahip

4.1.1.5. Diger Ekipmanlar

Laminar hava akiml giivenlik kabini, Sinif I Laminar Flow (Bilser, Ankara),
Otomatik CO, inkiibatorii, model: Heracell (Heraus, Hanau, Almanya), Diseksiyon
mikroskobu, model: B0O61 (Olympus, Tokyo, Japonya ), Otomatik pipetler (2-20 ul,

20-200 pl ve 100-1000 pl), Sarjli pipet

4.1.1.6. Dorsal Kok Gangliyon Hiicre Kiiltiirii icin Genel Prensipler

Hiicre kiiltiirliniin yapilmas1 ve muhafazasi sirasinda kontaminasyonlara karsi
gerekli onlemler alindi. Kullanilan tiim cerrahi malzemeler, cam saklama kaplari,
Pastor pipeti, pipet ve pipet uclart otoklav (Niive, Ankara) yardimiyla steril hale
getirildi. Otoklavdan alinan malzemeler laminar hava akiml giivenlik kabini icerisine
alimmadan once % 70’lik alkole tabi tutuldu ve bdylelikle laminar hava akimlh
giivenlik kabini igerisine yerlestirildi. Steril bir sekilde temin edilen plastik
malzemeler ise kullanilmadan 6nce % 70’lik alkol sprey iizerlerine sikildiktan sonra
diger cam malzemelerin yanina laminar hava akimli giivenlik kabini igerisine

yerlestirildi. Laminar hava akimli giivenlik kabini igerisindeki ultraviyole 1sik
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kaynagi, kabinde hiicre kiiltiirii yapilmadigi zaman araliklarinda acik birakildi.
Cerrahi malzemeler belirli periyotlarla, cam malzemeler ise her hiicre kiiltiirii
yapilmadan once steril bir hale getirildi. Hiicre kiiltiiriiniin koyulacagi inkiibatoriin

nemi, gaz diizeyi, sicaklig1 ve temizligine 6zen gosterildi.

Hazirlanan tiim soliisyonlarin pH’s1 pH metre (Orion, Beverly, ABD) ve osmolaritesi
ozmometre (Gonotec, Berlin, Almanya) kullanilarak 6l¢iildii. Soliisyonlarin ve cam
saklama kaplarinin iizerine sirasiyla malzemenin ismi, hazirlandigi tarih ve

hazirlayan kisinin bas harfleri yazilarak isaretlendi.
4.1.1.7. Dorsal Kok Gangliyonu Hiicre Kiiltiirii Protokolii

% 70’lik etanolde tutulan cam lameller (Sigma, Almanya) kiiltiir yapimindan
bir giin once etanolden ¢ikarildi ve sabit akimli giivenlik kabini icinde steril bir
kurutma kagidi iizerinde kurutuldu. Bundan sonra 100ul poly-L-ornitin (Sigma; 25
mg/mlstok soliisyon) 10 ml’lik distile suya ilave edildi ve olusan bu sivi ¢cap1 S0mm
olan steril bir petri kutusuna bosaltildi. Kuruyan lameller alevden hizla gecirildi ve
bu poly-L-ornitin iceren siviya yerlestirilerek 37 santigrad derece de % 95 oksijen, %
5 karbondioksit ihtiva eden inkiibatorde (Heraus, Almanya) bir gece bekletildi. Ertesi
giin lameller inkiibatorden alind1 ve Laminar flow igerisinde steril su ile yikandi. Her
bir lamel tizerine 100ul laminin (Sigma) ilave edilmek suretiyle kiiltiir tablasi
inkiibatore kaldirildi. Ayni giin kiiltir vasati da hazirlanarak 10 ml fosfatla
tamponlanmis fizyolojik tuzlu su (PBS) ile birlikte bir kisim kiiltiir medyumu da steril
bir plastik tiip icinde inkiibatore yerlestirildi. Diseksiyon cerrahi seti ile birlikte
diseksiyon mikroskobu dezenfekte edilerek sabit akimli giivenlik kabinine alind:. Iki

giinliilk Wistar sican yavrular1 (Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinden
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temin edilerek) dekapitasyonla oldiiriilmek suretiyle yayvan bir petri kutusuna

yerlestirildi.

Uygun bir makasla vertebral kolon ayrildi, bunun ardindan kaudal uctan
baslayarak boyuna kadar spinal kolonun ici yayl kii¢iik bir makasla acildi. Petri
kutularina yerlestirilmis PBS ile bu izole spinal kolon ii¢ defa yikandi. Ardindan
biitiin dorsal kok gangliyonlari mikroskop altinda forsepslerle hassas bir sekilde izole

edilip kiiciik bir petri kutusu i¢indeki kiiltiir vasatina yerlestirildi.

DKG govdeleri disekse edilip petri kutusunda toplandiktan sonra, hassas
yuvarlak hareketlerle petri kutusu salland1 ve boylece tiim gangliyonlarin bir araya
toplanmasi saglandiktan sonra kiiltiir medyumu bir pastor pipeti ile cekilerek 900 ul
hik kiiltiir vasati ile 100 pl kollagenaz (Sigma, 0.125%) ilave edilip hafif bir sekilde
calkaland1 ve 13 dakika siireyle inkiibatore kaldirildi. Siirenin bitiminde hiicre,
soliisyon ve enzim karisimi inkiibatorden alinarak hizla PBS ile ii¢ defa yikandi.
Bundan sonra 100 pl tripsin (Sigma 0.25 %) ve 900ul PBS eklenerek hafif bir
sekilde calkaland1 ve 6 dakika boyunca inkiibe edildi, ardindan steril plastik tiipe

aktarilarak 15 ml. 1lik kiiltiir vasati ilave edilerek ii¢ defa yikandi.

Ardindan 900 pl kiiltiir medyumu ve 100 ul DNAz enzimi (Sigma) ilave edilip
ucu daraltilmig steril bir pastor pipetine hizli bir sekilde cekilip bosaltilarak
gangliyonlar mekanik olarak tek hiicrelere ayristirildi. Hemen ardindan hiicre kiiltiir

vasat1 siispansiyonu kiiltiir vasati ilave edilip 5 ml’ye tamamlandi.

Bir giin 6nce lamellerin poly-L-ornitinle inkiibe edildigi petri kutusuna
bosaltilarak 2-3 saat inkiibe edildi. On inkiibasyondan amag, ©lii hiicreler ve

nonndronal dokularin uzaklastirilmasidir. 2-3 saatlik On inkiibasyonun bitiminde
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icinde hiicrelerin bulundugu petri kutusu inkiibatérden alindi, iistlerindeki sivinin
onemli bir kismi Pastor pipetiyle uzaklastirilir ve petri kutusunun dibine yapismis
olan hiicreler 1 ml’lik taze 1lik kiiltiir vasatiyla yikanarak soliisyona alindi. Petri
kutusu mikroskop altinda iyice incelenerek biitiin hiicrelerin uzaklastirildigi kontrol
edildi. Noronal olmayan hiicreler daha sik1 yapisacagindan petri kutusunun tabaninda
kald1 ve elimine edildi. Hemen ardindan hiicre siispansiyonuna 1lik kiiltiir vasati
eklenir ve 2.4 ml’ye tamamlandi. Son inkiibasyon icin daha 6nceden lamininle
kaplanan lamellerin bulundugu kiiciik petri kutular1 inkiibatorden alinarak laminin
iceren sivinin biiylik bir kismi lamellerden uzaklastirildi. Hiicre siispansiyonu
barindiran soliisyona 240 ul sinir biiylitme faktorii (NGF) ilave edildi ve her lamele
200 ul hiicre iceren bu soliisyondan ekildi ve bir aksam i¢in inkiibatore kaldirildi,
ertesi sabah her bir petri kutusuna 1.5 ml NGF ihtiva eden 1lik kiiltiir vasati ilave
edildi ve tekrar inkiibatore kaldirildi. Izleyen 5-7 giinde petri kutularindaki 1-5 ml
kiiltiir vasat1 ¢ekilerek NGF (10ul NGF/ petri kutusu) iceren yeni kiiltiir vasati ilave
edildi. DKG hiicreleri 24 saat sonra elektrofizyolojik kayitlar i¢in kullanilmaya

baslandi.
4.1.2. Elektrofizyoloji
4.1.2.1. Elektrofizyolojik Deney Diizenegi ve Protokoller

Bu calismada toplam 56 hiicreden elektrofizyolojik kayit alinmistir. Ancak
hepsinde tam protokol valproik asit etkisi denenememis bazi hiicrelerden alinan kayit

ornekleri kontrol verileri belirlemekte kullanilmistir.

Bu caligmadaki deneyler tiim hiicre diyaliz patch kenetleme teknigi ile

gerceklestirildi. Pipet ucu ile hiicre membrani arasinda yiiksek direngli bir miihiir
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olusturularak, ardindan negatif basingla hiicre zar1 hasara ugratilarak tiim hiicre
diyaliz patch kenetleme bicimi olusturuldu. Bu sekilde hiicre sitoplazmasi ile pipet
icerigi arasinda siirekli temas temin edildi. Tiim deneyler oda sicakliginda
gerceklestirildi  (20-23 °C). Akim kenetleme deneyleri Axoclamp-2B (Axon
Instruments, ABD) patch kenetleme amplifikatorii ile amplifikatoriin akim kenetleme
(current clamp) modu kullanilarak gergeklestirildi. Akim kenetleme modu
vasitasiyla, membran potansiyeli kaydi, input rezistansi, aksiyon potansiyeli ve
aksiyon potansiyeli sonrasi potansiyeller kayit edildi. Elektrofizyolojik kayit yapilan
DKG hiicreleri diisiik voliimlii bir ekstraseliiler kayit (banyo) soliisyonunda tutuldu.
Diisiik voliimden dolay1 pipet kapasitansi sinirhidir. Diisiik direngli patch pipetleri
Pireks borosiligat cam ¢ubuklardan (1.4/1.6 mmdis ¢ap, 0.8/ 1.0 mm olan i¢ capi
icerisinde 0.15 mm fibril iceren, Plowden and Thompson Ltd, Dial Glass Works)
pipet cekici ile cekildi (Sutter Inst, ABD). Diren¢ degerleri 3-7 mega ohm arasinda
degisen pipetler KCI esasli hiicre ici patch soliisyonu ile dolduruldu. Pipetler
yalnizca bir hiicreden kayit i¢in kullanildi. Hiicre dis1 ve hiicre i¢i soliisyonlar 0.45
pum delik biiyiikliigline sahip filtrelerden siiziildii. Hamilton siringasiyla pipetler
patch pipet soliisyonlariyla doldurulurken en Onemli noktaysa pipet icerisinde ve
pipet tutucu icerisinde herhangi bir hava kabarcigi kalmamasina 0Ozen
gosterilmesidir. Pipet tutucu 1 M KCI ile dolduruldu ve CV-4 1/ 100 headstage
(Axon Instruments, Foster, CA, ABD) icerisine yerlestirildi. Pipet tutucunun
kenarinda miihiir olusturma sirasinda negatif basing uygulanmasiyla ilgili kisim bir
silikon hortumla 1 mI’lik bir siringaya baglandi. Bu headstage, pipeti saga sola, ileri-
geri ve asagl yukart hassas hareket ettirmeye yarayan {ic boyutlu bir

mikromanipulatére monte edildi. Mikromanipulatorler, ters mikroskop mekanik
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stabiliteyi saglamak gayesiyle titresimsiz bir elektrofizyolojik masa (Intracel, UK)
tizerine yerlestirildi. Elektrofizyolojik masa ve {izerindeki aletler, elektriksel
giirliltiiyli azaltmak gayesiyle Faraday kafesi araciligiyla topraklandi. Elektrotlar ile
amplifikatorler arasindaki elektriksel kontak, Ag-AgCIl elektrotu, pipet tutucu
icerisindeki kablo ve KCI banyosu ile saglandi. Ekstraseliiler kayit soliisyonu ile KCI
banyosu arasindaki kontak ise agar -KCI kopriisii ile sagland1 (% 3 agar iceren
borosiligat cam tiip 1 M KCI igerisinde hazirlandi ve kullannmda olmadigi

zamanlarda siirekli olarak 1 M KCI i¢inde saklandi).

DKG noronlan elektrofizyolojik kayit icin inkiibatorden alindiklarinda kayittan
once 5 dakika aralarla hiicre dis1 kayit soliisyonuyla ii¢ defa yikandi. Hiicre dis1 kayit
soliisyonunun oda sicakliginda olmasina dikkat edildi. Tiim hiicre diyaliz modunun
saglanmasinin ardindan, akim kenetleme deneylerinde dinlenim zar potansiyeli
Olciildii ve akim enjeksiyonuyla zar potansiyeliyle arzu edilen zar potansiyeline

tutuldu.

4.1.1.2. Akim Kenetleme Deneylerinde Kullanilan Kayit Soliisyonlar:

Membran potansiyeli, giris direnci, aksiyon potansiyelleri ve aksiyon
potansiyelleri ard potansiyelleriyle alakali deneylerde hiicrenin iyonik dengesi
genelde degistirilmeyerek fizyolojik sartlar ve homeostazis azami derecede taklit
edildi. Bu amagla asagida icerikleri verilen hiicre i¢i ve hiicre dis1 kayit soliisyonlari

kullanilmastir (6,7).
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4.1.2.2.1. Akim Kenetleme Deneyleri icin Patch Pipeti (Hiicre ici) Soliisyonu

Tablo 4.1: Akim Kenetleme Deneyleri Icin Patch Pipeti (Hiicre I¢ ) Soliisyonu

KCI
CaCl,
MgCl,
ATP
EGTA

HEPES

140 mM

0.1 mM

1 mM

1 mM

1.1 mM

10 mM

Patch Pipeti (Hiicre i¢i) Soliisyonunun, TRIS kullanilarak pH 7.4, osmolarite ise

sukroz ilavesiyle 31 OmOsm/ litreye ayarlandi.
4.1.2.2.2. Akim Kenetleme Deneyleri Icin Hiicre Disi Kayit Soliisyonu

Tablo 4.2: Akum Kenetleme Deneyleri Icin Hiicre Disit Kayit Soliisyonu

NaCI 130 mM
KCI 3 mM
MgCl, 0.6 mM
CaCl, 2 mM
NaHCO; 1 mM
HEPES 10 mM
Glikoz 5mM

NaOH kullanilarak pH 7.4’eve sukroz ilave edilerek ozmolarite 310-320

mOsm/litreye ayarlandi.
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Hiicre ici ve hiicre dis1 kayit soliisyonunda genelde ayni giin hazirlanarak pH
ve ozmolariteleri Olciildii. 0.22 um c¢apinda delikleri olan bir filtreden siiziilerek
biiyiik partikiillerin patch kenedi icin problem olusturmasi 6nlendi. Soliisyonlar 50

ml’lik kisimlar halinde derin dondurucuda saklandi.
4.1.2.3. Zaitlanma Potansiyelinin Hesaplanmasi

Akim kenedi deneyleri icin KCI iceren hiicre i¢i kayit soliisyonlar1 ve NaClI
iceren hiicredist  kayit soliisyonlar1 kullanildi. Hiicrelerin  dinlenim  zar
potansiyellerinin ol¢iilmesinden sonra hiicreler asgari 5 dakika bu zar potansiyelinde
tutulur ve aksiyon potansiyeli depolarize akim enjeksiyonu ile aktive edildi.
Depolarize edici ard potansiyele sahip hiicreler -40/ -120 mV arasinda 10mV’luk
araliklarla tutularak aksiyon potansiyelleri aktive edildi. Bu sekilde elde edilecek
aksiyon potansiyeli ard potansiyellerinin zitlanma potansiyeli hesaplandi, hesaplanan
bu deger CI ve K" kanallarinin hiicre ici ve hiicre disi1 soliisyonlardaki konsantrasyon
degerlerine gore Nerst denkleminden hesaplanan zitlanma potansiyelleriyle

karsilastirildi.

Zitlanma potansiyelleri membran iletkenliginin iyonik temelinin biyofiziksel
olarak belirlenebilmesi i¢in sik bir sekilde kullanilan bir yontemdir. Bu maksatla
Nernst denklemi kullanilmaktadir. Nernst denklemine gore asagidaki parametreler

g6z Oniinde bulundurularak hesaplama yapildi.
E= (RT)/(ZF) In(Cd/C1). R (Genel gaz sabiti)= 8.3143 j/K mol

F (Faraday sabiti) = 96500 °C/mol
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T (Mutlak sicaklik) = (273 °C) K

Z= lyon degerligi

Cd= Hiicre dis1 molar konsantrasyon
Ci= Hiicre i¢i molar konsantrasyon
4.1.2.4. Tlac uygulamas

DKG hiicrelerine hiicre dis1 ilag uygulamasi, hiicre dist mikroperfiizyon

seklinde gerceklestirildi.

Test ajanlarini hiicre dis1 mikroperfiizyonu, ucu genisletilmis bir patch pipeti
vasitasiyla diisiik basincli mikroenjeksiyonla saglandi. Pipetler Hamilton siringasi
(Hamilton Company, Isvicre) ile hiicre dis1 kayit soliisyonunda hazirlanmis olan
valproik asit, zikonotid ve valproik asitin arzu edilen konsantrasyonu ile dolduruldu.
Ila¢ uygulama pipetinin ucu temiz bir metal yiizeye hafifce dokundurularak kirildr ve
ilac akimini saglamak igin yaklasik 10 um cap elde edildi. ilagla dolu olan pipet
tutucu mikromanipiilatore yerlestirilerek (WPI, ABD), basin¢ siiresi ve siddeti
ayarlanabilen basimn¢ kaynagma (Pneumatic Pump, WPI, ABD) silikon tiip
araciligiyla baglandi. Kayit alinan hiicreden kontrol verileri elde edildikten sonra ilag
uygulamak i¢in kullanilacak pipeti mikroskop altinda mikromanipiilatdr vasitasiyla
hiicre dist kayit soliisyonuna daldirilarak ilgili hiicrenin 50-100 pm uzagina
yerlestirildi. llacin ayr1 ayr her bir tatbikinden sonra hiicre dis1 kayit soliisyonu birkag
kez taze soliisyon ile degistirilmek suretiyle hiicreler yikandi ve bundan sonraki ayni
lamelin uzak noktalarindaki hiicrelerden saglandi. Stok soliisyonlart c¢ift distile

deiyonize su icerisinde hazirlandi.
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4.1.3. Aksiyon Potansiyellerinin Kayit Edilmesi

Lamel iizerinde yer alan DKG hiicrelerinden kayit i¢in secilen hiicre ters
mikroskobun (Nikon, Japonya) goriintii alaninin ortasina yerlestirildi. Daha sonra
pipet soliisyonu ile doldurulmus patch pipeti mikromanipiilatér (Narishige, Japonya)
aracilign ile once kayit soliisyonu igerisine ve kademeli olarak da hiicre iizerine
yerlestirildi. Patch kenetleme amplifikatorii Axoclamp 2B (Axon Instruments, ABD)
siiresi ve frekans1 Digitimer D4030 (Ingiltere) stimulus programlayicis ile kontrol
edilen elektrik dalgalar1 ile eksternal olarak tetiklendi. 10 pA hiperpolarize edici
akim (1 Hz, 100 ms siireli) uygulamasi ve elektrojenik potansiyelin ol¢iilmesi ile
pipet direnci belirlendi. Bu esnada voltaj defleksiyonunu gidermek i¢in uygulanan
akim amplifikatorden okunarak pipet direnci belirlendi. Bu esnada voltaj
defleksiyonu giderilinceye kadar rezistans kompansasyonu uygulandi ve voltaj
defleksiyonunu gidermek i¢in uygulanan akim amplifikatorden okunarak pipet
direnci mega ohm olarak belirlendi. Bu ¢alismada direnci 3-7 mega ohm arasinda
degisen pipetler kullanildi. Daha sonra osiloskop ekraninda voltaj gbzlenene kadar
pipet dikkatle asagiya indirildi. Pipet ucu ile hiicre yiizeyi arasindaki fiziksel temas
direncin arttigimin belirtisi olarak yaklasitk 0.5 mV luk bir defleksiyon gosterdi.
Miihiir olugmast i¢in pipet tutucuya silikon bir hortumla bagh bir enjektorle ¢ok hafif
bir negatif basin¢ uygulandi. Birka¢ dakika icerisinde 5-15 giga ohm’luk miihiirler
gelisti. Osiloskop 20-50 mV/ division’a ayarlanarak miihiir rezistans1 takip edildi,
membrani zedelememek i¢in uygulanan akimin siddeti -50 pA ile sinirlandirildi. Tiim
hiicre diyaliz kayit formuna gecildikten sonra akim kenedi modunda pipet ve hiicre
kapasitans  kompansasyonu uygulandi. Tim  hiicre diyaliz  formunun

gerceklestirilmesi i¢in genelde hafif ilave negatif basin¢ uygulamas: yapildi. Akim
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kenedi kayit modunda Once istirahat membran potansiyeli Ol¢iildii ve voltaj
injeksiyonu ile membran potansiyeli istenilen gerilim degerinde tutuldu.
Amplifikator ¢ikiglar1 osiloskop iizerinde goriintiilendi (Hameg PM3305, 35MHz) ve
pclamp 7 (Axon Instruments, ABD) programu ile kisisel bilgisayara kayit edilerek

analiz edildi.
4.1.4. Veri Analizi

Elektrofizyolojik veriler deney sirasinda bilgisayarin hafizasina kayit edildi
ve daha sonra analiz edildi. Analizlerin yapilmasi i¢cin pClamp 7.0 (Axon Inst, ABD)
analiz programi kullanildi. 1 kHz frekansinda digitalize edildi (Digidata 1200, Axon

Inst, ABD) ve bilgisayar hafizasinda kayit edildi.

Akim kenetleme sartlarinda aksiyon potansiyeli esik degeri, pik amplitiit,
aksiyon potansiyelinin siiresi ve ard potansiyellerin (hiperpolarize edici) amplitiit ve
bu gerilimlerin istirahat membran potansiyellerine donme zamani Olgiilerek

degerlendirildi. Kayit degerleri daha sonra yazdirildi.
4.2. HUCRE iCi KALSiYUM GORUNTULEME VE GORUNTU ANALIZLERi

Hiicrelerin fura-2AM ile yiiklenmesi (fliioresan isaretleme): izole edilen ve
lamellere ekilen hiicreler, en az 4-6 saat inkiibe edildikten ve lamel iizerine iyice
yapismasi saglandiktan sonra kalsiyum goriintiileme deneylerinde kullanildi.
Hiicrelerin aksonal ve dentritik wuzantilar gelistirmesi fliioresan kalsiyum
goriintiileme hesaplamalarini etkileyebilecegi i¢in goriintiileme deneylerinde genelde

1 giinliik hiicreler kullanild1 (Sekil 1).

Hiicreler fura-2-AM (1 ve 5 uM, Molecular Probes, 1ngi1tere) ile oda

sicakliginda bir saat inkiibe edilerek floresan boya yiiklemesi yapildi. Yiiklemeyi
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takiben hiicreler 20 dakika icerisinde NaCl-esash hiicre dis1 soliisyonu [135 mM
NaCl, 5.9 mM KCl, 1.5 mM CaCl,, 1.2 mM MgCl,, 11.5 mM glikoz, 11.6 mM
HEPES (ozmolarite 310 - 320 mOsm, sukroz) ile en az ii¢ kez daha yikanarak, hiicre
disindaki fliioresan boya uzaklastirildi ve fura-2’nin de-esterifikasyonu saglandi ve
kalsiyum goriintileme deneyleri bu bilesimdeki kayit soliisyonii kullanilarak

gerceklestirildi.
4.2.1 Fliioresan [Ca**]; Goriintiileme

Kalsiyum duyarli floresan boya ile yiiklenen hiicreleri iceren lameller,
mikroinkiibasyon kayit cemberine (Warner Instruments, ABD) aktarilarak,
mikroinkiibasyon-perfiizyon sistemi araciligiyla NaCl-esasl1 hiicre dis1 soliisyonu ile
kayit ¢emberine ince silikon hortum ile baglantili, agma kapamasi bilgisayar
kontrollii, akim hiz1 yer cekimine gore ayarlanan ila¢ uygulama/perfiizyon sistemi
(Warner Instruments, ABD) araciligi ile (1 ml/dakika) siirekli perfiize edildi ve
floresan atagmanli Nikon TE 2000S ters mikroskop altinda gerektiginde goz ile
degerlendirildi (Sekil 4.1 ve 4.2). Biitiin deneyler oda sicakliginda (= 22°C)
gerceklestirildi ve biitiin deneysel islemler hiicrelerin fliioresan isaretleyici ile
yiklenmesinden maksimum bir saat icerisinde gergeklestirildi. Fliioresan boyanin
1518a maruz kalarak agarmasini sinirlandirmak i¢in optimum pozlama zamani
(exposure time) belirlendi ve bilgisayar kontrollii filtre siiriiciisiindeki perde (shutter)
donanimi aracili@i ile goriinti alinmadigr zamanlarda fliioresan isaretlenmis
hiicrelerin 151k maruziyeti onlendi. Xenon 151k kaynagindan (LS- Sutter Instr, ABD)
gonderilen UV 1gininin hizli bir otomatize filtre siiriiciisiine (Lambda-2, Sutter Instr,
ABD) yerlestirilen fura-2 filtre seti araciligi ile 340 ve 380 nm filtrelerden (Chroma,

ABD) gonderilerek mikroskop optikleri (Nikon TE 2000 S, S-flour 40X objektif,
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NA=1.4) aracilig1 dual eksitasyon ve 510 nm’de emisyon gerceklestirildi. Fliioresan
goriintiileri yiiksek hizli sogutmali dijital bir CCD kamera (ORCA 285, Hamamatsu
Photonics, Hamamatsu, Japonya) ve veri kazanim-yazilim programi (sPCI, ComPix)
aracilig ile bilgisayar hafizasina kayit edildi. Sistemin genel bir goriiniimii sekil 2°de

yer almaktadir.

Floresan orami analizleri off-line olarak, cevap veren hiicrelerde “ilgi alan1”
secimleri yapilarak yazilim programi (sPCI, ComPix) araciligiyla gerceklestirildi.
[Ca*?]; hesaplanmasinda, 510 nm’de emisyon gerceklestirilerek 340 nm eksitasyonda
elde edilen fliioresan yogunlugunun 380 nm eksitasyonla elde edilen fliioresan
yogunluguna oranlanmasi (dual uyari: 340 nm/380 nm, emisyon: 510 nm) esas

alindi.
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A: Bir ginluk kiltire dorsal kok gangliyon (DKG) hiicrelerinin gériiniimi

B: 3 gunluk kaltire dorsal kok C: 5 guinluk kaltire DKG huacreleri

gangliyon hiicreleri

D: fura 2 yiklenmis 1 ginlik DKG hiicrelerinin fliioresan gérintimleri

Sekil 4.1, A-C: CCD-kamera atagsmam aracilig ile ¢ekilen fotografta sican DKG
sinir hiicrelerinin aydinlik alan goriiniimii (20X, 0.7 X kamera C-mount), D: Fura
2 AM ile yiiklenmis 1 giinliik kiiltiire DKG hiicrelerinin fliior e san goriiniimii

(40X, xO. 7 X kamera C-mount), S-fliior 1.4 NA, yagl objektif.
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Sekil 4.2. Fliioresan kalsiyum goriintiileme sisteminin fotografik goriiniimii. llac
uygulama/mikroinkiibasyon sistemi (sol iist kistm), CCD kamera (sol alt), ters

mikroskop ve filtre siiriiciisii kontrol iinitesi (sag).

Tiim veriler ortalamaz standart hata (mean+SEM) olarak sunuldu. Istatistiksel
analiz ve grafikler sirasiyla SPSS12.0 ve Sigma Plot 8.0 programi kullanilarak
yapild:. Istatistiksel analiz icin Student’s t testi veya tek yonlii varyans analizi ile
kullanildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Tez caligmasinda valproik
asit, zikonotid ve spinorfin kullamilmistir. Biitiin ajanlar hiicre dis1  kayit
soliisyonunda c¢oziinerek hazirlanmistir.  Kullanilan  valproik asitr  dozlan
elektrofizyoloji deneyler i¢in 30 pM, 100 uM ve 300 uM fliioresan kalisyum
goriintiileme deneyleri i¢in ise 100 uM, 300 uM ve 1 mM seklindeydi. Kalsiyum
goriintiilleme deneylerinde kullanilan zikonotit dozu 1 nM, 10 nM ve 1 uM;

spinorfinin dozu ise 10 uM, 100 uM ve 300 uM seklindeydi.
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5.BULGULAR
5.1. ELEKTROFIZYOLOJi

Patch kenetleme metodu “tiim hiicre diyaliz akim kenetleme modu”
kullanilarak gergeklestirilen hiicresel kayitlarda, DKG istirahat membran potansiyeli,
input rezistansi, reobaz, aksiyon potansiyeli (AP) esik degeri, AP pik degeri, AP pik
degere ulagsma zamani, siiresi, AP ard potansiyel amplitiitii belirlendi. Ayrica,
hiicreler -40 ile 120 mV arasinda farkli membran potansiyellerinde tutularak aksiyon

potansiyeli ard potansiyellerinden zitlanma potansiyeli hesaplamalar1 gerceklestirildi.

Kayit gerceklestirilen hiicrelerin ortalama istirahat membrane potansiyeli -

55.9 £ 1.9 mV (n=56) olarak belirlendi.

Kayit edilen hiicrelerde esik deger -13 mV ile -52 mV arasinda degistigi
belirlendi. Valproik asit uygulamasi DKG hiicresi aksiyon potansiyeli esik degeri
izerine uygulanan hi¢ bir doz (30, 100 ve 300 uM) i¢in istatistiksel olarak anlamli bir

etki meydana getirmedi.

] 3
10 2
13 :é R 3
< 12|z tle 3|3
g20]|3|8 FREN =
z AN RS 5 [ %
2 4 ¥ o
& .0 &
J
] L T

A L

Sekil 5.1 Valproik asidin sican dorsal kok gangliyon sinir hiicresi aksiyon

potansiyeli esik degeri iizerine doz bagimli etkileri.
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Sekil 5.2. Valproik asidin sican dorsal kok gangliyon sinir hiicresi aksiyon potansiyeli

pik degeri iizerine doz bagimli etkileri.
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Sekil 5.3. Valproik asidin sican dorsal kok gangliyon sinir hiicresi aksiyon potansiyeli

stiresi tizerine doz bagimly etkileri.

40



40 —u— Kontrol

| [ —eo— 300 uM valproik asit
30
20 I { —~—

1
E\ij S

0 ST

10

-10 4

~5 3

Ard Potansiyeli Amplitat (mV)

-20

T I T T T T T T
-120 -100 -80 -60 -40

Membran Tutma Potansiyeli (mV)
Sekil.5.4. Membran tutma potansiyelinin (-40/-120 mV) aksiyon potansiyeli

hiperpolarize edici ard potansiyeli amplitiitii iizerine etkileri.

Aksiyon potansiyelleri 5 ms siireli esik istii depolarize edici karedalga
uyaranlarla indiiklenerek kayitlar alindi. Sekilde aksiyon potansiyeli hiperpolarize
edici ard potansiyel (Ixca akimlarmin) zitlanma potansiyeli hesaplanmasinda
kullanilan protokol, kontrol ve 300 uM valproik asit uygulamasinda goriilmektedir.
Membran potansiyeli -120 ile -40 mV arasinda uyarilarak hiperpolarize edici ard
potansiyeli pik amplitiitii belirlenerek aktive edildigi membran potansiyeli test voltaj
degerine kars1i plot edilmistir. Valproik asit (300 uM) daha negatif membran
degerlerinde egriyi kismen sola kaydirmakla beraber anlamli bir etki meydana

getirmemistir.
5.2. HUCRE iCi FLUORESAN KALSiYUM GORUNTULEME BULGULARI

Bu tez calismasinin gerceklestirildigi deneysel kosullarda, kalsiyuma duyarli
boya olan fura-2AM ile yiiklenmis DKG noronlarindan dakikalarca (45-60 dakika)

stabil fliioresan sinyalleri kayit edilebilmektedir. Yine bu Kkiiltiire sinir hiicreleri
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standart olarak yiiksek K™ (30 mM) ile uyarilmaya hiicre ici serbest kalsiyum

diizeyinde artigla cevap vermektedir.

Tez calismasinin bu kisminda hiicreler yontem kisminda ayrintili olarak
bahsedilen oransal fliioresan kalsiyum goriintiileme yontemi kullanilarak hiicre ici
serbest kalsiyum diizeyi degisiklikleri takip edildi. DKG hiicrelerinin non-spesifik
depolarizasyon olarak yiikksek K (30 mM) ile uyarima cevapliigi ve bu
depolarizasyon cevaplarina valproik asit, spinorfin ve zikonotidin etkileri irdelendi.
Ilave olarak spinorfinin hiicre capina gére DKG alt tipleri iizerine spesifik etkileri de

irdelendi.

5.2.1. Valproik Asidin Dkg Hiicrelerinde Depolarizasyonla indiiklenen

[Ca’*], Diizeyi Uzerine Etkileri

Bu kisimda valproik asidin DKG noéronlarinda yiiksek KCI ile uyarilmis
[Ca®]i diizeyleri iizerine etkisi farkli doza bagimli olarak (100 uM, 300 uM ve 1 mM)
incelendi. Ik asamada valproik asidin DKG hiicrelerinde bazal kalsiyum sinyalleri
tizerine etkisi olup olmadig: belirlendi. Valproik asidin test edilen hi¢gbir dozu (100
uM, 300 uM ve 1 mM) DKG hiicrelerinde bazal kalsiyum sinyal seviyesini anlamli
diizeyde etkilememektedir (Tablo 5.1, Sekil 5.5).

Daha sonra kontrol kosullarinda 3 defa 30 mM KCl igeren hiicre dis1 kayit
soliisyonu DKG hiicrelerine uygulandi. Yiiksek K* membran depolarizasyonuna
cevap olarak [Ca®*]i artis cevabi meydana getirdi. Bu uygulamalarin ikincisi
esnasinda valproik asit (1mM, 300 uM ve 100 uM) 30 mM KClI igeren hiicre dist
kayit soliisyonu ile birlikte uygulandi. Valproik asit (ImM, 300 uM ve 100 uM)
Yiiksek K" uygulamasi ile meydana gelen [Ca®*)i artist iizerine herhangi bir etkisi

bulunmamaktadir (Tablo 5.1, Sekil 5.5-5.6).
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Diigtik Oran Unitesi BN ek Cran Onitesi

Bazal Birinci KCI (30 mM) uygulamasi

Ikinci KCI (30 mM) + Valproik asit (1 mM) Uciincii KCI (30 mM) uygulamasi
uygulamast

ekil 5.5. Valproik asitin (1 mM) sican iicrelerinde [Ca”" ]; diizeylerine etkisi.
Sekil 5.5. Valproik asitin (1 mM) DKG hiicrelerinde [Ca®* ]; diizeyleri kisi

Sekilde fura-2 AM ile yiiklenmis DKG sinir hiicrelerinde valproik asit (1 mM)
uygulamasinin meydana getirdigi fliioresan orani degisikligini gosteren tipik bir
deney uygulamasina ait orijinal kayit 6rnekleri sunulmustur. [Ca™); diizeyleri, fura-2
AM boyas1 kullanilarak, Valproik asit (1 mM) uygulamasindan Once (bazal) ve
yilksek KCI (30 mM) uygulamasi, yikamanin ardindan yiiksek KCI (30 mM)
+Valproik asit (I mM) uygulamasi ve yikamanin ardindan yiiksek KCI (30 mM)
uygulamasi takiben degerlendirildi.
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Sekil 5.6. Valproik asitin (ImM) sican DKG hiicrelerinde [Ca’" ]; diizeylerine

etkisi.

Sekilde fura-2 AM ile yiiklenmis DKG sinir hiicrelerinde valproik asit (1
mM) uygulamasinin meydana getirdigi fliioresan orani1 degisikligini gosteren tipik bir
deney uygulamasina ait ortalama verilerden gelistirilmis grafik sunulmustur. [Ca**];
diizeyleri, fura-2 AM boyas1 kullanilarak, Valproik asit (1 mM) uygulamasi 6nce
(bazal) ve valproik asit (1 mM) uygulamasi takiben degerlendirildi. Bazal seviye
tizerine valproik asit (I mM) uygulamasi ve 1.yiikksek KCI (30 mM) uygulamasi, 2.
yiiksek KCI (30 mM) + Valproik asit (I mM) uygulamasi ve 3. yiiksek KCI (30 mM)
uygulamasi takiben degerlendirildi. Cevaplar fliioresan oraninda (340nm/380 nm)
meydana gelen degisikliklerin pik degerleri olarak belirlendi. Biitiin 6l¢timler en az 3

farkli kiiltiire ait hiicrelerin oldugu lamellerde tekrarlanmis ve benzer sonuglar elde
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edilmistir. Hata ¢ubuklarit SEM’i gostermektedir. F.Y.=Fark Yok, VA: valproik asit,

Hi K*: Yiiksek KCI (30 mM).

Tablo 5.1. (100 uM, 300 uM ve 1mM) bazal ve yiiksek K" ile depolarizasyona

bagl hiicre ici kalsiyum artist (fliioresan orani) iizerine etkileri

Doz (uM) Floresan Oram Bazal + Yikama Sonrasi n
(Bazal) Valproik asit
100 0.67+0.06 0.67+0,07 0.67 +0,06 18
- 300 0.65 +0.07 0.6620,06 0.64 +0,06 24
S
2 1000 0.72 £0.05 0.72+0,06 0.71 £0,06 45
=
e Bazal+ 30 mM KCI + Bazal + 30 mM
2 Doz (uM) Bazal+ 30 mM KCl n
= Valproik asit KCl
>
100 1.28 +0.06 1.2620.06 1.24 +0.06 10
300 1.31 £0.07 1.30 £0.05 1.29 £0.06 22
1000 1.35 £0.06 1.34 £0.06 1.34 £0.06 56

5.2.2. Zikonotidin Dkg Hiicrelerinde Depolarizasyonla Indiiklenen

Hiicre ici Kalsiyum Diizeyi Uzerine Etkilerinin incelenmesi

Tez calismasimnin bu protokoliinde zikonotidin (1nM, 10 nM ve 1 uM)
dozlarinda DKG sinir hiicrelerinde KCl ile uyarilmisg [Ca2+]i diizeyi lizerine etkisi
incelendi. ilk asamada zikonotidin DKG hiicrelerinde bazal kalsiyum sinyalleri
tizerine etkisi olup olmadigr belirlendi. Zikonotidin (InM, 10 nM ve 1 uM) DKG

hiicrelerinde bazal kalsiyum sinyal seviyesini degistirmedigi tespit edildi (Sekil 18).
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Daha sonra kontrol kosullarinda yikamalar1 takiben ardisik 3 yiiksek KCI (30
mM) iceren hiicre disi kayit soliisyonu ile DKG hiicreleri uyarildi. Yiiksek K*
membran depolarizasyona cevap olarak [Ca®*]i diizeyinde artiy meydana
getirmektedir. Bu uygulamalarin ikincisi agamasinda zikonotid (InM, 10 nM ve 1

uM) 30 mM KCl igeren hiicre dis1 kayit soliisyonu ile birlikte uygulandi.

Zikonotidin uygulanan en diisiik dozu, yiiksek K* uygulamasinin meydana
getirdigi [Ca®*]i artis cevabimi anlamh diizeyde degistirmedigi belirlendi (Tablo 2,
Sekil 5.7). Zikonotidin (10 nM) daha yiiksek dozu ise yiiksek K" meydana gelen
[Ca™]i artig cevabini anlamli diizeyde baskilamaktadir. Ancak bu etki geri doniisiimlii
olup, yikama sonrasinda ortadan biiyiik Olciide kalkmaktadir. Soyle ki; zikonotid
uygulamasin1 takiben gerceklestirilen yikama isleminden sonra gerceklestirilen
liciincii yiiksek K uygulanmasi ile ilk yiiksek K* uygulamasiin meydana getirdigi

[Ca®]i artig cevabi birbirine yakin olarak tespit edildi (Tablo 2, Sekil 5.9).

Kullanilan en yiiksek doz zikonotid (1 puM) ile hiicrelerin muamele edilmesi
yiikksek K' ile meydana gelen [Ca®*]i artis cevabimi anlamli olarak baskilamakta,
yikamayi takiben yiiksek K* uygulamas: ilk uygulamaya kiyasla daha diisiik bir artist
[Ca®li meydana getirmektedir. Bu da etkinin bir miktar geri doniisiimsiiz oldugu
gostermektedir (Tablo 2, Sekil 5.10). Yine benzer sekilde zikonotid (1 uM) ile DKG
hiicrelerine 6n muamele yapilmas1 yiiksek K" un meydana getirdigi etkiyi

baskilamaktadir (Sekil 5.7).
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Diisiik Oran Unitesi P i< Oren Unitesi

1 uM Zikonotid én uygulamasi yapilan hiicrelere
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Bazal Zikonotid
Zikonotid uygulamast ardindan ytkama sonrasinda Zikonotid uygulamasinin bazal floresan oran
yitksek K (30 mM) uygulamasi tizerine etkisi

Sekil 5.7. Zikonotidin ( 1uM) sican DKG hiicrelerinde Yiiksek K ile indiiklenen

[Ca®], diizeylerine etkisi.

Sekilde fura-2 AM ile yiiklenmis DKG sinir hiicrelerinde Zikonotid (1 uM)
6n uygulamasmin bazal [Ca’*]; iizerinde meydana getirdigi fliioresan orani
degisikligini gosteren tipik bir deney uygulamasina ait orijinal kayit ornekleri
sunulmustur. [Ca**]; diizeyler Zikonotid (1 uM) uygulamasindan 6énce (bazal), yiiksek
K" (30 mM) + Zikonotid (1 pM) uygulamasi ve Zikonotid (1 uM) uygulamasi

ardindan yikama sonrasinda yiiksek K™ uygulamasi takiben degerlendirildi.
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Sekil 5.8. Zikonotid (1 nM) sican DKG hiicrelerinde [ Ca**); diizeylerine etkisi.

Sekilde fura-2 AM ile yiiklenmis DKG sinir hiicrelerinde zikonotid (I nM)
uygulamasimin meydana getirdigi fliioresan orami degisikligini gosteren tipik bir
deney uygulamasina ait ortalama verilerden gelistirilmis grafik sunulmustur.
[Cd**]; diizeyleri, fura-2 AM boyast kullanilarak, 1.yiiksek KCI (30 mM)
uygulamasi, 2. yiiksek K (30 mM) + Zikonotid (1 nM) uygulamasi ve 3. yiiksek K*
(30 mM) uygulamast takiben degerlendirildi. Cevaplar fliioresan oraninda
(340nm/380 nm) meydana gelen degisikliklerin pik degerleri olarak belirlendi.
Biitiin olgiimler en az 3 farkli kiiltiire ait hiicrelerin  oldugu lamellerde
tekrarlannmis ve benzer sonuclar elde edilmistir. Hata ¢ubuklart SEM’i

gostermektedir. F.Y.=Fark Yok, VA: valproik asit, Hi K*: Yiiksek KCI (30 mM).
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Sekil 5.9. Zikonotidin (10 nM) sican DKG hiicrelerinde [Ca’*]; diizeylerine etkisi.
Sekilde fura-2 AM ile yiiklenmis DKG sinir hiicrelerinde zikonotid (I nM)
uygulamasimin meydana getirdigi fliioresan oram degisikligini gosteren tipik bir
deney uygulamasina ait ortalama verilerden gelistirilmis grafik sunulmugstur. [ Ca**J;
diizeyleri, fura-2 AM boyasi kullamilarak, 1.yiiksek KCI (30 mM) uygulamasi, 2.
viiksek KCI (30 mM) + Zikonotid (10 nM) uygulamast ve 3. yiiksek KCI (30 mM)
uygulamas: takiben degerlendirildi. Cevaplar fliioresan oraninda (340nm/380 nm)
meydana gelen degisikliklerin pik degerleri olarak belirlendi. Biitiin olciimler en az 3
farklu kiiltiire ait hiicrelerin oldugu lamellerde tekrarlanmis ve benzer sonuclar elde
edilmigtir. Hata ¢ubuklart SEM’i gostermektedir. F.Y.=Fark Yok, VA: valproik asit,
Hi K Yiiksek KCI (30 mM).

49



157 p<0.01 n=14

14 p<0.01 FY

1,3

1,2

Floresan Orani (340/380 nm)

— .

Hi K* 1 UM Zikonotid Hi K*
+ Hi K*

Sekil 5.10. Zikonotidin (I uM) sican DKG hiicrelerinde [Ca’*]; diizeylerine
etkisi. Sekilde fura-2 AM ile yiiklenmis DKG sinir hiicrelerinde zikonotid (1 uM)
uygulamasinin meydana getirdigi fliioresan orani degisikligini gosteren tipik bir
deney uygulamasina ait ortalama verilerden gelistirilmis grafik sunulmustur.
[Ca**]; diizeyleri, fura-2 AM boyasi kullamlarak, 1.yiiksek K* (30 mM)
uygulamasu, 2. yiiksek K™ (30 mM) + Zikonotid (1 uM) uygulamas: ve 3. yiiksek
K" (30 mM) uygulamasi takiben degerlendirildi. Cevaplar fliioresan oraminda
(340nm/380 nm) meydana gelen degisikliklerin pik degerleri olarak belirlendi.
Biitiin olgiimler en az 3 farkl kiiltiire ait hiicrelerin oldugu lamellerde
tekrarlannis ve benzer sonuclar elde edilmistir. Hata c¢ubuklart SEM’i

gostermektedir. F.Y.=Fark Yok, VA: valproik asit, Hi K*: Yiiksek KCI (30 mM).
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Tablo 5.2. Zikonotidin farkl dozlarmmn (InM, 10 nM ve 1 uM) bazal ve yiiksek K*

ile depolarizasyonla indiiklenen hiicre ici kalsiyum artisi (fliioresan orani) iizerine

etkileri
Doz Bazal+ 30 mM Bazal+ 30 mM KCI + (Bazal) + 30 mM n
(nM) KCl Zikonotid KCl
1 1.29+0.05 1.27 £0.05 1.26 £0.04 12
10 1.22 £0.05 1.12 £0.05 1.19 £0.05 18
1000 1.35 £0.04 1.08 +0.05 1.14 £0.06 14

5.2.3. Spinorfinin Dkg Hiicrelerinde Depolarizasyonla Indiiklenen Hiicre

ici Kalsiyum Diizeyi Uzerine Etkilerinin incelenmesi

Tez caligmasinin bu protokolleriyle spinorfinin farkli dozlarinin (10 uM, 100
uM ve 300 uM) kiilriire DKG sinir hiicrelerinde yiiksek K" ile indiiklenmis [Ca™i

diizeyleri iizerine etkisi incelendi.

[k asamada spinorfinin DKG hiicrelerinde bazal kalsiyum sinyalleri iizerine
etkisi olup olmadig: belirlendi. Spinorfinin test edilen dozlar1 (10 uM, 100 uM ve 300
uM) DKG hiicrelerinde bazal kalsiyum sinyalleri iizerinde anlamli bir etki meydana

getirmemektedir (Sekil 5.11).

Daha sonra kontrol kosullarinda ardisik 3 yiiksek K™ (30 mM KCl) igeren
hiicredis1 kayit soliisyonu uygulamasi yapildi. Yiiksek K" membran depolarizasyona
cevap olarak benzer 6zellikte [Ca™*]i artis cevabi meydana getirdi. Bu uygulamalarin
ikincisi esnasinda spinorfinin farkli dozlar1 (10 uM, 100 uM ve 300 uM) yiiksek K*

iceren hiicredis1 kayit soliisyonu ile birlikte uygulandi. Spinorfinin kullanilan en
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diisiik dozu olan 10 uM yiiksek K* uygulamasinin meydana getirdigi [Ca**]i artig
cevabini anlamh olarak degistirmemektedir (Tablo 3, Sekil 5.12). Spinorfin 100 uM
dozu ise yiiksek K* meydana gelen [Ca’*]i artis cevabiu anlamli diizeyde
baskilamaktadir. Bu etki kiiciik capa sahip DKG hiicrelerinde oldukca belirgin bir
sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Bu da kullanilan bu ajanun propiyepsiyondan sorumlu
olan biiyiik ve orta capa sahip olan DKG hiicrelerinden ziyade nosiseptif kiiciik caph

DKG hiicrelerini etkiledigini ortaya koymaktadir (Tablo 4, Sekil 5.13).

Kullamlan en yiiksek doz olan 300 uM spinorfin ise yiiksek K™ meydana gelen
[Ca™]i artis cevabini anlamli diizeyde baskilamaktadir. Benzer sekilde bu etki kiigiik
capa sahip DKG hiicrelerinde spesifik ve oldukca belirgin bir sekilde ortaya

cikmaktadir (Tablo 5, Sekil 5.14).
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Geri Déntisim Spinorfin Uygulamasinin Floresan Oram Uzerine
Etkisi

Sekil 5.11. Spinorfinin Sican DKG Hiicrelerinde Yiiksek K* ile Indiiklenen
[Ca**]; Diizeylerine Etkisi. Sekilde fura-2 AM ile yiiklenmis DKG sinir
hiicrelerinde spinorfin uygulamasimin meydana getirdigi fliioresan orani
degisikligini gosteren tipik bir deney uygulamasina ait orijinal kayit ornekleri

sunulmustur.

53



1.8
R Bazal
] HiKCI

,é._ 1,6 B Hi KCI+ 10 uMSpinorfin
| =
o I T
2 14 T
£
=
g 1,2
&
=
® 1,0 -
(@]
c
.
E ]
o

06 - L/

0,0/( -III- -lll- -Iil- AI/

Kigik Caph Orta Caph Blyiik Capli
(n=22) (n=12) (n=7)

Sekil 5.12. Spinorfinin (10 uM) sican DKG hiicrelerinde [Ca’*]; diizeylerine etkisi.

Sekilde fura-2 AM ile yiiklenmis DKG sinir hiicrelerinde spinorfin (10 uM)
uygulamasinin meydana getirdigi fliloresan orami degisikligini gosteren tipik bir
deney uygulamasina ait ortalama veriler DKG hiicre capr dikkate alinarak grafik

sunulmustur.
Tablo 5.3. Spinorfinin (10 pM) yiiksek K* ile depolarizasyona bagli [Ca®*], artist

(fliloresan orani) iizerine etkileri

Cap Bazal Bazal+ 30 mM KCl (Bazal) + 30 mM n
KCl+Spinorfin

Kiigiik 0.72+0.07 1.4 £0.09 1.4 £0.08 22

Orta 0.69 £0.05 1.35 £0.08 1.36 £0.09 12

Biiyiik 0.71 £0.06 1.44 +0.07 1.41 £0.07 7
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Sekil 5.13. 100 uM Spinorfinin sican DKG hiicrelerinde [ Ca**]; diizeylerine etkisi.

Sekilde fura-2 AM ile yiiklenmis DKG sinir hiicrelerinde spinorfin (100 uM)
uygulamasinin meydana getirdigi fliioresan orani degisikligini gosteren tipik bir

deney uygulamasina ait ortalama veriler DKG hiicre c¢apr dikkate alinarak grafik

sunulmustur.

Tablo 5.4. Spinorfinin (100 uM) yiiksek K" ile depolarizasyona bagl [Ca®*]; artist

(fliloresan orani) iizerine etkileri

Cap Bazal Bazal+ 30 mM KCl  Bazal + 30 mM n
KCI + Spinorfin

Kiigiik 0.62+0.07 1.45 +0.09 0.91 £0.08** 25

Orta 0.64 £0.05 1.39 £0.08 0.98 +0.09** 17

Biiyiik 0.69 +0.06 1.42 +£0.08 1.18 £0.08* 9

+%p<0.001, *p<0.01
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Sekil 5.14. Spinorfinin (300 uM) sican DKG hiicrelerinde [ Ca*]; diizeylerine
etkisi.

Sekilde fura-2 AM ile yiiklenmis DKG sinir hiicrelerinde spinorfin (300 uM)
uygulamasinin meydana getirdigi fliioresan oran1 degisikligini gosteren tipik bir

deney uygulamasina ait ortalama veriler DKG hiicre capi dikkate alinarak grafik

sunulmustur.

Tablo 5.5. Spinorfinin (300 uM) yiiksek K* ile depolarizasyona bagh hiicre ici

kalsiyum artis1 (fliioresan orani) iizerine etkileri

Cap Bazal Bazal+ 30 mM KCl Bazal+ 30 mM n
KCl+Spinorfin
Kiicik  0.70£0.06 1.39 £0.09 0.84 £0.08** 35
Orta 0.72 £0.07 1.40 £0.08 0.96 +0.09%** 22
I 0.68 +0.06 1.35 +£0.08 1.14 +0.08* 19
Biiyiik

+%p<0.001,%p<0.01
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6. TARTISMA

Bu tez calismasinda, hiicresel agri modeli olan DKG hiicrelerinin primer
kiiltiirii kullanilarak bu hiicrelerde hiicresel uyarilabilme ve kalsiyum sinyallerine

valproik asit, zikonotit ve spinorfinin etkileri irdelenmistir.

Valproik asit irdelenen dozlarda hiicre i¢i kalsiyum diizeyi iizerine anlamli1 bir
etki gostermedi. Spinorfin ve zikonotid ise ilk defa bu tez calismasi ile ortaya konan
etkileri ile hiicre ic¢i kalsiyum sinyalleri iizerine oldukca gii¢lii ve doza baglh bir
inhibitor etki meydana getirdi. Spinorfinin etkisinin agr1 iletiminde primer rol
oynayan DKG néron alt tiplerine spesifik etkisi, hiicre govdeleri DKG igerisinde
bulunan diger duyular1 (propriyosepsiyon gibi) etkilemeksizin agriy1r etkileme

potansiyelini ortaya koyan onemli bir deneysel bulgudur.

Agn, “gerceklesen veya potansiyel doku hasar1 veya tehdidi ile birlikte
bulunan” ¢ok o©Onemli bir biyolojik sinyaldir. Giinlik yasamda yaygin olarak
hissedilen hos olmayan bu duyu ilave doku hasarinin gerceklesmesine karsi koruyucu
rol oynayarak “fonksiyonel ve canli kalma” baglaminda homeostazise katkida
bulunur. Ancak, artik homeostazise katkis1 olmayan kronik agrilar, normalde agr
duyusu meydana getirmeyen uyarilarin agrili olarak algilanmasi veya agrih
uyaranlara abartili agr1 duyusu ile cevap verme durumlari, yasam kalitesini diisiiren,
onemli is giicli ve ekonomik kayiplara yol acan, hekime en sik bagvuru sebebi bir
halk saglig1 problemidir. Halen ideal ¢6ziimii bulunmamis agrinin mekanizmasinin
anlasilmasi ve ila¢ gelistirilmesinde hiicresel biyofizik ve farmakolojik caligmalarin

onemli bir yeri vardir.
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Daha oOnceki calismalar genelde vezikiil transportu, norotransmitter
saliverilmesi, uyarilma yoluyla sinyal iletimi gibi nosisepsiyonda rol alan
mekanizmalardan  hangisinde  spesifik olarak rol oynadigi net olarak
aydinlatilamamigsa da, hiicre i¢i kalsiyum artisinin spinal dorsal boynuz ve diger
periferal bolgelerde nosiseptif cevabin baglamasinda anahtar rol oynadigi kabul
edilmektedir. Voltaj bagiml kalsiyum kanallar1 aracilig ile hiicre dislindan kalsiyum
girisinin akut nosiseptif bilginin spinal diizeyde iletiminde rol aldig1 gosterilmistir
(55). Yine, akut, tonik ve kronik agr1 icin hiicresel ve davranigsal nosiseptif
modellerde gerceklestirilen caligmalar N-tipi, L-tipi ve diger kalsiyum kanal
antagonistlerinin antinosiseptif etki gosterdigi tespit edilmistir (16, 26, 59, 85).
Nosiseptif hiicre modeli DKG sinir hiicre kiiltiirlerinde hiicre govdesinde voltaj
bagiml kalsiyum kanallarinin da nosisepsiyonda rol oynayan iyon kanallar1 arasinda
(voltaj bagimli Na*, K* kanallari, TRP kanallar1, 5-HT reseptorler, asit duyarli iyon
kanallar1...) yer aldigr bilinmektedir (52, 53). Bu literatiir bilgilerinin 15181 altinda
mevcut calismada [Ca™]; degisiklikleri nosiseptif sinyal belirteci olarak kabul
edilerek fliioresan kalsiyum goriintiileme teknigi ile hiicre ici kalsiyum diizeyleri

degerlendirilmistir.

KCl, sinir hiicrelerinde sinyal transdiiksiyonu icin yaygin olarak kullanilan ve
depolarizasyonu ile hiicreye kalsiyum girisini uyaran bir stimulustur. Calismada
kiiciik, orta ve biiylik capli DKG noronlarinin kapsaisin duyarliligint (klasik
kimyasal nosiseptif uyaran) test etmek i¢in, nonspesifik membran depolarizasyonu
icin KCl kullanildi. KCl membrant depolarize ederek voltaj bagimli kalsiyum
kanallarindan kalisyum girisi yoluyla [Ca™]; belirgin bir artisa yol acti. KCl ile

indiiklen [Ca®"]; cevaplar, kapsaisinin aksine DKG alt tipleri arasinda belirgin bir
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farklilik gozetmeksizin, biitiin alt tiplerde benzer profilde gerceklesti. Daha once
DKG hiicrelerinde de gerceklestirilen ¢alismalarla uyumlu olarak kisa siireligine KCI
(30 mM) uygulanmas: voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 aracihfiyla [Ca®'];

diizeyinde geri doniisiimlii bir artisa yol acti (80).

Noronlarda ozellikle tekrarlayan aksiyon potansiyeli esnasinda hiicre icine
onemli miktarlarda kalsiyum girisinin gerceklestigi daha onceki calismalarda ortaya
konmustur. En yaygin hiicresel ikincil habercilerden biri olan kalsiyumun hiicre i¢ine
girisi ve hiicre i¢i serbest kalsiyum konsantrasyonunun artist noronlarda hiicresel
uyarilabilmenin kontrolii, gen ekspresyonu, ndérotransmiter saliverilmesi, enzim
aktivasyonu ve kalsiyum bagimli iyon kanallarinin aktivasyonunun da yer aldigi pek
cok hiicresel olayda oynar (8-10). Dinlenme halinde kalsiyum hiicre i¢i ve hiicre dis1
kisimlarda bulunur ve hiicreler icin dinlenme halindeki seviyeleri bu hiicresel
sinyallesmelerde rol oynamaz. Ekstraseliiler kalsiyum bagli ve serbest kalsiyum
seklinde bulunur (8). Sitoplazmik kalsiyum sinyalleri hiicre ic¢i serbest kalsiyum
diizeyindeki artisa bagl olarak ortaya cikar (10). Hiicre i¢i serbest kalsiyum diizeyi
ise ya hiicre disindan voltaj ya da ligand kapili membran kalsiyum kanallar1 aracilig
ile olusan kalsiyum girisi ya da hiicre i¢i kalsiyum depolarindan kalsiyum
saliverilmesi ile gerceklesir. Daha sonra artan bu kalsiyum ya aktif mekanizmalarla
hiicre disina atilir ya da hiicre i¢i kalsiyum depolarina geri alinarak hiicresel
kalsiyum homeostazisi saglanir. Boylece hiicre i¢i kalsiyum depolari hem kalsiyum
diizeylerinde artista kalsiyum kaynagi olarak hem de kalsiyum sinyallerinin

sonlanmasinda kalsiyum homeostazis organeli olarak gorev yaparlar (8-10).

Calismada, sican dorsal kok gangliyon sinir hiicrelerinde valproik asitin

aksiyon potansiyeline nasil etki ettigi, hangi kanallara etki etmis olabilecegi ve bu
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kanallar icin biyofiziksel bir yaklasim olan zitlanma potansiyelleri caligmalari

yapilmas1 hedeflenmistir.

Bu ajanlar c¢esitli voltaj bagimli iyon kanallarina etki ediyor olabilirler.
Bunlardan bir tanesi yiiksek iletkenlikli kalsiyum bagimli potasyum kanallari
omurgalilarin sinir sisteminde ve diiz kaslar ve epitel doku gibi diger dokularda da
bulunmaktadir. Bu potasyum kanal tipinin aksiyon potansiyeli esnasinda aktive
oldugu aralarinda hipokampus noronlarinin da yer aldigi pek cok noron tipinde
aksiyon potansiyeli repolarize edici fazim1 kontrol ederek aksiyon potansiyeli

atesleme sikligini belirledikleri bilinmektedir.

Calismada valproik asit elektrofizyolojik deneylerde aksiyon potansiyeli
uyarilabilirligi {izerine tez caligmasinda test edilen konsantrasyonlari i¢in anlamlhi
diizeyde etki etmedigi saptanmistir. Elektrofizyolojik deneylerde sadece akim
kenetleme yapilmasi spesifik olarak sodyum ve kalsiyum kanal iletkenlikleri {izerine
valproik asitin etkinsinin irdelenmemis olmasi bu tez calismasinin bir kisitlamasidir.
Yakin gecmiste gerceklestirilen bir calismada patch kenetleme yontemi ile valproik
asitin nosisepsiyonda rol alan periaquaduktal gri cevher ve korteks noronlarinda
yiiksek voltajla aktive olan kalsiyum kanallar1 tizerine anlamli bir etki etmedigi tespit
edilmis ve bu calismada valproik asidin etkisinin baska mekanizmalar iizerinden
olabilecegi ileri siiriilmiistiir (57). Yine astrosit ve schwan hiicreleri ile birlikte
kiiltiire edilen primer motor ndronlarda hiicre i¢i kalsiyum sinyalleri tizerine valproik
asitin anlamli bir etki etmedigi bildirilmistir (67). Mevcut caligmada direk kalsiyum
goriintiilleme deneylerinde 1 mM gibi ¢ok yiiksek doz valproik aitsin bile hiicre i¢i
serbest kalsiyum diizeylerine anlamli bir etki gostermedigi tespit edilmistir. Bu tez

calismasinin bulgular yukaridaki caligmalarin bulgular1 kalsiyum kanallar iizerine
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etkiler yoniindne ile uyumludur. Bununla birlikte valproik asitin antikanser ila¢ olan
sisplatinle indiiklenen norotoksisiteye karst DKG noronlarini da korudugu ve bu ilag
kullanimina bagh gelisecek noropatik agr1 sendromuna karsi koruyucu potansiyelinin
de olabilecegi bildirilmistir (70). Ancak etki mekanizmasina yonelik literatiirde

yeterli veri mevcut degildir.

Baslica ii¢ alt gruba ayrilan kalsiyum bagimli potasyum kanallar1 aksiyon
potansiyellerinin sekillenmesinde rol oynayarak ve atesleme paternlerini kontrol
ederek noronal fonksiyonlarda énemli roller oynar (35). Yiiksek iletkenlikli kalsiyum
bagimli potasyum kanallar1 aksiyon potansiyelinin repolarizasyon fazi esnasinda
aktive olarak hizli hiperpolarize edici ard potansiyelleri, diisiik iletkenlikli kalsiyum
bagimli potasyum kanallar1 ise tek ya da bir grup aksiyon potansiyelinden sonra
aktive olur ve orta siireli hiperpolarize edici ard potansiyellere katkida bulunur,
ticincii tip disiik iletkenlikli kalsiyum bagimli potasyum kanallar1 ise yavas

hiperpolarize edici ard potansiyelin olusumunda rol oynar.

Diisiik iletkenlikli kalsiyum bagimli potasyum kanallarinin aksine diisiik ve
orta 1iletkenlikli kalsiyum bagimli potasyum kanallar1 karibdotoksin ve
ayberiyotoksin gibi selektif kalsiyum bagimli potasyum kanal blokorleri ile

farmakolojik olarak bloklanarak tanimlanabilirler.

Hiperpolarize edici ard potansiyellerin ortaya ¢ikmasinda rol oynayan kanallarin
TEA direncli fakat apamin ile bloklandigi daha o©nceki calismalarda ortaya
konmustur. Bu calismada 6zellikle valproik asidin ki valproik asit bir antikonvulsant
ve psikolojik durum diizenleyici ila¢ olarak baslica epilepsi ve bipolar bozukluk
tedavisinde klinik kullanimi olan bir kimyasal bilesiktir. Valproik asit ayrica migren,

basagrisi ve sizofren tedavisinde de kullanilmaktadir.
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Agri, diinyada ¢ok sayida insani ¢esitli diizeylerde etkileyen, 6nemli diizeyde
yasam kalitesi ve isgiicii kaybina yol acan ve insanlarin saglik yardimina bagvurma
nedenlerinden yaklasik %80’inin altinda yatan ciddi bir saglik problemi olup genelde
yapay ve viicuda disardan verilen ajanlara dayali tedavi segenekleri hala ideal
diizeyde etkinlik ve yan tesirlerden ar1 bir durumdan uzaktir. Bu baglamda viicutta
normalde var olan agr dindirici 6zellige sahip ajanlarin kesif ve kullanilmasi gittikge

artan bir 6nemle umut teskil etmektedir.

Son yillarda agriyla ilgili arastirmalar geleneksel yontemlerden ziyade
modern elektrofizyolojik (patch kenetleme dahil) nérobiyolojik, molekiiler biyoloji
ve genom calismalarin1 kullanarak fizyolojik ve patofizyolojik agriyr hiicre ve
molekiiler diizeylerde aydinlatilmaya calisilmaktadir. Agr1 konusundaki molekiiler
arastirma alanlar1 hizla genislemektedir ve elde edilen bilgilerle agr1 tedavisinde
daha yiiksek etkinlik ve secicilik saglayabilecek hedefler tespit edilmektedir. Ayrica,
potansiyel agr1 giderici yeni ajanlarin etkileri hiicresel diizeyde arastirilmaktadir. Son
yillarda bu molekiiler tekniklerle biyofiziksel ve farmakolojik yontemler kombine

edilerek daha gecerli arastirma yaklasimlar1 uygulanmaktadir.

Dorsal kok gangliyon (DKG) sinir hiicreleri agri mekanizmasi arastirmalari
icin hiicresel bir model teskil etmektedir ve patch kenetleme teknigi oldukga giiclii
molekiiler bir elektrofizyolojik tekniktir. Fliioresan kalsiyum goriintiileme teknigi ise
onemli bir ikinci haberci olan kalsiyumun hiicre i¢i diizeyini belirlemede oldukga

gecerli molekiiler bir yontemdir.

Yeni kesfedilen bir endojen ndropeptit olan spinorfinin farkli deneysel
modellerde morfinle karsilastirilabilir derecelerde agr1 giderici etkisi oldugu

gosterilmistir. Dogrudan ya da dolayl olarak agri olayina karisabilen spinorfin agri
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iletiminde rol alan dorsal kok gangliyon sinir hiicrelerinde membran uyarilabilirligi
ile hiicre i¢i kalsiyum homeostazisi iizerine etkileri incelenerek, bu ajanlarin agri
iletimi iizerine olas1 etkilerinin molekiiler mekanizmas1 aydinlatilarak; tedavisinde
olast olumlu etkilerine yonelik hiicresel diizeyde bilgi elde edilmesi bu tez

caligmasinin odagini olusturmaktadir.

Yeni kesfedilen noropeptid spinorfin enkefalin yikilmayic1i enzimlerin
endojen bir regiilatorii olup; morfine yaklasik diizeylerde analjezi sagladigi
bildirilmektedir. Izole sican hipokampiis kesitlerinde, sinaptik transmisyon iizerinde
spinorfinin etkilerinin incelendigi bir calismada diisiik stimiilasyon frekansinda,
spinorfinin enkaphalin’in yikilmasim1 Onleyerek fasilator etkiyi kuvvetlendirdigi,
ancak yiiksek bir stimiilasyon frekansi s6z konusu oldugunda ajanin kullaniminin
enkaphalinden bagimsiz olarak sinaptik transmisyonu inhibe ettigi tesbit edilmistir

(98). Spinorfinin analjezik etki gosterdigi de bilinmektedir (87).

Enkephalinlerin spinal kordda agriyr modiile eden mekanizmalara da karistigi
bilinmektedir. Spinorfinin maymun beyninde enkephalini yikabilme yetenegine sahip
enzimlerin olusumuna dogru olan aktiviteyi inhibe ettigi bulundu. Yine bu ajanin
bradykinin-uyarimli nosiseptiv fleksor cevaplarida inhibe ettigi bilinir. Spinorphinin

endojen bir antiinflammator regiilator oldugu da bilinir (97).

P2 reseptorleri de molekiiler yapilart ile sinyal transdiiksiyon
mekanizmalarindaki farklar sebebiyle P2X (ki bunlar ligand kapili iyon kanallaridir,
iyonotropik reseptdr) ve P2Y (ki bunlar da G protein-kenetli, metabotropik
reseptorlerdir) olmak iizere iki esas alt gruba ayrilirlar (1,33, 67). P2X ve P2Y
reseptorlerinin hiicre ici Ca® diizeylerini artirdigr bilinmektedir. P2X reseptorleri

hiicre ici kalsiyum diizeyini hiicre membramindan Ca®*, Na* ve K* gibi secici
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olmayan (non-selektif) katyonlarin hizla gecisine yol acarak artig saglarken (19, 62),
P2Y reseptorlerinin sagladig hiicre i¢i Ca** artis1 hiicre ici depolardan kalsiyum
saliverilmesi yoluyla gerceklesir (79). Memelilerde bu giine kadar 7 farkli P2X
reseptorii (P2X;-P2X7) ve sekiz farkli P2Y reseptorii alt tipi (P2Y, P2Y>,, P2Y4, P2Ys,
P2Y 11, P2Y 2, P2Y 3 ve P2Y4) klonlanarak P2 reseptor ailesinin iiyesi oldugu kabul

edilmistir.

Bu reseptorler (reseptor-iyon kanallari) ATP ve farkli ATP analoglarina olan
duyarhiliklarina ve inaktivasyon kinetik ozelliklerine gore de birbirinden ayrilirlar.
Hiicre disi ATP baglanmasi kalsiyuma gecgirgen olan bu secici olmayan katyon
(katyonlar arasinda selektivitesi olmayan) kanallarinin agilmasina yol agar. P2X1
reseptorleri diiz kaslarda yaygin olarak bulunmaktadir. P2X1 gen knock-out erkek
farelerin vas deferens kasi1 kasilma defektine bagl olarak infertilite gelisir (11). Bu
durum ATP’nin sempatik sinirlerden noradrenalin ile birlikte salindiginda
noromediyator olarak roliine de bir 6rnek teskil eder. Insanlarda P2X1 reseptor
mutasyonu ADP-aracili trombosit agregasyonunda bozulma sonucunda siddetli

kanamalara yol agar.

Farkli P2X reseptorleri merkezi ve periferal sinir sistemi hiicrelerinde farkl
dagilim gosterirler. P2X3 reseptorleri sadece belli bir duyusal noron alt tipinde
goriilir. Doku hasar1 sonucu ATP saliverildiginden, ATP P2X3 reseptor
izoformunun hasar1 algilamada (nosisepsiyon) rol aldigi kabul edilmektedir.
Gercekten de P2X3 reseptorii olmayan farelerde agrili sinyallere ve hatta dokuyu
yakmayacak diizeylere kadar varan 1s1 uyaranina (<45 santigrat derece) az duyarlilik
gosterir (28, 75). Spinorfinin DKG hiicrelerinde hiicre i¢i kalsiyum diizeylerini

baskilayic etkisi etkisinin P2X3 reseptorii tizerinden gerceklesme olasiligi yiiksektir.
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Ozellikle nosiseptif alt tip DKG hiicrelerinde belirgin etkinin gdzlenmesi bu ajanin
diger duyulan etkilemeksizin agriy1 spesifik olarak baskilama ve dolayisi ile yan etki
bakimindan avantajli bir profile sahip analjezik ilag olma potansiyelinin ilave

irdelenmeye deger bir potansiyel arz ettigini ortaya koymaktadir.

Zikonotid, siddetli agr1 tedavisi icin kullanilan néronlardaki N-tipi kalsiyum
kanalinin bir blokériidiir. Zikonotid, plaseboya kiyasla agrida énemli bir zayiflama
gosterir. Kafa travmalar1 ve darbeleriyle iliskili iskemi tedavisinde kullanilmaktadir
(39). Zikonotid; Conus magus adi1 verilen marin snail venomunun bir bileseni olan
omega-konotoksin MVIIA’nin sentetik analogudur. Opioid 6zellikte olmayan bu
ajan sistemik analjezik, morfin veya adjuvan tedavisine cevap vermeyen hastalar i¢in
2004 yilinda FDA onay1 almig ve 2005 yilinda da Avrupa Toplulugu tarafindan
intratekal analjezi gerektiren hastalar icin giiclii analjezik ila¢ olarak onay almistir.
Zikonotid terapotik profilinin altinda yatan etki mekanizmasinin noronal N-tipi
voltaj-duyarli kalsiyum kanallarin1 (N-VSCCs) tesirli ve segici blokunun olusturdugu
bir baska calisma da gostermistir (58). Yine bir baska calismada spinal olarak
uygulanan zikonotidin, primer nosiseptif afferentlerden noérotransmiter salinimini
bloklayarak analjezi olusturdugu ve beyinde agri sinyallerinin propagasyonunu
engelledigi gosterilmistir (46). Bu tez calismasinda kullanilan hiicre kiiltiiriinde hem
agr1t he de diger duyularla ilgili noron alt tipleri bir arada bulunmaktadir ve bu
yonden test edilen bir ajanin spesifik olarak agri hiicrelerinde etkinligini ortaya
koymaya miisaade eder niteliktedir. Zikonotidin hiicre i¢i kalsiyum diizeyi iizerine
etkisi hiicre alt tipleri arasinda onemli bir fark gostermemistir. Bu da literatiirde
zikonotit icin bildirilen sersemlik ve konfiizyon gibi klinik yan etkileri (46) dogrular

niteliktedir.
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Voltaj bagimhi kalsiyum kanallar1 araciligi ile agr1 algilama ve iletmede rol
oynayan sinir hiicrelerine kalsiyum girisi ve bu duyusal hiicrelerde kalsiyum
sinyallesmesinin agri iletiminde rol oynamasi, voltaj bagimli kalsiyum kanal (N, T
ve P tipi) blokerlerinin antinosiseptif etkilerinin olabilecegi konusunda umutlu
arastirmalara ilham kayna@i olmaktadir. Zikonotidin primer duyusal sinirler olan
DKG hiicrelerinde kalsiyum sinyallerine etkileri ilk defa bu ¢alismada irdelenerek
doza bagimli olarak depolarizayonun indiikledigi kalsiyum artisin1 onledikleri ortaya
konmustur. Bu tez ¢alismasinin bu yeni bulgusu yukarida da bahsedildigi gibi agr
tedavisinde giiclii bir etkinlige sahip zikonotidin hiicresel etki mekanizmasinin ortaya

konmasi yoniinden onem tasimaktadir.

Antiepileptik ve duygudurum diizenleyici olarak yaygin kullanimi olan valproik
asidin son yillarda noroprotektif etkileri ve hatta diger antiepileptikler gibi 6zellikle
noropatik agrida olas1 agr1 dindirici etkileri ilgi cekerek hem klinik hem de deneysel

arastirmalarla irdelenmektedir (23, 67).

Literatiirde, agr dindirici potansiyelleri yaninda norotoksisiteye Kkarsi
koruyucu rolii oldugu spekiile edilen valproik asidin, bu tez calismasinda yiiksek
dozlarda bile depolarizasyonla indiiklenen hiicre i¢i kalsiyum artisini etkilememsi
bulgusu en azindan bu noronlarda belirgin bir noroprotektif potansiyelinin

olmadigini diisiindiirmektedir.

Bu tez calismasinin bulgular tez igerisinde haklarinda genis bilgi verilen test
ajanlarinin agn giderici etkilerine yonelik hiicresel etki mekanizmalar1 hakkinda bilgi
sunmaktadir. Bu calismada ozellikle hiicresel uyarilabilme konusunda molekiiler
biyofiziksel teknik olan patch kenetleme yontemi ve direk kalsiyum goriintiileme

yontemleri kullanilarak bu ajanlarin hiicresel agri modeli DKG hiicrelerinde olasi
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etkileri ve mekanizmalar1 incelenerek spinorfin i¢in ilave irdelenmeye deger 6nemli

bulgular ortaya konmustur.

Sonug olarak, bu tez calismasinda fliioresan kalsiyum goriintiileme yoOntemi
kullanilarak zikonotit ve spinorfinin agri1 icin hiicresel model olan sican DKG
hiicrelerinde hiicresel kalsiyum sinyallesmesini doza bagli olarak inhibe ettigi ilk
defa ortaya konmustur. Zikonotit ¢cok diisiik dozlarda bu etkiyi ortaya koyarak giiclii
bir analjezik etki potansiyeli arz ettigi belirlenmis ve zaten FDA onay ile klinik
kullanimda yer almaya baslamis bu yeni agri kesici ajanin etkisinde hiicre igi
kalsiyum sinyallerini baskilayici etkinin mekanizmada rol aldig1 ortaya konmustur.
Bu baglamda spinorfin etkisi hem o6zgiin hem de daha dikkat cekicidir. Ciinkii
spinorfin sican DKG hiicrelerinde agn ileten C liflerine karsilik gelen kiiciik ¢apli
hiicrelerde spesifik olarak kalsiyum sinyallerini bloklarken propriyosepsiyon gibi
diger duyulardan sorumlu biiylik capli DKG hiicrelerinde minimal etki meydana
getirmigtir. Hiicresel deney diizeyinde elde edilen bu kanit, klinik denemelerle ilag
olma potansiyeli ortaya konmast durumunda spinorfinin diger duyular1 nispeden
etkilemeksizin, yan etkilerden ar1 bir sekilde agr1 kesici olma potansiyelini ortaya
koymaktadir. Spinorfinin bu etkileri, in vivo davramissal agri deneyleri ve klinik
uygulamalarla test edilerek ortaya konmasi gerekmektedir. Bu baglamda mevcut tez
calismasinin bulgular1 spinorfinin etkilerinin 1ileri c¢alismalarla tets edilmesine

dayanak teskil edecek niteliktedir.
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