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1. OZET

Valdoksan ticari ismiyle 2009 yilinda Avrupa Birligi ila¢ Ajansi tarafindan
onaylanan yeni bir antidepresan olan agomelatinin, agr1 lizerindeki etkinligi son
zamanlarda yapilan calismalar ile ortaya konmustur. Ancak analjezik etkinligini
hangi mekanizma ile meydana getirdigi bilinmemektedir. Bu ¢alismada,
agomelatinin periferal nosisepsiyondaki etki mekanizmasi incelendi. Bu amagla
izole edilmis sigan dorsal kok gangliyon (DKG) néronlarinda agomelatinin hiicre
ici kalsiyum ([Ca*?];) diizeyine etkilerine bakild1.

izole edilmis DKG néronlar, 1 umol fura-2 AM ile yiiklendi ve Ca*?
cevaplari, oransal 6l¢iim kullanilarak degerlendirildi. Fura-2 AM ile yiiklenmis
DKG néronlari, dijital mikroskop kalsiyum goriintiileme sistemi kullanilarak, 340
nm/380 nm’de eksitasyon ve 510 nm’de emisyon kayit edildi. [Ca*?];
konsantrasyonundaki degisim, DKG néronlarindaki 340 nm/380 nm floresan
oranindaki degisimle belirlendi. Agomelatin, doz bagiml1 olarak [Ca*?]; miktarmin
artmasina neden oldu. 340 nm/380 nm oranlari, (bazal 100,0£0.0 % vs
agomelatin): % 103,4+2,7 (1 uM agomelatin, n=43), % 113,8+4,2 (10 uM
agomelatin, n=62) ve % 161,2+6,1 (100 uM agomelatin, n=48) tespit edildi. G
protein inhibitdrii pertusis toksin (PTX), agomelatinin [Ca*?]i diizeyinde meydana
getirdigi artis1 baskilamaktadir (% 100,0+0.0’dan % 7,9+3,6’a, n=61). Fosfolipaz
C (PLC) inhibitorii U-73122 muamelesi sonrasinda ve protein kinaz C (PKC)
inhibitorii seletrin klorit muamelesi sonrasinda agomelatin uygulandiginda,
agomelatinin meydana getirdigi artis Onemli Ol¢iide azalmaktadir ((%

100,0+0.0’dan 12,3+3,5’e, n=39) 100,0+0.0’dan 28,6+4,2’e, n=27).



Bu calisma ile ilk kez DKG hiicre kiiltiirinde agomelatinin [Ca*?];
miktarinda meydana getirdigi degisimin, periferal nosiseptif sinyalde rol oynayan
G protein, PLC ve PKC bagimli mekanizma araciliiyla oldugu gosterildi.
Yiiksek afiniteli melatonerjik (MT1 ve MT2) reseptor agonisti (MT1: pKi=9.92;
MT2: pKi=9.24) ve diislik duyarlilikta serotoninerjik 5-HT 2C (pKi=6.2) reseptor
antagonisti 6zelligine sahip bir antidepresan olan agomelatinin, arti1 olarak agri
algilama stirecinde de rol aldig: diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Agomelatin, Kalsiyum Goriintiileme, Dorsal Kok

Gangliyonu, Agr1



2. ABSTRACT
THE EFFECT OF AGOMELATINE ON INTRACELLULAR CALCIUM
SIGNALING IN SENSORY NEURONS

The efficacy of agomelatine, a new anidepresent approved by the
European Union Pharmaceutical Agency in 2009 under the trade name valdoxan,
on pain has recently been demonstrated by studies done. However, it is not known
which  mechanism leads to the formation of analgesic activity.
In this study, the mechanism of action of agomelatine in peripheral nociception
was investigated. For this purpose, effects of agomelatine on intracellular calcium
([Ca*?]i) levels were looked in isolated rat dorsal root ganglion (DRG) neurons.

Isolated DRG neurons were loaded with 1 pmol fura-2 AM and Ca*2
responses were assessed by using proportional measurement. Fura-2 AM loaded
DRG cells were excited 340 nm and 380 nm, and emission was recorded at 510
nm by using digital microscopic calcium imaging system. Change in [Ca*?;
concentration determined with a change in fluorescence ratio of 340 nm / 380 nm
in DRG neurons. Agomelatine caused to increase dose-dependent in [Ca*?]i. The
mean 340 nm/380 nm rations were detected (baseline 100,0+0.0 % vs
agomelatine): % 104,8+3,2 (1 uM agomelatine, n=43), % 117,6£2,4 (10 uM
agomelatine, n=62) and % 164,2+2,8 (100 uM agomelatine, n=48). The G protein
inhibitor pertussis toxin (PTX) suppresses the agomelatine-induced calcium
responses (from 100,0+0.0 % to 7,9+3,6 %, n=61 cells). When agomelatin is
administered after treatment with the phospholipase C (PLC) inhibitor U-73122
and after treatment with the protein kinase C (PKC) inhibitor chelerythrine

chloride, the increase in agomelatine-induced calcium responses significantly



decreases (from 100,0+0.0 % to 12,3+3,5 %, n=39 cells) (from 100,0+0.0 % to
28,6+4,2 %, n=27 cells).

We first demonstrated that agomelatine mediate peripheral nociceptive
signalling through mechanism that involves G protein, PLC and PKC-dependent
changes in intracellular calcium levels in rat primary sensory neurons.
Agomelatine which a antidepresan that high affinity melatonergic (MT1 and
MT2) receptor agonist (MT1: pKi=9.92; MT2: pKi=9.24) and serotoninergic (5-
HT2C) (pKi=6.2) receptor antagonist in low sensitivity, it is also thought to play
a role in pain recognition process.

Key Words: Agomelatine, Calcium Imaging, Dorsal Root Ganglion, Pain,



3. GIRIS

Canli organizmalarin temel 6geleri hiicrelerdir. Tek hiicreli canlilarda
oldugu gibi, bir tek hiicre de tamamen bagimsiz yasayabilmektedir. Doku
yapilarina giren hiicreler de, tipki bagimsiz hiicreler gibi agik sistem olmaktadir.
Hiicrelerarasi s1vi ad1 verilen ortam i¢inde bulunan doku ve hiicreler, bu ortamdan
hiicre membran1 ile ayrilmaktadirlar. Hiicre membraninin temel islevi hiicre
biitiinliiginii  korumaktir. Hiicre membranlari, i¢ ortam ozelliklerinin sabit
kalmasini, dis ortamdan etkilenmemesini saglamaktadir. Hiicrenin ¢evresiyle
secici madde alig verisi yapmasi, ihtiyag duyulan maddelerin kolaylikla igeriye
alinmasi, reaksiyonlar sonucu artik {iriinlerin disariya atilmasi hiicre membran
vasitastyla gerceklesmektedir. Biyoelektrik olaylar da hiicre membranlarinin bir
gorevidir.

Hiicre membranlarinin kalinliklar1 6-10 nm arasinda degismektedir.
Elektriksel bakimdan yalitkan 6zelliklere sahip lipit ¢ift tabakasinin dielektrik
sabiti 2 ile 3 F/m arasinda degismektedir. Hiicre membraninin, kalinligimin ¢ok
kiiciik olmast yiiziinden, 1 uF/cm? gibi ¢ok biiyiik bir sigaya sahip olabilmektedir.
Kapasitif davranis yaninda iletkenlik 6zelligi de gosteren membranlarin sizinti
direnci 102-105 ohm.cm? arasinda degismektedir. Membranin iki tarafi arasinda
60 mV’luk bir potansiyel fark var ise membran icinde 107 V/m gibi oldukca
yiiksek siddetli bir elektriksel alan kurulmaktadir. Bu potansiyel fark 150 mV’a
cikarildiginda dielektrik yapi bozulur ve membrandan biiyiik bir akim geger (1).

Hiicre dinlenim halinde iken, hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamlar arasinda bir
potansiyel fark goriliir. Bunun en 6nemli nedeni, hiicre membranmin sodyum

(Na®), potasyum (K*), kalsiyum (Ca*?) ve klor (CI") iyonlara gosterdigi segici



gecirgenlik o6zelligidir. Bunun sonucunda bu iyonlar membranin iki tarafinda
farkl1 konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Luigi Galvani’nin 1791 yilinda
kurbagalarda yaptig1 deneylerde tanik oldugu elektriksel olaylarin temelinde de bu
potansiyel fark yatmaktadir. Galvani’nin “hayvansal elektrik” adii verdigi
biyoelektrik potansiyellerle ilgili caligmalar, daha sonra Hodgkin ve Huxley’in
miirekkep baligi dev aksonunda yaptigi calismalarla, uyarilabilir hiicrelerdeki
elektriksel olaylarin anlagilmasini ve elektrofizyoloji alaninda bir ¢igir agan patch
kenetleme tekniginin gelismesinde temel basamak olmustur (2, 3).

3.1. Noéronlarda Istirahat Membran Potansiyeli

Membranin iginde K* konsantrasyonu ¢ok yiiksek, disinda ise ¢ok
diistiktiir. Hiicrenin i¢inin digina oranla daha biiyilk bir K" konsantrasyon
gradyanina sahip olmasi nedeniyle, K* iyonlar1 hiicrenin digina dogru kuvvetli bir
sekilde diflize olma egilimindedir. Béylece, K iyonlart membranin digina gegerek
membranin dis yiiziinii elektropozitif yapmaktadir. K iyonuyla disariya difiize
olmayan, iceride kalan negatif anyonlar, membranin i¢ kismimi elektronegatif
yapmaktadirlar. Membranin dis kisminin pozitif, i¢ kisminin negatif olmasindan
dolay1 olusan bu yeni potansiyel fark, pozitif yiikli K iyonlarmin, disaridan
iceriye dogru gecisinde etkili olmaktadir. Bu potansiyel fark 1 ms iginde, K*
iyonlarinin daha fazla disariya gegisini engelleyecek diizeye gelmektedir. Bunlara
ek olarak istirahat halinde K™un hiicre membranindan, Na*’a gore 50-100 kat
daha kolay gegebildigi bilinir (4).

K" iyon konsantrasyonuna karsi Na® konsantrasyonu ise, membranin
disinda ¢ok yiiksek iken ig¢inde ¢ok diisiiktiir. Na® iyonlarinin igeriye dogru

difiizyonu, membranin dis kismim negatif, i¢ kismin1 pozitif yaparak yeni bir



membran potansiyeli yaratmaktadir. Membran potansiyeli, saniyeler i¢inde Na*

iyonlariin igeriye net diflizyonunu durduracak diizeye yiikselmektedir. Boylece
membranin i¢ kismindaki iyonlarin konsantrasyonu ile dis kismindaki iyonlarin
konsantrasyonlar1 arasinda olusan fark, bir membran potansiyeli meydana
getirmektedir. Nernst iyon dengesi olarak ifade edilen, bir iyonun elektriksel
olarak denge durumuna gelmesi ve net diflizyonu Onleyecek olan potansiyel,
membranin iki tarafindaki iyonlarin konsantrasyonu ile belirlenir (4).

Bir iyon i¢in denge potansiyeli, Nernst denklemi ile ifade edilmektedir.

El= ! n LE)
z;F 7]

Ei = I iyonu i¢in denge potansiyeli

R = Gaz sabiti

T = Mutlak sicaklik

F = Faraday sabiti

Z; =11iyonunun degerligi

[ las ] = Hiicre digindaki I konsantrasyonu

[ Ii; ] = Hiicre i¢indeki I konsantrasyonu



Tablo 3.1: Memeli kas hiicresinde, Na:, K+, Cl- ve Ca* iyonlarinin hiicre i¢i ve hiicre dist
konsantrasyonlari ve bu konsantrasyonlarda elde edilen elektrokimyasal denge potansiyelleri

(Kaynak 1’den degistirilerek alinmistir).

Denge Potansiveli

Ivon Cinsi Konsantrasyvon
(mV)
Hiicre Disa Hiicre Igi
(hmol/enr’) (hmol/cnr’)
Na" 145 12 +66
K 4.1 150 06
Ca™ 1.5 107 +129
Cr 118 30 -00

Membran birden fazla iyona gecirgen oldugu zaman membran potansiyeli

Goldman Hodgkin-Katz denklemine gére hesaplanir.

RT, Pg[K*]g+Png[NaT]g+Pci[Cl7];
F Pk[K*]i+Pyg[Nat];+Pci[Cl7]q4

Vm=

Vm = Membran potansiyeli

Pk = Potasyum iyonuna bagil ge¢irgenlik
Pna = Sodyum iyonuna bagil gecirgenlik
Pci = Klor iyonuna bagil gecirgenlik

i = Iyonun i¢ konsantrasyonu

d = Iyonun dis konsantrasyonu



3.2. Aksiyon Potansiyelinin Olusumu

Sinir hiicreleri, membran potansiyellerinin hizli bir sekilde degismesi ile
ortaya ¢ikan aksiyon potansiyel (AP) lerini iletmektedirler. Her AP, olagan siikun
negatif potansiyelden pozitif membran potansiyeline ani bir degisme ile baslar ve
yaklasik ayni hizla yine negatif potansiyele geri donmektedir. Bir sinir sinyalinin
iletisinde AP, sinir lifi boyunca sinir ucuna ulasincaya kadar yayilmaktadir.
Pozitif yiikler oncelikle liften igeriye dogru akmaktadir ve sonra tekrardan
disariya donmektedir. Daha sonra membran potansiyelinde, saniyenin onbinde biri
gibi ¢ok kisa zamanda birbiri ardina olusan degisimlerle AP’ler ortaya cikar.
Dinlenim Doénemi: Bu donem AP olusmadan oOnceki membran dinlenim
potansiyelini belirtmektedir. Bu donem igerisinde membran giiclii bir negatif
membran potansiyeline sahip oldugundan dolay1 ‘“polarize’” durumdadir.
Depolarizasyon Donemi: Bu donemde membran bir anda Na*’a kars1 gegirgen
duruma gelmektedir ve ¢ok fazla miktarda pozitif yiikli Na* iyonunun aksondan
igeri dogru akmasina neden olmaktadir. Normalde “polarize” durum, potansiyelin
hizli bir sekilde pozitif yonde yilikselmesi ile kaybolmaktadir. Buna
“depolarizasyon” denmektedir. Kalin sinir liflerindeki membran potansiyelleri
cogunlukla sifir seviyesini gegerek pozitif olmaktadir, fakat bazi kiiciik sinir lifleri
ve merkezi sinir sistemindeki noéronlarin genelinde potansiyel ancak sifir
seviyesine yaklasir ve pozitif duruma gelmez.
Repolarizasyon Donemi: Membranda Na*™a gegirgenlik ¢ok fazla arttiktan sonra,
saniyenin onbinde biri gibi kisa bir zamanda Na® kanallari kapanmaya
baglamaktadir ve K* kanallar1 normaldeki durumuna gore daha fazla agilmaktadir.

K* iyonlarinin disa dogru hizhi difiizyonu membranin negatif istirahat



potansiyelinin ~ tekrardan  olusmasini  saglamaktadir. Buna membranin
“repolarizasyonu” denilmektedir (4).

Hiperpolarizasyon Donemi: K* kapilarinin a¢ilmasiyla fazla miktarda K* iyonu
hiicre disina difiize olmaktadir. Hiicre icinin dinlenim potansiyelinden daha
negatif dinlenim potansiyeline gectigi bu doneme “hiperpolarizasyon” adi
verilmektedir.

3.3. Membran iyon Kanallar

Yapilar1 son onbes yilda daha iyi anlasilmaya basladi. 19. yiizyildan
itibaren iyonlarin cift kath fosfolipid yapidan gegemeyecegi ancak, bir sekilde
membranin diger tarafina gecebildikleri biliniyordu. Ernst Briicke osmoz
gerceklestigine gore, membranda bazi delik veya agikliklar olmali hipotezini
kurdu. William Bayliss iyonlarin g¢evresi su ile kaplandigina gore, bu iyonlar
ancak su dolu kanallardan geciyor olabilir ihtimali iizerinde durdu. Daha
sonrasinda su dolu bir kanaldan iyonlar ¢ok hizli bir sekilde gectigi esnada bir
yandan da segici olabildigi ortaya ¢ikt1 (5).

Kanalin yapisimt meydana getiren integral membran proteinleri, i¢
ceperleri polar grup ve yiikli gruplarca kaplanmis i¢i su dolu bir gbzenek
olusturur. Bu gozenek genellikle bir iyondan daha genistir. Ancak sinirl bir
bolgesinde atomik boyutlara kadar daralmakta ve bu dar bolge iyon segici bir
filtre olarak davranir (6).

Kapili kanallar1 olugturan makro molekiillerin agik ve kapali gibi iki farkh
konformasyonu bulunmaktadir. Bir kapinin kismen agik olmasi gibi bir ara durum
yoktur. Kapmin acilip kapanmasi i¢in gerekli konformasyon degisiklikleri, yiiklii

veya dipolar yapidaki bir voltaj sensoriine etki eden elektriksel kuvvetlerle,
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norotransmitter molekiillerin baglanmasindan dogan kimyasal kuvvetlerle veya
bazi duyusal sinir uglarinda gerilme ve basing gibi mekanik kuvvetlerle
yonetilmektedirler. Buna gore de kanallar, voltaj kapili, ligand kapili ve mekanik
kapil1 olarak isimlendirilirler. Giiniimiizde ise molekiiler biyoloji, farmakoloji ve
biyofizik alaninda yapilan ¢alismalar ¢ok sayida iyon kanali ve bu kanallarin alt
tiplerinin oldugunu ortaya ¢ikarmistir (1).

Kanallarin segicilikleri oldukga yiiksektir ancak bir kanal, goreceli olarak
zay1f da olsa, birgok farkl tiirden iyonu gecirebilir. Uyarinin yayilmas: ile ilgili
olan en dnemli kanallar Na*, K*, CI" ve Ca*? kanallaridir. Bir membranda ayni tiir
iyona gecirgen farkli Ozelliklerde kanallar bulunabilir. Bir néronun farkli
bolgelerinde kanal dagilimi farkliliklar gostermektedir. Boylece néronun farkli
bolgeleri farkl islevler iistlenebilir. Ornegin; Ca*? kanallar1 sinir son uglarinda
¢ok yogundur ve bu kanallardan iceri Ca*? girisi ile transmitter madde
salinmaktadir.

Gilinlimiizde kanallarin islevlerinin incelenmesinde “patch” kenetleme adi
verilen yontem yaygin olarak kullanilir. Bu teknigi gelistirenlerin 6nciilerinden
Erwin Neher ve Bert Sakmann 1991 Nobel Tip ve Fizyoloji Odiiliinii kazanmistir
(7).

3.3.1. Voltaj Kapih Sodyum Kanallar

Voltaj kapili sodyum kanallari, ndronlarda ve diger uyarilabilir hiicrelerde
aksiyon potansiyeli baslatmada 6nemli rol oynar ve bunlarin islev bozukluklari
kalitsal epilepsiye, kronik agriya ve hipereksitabilitenin diger hastaliklarina neden
olmaktadir. VKSK iletkenligi, AP’nin gegici olarak depolarizasyonuna neden

olur. Sodyum kanallarinin temel fonksiyonel Ozelliklerinin ¢ogu, ndron
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aksonlariin kapsamli voltaj kenetleme ¢alismalarinda analiz edildi (8). Molekiiler
siniflandirmaya gore dokuz farkli sodyum kanalinin oldugu bilinmektedir ve
simdi bunlara selektif blokdrler gelistirilmektedir. Dort kanal agr1 igin potansiyel
hedef teskil etmektedir (Nav1.3, Navl.7, Nav1.8, Nav1.9) (9). Voltaj kapil
sodyum kanallari, a (260 kDa) (Navl.1- Navl.9) ve B alt tinitelerinden (33- 45
kDa) (B1, P1A, B2 ve Bs) olusmustur (10-13). Onemli fonksiyonlari oldugu bilinen,
a alt tinitesinin 9 izoformu bulunur. B alt iinitesi ve diger sitozolik kanal ciftleri,
hiicre membraninda kanallarin agilmasini ve kanallarin biyofiziksel 6zelliklerini

diizenler.

Sekil 3.1: Voltaj Kapili Sodyum Kanali (Kaynak 9’dan degistirilerek alinmistir )

Farmakolojik ve biyofiziksel ozelliklerine gore Na® kanallari, hizh
tetrodotoksine duyarli Na* kanallar1 ve yavag tetradoksine duyarli Na* kanallari
olmak tizere iki smifa ayrilmaktadir (14, 15). Na* kanallari, istirahat halinde
inaktif ve kapalidir. Gegici kanal acilisi, konsantrasyon gradiyentinin diisiisiiyle
Na* iyonlarinin akigina izin vermektedir. Boylece, AP olusumu i¢in esige yakin
olan depolarize ndronlar, ice dogru transmembran akimini olusturmaktadirlar.
Baz1 kanallar, acilisindan birka¢ milisaniye sonra hizlica inaktive olurlar ve

bdylece konformasyon degisimlerinin inaktivasyonunu geri kazanirlar (16, 17).
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Duyusal néronlarda VKSK, hasarli bir dokudan periferal sinirlere dogru
ortaya ¢ikan kronik agrili néropatide direk olarak onemli rol oynar. Bu kanallarin
antikonviilzanlar, antiaritmikler ve lokal anestezikleri iceren blokorleri néropatik
agrinin tedavisinde etkili olmaktadir (4). Noropatik agrinin altinda yatan
mekanizmanin arastirilmasi i¢in VKSK 6nemli rol oynar (15).

3.3.2. Voltaj Kapih Potasyum Kanallari

Voltaj kapili potasyum kanallar1 (VKPK), uyarilabilir (néronlar ve kalp
kast vb.) dokularda AP frekansini regiile etmede ve AP’leri sekillendirmede
onemli rol oynarlar. Presinaptik VKPK, beynin tamamindan hem eksitator hem de
inhibitér norotransmitter salinimini diizenlemektedir (18).

VKPK, K* iyonlarmin akismna izin vermesiyle birlikte uyarilabilir
hiicrelerde repolarizasyona neden olur (16, 19). VKPK’nin a alt {initeleri,
polipeptidden olusmustur. Her bir polipeptid, 6 transmembran heliks yapiya
sahiptir (S1-S6). S5-S6 bolgeleri arasindaki iki ilave bilesen kanalin gézenek
bolgesini olusturmaktadir (20-22). S4 bolgesi ise pozitif yliklidiir ve 6nemli voltaj
sensOrli olarak etki eder. S4 disar1 dogru etki ettigi zaman plazma membrani,
konformasyon degisimlerine ugramaktadir. S5-S6 ise heliks ve depolarize duruma
gelmektedir. Bu nedenle, kapinin agilisi ile K™ iyonlar1 disar1 ¢ikar (20-22).

Molekiiler olarak incelendiginde ai-9 (23-27) ve B 14 (27) alt birimleri
bulunan VKPK, gecikmis-dogrultucu K* kanallari, igeriye yonelik K* kanallari,
hizli gegici A tipi K™ kanallar1 (Ka) (28-31), yavas aktive olan K* kanallari,
ATP’ye duyarli K* kanallar1 (Kate) ve Ca*? ile aktive olan K* kanallar1 seklinde
ayrilmistir (31, 32). Gecikmis dogrultucu tipteki kanallar, blokorlerden

tetractilamonyuma duyarli iken Ka kanallar1 4-aminopiridine daha duyarlidirlar
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(31, 33). Gecikmis dogrultucu ve Ka kanallarinin birlikte bulundugu
membranlarda, sabit depolarize edici bir puls akimina ¢oklu ateslemeli aksiyon
potansiyeli seklinde yanitlarin olustugu gosterilmistir (31, 16). Katp’nin, pankreas
B hiicrelerinde varlig1 belirlenmistir. Bu kanallar, insiilin sekresyonunda rol oynar
ve boylece glukoz homeostazisinde ¢ok 6nemli rolii vardir (34). Katp, hiicresel
metabolik degisimlere karsi yanit olusturmaktadirlar. Bu kanallar, ATP ve
sulfoniliireler tarafindan inhibe edilmektedirler. (35, 36). Ca*? ile aktive edilen K*
kanallar ise, 2 sekilde isimlendirilmistir. Bunlar; biiyiik iletkenlige sahip olan
Ca*? ile aktive edilen K* kanallar1 ve kiigiik iletkenlige sahip olan Ca*? ile aktive
edilen K* kanallar1 olarak tamimlanmislardir. Bu kanallarin her ikisi de,

*2a duyarli olan intraselliiler sekans

homotetramer yapiya sahiptir ve Ca
gelistirmislerdir (37).

3.3.3. Klor Kanallan

Canlilarda bol miktarda bulunan CI" iyonlarinin zarin iki tarafindaki
dagilimi1 denge durumundadir. Cok farkli tipleri saptanmis Cl™ kanallarinin bilinen
en O6nemli iglevi membran potansiyelini stabilize duruma getirmektir (1). Bu
kanallar, plazma membraninda ve cogu dokunun hiicre i¢i organellerinde bulunur
(38). CI" kanallar i¢in yiiksek affiniteli ve selektif antagonist ¢ok azdir. Bilinen en
selektif ve gii¢lii antgonistler arasinda niflumik asit, 5-nitro-2-benzoat (39), akrep
venomunda izole edilen klorotoksin, sezyum ve rubidyum yer alir (1). CI
kanallart memelilerde 9 gen tarafindan kodlanir (38). Cesitli sinir dokularinda ti¢

farkli tipte CI” kanal1 bulunur. Ligand kapili CI" kanallar1 (40), voltaj bagimli CI°

kanallar1 (41), Ca*? ile aktive olan CI" kanallaridir (42).
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3.3.4. Voltaj Kapih Kalsiyum Kanallari

Voltaj kapili kalsiyam kanallar1 (VKKK), néronlarda hiicre igine Ca*?
girisinin temel diizenleyicisi olarak gorev yapar. Ca*? iyonu gesitli yollarla
hiicreye girdikten sonra bircok sahada ikincil mesajc1 gibi davranmaktadir. Ca*?,
kas kontraksiyonunu, norotransmitter salinimini ve gen ekspresyonunu diizenleme
gibi bircok fonksiyonda gorev almaktadir. Asir1 hiicre i¢i kalsiyum ([Ca*?]i) artis1
da, noéronal hasara yol agar. (43, 44). Ca*? diizeyindeki artis, voltaj veya ligand
bagimli Ca*? kanallar1 araciligi ile hiicre digindan Ca*? girisi ya da hiicre ici
depolardan (inozitol 1, 4, 5 trifosfat (IP3) ve riyanodin reseptorii/kalsiyum
saliverilme kanal1) Ca*? saliverilmesi ile ger¢eklesmektedir.

VKKK’nin, biyofiziksel, farmakolojik ve molekiiler olarak 3 ayri
siiflandirilmasi yapilmistir. VKKK molekiiler olarak; a1, B, v ve 020 alt
birimlerden olusur (45-47) (Sekil 3.1). 190-250 kDa agirhigindaki oz alt tnitesi,
genis bir alt birimdir. a1 alt {initesi, ikincil haberciler ile kanal regiilasyonunu
diizenlemede (48) ve kalsiyum geciren gozenekleri sekillendirmede gorev
almaktadir (47, 49). a1 alt initesi, yaklastk 2000 aminoasitin olusturdugu 4
homolog bolgeden (I-1V) olusmaktadir. oy alt iinitesi, 6 transmembran bdlgeden
olusan heliks (S1-S6) bir yapisi vardir. 10 tane gézenek olusturucu oz alt birimi
tanimlanmistir ve 3 alt sinifa ayrilir. Bunlar; farmakolojik karakterlerine ve o1 alt
tinitesinin yapisal benzerliklerine dayanan Cav1 (L-tipi), Cav2 (N, P/Q, R tipi) ve
Cay3 (T-tipi) olarak tanimlanir (50). Na*, K" ve Ca*? kanallarinin alt {initeleriyle
ilgili yapisal ve fonksiyonel calismalar, bu kanallarin fonksiyonlarinin

tanimlanmasina yol gosterir (48, 51). S5 ve S6 transmembran segmentleri, P

15



diiglimii arasindaki por modiilasyonunu saglar. S1 ve S4 segmentleri ise voltaj
sensorii olarak gorev yapar (48).

Intraselliiler B alt {initesi, 50-65 kDa agirliginda hidrofilik bir proteindir. oy
ve o alt tinitelerinin disiilfid bag: ile birlesmesi sonucu meydana gelen 20 alt
iinitesi, tek gen tarafindan kodlanmaktadir. 4 transmembran segmente sahip y alt
{initesi ise iskelet kasinda, Ca*? kanallarimin tamamlayict bir kismidir. Ca*?
kanallarinin yardimer alt {initeleri, kanal fonksiyonlari iizerinde 6nemli gorevlere
sahiptirler (48, 52, 53). VKKK’nin [ alt initeleri, a1 alt lnitelerinin hiicre
yiizeyindeki ekspresyonunu etkilemekte ve bunlarin kinetik yapilarini biiyiik
oOl¢iide arttirirlar. a2d alt tiniteleri, o alt iinitelerinin hiicre yilizey ekspresyonlarini

artirmaktadir ve voltaj bagimli kapilar tizerindeki etkileri kalic1 degildir (48, 54).

distilfid bag:

hiicre dis1

B 1L

hiicre igi

hiicre digi

-
-

hiicre igi

Sekil 3.2: Kalsiyum kanal alt tipleri. Voltaja duyarli kalsiyum kanallar1 4 alt birimden
olugsmaktadir. oy alt birimi birbirine benzer 4 alandan olusmustur ki her biri 6
transmembran segment icermektedir. B alt birimi intraselliilerdir. y alt biriminin 4
transmembran segmenti vardir. § alt biriminin 1 tane transmembran segmenti vardir ve
disiilfid bag ile ekstraseliiler ay alt birimine baglidir (Kaynak 43’den degistirilerek

alimustir).
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VKKK biyofiziksel olarak; L, P/Q, N, R ve T tipi olarak
siniflandirilmaktadirlar. Bunlar; voltaj aktivasyonu, kanal iletkenligi, spesifik
blokorlere  duyarlihik  gibi  durumlarda  6zellik  bakimindan  farklilik
gostermektedirler (43, 45) (Tablo 3.2).

3.3.4.1. L tipi kalsiyum kanallar

L tipi VKKK, uyarilabilir hiicrelerde kalsiyum girigini regiile eden ¢ok
sayida alt birime sahiptir (55) ve kalp kasi, iskelet kasi ve sinir hiicrelerinde
bulunurlar (43). L tipi VKKK, Cayl.1 (o1s), Cavl.2 (o1c), Cavl.3 (oup) ve Cavl.4
(azr) alt birimlerinden olusmaktadir (48, 49). Cayl.1 (ais), Cavl.2 (ouc), Cavl.3
(0p) alt birimleri, kalp kasinda Ca*? regiilasyonunda ¢ok dnemli fonksiyonlari
vardir. Kas kontraksiyonunun 2 membran proteini arasindaki etkilesimi, L tipi
VKKK ve riyanodin reseptérlerinin hiicre ici Ca*? konsantrasyonunu arttirmast ile
meydana gelir (56).

Noronlarda bulunan L tipi VKKK akimlari, néronal fonksiyonlarin biiyiik
bir kismina katki saglamaktadir. L tipi VKKK, nérotransmitter saliniminda, hiicre
ici fonksiyonlar icin gereksinim duyulan Ca*?nin saglanmasinda ve Ca*? ile
aktive edilen K* kanallarinin regiilasyonunda 6nemli rol oynar. Cayl kanallari
yiiksek esikte aktive olan kanallar olarak bilinirken, Cay1.3 ve Cayl.4 kanallari
diisiik esikte aktive olurlar (57, 58). L tipi VKKK, hiicresel agri modeli olan
dorsal kok gangliyon (DKG) hiicrelerinde ilk kesfedilen Ca*? kanalidir. Cay1.2 ve
Cav1.3 alt tipleri de DKG’de yogun olarak bulunurlar (59, 60).

3.3.4.2. N tipi kalsiyum kanallar:

N tipi kalsiyum kanallari, ndéronlarin presinaptik sinir terminallerinden

transmitter salinmasi islevini yiiritmektedirler (50, 61). N tipi kalsiyum kanal
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aktivasyonu, kalsiyum girisine ve norotransmitter salinimina neden olur ki bu
durum sensor eksitabilitesinde degisiklige ve biiyilk olasilikla da agn
algilamasinda degisiklige yol agmaktadir (43, 62-63). Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi tarafindan 2004 yilinda onay alan, N tipi kalsiyum kanal blokdrii olan
zikonotidin intratekal uygulanmasi 6zellikle kanser hastalarinda agri kesici olarak
kullanilir. (43, 64-66). Zikononotidin intratekal uygulanmasiyla, sinir hasari
meydana gelmis farelerde de agr1 yanitinin azaldigi gézlenmistir (43, 67-68). N
tipi VKKK blokérleri, P maddesinin salinimini azaltir (43, 69-70). P maddesinin
salimimi ise néronal hipereksitabiliteyi meydana getirir (43, 71-73).

3.3.4.3. P/Q tipi kalsiyum kanallar

Giiglii depolarizasyonla aktive olan P tipi kalsiyum kanallari, serebellar
purkinje hiicrelerinde tamimlanmistir (74) ve oia, 020 ve Paa alt birimlerinden
olusurlar. P tipi kalsiyum kanallari, transmitter salinimindan sorumludurlar ve -
agotoksin IVA ile baskilanmaktadirlar (48, 61, 75). P/Q tipi VKKK nakavt
farelerde nosiseptif uyaricilara duyarlilik azaldigi gozlenmistir (76).

3.3.4.4. R tipi kalsiyum kanallar:

Yapilan ilk calismalarda R tipi Ca*? kanallar1 rezistans olarak
tamimlanmustir. R tipi Ca*? kanallar, yiiksek esige sahip olduklarindan ancak
giiclii depolarizasyonla aktive olmaktadirlar. Bu kanallar, aie, 026 ve Pip alt
birimlerinden olusmaktadirlar (50, 75, 77-79). R tipi Ca*? kanallar1 transmitter
salimmminda sorumludurlar. Ayrica hipokampal ndronlarin ateslemesine ve
depolarize edici ard potansiyelin olusumuna da katkida bulunmaktadirlar (80, 81).

R tipi VKKK, omuriligin dorsal kok kismini kapsayan tiim sinir

sisteminde bulunmaktadir (82). R tipi VKKK nin, spinal ve supraspinal seviyede
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hem nosiseptif hemde antinosiseptif agriy1r azaltmis olabilecegi diisiiniilmektedir
(43, 83). Agn ile ilgili ¢alismalarda, R tipi VKKK blokorii olan Hysterocrates
gigas venomlarindan elde edilmis SNX-482 kullanilir (43, 84-85).

3.3.4.5. T tipi kalsiyum kanallari

T tipi kalsiyum kanallari membran dinlenim potansiyeline yakin
depolarizasyonlarla aktive olan diisiik esige sahip kanallardir. T tipi VKKK, kalp
kasi, diiz kas, DKG hiicre gévdesinde ve serbest sinir uglarinda bulunmaktadir
(43, 86). Disiik voltajla aktive olan T tipi kalsiyum kanallari, istirahat
potansiyeline yakin negatif membran potansiyellerinde aktiflesmektedirler. Bu
kanallar, repolarizasyon aktivitesine ve uyarilabilirlige katkida bulunarak AP i¢in
esigi diistirebilirler (43, 87-88). T tipi VKKK ’nin, a1 alt birimlerine gore 3 alt tiirt
bulunmustur. Bunlar; Cay3.1, Cay3.2 ve Cay3.3 tiir (89).

T tipi VKKK inhibitorlerinin 6zel segici bir alt tiirleri yoktur. T tipi VKKK
blokorlerinden etosuksimid, mibefradil ve (3B, 5a, 17B)-17- hidroksiedtran-3-
karbonitril (ECN), hayvan agri modellerinde agr1 yanitim1 azalttigi gézlenmistir
(43, 89-91). Talamustaki T tipi VKKK’ nin, pacemaker aktivitesini de azalttig

diistiniilmektedir (43, 92).
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Tablo 3.2: Kalsiyum Kanal Siniflandirilmasi (Kaynak 50°den degistirilerek alinmstir).

Sumflandirma Biyofiziksel Aktivasyon Bulundugzu Bolge Ozellilder
veya ozellizi
Farmokolojik
tamumlama

Ca,l.2; a,¢ L YVA

Cal4; oy ) 8 Retina

Ca2.2; ayp N TVA peniferal néronlar,

Cad.l: i s 3 DVA etosiiksimit ve

Cal.3; a0y T DVA Merkezi sinir sistemi

3.3.5. TRP Kanallarn

Transient (gegici) reseptor potansiyel (TRP) kanallar1 ilk kez 1998 yilinda
Drosophila irk1 sirke sineklerinin goz hiicrelerinde bulunmustur (93-96). Genetik
aragtirmalar sonucunda TRP kanallarinin 7 alt tipi belirlenmistir. Bu alt tipler; A)
TRP cononcial (TRPC) 7 ayn alt tipi, B) TRP vaniloid (TRPV) 6 ayr alt tipi, C)

TRP polisistin (TRPP) 3 ayr alt tipi, D) TRP mukolipin (ML) 3 ayn alt tipi, E)
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TRP ankyrin (TRPA) 1 alt tipi, F) TRP Drosophila NOMPC (TRPN), G)TRP
melastatin (TRPM) 8 ayr1 alt tipi bulunmaktadir (93, 97-102).

Biitin  TRPC kanallar1 aym1 ya da farkli akim 6zellikleriyle
heterotetramerler olarak gérev yapan segici olmayan Ca*? gegirgen katyon
kanallaridir (103). Kendi i¢ginde 7 farkli alt grubu vardir (104). TRPV kanallari,
katyonlar igin segici olmayan ve Ca*?’ya gecirgen olan polimodal 1s1 ve
kemosensitif kanallardir (105). TRPM kanallari, Ca*? ve Mg*? arasinda oldukea
degisken gegirgenlikler gostermektedir (106). TRPML kanallari, se¢ici olmayan
katyon kanalidir ve [Ca*?]; ile aktive olur (104). TRPP kanallari, segici olmayan
katyon kanalidir ve [Ca*?)i artis1 ile aktive olmaktadir (104). TRPA kanallar ise,
segici olmayan katyon kanallaridir ve [Ca*?]i artis1 ile aktive olmaktadir. Bu iyon

+2>5

kanallarinin birgogu Na* ve Ca**’ya her ikisine gegirgen yani tek bir iyona segici
olmayan iyon kanallaridir.

Sonug olarak biyolojik mekanizmalara iligkin birbirinden bagimsiz yapilan
cok sayidaki ¢alisma TRP ailesinin varligimi ortaya koymustur (98). TRP
kanallarinin, c¢evresel uyarilardaki degisiklikleri ayrimsal olarak belirleyen
evrensel biyolojik sensorler olduklar1 diistiniilmektedir. TRP  kanallari
sicak/soguk, dogal ve kimyasal bilesikler (mentol, kafur, aci biber), mekanik
uyaranlar, lipid tabakanin igerigindeki degisiklikler gibi bir¢ok uyaran ile acilir.
TRP kanallar1 kan basmci ve diiz kas tonusunun diizenlenmesinde, renal
Ca*?/Mg*? kontroliinde, keskin tad ve kokulu bilesiklerin (hardal, sarimsak gibi),

mekanik degisikliklerin, agrinin, 1sinin, tadin, kokunun, sesin, feromonlarin ve

15181n algilanmasi gibi 6nemli birgok siiregte iglev goriir (97, 107).
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TRPV1, TRP kanallar: iginde agr1 modiilasyonu ile ilgili olarak ilgiyi en
fazla ¢eken kanal olmustur. Kapsaisin (CAP) veya CAP benzeri etki olusturabilen
resinoferatoksin (RTX), 1s1, asit, oksidatif stres iiriinleri ve endokanabnoidler gibi
etkenler vanilloidler olarak adlandirilir. TRPV1, vanilloidlerle aktive olan bir iyon
kanal reseptoriidiir ve esas olarak duysal iletimde rol alir. TRPV1’in agn
duyusunun tasinmasi ve belirlenmesinde rol alan duyusal néronlar1 uyarmasindaki
rolii ¢cok sayida caligmada ele alinmis ve bu kanallarin nosiseptif ve inflamatuar
agrida  O6nemli diizenleyiciler —oldugu  gosterilmistir.  TRPV1  kanali
prostaglandinler, bradikinin, endojen lipit tiirevleri gibi inflamatuar medyatorlerle
allosterik olarak diizenlenmektedir.

TRPV1 kanallarinin, arka kok gangliyon ndronlart (DRG), trigeminal
gangliyon ve vagal gangliyonlarda; ayrica bu gangliyonlarin bipolar duysal
noronlarinin periferik ve santral uzantilari izerinde yogun olarak eksprese edildigi
bildirilmistir. TRPV1 eksprese eden bu noéronlar, C ve Ad olarak siniflandirilan
miyelinsiz veya ince miyelinli sinir lifleridir. Rodentlerde TRPV1 eksprese eden
noronlarin tiim duysal néronlarin % 30-50’sini olusturdugu rapor edilmistir. CAP
duyarli bu sinir lifleri substans P (SP) ve kalsitonin geni-iliskili peptid (CGRP)
igerirler ve bu lifler lizerindeki TRPV1 kanallarinin uyarilmas: bu néropeptidlerin
salimimina neden olur (108).

3.3.6. Aside Duyarh iyon Kanallan

Aside duyarli iyon kanallar1 (ADIK), voltaja bagimsiz, dejenere/epitel Na*
kanal ailesine ait bir protein oldugu sanilan ve amiloride duyarl kanallardir (109,

110). Bu kanallar ekstraselliiler pH seviyesindeki degisikliklerle (pH=7.4 ile 4)
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acilip kapanirlar. ADIK, sadece pH’nin hizla azalmasi sonucu aktive olurlar ve bu
kanallar asidik pH’nin siirekliliginde duyarsizlasmaktadirlar (110-112).

Bugiine kadar, ADIK’nin 7 alt {initesi bulunmustur. Bunlar; 1a, 1b1, 1b2,
2a, 2b, 3 ve 4 dir ve bunlar 4 gen tarafindan kodlanmistir (113, 114). ADIK,
vaskiiler diiz kas hiicreleri (115) ve kemik (116) gibi noronal olmayan dokularda
bulunurlar. Homomerik olan ADiK1a, kalsiyuma gecirgenlik gosterirken, diger
homomerik ve heteromerik olan ADIK ise kalsiyuma gecirgen degildir (114, 117-
119). Her ADIK alt iinitesi, 2 transmembran bdlge (TM1 ve TM2) icermektedir.
Bu bolgelerden TM2 bolgesi, bu kanallarin iyon gecirgenligi ic¢in biiyiikk 6neme
sahiptir (113, 115, 120). Periferal duyusal ndronlarda ADIK’nin temel
fonksiyonlari, nosisepsiyonu (121-127) ve agridaki mekanik duyarliligi (128-130)
saglamaktir. ADIK, tat iletiminde de rol oynar (131-133). ADIKla ve ADIK3,
yiiksek duyarlikli agr1 sinyallerinin tonik inhibisyonunda rol oynamaktadirlar.
ADIK3 miyelinsiz kiigiik capli peptiderjik nosiseptdrler ve biiyiikk capl
mekanoreseptorlerin  yani1 sira duyusal sinir terminallerinde ve serbest sinir
uclarinda da bulunur (134, 135). ADIK?2a ise retinal biitiinliigiin korunmasi (136),
baroreseptor duyarliligi (137) ve noronlarin islevlerinin yerine getirilmesi igin
gereklidirler (138). Kalsiyum gecirgenligine sahip ADIKla’nin sensitizasyonu,
asidozun meydana getirdigi ndronlarda hasara neden olur (117, 139-142).

3.4. Agomelatin

Melatoninin naftalenik analogu olan agomelatin (S20098), valdoksan ticari
ismiyle 2009 yilinda Avrupa Birligi ila¢ Ajansi tarafindan onaylanan yeni bir
antidepresandir (143). Agomelatin yiiksek afiniteli melatonerjik (MT1 ve MT2)

reseptor agonisti (MT1: pKi=9.92; MT2: pKi=9.24) ve diisiik duyarhlikta
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serotoninerjik 5-HT 2C (pKi=6.2) reseptor antagonisti 6zelligine sahiptir (144,
145).

Depresif hastalarda yapilan klinik gézlemler duygudurum, anksiyete ve
bazi fizyolojik fonksiyonlarin, sirkadiyen ritim anomalilerinden etkilendigini
(146), agomelatinin etki mekanizmasi diisiiniildiigiinde depresif hastalar1 bu yolla
etkileyebilecegi ifade edilmektedir (147). Agomelatinin, ¢esitli hayvan
modellerinde depresyon ve anksiyete tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir ve
major depresif bozukluk, bipolar bozukluk ya da mevsimsel duygulanim
bozuklugu hastalarinda yararh etkileri vardir. Agomelatin 6zelliklerinin arasinda
olan hizli etki baslangict ve sirkadiyen ritim anormalliklerini diizeltmesi,
uyku/uyaniklik dongiisiinii gelistirmek adina belirgin bir etkinligi oldugunu

gostermistir (148).
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Sekil 3.3: Agomelatinin etki mekanizmasi (149).

Agomelatinin agr1 iizerindeki etkinligi son zamanlarda ¢alisilan
konulardan biri olmustur. Bu calismalarda tasikardi ve prekordial agri ve
fibromiyalji  tedavisinde agomelatinin etkinligi irdelenmistir (150-151).
Gabapentin ile kombine edilmis agomelatinin antihipersensitive etki lrettigide
goriilmistiir (152). Bu ¢alismada agomelatin (40 mg / kg ve 60 mg / kg), hem tail-
clip hem de hot-plate(santral etkili yolak arastirilmasi) testlerinde farelerin tepki
stiresini onemli Olciide uzatti, antinosiseptif aktivitenin spinal ve supraspinal
mekanizmalarla iligkili oldugunu disiindiirdi. Agomelatinin agr1 tedavisinde

terapotik potansiyelinin oldugu ortaya ¢ikmustir  (153). Bu caligmada da
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agomelatinin antinosiseptif etkisi hot plate(santral etkili yolak arastirilmasi) ve
mekanik pence testi(periferik etkili yolak arastirilmasi) yontemleriyle arastirilmis.
Antinosiseptif etkisinin periferik yolak lizerinde olabilecegi ve bu etkinin MT1 ve
MT2 agonist ve 5-HTac’e antagonist yolaklarinin sinerjik etkisi nedeniyle
olabilecegi ileri stiriilmektedir (148). Agomelatinin néropatik agr1 tizerindeki
kiiratif etkisinin ylikselen sinaptik katekolamin seviyeleri vasitasiyla ve hem
hem de p-adrenoseptorleri ile etkilesimler yoluyla aracilik ettigini
diistindiirmektedir (154).

3.5. Agn

Uluslararast Agr1 Calismalart Dernegi (International Association for the
Study of Pain) agriy1 ‘gercek veya potansiyel doku hasariyla iligkili, duyusal ve
emosyonel hos olmayan oldukca subjektif deneyim’ olarak tanimladi (155). Baska
bir tamima gore de agr1; ndrofizyolojik, biyokimyasal, psikolojik, kiiltiirel, bilissel
ve cevresel boyutlart olan ¢ok yonlii bir tecriibedir. Bundan dolayr agrili bir
uyarana kars1 cevapta bireyden bireye degiskenlikler goriilmektedir (156,157).

Cok bilesenli ve kisinin deneyimleri ile ilgili bir olgu olan agrinin
baslamasi, algilanmasi, iletimi ve agriya karst verilen cevap bir dizi karmasik
mekanizmalar sonucu gelismektedir. Agri, karmasik bir olgu olmasina ragmen,
sinirlerle kapli viicut yiizeyinde ve i¢ organlarda, duyusal sinirlerdeki elektriksel
aktiviteye dayanan periferal bir kokeni vardir (17). Canli organizmalar potansiyel
tehlikelerden korunmak i¢in yakin c¢evrelerindeki tehlikeleri algilayan o6zel
sistemleri vardir. Ortamdaki zararli uyarilar1 algilayan bu 6zel yap1 “nosiseptor”
olarak isimlendirilmektedir. Uyarilmalar1 i¢in nispeten yiiksek bir esik degere

sahip olan bu nosiseptorlerin siddetli uyarilmasi, periferal nosiseptif uglarda
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aksiyon potansiyellerinin olusmasina ve bu elektriksel uyarilarin uygun yolakla
merkezi sinir sistemine ulasarak agri duyusunun olusmasina ve bu yolla tehlikeli
durumdan korunmak igin cevaplarin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir (158).

Agn cocukluk cagindan itibaren yasanan deneyimler ile 6grenilmektedir.
Agriya kars1t olusan reaksiyon degiskenlik gostermektedir. Kisilik ozellikleri,
duygu durumu, etnik alt yapisi, gegmis deneyimleri, agri ile bas edebilme becerisi
ve ailenin tutumu gibi faktorler ile belirlenmektedir (159).

3.5.1. Agn Tipleri ve Ozellikleri

Agr1 duyusunun duyu organlari, viicudun hemen her noktasinda bulunan
ciplak sinir uglaridir. Agn diirtiileri, merkezi sinir sistemine (MSS) dorsal kok
gangliyon (DKG) ndronlart ile tasinmaktadir. DKG ndronlart fonksiyonel olarak
tic subselliiler boliime ayrilir.

1. Agr1 duyusuna neden olan stimulusu (mekanosensitizasyon, termal

sensitizasyon, nosisepsiyon) algilayan nosiseptor periferal terminal.

2. Nosiseptif sinyali ileten akson.

3. Agn sinyalinin ilerleyip bir sonraki ndrona ve beyine ulasmasini
saglayan presinaptik terminal.

Duyusal no6ronlarin  hiicre govdeleri ii¢ dallidir ve DKG’nuna
yerlesmislerdir (160). Primer duyusal noronlarin morfolojik ve fonksiyonel

olarak; Aa/B , AS ve C tipi lifleri bulunur (Sekil 3.4).

27



. primary afferent dorsal root .
periphery neurons ganglion spinal cord

non-noxious
mechanical stimulus

g

/%/7 AB fiber
=

noxious
mechanical stimulus

AJQ fiber
-~

to higher
centers

noxious heat projection
and chemical stimuli C fiber neurons
A gray matter
/ ' white matter

Sekil 3.4: Duyusal Noron Tipleri (Kaynak 161 *den degistirilerek alinmustir).

Agn sinyalleri iletim hizlarina gore farkli tip liflerle taginir. Hizli agn
sinyalleri miyelinli Ag lifleri (1.5-6.5 m/sn) ile, kronik agr1 sinyalleri ise yavas
miyelinsiz C tipi lifler (<0.8 m/sn) ile medulla spinalise iletilmektedir (162, 163).

Kronik agrili hastalarda C tipi liflerin iletim hizinin daha da diisiik oldugu
gosterilmistir (164). C tipi lifler, arka koklerin lateral boliimiinde yer alir ve
cogunlukla arka kok C lifleri olarak isimlendirirlir (165).

Agrinin ¢ok cesitli smiflandirilmalart bulunur (4). Ancak bu tezde agr
temel olarak iki tipte incelenmistir. 1- Nosiseptif agr1 ve 2- Noropatik agri

3.5.1.1. Nosiseptif Agr1

Fizyopatolojik olaylarin deride, kasta, bag dokusunda ve i¢ organlarda
yaygin olarak bulunan agr1 reseptorlerini (nosiseptorler) uyarmasina bagli olarak
ortaya cikmaktadir. Somatik ve visseral agri olarak iki tipi vardir. Bunlar
arasindaki en 6nemli farklilik somatik agrinin duyusal lifler ile visseral agrinin ise
sempatik lifler ile tasimmiyor olmasidir. Somatik agri, sizlama tarzinda, bigak

saplanir gibi, zonklama, basing hissi gibi ifade edilmektedir. I¢ organlardan
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kaynaklanan agri, obstriiksiyona bagli ise kemirici ve kramp seklinde, organ
kapsiilii ve mezenteri etkilemisse sizlama ve zonklama seklinde olmaktadir.
3.5.1.2. Noropatik Agri

Néropatik agr1 yaklasik olarak populasyonun % 1’ini etkiler. Oncelikli
olarak sinir sistemi lezyonu veya disfonksiyonunda meydana gelmektedir.
Noropatik agr1 lezyon veya disfonksiyonun meydana geldigi yere bagl olarak
periferal veya santral olmak tlizere iki sinifa ayrilmaktadir. Periferal noropatik
agriya metabolik hastaliklar neden olurken, santral néropatik agriya spinal kord
veya beyin hasar1 neden olmaktadir (166).

Noropatik agrida, agri spontane olarak gelisebilmektedir. Agr1 esigi
diistiigiinden dolay1 normalde agrisiz olan uyar1 agr1 yapabilmektedir (allodini).
Uyartya cevap hem devamli hem de amplitiid agisindan abartili olabilmektedir
(hiperaljezi). Agr1 hissi saglam bolgelere yansiyabilmektedir (156).

3.5.2. Agrimin Bastirilmasi (Analjezi)

Agridan dolayr insanlarda olusan reaksiyon dereceleri ¢ok farklidir. Bu
farkli tepkiler kismen beynin kendisinin analjezi sistemi denen bir agri kontol
sistemini kontrol ederek, sinir sistemine giren agr1 sinyallerini bastirabilmesine
baghdir. Periferik agri lifleri ile omurilikteki arka boynuz hiicreleri arasindaki
kavsak baglantilari, olduk¢a O6nemli plastisite bolgeleridir. Bu nedenle arka
boynuz, agri diirtiilerinin “kapilandig1”, yani agr1 duyusunun siddetinin
denetlendigi degisiklige ugradigi yer anlaminda olmak iizere, kapi olarak
isimlendirilir. Agrinin baglatildig1 bir alandan gelen genis capli afferent liflerin

uyarilmasi ile o bolgeden gelen agr1 hafiflemektedir.
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Hem C tipi hem de Ad liflerinin dorsal boynuzda sinaps yaptiklari
bolgelerde presinaptik inhibisyonuyla, analjezi sistemi agri sinyellerini omurilikte
ilk giris noktasindan bloke edebilmektedir. Ayrica analjezi/nosisepsiyon
indiksiyonu ve hemeostazinin tekrar saglanmasi i¢in Ca*? kanal antagonistleri
(167), proton kapili kanal antagonistleri (111), VKSK antagonistleri (168), voltaj
kapil1 potasyum kanal antagonistleri (169), glutamat reseptor antagonistleri (170)
ve GABA’erjik, (171), kolinerjik (172) ve opioid reseptér (173) agonistleri
kullanilir.

Akut ve kronik agrinin tedavisinde analjeziklerin iki 6nemli smifi olan
opioidler ve nonstreoidal anti inflamatuar ilaglar (NSAIQ) kullanilmaktadir (174-
176).

NSAII lar iki yolla etki gostermektedir:

1. Siklooksijenaz (COX)

2. Lipoksijenaz.

Lipoksijenaz yolu ile 1okotrienlerin sentezi inhibe edilmektedir (177).
Siklooksijenaz(COX) arasidonik asitten prostoglandinleri (PG) olusturmaktadir.
NSAIil’lar siklooksijenazi inhibe ederek prostoglandinlerin (PG) olusumunu
azaltmakta boyl--elikle inflamasyonu oOnlemektedirler. Antipretik etkileri
hipotalamusta prostaglandin E2’nin (PGEz) inhibisyonu ile baglantilidir.

Giincel olarak {i¢ COX enzimi tanimlanmigtir (178). COX-1 yapisal olarak
eksprese olmaya meyilli iken, COX-2 ise inflamasyonla olusmaktadir. COX-1
enzimi makrofajik yapisiyla PG iiretimine neden olmaktadir. COX-2 enzimi,
COX-1 den farkli olarak lokal antiinflamatuar mediyatorler ve sitokinler

tarafindan indiiklenerek PG iiretmektedir (179). Hay ve arkadaslari COX-2’nin
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spinal modiilasyonla akut ve kronik periferel inflamasyonda diizenleyici bir rol
oynayabilecegini, ancak COX-1’in bdyle bir etkisinin olmadigini ortaya
cikarmislardir (180). NSAII’in ¢cogu hem COX-1’i hem de COX-2’yi inhibe
etmektedirler. COX-1 bir¢ok hiicrede bulunurken, 6zellikle kan damarlarinda,
midede ve bobreklerde daha fazla bulunmustur. COX-2 insan dokularinda dikkate
alimacak seviyelerde bulunmamistir. Son zamanlarda, kopek, kemirgenler ve
insanlarda COX-3 belirlenmistir. COX-3 ekspresyonu kalp, bobrek ve noéronal
dokularda ¢ok giicliidiir fakat aort da dahil olmak iizere farkli sigan dokular1 da
COX-3 ekspresyonunu gostermistir. COX-3'lin insanlardaki klinik Onemi
hakkinda yeterli veri bulunmamaktadir (178). COX-1 inhibisyonunun NSAII’in
istenmeyen etkilerinin ¢ogundan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Insanda
NSAII'm gastrointestinal toksisite nedeninin COX-1 inhibisyonu oldugu
gdsterilmistir. Bu nedenle NSAII’in uzun siireli kullanimi yan etkileri nedeniyle
simirlandirlmigtir (181). Caligmalar selektif COX-2 inhibitorleri gelistirmeyi
hedeflemistir.

Noropatik agriyr opioidlerin ve NSAII’mn azalttig1 gibi antiepileptik ilaglar
(AED) ve antidepresanlarda benzer sekilde agriyr azaltir. Ozellikle kanserle
iligkilendirilmis bazi noropatik agri tiplerinde standart tedavi ydntemlerinin
kullanilmas1 oldukga giictiir. Opioidlerin veya NSAII’in kullanilmasi ¢ogu zaman
agriyt gidermek yerine hastanin dayanilmaz agrilar c¢ekmesine neden
olabilmektedir. Bu tip agn tiplerinde antidepresanlar ve AEI hem agriy1 hem de

kanserin olusturdugu yan etkileri azaltabilmektedir.
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3.5.3. Antidepresanlarin Analjezik Ozellikleri

Sistemik olarak verilen antidepresanlar, ¢esitli kronik ve noropatik agri
durumlarinin tedavisinde insanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Hayvan
caligmalarinda, antidepresanlarin inflamatuar ve noropatik agri modellerinde
nosisepsiyonun analjezik ozelliklerini tetikledigi belirlenmistir. Daha Onceki
caligmalar santral etkiye (supraspinal, spinal) odaklanmis olsa da, yeni ¢alismalar
antidepresanlarin lokal periferik analjezik etkisi oldugunu gosterir. Bu periferik
etkiler antidepresanlarin topikal formiilasyonlar1 ile analjezide alternatif tedavi
secenegi olma sansini arttirmaktadir. Antidepresanlar bir dizi farmakolojik etki
gosterir; Noradrenalin ve 5 Hidroxitriptamin reuptake’ini bloke ederler, opiad
reseptorleri iizerinde direk ve indirek etkileri mevcuttur, histamin, kolinerjik, 5
hidroksitriptamin ve N Metil D aspartat reseptorlerini inhibe etmekte, iyon kanal
aktivitesi ve adenozin uptake’i bloke ederler. Antidepresanlarin hem santral, hem
de periferik analjeziye katkilari bilinir. Antidepresanlarin preklinik periferal
analjezi etkileri ile ilgili veriler ve bunlarin hangi mekanizmalarla oldugu
belirlenmistir.

Antidepresanlarin psikotrop ajanlar olarak beyin icindeki etkilerine
odaklanirsak; pek ¢ok ¢alismada serebral ventrikiiller i¢ine uygulandiginda direk
santral analjezik etkiye neden oldugu goriilmiistiir. Ayrica antidepresanlar spinal
aralifa da analjezi olusturmak i¢in uygulanmistir. Genel olarak, artan dozlarda
motor etkilerin siirli olmasiyla birlikte supraspinal enjeksiyondan sonra izlenen
etkinligi spinal enjeksiyona gore daha biiyiik oldugu gozlenmistir. Ek olarak
antidepresanlarin  periferik  etkileri  dikkat c¢ekicidir, ancak karegenin

uygulanmasiyla olusturulan inflamasyon modellerinde bir kanit bulunmamistir.
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Hem inflamasyon, hem santral sensitizasyonu kapsayan bir persistan agri
modelinin ¢alisildigit daha yeni c¢aligmalarda antidepresanlarin periferal
uygulamalarinda formalin testte analjezi olusturdugu gozlemlenmistir. Boylece,
bir dizi antidepresanin formalinle birlikte verilmesiyle, faz 2 “flinching” ¢ekme
davraniginda ve yalanma davranisinda belirgin bir supresyon olur. Faz 1 ka¢inma
davranis1 da antidepresanlar tarafindan baskilanmistir. Bu tip etkilerin lokal
mekanizmalar aracili oldugu agiktir, ¢iinkii kontrlateral pengeye efektif dozda
enjeksiyonunun etkili olmadig1 gézlemlenmistir.

Lokal antinosiseptif etkiler, bir sinir hasariyla indiiklenen agr1 modeli olan
spinal sinir ligasyon modellerinde de goézlemlenmistir. Elektrofizyolojik
calismalar visseral agrida antidepresanlarin periferik aracili etkileri i¢in ek kanit
saglamaktadir. Antidepresanlarin lokal antinosiseptif veya analjezik etkilerinin
oldugu aciktir, bu da bu grup ilacin topikal olarak verilebilmesini ve insanlarda
periferik etkili analjezik olarak kullanilma olasiliklarin yiikseltmektedir (148).

3.6. Dorsal Kok Gangliyonu Noéronlarimin Simiflandirilmas1 ve

Ozellikleri

DKG, merkezi sinir sistemi disinda sinir hiicre gévdelerinin kiimelendigi
etrafi bag dokusu kapsiille sarili ovoid sekilli yapilardir. Hiicreleri primer duyusal
noronlar olup, noronlarin somatosensoryal yolakla olusturduklari zincirin ilk
halkasini olustururlar. DKG noronlari, Na* kanallar1 (182-184) gibi agr1 ile alakali
hiicresel yapilar1 selektif olarak eksprese etmektedirler. DKG noronlar
uyarildiklarinda AP’yi atesleyerek mesaji beyine iletmektedirler. Bu néronlar, AP
ile somatosensoryel bilgiyi merkezi sinir sistemine tasirlar. Bu néronlarin iki

temel tipi bulunur. Birincisi non-nosiseptif néron grubudur. Bunlar agri
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olusturmayan uyarana cevap olusturmaktadirlar. Ikincisi nosiseptif néronlardir ki
bunlar da agr1 olusturan uyarana karsi cevap olusturmaktadirlar (162).

DKG, iletim hizlarina ve ¢ap boyutuna gore iki sekilde siniflandirilir. Bu
siniflandirma Ao ve C lifi afferentlerinde aksonal ileti hizi ile ndron ¢ap1
arasindaki iligkiyi esas alan Harper ve Lawson "un bu konudaki 6nciil ¢caligmalari
esas almir (186). iletim hizina gore C, AS, Ao, AP seklinde smiflandirilir (162).
Bunlarin iletim hizlari; Ao 30-55 m/s, A 14-30 m/s, Ad 2.2-8 m/s ve C 0.5-2 m/s
arasindadir (184-185, 163). Bunlardan, Aa ve AP lifleri kas ve iskelet
mekanoreseptorlerden, AP ve Ao lifleri deri ve deri alti mekanoreseptorlerden, Ad
ve C lifleri ise nosiseptorlerden sorumlulardir (184). Cap boyutlarina gore de
DKG noronlari, biiylik ¢apa sahip (>50 um c¢ap), orta biiyiikliikte capa sahip (30-
50 um cap) ve kiigiik ¢apa sahip (<30 um ¢ap) olmak iizere ii¢ alt sinifa ayrilir
(163). Miyelinsiz C lifleri kiigiik ¢apli hiicre govdesine sahip ndronlardan koken
alirken, miyelinli Aa ve AP lifleri biiyiik ¢capli hiicre govdesine sahip ndronlardan
koken almaktadirlar. Ad lifleri, orta ve kiigik c¢apli hiicre gdvdesine sahip
noronlardan koken almaktadirlar. Ad lifleri, nosisepsiyonun (mekanosensitif ya da
mekanotermal) bastaki uyarisini iletirken, C lifleri ise ¢ok az yogunluktaki
nosiseptif algiy1 iletmektedir (186).

Kiigiik ¢apli DKG néronlarinin aksonlart genelde miyelinsiz C liflerinden
olusur. Aa ve AP sinyalleri genelde proprioseptif sinyalleri tagimaktadirlar. Orta
ve biiyiik captaki DKG hiicreleri miyelinli aksonlara sahip olup diisiik esikli
mekanoreseptorlerden bilgi tasimaktadirlar (186, 187). Kiigiik c¢apli DKG
noronlar1 genelde agri, kasinma ve yanma duyularina ait bilgileri iletmektedirler.

Orta ve biiyiik ¢captaki DKG hiicreleri proprioseptif sinyalleri iletirler.
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CAP 13-20 1-5 0.2-1.6
HIZ 80-120 } 5-30 0.5-2
AGRI
RESEPTORLER | oo ™s¥ ISy DOKLNMA

I

Sekil 3.5: Sinir Lifi Tiplerinin Siniflandirilmasi (1)

Algiyla ilgili uyarilar1 tespit eden noéronlar DKG igerisinde bulunur.
Burada, noronal hiicreler vertebral kolonla birlikte spinal kolonun yan tarafina
gomiiliidiir (184). DKG noéronlari, kimyasal, mekanik ve termal uyarilar1 beynin
ilgili bolgelerine iletmektedirler (186, 188-189). Bu uyarilar néronal 6zgiinliige
gore alt smiflara ayrilabilmektedir. Ornegin, termal duyuyu tastyan DKG liflerinin
bazilar1 32 °C ve 43 °C arasindaki sicakliklar1 hissederler ve aktivasyonlar1 yavas
bir uyarici ile iliskiliyken (189, 160) diger lifler ise sadece 43 °C iizerindeki
sicakliklarda aktive olmaktadirlar.

DKG noéronlarinda, iyon kanallarinin dagilimlarinin ¢esitli sekilde oldugu
bilinir. Na" kanallari, biiyiik ve orta ¢apa sahip DKG noronlarina gore kiigiik ¢apl
noronlarda daha fazla sayida eksprese olur (190). DKG néronlarinda, Ca*?
kanallarinin a1, 028 (191, 192), Bz ve Bs (192) alt tiplerinin varligi belirlenmistir.
Ozellikle 01 ve 020 alt birimleri kiiciik ve orta ¢apli DKG néronlarinda daha
yogun sekilde eksprese olur (193) ve yine Pz ve Ps kanallarmin da kii¢iikk ¢aph

DKG noéronlarinda yogun sekilde varligi belirlenmistir (182, 192). Ayrica DKG
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noronlarinda, Ka kanallarmm (194), Kare (195, 196) ve Ca*? ile aktive edilen K*
kanallarinin (197) varlig1 belirlenmistir. Diger kanallarda oldugu gibi K* kanallari
da kiigiik ¢apli DKG néronlarinda yogun olarak bulunur (197). Kiiltiire edilmis
DKG noéronlari, agri iletiminde rol oynayan ¢esitli iyon kanallarina ve fonksiyonel
reseptorlere sahip oldugundan nosisepsiyonun hiicresel mekanizmasinin
aydinlatilmasi ile ilgili ¢alismalarda yaygin olarak kullanilirlar (184, 198). Bu
nedenle DK G noronlari agri igin “hiicresel model” olarak kabul edilir.

Bu calismada kullanilan floresan kalsiyum goriintiileme protokolii de,
yaygm rolleri olan hiicresel ikincil bir haberci molekiilii olan Ca*? diizeyinin
giivenle takibini saglayan 6nemli bir protokoldiir. Bu nedenle [Ca*?]i diizeyinin
nosiseptif/antinosiseptif etki takibi i¢in faydali bir model olmasi yoniinde 6nem
arz eder.

Bu tez calismasi ile bir hiicresel agr1 modeli olan sican DKG hiicre
kiiltiirlerinde, nosiseptif sinyal belirteci olan [Ca*?]i diizeyi iizerine agomelatinin
etkileri ve agomelatinin [Ca']i diizeyi iizerine meydana getirebilecegi
degisimlerin hangi hiicresel yolaklar aracilifiyla oldugunun belirlenmesi

amaglandi.
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4. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismasinda daha 6nceden olusturulmus deney protokoliine uygun
olarak DKG primer hiicre kiiltiirii hazirlandi. Floresan kalsiyum goriintiileme
sistemiyle bu DKG hiicrelerindeki [Ca*?]i miktarinda meydana gelen degisimler
gozlendi.

4.1. Sican Dorsal Kok Gangliyon Hiicrelerinin Primer Kiiltiirii

Bu ¢alismada, agr1 ¢alismalari i¢in hiicresel bir model olan DKG hiicreleri
enzimsel ve mekanik islemler ile izole tek hiicreler seklinde elde edildi. Bu izole
hiicreler daha sonra floresan kalsiyum goriintiileme sistemi kayitlarinda ve
elektrofizyolojik kayitlarda kullanildi. DKG hiicre izolasyonu ve kiiltiirii Forda ve
Kelly (1985) adli aragtirmacilarin gelistirdigi metoda gore gergeklestirildi (199).

4.1.1. Kiiltiir I¢in Kullanilan Soliisyonlar ve Kimyasal Ajanlar
A) Steril Dulbeco’nun Tamponlanms Fosfat Tuzu (PBS) (Amresco, Solon,
Ohio, ABD; kalsiyum ve magnezyum i¢cermeyen): 1 tablet PBS, 100 ml bidistile
suyun icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra 0.45 um kalinliktaki filtreden gecirilerek
steril bir siseye kondu. Hazirlanan PBS +4 °C’de 2 hafta boyunca saklandi ve
thtiya¢ durumlarinda kullanildu.
B) Penisilin/Streptomisin (Sigma; Steinheim, Almanya): 5000 1U/ml penisilin ve
5000 pg/ml streptomisin olacak sekilde 1 ml’lik stoklar hazirland1r ve kiiltiir
medyumu hazirlamada kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.
C) Kollagenaz (Tip XI) (Sigma; Steinheim, Almanya): Steril su igerisinde %1.25
olacak sekilde diliie edildi ve 1 mI’lik kisimlara ayrilarak -20 °C*‘de saklandi.
D) Tripsin (Tip 1) (Sigma; Steinheim, Almanya): Steril PBS igerisinde % 2.5

olacak sekilde diliie edildi ve 1 ml’lik kisimlara ayrilarak -20 °C*de saklandi.
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E) Deoksiriboniikleaz (DNAz, Tip IV) (Sigma; Steinheim, Almanya): Steril
PBS igerisinde 1600 Kunit/ml olacak konsantrasyonda hazirland1 ve 1 ml’lik
kisimlara ayrilarak -20 °C‘de saklandi.
F) Sinir Biiyiitme Faktorii (NGF, 2.5S) (Sigma; Steinheim, Almanya): Sinir
bliyiitme faktorii ilk olarak steril su igerisinde 100 pg/ml olacak konsantrasyonda
hazirland1 ve bu soliisyon F14 igerisine 1 pg/ml olacak sekilde diliie edildi. 50
ul’lik kisimlara ayrilarak -20 °C ‘de saklandi.
Sinir biiyiitme faktorii embriyonik duyusal ve sempatik ndronlarn yasamim
siirdiirmesinde ve farklilasmasinda ¢ok 6dnemli bir yere sahiptir.
G) Steril Su: Cift distile suyun laminar hava akimli giivenlik kabini igerisinde 0.2
um filtrelerden gecirilmesiyle elde edildi ve daha dnceden otoklavda steril edilmis
cam siselerde saklandi.
H) Etil Alkol: % 99.7 - % 100 safliktaki etil alkol iki defa distile edilmis suyla
diliie edilerek % 70’lik oranda hazirland1 ve piiskiirtmeli agizligi bulunan sisede
I)Penisilin/Streptomisin (Sigma; Steinheim, Almanya): 5000 IU/ml penisilin
ve 5000 pg/ml streptomisin olacak sekilde 1 ml’lik stoklar hazirlandi ve kiiltiir
medyumu hazirlamada kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.tutuldu.
4.1.2. Kiiltiir Vasati
5ml Penisilin/Streptomisin
Steril 10ml B27
Steril 5ml Glutamaks
500ml NBA i¢ine ilave edildi ve 50 ml'lik siselerde kullanilincaya kadar saklandi.
4.1.3. Kiiltiir I¢in Kullanilan Ekipman ve Sarf Malzemeleri

Sterilizasyon amaciyla 0.45 um porlara sahip filtre
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Steril genis petri kutusu 94 x 16 mm ebata sahip, yuvarlak
Steril kiigiik petri kutusu 35 x 10 mm ebata sahip, yuvarlak
Steril 50 ml polipropilen koni tiip
Steril 15 ml polipropilen koni tiip
Steril 5 ml polipropilen koni tiip
Steril 12mm ebata sahip poly-D-lizin ve laminin kapli lameller
Cam Pastor pipeti, 1 50 mm uzunlukta
4.1.4. Diseksiyon Malzemeleri
1 tane biiyiik makas, 220 mm uzunluga sahip
1 tane kiiciik 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; 0.07x0.03 mm uca ve 12 cm uzunluga sahip
1 tane ince uglu egri forseps; 0.07x0.03 mm uca ve 12 cm uzunluga sahip
4.1.5. Diger Ekipmanlar
Laminar hava akimli giivenlik kabini, Sinif II Laminar Flow (Bilser, Ankara),
Otomatik CO; inkiibatorii, model: Heracell (Heraus, Hanau, Almanya),
Diseksiyon mikroskobu, model: B061 (Olympus, Tokyo, Japonya),
Otomatik pipetler (2-20 ul, 20-200 pl ve 100-1000 pl),
Cam siringa (1-10 pl)
Sarjli pipet
4.1.6. Dorsal Kok Gangliyon Hiicre Kiiltiirii Protokolii
Genis bir petri kutusunda Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar

Merkezi’nden temin edilen 1-2 giinlik Spraque Dawley cinsi siganlar
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dekapitasyonla 6ldiiriildii. Kii¢iik bir makasla vertebral kolon ¢ikarildi, daha sonra
kaudal uctan baslayarak boyun kismina kadar spinal kolonun i¢i, yayl kiiciik bir
makasla acildi. Daha sonra diseksiyon mikroskobu altinda forsepsle biitiin
DKG’ler izole edilerek kiigiik bir petri kutusu igerisindeki kiiltiir vasatina
yerlestirildi. Biitin DKG govdeleri ¢ikarilip petri kutusunda toplandiktan sonra,
petri kutusu hassas yuvarlak hareketlerle sallandi ve biitiin gangliyonlarin bir
araya toplanmasi saglandiktan sonra kiiltiir medyumu pastor pipet ile gekildi. 900
ul 37 °C’de inkiibe edilmis kiiltiir vasatt ve 100 pl kollagenaz (% 0.125) ilave
edilerek hafifce calkalandi ve 13 dakika siireyle inkiibatorde tutuldu. Bu siire
sonunda enzimle muamele edilmis hiicre inkiibatérden alinarak hizla {i¢ defa PBS
ile yikandi. Daha sonra 900 pl PBS ve 100 pl tripsin (% 0.25) ilave edilerek
hafifce calkaland1 ve 6 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra 15 ml’lik steril
plastik tiipe aktarildi ve yaklasik 4 ml inkiibe edilmis kiiltiir vasati ilave edildi.
Gangliyonlar tiiplin dibine ¢oktiiriildiikten sonra kiiltiir vasati pastor pipet ile
uzaklastirildi ve bu islem 3 defa tekrarlandi. Daha sonra 100 pl DNAz ve 900 pl
kiltir medyumu ilave edilip steril bir pastér pipet ile hizla ¢ekip bosaltilarak
gangliyonlarin mekanik olarak hiicrelere ayristirilmast saglandi. Bu c¢ekip
bosaltma iglemi birkac¢ defa kademeli olarak yapildi. Her bir kademede iistte kalan
siispansiyon alinarak diger gangliyonlara uygulanan tritilasyon islemine devam
edildi. Daha sonra hiicre stispansiyonunun i¢ine 200 ng/ml NGF eklendi. Poly-D-
lizin ve laminin kapl lameller (BD Biocoat, ABD) +4’°C den alindi ve hiicreler
lamellere ekilerek, hiicrelerin iyice yapismasi igin 4-6 saat %5 CO2 ve %95 O>

karigimi igeren 37 °C nemli bir inkiibatorde bekletildi.
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4.2. Hiicre I¢i Kalsiyum Goériintiileme ve Goriintii Analizleri

Hiicreler, en az 4-6 saat inkiibe edildikten ve lamel iizerine iyice yapismasi
saglandiktan sonra kalsiyum goriintiilleme deneylerinde kullanildi. Hiicrelerin
aksonal ve dentritik uzantilar gelistirmesi floresan kalsiyum goriintiilleme
hesaplamalarin1 etkileyebilece§i i¢in goriintiileme deneylerinde ayni giin
hazirlanan hiicreler kullanildi. Kiiltiire DKG hiicreleri 45 dakika boyunca fura-2
AM igeren NaCl esaslt hiicre dis1 kayit soliisyonu (135 mM NacCl, 5.9 mM KClI,
1.5 mM CacCly, 1.2 mM MgCly, 11.5 mM glikoz, 11.6 mM HEPES)’nda tutuldu.
Hiicre dis1 kayit soliisyonunun pH’st NaOH kullanilarak 7.4’e, ozmolarite ise
stikroz kullanilarak 310-320 mOsm’a ayarlandi. 45 dakika inkiibasyonun ardindan
hiicreler taze hiicre dist kayit soliisyonu ile 20 dakika siireyle 3 kez yikanarak
hiicre disindaki fura-2 AM uzaklastirildi ve bdylece hiicre i¢i kalsiyuma duyarl
boyanin de-esterifikasyonu saglanmis oldu.

4.2.1. Floresan Kalsiyum Goriintiileme

Kalsiyum duyarli floresan boya ile yiiklenen hiicreleri iceren lameller,
mikroinkiibasyon kayit c¢emberine (Warner Instruments, ABD) aktarild.
Mikroinkiibasyon-perfiizyon sistemi arasindaki baglanti ince silikon hortum
vasitasiyla saglandi. Ilag uygulamasi esnasinda perfiizyon sisteminden (Warner
Instruments, ABD) (1 ml/dakika) kayit ¢emberine ila¢ igeren NaCl esasli hiicre
dis1 soliisyonunun akist yercekimi kevvetiyle saglandi. Deneylere baslamadan
once kayit soliisyonlarinin akacagi yiikseklik tespit edildi. Biitiin deneyler oda
sicakliginda (20-25 °C) gerceklestirildi ve biitiin deneysel islemler hiicrelerin
floresan isaretleyici ile yliklenmesinden sonra maksimum iki saat igerisinde

gergeklestirildi.
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Fura-2 AM floresani bir xenon 151k kaynagindan (LS- Sutter Instr, ABD)
gonderilen UV 1sinmin hizli bir otomatize filtre siirliciisiine (Lambda-2, Sutter
Instr, ABD) yerlestirilen fura-2 filtre seti 340 nm ve 380 nm filtrelerden (Chroma,
ABD) gonderilerek mikroskop optikleri (Nikon TE 2000 S, S-flour 40X objektif,
NA=1.4) araciligi eksitasyon ve 510 nm’de emisyon gerceklestirildi. Floresan
gorintiileri yiiksek hizli sogutmali dijital bir CCD kamera (ORCA 285,
Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japonya) araciligi ile goriintiilendi ve veri
kazanim-yazilim programi (sPCI, ComPix) aracilig1 ile de bilgisayar hafizasina
kayit edildi.

Floresan orani analizleri off-line olarak, cevap veren hiicrelerde ilgi alanmi
secimleri yapilarak yazilim programi (sPCI, ComPix) aracilifiyla gerceklestirildi.
[Ca*?]i hesaplanmasinda, 510 nm’de emisyon gergeklestirilerek 340 nm
eksitasyonda elde edilen floresan yogunlugunun 380 nm eksitasyonla elde edilen
floresan yogunluguna oranlanmasi (dual uyari: 340 nm/380 nm, emisyon: 510
nm) esas alindi.

4.3. Agomelatin Uygulamasi

1 uM, 10 uM, 100 uM konsantrasyonlarda agomelatin, kayit ¢emberi
icinde bulunan hiicrelere uyguland:. Ilk olarak kayit cemberi igerisine hiicreleri
iceren lameller yerlestirildikten sonra perfiizyon sisteminin ince hortumu kayit
cemberi lizerine sabitlendi ve kayit cemberi 600 pl hiicre dis1 kayit soliisyonuyla
dolduruldu. Oncelikli olarak bazal seviyeyi belirlemek icin en az 10’er dakika

kayitlar alindi.
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4.4. Agomelatin ile Hiicresel Yolak Inhibitérii Uygulamasi

100 nM G protein inhibitorii pertusis toksin ve 100 uM agomelatin
birlikte, 10 uM PLC inhibitérii U-73122 ve 100 uM agomelatin birlikte, 10 uM
PKC inhibitdrii seletrin klorit ve 100 uM agomelatin birlikte uygulandi.

4.5. Istatistik

Veriler SPSS 16.0 istatistik programi kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirildi. Grafikler de ise Sigma Plot 8.0 grafik programindan yararlanildi.
Biitiin veriler ortalama + SS olarak sunuldu. Agomelatinin(1 uM, 10 uM ve 100
uM) konsantrasyonlarinin [Ca*?]; diizeyi iizerine olan doz bagimli etkisini
degerlendirmek amaciyla ¢ift yonlii varyans analizi kullanildi. Agomelatinin
gruplar arasindaki farkliligi ortaya koyabilmek amaciyla post hoc test olarak
Tukey HSD testi kullanildi. G protein inhibitorii, PLC inhibitorii ve PKC
inhibitérii uygulamalarinin  agomelatinin  [Ca*?]i diizeyi iizerine etkisini
degerlendirmek amaciyla Student's t testi kullanildi ve istatistiksel olarak p<0.01

anlamli kabul edildi.

Sekil 4.1: Kalsiyum Goriintiileme Sisteminin Genel Goriiniisii.
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5. BULGULAR

Bu tez c¢alismasinda yeni bir antidepresan olan agomelatinin DKG
hiicrelerinde [Ca*?]i miktarinda ne tiir degisikliklere sebep oldugu ve [Ca*?]i
miktarindaki degisimin hangi hiicresel yolaklarla oldugu saptandi. Kalsiyuma
duyarli floresan boya ile yiiklenen DKG hiicrelerinde, agomelatinin [Ca*?];
miktar1 {izerine etkinligini test etmeden once ¢Oziicii kimyasallarin (hidroksi etil
selliloz (%1)) etkinligi 6n kontrol deneyleri ile irdelendi. Bdylece hem
¢oOziiclinlin olas1 etkinligi ortaya konuldu hem de bu “¢dziicii kontrol” hiicre
populasyonundan benzer protokolle elde edilen veriler diger ajanlarin etkisi ile
istatistiksel olarak karsilastirildi. Bazal diizeyde Ca*? sinyalleri kayit edildikten
sonra [en az 10 dakika siireyle (bu siire 6n deneylerle optimum olarak belirlendi)]
kullanilan miktarda ¢oziiciiniin [Ca*?]i diizeyi iizerine etkisinin olmadig: tespit
edildi.

Agrimin hiicresel modeli olan DKG noéronlarinda agomelatinin hiicre igi
kalsiyum sinyallesmesi iizerine etkisi incelendi. Agomelatin uygulanmadan 6nce
(en az 10 dakika) 340 nm/380 nm floresan orani yaklasik olarak 0.6 ve 0.7
civarindaydi. DKG ndronlarina agomelatin uygulanmadan once bazal seviye %
100 kabul edilerek tiim floresan oranlari normalize hale getirildi. Agomelatinin (1
uM, 10 pM ve 100 uM) uygulanmasiyla DKG néronlarinda [Ca*?]; miktarinda

doz bagimli olarak artig tespit edildi (Tablo 5.1).
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Tablo 5.1: DKG néronlarinda, agomelatinin (1, 10 ve 100 uM) uygulamasina, [Ca*?]i diizey (%

olarak 340 nm/380 nm floresan oranlari) cevaplari.

Bazal(Kontrol) Agomelatin N P
1uM 100+0 103,4+2,7 43
10 pM 100+0 113,8+4,2 62 <0.01
100 pM 100+0 161,2+6,1 48 <0.01

DKG hiicrelerine agomelatinin 1 pM uygulamasindan Once hiicrelerin

canliligim test etmek amaciyla hiicrelere yiiksek konsantrasyonlu KCI1 (30 mM)

uygulandi. KCl uygulamasi sitoplazmik serbest kalsiyum konsantrasyonunu

onemli olgtide arttird: (Sekil 5.1). Agomelatinin 1 pM uygulamasinda sitoplazmik

serbest kalsiyum konsantrasyonu 103,4+2,7 diizeyine yiikseldigi tespit edildi.

Fakat bu degisim istatiksel olarak anlamli diizeyde degildi. (n=43) (Sekil 5.1).
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Bazal Agomelatin (1 pM) uygulamasi
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Baseline Agomelatine (1 mM)
KCI (30 mM) uygulamasi Agomelatin (1 pM) uygulamasi sonrasi

[Ca*?]i miktar1 de@isimi (n = 43)

Sekil 5.1: Dorsal kok gangliyonu néronlarinda [Ca*?]; diizeyleri A. 1 uM agomelatin uygulamasi
oncesi [Ca*?]i diizeyini gdsteren orijinal resim B. 1 uM agomelatin uygulamasi sonrasi [Ca*?];
diizeyini gosteren orijinal resim. C. KC1 (30 Mm) uygulamasi D. 1 uM agomelatin uygulamasinin

DKG hiicrelerindeki [Ca*?]; diizeyine etkisi (n = 43)
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Diigtile Oran I SN ikl Oran

Bazal Agomelatin (10 pM) uygulamasi

C D
E: 10 ] i_I_i %
& ° Bast‘aline Agomelatine (10 mM)
L -
Agomelatinin (10 pM) [Ca*?]i Agomelatin (10 pM) uygulamasi
miktarinda meydana getirdigi artisin | sonrasi [Ca*?]i miktar1 degisimi (*;
geri doniisiimii p<0.01, n=62).

Sekil 5.2: Dorsal kok gangliyonu néronlarinda [Ca*?]; diizeyleri A. 10 pM agomelatin uygulamasi
oncesi [Ca*?]; diizeyini gosteren orijinal resim B. 10 pM agomelatin uygulamas: sonras1 [Ca*?];
diizeyini gosteren orijinal resim. C. Agomelatinin (10 uM) [Ca*?]i miktarinda meydana getirdigi
artisin geri déniisiimii D. Agomelatin (10 uM) uygulamas: sonrasi [Ca*?]; miktar1 degisimi (*;

p<0.01, n=62).

Agomelatinin 10 pM uygulamasinda sitoplazmik serbest kalsiyum
konsantrasyonun 113,8+4,2 diizeyine yiikseldigi tespit edildi. Bu yiikselmenin
istatiksel olarak anlamli diizeyde oldugu belirlendi. Agomelatin meydana getirdigi
bu etkinin geri doniisiimlii oldugu da tespit edildi (*; p<0.01, n=62) (Sekil 5.2).

Agomelatinin 100 uM uygulamasinda da sitoplazmik serbest kalsiyum

konsantrasyonun 161,2+6,1 diizeyine yiikseldigi belirlendi. Bu yiikselisinde
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istatiksel olarak anlamli diizeyde oldugu tespit edildi. Ayn1 sekilde, agomelatinin
meydana getirdigi bu etkide yine geri dontsimlidiir (**; p<0.001, n=48) (Sekil

5.3.).

Diigiile Oran I SN T ilsek Oran

A B

Bazal Agomelatin (100 pM) uygulamasi

Peak of Fluoresence Ratio (340nm/380nm) %
@
o
L

T
Baseline Agomelatine (100mM)

Agomelatin (100 puM) [Ca*?]i miktarinda Agomelatin (100 pM) uygulamasi sonrasi
meydana getirdigi artisin geri doniisiimii | [Ca*’]i miktar1 degisimi (*; p<0.01, n=48).

Sekil 5.3: Dorsal kék gangliyonu ndronlarinda [Ca*?]i diizeyleri A. 100 uM agomelatin
uygulamas1 oncesi [Ca*?]i diizeyini gdsteren orijinal resim B. 100 uM agomelatin uygulamasi
sonras! [Ca*?]; diizeyini gdsteren orijinal resim. C. Agomelatinin (100 uM) [Ca*?]; miktarinda
meydana getirdigi artisgin geri doniisiimii D. Agomelatin (100 uM) uygulamasi sonras1 [Ca*?];

miktar1 degisimi (*; p<0.01, n=48).
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Agrimin hiicresel modeli olan DKG néronlarinda, agomelatinin (1 uM, 10
uM ve 100 pM) [Ca*?]i miktarmi artirdigini tespit edilmesini takiben bu etkinin
hangi hiicresel yolaklar araciligiyla oldugu belirlendi. ilk olarak agomelatinin
meydana getirdigi bu etkinin G protein hiicresel yolagi araciligiyla olup
olmadigini tespit etmek amaciyla G protein inhibitorii pertusis toksin (PTX)
uyguland1 ve agomelatinin [Ca*?]; miktarinda meydana getirdigi artisin G protein
hiicresel yolagi araciligiyla oldugu tespit edildi (Sekil 5.5). Tek basina agomelatin
(100 uM) uygulamasimin meydana getirdigi artis %100 kabul edildiginde, dorsal
kok gangliyonu néronlarinda pertusis toksin (100 nM) ile 6n muamele,
agomelatinin (100 pM) meydana getirdigi [Ca*?]i miktar1 artisin1 bloklamaktadir.

Meydana gelen bu inhibisyon 7,943,6 diizeyindeydi (n=61, **;0.001<p).
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agomelatinin (100 pM) meydana | meydana getirdigi artis %100 kabul
getirecegi [Ca*™?]i miktarinda artis1 | edildiginde, PTX bu etkiyi biiyiik dlciide
onledigine yonelik temsili orijinal | ortadan kaldirmaktadir (n=61).

bulgu

Sekil 5.4: Dorsal kok gangliyonu néronlarinda [Ca*?]i diizeyleri A. Bazal B. PTX uygulamasi

sonrasi [Ca*?]; diizeyini gdsteren orijinal resim. C. PTX muamelesi ardindan 100 pM agomelatin

uygulamas ile [Ca*?]i diizeyini gosteren orijinal resim. D. Agomelatin (100 uM) uygulamasinin

meydana getirdigi artis %100 kabul edildiginde, PTX’in bu etkiyi biiyiikk Olgiide ortadan

kaldirdigini gosteren grafik.
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Sonrasinda agomelatinin DKG néronlarinda meydana getirdigi [Ca™?];
artisinda fosfolipaz C (PLC) ve protein kinaz C (PKC) etkinligi sorgulandi ve
agomelatinin meydana getirdigi [Ca*?]i miktarmdaki artisin ikinci haberci yolaklar
tizerinden oldugu ortaya konuldu.

Bunun i¢in agomelatin uygulanmadan 6nce PLC inhibitéri U-73122
uygulandi. Agomelatinin meydana getirdigi artis % 100 kabul edildiginde 10 uM
PLC inhibitérii U-73122, 100 puM agomelatinin [Ca*?]i diizeyinde meydana
getirdigi artis1 6nemli Olglide azalttigi tespit edildi. Bu inhibisyon etki 12,3+3,5
seviyesindeydi (**; p<0.001, n=39) (Sekil 5.6).

Ayni sekilde agomelatin uygulanmadan énce PKC inhibitorii seletrin klorit
uygulandi. Agomelatinin meydana getirdigi artis % 100 kabul edildiginde 10 uM
PKC inhibitdrii seletrin klorit, 100 uM agomelatinin [Ca*?]; diizeyinde meydana
getirdigi artis1 onemli 6lgiide azalttigi tespit edildi. Buradaki inhibisyon etkisi de

28,6+ 4,2 diizeyindeydi (**; p<0.001, n=27) (Sekil 5.7).
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getirdigi [Ca*?]i miktarim artis1 iizerine iizerine U-73122’nin etkilerini
etkilerini gosteren temsili orijinal bulgu gosteren ortalama veriler (n=39).

Sekil 5.5: Dorsal kok gangliyonu néronlarinda [Ca*?]i diizeyleri A. Bazal B. U-73122 uygulamasi
sonrasi [Ca*?]i diizeyini gdsteren orijinal resim. C. U-73122 muamelesi ardindan 100 uM
agomelatin uygulamasi ile [Ca*?]; diizeyini gdsteren orijinal resim. D. Agomelatin (100 pM)
uygulamasinin meydana getirdigi artis %100 kabul edildiginde, U-73122’in bu etkiyi biiyiik

6lglide ortadan kaldirdigini gosteren grafik.
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Sekil 5.6: Dorsal kok gangliyonu néronlarinda [Ca*?]; diizeyleri A. Bazal B. Seletrin klorit

uygulamasi sonrasi [Ca*?]; diizeyini gdsteren orijinal resim. C. Seletrin klorit muamelesi ardindan

100 uM agomelatin uygulamast ile [Ca*?]; diizeyini gdsteren orijinal resim. D. Agomelatin (100

uM) uygulamasinin meydana getirdigi artis %100 kabul edildiginde, Seletrin klorit’in bu etkiyi

ortadan kaldirdigin1 gésteren grafik.
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6. TARTISMA

Bu calisma ile ilk defa sigan DKG hiicre kiiltiiriinde agomelatinin
[Ca*?)i seviyesini doz bagimli olarak artirdig tespit edildi. Ayri ayri olarak; G
protein inhibitdri pertusis toksin, PLC inhibitorii U-73122 ve PKC inhibitorii
seletrin klorit muamelesi sonrasinda agomelatinin [Ca*?]i diizeyinde meydana
getirdigi artisin baskilandigi belirlendi.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, agomelatinin periferik sistemde
etkili olabilecegi ve seratonerjik antagonizmasi nedeniyle antinosiseptif etkiye
sinerjik olarak katkida bulunabileceginin kaniti oldugu ileri siiriilebilmektedir
(148). Agomelatinin farelerde nosiseptif sistem {izerinde analjezik etkinliginin
olabilecegi ortaya koyulmaktadir (200). Bu da agomelatinin agr1 iizerinde
etkinliginin olabilecegini isaret etmektedir. Yine yapilan bir ¢aligmada, Tail
flick (kuyruk ¢ekme) ve Tail clip (kuyruk sikistirma) testleriyle streptozotosin
enjeksiyonu ile diyabetik ndropati olusturulan siganlarda 4. haftadan itibaren
hiperaljezi gelistigi gozlendi. Agomelatin (40 mg/kg) uygulanmasiyla bu
hiperaljezik yamtin diizeldigi ortaya c¢ikti. Ayni calismada yapilan
morfometrik dlgimlerde STZ ile diyabet olusturulan grubun kontrol grubuna
gore DKG noronlarinda yapisal degisiklikler oldugu ve soma caplarinin daha
kiigiik oldugu belirlendi. Diyabetli hayvanlara uygulanan 40 mg/kg dozundaki
agomeletin tedavisi sonrasinda, ortalama soma ¢ap1 degerlerinde belirgin bir
artis ortaya cikmustir (201). Agomelatinin ndropatik agriy1r azalttigi ve
antihipersensitif etki gosterdigi belirlendi (152). Tim bu bulgular

agomelatinin agr1 duyarlilasmasini onlemede etkili bir faktdr olabilecegini
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gostermektedir. Ancak meydana gelen bu duyarlilagsmay1 6nleyici mekanizma
tam olarak aydinlatilamamustir.

Bu tez caligmasiyla ortaya konulan bulgular, periferal agri iletiminde
agomelatinin etkili olabilecegini ve bu etkinin hiicresel mekanizmalara ait
bulgular1 kapsadigi diisiiniilmektedir. Agomelatinin farkli hiicre tiplerinde
kalsiyum kanal aktivasyonu iizerine sadece bir calisma bulunmaktadir.
Bundan dolay1 melatoninin hiicre i¢i kalsiyum sinyallesmesi iizerine etkisini
inceledigimizde, Kumar Yadav ve ark’lar1 melatoninin, mevsimsel besleyici
kus olan Perdicula asiatica'da IP3'e bagl intraseliiler Ca*? salmimina yol
actigin1  belirlemislerdir (202). Melatonin, insan ve fare duodenum
enterositlerinde de Ca*? konsantrasyonunu arttirdign tespit edildi (203).
Agomelatinin PC-12 hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimii ve oksitatif strese
kars1 faydali olmas1 voltaj kapili Ca*? kanallarinin aktivasyonu yoluyla hiicre
ici Ca*? diizeylerinin yiikselmesine bagli oldugunu diisiindiirmektedir (204).
Bu bulgular bu tez calismasi ile ortaya konulan DKG ndronlarinda
agomelatinin [Ca*?]; diizeyinde artis meydana getirme bulgusuyla uyumludur.

Melatonin, kiiltiirlenmis sican dorsal kok gangliyon ndronlarinda
yiiksek voltaj ile aktive olan kalsiyum kanal akimlarini azaltmaktadir (205).
MT1 ve MT2 hem spinal kord seviyesinde hemde supra spinal seviyede
antinosiseptif etki yapmaktadir. DKG noéronlarinda MT2’nin  artmis
aktivasyonu mekanik allodini ve termal hiperaljeziyi azaltmaktadir. Bu
aktivasyon, DKG noronlarinda mitojenle aktiflesmis protein kinaz (MAPK1)
araciligiyla kalsiyum sinyallesmesini baskilamaktadir (206).

Serotonin, kapsaisine duyarli akut olarak izole edilmis yetiskin sigan DKG
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noronlarinda yiiksek esikli Ca*? kanal akimlarmi inhibe etmektedir (207).
Ilave bir uyaric1 varliginda agomelatinin mevcut kalsiyum sinyallerini aktive
etmesi veya aktivasyonunu azaltmasi arasinda bir iligki olup olmadig: bu tez
caligsma ile direk olarak belirlenmeye ¢alisilmadi.

Bu tez c¢alismasimnin diger asamalarinda ise agomelatinin DKG
noronlarinda [Ca*?)i diizeyindeki artisiin hangi yolaklar iizerinden oldugu
incelendi. G protein hiicresel yolagi araciligiyla [Ca*?]i diizeyinde artis tespit
edildi. Melatonin, kiiltiirlenmis pili¢ astrositlerinde [Ca*?]; diizeyini arttirdig
bu artisinda G protein hiicresel yolag: araciligiyla oldugu belirlendi (208). Bu
bulgu agomelatinin, G protein hiicresel yolagi araciligiyla DKG néronlarinda
[Ca*?]; diizeyini arttirma bulgusuyla parelellik gdstermektedir. G proteine
bagl reseptorler, agrinin iletimi, modiilasyonu ve algilanmasinda yer alan
hiicrelerin aktivitesinin diizenlenmesinde onemli bir rol oynamaktadir (209).
Agomelatininde G protein hiicresel yolagi araciligiyla DKG noéronlarinda
[Ca*?]i diizeyini arttirma bulgusu, agomelatinin G protein hiicresel yolagi
araciligiyla  agrinin  iletimi, modiilasyonu ve algilanmasinda  rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

Agomelatinin, PKC ve PLC hiicresel yolaklar1 araciligiyla da DKG
noronlarinda [Ca*?]i diizeyinde artis meydana getirdigi tespit edildi. Melatonin
oliimsitizlestirilmis GT1-7 GnRH noronlarinda PKC hiicresel yolag: vasitasiyla
[Ca*?)i diizeyini arttirdig1 bulgusu (210) bu tez ¢alismasiyla ortaya konulan
DKG néronlarinda [Ca*?]i diizeyinde artisin PKC yolag1 araciligiyla
gerceklesmesi  bulgusuyla benzerlik olusturmaktadir. PKC izoenziminin

anatomik lokalizasyonunun, agr1 siirecinde esas diizenleyici olarak rol
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oynamaktadir (211). PKC aktivasyonu NMDAR’lerin harekete ge¢mesine
sebep olmakta, dolayisiyla termal ve mekanik hiperaljeziye neden olmaktadir
(212). PKC inhibitorleri, diyabetik ndropati i¢eren agrili durumlarin tedavisi
icin teropatik yaklasimlar olarak dikkate alinmalidir. Melatonin, Plasmodium
falciparum’un hiicresinde PLC hiicresel yolagi vasitasiyla [Ca*?]i diizeyini
arttirdigr belirlenmistir  (213). Bu bulgu agomelatinin, DKG néronlarinda
PLC hiicresel yolag1 vasitasiyla [Ca*?]i diizeyini arttirma bulgusuyla paralellik
gostermektedir.

Sonug olarak bu literatiir bilgilerin 15181 altinda bu tez ¢aligmasinda,
valdoksan ticari ismiyle 2009 yilinda Avrupa Birligi ila¢ Ajans: tarafindan
onaylanan yeni bir antidepresan olan agomelatinin , agr1 i¢in hiicresel model
olan DKG néronlarinda doz bagimli olarak [Ca*?]; diizeyinde artis meydana
getirmesi ve bu artisin periferal nosisepsiyonda rol oynayan G protein, PKC
ve PLC aktivasyonlar1 araciligiyla olmasi nosiseptif iletimde agomelatinin rol
oynayabilecegine isaret etmektedir.

Calismanin devami hakkinda diisiinceler:

Bu c¢alismanin bulgular1 sigan DKG hiicrelerinde agomelatinin doz
bagimli olarak [Ca*?]; diizeyini artirdigim gosterir. Bu ¢alismanin devaminda
agomelatinin  kalsiyum kanallar1 iizerine olan etki mekanizmasinin
aydinlatilmas1 ve agr iizerine etkinliginin daha iyi bir sekilde aydinlatilmasi
amaciyla asagidaki yaklasimlara gerek oldugu vurgulanmaktadir:

a) Agomelatinin DKG hiicrelerinde membran akimlari tizerine etkileri

incelenerek [Ca*?]i depolar1 ve kalsiyum tetiklemeli kalsiyum

saliverilmesi ile etkilesimini saptamak,

57



b)

d)

Agomelatinin DKG hiicrelerinde patch clamp teknigi ¢aligsmalari
ile membran potansiyeli ve AP parametreleri {izerine olan etkileri
belirlenerek agomelatinin bu hiicrelerde olas1 fizyolojik Onemi
hakkinda bilgi edinmek,

Agomelatinin diyabetik noropati sonrasinda olusan sinir hasarini
takiben uygulanmasinin agr1 davranisi iizerine etkisini hot plate
testi ile saptamak,

Agomelatinin spesifik kalsiyum kanal blokorleri kullanarak hangi
tip kalsiyum kanallar1 tizerine etkisinin oldugunu saptamak.
Agomelatinin non-spesifik melatonin reseptor antagonisti luzindol

kullanilarak melatonerjik yol tizerine olan etkisini belirlemek.
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