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1. OZET

OPIORFININ NOSISEPTIF KALSIYUM SINYALLERI UZERINE ETKISININ in
vitro OLARAK SICAN DUYUSAL SiNiR HUCRELERINDE ARASTIRILMASI

Agn, periferden baglayarak merkezi sinir sistemine iletilen bir siiregtir. Bu
siirecte ilk durak olan dorsal kok gangliyon néronlar1 nosiseptorlerin hiicre govdelerinin
lokalize oldugu néronlardir. Bu néronlarda, hiicre i¢i serbest Ca®* seviyesindeki artis
agr1 iletiminde kritik 6neme sahiptir.

Bu ¢alismada, sican DKG hiicre kiiltiiriinde opiorfinin hiicre i¢i serbest Ca®
seviyeleri iizerine olan etkisi incelendi. DKG néronlar1 1-2 giinliik neonatal sicanlardan
elde edilerek, enzimatik ve mekanik iglemlerle izole edildi. Fura-2 ile yiiklenen DKG
hiicrelerinde hiicre i¢i serbest kalsiyum [Ca2+]i (ex.340/380 nm em.(@ 510 nm) diizeyleri
dijital mikroskobik goriintii analiz sistemiyle kayit ve analiz edildi. Kayit siiresi yarim
saat olarak belirlendi. Verilerin degerlendirilmesi eslesmemis t testi ile gergeklestirildi.
P< 0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.

Opiorfin ile 30 dakikalik muamele, KCI ile arttirilan sitosolik kalsiyum
cevaplarini tamamen inhibe etti. Hiicrelerin uyarilma araliklar1 olan 340/380 nm dalga
boylar1 oraninda, bazal seviye [0.794+0.05 (n=67)] KCI uygulamasindan sonra [30 mM
KCI, P<0.05, (n= 67)] anlaml1 bir sekilde artt1. Besinci dakikaya kadar anlamli bir diisiis
gozlenmezken, 30 dakikalik 100 uM opiorfin uygulanmasi, olusan cevaplar: tamamen
ortadan kaldird1 (30 mM KCI + 100 uM opiorphin: 0.78+0.07, n=55).

Calismanin bulgulari, opiorfinin membran depolarizasyonu sonucu olusturulan
periferal nosiseptif kalsiyum sinyallesmesini, duysal ndronlarda inhibe ettigini gosterdi.
Bu etki zaman almasina ragmen, ilag toleransi ve yan etki gdstermemesi bakimindan
Oonemli avantajlar saglamaktadir. Opiorfin ya da opiorfinin uygun tiirevleri, agri
tedavisinde umut vaad dedici ajanlar olarak goériilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Agri, opiorfin, DKG noronlari, kalsiyum, nosisepsiyon



2. SUMMARY

AN in vitro INVASTIGATION OF THE EFFECTS OF OPIORPHIN ON
NOCICEPTIVE CALCIUM SIGNALING RAT SENSORY NEURONS

Pain is a process that inceptive from periphery and transmit to central nervous
system. Dorsal root ganglions are the first stopping place where the cell bodies of
nociceptors are present. Increase of intracelluler free calcium levels in these neurons has
a key role in pain transmission. In these study, the effects of ophiorphin on [Ca?*]; levels
in rat DRG cell culture were examined.

DRGs were removed from 1-2 day old neonatal rats and DRG neurons were
isolated by enzymatic and mechanical procedures. Cells were loaded with a fluorescent
dye fura—2. Intracelluler free calcium [Ca®']i (ex.340/380 nm em.@ 510 nm) levels
were studied with a microscopic digital image analysis system. All data were analyzed
by using unpaired t test, P <.05 defining statistical significance.

Treatment with opiorphin for 30 minutes caused a complete inhibition of cytosolic
calcium responses to KCI (30 mM). The mean 340/380 nm ratio was increased from
baseline level of 0.79+0.05 (n=67) to 1.24+0.06 with KCl exposure (30 mM KCI,
P<0.05, n= 67) which remained without significant change at 5™ minute but abolished
after 30 minute treatment with 100 uM opiorphin (30 mM KCI + 100 uM opiorphin:
0.78+0.07, n=55).

We report for the first time in these peripheral nociceptive sensory neurones that
opiorphin inhibits membrane depolarisation-induced calcium signalling. Although this
effect takes time, considering the fact that opiorphin advantages with respect to the
abuse liability and drug tolerance, this agent or its proper derivatives are promising

candidates for treatment of pain conditions.

Key words: Pain, ophiorphin, DRG neurons, calcium, nociception



3. GIRIS VE AMAC

Agr1, toplumlarin en yaygin sorunlarindan biridir. Hekime bagvurma nedenleri
arasinda ilk siralarda yer alan agri bireyin yasam kalitesini diisiiren ve bireyin gerek
fiziksel gerek ruhsal yonden kotii hissetmesine neden olan bir olgudur. Agr tedavisi
icin her yil biiyiik biitgeler ayrilmaktadir. Siirekli olarak yeni agr1 kesicilerin piyasaya
cikmasi ve tedavi ettigi agri semptomuna gore degerinin degismesi, agrinin oldukca
karmasik ve bir o kadar da gerek bireyi gerek saglikla ilgili makamlari masrafa sokan
bir kavram oldugunu gostermektedir. Agr1 tedavisinde kullanilan eksojen ajanlarin bazi
durumlarda yetersiz kalmasi, kullanilan ilaglara karsi zamanla organizmada tolerans
gelismesi, agr1 tedavisinde giincel hedefi endojen mekanizmalara dogru yoneltmistir (1).

Endojen bir kimyasal olan opiorfin, insan tiikiiriigiinden izole edilmis ve QRFSR
pentapeptide olarak adlandirilmistir (2). Birgok deneysel c¢alismada opiorfinin
antinosiseptif Ozellik gosterdigi ortaya konulmustur. Yapilan in vivo g¢alismalarda
opiorfinin i.c.v (intraserebroventrikiiler) ve i.p (intraperitonal) uygulanmasi analjezik
etki gOstermistir. Benzer bulgular in vitro c¢alismalarda da ortaya konulmustur.
Mekanizmasi irdelendiginde ise opiorfinin bu etkinligini endojen analjezide rol oynayan
enkefalinlerin yikimini engelleyerek ortaya c¢ikardigi vurgulanmistir. Bu etkinin ortaya
cikmasi direkt olarak enkefalin yikimimi engelleyerek degil, enkefalin yikimlayici
enzimler olan noétral endopeptidaz (NEP) ve aminopeptidaz (APN)’in aktivasyonunu
engelleyerek ortaya ¢ikmaktadir (2).

Agn iletimi, nosiseptorlerce algilanarak periferden baglayan ve santral sinir
sistemine iletilen bir siirectir. Algilanan agr1 sinyalleri, omurilige buradan da santral
sinir sistemine tasinir. Dorsal kok gangliyon noronlari, agr iletiminde primer afferent
noronlar olarak adlandirilan nosiseptorlerin hiicre govdelerinin lokalize oldugu
noronlardir.  Agr1  sinyalleri omurilige giris yapmadan oOnce dorsal kok
gangliyonlarindan ge¢gmek zorundadir. Periferde nosiseptorlerce algilanan agrinin ilk
durak noktasi bu noronlardir. Bir katyon olan ve viicutta birgok fizyolojik siirecte rol
oynayan kalsiyum (Ca®") agrinmn iletilmesinde de oldukca dnemli bir rol oynamaktadir.
Agril1 bir uyaranin nosiseptdrlerce algilanmasi, bu néronlarda hiicre ici serbest kalsiyum
seviyesinde artisa neden olmakta ve bdylece agrinin iletilmesi saglanmaktadir. Bu tez

calismasinda amag opiorfinin, agr1 iletiminde kritik role sahip olan hiicre i¢i serbest



kalsiyum seviyeleri ilizerine olan etkisinin in vitro sican dorsal kdk gangliyon hiicre

kiiltiirinde arastirilmasidir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Agr1 Kavram

Insanhigin  varolusundan  giiniimiize tanmimi  yapilmakta zorluk ¢ekilen
kavramlardan biri de agridir. Cevre kosullari, bireyin fizyolojik yapisi, genetik faktorler
din, ik ve benzeri kavramlarin etkisi sonucu agrinin algilanmasi ve agriya verilen
cevaplar her toplumda hatta her bireyde farklilik gostermektedir. Bir bireyin agr1 olarak
algilamadig1 bir uyarani bagka bir birey agr1 olarak algilayabilmektedir. Dolayisiyla agr1
her zaman bireye 6zglidiir bu nedenle bireyden bireye farkliliklar gosterir (3).

Latince ceza, iskence, intikam anlamindaki ‘poena’ sozciigiinden gelen agri,
tanim1 olduk¢a zor bir kavramdir. Uluslar arasi Agri Arastirma Dernegi (IASP)
tarafindan yapilan tanimlamaya gore agri; ‘viicudun belirli bir bdlgesinden
kaynaklanan, bir doku harabiyetine bagli olan ya da olmayan, insanin ge¢misten
edindigi deneyimlerle ilgili hos olmayan emosyonel bir duyum ve davranis seklidir’ (4).

Bu tanimda vurgulanan, agrinin hem duysal hem de emosyonel olarak istenmeyen
bir algt tiirii oldugudur. Yine bu tanima gore agrinin bir deneyim haline gelebilmesi i¢in
bir doku hasarinin gerceklesmesi mecburiyetinin olmadig1 vurgulanmaktadir.

Agniyla ilgili yapilan diger tanimlamalar soyledir;

New Oxford American Dictionary 2004: “Hastalik ya da yaralanmaya bagl
ortaya cikan fiziksel, 1zdirap veya rahatsizlik durumu. Viicudun belirli bir bolgesinden
kaynaklanan rahatsizlik verici his. Mental 1zdirap veya stres durumu”.

Encyclopedia.worldvillage.com/s/b/pain:  “Genellikle = doku hasar1  veya
inflamasyon ile iligkili duysal ve emosyonel hos olmayan deneyim”.

www.doctorsofpain.com/patient/terminology.html: “Ozellesmis sinir
sonlanmalarinin uyarilmasi sonucu ortaya ¢ikan rahatsiz edici, ac1 veren ve strese sokan,
viicudu zararl uyarandan koruyan bir mekanizma”.

Yapilan biitiin tanimlarin temelinin bilimsel veriler ve gézlemlere dayanmasina
ragmen hala agrinin biitiin otoriteler tarafindan kabul edilmis net ve kesin bir tanim1 yok

gibi goriilmektedir.

4.2. Agr1 Terminolojisi

Agrimin tanimlanmasinda kullanilan terimler sunlardir; (5).

Allodoni: Normalde agr1 olarak algilanmayan uyaranin, agri olarak algilanmasi.


http://www.doctorsofpain.com/patient/terminology.html

Anestezi: Agr1 dahil biitiin hislerin kaybi.

Analjezi: Agr1 duyusunun bastirilmast.

Dizestezi: Uyar1 veya uyar1 olmaksizin olusan nahos ve anormal duyu.

Anestezi dolorosa: Duyu kaybi olan bolgede agri.

Hipoaljezi: Agrili uyarana azalmis cevap.

Hiperaljezi: Agrili uyarana artmig cevap.

Hiperpati: Uyar1 kesildikten sonrada agrinin hissedilmesi.

Hipoestezi: Azalmis cilt duyarlilig.

Kozalji: Periferik sinirlerde tahribat sonucu gelisen, yanici karakterdeki agri.

Noralji: Bir spinal ya da kranial sinirin dagilim alaninda goriilen tekrarlayici ve siddetli
agri.

Parestezi: Belirli bir bolgede, herhangi bir uyar1 olmadan, spontan olarak ignelenme
karmcalanma veya uyusma hissedilmesi.

Radikiilopati: Bir veya birden fazla sinir kokiiniin anormal fonksiyonu.

Fizyolojik agri: Doku hasar1 yapabilecek siddete yakin, ancak belirli bir inflamasyon ya
da sinir hasar1 uyarilarinin neden oldugu duyu sekli.

Noropatik agri: Doku hasari ya da inflamasyon sonucu sinir hasarina bagli olusan agr1.

Noksiyus: Doku hasar1 olusturan stimulus.
4.3. Agrimin Smiflandirilmasi

Agri, zaman, patofizyolojik mekanizmalar, lokalizasyon bdolgesi gibi farkli
sekillere gore siniflandirilabilir
- Norofizyolojik mekanizmalara gore;
a-Nosiseptif
b-Somatik
c-Viseral
d-Noropatik (nonnosiseptif’)
-Santral
-Periferal
e-Psikojenik
- Siireye gore;
a-Akut
b-Kronik



- Etiyolojik faktorlere gore;

a-Kanser agrisi

b-Postherpetik nevralji

c-Orak hiicreli anemiye bagli agr

d-Artrit agrisi

- Agr bolgesine gore;

a-Bas agris1

b-Yiiz agrisi

c-Bel agrist

d-Pelvik agr
4.3.1. Akut agr:

Akut agri; genellikle travmatik doku hasari, inflamasyon ya da hastalik sonucu
olusan ve kisa bir siireyle sinirli olan agri tiiridiir. Lokalizasyonu yiiksek olan akut
agrinin iyilesme stireci hizlidir. Keskin bir hissedilme sekli olan akut agrinin iistlendigi
temel rol organizmay1 zararli uyarana kars1 uyarmaktir (6). Akut agri sempatik sinir
sistemini stimiile ederek ‘savas ya da kag’ olgusunun ortaya ¢ikmasini saglar (7). Akut
agrida agriy1 periferden serebral kortekse tasiyan farkli néron gruplari bulunmaktadir.
Primer afferent duysal néronlar, dorsal kok gangliyonunda bulunurlar. Anatomik olarak
DKG ler her omurilik seviyesinde vertebral foramenler icerisinde yer alir. Buradan
¢ikan néronlar arka boynuzda ikinci sira ndronlarla sinaps yapar. ikinci sira ndronlarda
talamik niikleustaki {iglincli sira noronlarla sinaps yapar. Buradan ¢ikan nodronlar ise
serebral korteksin postsantral girusuna ulasir. Akut agri kisa siireli olarak
nosiseptorlerde duyarliliga yol agar ve duyarl hale gelen nosiseptorlerin uyarilma esigi

diiser (8).

4.3.2. Kronik agri:

Kronik agri, agriya sebep olan mekanizmanin ortadan kaldirilmasina ragmen
devam eden uzun siireli agr tiiriidiir (9). Kanser gibi uzun siireli bir hastalik sonucu
olusabilecegi gibi, siddetli bir yaralanma sonucu da ortaya cikabilir. Kronik agriya
sebep olan yaygin hastaliklar sunlardir; migren, artrit, fibromiyalji, kanser, sirt agrilart
(10). Kronik agriy1 olusturan etkenler hastalik ya da yaralanma olarak vurgulansa da
altinda yatan mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir. Kronik agriya sebep olan

uzlasilmis temel mekanizma ise, uzun siireli etkiye maruz kalan nosiseptorlerin



yapisinin bozulmasidir. Bu yap1 bozuklugunun bir sonucu olarak nosiseptorler {izerine
direkt bir uyar1 olmasa bile nosiseptorlerin aktif hale gelmesi kronik agrinin en belirgin

ve tedavisini en ¢ok zorlastiran 6zelligidir (11).

4.3.3. Nosiseptif agri:

Fizyopatolojik siireglerin kaslarda, deride, i¢ organlarda, bag dokuda oldukga
yaygin bir sekilde bulunan agr1 reseptorlerini (nosiseptdr) uyarmasi sonucu ortaya ¢ikan
agridir. Iki tip nosiseptif agr1 vardir, bunlar; somatik ve visseral agridir. Somatik agr1
eklemler, kemikler, kaslar ve yumusak dokulardan gelirken, visseral agri1 i¢ organlardan
koken alir. Somatik agrinin duysal lifler ile visseral agrinin ise sempatik lifler ile
tasinmast bu iki agri tipi arasindaki temel farktir. Somatik agr1 genellikle kas iskelet
agrist olarak tanimlanir ve lokalizasyon derecesi yiiksektir. Somatik agrinin hissedilme
sekli keskin ve siddetlidir. Visseral agr1 i¢ (internal) agri olarak tanimlanir. Somatik

agrinin tersine lokalizasyon derecesi yliksek degildir. Sizlama seklinde hissedilir (12).

4.4. Nosisepsiyon

Agr1 ve nosisepsiyon kavramlari i¢ ice ge¢gmis kavramlar olsa da, bu iki kavram
tamamen birbirleriyle ortiismemektedir. Nosisepsiyon, nosiseptor olarak adlandirilan ve
viicudun neredeyse biitiin bolgelerinde bulunan Ozellesmis serbest sinir uglarinin
eksitasyonu sonucu olusan cevaptir. Her ne kadar nosisepsiyon agri deneyimini
arttirsada, nosisepsiyonun olmadigi durumlarda da agri artabilir. Bunun tam tersine
agrinin olusmadigl durumlarda da nosisepsiyon olay1 ger¢eklesebilir. Dolayisiyla non-
nosiseptif agri ve nosiseptif agri kavramlarini iyi ayirt etmek gerekir (13).
Nosisepsiyon; zararli uyaranin noral olarak islenip kodlanmasi olayidir (5).
Nosisepsiyon, agr1 yolaklarinin ve agrinin algilanmasinin ilk basamagidir.

4.4.1. Nosiseptorler:

Nosiseptorler ilk kez 1906 yilinda Charles Scott Sherrington tarafindan
kesfedilmistir (14). Sherrington birgok farkli deneyler yaparak farkli tipte uyaranlarin
sinirler lizerinde farkli cevaplar olusturdugunu, baz1 kuvvetli uyaranlarin, uyarandan
cekilme refleksi, otonom cevaplar ve agriy1 tetikledigini gostermistir. Bu spesifik
kuvvetli uyaranlara cevap veren reseptorleri nosiseptdr olarak adlandirmistir (14).
Duysal noronlar olan nosiseptorler insanlarda deri, kas, i¢ organlar, eklemler gibi bir¢ok
farkl viicut bolgesinde lokalize olmus durumdadir. Nosiseptorlerin hiicre govdeleri ise

dorsal kok gangliyonlari ya da trigeminal gangliyonlarda bulunur (15).



Tip

Duysal sinirler temel olarak iki farkli gruba ayrilir, bunlar A ve C lifleridir. A
lifleri de kendi iginde Aa, AP, Ad ve Ay olmak tizere dort alt gruba ayrilir. A tipi lifler
spinal sinirlerin tipik genis ve orta kalinlikta miyelinli lifleridir. C tipi lifler ise ince
miyelinsiz liflerdir. C tipi lifler periferik sinirlerin ¢ogunun duysal liflerinin yarisindan
fazlasini otonom postgangliyonik liflerin ise hepsini olusturur. Nosiseptorler ise A delta
ve C lifleri olmak iizere iki farkli alt gruba ayrilir. Bunlardan A delta lifleri zayif
miyelinli akson caplar1 C liflerine gore daha kalin ve hizli iletkenlik 6zelligine sahiptir
(20m/sn). Mekanik uyaranlarin yani sira termal uyaranlara da % 20-50 oraninda
hassastir. Miyelinsiz C lifleri ise akson ¢aplar1 kiigiik, ileti hizlar1 yavastir (2-8m/sn) ve
A delta liflerine gore daha zor aktif hale gelir. A delta liflerinin reseptif alanlar1 kiimeler

halindeyken C liflerinin reseptif alanlarinda boyle bir durum goriilmemektedir (16).

Tablo 1: Duysal Noron Tipleri

Duysal Noron Tipleri
Smiflandirma Cap Myelin = Tletim Hiz1 iliskili Olduklar1 Duysal Reseptorler

Aa 13-20 pm Var 80-120 m/s  Kas igciginin primer reseptorleri
Aa 13-20 um  Var 80-120 m/s | Golgi tendon organi

Kas igciginin sekonder reseptorleri
AB 6-12 um Var 33-75 m/s

Derideki tiim mekanoreseptorler

Dokunma ve basingla ilgili serbest sinir uglari
Ad 1-5 pm Zayif  |3-30 m/s Neospinotalamik trakt

Soguk termoreseptorleri

Paleospinotalamik trakt
C 0.2-1.5um Yok 0.5-2.0 m/s

Sicak reseptorleri


http://en.wikipedia.org/wiki/Type_Ia_sensory_fiber
http://en.wikipedia.org/wiki/%CE%9Cm
http://en.wikipedia.org/wiki/%CE%9Cm
http://en.wikipedia.org/wiki/Type_II_sensory_fiber
http://en.wikipedia.org/wiki/%CE%9Cm
http://en.wikipedia.org/wiki/A_delta_fiber
http://en.wikipedia.org/wiki/%CE%9Cm
http://en.wikipedia.org/wiki/Group_C_nerve_fiber
http://en.wikipedia.org/wiki/%CE%9Cm

4.4.2. Nosiseptif Siirec:

Nosiseptif siire¢ 3 asamada gerceklesir;

a-Periferal agsama

b-Transmisyon asamasi

C-Agrinin entegrasyonu

Mekanik, termal veya kimyasal uyaranlara bagl olarak agriy1 indiikleyici maddelerin
artig1 nosiseptorlerin uyarilmasini saglar. Bu maddelerden bazilar1 sunlardir; (17).
Aminler: Serotonin, noradrenalin, histamin,

Amino asitler: Asetilkolin, glutamat, GABA,

Noropeptidler: Sinir biiyilitme faktorii (NGF), kalsitonin geni bagh peptid (CGRP),
Kininler: Tasikininler, P maddesi, bradikinin,

Prostagalandinler: PgE, PgF,

Metabolitler: Laktik asit, ATP, ADP, K",

Biitlin bu kimyasal maddelerin iistlendikleri gorevler farklidir, 6rnegin; GABA
santral seviyede agrinin baskilanmasi gorevini istlenirken, ATP agr iletimini
hizlandirmaktadir. Zararli bir uyaranin doku hasari olugturmasi, olusan bu doku hasari
sonucu yukarida belirtilen kimyasallarin ortaya ¢ikmasi ve bu kimyasallarin
nosiseptorler iizerindeki kendi spesifik reseptorlerine baglanmasi sonucu agrinin
periferal asamasi baslamis olur (18). Baglanan kimyasal maddenin oOzelligine gore
iyonotropik ya da metabotropik iyon kanallarinin agilmasi sonucu hiicre i¢i ve hiicre
dis1 iyon dengesi degisir. Iyon dengesindeki bu degisim aksiyon potansiyelinin
olusmasina neden olur, olusan bu aksiyon potansiyeli nosiseptorlerin aksonlarinda
ilerleyerek dorsal kok gangliyonu ya da trigeminal gangliyona ulasir (19). Trigeminal
gangliyonlar bas ve boyun bolgesinden, dorsal kok gangliyonlari ise viicudun geri kalan

bolgesinden gelen agriyla ilgili duysal informasyonlari alir (20).

4.5. Agri iletimi

Agrmin iletimi 4 asamada gergeklesir (21);

a. Transdiiksiyon: Transdiiksiyon; mekanik, termal veya kimyasal uyaranlarin doku
hasar1 ya da doku yaralanmasi olusturmasi sonucu, nosiseptorlerin uyarmasiyla baslar.
Zararli uyaranin olusturdugu doku hasar1 sonucu; lokositler, trombositler, vaskiiler
endotel hiicreler ve immiin hiicrelerden kdken alan sitokinler ve néropeptidlerin ortama

salinimi gergeklersir. Agiga cikan bu noropeptidler ve noromediatorler A delta ve C
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liflerinin uyarilmasini saglar. Ayrica nosiseptorlerin sinir terminallerinden salinan P
maddesi, nosisepsiyonun artmasina vazodilatasyona, kan akiminin hizlanmasina ve
O6deme neden olur. P maddesindeki bu artis siirecinin devam etmesiyle trombositlerden
serotonin ve bradikinin, mast hiicrelerinden de histaminin salinmasina neden olur (22).
b. Transmisyon: Transmisyon asamasi agrili uyaranin spinal kordun dorsal boynuzuna
taginmasi olayidir. Agrili uyaranin spinal korda ulagsmasi sonucu substantia jelatinosada
norotransmitterlerin konsantrasyonunda artisa neden olur. Artan ndrotransmitterler
spesifik reseptorlerine baglanarak agri iletiminin baskilanmasina ya da artarak devam
etmesine neden olur. Transdiiksiyonun ger¢eklesmesi sonucu iletim hiz1 yiiksek olan A
delta lifleriyle 0,1 sn de spinal korda tasmnan ilk agri ya da keskin agri olarak
adlandirilan agr1 algilanir. Iletim hiz1 yavas olan C lifleriyle ise ikinci agr1 ya da yavas
agr1 olarak adlandirilan agrinin spinal korda tasinimi gerceklesir (23).

C. Modiilasyon: Baslica omurilik seviyesinde gerceklesen olaydir. Doku hasarini
takiben periferde ya da santral seviyede agrinin algilanmasini degistiren olay olarak
tanimlanir. Modiilasyon mekanizmasi normal fizyolojik bir siirectir. Agr1 modiilasyonu
periferde nosiseptorlerin ¢cevresinde, merkezi sinir sisteminde omurilik arka boynuzunda
ya da supraspinal yapilarda gerceklesir. Modiilasyon sonrast agri algilanmasi inhibe
edilebilecegi, tam tersine arttirilabilme de gozlenebilir. (24).

Agr1 modiilasyonunda rol oynayan 3 farkli sistem tanimlanmistir, bunlar (25),

- Endojen opioid sistem

- Segmental inhibisyon

- Inici Inhibitér Sistem

d. Persepsiyon: Agrili uyaranin omurilikten geg¢ip farkli tipte yollar izleyerek iist

merkezlerde algilanmasidir (25).
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PERSEPSIYON

Epidural opioidler
Korteks iy Subaraknoid opioidler
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TRANSDUKSIYON
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Spinotalamik
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nosiseptor Agih
uyaran

Sekil 1: Agr1 Iletim Basamaklari (24).
4.6. Agn Tletim Yollari

Primer afferent nosiseptorler (A delta ve C lifleri) omurilige girdikten sonra
ikiye ayrilirlar. Birka¢ segment asagi ve yukari devam ederek Lissauer traktusunu
olustururlar. Nosiseptorlerin santral terminalleri dorsal boynuz gri cevherinin marjinal
zonu (lamina-1) ile subsantia jelatinosa (lamina-II)’da yer alan noronlarla sinaps
yaparlar (26). Agrili uyaranlari tasiyan 1.sira noronlar(A delta ve C lifleri)’in hiicre
govdeleri arka kok gangliyonlarinda bulunur. Buradan ¢ikan lifler spinal korda girer ve
substantia jelatinosa da arka boynuz noéronlariyla sinaps yapar, bu néronlar agr1 yolunun
2.sira ndronlari olarak tanimlanir. Agri yolunun 3.sira ndronlari talamustadir (27).
Arka boynuzda 3 tip néron bulunur;
a. Projeksiyon noéronlari: Gelen impulslar1 anterolateral afferent sistemden iist
merkezlere iletirler. Lamina I’de bulunan, sadece A delta ve C lifleri ile uyarilan
projeksiyon noronlar1 ‘nosiseptif spesifik’, lamina I ve V de bulunan, hem
nosiseptorlerden hem de diisiik esikli mekanoreseptorlerden gelen impulslar1 alan
noronlarda ‘wide dynamic range’ olarak adlandirilir (26).
b. Eksitatuvar noéronlar: Agrili impulslar1 projeksiyon ndronlarina ileten ve bu
noronlart eskite eden noronlardir (28).
c. Inhibitoér noronlar: Genel olarak A delta ve C liflerinden gelen impulslarla aktive

olurlar. Genis capl liflerle uyarildiklar1 zaman projeksiyon néronlarinda inhibisyona
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neden olurlar. Gorevleri agrili uyaranlari modifiye ederek projeksiyon ndronlarma
gecirmektir (29).

4.6.1. Spino-Talamik Yol: Agrili uyaran lamina I, V ve VII. néronlarindan koken alir.
Orta hatt1 gectikten sonra anterolateral ¢ikici sistem iginde ilerler ve spinal kordun karsi
tarafinda talamusun ventral posterolateral c¢ekirdeginde sonlanir. Bu niikleus viicudun
0zel bolgeleri igin farkli bolimlere ayrilmistir. Her bolge kendisiyle ilgili primer
korteks boliimiine projekte olur. Talamustan c¢ikan uzantilarda kortekse ulasarak
postsantral girusta sonlanir. Bu yol agrinin yer, siddet ve zaman gibi Ozellikleri ile

birlikte algilanmasini saglar (26).

4.6.2. Spino-Retikiiler Yol: Anterolateral ¢ikici sistem iginde ilerler. Bulbus ve
ponstaki retikiiler ¢ekirdeklere uzanir ya da kollateral verir. Buradan spinal kordun sag
ve sol talamus intralaminar ¢ekirdeklerine ¢ikar. Buradan ¢ikan enformasyon amigdala
hipotalamus gibi bircok beyin bolgesine ulasir. Kotrikal ve subkortikal yapilar1 genel
uyaniklik i¢inde tutar. Aci1 yolagi olarak bilinir (26).

4.6.3. Spino-Mezensefalik Yol: Lamina I ve V’teki nosiseptif projeksiyon ndronlari
anterolateral sistem icinde yer alir, spino-retikiiler yola yakin olarak mezensefalik
periakuaduktal gri cevhere kadar ¢ikar. Buradan koken alan néronlar, amigdala
hipotalamus gibi beyin merkezlerine projekte olur. Bu yolun periakuaduktal gri cevherle
baglanti kurmasi olduk¢a Onemlidir; c¢iinkii bu bodlgede analjezik etkinligi olan

enkefalinerjik néronlar bulunur (26).
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Sekil 2: Agri iletim yollar1 (3 nolu kaynaktan degistirilerek alinmustir).
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4.7. Agrih Uyarana Verilen Fizyolojik Cevaplar
Agr1, agrili uyarana maruz kalan bireyde stres durumu olusturur. Bu stres
durumu sempatik sinir sistemin devreye girmesine ve bazi fizyolojik cevaplarin
olusmasina neden olur, bunlar; (30).
- Anksiyete, korku, timitsizlik, uykusuzluk, intihar etme diisiincesi,
- Agriya odaklanma, bagirma, inilti, yiizii burusturma,
- Kognitif fonksiyonlarda azalma, mental konfiisyon, yiiksek somatizasyon
pupilla dilatasyonu,
- Kalp hizinda artma, periferal, sistemik ve koroner damar direnci, kan basincinda
artis
- Solunum hizinda artis, tiikiiriik sekresyonunda azalma ve buna bagl gelisen
infeksiyonlar,
- Gastrik ve intestinal motilitede azalma,
- Uriner sistem fonksiyonunda azalma,
- Antiditiretik hormon, epinefrin, norepinefrin, aldesteron ve glukagonda artis
insilin ve testesteronda azalma,

- Hiperglisemi, glikoz int6leransi, instilin direnci, protein katabolizmasi.

4.8. iyon Kanallan ve Agridaki Rolleri

Iyon kanallari, kas kasilmasi, besin transportu, aksiyon potansiyelinin olusumu
ve devamu gibi bir¢ok fizyolojik siiregte oldukga 6nemli rol oynamaktadir. Hastaliklarin
birgogu iyon kanallarinin normal fizyolojik fonksiyonlarmin bozulmasi sonucu ortaya
cikmaktadir. Iyon kanallarmin fonksiyon bozuklugu sonucu ortaya cikan hastaliklar iki
grupta siniflandirilabilir bunlar; iyon kanalinin kendisini ya da iyon kanalin1 diizenleyen
proteini kodlayan gendeki mutasyon sonucu olusan hastaliklar, 6rnegin; kistik fibrozis
epilepsi, ya da non-genetik olarak adlandirilan ve kanallar {izerine etki eden bir toksin
sonucu olusan hastaliklardir. Iyon kanallar1 agrinin algilanmasi ve iletiminde de énemli
rol oynamaktadirlar. Nosiseptorlerin santral ve periferal terminallerinde bir¢ok farkli
tipte ve yogunlukta iyon kanallar1 bulunmaktadir (31). Giiniimiizde agr1 tedavisinde
iyon kanal blokerleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Agridaki kritik rolii gbz Oniine
alindiginda agr1 tedavisinde iyon kanallarinin 6nemi giderek artmaktadir. Agr1 yolaklar
dorsal kok gangliyonu ve trigeminal ndronlarda baslar, bunlar nosiseptif sinyalleri iist

merkezlere tasiyan ndron gruplaridir (32). DKG ve trigeminal gangliyon néronlarinin
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aksonlarin1 periferde yer alir. Periferden aldiklari nosiseptif sinyalleri, aksiyon
potansiyeline ¢evirerek agrinin iletilmesini saglarlar, dolayisiyla bu iki néron grubu da

farkli yogunluk ve alt tiplerde iyon kanallarina sahiptir (33).

4.8.1. Sodyum Kanallari:

Sodyum (Na*) fizyolojik sartlarda hiicre disinda, hiicre igine oranla daha fazla
bulunan ve aksiyon potansiyelin baslamasinda temel rol oynayan katyondur. Hiicre
disindaki Na miktar1 142 mEq/L iken bu miktar hiicre icinde 14 mEq/L ye diismektedir
(34). Kompleks transmembran proteinler olan voltaj kapili sodyum kanallar1 (Nay)
uyarilabilir hiicrelerde sodyumun hizli bir sekilde hiicre i¢ine akmasma ve aksiyon
potansiyelinin ateslenmesine neden olurlar (35). Sodyum kanallarinin aktive olmasi
milisaniyeler icinde gerceklesen ve membranin depolarize olmasina neden olan bir
olaydir. Yapilan elektrofizyolojik calismalarda, Na® kanallarinin duysal néronlarda
ozellikle kiiciik caplt DKG néronlarinda yogun bir sekilde bulundugunu gostermistir.
Kurbaga balig1 (Uranoscopus scaber) karacigerinden izole edilen tetrodotoxin (TTX)’in,
sodyum kanallarinin dogal blokeri oldugu tespit edilmistir (36). Kiigiik ¢apli DKG
noronlarinda TTX e duyarli iki tip sodyum kanali tespit edilmistir, bunlar hizli (TTX-S)
ve yavas (TTX-R) inakvtive olan sodyum kanallaridir. TTX-R sodyum kanallarinin,
aksiyon potansiyelinin siiresi ve sinir terminallerinden norotransmitter saliverilmesi
tizerine modiile edici 6zelliginin bulundugu vurgulanmaktadir. Deneysel ¢alismalar,
motor ve duysal néron hasarlarindan sonra bu ndronlarin, hiicre govdeleri ve
dentritlerinde, sodyum kanallarinda anormal artiglar gerceklestigini gostermistir (37).

Elde edilen veriler 1s18inda, hasar sonucu DKG noronlarinda goriilen anormal
eksitabilitenin sodyum kanallarindaki bu artisa bagli oldugu vurgulanmistir (38). Agrida
rol alan bazi sodyum kanallar1 ve gorevleri sunlardir;

Nay1.3: TTX-S voltaj kapili sodyum kanallaridir. DKG ve trigeminal ndronlarda, spinal
kordda, talamusta ve dorsal boynuzda lokalize olmus durumdadirlar (39).

Nayl.7: TTX-S voltaj kapili sodyum kanallaridir. DKG ve TG ndronlarda yogun olarak
bulunur. inflamasyon ve yaralanma sonrasi up-regiilasyona ugrarlar. Noropatik agri
tedavisinde bu iyon kanallarinin blokerleri sikca kullanilmaktadir (39).

Nay1.8: TTX-R voltaj kapili sodyum kanallaridir. Kiigiik ve orta ¢capli DKG ve TG
noronlarinda yogun olarak bulunurlar. Kii¢iik ¢apli DKG noéronlarinda inflamasyon

sonrasi yogunluklari artarken, aksonal yaralanma sonucu yogunluklari azalir (39).
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Nay1.9: TTX-R voltaj kapili sodyum kanallaridir. Kiigiik ve orta ¢capli DKG ve TG
noronlarinda yogun olarak bulunurlar. Sessiz reseptorlerin devreye girmesinde temel rol

oynadig1 vurgulanmaktadir. Kronik ve inflamatuvar agrida 6nemli rol oynar (39).

4.8.2. Potasyum Kanallari:

Potasyum (K) hiicre iginde, hiicre disina oranla daha ¢ok bulunan bir katyondur.
Potasyumun hiicre i¢indeki miktar1 140 mEq/L iken bu miktar hiicre disinda 4 mEq/L
ye diismektedir (34). Aksiyon potansiyeli ateslendikten sonra potasyum kanallar1 (K,)
hizla agilarak membranin repolarize olmasmma ve bdylece aksiyon potansiyelinin
susturulmasina neden olur. Agrinin olusumu ve iletiminde potasyum kanallar1 6nemli
rol oynamaktadir. Yapilan c¢aligmalarda bazi G-protein esli reseptorlerin potasyum
kanallarin1 actig1 ve antinosiseptif 6zellik gosterdigi belirtilmistir. Potasyum kanallari
periferik sinir sisteminde ve DKG néronlarinda yogun olarak bulunmaktadir. Bir grup
ligand-kapili potasyum kanallarinin zararsiz ve zararli uyaranlari modiile ettigi ve
norotransmitter salinimina yol agtigr gosterilmisticr (40). Son yillarda yapilan
calismalarda farkli tipte ilacin potasyum kanallarini agtigi ve kuvvetli antinosiseptif
ozellik gosterdiginin kesfedilmesiyle birlikte, potasyum kanallar1 giiniimiizde yeni agri
kesicilerin calisilmasinda potansiyel hedef haline gelmistir. Farkli tipte ve alt tipte
potasyum kanallarinin bulunmasi ve her potasyum kanalinin farkli farmakolojik ve
elektrofizyolojik 0Ozellik gostermesi bu calismalar1 kisitlayan en biiyiik etkendir.
Noronal potasyum kanallari, potasyumun hizli bir sekilde diffiize olmasma yol
acmaktadir. Potasyum kanallarinin bu 6zelligi, sinir sisteminde noronal aktivite ve
sinyallesme {izerinde 6nemli role sahip olmalarim1 saglamaktadir. Potasyum kanallar
farkli tipte uyaranlarla uyarilabilme 06zelligine sahiptir, bu uyaranlarin potasyum
kanallarina etki etmesi sonucu hiicre i¢inde bazi iyonlarin kii¢lik organik molekiillerin
ve proteinlerin diizenlenmesi saglanir, 6rnegin; Ca2+, ATP, cAMP diizeylerinde artis
(41). Potasyum kanal tipleri ve gorevleri sunlardir;

Voltaj-Kapih K* Kanallari: Bu kanallar farkli alt tiplerde bulunmaktadir ve K,1 den
Kv12 ye kadar bilinen 12 farkli voltaj-kapili potasyum kanali vardir. Her bir voltaj
kapili K* kanalida kendi iginde alt tiplere ayrilir, érnegin; Ky1 tip kanallar, K,1.1 den
Kvl.7 ye kadar farkli tiplere ayrilir. Bu kanallar DKG noronlart ve agn

transmisyonunda rol alan sinapslarda yogun olarak bulunmaktadir (42).

17



Kalsiyum-duyarh K* Kanallari: Kalsiyum-duyarl potasyum kanallar, biiyiik (BK)
orta (IK) ve kii¢iik (SK) ¢apli olmak tizere 3 alt gruba ayrilir (43). K, kanallarinin en
kritik ozelligi sitoplazmik Ca* konsantrasyonu arttifi zaman aktive olmalaridir.
Ozellikle kiiciik capli SK; ve SK; kanallar1 dorsal boynuzda ve DKG néronlarinda
yogun olarak bulunur, bu kanallar afferent girdilerin degerlendirilmesi ve agr
sinyallesmesinde 6nemli rol oynar (39).

Iceri-dogrultucu K* Kanallari: Bu kanallar, K;;1 den K;,7 ye kadar 7 farkli familyaya
ayrilmaktadir. Bu kanallardan G-protein diizenlemeli (GIRK veya K;3) ve ATP-duyarli
(Katp) K kanallar1 nosisepsiyon i¢in énemlidir (44). Dorsal boynuzda, akut ve kronik
inflamatuvar agr1 olusumunda bu kanallar etkin rol oynamaktadir.

Iki-porlu K* Kanallari: Bu kanallar 14 farkli gruba ayrilirlar. Farmakolojik 6zellikleri
cok 1iyi bilinmese de dorsal boynuzda lamina I, II ve spinal kordda agri yolaklari
tizerinde yogun olarak bulunmalari bunlarin nosisepsiyon da Onemli role sahip

olabilecegini diisiindiirmektedir (45).

4.8.3. Klor Kanallar:

Klor (CI"), hiicre disinda hiicre i¢ine gore daha yogun bulunan bir anyondur.
Klorun hiicre disindaki miktar1 103 mEq/L iken bu miktar hiicre i¢cinde 4 mEq/L ye
diismektedir (34). Klor iyonu dinlenim sirasinda rahatlikla hiicre zarindan gegerek
hiicrenin dinlenim zar potansiyelini dengede tutmasina yardimeci olur. Klor kanallari,
noron eksitabilitesi, kalp kasi, iskelet kas1 ve diiz kas hiicre voliimiiniin diizenlenmesi
gibi bircok biyolojik siirecte gorev alir. Transmembran klor gradyantinda ki

degisiklikler GABAA, ve glisin reseptorlerinin aktivasyonunda dnemli rol oynar (46).

4.8.4. Kalsiyum Kanallari:

Kalsiyum (Ca®*) hiicre disinda, hiicre i¢ine gore daha fazla bulunan bir iyondur.
Kalsiyumun hiicre digindaki miktar1 2,4 mEq/L, hiicre i¢indeki miktar1 ise 0,0001
mEqg/L dir. Kalsiyum viicutta birgok biyolojik siiregte oldukga 6nemli rol oynar 6rnegin;
hiicre i¢inde kalsiyum konsantrasyonundaki gecici artig, ndrotransmitter miktarinda
artmaya ve hiicre zarinin uyarilabilirliginin modiile edilmesine neden olur, aym
zamanda bu etki iyon kanallari(Cay) sayesinde hiicre disindan hiicre igine kalsiyumun
girmesi sonucu da gergeklesir (47). Hiicre igine ca® akis1 3 farkl yolla gergeklesir,

bunlar;
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a- Membranin depolarize olmasi sonucu agilan voltaj-kapili Ca®*  kanallari
araciligiyla,

b- Ligand-kapili non-spesifik Ca** kanallar1 araciligiyla,

c- Reseptor-duyarl Ca®" kanallar araciligiyla.

Neredeyse biitiin uyarilabilir hiicrelerin plazma membranin da voltaj-kapili Ca®*
kanallart bulunmaktadir. Bu kanallar elektriksel aktiviteyi hiicre ig¢inde kimyasal
sinyaller haline doniistiiriirler (48). Bu kanallar kalsiyuma yiiksek oranda geg¢irgenlik
gosterirken kismen de sodyuma gegirgenlik gosterirler ve Ca®*-Na" kanallari olarak
adlandirilirlar. Ancak kalsiyuma olan duyarliliklar1 sodyumunkine oranla 1000 kat daha
fazladir. Hiicre zarmin dinlenim durumunda bu kanallar kapali durumdadir, zar
depolarize oldugu anda bu kanallar acilir ve kalsiyumun hiicre igine girmesine neden
olurlar. Bu olay noronlarda uyarilmaya, nérotransmitter salinimina neden olurken farkli
hiicre tiplerinde farkli cevaplarin olusmasina neden olur, 6rnegin; kaslarda kasilma gibi.
Voltaj-kapili kalsiyum kanallari(VGCC), uyarilabilirlik olarak iki farkli gruba ayril,
bunlar; yiiksek voltajla aktive olan kalsiyum kanallari(L-, N-, P/Q-, R- tip) ve daha
diisiik voltajda aktive olan kalsiyum kanallari(T- tip)dir (49). L-, N- ve P/Q- tip
kalsiyum kanallar1 spinal kordun dorsal boynuzunda tespit edilmistir. L- tip kalsiyum
kanallar1 proksimal dentritler de, MSS noronlarinin hiicre govdelerinde ve bazi
glutamaterjik sinapslar da lokalize olmus durumdadir (50). N- tip kalsiyum kanallar1 da
spinal kordun dorsal boynuzunda lamina I ve II de yogun olarak bulunmakta ve primer
efferentlerden norotransmitter salimmmin da anahtar rol Ustlenmektedir. P/Q- tip
kalsiyum kanallar1 da neredeyse biitiin kimyasal sinapslar da hizli sinaptik
transmisyonda Onemli rol oynamaktadir. Birgok farkli MSS bolgesinde, medulla
spinalisde ve DKG néronlarinda lokalize olmus farkli tipte kalsiyum kanallar: nosiseptif
stirecte Onemli roller Ustlenmektedir. Bu kritik rolleri kalsiyum kanallarin1 agr

tedavisinde onemli hedef haline getirmistir (48).
4.9. Noronal Kalsiyum Homeostazisi ve Kalsiyum Sinyallesmesi:

Noronal kalsiyum, bir¢ok farkli fizyolojik stirecte hiicre i¢i ikincil haberci gorevi
goriir. Diger hiicreler gibi noronlarda hem hiicre dist hem de hiicre i¢i kalsiyum
kaynaklarini kullanirlar (51).

Noronal plazma membrani farkli tip ve alt tiplerde kalsiyum kanallarina sahiptir

bunlar; voltaj-kapili kalsiyum, reseptor-kapili kalsiyum ve non-selektif kalsiyum
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kanallaridir. Kalsiyum kanallarinin herhangi bir etki sonucu agilmasi, hiicre dist
ortamda yogun olan kalsiyumun hiicre i¢ine girmesine neden olur. Hiicre icindeki
kalsiyum kaynagi endoplazmik retikulum(ER)’dur. ER noronlarda, dentritler, niikleus

ve akson bolgelerinde lokalize olmuslardir.

Dentritik ER.

2
(2

®

Sekil 3: Noronal ER bolgeleri. 51 nolu kaynaktan degistirilerek alinmustir.
Noronun farkli bélgelerinde bulunun endoplazmik retikulumlar, kalsiyumun
saliverilmesine neden olan sinyallesme sistemine sahiptirler. ER iizerinde lokalize
olmus, 1,4,5-trifosfat (IP3) ve riyanodin (RYR) reseptorleri lizerinden kalsiyumun
saliverilmesi gergeklesir (53). Hiicre disi ortamdan kalsiyum girmesi ve bunun bir
sonucu olarak hiicre i¢i kalsiyum kaynagi olan ER den kalsiyum saliverilmesi olay1 su
sekilde gergeklesir; voltaj-kapili kalsiyum kanallar1 ya da bir norotansmitterin etkisi
sonucu aktive olan iyonotropik ya da metabotropik reseptorler iizerinden hiicre icine
kalsiyum girisi gerceklesir. Hiicre igine giren kalsiyum hizli bir sekilde kalsiyum
baglayic1 bir protein ile bag kurar, 6rnegin; kalmodulin CaM (54). Voltaj-kapili
kalsiyum kanallar1 ya da iyonotropik reseptorler iizerinden hiicre igine giren kalsiyumun
kendisi direkt olarak ER {izerinde bulunan RYR ve IP3 reseptorlerini uyararak kalsiyum
saliverilmesine neden olabilir (53). Bu olaya kalsiyum tetiklemeli kalsiyum
saliverilmesi mekanizmasi denir. Bagka bir mekanizma ise, bu iki kalsiyum kanalindan

kalsiyum girisi sonucu hiicre iginde cADP-ribozun aktive olmasi ve ER iizerinde

bulunan RYR reseptorlerini uyarmasi sonucu kalsiyum saliverilmesidir. Metabotropik

20



reseptorlerin aktive olmast IP;’nin IP3’e donlismesine neden olur, IP; de ER iizerinde

bulunan IP3 reseptorlerine baglanarak kalsiyumun saliverilmesine neden olur (51).

4.10. Agr1 Olusumunda Rol Alan Baz1 Mediatorler

4.10.1. Bradikinin: Doku hasar1 ve inflamasyon proteolitik kallitreinlerin aktive
olmasia neden olur. Kallitreinler, kininojenden bradikinin gibi kininlerin olugmasina
yol agar. Bradikinin dokuz amino grup asit igeren, inflamasyonun ve agri
indiiklenmesinin birincil derece sorumlusu olan bir proteindir. Bradikininin aktive
olmasi iki tane G-protein eslesmeli reseptor olan B; ve By’nin aktif hale gelmesine
neden olur. Aktif hale gelen bradikinin reseptorleri fosfolipaz CB ve fosfolipaz A,
yolaklarinin devreye girmesini saglar. Fosfolipaz CB ise protein kinaz C yolagim
devreye sokar. Protein kinaz C yolagi duysal ndronlarda inflamatuvar sinyallesmede
onemli rol oynar (52).

4.10.2. Prostaglandinler: Prostaglandinler, fosfolipaz A2 tarafindan membran
fosfolipidlerinin yikimi1 sonucu olusan maddelerdir. PGE; ve PGI, aktivasyonu G-
protein esli reseptorler olan EP ve IP reseptorleri araciligi ile gergeklesir.
Prostaglandinler, dorsal boynuz ve spinal kord da duysal ndronlarin santral terminalinde
pre- ve post- sinaptik reseptorleri etkileyerek bu néronlarin uyarilabilirligini arttirir ve
santral sensitizasyona neden olur (55).

4.10.3. Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT): Serotonin, trombositlerden
koken alan ve 14 den fazla reseptore etki ettigi bilinen bir maddedir. Bu reseptorlerden
sadece 5-HT; reseptorii G-protein esli degildir. 5-HT reseptorii diger G-protein esli
serotonin reseptorleri gibi ikincil haberci sistemlerini devreye sokmak yerine ligand
kapil1 iyon kanallari {izerinden Na® girisine ve buna bagli olarak noronal eksitasyona
neden olur. 5-HT3 reseptor antagonistlerinin dorsal kok gangliyonu ve periferde
antinosiseptif 6zelliklerinin oldugu bilinmektedir (56).

4.10.4. Sinir Biiyiitme Faktorii (NGF): Doku infalamasyonu ya da hasari
sonucu NGF miktarinda artig goriiliir, artan NGF ise hiperaljezik cevaplarin dogmasina
neden olur. NGF mast hiicreleri, makrofajlar ve sivan hiicreleri gibi farkli kaynaklardan
salinabilir. NGF mast hiicreleriyle etkilesime girerek degranulasyona ve 5-HT, histamin

ve NGF’nin kendisi gibi mediatorlerin artisina neden olur. NGF post-translatyonal
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modifikasyonlarla nosiseptdrlerin cevabinda etkin rol oynar. Bunlar arasina, TRPV1
sensitizasyonu ornek olarak verilebilir (57).

4.10.5. TRP Kanallari: TRP kanallari, insan viicudunda pek ¢ok plazma
membraninda lokalize olmus iyon kanallaridir. Vaniloid reseptor olarak adlandirilan ve
kirmuzibiberin etken maddesi kapsaisine duyarli olan TRPV;, Ca** a yiiksek gegirgenlik
gosterir. TRPV; ayrica 43 “C ustiindeki sicakliklarda aktive olarak agrinin olusmasina
neden olur. TRPV;, ATP ve bradikininle sensitize olarak sicaklik esigi 30 ‘C’nin altina
diisebilir. Diger birgok TRP kanallarinin da farkli sicaklik degerlerinde aktive oldugu
gosterilmistir, 6rnegin; TRPV3; (34-38 C), TRPV, (27-35 °C), TRPMg 28 °C’nin
altinda ve TRPA; 17 C’nin altinda (58).

4.10.6. Piirinerjik P2X Reseptorleri: Doku yaralanmasi sonucu artan ATP
P2X reseptorleri lizerinden dorsal kok gangliyonu ve dorsal boynuz noronlarin
depolarize edebilir. P2X reseptorleri dorsal kok gangliyonu noronlarinda, hem periferal
terminalde hem de santral terminalde yerlesmis durumdadir. P2X reseptorleri spinal
kordda duysal transmisyonu modiile etme 6zelligine sahiptir. Yedi tane P2X reseptorii
alt tipt tanimlanmistir (59), O6rnegin P2X, ve P2X; reseptorleri kronik agrinin
olusumunda 6nemli rol oynar. Bagka bir 6rnek ise, inflamasyonun devam etmesi DKG
noronlarinda P2X3 ve P2X, reseptorlerinde artigsa neden olur (60).

4.10.7. Opioid Reseptorler: Opioidler akut ve kronik agri tedavisinde yaygin
olarak kullanilan ilaglardir. Kiicliik ve orta capli DKG néronlarinda bulunan opioid
reseptorleri ve opioid peptidleri bu noronlarin uyarilabilirligi tizerinde 6nemli etkilere
sahiptir. Bu reseptorler direkt ya da indirekt olarak voltaj kapili kalsiyum ve sodyum
kanallarinin kapanmasina potasyum kanallarinin ise ac¢ilmasina neden olur. Bilinen fi¢

temel opioid reseptorii vardir, bunlar; mu-, delta- ve kappa-opioid reseptorleridir (61).

4.11. Dorsal Kok Gangliyon Noronlari

Dorsal kok gangliyon (DKG) néronlari, periferal dokulardan somatik ve viseral
duysal informasyonlar1 spinal korda tasiyan ndronlardir. DKG néronlar, sekil ve
caplaria gore farkli gruplara ayrilabilir (62). Kiigiik ¢apli (<30 um) hiicre gévdesine
sahip DKG noronlari genellikle miyelinsiz C liflerine sahiptir. Bu noronlar agri sicaklik
ve kasmnma ile ilgili informasyonlari tasir ve nosiseptif néronlar olarak adlandirilir.
Biiyiik ¢apli DKG noéronlar1 (>30 pm) genellikle A alfa ve A beta liflerine sahiptir, bu

noronlar genel olarak proprioseptif informasyonlar1 tasir ve non-nosiseptif olarak
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adlandirtlirlar. DKG néronlar hiicre ¢aplart ve modalitelerine bagli olarak farkl: tipte
ve yogunlukta norotransmitter reseptorleri ihtiva ederler, 6rnegin kiigiik ¢apli nosiseptif
noronlar kapsaisine duyarli vanilloid reseptor VR1, diisik pH ve yiiksek sicakliga
duyarhdir (63).

4.12. Dorsal Kok Gangliyon Néronlarinda Kalsiyumun Rolii

Kalsiyum, noronlarda gen ekspresyonu, aksiyon potansiyelinin ateslenmesi
norotransmitter saliverilmesi gibi bircok olayda énemli rol oynar. Diger hiicreler gibi
noronlarda hem ekstraselliiler hem de intraselliiler kalsiyum kaynaklarini kullanirlar
(64). Kalsiyum, merkezi sinir sisteminde migrasyon, sinaptogenezis gibi olaylarda rol
almanin yani sira apoptozis olayinda da etkin rol oynar (65). Noronal siiregte ikincil
haberci olarak goren alan kalsiyum seviyesindeki artis, hiicre disindan reseptor-aracili
veya voltaj-kapili iyon kanallarindan hiicre i¢ine kalsiyum girmesiyle ya da hiicre igi
depolardan kalsiyumun salinmasiyla gergeklesir.

DKG noronlarinda da diger biitiin sinir hiicrelerinde oldugu gibi hiicre igi
kalsiyum diizenleyici mekanizmalarin oldugu ve kalsiyum tetiklemeli kalsiyum
saliverilmesinin gergeklestigi gosterilmistir (66). Biitiin merkezi sinir sistemi sinapslarin
da oldugu gibi DKG noronlarinda da P maddesi, CGRP gibi nosiseptif
norotransmitterler hiicre i¢i kalsiyum miktarindaki artisa bagli olarak ortaya

cikmaktadir.

4.13. Endojen Analjezik sistem

Viicutta asir1 agriya bagh olarak diger fonksiyonlarin etkilenmemesine yonelik
ve morfin benzeri mediyatorleri kapsayan endojen bir analjezik sistem vardir. Bu sistem
araciligr ile agri duyusunun baskilanmasi nosiseptif duyular ileten periferal primer
duyusal afferentlerin bulundugu ve merkezi sinir sistemi yapilariyla sinaps yaparak bu
sinyallerin iletildigi medulla spinalisin dorsal boynuzunda gerceklesir. Burada agr
sinyallerinin  baskilanmasmin ara noronlarin  hiperpolarizasyonu yoluyla agri
transmitterlerinin saliverilmesinin inhibisyonu aracilig ile gergeklestigi bilinmektedir.
Analjezik mekanizmalarin aktivasyonu enkefalin, serotonin veya norepinefrin gibi
spesifik norotransmitterler ile agri ileten ndronlarda bulunan reseptorlerin etkilesimi
yoluyla gergeklesir (67). Spinal analjezik mekanizmalar periferden kaynaklanan agrisiz

ve agrili uyaranlarla baslayabildigi gibi supraspinal yapi1 ve mekanizmalarla da
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(periaquaduktal gri cevher, lokus seruleus ve medullar nukleuslar) da aktive edilebilir.
Supraspinal mekanizmalar opioid sistemle alakali olarak endorfinlerin saliverilmesi
adrenerjik sistem alakali olarak norepinefrin saliverilmesi ve serotonerjik sistem ile
alakali olarak serotonin saliverilmesini icermektedir. Bu sistemler arasindaki karsilikli
etkilesim spinal analjezik sistemi aktive eder (67).

Endojen analjezik sistem agriy1r kontrol etmede yetersiz oldugunda analjezik
ilaglar verilerek hastanin semptomlar1 giderilmeye ¢alisilmaktadir. Ancak, cogu ilaglar
yetersiz etki gostermekte ya da morfin gibi opioidler ciddi yan tesir kisitlamasi arz
etmektedir. Bu amagla endojen endorfinlerin yikiminin engellenmesi yoluyla agri
dindirme yaklagimi umut vaat eden yeni bir yaklagimdir (67). Bu kapsamda tiikriik
kokenli endorfin olan opiorfin kesfedilmis olup, morfinden ¢ok daha giicli etki
gostermektedir (67). Endojen enkefalin katabolize edici enzim inhibitérleri deneysel
modellerde test edilmis ve umut vaat eden sonuglar elde edilmistir (67). Ancak, artmis
periferal agr1 duyarliligindaki rolleri, 6zellikle hangi hiicresel sinyallesme yolaklari

tizerinden etkili olduklar1 irdelenmemistir.

4.14. Opiorfin

Endojen peptid mediatdrii olan opiorfin ilk kez Wisner ve arkadaglar tarafindan
kesfedilmis ve notral ekto-endopeptidaz (NEP) ve ekto-aminopeptidaz (APN)’in dogal
inhibitorii olarak tanimlanmistir (2). Membran bagli metallopeptidazlar olan NEP ve
APN anjiyotensin I, anjiyotensin II, bradikinin, kallidin ve enkefalinler gibi pek c¢ok
peptidin metabolizmasinda rol oynamaktadir (68). NEP ve APN, beyin bdlgelerinde
Ozellikle enkefalinler ve opioid peptidlerin bulundugu bdlgelerde lokalize olmus
durumdadir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda sadece NEP ya da APN inhibitorlerinin
zaylf analjezik etkiler gosterdigi bulunmustur. Enkefalinlerin agr1 baskilanmasindaki
kritik rolii gboz Oniine alinarak yapilan caligmalarda, met-enkefalinlerin yikimini
engelleyen opiorfinin kuvvetli analjezik etki gosterdigi deneysel ¢alismalarda ortaya
cikarilmistir. Opiorfinin hangi yolaklar {izerinden etki ettiini aragtirmayr amacglayan
deneysel calismalarda bu etkinin mu () ve delta (8) opioid reseptorleri lizerinden
gerceklestigi goriilmiis, ancak bu etkiyi direkt olarak opioid reseptdrlerine baglanarak
degil ekstraselliiler ortamda met-enkalinlerin konsatrasyonunu koruyarak gosterdigi ileri

stirilmiistiir (69). Opiorfinin analjezik etkinliginin, morfinle kiyaslandigi ¢aligsmalarda
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opiorfinin morfine gére daha kuvvetli bir analjezik etki gosterdigi ancak bu etkinin

morfine oranla daha az siirdiigii gosterilmistir (70).
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Sekil 4: Opiorfinin Kimyasal Yapisi
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4.15. Amag

Bu tez ¢alismasinin amaci in vitro periferal nosiseptif néron hiicre kiiltiirlerinde
nosiseptif sinyal belirteci olarak hiicre i¢i serbest kalsiyum diizeyi dl¢iimii yontemiyle
periferal agri ve agr1 duyarlilagmasinda enkefalin yikilmayici enzim inhibitorii olan

opiorfinin etkilerini irdelemektir.

25



5. GEREC ve YONTEM
Bu tez calismasinda sican DKG hiicre kiiltiirii hazirlanarak hiicresel agri modeli
olusturuldu. DKG hiicrelerinin primer kiiltiirleri Forda ve Kelly (71) tarafindan

gelistirilen ve asagida agiklanan metoda gore gergeklestirildi.
5.1. Kiiltiir Soliisyonlar1 ve Kullanilan Ajanlar

Hiicre kiiltiirii i¢in asagida verilen kiiltiir vasati ve enzimatik ayristirma
maksadiyla kollegenaz, tripsin ve sinir biiylitme faktorii kullanilmistir. Primer hiicre
kiltlirii yapilmasina uygun olan biitiin bu ajanlar ticari olarak Sigma firmasindan temin

edilmistir.

5.1.2. Kiiltiir Vasati

100 mililitrelik kiiltlir vasatlar1 agagidaki soliisyonlar1 icermektedir

1 ml Penisilin/ Streptomisin (ICN, Ingiltere)

120 mg NaHCO3; (Sigma)

10 ml modifiye edilmis Dulbeco medyumu (Gibco Laboratuvarlar, Ingilte

10 ml at serumu (Sigma)

Bu igerikli karigim distile su ilave edilerek 100 mililitreye tamamlandi ve ardindan
filtreden siiziilrek sterilize edildi, pH’s1 kontrol edilerek kullanim anina kadar +4°Cde

saklandi.

5.1.3. Hiicre Kiiltiirii icin Genel Prensipler

Sican DKG hiicrelerinin primer kiiltiirlerinin yapimi ve bu kiiltiire hiicrelerin
saklanmalar1 sirasinda kontaminasyon durumlarina karsi gerekli asepsi kurallarina
uyuldu. Bu maksatla diseksiyon ve enzimatik ayristirma islemleri sabit akimli giivenlik
kabini igerisinde gerceklestirildi (ESCO, Laminar Flow Cabinet). Bunun disinda
kullanilan biitiin gere¢ ve soliisyonlar ya steril olarak saglandi ya da uygun sekilde

sterilize edildi.
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Sekil 5: Laminar hava akimli giivenlik kabini
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5.1.4. DKG Hiicre Kiiltiirii Protokolii

Etanolde (%70’1ik) tutulan cam lameller (Thermo Scientific, Almanya) kiiltiir
yapimindan bir giin 6nce etanolden ¢ikarildi ve sabit akimli giivenlik kabini i¢inde steril
bir kurutma kagidi {izerinde kurutuldu. Bundan sonra 100ul poly-L-ornitin (Sigma; 25
mg/ml stok soliisyon) Sml’ lik distile suya ilave edildi ve olusan bu sivi ¢ap1 SO0mm olan
steril bir petri kutusuna bosaltildi. Kuruyan lameller alevden hizla gegirildi ve bu poly-
L- ornitin i¢eren siviya yerlestirilirek 37°C’de % 95 oksijen, % 5 karbon dioksit ihtiva
eden inkiibatérde (Thermo Scientific, Forma STERI-CYCLE CO; Incubator, Almanya)
bir gece bekletildi. Ertesi giin lameller inkiibatdrden alind1 ve Laminar flow igerisinde
steril su ile yikandi. Her bir lamel {izerine 100ul laminin (Sigma) ilave edilmek suretiyle
kiiltiir tablas1 inkiibatore kaldirildi. Ayn1 giin kiiltiir vasatida hazirlanarak 10ml fosfatla
tamponlanmis fizyolojik tuzlu su (PBS) ile birlikte bir kisim kiiltiir medyumu da (~ 40
ml) steril bir plastik tiip icinde inkiibatore yerlestirildi. Diseksiyon cerrahi seti ile
birlikte diseksiyon mikroskobu dezenfekte edilerek sabit akimli gilivenlik kabinine
alind1.

Iki giinliik Wistar sigan yavrulari Karadeniz Teknik Universitesi Cerrahi
Arastirma Merkezi biriminden temin edilerek dekapitasyonla oldiiriilmek suretiyle
yayvan bir petri kutusuna yerlestirildi.

Uygun bir makasla vertebral kolon ayrildi, kaudal ugtan bagslayarak boyuna
kadar spinal kolonun i¢i yaylh kii¢iik bir makasla acildi. Petri kutularina yerlestirilmis
PBS ile izole spinal kolon ii¢ defa yikandi. Ardindan biitiin dorsal kok gangliyonlari
mikroskop altinda forsepslerle hassas bir sekilde izole edilip kiiciik bir petri kutusu
icindeki kiiltlir vasadina yerlestirildi.

DKG govdeleri disekte edilip petri kutusunda toplandiktan sonra, hassas
yuvarlak hareketlerle petri kutusu sallandi. Boylece tiim gangliyonlarin bir araya
toplanmasi saglandiktan sonra kiiltiir medyumu bir pastdr pipeti ile ¢ekilerek 900 pl 1lik
(37°C de inkiibe edilmis) kiiltiir vasat1 ile 100 pul 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 900 ul PBS eklenerek hafif bir
sekilde calkaland1 ve 6 dakika boyunca inkiibe edildi. Ardindan steril plastik tiibe
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aktarilarak 15 ml 1lik kiiltiir vasati ilave edilirek iic defa yikandi. Ardindan ucu
daraltilmis steril bir pastor pipetine hizli bir sekilde ¢ekilip bosaltilarak gangliyonlar
mekanik olarak tek hiicrelere ayristirildi. Hemen ardindan hiicre kiiltliir vasati

stispansiyonuna kiiltiir vasati ilave edilip 5 ml’ ye tamamlandi.

Bir giin once lamellerin poly-L-ornitinle inkiibe edildigi petri kutusuna
bosaltilarak 2—3 saat inkiibe edildi. On inkiibasyonda amag; 6lii hiicreler ve non-néronal
dokularin uzaklastirilmasidir. 2—3 saatlik 6n inkiibasyonun bitiminde, i¢inde hiicrelerin
bulundugu petri kutusu inkiibatérden alindi, listlerindeki stvinin 6nemli bir kismi pastor
pipetiyle uzaklastiridi ve petri kutusunun dibine yapismis olan hiicreler 1ml’lik taze 1lik
kiiltiir vasatiyla yikanarak sollisyona alindi. Petri kutusu mikroskop altinda iyice
incelenerek biitiin hiicrelerin uzaklastirildigi kontrol edildi. Noronal olmayan hiicreler
daha siki yapisacagindan petri kutusunun tabaninda kalacagindan ve elimine olacaktir.
Hemen ardindan hiicre siispansiyonuna 1lik kiiltiir vasati eklendi ve 2.4 ml’ye
tamamlandi. Son inkiibasyon i¢in daha Onceden lamininle kaplanan lamellerin
bulundugu kiiciik petri kutular1 inkiibatdrden alinarak laminin iceren sivinin biiyiik bir
kismi lamellerden uzaklastirildi. Her lamele 20ul sinir biiyiitme faktorii (NGF) ilave
edildi ve bir aksam igin inkiibatore kaldirildi. Ertesi sabah her bir petri kutusuna 10 ul
NGF ihtiva eden (10 pl/petri kutusu) 1lik kiiltiir vasati ilave edildi ve tekrar inkiibatore
kaldirildi. DKG hiicreleri 24 saat sonra Ca®* goriintiileme kayitlar i¢in kullanilmaya

baslandi.
5.1.5. Kullanilan ajanlar

Calismada kullanilan opiorfin (Sigma) ekstraseliiler kayit ¢ozeltisinde ¢oziildi.
Hiicreler, perfiizyon sistemi araciligl ile sadece kisa siireli (30 sn) yiiksek KCI (30 mM)

uygulamasina birakildi.

5.1.6. Hiicre i¢ci Kalsiyum Géoriintiileme ve Goriintii Analizleri

Kiiltiire edilen hiicreler, en az 4—6 saat inkiibe edildikten ve lamel iizerine iyice
yapismasi saglandiktan sonra kalsiyum goriintiileme deneylerinde kullanildi. Hiicrelerin
aksonal ve dentritik uzantilar gelistirmesi floresan kalsiyum goriintiileme
hesaplamalarini etkileyebilecegi icin goriintiileme deneylerinde genelde 1 giinliik

hicreler kullanildi.
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Hiicreler fura—2-AM (5 uM, Molecular Probes, Ingiltere) ile oda sicakliginda bir
saat inkiibe edilerek floresan boya yiiklemesi yapildi. Yiiklemeyi takiben hiicreler 5
dakika aralarla Ca®"-esasli hiicre dis1 soliisyonu [130 mM NaCl, 3,0 mM KCI, 2 mM
CaCly, 0,6 mM MgCl,, 5,0 mM glikoz, 10.0 mM HEPES] (ozmolarite 310 - 320 mOsm
NaOH) ile en az ii¢ kez daha yikanarak, hiicre disindaki boya uzaklastirildi ve fura-
2’nin de-esterifikasyonu saglandi ve kalsiyum goriintiilleme deneyleri bu hiicre dis1 kayit
soliisyonu kullanilarak gerceklestirildi.

Biitiin deneyler oda sicakliginda (= 22°C) gerceklestirildi ve biitiin deneysel
islemler hiicrelerin floresan isaretleyici ile yiliklenmesinden maksimum bir saat
icerisinde gercgeklestirildi. Fliioresan boyanin 1s18a maruz kalarak agarmasini
siirlandirmak i¢in optimum pozlama zamani (exposure time) belirlendi ve bilgisayar
kontrollii filtre siiriiclisiine yerlestirilen perde (shutter) donanimi araciligi ile goriintii
alinmadig1 zamanlarda 151k maruziyeti 6nlendi.

Fura—2 floresani, bir Xenon 1sik kaynagindan (VisiChrome High Speed
Polychromoter System, Almanya) gonderilen UV 1sminin hizli bir otomatize filtre
slirictisiine yerlestirilen fura—2 filtre seti 340 ve 380 nm filtrelerden gonderilerek
mikroskop optikleri (Zeiss, Almanya) araciligi dual eksitasyon ve 510 nm’de emisyon
gerceklestirildi. Flioresan goriintiileri yiiksek hizli sogutmali dijital bir CCD kamera
(Cool SNAPgz, Photometrics, Tucson, AZ) araciligi ile veri kazanim-yazilim programi
araciligi ile bilgisayar hafizasina kayit edildi.

Floresan orani analizleri off-line olarak, cevap veren hiicrelerde ilgi alan
secimleri  yapilarak yazilm  programi araciligiyla  gerceklestirildi. [Ca+2]i
hesaplanmasinda, 510 nm’de emisyon gerceklestirilerek 340 nm eksitasyonda elde
edilen floresan yogunlugunun 380 nm eksitasyonla elde edilen floresan yogunluguna

oranlanmasi (dual uyar1: 340 nm/380 nm, emisyon: 510 nm) esas alind1.
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Sekil 6: Kalsiyum Gortintiileme Sisteminin Gortiniimii
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5.1.7.istatistik

Biitiin veriler ortalama + SEM olarak sunuldu. Verilerin karsilastirilmasinda

eslesmemis t testi kullanildi ve P<0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul
edildi.
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6. BULGULAR

Bu tez c¢alismasinin gergeklestirildigi deneysel kosullarda, kalsiyuma duyarlt
boya olan fura-2 ile yiiklenmis DKG néronlarindan dakikalarca (45-60 dakika) stabil
fliioresan sinyalleri kayit edilebilmektedir. Yine bu kiiltiire sinir hiicreleri standart
olarak yiiksek K (30 mmol/L) ile uyarilmaya hiicre ici serbest kalsiyum diizeyinde
artisla cevap vermektedir.

Bu tez c¢alismasinda, hiicrelerde materyal ve metot kisminda ayrintili olarak
bahsedilen floresan kalsiyum goriintileme yontemi kullanilarak hiicre i¢i serbest
kalsiyum diizeyi degisiklikleri takip edildi. DKG hiicrelerinin ve hiicre ¢apina gore alt
tiplerinin non-spesifik depolarizasyon olarak yiiksek KCI (30 mM) ile uyarima

cevaplilig1 ve bu depolarizasyon cevaplarina opiorfinin etkileri irdelendi.

Opiorfinin DKG Hiicrelerinde Depolarizasyonla indiiklenen Hiicre ici Kalsiyum
Diizeyi Uzerine Etkilerinin Incelenmesi

[lk asamada opiorfinin DKG hiicrelerinde bazal kalsiyum sinyalleri iizerine
etkileri incelendi. Opiorfinin 10 mM gibi yiiksek dozlarinda bile (yiiksek doz bile
etkisiz oldugu icin diisiik dozlara ait bulgular sunulmamistir) hiicre i¢i bazal kalsiyum

diizeyinin etkilenmedigi tespit edildi.

Yiiksek K™ un sican dorsal kok gangliyon (DKG) hiicre Kkiiltiirlerinde [Caz+]i
diizeylerine etkisi.

Akut opiorfin uygulamasi DKG hiicrelerinde KCI (30 mM) ile tetiklenen hiicre
ici kalsiyum artis1 lizerine 5, 10, 15 dakikada test edilen hi¢cbir doz icin anlamli bir etki
etmedi (sekill-3). Ancak 30 dakikalik 6n muamele sonrasinda opiorfinin 100
mikromolar dozlar1 bile KCI cevaplarini anlamli 6l¢lide inhibe etti (Sekil4, 5).

Fura-2 ile yiiklenmis DKG hiicrelerinde kontrol kosullarinda (bazal, sol siitiin)

ve KCI (30 mM) ile siiperfiizyon esnasinda fliioresan oranini gosteren orijinal resimler.
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Dtk Oran I SR ik sek Oran

HiKCl+Opiorfin (5 dakika 6n muamele) HiKCI

Sekil 1. [Ca®"); diizeyleri, fura-2 AM boyasi kullanilarak, Non spesifik depolarizasyon meydana getiren
KCl indiiklenmesini takiben farkli konsantrasyonlarda opiorfinin (10uM,100uM, 1mM ve 10 mM) 5
dakika 6n muamelesini takiben KCI uygulanmasi ve ardindan tekrar KCI uygulamasi ile ortaya ¢ikan

sitoplazmik serbest kalsiyum konsantrasyonu goriilmektedir.
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Dtk Oran I SN ik sek Oran

HiKCl+Opiorfin (10 dakika 6n muamele) HiKCl

Sekil 2. [Ca®*]i diizeyleri, fura-2 AM boyasi kullanilarak, Non spesifik depolarizasyon meydana
getiren KCl indiiklenmesini takiben farkli konsantrasyonlarda opiorfinin (10uM,100uM, 1mM ve
10mM ) 10 dakika 6n muamelesini takiben KCI uygulanmasi ve ardindan tekrar KCI uygulamasi ile

ortaya c¢ikan sitoplazmik serbest kalsiyum konsantrasyonu goriilmektedir.
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Dtk Oran IS B Vil sek Oran

Kontrol HiKClI

i ————

HiKCI+Opiorfin (15 dakika 6n muamele) HiKCl

Sekil 3. [Ca®)i diizeyleri, fura-2 AM boyasi kullamlarak, Non spesifik depolarizasyon meydana
getiren KCI indiiklenmesini takiben farkli konsantrasyonlarda opiorfinin (100uM)+ KCI’nin 10 dakika
siireyle uygulanmasi ve ardindan tekrar KCl uygulamasi ile ortaya ¢ikan sitoplazmik serbest kalsiyum

konsantrasyonu goriilmektedir.
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Dugiik Oren: [

W il cel Oran

HiKCl+Opiorfin (30 dakika 6n muamele)

Sekil 4. [Ca™"]; diizeyleri, fura-2 AM boyasi kullanilarak, Non spesifik depolarizasyon meydana getiren
KClI indiiklenmesini takiben farkli konsantrasyonlarda opiorfinin (100uM)+ KCI’nin 30 dakika siireyle
uygulanmast ve ardindan tekrar KCl uygulamasi ile ortaya ¢ikan sitoplazmik serbest kalsiyum
konsantrasyonu goriilmektedir. Opiorfinin 30 dakika 6n uygulamasi KCI’in meydana getirdigi artisi

geri doniisiimsiiz bir sekilde baskilamaktadir
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Sekil 5. Opiorfinin (100uM) uygulamasinin [Ca?*]; diizeyleri iizerine meydana getirdigi

etkinin zaman bagimli olarak incelenmesi goriilmektedir.

38



7. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda opiorfinin antinosiseptif etkisi, DKG hiicre kiiltiirlerinde
hiicre i¢i Ca** gorlntiileme teknigi kullanilarak incelendi. DKG hiicreleri trigeminal
hiicreler ile birlikte primer duysal ndronlardir. Bu noron gruplari somatosensoryal
yolagin ilk basamagini olustururlar. DKG ndéronlari Ca®** kanallar;, Na* kanallari, agri
iletiminde rol alan fonksiyonel reseptorler gibi pek cok agri bilesenini icerir. DKG
noronlar1 ayrica, giiniimiizde agr1 kesicilerin hedef noktalarindan biri olan opioid
reseptorleri de icerir. Normal kosullarda sessiz olan DKG ndéronlart agrili bir uyaranla
uyarildig1 zaman, hiicre ici haberci sistemleri devreye girer ve hiicre ici serbest Ca?*
seviyelerinde artig goriiliir.

Kiiltire DKG noronlar1 da agri iletiminde rol alan bir¢ok reseptor ve iyon
kanalin1 igerir. DKG ndéron kiiltiiriiniin sagladigr bu avantajlar, bu ndéron gruplarinin
nosisepsiyon ile alakali in vitro g¢alismalarda yaygin olarak kullanilmasina neden
olmaktadir (72). Bu tez ¢aligmasinin deney protokollerinde uyarilan DKG néronlarinda
hiicre i¢i serbest Ca** miktarinin, baglh Ca?* miktarma olan orani yarim saatlik kayitlar
altinda gozlemlendi. Kullanilan uyaran biiyiik, orta ve kii¢lik caplt DKG ndronlarinda
non-selektif depolarizasyona neden olan ve buna bagli olarak voltaj-kapihi Ca®*
kanallarin1 agcan KCI oldu. Verilen uyarici ajan DGK noéronlarinda desensitizasyona
neden olmamast i¢in 30 sn siireyle uygulandi. Bu siire sonunda hiicre dis1 kayit
soliisyonuyla hiicreler yikandi. Deney protokolinde 30 mM KCI uygulanarak
noronlarda hiicre i¢i serbest Ca®* miktarinda artisa neden olundu, 30 sn sonunda
hiicreler yikanarak preparata 10 mM opiorfin uygulandi. Opiorfin akut fazda hiicre i¢i
serbest Ca?* diizeyinde anlamli bir diisiise neden olmadi. En belirgin diisiis 20.dk dan
sonra gozlemlendi. Yarim saatlik kayitin sonlarina dogru hiicre i¢i serbest Ca®*
diizeyinin neredeyse baslangictaki diizeylere kadar diistiigli gézlemlendi. Yarim saatlik
siirenin sonunda hiicreler tekrar KCI ile uyarildi. Uyarilma sonucu hiicre ici Ca®*
diizeyinde bir artis gdézlenmesine ragmen opiorfin dncesi KCI uygulanmasina oranla
cok daha kiiciik bir artig gozlemlendi.

Hiicre yiizeyinde bulunan ektopeptidazlar, ndral ve hormonal sinyallesme
tizerinde Onemli etkilere sahiptir ve bu ektopeptidazlar duysal enformasyonun
islenmesinde de rol almaktadir. Sinir sistemi ve sistemik dokularda hiicre yiizeyine

lokalize olmus sekilde bulunan ektopeptidazlar, noropeptitlerin ve diizenleyici
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peptitlerin katalizlenmesinde veya sekresyon sonrasi siirecte gorev alir. Ozellikle
reseptor-bagimli etki gosteren tehdit edici ve stres doguran cevresel uyaranlara
adaptasyonu saglayan P maddesi ve enkefalinlerin metabolizmasinda 6nemli rol
oynarlar. P maddesi ve enkefalinler, spinal seviyede nosiseptif siiregte duysal ve
motivasyonel cevaplarin olusumunda da etkin rol oynar. Bir heptapeptid olan ve bovin
spinal kordundan izole edilen spinorfinin enkefalin yikici ektoenzimler olan NEP
(notral endopeptidaz) ve APN (aminopeptidaz) aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir.
Yine fare tlkiirigiinden izole edilen sialorfinin agr1 algilanmasinda baskilayici etki
gosterdiginin ortaya ¢ikmasi ayni etkiye sahip bir peptidin insanda olabilecegi fikrini
ortaya ¢ikarmis ve insan tlikiirtigiinde de opiorfinin kesfi ile karsilagilmigtir. Opiorfini
ilk kez kesfeden Anne Wisner ve arkadaglarinin yaptigi calismada HEK293 (human
embriyonic kidney 293 cell) hiicreleri kullanilmis ve opiorfinin NEP ve APN iizerine
olan etkisi arastirillmistir (2). Deney protokoliinde NEP in substrati olan Mca-BK2 ve
APN nin substratt olan L-alanin-p-nitoanilid kullanilmistir. Sentetik NEP inhibitorii
olan tiorfan(0.5 mM), 83% oraninda Mca-BK2 yikimini énlemis. Ortama 10 dan 90
mM a kadar opiorfin eklenmesi de benzer etki goriilmiis. Opiorfinin etkisinin doza
bagimli oldugu ve en etkin dozun 33 mM oldugu belirtilmistir. APN inhibitorii olan
bestatin (50 mM), L-alanin-p-nitoanilid yikimini 89% oraninda engellemis, yine 10 dan
90 mM a kadar uygulanan opiorfinde benzer etkiyi gostermistir. Bu protokolde de
opirofin doza-bagimli etki gostermis ve en etkin dozun 65 mM oldugu belirtilmistir. Bu
veriler 151g¢inda opirfinin NEP ve APN nin dogal inhibitorii oldugu belirtilmistir. Yine
ayni arastirict grubun opirfinin, analjezik etkisini arastirmak {izere yaptig1 ¢alismada bir
agr1 arastirma modeli olan formalin test uygulanmistir. Opiorfin (1 mg/kg) belirgin bir
sekilde analjezik etki gdstermis ve bu etkinin aym1 zaman periyodunda morfine (3
mg/kg) gore daha etkin oldugu belirtilmistir (2). Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda Ca®*
kanal blokerlerinin, morfinle indiiklenmis analjezik etkinligi arttirdig1 belirtilmistir (73).
Opiorfinin, analjezik etkinligi bilinen morfin ile benzer analjezik etki gdstermesi bu tez
¢alismasmim verileri ile ortiismektedir. Ca®* un agridaki rolii gbz Oniine alindiginda
morfin gibi analjezik etkinligi bilinen ve Ca?* sinyallesmesine etkisi olan bir ajana
benzer etki gosteren opiorfinin de analjezik bir madde oldugu hem daha 6nce yapilan
caligmalarin verileri ile hem de bu tez ¢alismasinin verileri ile 6rtlismektedir. Baska bir

calismada, 1.25 den 10 pg/kg a kadar farkli dozlarda uygulanmasi, davranigsal agri
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modeli olan kuyruk immersion test de belirgin bir sekilde agri esiklerinin diismesine
sebep oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada opiorfin hem doz hem de zaman bagimli etki
gostermistir (70). Davranigsal agri ile ilgili yapilan baska bir calismada, opiorfinin
deney hayvanlarinda agr1 esigini azalttigi ve belirgin bir analjezik etki gosterdigi
gosterilmis, bu analjezik etkinin, diger baz1 agr kesiciler gibi bagimlilik olusturmadigi
ve deney hayvanlarinda anksiyete vb durumlarin olusmadigi ortaya konulmustur (74).

Opiorfinle ilgili yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda, opiorfinin analjezik
etkisini opioid reseptorler lizerinden gerceklestirdigi ve bu siirecte kappa (k) ve mu (p)
opioid reseptorlerinin rol aldigi kullanilan opioid reseptdr antagonistleriyle ortaya
konulmus bulunmaktadir. Ancak bu etkinin opiorfinin direkt olarak bu reseptor alt
tiplerine baglanarak degil, ortamda bulunan enkefalinlerin yogunlugunu koruyarak
ortaya ¢ikardigi vurgulanmaktadir. Yine sunulan veriler arasinda opiorfinin maksimum
etki gosterdigi siirenin enjeksiyondan sonra 10-20.dk da ortaya c¢iktigi ve 20.dk dan
sonra kayboldugu belirtilmektedir.

Sonug olarak; gerek daha Once yapilan caligmalar gerek bu tez caligsmasinin
verileri endojen bir peptid olan opiorfinin analjezik etki gosterdigini sunmaktadir. Bu
tez ¢alismasinda, opiorfinin agr1 olusumunda kritik role sahip hiicre ici serbest Ca®
seviyesinde baskilama gdstermesi tezin amaci ile ortlismektedir. Hiicresel agr1 modeli
calisilan bu tez calismasi, opiorfinin ileriye doniik ¢alismalart igin 151k tutmaktadir.
lleriye déniik arastirmalarda ki hedef, opiorfinin bu etkiyi hangi reseptérler iizerinden
gosterdigi, hiicresel mekanizmanin derin bir sekilde incelenmesi ve verilerle sunulan

analjezik etkisinin ne gibi modiilasyonlarla daha gii¢lii ve uzun siireli olabilecegidir.
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