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OZET

REBOKSETIN'IN STREPTOZOTOSIN iLE DIYABET OLUSTURULMUS
SICANLARDAKI ANTIHIPERALJEZIK VE ANTIALLODINIK ETKILERI VE
ALTTA YATAN MEKANIZMALARIN FARMAKOLOJIK VE MORFOMETRIK
YONTEMLER KULLANILARAK ARASTIRILMASI

Nazli TURAN YUCEL

Farmakoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2019
Danisman: Dog. Dr. Ozgiir Devrim CAN
(Ikinci Danisman: Dog. Dr. Umide DEMIR OZKAY)

Bu tez calismasinda giiclii ve segici bir noradrenalin gerialim inhibitorii olan
reboksetin’in deneysel diyabet olusturulmus si¢anlarin plazma glukoz seviyeleri ve bu
hayvanlarda gelisen hiperaljezi ve allodini yanitlari lizerine etkinligi arastirilmistir.

Reboksetin’in (8 ve 16 mg.kg™t) 7 ve 14 giinliik uygulamalari diyabetik siganlarin
plazma glukoz seviyelerinde anlamli bir degisiklige neden olmamistir. Noropatik agriyi
degerlendirmek tizere yapilan Randall-Selitto (mekanik hiperaljezi), dinamik plantar
(mekanik allodini), Hargreaves (termal hiperaljezi) ve ilik plaka (termal allodini)
testlerinin sonuglari, reboksetin tedavisinin diyabet kaynakli hiperaljezi ve allodini
yanitlarini referans ilag pregabalin ile kiyaslanabilir 6l¢lide diizelttigini ortaya koymustur.
Mekanizma aydinlatmaya yonelik olarak yapilan fentolamin, metoprolol, SR 5923A ve
atropin uygulamalar1 reboksetin’in s6z konusu etkilerini degistirmezken; a-metil-para-
tirozin metil ester, propranolol, ICI 118,551, SCH 23390, siilpirid ve naltrindol
uygulamalar1 bu etkileri 6nemli 6l¢iide ortadan kaldirmistir. Bu bulgular, reboksetin’in
antihiperaljezik ve antiallodinik etkilerinin katekolaminerjik sistem, B2-adrenoseptorler,
D1, D2/D3-dopaminerjik reseptorler ve d-opioid reseptorler araciligi ile gerceklestigine
isaret etmistir. Diger yandan, reboksetin uygulamalari, diyabetik siganlarda dorsal kok
gangliyonu néronlarinin morfolojilerinde anlamli bir degisiklige neden olmamustir.

Bu calismada elde edilen preklinik bulgular, reboksetin’in diyabete bagh
noropatik agrinin tedavisinde dnemli bir potansiyele sahip olduguna isaret etmektedir.

Anahtar Sozciikler: Allodini, Dorsal kok gangliyonu, Hiperaljezi, Reboksetin



ABSTRACT

THE ANTIHYPERALGESIC AND ANTIALLODYNIC EFFECTS OF
REBOXETINE IN STREPTOZOTOCIN INDUCED DIABETIC RATS AND
INVESTIGATING THE UNDERLYING MECHANISMS USING
PHARMACOLOGICAL AND MORPHOMETRIC METHODS

Nazli TURAN YUCEL

Department of Pharmacology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2019
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozgiir Devrim CAN
(Second Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Umide DEMIR OZKAY)

In this study, the effects of reboxetine, a potent and selective noradrenaline reuptake
inhibitor, were investigated on the plasma glucose levels and hyperalgesia and allodynia
responses of diabetic rats with experimental diabetes.

Reboxetine administations for 7 and 14 days (8 and 16 mg.kg™?) did not cause any
significant change in the plasma glucose levels of diabetic rats. The results of Randall-
Selitto (mechanical hyperalgesia), dynamic plantar (mechanical allodynia), Hargreaves
(thermal hyperalgesia) and warm plate (thermal allodynia) tests, performed to evaluate
neuropathic pain, showed that reboxetine treatment improves diabetes-induced
hyperalgesia and allodynia responses, which was comparable to reference drug
pregabalin. Treatments of animals with phentolamine, metoprolol, SR 5923A and
atropine for clarifying the underlying mechanisms did not alter; while a-methyl-para-
tyrosine methyl ester, propranolol, ICI 118,551, SCH 23390, sulpiride and naltrindol
pretreatments significantly reversed the presented effects of reboxetine. These findings
pointed out that the antihyperalgesic and antiallodynic effects of reboxetine were
mediated by the participation of catecholaminergic system, [32-adrenoceptors, D1, D2/Ds-
dopaminergic receptors and od-opioid receptors. On the other hand, reboxetine
administration did not cause a significant difference in the morphology of dorsal root
ganglion neurons in diabetic rats.

These preclinical findings of this study indicate that this drug has a great potential
in the treatment of diabetes-induced neuropathic pain.

Keywords: Allodynia, Dorsal root ganglion, Hyperalgesia, Reboxetine
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ETIK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢aliyma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu c¢aligmanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullamlan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigim ve
higbir gekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykin bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim
ahlaki ve hukuki sonuglar kabul ettigimi bildiririm.

Ecz. Nazli TURAN YUCEL
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1. GIRIS ve AMAC

Diyabetik noropati, yalnizca diyabet zemininde gelisen, sinir sisteminin duyusal,
somatik ve otonom komponentlerini etkileyen patofizyolojisi olduk¢a karmasik bir
sendromdur (Bansal vd., 2006; Freeman, 2013; Vinik ve Casellini, 2013; Singh vd.,
2014). Diabetes mellitus (DM)’un en sik rastlanan kronik komplikasyonlar1 arasinda olan
diyabetik noropati, diyabetik popiilasyonda morbidite ve mortalite artisinin baslica
nedenlerinden biridir (Barrett vd., 2007).

Sinir sisteminin tim komponentlerini etkileyen bir komplikasyon olan diyabetik
noropatinin en 6nemli sonuglarindan biri néropatik agridir. Diyabete bagli olarak Ad- ve
C-tipi ince liflerde olusan hasarlar hiperaljezi, allodini, dizestezi, hiperestezi ve his kayb1
gibi semptomlara neden olabilirken; Aa ve AP kalin liflerinde meydana gelen hasarlar da
vibrasyon, lokasyon duyularinda ve tendon reflekslerinde azalmaya; ataksi ve kas
gligsiizligii gibi bulgulara yol agabilmektedir (Tan, 2009). Hastaligin baslangicinda
goriilen hiperaljezi ve allodini gibi duyusal bozukluklar, ilerleyen evrelerde, 6zellikle
glisemik kontrolii zayif hastalarda ndronal dejenerasyona, demiyelinizasyona ve
aksonopatiye bagli olarak agr1 sensitizasyonunda azalmaya neden olabilmektedir (Singh
vd., 2014). Diyabetik hastalarda ortaya ¢ikan kronik agrinin neden oldugu uyku
bozukluklarinin ve depresyonun hastalarin yasam kalitelerini 6nemli 6lglide diistirdiigi
bilinmektedir (Anderson vd., 2001; Vileikyte vd., 2005).

Diyabete bagli noropatik degisikliklerin 6nlenmesi i¢in yasam tarzi degisiklikleri
ve uygun ilag tedavileri ile glisemik kontroliin saglanmasi en gegerli yaklasimdir (Pop-
Busui vd., 2013; Ang vd., 2014). Diger yandan, hastalar i¢in son derece zorlayici olabilen
kronik agrinin azaltilmasi/ortadan kaldirilmasi1 da tedavinin Oncelikli hedeflerinden
biridir. Klinikte agrinin semptomatik tedavisi i¢in ilk se¢im ilaglar arasinda pregabalin,
gabapentin gibi antikonviilzanlar; amitriptilin, nortriptilin gibi trisiklik antidepresanlar
(TSA); duloksetin ve venlafaksin gibi serotonin noradrenalin geri alim inhibitort (SNRI)
ilaglardan yararlanilmaktadir. Diger yandan opioidler (tramadol) ve topikal kapsaisin
preparatlari da zaman zaman tercih edilebilen se¢enekler arasindadir (Cegielska-Perun
vd., 2013). S6z konusu ilaglarin hastalarin agr1 kontroliinde yetersiz kalabilmesi, tolere
edilmesi gii¢c yan etkilere neden olabilmeleri ya da bazilarinin etkilerine karsi tolerans
gelisiyor olmasi ise klinikte noropatik agri tedavisi i¢in recete edilen ilaglarin kullanimini

sinirlandiran bazi sorunlardir (Schreiber vd., 2015). Bu durum ndéropatik agrinin



farmakoterapisi i¢in yeni ilaglarin kesfini ya da mevcut ilaglarin s6z konusu endikasyon

icin repozisyonunu gerekli kilmaktadir.

Reboksetin sinaptik aralikta noradrenalin geri alimini giiglii ve selektif olarak
inhibe eden bir ilagtir (Preskorn, 2004; RxMediaPharma®, 2018). Majér depresyonun
akut tedavisi ve baslangi¢ tedavisine yanit vermis hastalarda klinik iyilesmenin
devamliliginin saglanmas1 i¢in kullanilan reboksetin (RxMediaPharma®, 2018), ilk
olarak 1997°de Birlesik Krallik’ta onay almistir. 1997°den bu yana Avusturya,
Danimarka, Finlandiya, Almanya, irlanda, italya ve isvec gibi bircok Avrupa iilkesinde
kullanilmaktadir (Page, 2003; Preskorn, 2004). Reboksetin (Edronax®, Pfizer), iilkemizde
ilk olarak 2005 yilinda ruhsatlandirilmistir (RxMediaPharma®, 2018). Diger yandan,
Amerika Birlesik Devletleri depresyon tedavisindeki efikasitesine dair yeterli kanit

olmamasi gerekgesiyle reboksetin kullanimina onay vermemistir (Page, 2003; Preskorn,

2004; Braithwaite, 2015).

Reboksetin’in bilinen tek endikasyonu major depresyon olmak birlikte, literatiirde
bu ilacin akut ve kronik agri iizerine olumlu etkileri olabilecegine isaret eden gesitli
calismalara rastlamak miimkiindiir. Ornegin, sicak plaka testinin uygulandig1 farelerle
gerceklestirilen akut agri deneylerinde reboksetin’in nalokson, norbinaltorfimin ve
naltrindol gibi opioid reseptor antagonistleri ile ortadan kalkan doza baglh bir
antinosiseptif etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Schreiber vd., 2009). Benzer sekilde, tibial
sinir hasar1 uygulanmis siganlarda, reboksetin’in giinliik 20 pg dozda 2 hafta siire ile
intratekal yolla uygulamasinin, bu hayvanlarda gelisen spontan agr1 ve allodini yanitlarin
baskiladig: bildirilmistir (Hughes vd., 2015). Bu preklinik bulgular1 destekleyen klinik
calismalara da rastlamak miimkiindiir. Ornegin, reboksetin’in 2 x 2 mg dozda 5 giin
uygulanmasinin kapsaisin irritasyonuna bagli agriy1 tedavi etmekte etkili oldugu
gosterilmistir (Schiiler vd., 2002). Benzer sekilde, reboksetin’in fibromiyaljinin ve kronik
bel agrilarinin hafifletilmesinde de etkili oldugu ileri stirtilmiistiir (Krell vd., 2005). Diger
yandan, reboksetin’in monoamin geri alimmi inhibe eden diger ilaglar ile birlikte
kullaniminin, bu ilaglarin ndropatik agr iizerine terapdtik etkinliklerini potansiyelize

ettigini ileri siiren ¢aligmalar da mevcuttur (Pedersen vd., 2005; Leventhal vd., 2007).

Reboksetin’in analjezik etki potansiyeline isaret eden bu ¢alismalara ek olarak, bu
ilacin selektif bir noradrenalin geralim inhibitorii olmasi nedeniyle, noropatik agr1 iizerine

TSA’lara ve SNRI’lara benzer bir etkinlige sahip olabilecegi de agiktir. Bu bilgilerden



hareketle, bu tez ¢alismasinda reboksetin’in diyabet ile indiiklenen noropatik agr1 tizerine
etki potansiyelinin arastirilmasi1 hedeflenmistir. Bu ilacin diyabetik siganlardaki
antihiperaljezik ve antiallodinik etkilerinin belirlenmesinin ardindan, s6z konusu etkilerin
altinda yatan mekanizmalar1 aydinlatmak tizere ¢esitli farmakolojik ve morfometrik
yaklasimlardan yararlanilmistir. Diyabetik denekler ile yapilan farmakolojik
calismalarda, glisemi diizeylerindeki degisimin de ayr1 bir 6nem arz etmesi nedeniyle, bu
calismada reboksetin’in diyabetik hayvanlarin plazma glukoz diizeyleri {izerine olasi

etkileri de arastirllmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Agn
2.1.1. Agrimin tanimi

Uluslararas1 Agr1 Calismalar1 Birligi agriy1, “viicudun herhangi bir yerinden
baslayan, organik bir nedene bagli olan veya olmayan, kisinin ge¢misteki deneyimleri ile
ilgili, sensoriyel, emosyonel, hos olmayan bir deneyim olarak tanimlamaktadir (Treede,
2018).

2.1.2. Agr gesitleri

Agrn stiresine gore siniflandirildiginda akut ve kronik agri olarak iki gruba ayrilir.
Akut agr1, doku hasari gibi spesifik bir nedenden kaynaklanan, ani baslayan ve kisa siiren,
keskin ve siddetli agr tiirtidiir. Agr1 ile agriya sebep olan lezyon arasinda yer, zaman ve
siddet agisindan yakin iligki bulunur. Yanik, kesik, kemik kirig1, cerrahi ve enfeksiyon
gibi durumlarda hissedilen agr1 bu tip agridir ve genellikle altta yatan neden tedavi
edildiginde ortadan kalkar. 3-6 aydan uzun siiren; zaman ve siddet bakimindan devamlilik
gosteren agri olarak tanimlanan kronik agrinin baslica nedenleri ise inflamasyon, travma,
AIDS, diyabet ve kanser gibi patolojik siireglerdir. Agrili uyarimin iletim yollarinda
bulunan multisinaptik baglantilar nedeniyle kronik agrinin kaynagini lokalize etmek
glictlir (Kelle, 2006). Kronik agr1 olgularinda, agriya psikososyal ve davranigsal birtakim
bozukluklarin da eslik edebildigi bilinmektedir (Aydin, 2002; Hall, 2013).

Agr noroanatomik ve ndrofizyolojik olarak ise; nosiseptif agri, noropatik agri,
deafferentasyon agrisi, reaktif agr1 ve psikosomatik agri olarak siniflandiriimaktadir.
Nosiseptif agri, dokularda travma ya da inflamasyon gibi bir hasar nedeniyle ortaya ¢ikan,
bu hasarli bolgelerden saliverilen P maddesi, prostaglandinler gibi endojen maddelerin
periferik nosiseptorleri aktive etmesiyle gelisen, somatik veya visseral kaynakli olabilen,
organizmay1 korumaya yonelik fizyolojik bir yanittir (Ay ve Evcik, 2007; Bebek ve Ertas,
2007; Uyar ve Koken, 2017). Noropatik agrida ise Siirekli nosiseptif uyaran yerine; sinir
sisteminde inflamatuvar siirecler, iskemik durumlar, diyabet gibi periferik (periferik sinir
sistemi (PSS)’nin etkilendigi periferik néropatik agr1) ya da santral (omurilik ve beyin
gibi merkezi yapilarin etkilendigi santral ndropatik agr1) nedenlerden koken alabilen bir
fonksiyon bozuklugu ve alginin anormal islenmesi s6z konusudur (Yiicel ve Cimen,

2005; Bebek ve Ertas, 2007; Uyar ve Koken, 2017).



Diger agr1 ¢esitlerinden deafferantasyon agrisi; sinir sisteminin santral ve periferik
komponentlerininde olusan hasarlar sonucu, santral sinir sistemi (SSS)’ne giden
somatosensoriyel uyari iletiminin kesilmesiyle meydana gelen agridir. Reaktif agri,
birtakim olaylara karsi viicudun bir reaksiyonu olarak nosiseptorlerin, motor veya
sempatik afferentlerin refleks aktivasyonlar1 yoluyla uyarilmasi sonucu gergeklesen agri
cesididir. Psikosomatik agri ise organik bir neden olmaksizin gelisen; ¢cogunlukla bel, sirt,
omuz bolgelerinde hissedilen ve 6zellikle anksiyete ve depresyon gibi duygudurum

bozukluklarina bagl olarak ortaya ¢ikan agridir (Aydin, 2002).

2.1.3. Agrinin iletimi ve algilanmasi

Nosisepsiyon, doku hasari olusumu ile agrinin hissedilmesi arasinda gergeklesen
elektrokimyasal olaylar biitiiniidiir (Uyar ve Kdken, 2017). Periferdeki agrili uyarim
noktasindan, agr1 olusum farkindaliginin meydana geldigi serebral korteks de dahil olmak
tizere, SSS’deki iist merkezlere kadar uzanan yol boyunca, agri sinyalinin kodlanmasi ve
iletilmesi stirecini igerir (Renn ve Dorsey, 2005).

Agrili impulslar, iist merkezlere tasinirken dort asamali bir yol izler. Agr1 prosesi
duyusal sinir hiicrelerinin periferik uglarindaki nosiseptorlerin mekanik (dokunma veya
basing), termal (sicak veya soguk) veya kimyasal (endojen veya eksojen) noksiyoz
uyaranlar tarafindan aktive edilmesi ile baslar (Renn ve Dorsey, 2005; Kalynovska,
2012). Mekanik, termal veya kimyasal stimuluslarin sinirlerin sensoriyel uglarinda
elektriksel aktiviteye doniistiiriilmesi islemi olarak tanimlanan transdiiksiyon agr
iletiminin ilk adimidir. Periferik sinir uglari uyarildiginda, birtakim noroaktif maddeler
saliverilir. S6z konusu néroaktif maddeler arasinda nosiseptorleri aktive eden bradikinin
ve histamin; sensitizasyona yol acan P maddesi, prostaglandin ve 16kotrienler ve hem
aktivasyon hem de sensitizasyonda rol oynayan timor nekroz faktor-a (TNF-o) ve
interlokinler gibi maddeler bulunmaktadir (Aydin, 2002; Caglar Toprak, 2006; Kog,
2008).

Impulslarin sensériyel sinir sistemi boyunca yayilimina ise transmisyon adi verilir.
Transmisyon, primer sensoriyel afferent noronlarin elektriksel aktiviteyi omurilige
iletmesi; uyarinin omurilikte ¢ikici ileti sistemi ile beyin sap1 ve talamusa iletilmesi ve
talamokortikal projeksiyon asamalarin1 kapsar. Transmisyondan sorumlu sinir lifleri
arasinda; akut/keskin agridan sorumlu olan ve termal ve mekanik stimuluslarla uyarilan

A3 [2-6 um ¢apinda, miyelinli ve orta hizda (12-30 m.sn™! hizinda)]; polimodal 6zellik



gosteren ve zonklayici agriya neden olan C [0,4-1,2 um ¢apinda, miyelinsiz ve yavas
ileten (0,5-2,0 m.sn™)] ve taktil AB [¢ap1 10 pm’den biiyiik, miyelinli ve hizli (30-100
m.sn™Y)] lifleri bulunur (Millan, 1999; Erdine, 2002; Basbaum vd., 2009).

Nosiseptif transmisyonun noral etkenlerle modifiye olmasina modiilasyon adi
verilir. Agri uyarisinin algilandigi son asama olan persepsiyon ise Supraspinal diizeye
ulagsmig nosiseptif impulslarin serebral kortekste yorumlanmasi ve agri duyusunun

algilanmasi olayidir (Aydin, 2002; Kumar vd., 2014).

2.1.3.1. Dorsal kok ganglion hiicreleri

Periferden SSS’ye duyusal bilgiyi tasiyan noronlarin hiicre gévdeleri, dorsal kok
gangliyon (DRG)’larinda yer almaktadir (Sekil 2.1.) (Kalynovska, 2012; Sapunar vd.,
2012).

Dura mater

Dorsal kok
gangliyonu

Sekil 2.1. Dorsal kék gangliyonu (Erzurumlu vd., 2019)

DRG, glial hiicreler ve duyusal hiicre aksonlar1 ile ¢evrili néronal hiicre gévdesi
toplulugundan meydana gelir. Bir kolu omurilige, bir kolu perifere uzanan distal ve

proksimal iki dallanma meydana getiren tek bir aksona sahip oldugundan DRG néronlart



psodounipolar noronlar (Sekil 2.2.) olarak siniflandirilirlar (Krames, 2014). Periferik
dallar uyaranlar1 viicuttan spinal gangliyon hiicresine, merkezi dallar spinal gangliyon

hiicresinden omurilige tasir (Erzurumlu vd., 2019).

Soma

Dendrit .

\ i P

Akson
> > S —— >
/ Psddounipolar néron \X

Sekil 2.2. Psodounipolar néron (Popescu ve Opris, 2017)

DRG’de yer alan noronlar, sinir yaralanmasi veya inflamasyonu sonrast ortaya
cikabilen noronal eksitabilite artis1 ve ektopik desarj olusumlar: araciligiyla, nosiseptif
sinyallemede 6nemli rol oynamaktadirlar (Sapunar vd., 2012).

Hiicre govdesi DRG’de yer alan bir primer duyusal noron; stimulus tarafindan
uyarilan periferik reseptif alandan baslangi¢ alir; omuriligin dorsal boynuzuna ve
ardindan talamus ve beynin iliskili bolgelerine ulasacak sekilde uzanir. Bu néronlarin
aksonal uzantilar1 gévdeden beraber ¢ikar; daha sonra "T" harfi seklindeki yapisal bir
kavsaktan zit yonlere dogru ayrilirlar (Sekil 2.3.). Bu T bolgesi, periferden gelen
elektriksel sinyalin dorsal boynuza ulagsmasi1 sirasinda bu sinyalin yayilimina yardime1
olabildigi gibi; aksiyon potansiyeli iletimi i¢in bir bariyer ya da siddetini azaltici bir filtre

gorevi yapabilir (Gemes vd., 2013; Krames, 2014).

Dorsal kik
gangliyvonu

Nervus spinalis
Psiddounipolar

primer duyu

ndronlan Kan damarlan

Sekil 2.3. Dorsal kék gangliyonu sematik gosterimi (Evzurumlu vd., 2019)
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2.1.3.2. Spinal dorsal boynuz

Nosiseptif sinyal iletimi ve diizenlenmesinde ve agr1 modiilasyonunda rol oynayan
baslica bolge olan omurilik dorsal boynuzunda, birinci sira duyusal néronlar ile ikinci sira
noronlar sinaps yapmaktadir (Renn ve Dorsey, 2005; Caglar Toprak, 2006).

Omuriligin enine kesiti incelendiginde, ortada kelebek seklinde gri cevher yer alir.
Bu kisim, miyenlinsiz sinir lifleri ve néronlarin hiicre gévdelerini igerirken; ¢evresini
saran beyaz cevher miyelinli sinir liflerinden meydana gelir. Spinal gri cevherde iki
dorsal, iki ventral boynuz yer alir. Dorsal boynuzlar temel olarak duyusal veriyi almak ve
iletmekle; ventral boynuzlar ise motor verileri perifere géndermekle sorumludur (Renn
ve Dorsey, 2005).

Omurilik gri cevheri, lamina X omurilik merkezi kanalim1 g¢evrelemek iizere,
dorsalden ventrale dogru I'den IX'a kadar numaralandirilmis laminalardan olugsmaktadir
(Sekil 2.4.). Rexed tarafindan tanimlanmis olan laminalardan; Lamina I-VI dorsal
boynuzu, Lamina VI1I-IX ise ventral boynuzu meydana getirmektedir. Agri prosesi
agirlikli olarak I, IT ve V. laminalarda meydana gelir.

Hiicrelerinin biiylik ¢cogunlugu agrili ve termal uyaranlara yanit veren en distaki
tabaka olan Lamina | (nucleus posteromarginalis), marjinal zon olarak isimlendirilir,
miyelinli liflerin yer almamasi nedeniyle transparan goériinen Lamina Il ise subsantia
gelatinosa olarak adlandirilmaktadir. Lamina | ve Il birlikte dorsal boynuzun yiizeyel
kismini olustururlar; burasi Ad ve C primer afferent liflerinin sonlanma yeridir
(Erzurumlu vd., 2019).

Lamina III ve IV’e birlikte nucleus proprius adi verilir. Ciltten Ap ve Ad lifleri ile
gelen uyarilar alan Lamina 11T’te bulunan néronlar hafif ve siddetli dokunma duyusu
uyaranlarina yanit verirler. Lamina I-I1II’e gore daha kalin olan Lamina IV teki néronlar
ise hafif mekanik uyaranlara yanit verir. Bu laminada yer alan nd&ronlar, agri
olusturmayan uyarilar1 tasiyan, lokalize cilt alanlarindan gelen, kalin afferent liflerin
impulslarini almaktadir (Caglar Toprak, 2006; Kog, 2008; Erzurumlu vd., 2019).

Lamina V bir¢ok kaynaktan (hem nosiseptor, hem mekanoseptorlerden) gelen
uyarty1, Lamina VI ise genellikle proprioseptif uyarilari almaktadir. Lamina VII ve IX
noronlari, ¢ikan yollara katilarak agri iletimine katkida bulunurken; omurilik gri
cevherinde canalis centralis’in etrafinda bulunan Lamina X ise hiicrelerinin yiiksek
siddetteki uyarilara cevap vermesi bakimindan Lamina 1 ve II ile benzerlik

gostermektedir (Caglar Toprak, 2006; Kog, 2008; Erzurumlu vd., 2019).

8



Ad ve C lifleri ile iletilen uyar1, omurilikteki dorsal kokten dorsolateral gri bolgeye
girince ikiye ayrilarak birka¢ segment hareket ederek Lissauer Tractus’unda ilerler.
Dorsal boynuz i¢ine giren akson terminalleri, direkt veya indirekt (interndronlar araciligi
ile) olarak Lamina I ve II’deki ikinci sira néronlar ile sinaps yaparlar. Bdylece nosiseptif
mesaj1 eksitator aminoasit glutamat ya da P maddesi gibi ¢esitli ndromediyatorlerin

araciligi ile ikinci sira ndrona iletirler. Bazi Ad lif uzantilari ise Lamina V’e ulasir.

Propriosepsiyon { el e s
-

Dokunma ve basing {

Nosisepsiyon ve {

sicaklik Nucleus posterior marginalis

(marjinal zon)
m . Substantia gelatinosa

Dorsal spinoserebellar —-
traktus

Anterior
komisstir
Spinotalamik ve —_—
spinoretikler traktuslar

Sekil 2.4. Omuriligin dorsal boynuzundaki ¢esitli duyusal sonlanmalarin sematik gdsterimi

(Biswas, 2015)

Dorsal boynuzda sinyalin alinmasinin ardindan, projeksiyon ndronlari ile bu bilgi
SSS’deki iist merkezlere tasmir (Aydin, 2002; Renn ve Dorsey, 2005). Eksitator
aminoasitler ve noropeptidler (glutamat, aspartat ve P maddesi vb.) ¢ikic1 projeksiyon
noronlarindaki agri sinyallerini kolaylastirir ve ¢ogaltabilirken; inici yolaklarda yer alan
endojen inhibitér néromediyatorler (endojen opioidler, serotonin, noradrenalin, GABA

vs.), nosiseptif cevabi azaltarak agrinin modiilasyonunda rol oynarlar (Kumar vd., 2014).

2.1.3.3. Nosiseptif ¢tkicr sistemler

Agrn sinyalleri, omurilige giriste iki ana ¢ikici yolak ile iletilirler (Sekil 2.5.):
Neospinotalamik yolak

Neopinotalamik yolak, agrinin iletimindeki en 6nemli yollardan biri olarak kabul

edilmektedir. Agrinin yer, zaman ve siddet gibi ayirt ettirici (diskriminatif) boyutlari ile
algilanmasini saglar (Aydin, 2002; Hall, 2013; Kendroud ve Bhimji, 2018).



Bu ¢ikic1 yolagin baslangi¢ noktasi, Rexed Lamina 1’de yerlesmis nosiseptif
noronlardir. Baglica akut termal agr1 ve mekanik agriy1 ileten hizli tip Ad lifleri, temel
olarak omurilik dorsal boynuzundaki Lamina I’de sonlanarak, neospinotalamik yolun
ikinci noronlarini uyarir. Bu ndronlar, anteriyor komissiirden omuriligin karsi tarafina
capraz yapan uzun lifler verir ve anterolateral ¢ikici sistem igerisinde beyne dogru
ilerlerler. Bu yolaga ait liflerin bir kismi, beyin sapinin retikiiler bolgelerinde sonlanirken;
cogu lif talamusa kadar kesintisiz ilerler ve dorsal kolon lemniskal yol ile birlikte
ventrobazal komplekste sonlanir. Bir kisim lif ise talamus posteriyor nukleus gruplarinda
sonlanir. Bu talamik bolgelerden ¢ikan impulslar, somatik duyusal kortekse ve beynin

diger bazal bolgelerine iletilir (Hall, 2013).

Somatoduyusal
korteks

Amigdala'dan \ %, intralaminar
koken alan imci\ talamik niikleus
projeksiyonlar = AE Ventroposterolateral
7 talamik nikleus
Periakuadulktal
gri bdlge
Beyin sap1
retikiiler

formasyon

Rostroventral «—— Neospinotalamik yolak
madniin ' <~ Paleospinotalamik yolak

<+— Spinoretikiiler yolak

inici Yolaklar Cikia Yolaklar

3 \\ <— Omurilik

Primer

affarent %

nosiseptif =
g

2l W \--'7 «— Omurilik

Sekil 2.5. Nosiseptif yolaklar (Nestler vd., 2009)

Paleospinotalamik yolak

Bu yolakta, agr1 cogunlukla periferik yavas-kronik tip C lifleri (baz1 durumlarda Ao

lifleri) ile iletilir. Periferik liflerin neredeyse tiimii dorsal boynuzdaki Lamina II ve III’te
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sonlanmaktadir. Sinyaller, daha sonra Lamina V’e girmeden Once ilave bir ya da ¢ok
sayida kisa lifli néronlardan gecerler. Dizinin son néronu, anteriyor komisstir ile 6nceden
omuriligin kars1 tarafina gegerek ¢apraz yapan ve anterolateral yol i¢inde beyne giden
hizli yolun lifleri ile birlesecek uzun aksonlar verir (Ocak, 2014).

Paleospinotalamik yolakta, liflerin bir kismi1 talamusa giderken; digerleri ti¢ farkli

bolgede sonlanma gergeklestirir:
1. Medulla oblangata, pons ve mezensefalonun retikiiler ¢ekirdekleri
2. Mezensefalonun inferiyor ve superiyor kollikiillerinin derininde bulunan tektal
alanlar
3. Sylvius kanalinin gevresinde, periakuaduktal gri bolge (PAG).

Beyin sapinda yer alan agr1 bolgelerinden kaynaklanan kisa lifli néronlar tarafindan
agr1 impulslari, talamusun ventrolateral ve intralaminar ¢ekirdeklerine, bazi hipotalamus
bolgelerine ve diger bazal beyin bolgelerine taginir (Aydin, 2002; Hall, 2013).

Bu yolak, agrinin duygudurumda yaptig1 degisikligin anatomik temelini olusturur;
agr1 reaksiyonunun afektif ve otonomik komponentleri esliginde olusmasinda rol oynar
(Caglar Toprak, 2006; Eskazan ve Kayaalp, 2012; Kendroud ve Bhimji, 2018).

Ozetle, ¢ikic1 sistemler araciligiyla agrili uyaran beyin sap1 ve talamusa
iletildiginde; somatoduyusal korteks, retikiiler formasyon ve limbik sistem gibi cesitli
beyin bolgeleri aktive olmakta ve boylece “yanit” ortaya ¢ikmaktadir. Bu bolgelerden
retikiiler sistem, agriya verilen otonomik ve motor yanitlardan; somatoduyusal korteks
persepsiyon ve duyularin yorumlanmasindan, limbik sistem ise duygusal ve davranissal

yanitlardan sorumludur (Kumar vd., 2014).

2.1.3.4. Antinosiseptif inici sistemler

Supraspinal merkezlerden omuriligin dorsal boynuzuna inen ve orada substantia
gelatinosa’da birinci sira noronlarin akson ucu ile ikinci sira noronlarin arasindaki
sinapslardaki asirimi presinaptik ve postsinaptik etkileriyle baskilayan inici yolaklarin
aktivasyonuna bagli olarak analjezi meydana gelir. Bu inici yolaklar, substantia
gelatinosa’daki sinaptik etkilerini dogrudan (saliverdikleri serotonin ve noradrenalin gibi
noromediyatorlerle) ya da dolayli (kisa aksonlu enkefalinerjik ara ndronlar1 aktive
ederek) sekilde gerceklestirebilir (Eskazan ve Kayaalp, 2012).

Bu inici yolaklar su sekilde 6zetlenebilir:
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1. PAG’daki noronlardan baslayan ve medulla oblangata retikiiler formasyonundaki
nucleus raphe magnus’ta sinaps yapan yolak

2. Pons ve medulla oblangata’da retikiiler formasyonun mediyal kismindaki nucleus
reticularis gigantocellularis ve nucleus reticularis paragigantocellularis’ten
baslayan ikinci yolak

3. [Inici bir noradrenerjik yolak ile locus coeruleus’un modiilasyonu (Eskazan ve
Kayaalp, 2012).

Mezensefalon ve iist ponsta, Sylvius kanalini ¢evreleyen PAG ve periventrikiiler
bolgelerden ¢ikan noronlar, sinyallerini raphe magnus c¢ekirdegi ve nucleus reticularis
paragigantocellularis’e gondermektedir. Sekonder néronlari olusturan bu ¢ekirdeklerden
¢ikan sinyaller omuriligin dorsolateral kolonu dogrultusunda inerek, dorsal boynuzda
bulunan bir agr1 baskilama kompleksine ulasir. Agrili impuls bu seviyede beyne
iletilmeden baskilanabilir. Diger yandan hipotalamusta bulunan {iglincii ventrikiile yakin
periventrikiiler ¢ekirdek ve medyal dnbeyin gibi iist beyin bolgelerinin PAG’1 uyarmasi
ile de agr1 baskilanabilmektedir (Hall, 2013).

Antinosiseptif etkinin gerceklesmesi sirasinda enkefalin ve serotonin gibi bazi
endojen maddeler rol oynamaktadir. Periventrikiiler ¢cekirdekler ve PAG’dan kdken alan
ve rapfe magnus gekirdeginde sonlanan liflerin ¢ogundan enkefalin saliverilir. Rapfe
magnus c¢ekirdeginden c¢ikarak omuriligin dorsal boynuzlarinda sonlanan liflerden
saliverilen serotonin, lokal omurilik néronlarinin enkefalin salivermesine sebep olur.
Enkefalinin ise omuriligin dorsal boynuzunda Ad ve C-tipi sinir liflerinin sinaps
yaptiklar1 yerde presinaptik ya da postsinaptik inhibisyona yol a¢tigi diisiiniilmektedir
(Hall, 2013).

Locus coeruleus, ponsta dordiincii serebral ventrikiiliin sinirinda yerlesmis;
noradrenerjik noronlardan olusan bilateral bir yapidir. Locus coeruleus ve yakinlarindaki
A7 hiicre grubundan yapilan bilateral projeksiyonlar, antinosiseptif etkiyi ortaya
koyacaklar1 kontralateral spinal dorsal boynuz laminalar1 I, II ve V'e inmektedir. Pontin
noradrenerjik hiicre gruplarinin intrinsik antinosiseptif etkilerine ek olarak; bu hiicreler,
rostral ventromedial medulla ve PAG’dan ndronal projeksiyonlar alir ve bu bolgeler ile

spinal dorsal boynuz arasindaki modiilator etkide rol oynar (Renn ve Dorsey, 2005).
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2.2. Noropatik Agri
2.2.1. Noropatik agrimin tanimi

Noropatik agri SSS veya PSS’de ya da her ikisinde birden, bir lezyon veya
disfonksiyon sonucu ortaya ¢ikan; ¢esitli duyusal belirti ve bulgulara yol agan, kompleks
ve siddetli bir agr1 sendromudur (Max, 2002; Berker, 2005; Bebek ve Ertas, 2007).
Uluslararas1 Agr1 Calismalar1 Birligi ndropatik agriy1 “somatosensor sinir sisteminin bir
lezyonu veya hastaligi ile meydana gelen agri” seklinde tamimlanmustir (Merskey ve
Bogduk, 1994). Noropatik agriya neden olan baslica durumlar arasinda cerrahi
operasyonlar, SSS’nin multipl skleroz ve inme gibi hastaliklar1 ya da bu sistemde ¢esitli
travmalara bagli olarak olusan lezyonlar; vitamin eksiklikleri (tiyamin, niasin vb.); ¢esitli
ila¢ (kemoterapdtikler vb.) ve toksik maddelere (alkol, kursun, talyum, arsenik vb.)
maruziyet; bazi idiyopatik durumlar (tuzak ndropatiler, fibromiyalji), maligniteler
(karsinoma, lenfoma), enfeksiyonlar (HIV enfeksiyonu, postherpetik nevralji vb.),
metabolik bozukluklar (DM, hipotiroidizm, amiloidoz, liremi vb.) ve inflamatuvar

hastaliklar (Guillain-Barré) sayilabilir (Zarifoglu, 2003; Yiicel ve Cimen, 2005).

2.2.2. Noropatik agrimin epidemiyolojisi

Kapsamli epidemiyolojik caligsmalarin eksikligi nedeniyle néropatik agrinin
prevalansi hala tam olarak bilinemese de, noropatik agrinin genel popiilasyonun % 7-8’ini
etkiledigi one siiriilmektedir. Ileri yasin ve yatkilik olusturan multiple skleroz, diyabet
ve inme gibi hastaliklarin varligimin bu sikligin artigina neden oldugu bildirilmistir

(Colombo vd., 2006; Vadalouca vd., 2007; Cruccu ve Truini, 2017).

2.2.3. Noropatik agrimin patogenezi

Noropatik agrinin  olusumunda bazi santral ve periferik mekanizmalar rol
oynamaktadir. S6z konusu santral mekanizmalar arasinda santral sensitizasyon, spinal
reorganizasyon, kortikal reorganizasyon ve disinhibisyon; periferik mekanizmalar
arasinda ise ektopik ve spontan desarjlar, efaptik kondiiksiyon, iyon kanali
ekspresyonlarinda degisiklikler, primer afferent noronlarin kollateral tomurcuklanmast,

sempatik néronlarin DRG igerisine dallanmasi Ve nosiseptdr sensitizasyonu sayilabilir

(Bridges vd., 2001; Gilron vd., 2006; Szczudlik vd., 2014).
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2.2.4. Noropatik agrinin semptomlari

Noropatik agri, hastalarda keskin, yanici, batici, vurucu ve zonklayici olabilecegi
ya da elektrik sokuna benzer semptomlarla ortaya ¢ikabilecegi gibi; dokunma, vibrasyon
ve sicaklik algilamalarinda kayiplar, uyusma ve karincalanma olarak da kendini
gosterebilir (Bebek ve Ertas, 2007). Spontan olusabilir ya da siirekli hale gelebilir.
Noropatik agrida anormal duyum, anormal yayilim, yansima, allodini ve hiperaljezi gibi
klinik bulgular gozlenir ve sendromun c¢esidine gore hissedilen agri1 derin, yiizeysel,
kramp seklinde ya da igne batmasi tarzinda olabilir (Berker, 2005). Noropatik agrida

gbzlenen semptomlarin bazilar1 Tablo 2.1.”de tanimlanmustir:

Tablo 2.1. Noropatik agrida gozlenen bazi semptomlar ve tanimlar: (Merskey ve Bogduk, 1994)

Semptom Tanimi

Hiperaljezi . Agrili bir uyarana verilen artmig agr1 yaniti.

Hipoaljezi . Agrili bir uyarana verilen azalmis agr1 yaniti.

Allodini :  Normalde agri olusturmayacak bir uyarana verilen agr1 yaniti.

Hipoestezi . Ozel duyular disinda bir uyaran karsisinda gosterilen normale gére azalmus
duyarlilik.

Hiperestezi . Ozel duyular disinda bir uyaran karsisinda gosterilen normale gore artmis
duyarlilik.

Parestezi . Spontan ya da uyarilmis olarak ortaya ¢ikan anormal, agrisiz his.

Dizestezi . Spontan ya da uyarilmis olarak ortaya ¢ikan anormal, hos olmayan his.

Hiperpati : Agnl uyarana karst duyusal esik artisinin s6z konusu oldugu, ozellikle

tekrarlayict tarzda bir stimulusa verilen anormal, agrili bir reaksiyonla
karakterize sendrom.

2.2.5. Noropatik agrinin tanisi

Noropatik agri1 sendromlarinin tanisinda 6ncelikli ve en 6nemli kosul, uyarana karsi
olusan yanitlarda sinir sistemi hasar1 ya da disfonksiyonuna bagli olarak meydana gelen
azalma ya da artma durumuna gore negatif ya da pozitif olarak tanimlanan semptomlarin
saptanmasidir (Zarifoglu, 2003). Pozitif fenomenler organizmanin uyarana verdigi
cevaptaki artig sonucu ve negatif fenomenler ise organizmanin uyarana verdigi cevaptaki
azalma sonucu olusan bulgulardir (Zarifoglu, 2003).

Noropatik agriya tant koyarken ilk adim; agrinin lokasyonunu, niteligini, siddet ve
siiresini, yol actig1 fiziksel ve psikolojik etkileri belirlemektir (Yiicel ve Cimen, 2005).
Noropatik agr1 teshisinin konulabilmesi i¢in hastanin ayrintili medikal Oykiisiiniin
alinmasinin ardindan, fiziksel (cilde hafif basing, igne batirma, sicak ya da soguk
maddelerle temas gibi hasta basinda uygulanan testler) ve ndrolojik degerlendirmeleri;
ayrica kan tahlilleri ve serolojik testleri igeren laboratuvar tetkikleri gergeklestirilmelidir.

Manyetik rezonans goriintiileme ve elektrofizyolojik c¢aligmalar da tani ig¢in

14



uygulanabilecek yontemler arasindadir. Bazi durumlarda, sinir liflerini direkt olarak
goriintiilemek amaciyla sinir ya da cilt biyopsisi de gerekli olabilmektedir. Tedaviden
elde edilecek fayda, dncelikli olarak uygun taninin konulmasina baghdir. Tan1 koyarken
hastanin anksiyete, depresyon, uyku problemleri gibi agriy1 algilamasina etki eden
durumlariin olup olmadigi da degerlendirilmelidir (Celebi vd., 2007; Vadalouca vd.,
2007).

2.2.6. Sik rastlanan néropatik agr cesitleri

Sik rastlanan néropatik agri gesitleri Tablo 2.2’de siralanmustir:

Tablo 2.2. Noropatik agri gesitleri (Dworkin vd., 2003)

Periferik noropatik agri Santral néropatik agri
Inflamatuvar demiyelinizan poliradikiilondropati Posttravmatik omurilik hasar1 agrist
Torakal, servikal, lumbosakral radikiilopatiler DRG lezyonlari
Iyatrojenik noraljiler Spinal stenoz ile iligkili kompresyon
miyelopatisi

Alkole bagli polindropati

Postiskemik miyelopati
Agril diyabetik noropati
F . ) Siringomiyeli
Kemoterapi ile indiiklenen polindropati

Multipl skleroz ile iligkili agr
Kompleks bolgesel agri sendromu

) Parkinson hastalig ile iliskili agr1
Tuzak noropatiler

. Postradyasyon miyelopatisi
Fantom ekstremite agrisi

- . Poststrok agrist
Tiimdrle meydana gelen sinir basisi

Beslenme eksikligi ile iligkili néropatiler HIV miyelopatisi
Toksik madde maruziyeti ile iliskili ndropatiler

Idiyopatik duyusal néropati

HIV duyusal néropatisi

Tik dolore (trigeminal nevralji)

Postherpetik nevralji

Postradyasyon pleksopatisi

2.2.6.1 Diyabetik noropati kaynakl agr

Diyabetik ndropati, yalnizca diyabet zemininde gelisen, sinir sisteminin duyusal,
somatik ve otonom komponentlerini etkileyen patofizyolojisi olduk¢a karmasik bir

sendromdur. DM’ nin en sik rastlanan kronik komplikasyonlarindan biri olan néropati,
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Klinik belirti vermeden 6nce uzun siire subklinik diizeyde kalabilmektedir (Terzi vd.,
2004; Bansal vd., 2006; Freeman, 2013; Vinik ve Casellini, 2013; Singh vd., 2014).
Diyabetin SSS’de neden oldugu yapisal ve islevsel degisiklikler “diyabetik ensefalopati”
olarak tanimlanir. PSS’nin diyabet kaynakli hasar1 ise “periferik noropati” olarak
bilinmektedir (Biessels vd., 2008). Duyusal, motor ve otonom sinirleri ¢ok c¢esitli
sekillerde etkileyen diyabetik ndropati, diyabetik popiilasyonda morbidite ve mortalite
artisginin baslica nedenlerinden biridir (Barrett vd., 2007). Diyabetik néropatinin yedi
farkl tipi; distal simetrik polindropati, otonomik néropati, Sinir kompresyon sendromlari,
proksimal asimetrik monondropati (diyabetik amyotrofi), trunkal radikulopati, kraniyal
monondropati ve kronik inflamatuvar demiyelinizan poliradikulopati olarak siralanabilir
(Wheeler vd., 2007).

Uluslararasi Diyabet Federasyonu, DM nin giintimiizde 425 milyondan fazla insan1
etkilemekte oldugunu; bu saymin 2045°te 628 milyona ulasabilecegini bildirmistir (Igbal
vd., 2018). DM’ye bagli en oOnemli komplikasyonlardan biri olan ndoropatinin
prevalansinin da bu hastalikla birlikte giderek artmasi beklenmektedir. DM’li hastalarin
ortalama olarak %350’sinde diyabetik periferal noropati gelistigi bilinmektir (Argoff vd.,
2006). Diyabetik noropatiye Tip 1 diyabet hastalarinin %66’sinda, Tip 2 diyabet
hastalarinin ise %49 unda rastlanmaktadir (Sadosky vd., 2008). Diyabetik ndropatinin
prevalansi, gergeklestirilen hastane taramalarinda %30, toplum taramalarinda ortalama
%10-20 olarak bulunurken; sendromun yillik insidansinin ise %2 dolaylarinda oldugu
rapor edilmistir (Tan, 2009). 2009 yilinda yapilan bir aragtirmada, tilkemizdeki eriskin
diyabetik hastalarin yaklasik %16’sinin noropatik agridan muzdarip oldugu bildirilmistir
(Tan, 2009). Yine iilkemizde diyabet hastalari ile yapilan bir baska ¢alismada diyabetik
ndropati prevalansi % 40,4 olarak tespit edilmis ve arastirmaya sinir iletimi ¢caligmalarinin
dahil edilmesi ile bu oranin % 62’ye ¢iktig1 bildirilmistir (Erbas vd., 2011).

Diyabete wuzun siireli maruziyet ve hastada yeterli glisemik kontroliin
saglanamamasi diyabetik ndropati gelisiminde rol oynayan major risk faktorleri olarak
kabul edilmektedir. Diger yandan ndropatinin siddetinin hastada sigara kullanimi,
obezite, hiperlipidemi, kardiyovaskiiler hastalik ve albliminiiri gibi durumlarin varliginda
arttig bildirilmistir (Tesfaye vd., 2005).

Diyabetik ndropatinin patofizyolojisinde metabolik, vaskiiler, nérotrofik, genetik
ve immiin faktdrlerin rol oynadigi bilinmektedir (Cameron vd., 2001a; Degirmenci vd.,

2011). Protein kinaz C aktivasyonu, ileri glikolizasyon iiriinlerinde artis, norotrofik
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faktorlerde azalma, oksidatif stresin artmasi, santral ve periferik agr1 yolaklarindaki asirt
uyarilma sonucu aktive olan sodyum (Na*) ve kalsiyum (Ca*2) kanallarinin fonksiyon ve
ekspresyonlarindaki degisiklikleri igeren iyon kanali modifikasyonlar1 gibi cesitli
mekanizmalarin diyabetik ndropatinin olusum siirecinde rol oynadigi bilinmektedir
(Edwards vd., 2008; Yagihashi vd., 2011; Albers, 2014; Charnogursky, 2014).

Etiyopatogenezde rol oynayan baslica mekanizmalar agsagida 6zetlenmistir:

Poliol yolagi mekanizmasi

Kronik hiperglisemi sonucunda poliol yolaginin aktive olmasiyla hiicre icerisinde
agir1 sorbitol birikimi ortaya ¢ikar; miyoinozitol seviyesi diiser ve sonucunda Na*/ K*
ATPaz aktivitesi azalir (Oyama vd., 2006; Albers, 2014; Singh vd., 2014). Artmis poliol
yolag1 aktivasyonu sonucu meydana gelen NADPH deplesyonu; nitrik oksit ve glutatyon
tiretiminde azalmaya ve buna bagli olarak vazodilatasyonda azalma, oksidatif streste artig
ve endotelyal hiicre fonksiyonlarinda bozulmalara yol agmaktadir (Yagihashi vd., 2001,
Singh vd., 2014).

Protein kinaz C mekanizmas:

Hiperglisemi, protein kinaz C’nin aktive olmasma; bu durum da MAPK
aktivasyonuna yol agarak gen ekspresyonunun degismesine, stres genlerinin tetiklenerek
151 sok proteinleri vb. proteinlerin artmasina ve apoptozise yol agmaktadir. Protein kinaz
C aktivasyonu ayrica kan akiminda degisiklik de meydana getirmektedir. Vaskiiler
permeabiliteyi artirmakta ve anormal anjiyogeneze neden olmaktadir. Ayrica endotel
hiicrelerinde, hiperglisemi nedeniyle niikleer faktor-kappa B (NF-KB) aktivasyonu
artmakta ve bu da reaktif oksijen tiirevleri (ROS) olusumunu artirmaktadir (Evcimen ve
King, 2007; Srivastava, 2007).

Heksozamin yolagi mekanizmasi

N-asetil-D-glukozamin, bir fruktoz-6-fosfat substratidir; transkripsiyon faktoriine
baglanma meydana getirerek gen ekspresyonlarinda anormal modifikasyonlara yol agar.
Oksidatif stresi artirarak pankreas P-hiicrelerinin fonksiyonlarin1 bozar. Bu molekiil,
ayrica plazminojen aktivatorii inhibitori-1 (PAI-1)’in asirt eksprese olmasina sebebiyet
verir ve damar diiz kas hiicreleri mitoza ugrayarak ateroskleroz ortaya ¢ikarir (Brownlee,
2001).
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Ileri glikolizasyon iiriinleri yolagi mekanizmast

DM’de artan glikoliz olaylarina paralel olarak birtakim ileri glikolizasyon iiriinleri
ve oksidatif stres meydana gelmektedir (Vinik vd., 2013). ileri glikolizasyon {iriinleri
prekiirsorleri; endotel hiicreleri, makrofaj ve mikroglialarda kendine 6zgii reseptorlerine
baglanarak plazma proteinlerinde modifikasyona yol acar, ROS iiretimini baslatir. Pro-
inflamatuvar gen ekspresyonu sonucu interlokin, TNF-a, insiilin benzeri biiylime faktorii-
1 gibi sitokin ve biliylime faktorleri eksprese edilir. Endotel hiicreleri tarafindan
prokoagiilan ve pro-inflamatuvar maddeler ekspresyonu gergeklestirilir. NF-K aktive

olur ve apoptoz tetiklenir (Toth vd., 2008).

Reaktif oksijen tiirevleri olusum mekanizmasi

Tip 1 ve Tip 2 DM’de ROS artis gostermektedir. Ileri glikolizasyon iiriinleri,
poliol, protein kinaz C ve heksozamin yolaklari; diyabetik ndropatide ROS iiretimine
sebebiyet vererek hiicrelerin redoks kapasitelerine direkt olarak etki etmektedir.
Glukozun otooksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan oksidatif stres sonucu ndronal hasar ve
mikrovaskiiler komplikasyonlar meydana gelmektedir (Johansen vd., 2005; Leinninger
vd., 2006). Diyabete bagli distal polindropatilerde, ince miyelinli ve miyelinsiz liflerde
kayip ve aksonal rejenerasyonda artis goriilmekte; bu durum da anormal impulslarin ve
noropatik agrimin olusmasina neden olmaktadir. Agrinin eslik etmedigi distal
polindropatilerde ise oncelikli olarak kalin lifler etkilenmekte, miyelinli lif kayiplarina
akut aksonal dejenerasyon ve vaskiilopati eslik etmektedir (Terzi vd., 2004).

Diyabetik néropatinin baslangicinda metabolik faktorler 6n planda iken, diyabetin
stiresi uzadikca vaskiiler-iskemik bozuklugun da devreye girdigi rapor edilmistir (Gtiner,
2005). Vaskiiler kalinlasma, hiyalinizasyon ve oksijenasyonda azalma sonucu olusan
iskemik noronal hasar ve buna ek olarak inflamasyon, néropatinin agirlasmasina neden
olan faktorlerdir (Charnogursky, 2014). insiilin ve/veya insiilinin katlanmasinda rolii olan
31 aminoasitten olusan bir protein olan C peptit eksikliginin (Singh vd., 2014); kronik
hiperglisemi kaynakli ndronal dejenerasyonun ve aksonal disfonksiyonun ve ayrica nitrik
oksit yetersizligine bagli mikroanjiyopati ve mikrovaskiiler reaktivitenin nodropati
tablosunu kotiilestirdigi bilinmektedir (Smith ve Singleton, 2012).

Diyabet kaynakli noropatik agrida rol oynayan temel mekanizmalardan
bazilarinin ndropatiye bagl olarak gama-aminobiitirik asit (GABA), glisin gibi inhibitor

norotransmitterlerin diizeyinde azalma; eksitator glutamat seviyelerinde artis ve
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serotonin, noradrenalin ve endojen opiyatlarin aracilik ettigi inici antinosiseptif yolaklarin
islevlerindeki zayiflama oldugu rapor edilmistir (Barbano vd., 2003).

Diyabet kaynakli noropatik agri yanma, karincalanma, igne batmasi, elektrik
carpmasi hisleri ile karakterizedir (Bansal vd., 2006). Diyabetik noropatide; Aa ve A
kalin liflerinde meydana gelen hasarlarda vibrasyon ve lokasyon duyularinda, tendon
reflekslerinde azalma; ataksi, kas gii¢siizliigli gibi semptomlar gozlenirken; Ad ve C-tipi
ince liflerde olusan noropatilerde hiperaljezi, allodini, dizestezi, hiperestezi, his kayb1
semptomlar1 ortaya ¢ikabilir. Kalin lif kaynakli agri, ince liflere gére daha siddetli
olabilmekle birlikte; ayni hastada farkli viicut boélgelerinde farkli derecelerde
hissedilebilir (Tan, 2009). Diyabetik noropatinin baslangicinda, duyusal ve motor sinir
ileti hizinda azalma, hiperaljezi ve allodini gibi fonksiyonel bozukluklar gériilmekte; ileri
asamalarda noronal dejenerasyon, demiyelinizasyon, aksonopati ve agr
sensitizasyonunda azalma meydana gelmektedir (Singh vd., 2014).

Diyabetik noropatide orta derecede ya da siddetli seyredebilen agri, genellikle
geceleri kotiilesir ve uyku bozukluklarina neden olur. Hastalik negatif semptomlarla
birliktelik gosterebildiginden ve ayni1 hastada hem agri hem de his kayiplarina neden
olabildiginden diyabetik noéropatide agrili semptomlarin prevalansini tahmin etmek
giictiir (Boulton vd., 2004; Lee-Kubli vd., 2014). Diyabetik noropatide hissedilen agri
daimi olabilir ve agriya kutan6z allodini eslik edebilir; bu da hastalarin yagam kalitesini
onemli Olgiide etkileyerek giinliik aktiviteleri gergeklestirme yeteneklerini ve duygu-
durumlarin1 olumsuz yonde etkiler (Quattrini ve Tesfaye, 2003; Gore vd., 2005). Uzun
donem hiperglisemi ve agri, hastalarda depresyona neden olabilir (Anderson vd., 2001;
Vileikyte vd., 2005).

Diyabetik noropatide oncelikli olarak hastanin ayrmtili dykisiiniin alinmasmin
ardindan; agr1, dokunma, vibrasyon gibi duyularin degerlendirildigi basit klinik testlerin
uygulandig1 gorsel analog dlgekler araciligiyla derecelendirilmektedir. Noropatik agrinin
degerlendirilmesi amaciyla olusturulmus Leeds Noropatik Semptomlar: Degerlendirme
Agr1 Olgegi (Leeds Assessment of Neuropathic Symptoms (LANSS) Pain Scale)
(Bennett, 2001) ve Noropatik Agr1 Olgegi (Galer ve Jensen, 1997) gibi &lgeklerin,
diyabetik hastalarda agrinin teshisi i¢in klinikte kullanimlari bulunmaktadir (Chong ve
Hester, 2007).

Diyabetik noropatide subklinik néropatiye tan1 koymak ve hastalik progresyonunu

takip etmek amaciyla kullanilan, “motor ve duyusal sinir ileti hizlar1 Sl¢limi” ve
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“kantitatif duyusal testler” gibi daha hassas testler de bulunmaktadir (Dyck vd., 2010;
Lee-Kubli vd., 2014). Ayrica cilt biyopsisi veya korneal konfokal mikroskopisi, ince sinir
lifi hasarlarinin goriintiilenmesinde kullanilan olduk¢a duyarli yontemler arasindadir
(Tavakoli vd., 2010).

Diyabet kaynakli noropatik agrisi oldugu diisiiniilen hastalarda, néropatik agri
semptomlarini taklit edebilen ila¢ ya da agir metal kaynakli norotoksisite, osteoartrit,
alkol ile iliskili noropati, post-herpetik nevralji, tiroid ve elektrolit dengesi bozukluklari,
inflamatuvar ya da konjenital nedenler gibi durumlarin ayirici tanisinin yapilmasi da

ayrica dnem tagimaktadir (Votrubec ve Thong, 2013).

2.2.7. Noropatik agrimin tedavisi

Kompleks ve multifaktoriyel bir sendrom olan ndropati kaynakli agrinin tedavisi
oldukga giictiir ve mevcut tedaviler ile agrida ancak %30-50 oraninda bir iyilesme
saglanabilmektedir (Bebek ve Ertas, 2007).

Noropatik agrist oldugu diisliniilen hasta ayrintili  bir degerlendirmeden
gecirildikten sonra, altta yatan sinir sistemi disfonksiyonunun diizeltilmesi ve ortaya
cikan semptomlarin kontrol altina alinmasi icin birtakim tedavi stratejileri gelistirilir
(Celebi vd., 2007). Noropatik agri kontroliinde tedavi segenekleri farmakoterapi,
girisimsel tedaviler, fizik tedavi ve rehabilitasyon uygulamalari ve kognitif ve davranissal
terapi olarak siniflandirilabilir (Ay ve Evcik, 2007).

Noropatik agrimin  degerlendirilmesi ve tedavisi i¢in; Uluslararas1 Agri
Aragtirmalart Dernegi’nin Noropatik Agri Uzman Komitesi (Neuropathic Pain Special
Interest Group, NeuPSIG) (Dworkin  vd., 2013), Avrupa Noroloji Dernekleri
Federasyonu (The European Federation of Neurological Societies, EFNS) (Attal vd.,
2010), Birlesik Krallik'taki Ulusal Saglik ve Klinik Miikemmellik Enstitiisii (the National
Institute for Health and Care Excellence, NICE) (National Institute for Health and Care
Excellence, 2013) ve Kanada Agr1 Dernegi (the Canadian Pain Society, CPS) (Moulin
vd., 2014)’nin de dahil oldugu bir dizi profesyonel kurulus tarafindan klinik uygulama
kilavuzlar yaymlanmistir. Bu kilavuzlarin tiimiinde birinci basamak tedavi i¢in 6ne ¢ikan
ti¢ ilag grubu vardir. Bunlar, amitriptilin basta olmak tizere TSA’lar; duloksetin,
venlafaksin gibi SNRI'lar ve gabapentin ve pregabalin gibi antikonviilzanlardir.
Noropatik agrinin tedavisi i¢in onerilen diger ilaglar arasinda tramadol, giiglii opioidler,

topikal kapsaisin ve topikal lidokain sayilabilir (Cruccu ve Truini, 2017). S6z konusu
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kilavuzlarin noropatik agri1 tedavisinde ila¢ se¢imine iliskin Onerileri Tablo 2.3’te

sunulmustur.

Medikal tedaviyi tolere edemeyen hastalar icin, sinir hasar bolgesine steroid

enjeksiyonu, néromodiilasyon, omurilik stimiilasyonu, radyofrekans ve sempatik sinir

blokaj1 gibi birtakim invazif teknikler de uygulanan yontemler arasindadir (Tan, 2009).

Tablo 2.3. Noropatik agrida ilag tedavisi basamaklar: (EFNS: The European Federation of Neurological

Societies, NICE: the National Institute for Health and Care Excellence, CPS: the Canadian Pain Society,

NeuPSIG: Neuropathic Pain Special Interest Group ) (Cruccu ve Truini, 2017)

EFNS NICE CPS NeuPSIG
Diyabetik Post- Santral Tiim gesitleri  Tiim ¢esitleri Tiim gesitleri
noropati herpetik noropatik
nevralji agri
Birinci Duloksetin ~ Gabapentin ~ Gabapentin ~ Amitriptilin Gabapentin Gapabentin
siratedavi ~ Gabapentin ~ Pregabalin Pregabalin ~ Duloksetin Pregabalin Gabapentin
Pregabalin TSA TSA Gabapentin Duloksetin ER/enakarbil
TSA Lidokain Pregabalin Venlafaksin Pregabalin
Venlafaksin  flasterleri Kapsaisin TSA Duloksetin
kremi Venlafaksin
TSA
Ikinci sira  Tramadol Giicli Tramadol Birinci sira Tramadol Kapsaisin
tedavi opioidler Gigli tedavide yer Giiclii opioidler patch'leri
Kapsaisin opioidler alan digeric ~ Lidokain krem  Lidokain
kremi oral (post-herpetik patch'leri
tedaviden biri  nevraljide) Tramadol
Lidokain
patch'leri (post-
herpetik
nevraljide)
Ucgiincii Giiglii Gigli Birinci sira Kannabinoidler  Botulinum
sira tedavi  opioidler opioidler tedavide yer toksini tip A
alan diger ii¢ Giicla
oral opioidler
tedaviden biri
Dordiincii Lamotrijin Diger opioidler
sira tedavi (santral Lakozamid
post-strok Lamotrijin
agrida) Botulinum
Kannabinoi toksini
dler Lidokain krem
(multipl Lidokain
sklerozda) patch'leri
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2.2.7.1. Diyabetik noropati kaynakl agrinin tedavisi

Diyabete bagli noéropatik agrida tedavi; glisemik kontrol, patogenetik
mekanizmalara yonelik tedavi yaklagimlari, yasam tarzi degisiklikleri ve semptomatik
tedavi seklinde siralabilir. Bunlarm yaninda bilissel ve davranissal tedavi (Irdesel, 2005)
ve omurilik stimiilasyonu, transkiitan6z elektriksel sinir stimiilasyonu, sempatik sinir
bloklar1 gibi diger noropatik agri tiirlerinde de kullanilmakta olan birtakim girisimsel
yontemlerden de yararlanilmaktadir (Brooks ve Kessler, 2017). S6z konusu tedavi

yaklagimlar1 asagida 6zetlenmistir.

Glisemik kontrol

Uygun diyet, egzersiz, insiilin ve/veya oral antidiyabetik tedavisi (tek basina ya da
kombine halde siilfoniliireler, metformin, a-glukozidaz inhibitorleri  ve
dipeptidilpeptidaz-IV inhibitorleri vb.) ile gerceklestirilen siki glisemik kontroliin diyabet
kaynakli noropatik agrinin 6nlenmesinde etkili oldugu bilinmektedir (Pop-Busui vd.,
2013; Ang vd., 2014).

Patogenetik mekanizmalara yonelik tedavi yaklasimlar

Diyabetik néropatinin olusumunda rol oynayan patofizyolojik mekanizmalari hedef
alan farmakolojik uygulamalar, hastaligin tedavisinde kullanilan 6nemli yaklagimlar
arasnda yer alir. Ornegin, aldoz rediiktaz inhibitérii ilaglar olan sorbinil, tolrestat,
ponalrestat, fidarestat, epalrestat, zenarestat, ranirestat poliol yolagi iizerinden etki
gostererek; sorbitol birikimini Onlemekte, sinir ileti hizin1 artirmakta ve noropati
ilerleyisini yavaslatmaktadir (Hotta vd., 2006; Tahrani vd., 2010; Singh, vd., 2014).

Yapilan ¢aligmalarda protein kinaz C enzimi inhibisyonunun, oksidatif stresi
azaltabilecegi ve sinir lifi fonksiyonlarini diizenleyebilecegi bilgisinden hareketle
diyabetik noropatili hastalarda denenmis bir protein kinaz C inhibitori olan
ruboksistaurin’in, ndropatik agri semptomlarini iyilestirdigi bildirilmistir (Casellini vd.,
2007; Tahrani vd., 2010). Ayrica diyabetik siganlara uygulanmis aminoguanidin ve N-
fenilagiltiyazoliyum’un noéronal ileti hizinda ve ileri glikolizasyon {iriinlerinin damarlarda
birikimi tizerinde olumlu etki gosterdigi (Cooper vd., 2000; Coppey vd., 2002);
benfotiyamin’in ise heksozamin yolag: tizerinde etkili olarak diyabet kaynakli ndropatik

agri tedavisinde kullanilabilecegi (Haupt, vd., 2005; Wu ve Renn, 2006) ileri stiriilmiistir.
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Diyabete bagli noropatik agr tedavisinde a-lipoik asit, nikotinamit, resveratrol,
rutin, taurin ve tigonellin gibi ajanlarin da ROS olusumu iizerine etki ederek faydali
olabilecegi bildirilmistir (Singh vd., 2014). Hiicre sinyal yolagi ve mitokondriyal enerji
metobolizmasi iizerinde 6nemli fonksiyonlara sahip bir antioksidan ve kofaktor olan a-
lipoik asit’in noropatik agri semptomlarint diizeltmede etkili oldugu bilinmektedir.
Ayrica, resveratrol NF-KB inhibisyonu ile (Sharma vd., 2009); rutin protein
glikozilasyonunu engelleyerek (Muthenna vd., 2012); taurin Schwann hiicrelerinde
nitrozatif ve oksidatif stresi azaltarak (Askwith vd., 2012); nikotinamit ise oksidatif stres-
poli(ADP)riboz polimeraz (PARP) aktivasyonu dongiisiinii inhibe ederek (Negi vd.,

2010) diyabetik noropatinin kontrol altina alinmasina katkida bulunmaktadir.

Yasam tarz1 degisiklikleri

Diyabet kaynakli ndropatinin onlenmesi ve kontroliinde hastada kan basinci
yiiksekligi, hiperlipidemi gibi kardiyovaskiiler risk faktorlerini azaltmaya yonelik yasam
tarzi1 degisikliklerinin yapilmasi gereklidir. Alkol tiikketimi ve sigara kullanimindan uzak
durulmali, viicut agirhigina dikkat edilmelidir. Egzersiz yapilmasi ve diyetin
diizenlenmesinin viicuttaki metabolik olaylar tizerine olumlu etkileri nedeniyle diyabet
kaynakli noropatik agrinin tedavisine biiyiik katkilar1 oldugu bilinmektedir (Boulton,
2004; Ko ve Cha, 2012).

Semptomatik tedavi

Diyabete bagli noropatik agrimin tedavisinde, glisemik kontrolii hedefleyen
tedaviler disindaki farmakolojik tedaviler cogunlukla semptomatik niteliklidir. Diyabetik
noropati kaynakli agrimin semptomatik tedavisi, ndropatik agr1 tedavisindeki genel
yaklagim ile ortiismektedir.

EFNS tarafindan yayinlanan kilavuzda, diyabet kaynakli néropatik agr1 tedavisi
icin ilk se¢im olarak duloksetin, venlafaksin ve TSA’lar gibi antidepresanlar ve
pregabalin gibi antikonviilzanlar; ikinci ya da {igiincli se¢im ilaglar olarak da opioidler
onerilmektedir (Cegielska-Perun vd., 2013). Semptomatik tedavide tek basina veya
kombinasyon halinde kullanilan ¢esitli bir¢cok ilacin, néropatik agriyr 6nemli oOlciide
azalttigi gosterilmesine ragmen; c¢ofu hastada agr1 kontroliiniin yetersiz kaldigi
bildirilmektedir. S6z konusu ilaglarin yan etki profilleri ve/veya etkilerine kars1 tolerans

gelisimi bu ilaglarin kullanimlarini sinirlandirabilmektedir (Schreiber vd., 2015). Tablo
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2.4’te diyabetik noropati tedavisinde kullanilabilecek bazi ilaglarin uygun dozlari ve yan

etki profilleri yer almaktadir:

Tablo 2.4. Diyabetik néropatik agrida semptomatik tedavi segenekleri (Chin ve Rubin, 2010)

Ilaglar Dozaj Yan etkiler
Antidepresanlar
1. TSA’lar
Amitriptilin 25-150 mg Agiz kurulugu, {iriner retansiyon,
Nortriptilin 25-150 mg sedasyon, somnolans, postural
hipotansiyon
2. SNRI’lar
Duloksetin 60-120 mg Bulanti, sersemlik
Venlafaksin 150-225 mg
3. SSRI’lar
Sitalopram 40 mg Bulanti, kusma
Paroksetin 40 mg
Antikonviilzanlar
Gabapentin 300-3600 mg (3-4 doz Renal metabolizasyon; doz ayarlamasi
seklinde) gerekli
Pregabalin 300-600 mg (2-3 doz Sersemlik, somnolans, periferik 6dem
seklinde)
Karbamazepin 200-600 mg

Okskarbazepin
Topiramat

Lamotrijin

Opioidler
Tramadol (zayif)

Oksikodon
Diger ilaglar
Meksiletin

Topikal tedavi
Kapsaisin krem

1200-1800 mg

25-400 mg arasinda titre

edilir; tipik doz ~100 mg
200-400 mg

<400 mg

10-100 mg (ortalama 40

mg/giin)

75-225 mg

Kapsaisin 0.075%

Sersemlik, bulantu
Diyare, kilo kaybi, somnolans

Kaginti, bas agrisi; yavas titre edilmeli

Bulanti-kusma, agiz kurulugu,
konstipasyon, sersemlikti
Konstipasyon, bilissel bozukluk

Gastrointestinal distres

Yanma, batma, kizariklik, kasinti

Antidepresanlar

Antidepresanlar, diyabet kaynakli néropatik agri tedavisinde ilk sira ilaglar arasinda

bulunmaktadir. Bu ilaglardan duloksetin, SNRI bir ilag olup Amerika Birlesik

Devletleri'nde diyabet kaynakli ndropatik agri endikasyonu i¢in onay almistir (Pergolizzi

vd., 2013). Yan etkileri hafif ve ge¢ici olan duloksetin, Tiirkiye'de 1 Agustos 2007

tarihinde Saglik Bakanligi tarafindan onaylanmistir (RxMediaPharma®, 2018). Yine

SNRI grubu bir antidepresan olan venlafaksin, diisiik dozlarda serotonin geri alimni,
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daha yiiksek dozlarda noradrenalin geri alimini engellemektedir (Schreiber vd., 2015) ve
bu ilacin da diyabetik noropatili hastalarda agri siddetini azaltmakta etkili oldugu
gosterilmistir. Baslica yan etkiler mide bulantis1 ve uyuklamadir (Rowbotham vd., 2004).

Noropatik agr1 tedavisinde ilk sira ilaglardan olan TSA’lar, diyabet kaynakli
noropatik agr1 tedavisinde selektif serotonin geri alim inhibitdrii (SSRI) ilaglara gore daha
yiiksek etkinlik gostermekte; ancak bunun yaninda kotii bir yan etki profili ortaya
koymaktadirlar (Feyzioglu, 2008). TSA’larin diyabet kaynakli néropatik agr1 tizerindeki
etki mekanizmalarinin, noradrenalin ve/veya serotonin geri alimi inhibisyonu ve
hiperaljezi ve allodiniye aracilik eden N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor
antagonizmasi oldugu disiiniilmektedir (Peng ve Bellingham, 2010; Tahrani vd., 2010).
Bu kategorinin en sik kullanilan ajanlar1 amitriptilin, imipramin ve klomipramindir
(Sindrup vd., 1990; Max vd., 1992; Sindrup vd., 2003; Schreiber vd., 2015). Bu ilaglarin
kullanimlar ilgili en yaygin yan etkiler; agiz kurulugu, postural hipotansiyon, aritmi,

kognitif bozukluk, konstipasyon ve idrar retansiyonudur (Chin ve Rubin, 2010).

Antikonviilzanlar

Pregabalin, diyabet kaynakli néropatik agri1 ve postherpetik nevralji tedavisi i¢in
Gida ve Ilag idaresi (Food and Drug Administration, FDA)’nden onay alan ilk
antikonviilzan ilagtir (Blommel ve Blommel, 2007; Verma vd., 2014). Presinaptik
ndronun 023 alt-iinitesine baglanarak Ca*? gegisini ve noronal eksitatdr ndrotransmitter
saliverilmesini azaltma yoluyla etkinlik gosterir (Tesfaye ve Selvarajah, 2009). a26
bolgesine affinitesi gabapentin’in 6 katidir (Vinik ve Casellini, 2013). Pregabalin
analjezik etkilerine ek olarak anksiyolitik aktiviteye ve ayrica uyku ve yasam kalitesini
tyilestirici etkilere de sahiptir. Yan etkileri arasinda bas donmesi, bas agrisi, uyusukluk,
periferik 6dem ve kilo alim1 yer alir (Zilliox ve Russell, 2011).

Gabapentin ve pregabalin benzer etki mekanizmasina sahip ilaglardir ve yapilan
bazi ¢aligmalar bu ilaglarin TSA’lardan ve opioidlerden daha yiiksek analjezik etkinlige
sahip olduklarina isaret etmistir (Gilron ve Flatters, 2006). Farmakolojik etkisini, L-tipi
Ca*? kanallarnin 028 bolgesine baglanarak gerceklestiren gabapentin; yan etkileri
acisindan da pregabalinle benzerlik gosterir (Serpell ve Neuropathic Pain Study Group,
2002).

Glutamat’in a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazol propiyonik asit (AMPA) /

kainat reseptorlerine baglanan ve voltaja duyarli Na* ve L-tipi Ca*2 kanallarin1 bloke eden
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bir ila¢ olan topiramat ndron rejenerasyonunun saglanabilmesine de katkida bulunur. Bu
ilacin Tip 2 DM’li obez hastalarin kilo vermesine ve kan lipit profilerinin diizelmesine de
yardimci oldugu bildirilmistir (Bayram ve El¢ioglu, 2016). Lakozamit de voltaja duyarh
Na* kanal blokaji yapan ve DM’li hastalarda iyi tolere edilen bir ilagtir. Sik goriilen yan
etkileri arasinda mide bulantisi, bag agrisi, bag donmesi ve yorgunluk yer alir (Errington
vd., 2008).

Parsiyel ve tonik-klonik nobetlerin yani sira bipolar hastalik gibi birtakim
psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir ilag olan karbamazepin’in de diyabetik
noropati tedavisinde kullanilabilecegi bildirilmistir (Amerikan Diyabet Birligi, 2010;
RxMediaPharma®, 2018).

Opioidler

Tramadol, siddetli agrinin azaltilmasi amaciyla diyabet kaynakli néropatik agri
tedavisinde kullanilan, uzun siiren uygulamada bagimlilik ve tolerans gelisimine pek
neden olmayan opioid bir analjeziktir (Bayram ve Elgioglu, 2016). Morfin de diyabetik
noropati ve post-herpetik noralji tedavisinde kullanimi olan opioid bir ilagtir (Gilron vd.,
2005). Bu ilaglarin yani sira, p-opioid reseptor agonisti ve ayni zamanda bir noradrenalin
geri alim inhibitorii olan tapentadol da FDA tarafindan agrili diyabetik periferik néropati
tedavisi i¢in onay almistir (Singh vd., 2014; Bayram ve Elgioglu, 2016).

Klinikte kullanilan s6z konusu yaklasimlarin yani sira, diyabetik noéropati
tedavisinde tedavi alternatifi olabilme potansiyeline sahip diger bazi ajanlar ve etki

mekanizmalar1 da Tablo 2.5.’te sunulmustur.

Tablo 2.5. Diyabetik néropati tedavisinde yeni hedef yaklasimlar (Singh vd., 2014; Bayram ve Elgioglu,
2016)

lac Ad1 Etki Mekanizmasi
1. Alogliptin Dipeptidil peptidaz-IV inhibitorii
2. PKF 275-055 Dipeptidil peptidaz-1V inhibitorii
3. KU-32 Noronal hiicre 6liimiinde koruyucu Hsp90 inhibitorii
4. MK801 NMDA reseptor blokdorii
5. Nabilon Kannabinoid CB1 reseptor agonisti
6. Rimonabant Kannabinoid CB1 reseptor agonisti
7. Tapentadol ER p-opioid reseptor agonisti-noradrenalin reuptake inhibitorii
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lac Adx Etki Mekanizmasi

NGX-4010 (kapsaisin

8. dermal patch) Nosiseptorlerde P maddesi deplesyonu
9. AVE7688 (llepatril) Vazopeptidaz inhibisyonu

10. ABT-594 a4 B2 noronal nikotinik reseptdr agonisti
11. ABT-894 a4 B2 noronal nikotinik reseptdr agonisti
12. Sildenafil Fosfodiesteraz-5 inhibisyonu

13. BAY 11-7082 IkB fosforilasyon inhibisyonu

P13K/Akt sinyal yolag: iizerinden endotel hiicrelerini koruma,

14. Timozin p4 siyatik sinirlerdeki periferik sinir fonksiyonlarini iyilestirme

2.3. Deneysel diyabetik noropati modelleri

Diyabet kaynakli noropatik agri patogenezine iliskin ¢ogu bilgi, diyabetik
kemirgenler ile yapilan calismalardan elde edilmistir. Siklikla kullanilan deneysel
modeller arasinda streptozotosin (STZ) uygulanmis sigan ve fareler, yiikksek yaglh diyetle
beslenen kemirgenler, gida ve kimyasal kombinasyonu ile indiiklenmis modeller; Zucker
diyabetik obez fareler, Tip 1 insiilinopenik BB/Wor ve Tip 2 hiperinsiilinemik diyabetik
BBZDR/Wor siganlar, obez olmayan diyabetik fareler, Akita fareler ve leptin ve leptin-
reseptor eksikligi olan farelerin de bulundugu spontan veya genetik olarak olusturulmus

modeller yer almaktadir (Gao ve Zheng, 2014).

2.4. Reboksetin

Reboksetin, secici ve potent bir noradrenalin geri alim inhibitorii olup (RS)-2-
[(RS)- a -(2-etoksifenoksi)benzil] morfolin metansulfonat kimyasal formiiliine sahip bir
ilactir (Sekil 2.6.) (Preskorn, 2004).

Sekil 2.6. (S,S)-reboksetin ve (R,R)-reboksetin (Wienkers vd., 1999)
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Major depresyonun akut tedavisi ve baslangic tedavisine yanit vermis hastalarda
klinik  iyilesmenin  devamliligimin  saglanmasi i¢in  kullanilan  reboksetin
(RxMediaPharma®, 2018), ilk olarak 1997°de Birlesik Krallik’ta onay almistir. 1997°den
bu yana Avusturya, Danimarka, Finlandiya, Almanya, irlanda, Italya ve isvec gibi birgok
Avrupa iilkesinde kullanilmaktadir (Page, 2003; Preskorn, 2004). Reboksetin (Edronax®,
Pfizer), iilkemizde ilk olarak 2005 yilinda ruhsatlandirilmistir (RxMediaPharma®, 2018).
Diger yandan, Amerika Birlesik Devletleri depresyon tedavisindeki efikasitesine dair
yeterli kanit olmamasi gerekgesiyle reboksetin kullanimina onay vermemistir (Page,

2003; Preskorn, 2004; Braithwaite, 2015).

2.4.1. Reboksetin’in etki mekanizmasi

Reboksetin, morfolinin bir a-ariloksibenzil tirevidir (Sepede vd., 2012). (S,S) ve
(R,R) izomerlerinin rasemik bir karistmi olan reboksetin, yiiksek bir secicilikle
noradrenalin tasiyicisina baglanir ve presinaptik aralikta noradrenalin geri alimini selektif
olarak inhibe ederek antidepresan etkinligini gosterir. Muskarinik, histaminik ve o-
adrenerjik reseptorlere minimum affiniteye sahiptir; monoamin oksidaz (MAQ) enzimi
ve serotonin ve dopamin geri alim1 tizerinde inhibe edici 6zelligi bulunmaz (Hajos vd.,
2004; Sepede vd., 2012).

Reboksetin ile sinaptik aralikta artan noradrenalin konsantrasyonu sonucu [3-
adrenerjik reseptorlerde desensitizasyon goriilebilmektedir. Yapilan bazi in vivo
caligmalarda; reboksetin’in presinaptik o-adrenerjik reseptorler iizerinde antagonist

ozellik gosterdigi de gdzlenmistir (RxMediaPharma®, 2018).

2.4.2. Reboksetin’in olas1 endikasyonlari

Literatiirde reboksetin’in major depresyon disinda SSS ile iliskili diger bazi
hastaliklarda da etkili olabilecegine dair cesitli raporlara rastlanmaktadir. Bu ilacin panik
bozukluk (Dannon vd., 2002; Versiani vd., 2002), post-travmatik stres bozuklugu (Spivak
vd., 2006), SSRI’lara direngli obsesif-kompulsif hastalik (Fontenelle vd., 2005), dikkat
eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu (Ratner vd., 2005; Toren vd., 2007; Tehrani-Doost
vd., 2008; Quintero vd., 2010; Riahi vd., 2010), sizofreninin negatif belirtileri (Raedler
vd., 2004; Shoja Shafti vd., 2015; Matthews vd., 2018), kokain replasmani (Szerman vd.,
2005), 6grenme ve bellek bozukluklari (Ferguson vd., 2003; Borgkvist vd., 2011; Warner
ve Drugan, 2012), inmeye bagli motor yetmezlikler (Zittel vd., 2007), kronik bel agrisi
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ve fibromiyalji (Krell vd., 2005), bulimia nervosa (El-Giamal vd., 2000; Fassino vd.,
2004), tedaviye direngli pediyatrik noktiirnal eniirezis (Nevéus, 2006) ve narkolepsi
(Larrosa vd., 2001) tedavilerinde yararli olabilecegi bildirilmis ve reboksetin’in
antipsikotik ilaglarla kombinasyonunun bu ilaglarla indiklenen kilo artisim
onleyebilecegi ileri siiriilmiistir (Poyurovsky vd., 2003; Kishi vd., 2013). Ayrica
literatlirde, reboksetin’in noropatik agri tizerine de olumlu etki gosterebilecegine isaret
eden calismalar da mevcuttur (Pedersen vd., 2005; Leventhal vd., 2007; Hughes vd.,
2015).

2.4.3. Reboksetin’in farmakokinetik ozellikleri

Reboksetin, oral olarak uygulanmasinin ardindan hizli bir sekilde absorbe olmakta
ve iki saatte plazma doruk konsantrasyonuna ulasmaktadir. Elde edilen veriler, mutlak
biyoyararlaniminin %94 ten yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir (Hajos vd., 2004). Yag
oran1 yiiksek beslenme, ilacin absorpsiyon hizini azaltabilmektedir; ancak absorbe olan
miktarin1 degistirmemektedir (Hajos vd., 2004; RxMediaPharma®, 2018).

Reboksetin’in viicut dagilim hacmi ¢ok yiiksektir; neredeyse tiim viicut sivilarina
dagildigt  ileri  siirilmektedir. (R,R)-(-) enantiyomerinin de  plazmadaki
konsantrasyonunun, (S,S)-(+) enantiyomerinkinden yaklasik iki kat daha fazla oldugu
bildirilmigtir. Etkin konsantrasyona pek etkisi olmaksizin; ila¢ plazma proteinlerine,
ozellikle de as-asit glikoproteinlere yiiksek oranda (%97) baglanmaktadir (Hajos vd.,
2004; RxMediaPharma®, 2018).

Reboksetin dealkilasyon, hidroksilasyon ve oksidasyon reaksiyonlarini takip eden
glukuronidasyon ve siilfat konjugasyonu gibi yolaklar aracilig1 ile metabolize olmaktadir.
Reboksetin’in hepatik metabolizmasinda sitokrom P450 enzimlerinden CYP3A4 6nemli
rol oynamaktadir (Sepede vd., 2012). O-desetilreboksetin ise inaktif primer metabolitidir.
Terapotik dozlarda klinik olarak bir anlami olmasa da in vitro zayif CYP3A4 ve CYP2D6
enzim inhibisyonu etkinlik gdsterdigi bildirilmistir. CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 veya
CYP2EI1 enzimleri iizerine ise etkisi bulunmamaktadir (RxMediaPharma®, 2018).

Reboksetin’in yarilanma 6mrii 12-16 saattir. Eliminasyonu baslica renal yolla
(%78) olmaktadir ve alinan ilacin %10°u degismeden atilmaktadir. Fegesle eliminasyon

ise smirlidir (Sepede vd., 2012; RxMediaPharma®, 2018).
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Siddetli hepatik ve renal yetmezlikte ilacin klirensinde ve olusan metabolitlerinde
meydana gelen azalma ve 75 yas lizeri populasyonda ilag kullanimini takiben
konsantrasyon zaman egrisi altinda kalan alanda (EAA) olusan artis nedeniyle, toksik doz
gbzlenmemesi agisindan bu hastalarda tedaviye daha diisik doz ile baslanmasi
gerekmektedir (Sepede vd., 2012; RxMediaPharma®, 2018).

2.4.4. Reboksetin’in farmadinamik ozellikleri

Reboksetin, major depresif bozukluk i¢in ilk basamak tedavisi olarak 6zel olarak
gelistirilen ve piyasaya cikarilan ilk noradrenalin geri alim inhibitori ilagtir (Hajos vd.,
2004). Sinaptik aralikta noradrenalin seviyesini artirma ve noradrenerjik
nérotransmisyonun modifikasyonu sonucu etkisini gdstermektedir (RxMediaPharma®,
2018). Adrenerjik, kolinerjik, histaminerjik, dopaminerjik, serotonerjik reseptorlere
affinitesi diisiiktiir. Etki mekanizmas1 TSA’lara benzerdir; ancak dopamin veya serotonin

geri alimini etkilemez (Hajos vd., 2004).

Gergeklestirilen in vitro ¢alismalarda, reboksetin’in muskarinik ve adrenerjik (o,
a2, PB) reseptorler igin belirgin bir affiniteye sahip olmadigi gosterilmistir. Bu
reseptorlerde meydana gelen baglanmalarin, TSA benzeri diger antidepresan ilaglarin
antikolinerjik, kardiyovaskiiler ve sedatif yan etkileriyle iliskili oldugu bilinmektedir.
Reboksetin, a1 veya o2 adrenoseptorleri igin in vitro baglanma affinitesinden yoksun
olmakla birlikte; in vivo yiiksek dozlarda ilacin bu reseptorler ile fonksiyonel bir

etkilesimi oldugu g6z 6niinde bulundurulmalidir (RxMediaPharma®, 2018).

Reboksetin’in, yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda noradrenalin tasiyicisina,
serotonin ve dopamin tastyicilarina oranla ¢ok daha yiiksek secicilikle baglandigi ve daha
aktif olan (S,S) enantiomerinin diger izomerine kiyasla 12,770 kat fazla affinite

sergiledigi bildirilmistir (Hajos vd., 2004).

2.4.5. Reboksetin’in yan etkileri

Reboksetin kullanimi sirasinda plasebo ile kiyaslandiginda en sik karsilagilan yan
etkiler; uykusuzluk, hiperhidroz, idrar retansiyonu ve agiz kurulugu, bulanti, kusma,
konstipasyon gibi gastrointestinal bozukluklardir (Preskorn, 2004).

Ajitasyon, anksiyete, sersemlik, parestezi, vertigo, tremor, bas agrisi, akatizi, istah

azlhigi, tat alma duyusunda bozukluk, akomodasyon bozuklugu, tasikardi, palpitasyon,
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vazodilatasyon, hiper/hipotansiyon, dokiintii, uygunsuz antidiiiretik hormon salgilanmasi
sendromu, diziiri, libido azalmasi ve impotans da kullanim sirasinda ortaya ¢ikabilen yan
etkiler arasindadir (RxMediaPharma®, 2018).

2.4.6. Reboksetin’in gida Vve ilac¢ etkilesimleri

Reboksetin’in gidalarla birlikte alinmasimin kan ilag diizeyinde anlamli bir
degisiklige yol agmadigi; ayrica saglikli bireylerde alkol ile eszamanli kullaniminda
alkoliin kognitif fonksiyonlar iizerindeki olumsuz etkisini artirmadigi bildirilmistir. TSA,
SSRI, MAO inhibitorleri gibi diger antidepresanlarla beraber kullanimina dair klinik
veriler ise heniliz bulunmamaktadir.

Reboksetin’in, metabolizmasinda dnemli rolii olan sitokrom P450 izonzimlerinden
CYP3A4 tizerinde inhibisyon yapan eritromisin, ketokonazol, nefazodon ve fluvoksamin
gibi ilaglarla birlikte kullanimi, reboksetin’in plazma konsantrasyonunu artirmakta,
eliminasyonunu azaltmaktadir. Fenitoin, fenobarbital, karbamazepin, rifampisin, St.
John’s Wort gibi CYP3A4 indiiksiyonu yapan ilaglarla birlikte kullanim1 durumunda ise
reboksetin serum diizeylerinde diisiisler goriilebilmektedir.

Aralarinda anlamli diizeyde herhangi bir farmakokinetik etkilesme goriilmemesine
ragmen; reboksetin’in lorazepam ile kombine uygulanmasi durumunda saglikli
gontllilerin kalp atim hizinda kisa siireli artis ve hafif-orta uyku hali gézlemlenmistir.
Reboksetin’in ergot tiirevleri ile birlikte kullanimi durumunda ise kan basincinda
yiikselmeler goriilebilmektedir. Hipokalemi ihtimaline karsi potasyum (K*) kaybina yol
acan diiiretiklerle eszamanli kullaniminda dikkatli olunmalidir.

Tiramin benzeri etkiden dolayi, MAO inhibitorleri (linezolid, metilen mavisi gibi)

ile reboksetin’in birarada kullanimindan ka¢imilmalidir (RxMediaPharma®, 2018).

2.4.7. Reboksetin’in uygulama yolu ve dozaji

Reboksetin, piyasada tablet formunda preparatlar1 bulunan oral yolla uygulanan bir
ilagtir. A¢ ya da tok kullanilabilir (RxMediaPharma®, 2018).

Yetiskinler i¢in Onerilen oral terapotik reboksetin dozu giinde 2 kez 4 mg'dir (8
mg/giin). 3 hafta sonra klinik yanit yetersiz bulunursa, doz 10 mg/giin'e ¢ikartilabilir.
Tavsiye edilen maksimal dozu ise 10 mg/giin’diir (Hajos vd., 2004; RxMediaPharma®,
2018). Yakin zamanli iki faz III ¢alismasindan elde edilen verilere gore; bir hafta

siiresince giinde iki defa 2 mg ilag uygulamasini takiben, dozun giinde iki kez 4 mg olacak
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sekilde yiikseltilerek ilacin kullanimina devam edilmesinin, reboksetin’in kisa donem
tolerabilitesini arttirdigi ortaya koyulmustur (Hajos vd., 2004). 65 yas tizeri populasyon
igin ise reboksetin’in dnerilen oral terapotik dozu ikiye boliinmiis halde giinde 4-6 mg'dir;
3 hafta sonra, yetersiz klinik yanit durumunda doz 10 mg/giin'e artirilabilmektedir
(RxMediaPharma®, 2018).

Renal yetmezligi (50 mililitre/dakika altinda kreatinin Klirensi) veya orta-siddetli
karaciger yetmezIligi olan hastalarda, hastanin toleransina bagli olarak baslangi¢ dozu 2

mg/gtin olan reboksetin’in dozu giinliik 6 mg'a kadar ¢ikarilabilmektedir.
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3. GERECLER
3.1. Deney Hayvanlar

Deneyler; aymi yasta Sprague-Dawley erkek si¢anlar (300-350 gram) ile
gergeklestirilmistir. Deney hayvanlar pellet seklindeki standart yemlerle beslenerek, su
ve yem kisitlamasi olmadan barindirilmis; bulunduklari odalarin kosullarinin 24 + 1°C
sicakliga, 12 saat aydinlik/ 12 saat karanlik dongiisiine (1siklarin 8:00-20:00 arasinda agik
oldugu) ve iyi bir ventilasyona sahip olacak sekilde sabit tutulmasi saglanmistir. Bu
calismanin deneysel protokolii Anadolu Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu ve Eskisehir Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

tarafindan onaylanmistir.

3.2. Kullanilan ila¢ ve Kimyasal Maddeler

Reboksetin (Edronax®) (Pfizer, NY, ABD)
Pregabalin (Sigma, St. Louis, MO, ABD)
Metformin hidrokloriir (Sigma, St. Louis, MO, ABD)

a-metil-para-tirozin metil ester (AMPT)  (Sigma, St. Louis, MO, ABD)

Fentolamin (Sigma, St. Louis, MO, ABD)

Propranolol (Sigma, St. Louis, MO, ABD)

Metoprolol (Beloc®) (Astrazeneca, Cambridge, Birlesik
Krallik)

ICI1 118,551 (Tocris Bioscience Co., Bristol, Birlesik
Krallik)

SR 5923A (Tocris Bioscience Co., Bristol, Birlesik
Krallik)

SCH 23390 (Sigma, St. Louis, MO, ABD)

Siilpirid (Sigma, St. Louis, MO, ABD)

Atropin (Sigma, St. Louis, MO, ABD)

Naltrindol (Tocris Bioscience Co., Bristol, Birlesik
Krallik)

Streptozotosin (Sigma, St. Louis, MO, ABD)
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Sitrik asit

Trisodyum sitrat

Halotan

Paraformaldehit

Etanol

Serum fizyolojik

Parafin

Sodyum hidrojen fosfat (NazHPO4)
Monopotasyum fosfat (KH2PQO4)
Etil alkol

Sodyum hidroksit

Glutaraldehit

Osmiyum tetraoksit

Uranil asetat

Propilen oksit

Araldit CY212

Sodyum sitrat
Kursun nitrat
Toluidin mavisi

Susuz boraks (Na2B4O7)

3.3. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Aktivite kafesi cihazi
Hargreaves test cihazi

Dinamik plantar cihazi
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(Merck, Darmstadt, Almanya)
(Merck, Darmstadt, Almanya)
(Sigma, St. Louis, MO, ABD)
(Sigma, St. Louis, MO, ABD)
(Sigma, St. Louis, MO, ABD)
(Adeka, Samsun, Tiirkiye)

(Sigma, St. Louis, MO, ABD)
(Merck, Darmstadt, Almanya)
(Merck, Darmstadt, Almanya)
(Sigma, St. Louis, MO, ABD)
(Merck, Darmstadt, Almanya)
(EMS, Hatfield, PA, ABD)

(EMS, Hatfield, PA, ABD)

(EMS, Hatfield, PA, ABD)

(Merck, Darmstadt, Almanya)

(Agar Scientific, Stansted, Birlesik
Krallik)

(Merck, Darmstadt, Almanya)
(Merck, Darmstadt, Almanya)
(Sigma, St. Louis, MO, ABD)

(Sigma, St. Louis, MO, ABD)

(Ugo-basile, 7420, Verase, Italya)
(Ugo-basile, 37370, Verase, Italya)

(Ugo-basile, 37450, Verase, Italya)



Randall-Selitto analjezimetre

Soguk/Sicak plaka test cihazi

Accu-Chek Performa Nano® glukoz
Ol¢lim cihazi

Perfiizyon cihaz1

ImageJ goriintii analiz programi

Isik mikroskobu

LCmicro goriintiileme programi

Rotator
Ultramikrotom
Trim cihaz
Knifemaker
Manyetik karistirict
Etiuv

Hassas terazi

Cesitli cam laboratuvar malzemeleri

Cesitli cerrahi malzemeler

(Ugo-basile, 37215, prob tip %4 1
mm Verase, Italya)

(Ugo-basile, 35100, Verase, Italya)

(Roche, Basel, Isvigre)

(Cole-Parmer Instrument Co., Vera
Manostat® pump, IL, ABD)

(National Institudes of Health,
Bethesda, MD, ABD)

(Olympus CX31RTSF, Olympus
GmbH, Hamburg, Almanya)

(Olympus GmbH, Hamburg,
Almanya)

(Pelco R2 Rotary Mixer, ABD)
(Leica EM UC7, Almanya)
(Leica EM TRIM-2, Almanya)
(Leica EM KMR2, Almanya)
(Heidolph, ABD)

(Binder, Almanya)

(Ohaus, E 12140, Greifensee,
Isvigre)
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4. YONTEMLER
4.1. Streptozotosin ile Deneysel Diyabet Modeli Olusturulmasi

Deneysel diyabet modeli olusturulacak deney hayvanlar1 bir gece Onceden ag
birakilmistir. Model olusturulacak siganlara kuyruk venlerinden 0,1 M sitrat tamponu
(pH=4,5) icerisinde hazirlanmis olan 50 mg.kg™! dozda STZ enjekte edilirken; kontrol
grubunda bulunan siganlara intravendz (i.v.) olarak esit hacimde sitrat tamponu
uygulanmistir  (Skalska vd., 2008; Shafik, 2012; Gao ve Zheng, 2014). STZ
enjeksiyonunu takiben deney hayvanlarmin bulunduruldugu kafeslere, hipoglisemik sok
riskini nlemek amaciyla 5 mmol.I"! glukoz soliisyonu bulunan suluklar yerlestirilmistir
(Skalska vd., 2008). 72 saat sonra, hayvanlardan kan &rnekleri alinmis ve Accu-Chek®
Performa Nano (Roche, Basel, Isvicre) cihazi ile kan glukozu &lgiimleri
gerceklestirilmistir. Kan glukozu 300 mg.dl? iizerinde olan siganlar diyabetik kabul
edilmistir (Ugel vd., 2015; Wu vd., 2015).

Deneysel diyabet modeli olusturulan siganlarda noropatik agri gelisimi i¢in 4 hafta

beklenmistir (Dang vd., 2014).

4.2. Diyabetik Sicanlarda flac Tedavisi

Deney gruplar asagidaki sekilde olugturulmustur:

Sitrat tamponu (i.v.) enjeksiyonundan 4 hafta sonra 14 giin

K I . .
ontrol grubu stire boyunca serum fizyolojik (SF) uygulanan grup

STZ (i.v.) enjeksiyonundan 4 hafta sonra 14 giin siire

DM grubu boyunca SF uygulanan grup

STZ (i.v.) enjeksiyonundan 4 hafta sonra 14 giin siire
REB 8+DM grubu : boyunca 8 mg.kg? (per oral, (p.0.)) reboksetin uygulanan

grup
REB 16+DM - STZ (i.v.) enjeksiyonundan 4 hafta sonra 14 giin siire
grubu " boyunca 16 mg.kg? (p.o.) reboksetin uygulanan grup

STZ (i.v.) enjeksiyonundan 4 hafta sonra 14 giin siire

+
MET+DM grubu boyunca 1000 mg.kg* metformin uygulanan grup

STZ (i.v.) enjeksiyonundan 4 hafta sonra 14 giin siire

PRG+DM grubu boyunca 10 mg.kg™* pregabalin (p.0.) uygulanan grup
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Her deney grubunda 8 adet si¢an yer almaktadir.

Reboksetin diyabetik sicanlara 8 mg.kg™ ve 16 mg.kg? dozlarinda (p.o.) iki hafta
boyunca uygulanmistir (Pedersen vd., 2005; Cegielski-Perun vd., 2014). Saglikli ve
diyabetik kontrol grubunda bulunan siganlara ise reboksetin’i ¢6zmek igin yararlanilan
SF (% 0,9’luk sodyum kloriir) uygulanmistir. Plazma glukoz 6l¢timleri i¢in referans ilag
olarak 1000 mg.kg dozda metformin (Ong vd., 2011) ve néropatik agr1 calismalari icinse
referans ilag olarak 10 mg.kg? dozda pregabalin deney hayvanlarina oral yolla

uygulanmustir (Thiagarajan vd., 2014).

4.3. Deney Hayvanlarinin Plazma Glukoz Diizeylerinin Ol¢iimii

Metformin ve reboksetin uygulamalarinin bitiminde deney hayvanlarin plazma
glukoz diizeyleri, kuyruk veninden alinan kandan Accu-Chek® Performa Nano (Roche,

Basel, Isvigre) cihazi yardimiyla dl¢iilmiistiir.

4.4. Noropatik Agrimin Degerlendirilmesi

4.4.1. Mekanik hiperaljezinin degerlendirilmesi

Sekil 4.1. Randall-Selitto test cihazi

Mekanik hiperaljezinin degerlendirilmesi i¢in Randall-Selitto cihazi (Ugo-basile,
37215, Verase, Italya) (Sekil 4.1.) kullamlmistir. Bu testte, sicanlarin arka pengelerinin

dorsal kisimlarina linear artig gosteren basing uygulanmis ve siganlarin pengelerini ¢ektigi
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kuvvet (gram) mekanik nosiseptif esik olarak kabul edilmistir (Gear vd., 2014; Pereira
vd., 2014). Pencede hasar olugsmamasi i¢in uygulanan maksimum kuvvet 250 gram ile

siirlandirilmistir (Santos-Nogueira vd., 2012).

4.4.2. Mekanik allodininin degerlendirilmesi

Sekil 4.2. Dinamik plantar test diizenegi

Mekanik allodininin degerlendirilmesinde, agrili olmayan mekanik uyarana yanitin
gram cinsinden olgiildiigii dinamik plantar aesthesiometer cihazindan (Ugo-basile,
37450, Verase, Italya) (Sekil 4.2.) yararlamlmustir. Cihaz, yiikseltilmis delikli metal bir
zemin lizerine yerlestirilen 17x69x14 cm boyutunda 6 adet pleksiglas bolmeden ve bu
zeminin altinda 0,5 mm capinda bir metal ¢ubuk yardimi ile artan kuvvette mekanik

uyaran uygulayabilen hareketli bir par¢adan meydana gelmektedir.

Deney hayvanlari, deney baslamadan 6nce bu kutulara yerlestirilmis ve ortama
adaptasyonlar1 i¢cin 30 dakika siire ile beklenmistir. Daha sonra, hayvanlarin arka
pengelerinin plantar yiizeylerine cihaz tarafindan artan kuvvette (2,5 g.s}) bir basing
uygulanmustir. Sicanlar pengelerini ¢ektifinde mekanik uyaran otomatik olarak durmus
ve pengenin ¢ekildigi kuvvet cihaz tarafindan 0,1 gram hassasiyetle kaydedilmistir

(Huntjens vd., 2009; Nirogi vd., 2012; Liang vd., 2018).

Deney hayvanlarinin penge ¢ekme esikleri, 5 dakika araliklarla gergeklestirilen {i¢

Olclimiin ortalamasi alinarak hesaplanmistir (Nirogi vd., 2012). Pence hasarinin meydana
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gelmemesi agisindan uygulanan maksimum kuvvet 50 gram olarak belirlenmistir (Dai

vd., 2018).

4.4.3. Termal hiperaljezinin degerlendirilmesi

Sekil 4.3. Hargreaves test diizenegi

Termal hiperaljezinin degerlendirilmesi igin plantar test cihazi1 (Ugo-basile, 37370,
Verase, Italya) (Sekil 4.3.) kullamlmustir. Cihaz yiikseltilmis cam bir yiizey iizerine
yerlestirilen 17x69x14 cm boyutunda 6 adet pleksiglas bolmeden ve bu zeminin altinda
bulunan hareketli bir radyan 1s1 kaynagindan olugmaktadir. Deney hayvanlari, deney
baslamadan 6nce bu kutulara yerlestirilmis ve ortama adaptasyonlari i¢cin 30 dakika siire
ile beklenmistir. Olgiim sirasinda, hareketli radyan 1s1 kaynagi, siganlarin arka
pengelerinin plantar yiizeylerine denk gelecek sekilde konumlandirilarak cihaz
caligtirtlmigtir. Siganlarin penge ¢ekme siireleri cihaz tarafindan 0,1 saniye hassasiyetle
kaydedilmistir (Yi vd., 2011; Cheppudira vd., 2016). Penge hasarindan kacinmak
amaciyla deney hayvanlarina 20 saniyeden uzun siire termal uyaran uygulanmamustir.
Olgiimler hep ayn1 pence iizerinde gerceklestirilmistir ve her bir hayvanin pence ¢ekme
stiresi 5 dakika araliklarla yapilan {i¢ 6l¢iimiin ortalamasi alinarak hesaplanmistir (Li vd.,

2013; Aydin vd., 2016).
4.4.4. Termal allodininin degerlendirilmesi

Termal allodininin degerlendirilmesinde “sicak/soguk plaka test cihaz1”

kullamlmistir (Ugo-basile, 35100, Verase, italya) (Sekil 4.4.). Ilik plaka deneyi igin,
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sicanlar {istii agik pleksiglas bir silindirle gevrili olan ve 38°C sicakliga ayarlanmis
aluminyum bir plaka iizerine yerlestirilmis ve ilk reaksiyonlarina kadar gegen siire
kaydedilmistir. Bu testte cut off siiresi 30 saniye olarak belirlenmistir (Beyreuther vd.,

2007).

Sekil 4.4. [lik plaka test cihazi

4.5. Lokomotor Aktivitenin Degerlendirilmesi

Sekil 4.5. Aktivite kafesi test cihazi
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Spontan lokomotor aktivitenin degerlendirilmesinde, seffaf pleksiglas duvarlari
olan ve 40x40x31 cm ebatlarindaki aktivite kafesi cihaz1 (Sekil 4.5.) (Ugo-basile, 7420,
Verase, Italya) kullanilmistir. Bu testte, deney hayvanlarmin yatay ve dikey ydnlerdeki
hareketleri, cihazin karsilikli kenarlarinda yer alan pargalar araciligiyla iiretilen infrared
1s1n demetlerini kesintiye ugratmakta ve bu kesintiler cihaz tarafindan otomatik olarak
kaydedilmektedir. Bu c¢alismada sicanlarin yatay ve dikey yonlerdeki hareketleri 10
dakika boyunca kaydedilmistir (Palenicek vd., 2005; Pitsikas vd., 2008).

4.6. Mekanizma Aydinlatmaya Iliskin Calismalar
Bu ¢aligmada, reboksetin’in 16 mg.kg?’lik dozu 8 mgkg''Iik dozundan daha

yiiksek bir antihiperaljezik ya da antiallodinik etkinlik gostermediginden, mekanizma
aydinlatmaya iliskin ¢alismalar icin reboksetin’in 8 mg.kg™®’lik dozu kullanilmustir.

Reboksetin’in antihiperaljezik ve antiallodinik etkilerine katekolaminerjik
sistemin katiliminin arastirilmasi amaciyla katekolamin sentez inhibitérii AMPT (200
mg.kg!; intraperitonal, (i.p.)) ile mekanizma galismalar1 yapilmistir (Fulford ve Marsden,
2007). AMPT calismalarinda son SF ve reboksetin uygulamalarindan 24 saat ve 1 saat
once AMPT (200 mg.kg™, i.p.) uygulanmustir.

Daha sonra reboksetin’in antihiperaljezik ve antiallodinik etkilerine adrenerjik
reseptorlerin olasi katilimini arastirmak tizere non-selektif a-adrenerjik reseptor blokorii
fentolamin (5 mg.kg™?, i.p.), non-selektif B-adrenerjik reseptor blokérii propranolol (5
mg.kg?, i.p.) (Barbaros vd., 2018), P1-adrenoseptdr blokorii metoprolol (15 mg.kg?, i.p.)
(Béique vd., 2000), B2-adrenoseptdr blokorii ICI 118,551 (1 mg.kg?, i.p.) (Njung'e vd.,
1993) ve PBs-adrenoseptor blokérii SR 5923A (7,5 mg.kg?, ip.) (Zhu vd., 2015)
kulanilmigtir. Ayrica, s6z konusu etkilere dopaminerjik, kolinerjik ve &-opioderjik
reseptorlerin olas1 katilimlari dopamin D1 reseptdr blokorii SCH 23390 (0,5 mg.kg™?, i.p.),
dopamin D/D3 reseptér blokérii siilpirid (30 mg.kg?, i.p.) (Forman, 1999), non-selektif
muskarinik reseptdr blokérii atropin (5 mg.kg™?, i.p.) (Di Cesare Mannelli vd., 2009) ve
d-opioid reseptdér blokorii naltrindol (3 mg.kg?, i.p.) (Juarez-Rojop vd., 2015)
kullanilarak aragtirtlmigtir. Mekanizma galismalari i¢in, antagonist enjeksiyonundan (i.p.)
30 dakika sonra reboksetin (kontrol gruplari i¢in SF)’in son dozu verilmis ve siganlar 60

dakika sonra deneylere alinmistir.
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4.7. Morfolojik Calismalar
4.7.1. Deney hayvanlarimin intrakardiyak perfiizyonu

Davranis testleri tamamlandiktan sonra, halotan ile anesteziye alinmis olan siganlar
transkardiyal yolla perfiize edilmistir (Sekil 4.6). Bu amacla anestezi altindaki siganlarin
kalplerinin sag atriyumlarina yapilan kesi ile kan ve sivi tahliyesi gergeklestirilmis ve
ardindan sol ventrikiile yerlestirilmis bir kateter yardimiyla peristaltik perfiizyon
pompasina baglanti saglanmistir. Siganlar bu pompa araciligiyla 6nce 0,1 M fosfat
tamponlu salin (PBS, pH 7,4) ile ardindan da fosfat tamponu igindeki % 4’lik
paraformaldehit ile perfiize edilerek doku tespitleri gergeklestirilmistir.

Sekil 4.6. Deney hayvanlarinin intrakardiyak perfiizyonu

4.7.2. Histolojik doku takibi

Fiksasyon soliisyonunda bir siire bekletilmis olan disekte omuriliklerin L3-L5
seviyesindeki DRG’leri, Osmangazi Universitesi Anatomi Anabilim Dali
Laboratuvarlari’'ndaki olanaklar kullanilarak stereomikroskop yardimiyla disekte
edilmistir. Gangliyonlar, diseksiyonlar1 tamamlandiktan sonra hemen %3’liikk
glutaraldehitli PBS soliisyonuna almmustir. Glutaraldehit soliisyonunda 4°C’de 24 saat
bekletildikten sonra, dokular PBS soliisyonu ile 3 kez 15 dakika yikanmistir. Ardindan
dokular PBS ile hazirlanmis %1°lik osmiyum tetraoksit sollisyonu igerisine alinmuis;
rotatorda 2 saat oda sicakliginda karigtirilarak fiksasyonlar1 saglanmistir. Daha sonra PBS

soliisyonu ile 3 kez 15 dakika yikama islemi tekrarlanmistir.
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Dokularda bulunan fazla suyun uzaklastirilmasi amaciyla artan derecelerdeki alkol

serilerinden gegirilerek dehidrasyon islemi tamamlanmustir. islemin basamaklar sdyledir:

o +4°C’de sirasiyla %30, %50, %70, %90, %95°1ik alkol derecelerinin her birinde
15 dakika (2 defa)

e +4°C’de %100’liik alkolde 30 dakika (1 defa)

e Oda sicakliginda %100’liik alkolde 30 dakika (1 defa)

Daha sonra, seffaflagtirma asamasi icin preparatlar 30 dakika siireyle 2 defa
propilen oksitte bekletilmistir. Ardindan preparatlar esit hacimde propilen oksit ve resin
CY212 soliisyonu igerisinde rotatorda 2 saat karigtirilmis ve daha sonra 6rnekler saf resin
CY212 soliisyonuna alinmis; 1 gece boyunca rotatorda karigmaya birakilmistir. Takip
eden giin, araldit igeren kuyucuklara gomme islemi gerceklestirilerek drnekler 48 saat

60°C’de polimerizasyona birakilmistir.

Sekil 4.7. Araldit bloklara gémiilmiis dorsal kok gangliyonu numuneleri

Histolojik incelemeler i¢in, Leica EM UC7 model ultramikrotom (Leica Camera
AG., Wetzlar, Almanya) ile Sekil 4.7.’de goriilen bloklarin 3 farkli bolgesinden 700 nm
kalinlikta kesitler alinmis ve bu yari1 ince kesitler 151k mikroskobunda incelenmek tizere

toluidin mavisi (%1) ile boyanmistir (Motoka vd., 2002; Ozatik vd., 2016).
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Omneklerin fiksasyonlar1 ve takipleri Eskisehir Osmangazi Universitesi Elektron

Mikroskop Gériintii ve Analiz Merkezi (ESOGUSTEM)’nde gergeklestirilmistir.

4.7.3. Morfometrik analiz

Morfometrik incelemeler, 4X objektif lensli entegre kameralt Olympus CX31RTSF
model (Olympus GmbH, Hamburg, Almanya) 151k mikroskobu ve LCmicro (Olympus
GmbH, Hamburg, Almanya) bilgisayar destekli goriintiileme sistemi araciligiyla
gerceklestirilmistir.  Hazirlanan tim  kesitlerden 40X  objektif altinda dijital
fotomikrogramlar alinmis ve ardindan bu fotomikrogramlar ImageJ 1.50i (U.S. NIH,
Bethesda, MD, ABD) goriintii analiz programi kullanilarak degerlendirilmistir. Toluidin
mavisiyle boyanan DRG kesitlerinde goriintiilenen néronlarin somalarina ait alanlarin
hesaplanmasinda mikroskobik kalibrasyon skalasi araciligiyla biiylitme faktoriine gore

hesaplanan ger¢ek uzunluk birimleri kullanilmistir.
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Sekil 4.8. DRG néronlarmin soma alanlarimin ImageJ gériintii analiz programi ile hesaplanmasi
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Alan hesaplamalar1 sirasinda, soma alaninda kesit alma yilizeyinden meydana
gelebilecek hatalari ortadan kaldirmak amaciyla, nukleoluslart goriiniir haldeki nukleuslu
hiicreler degerlendirmeye alinmistir (Motoka vd., 2002; Kamiya vd., 2006). Bu sarta
uygun olan ndronlardan deney hayvani basma rastgele segilen 100 adet hiicre
morfometrik degerlendirme i¢in kullanilmistir.

DRG ndronlarmin soma alanlarinin  ImageJ goriintii analiz programi ile
hesaplanmasina iligskin gorsel Sekil 4.8.’de sunulmustur.

Morfolojik calismalar saglikli, diyabetik ve 8 mg.kg™ reboksetin uygulanmis
diyabetik deney gruplarina ait hayvanlarin DRG preparatlari tizerinde gergeklestirilmistir.

4.8. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel analizi, Graphpad Prism (ver. 6.01) paket programi ile
gerceklestirilmistir. Gruplar arasinda ¢oklu karsilagtirma yapmay1 gerektiren veriler tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi
uygulanarak analiz edilmistir. Randall-Selitto, dinamik plantar, plantar, ilik plaka ve
aktivite kafesi testlerinden elde edilen veriler ise ¢ift yonlit ANOVA-tekrarli 6l¢iim testi
ve ardindan Bonferroni ¢oklu karsilagtirma testi uygulanarak degerlendirilmistir.
Mekanizma ¢alismalarindan elde edilen veriler ¢ift-yonli ANOVA ve ardindan
Bonferroni ¢oklu karsilastirma testleri ile degerlendirilmistir. Sonuglar ortalama +

ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. p<0,05 degeri anlaml1 kabul edilmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMA

5.1. Plazma Glukoz Olciimlerine iliskin Bulgular
Metformin (1000 mg.kg?) ve reboksetin (8 ve 16 mg.kg?) uygulamalarmin
diyabetik siganlarin plazma glukoz degerleri lizerine etkileri Sekil 5.1.’de gosterilmistir

[F (4,35)=49,88; p<0,001].
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Sekil 5.1. 8 mg.kg™? reboksetin (REB 8+DM), 16 mg.kg™ reboksetin (REB 16+DM) ve 1000 mg.kg?
metformin (MET+DM) uygulamalarinmin diyabetik (DM) si¢anlarin plazma glukoz degerleri

Hkk

tizerine etkileri, kontrole gore anlaml farklilik =" p<0,001; DM grubuna gore anlamli farklilik
&&&n<0,001. Tek yonlii ANOVA, takiben Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi, n=38.

Bu tez ¢aligmasinda, deneysel diyabet modeli olusturmak iizere STZ adli toksin
kullanilmustir. STZ (2-deoksi-2-[3-(metil-3-nitrozoureido)-D-glukopiranoz])
Streptomycetes achromogenes tarafindan sentezlenen bir antibiyotiktir. Pankreas’in 3
hiicrelerine toksik bir glukoz analogu olan bu bilesik hidrofilik 6zelliklidir ve hiicre
membranlarini glukozun GLUT?2 tasiyicilar: aracilifi ile gegmektedir (Szkudelski, 2001;
Lenzen, 2008). Deney hayvanlarinda STZ uygulamasini takiben diyabet gelisimine en az
¢ farkli mekanizmanin aracilik ettigi bildirilmistir (Lenzen, 2008). Bu mekanizmalarin
i¢inde en énemlisi DNA alkilasyonudur. ikinci olast mekanizma STZ’nin kimyasal yapisi

ile iligkilendirilmistir. Arastirmalar bilesigin tagidig1 nitrozo grubu nedeniyle nitrik oksit
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aciga cikarabilme potansiyeline dikkat ¢ekmis olmakla birlikte, hiicre i¢i nitrik oksit
salimimindaki artisin daha ¢ok STZ’nin diyabetojenik etkisine aracilik edebilecek
alternatif veya ek bir mekanizma olabilecegi varsayilmaktadir. STZ’nin ROS iiretimine
neden olma kapasitesi ise tiglincii patolojik mekanizma olarak onerilmistir ancak bunun
deneysel diyabet modellerinde ¢ok da kritik bir rol oynamadigi kabul edilmektedir. Tiim
bu patolojik mekanizmalarin nihai sonucunun DNA yikimi oldugu agiktir (Radenkovi¢
vd., 2016).

Plazma glukoz 6l¢iimlerinden elde edilen verilerin Tukey HSD coklu karsilastirma
testi ile analizi, diyabetik sicanlarin plazma glukoz degerlerinin kontrol grubuna gore
kayda deger olgiide yiiksek oldugunu ortaya koymustur (p<0,001). Dolayisiyla, bu
calismada hedeflenen diyabet modelinin basar1 ile olusturuldugu s6ylenebilir.

Diyabetik siganlara referans ilag metformin’in (1000 mg.kg?l) uygulanmasi,
diyabete bagli olarak yiikselmis olan plazma glukoz seviyelerini diistirmiistiir (p<0,001).
Diger yandan, reboksetin’in subakut uygulamalar1 (8 mg.kg™ ve 16 mg.kg) s6z konusu
hiperglisemi diizeyleri iizerine anlamli bir degisiklige neden olmamistir. Literatiirde
reboksetin’in saglikli ya da diyabetik deneklerde plazma glukoz seviyelerini ne sekilde
etkiledigine iliskin bir tek arastirmaya rastlanmistir. S6z konusu ¢alismada reboksetin’in
diyabetik sicanlara 2,5 mgkg? (i.p.) dozda 21 giin siire ile diizenli olarak
uygulanmasinin, bu hayvanlarin plazma glukoz ya da insiilin diizeylerini degistirmedigi
rapor edilmistir (Khanam ve Pillai, 2005). Reboksetin’in plazma glukoz diizeyini
etkilemedigine iliskin bu sonuglar, bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgular ile paralellik
gostermektedir.

Hastalarin diyabete bagli komorbiditeler icin kullandiklar1 ilaclarin glisemik
kontrolii etkilememesinin farmakoterapi acisindan yararli olacagi goéz Oniinde
bulunduruldugunda, bu agidan nétr bir ilag olan reboksetin’in diyabetik popiilasyon i¢in

giivenli bir alternatif olabilecegi diistiniilebilir.

5.2. Noropatik Agr1 Testlerine iliskin Bulgular
5.2.1. Randall-Selitto testine iliskin bulgular

Sekil 5.2.°de, pregabalin (10 mgkg?) ve reboksetin (8 ve 16 mg.kg?)
uygulamalarinin diyabetik sicanlarin penge ¢ekme esikleri lizerine etkileri gosterilmistir.
Cift yonlii tekrarli ANOVA sonuglari sicanlarin Randall-Selitto testinde olgiilen pence
¢ekme esikleri iizerinde hem tedavi faktoriiniin [F (4,35)=15,21; p<0,001] hem de zaman
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faktoriiniin [F (3,105)=40,60; p<0,001] etkili oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, tedavi
ile zaman arasinda anlamli bir etkilesim bulunmaktadir [F (12,105)=8,41; p<0,001].
Bonferroni testi sonucunda, diyabetik siganlarin STZ uygulamalarindan 4 hafta
sonra Olclilen pence ¢cekme esik degerlerinin diyabet 6ncesi degerlere gore istatistiksel
olarak anlamli bi¢imde azaldig1 belirlenmistir. Bu veriler, diyabet olusturulan siganlarda

mekanik agrili uyarana kars1 hiperaljezi gelistigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 5.2. 8 mg.kg™? reboksetin (REB 8+DM), 16 mg.kg? reboksetin (REB 16+DM) ve 10 mg.kg?
pregabalin (PRG+DM) uygulamalarmmin diyabetik siganlarin Randall-Selitto testinde 6l¢iilen
pence ¢ekme degerleri iizerine etkileri. 0. haftaya gore anlamli farkliltk ™"p<0,001; 4. haftaya
gore anlamli farkhiik #8¢p<0,001; 4. hafia kontrol grubuna gére anlamli farklilik ¥*¥p<0,001;
5. hafta kontrol grubuna gére anlamh farkhilik *p<0,001; 6. hafta kontrol grubuna gore
anlamly farkliik #p<0,01; 5. hafta DM grubuna gére anlamli farkiilik ***p <0,001; 6. hafta DM
grubuna gére anlamli farklilik ?*p<0,001. Cift yonlii tekrarli ANOVA, takiben Bonferroni ¢coklu

karsilastirma testi, n=38.

Hiperaljezi, nosiseptorlerde veya periferik sinirlerde hasar sonucu agriya karsi
duyarlhilik artis1 olarak tanimlanabilir. Calismalar, STZ ile indiiklenen diyabet modelinde
mekanik uyaranlara karsi hipersensitivitenin indiiksiyonu izleyen ilk haftada bile

baslayabildigine isaret etmekle birlikte bu diyabet modelinde, mekanik hiperaljezinin tam
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olarak gelismesi i¢in gerekli siire 2-8 hafta olarak kabul edilmektedir (Courteix vd., 1993;
Malcangio ve Tomlinson, 1998; Chen ve Pan, 2002; Ugel vd., 2015; Aydm vd., 2016;
Barbaros vd., 2018).

Deneysel diyabet modeli olusturulmus hayvanlarda mekanik hiperaljezi gelisimi,
mekanoseptor sensitivitesindeki artis (Suzuki vd., 2002a; 2002b), DRG néronlarinda Ca*?
sinyallemesinde ve nitrik oksit iiretiminde artis (Voitenko vd., 2000), primer sensoriyel
noronlarin uyar esiklerindeki azalma ve artmis ektopik desarjlar (Chen ve Levine, 2001),
P maddesi ve kolesistokinin salimindaki artislar (Kamei ve Zushida, 2001), spinal
eksitator glutamat reseptorlerinin upregiilasyonu ve glutamat saliverilmesindeki artig
(Chen vd., 2009), PAG’da nitrik oksit sentezinde goriilen artis (Jang vd., 2003),
spinotalamik yolak noronlarindaki sensitivite artis1 (Chen ve Pan, 2002) ve omurilikte
agrili uyaranlarin iletimini kontrol altinda tutan inhibitér mekanizmalarda zayiflama
(Malcangio ve Tomlinson, 1998) ile iliskilendirmistir.

Diger yandan, diyabetik hayvanlarda galanin reseptdrii 1’in dorsal boynuzdaki ve
galanin reseptorii 2’ nin hem DRG hem de dorsal boynuzdaki ekspresyonlarinda goriilen
azalmalarin da mekanik hiperaljezi ile iliskili oldugu gosterilmistir (Xu vd., 2012).
Ayrica, hiperglisemik kosullarda yiiksek konsantrasyonlara ulagan glikolitik bir metabolit
olan metilglikoksal’in duyusal ndronlar1 depolarize ettigi ve nosiseptif ndronlarin
elektriksel uyarilabilirligini artiran ve ateslemeyi kolaylastiran nosiseptor-spesifik Na*
kanali olan Nav 1.8'in post-translasyonel modifikasyonuna neden olarak mekanik
hiperaljezide rol oynadig: bildirilmistir (Bierhaus vd., 2012).

Bu ¢alismada, gerek referans ilag pregabalin’in (10 mg.kg™) gerekse reboksetin’in
subakut uygulamalar1 (8 ve 16 mgkg?), diyabetik sicanlarin pence cekme esik
degerlerindeki s6z konusu azalmayi istatistiksel olarak anlamli bi¢gimde artmistir.
Randall-Selitto testinde reboksetin’in her iki dozu da penge ¢ekme esik degerlerini,
saglikli siganlarin seviyesine geri ¢evirmekte referans ila¢ pregabalin kadar etkili
bulunmustur (Sekil 5.2.). Elde edilen bu sonuglar reboksetin’in mekanik uyaran aracilikli

hiperaljeziye kars1 potent bir antihiperaljezik etkinlige sahip olduguna isaret etmistir.

5.2.2. Dinamik plantar testine iliskin bulgular

Pregabalin (10 mg.kg™) ve reboksetin (8 ve 16 mg.kg™) uygulamalarimnin diyabetik
siganlarin penge ¢ekme esikleri lizerine etkileri Sekil 5.3.’de gosterilmistir. Cift yonli

tekrarli ANOVA sonuglar1 siganlarin bu testte dlgiilen pence ¢ekme esikleri lizerinde

49



tedavi faktoriiniin [F (4,35)=24,17; p<0,001] ve zaman faktoriiniin [F (3,105)=62,67;

p<0,001] etkili oldugunu ve tedavi ile zaman arasinda anlaml1 bir etkilesim bulundugunu

[F (12,105)=11,86; p<0,001] ortaya koymustur. Bonferroni testi sonuglari, STZ

uygulamalarindan 4 hafta sonra diyabetik si¢canlarin pence ¢ekme esik degerlerinin 0.

haftada Slgiilen penge ¢ekme esik degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli bi¢imde

azaldigini gostermistir. Bu veriler, diyabet olusturulan sicanlarda mekanik uyarana karsi

allodini gelistigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 5.3. 8 mg.kg™? reboksetin (REB 8+DM), 16 mg.kg? reboksetin (REB 16+DM) ve 10 mg.kg?

pregabalin (PRG+DM) uygulamalarimin diyabetik sicanlarin dinamik plantar testinde 6l¢iilen
penge ¢ekme esik degerleri iizerine etkileri. 0. haftaya gére anlaml farkhiik ™"p<0,001; 4.
haftaya gére anlamli farkhihk ¥%%p<0,001; 4. hafta kontrol grubuna gére anlamly farkiilik
#9<0,001; 5. hafta kontrol grubuna gére anlamli farklilik #tp<0.001; 6. hafta kontrol grubuna
gore anlamli farklilik #%%p<0,001; 5. hafta DM grubuna giore anlamli farklilik ***p<0,001; 6.
hafta DM grubuna gére anlaml farklilik #p<0,001. Cift yonlii tekrarli ANOVA, takiben

Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=8.

Bu bulgular, diyabetik hayvanlarda mekanik allodini gelistigini bildiren onceki

calismalarm bulgular1 ile uyumludur (Ugel vd., 2015; Aydin vd., 2016). Allodini,
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normalde agrili olmayan bir uyarana karsi gelisen agr1 yanit1 olarak tanimlanabilir. Bu
duruma DM'li hastalarin yaklagik % 30-50'sinde rastlanmaktadir (Bastyr vd., 2005; Gao
ve Zheng, 2014). Diyabete bagli olarak gelisen mekanik allodini ile iliskilendirilen
baslica mekanizmalar; DRG néronlarinin uyarilabilirliginin ve Navl.7 ve p-EPK1/2
ekspresyonlarinin artisi, PARP aktivasyonu ve artmis nitrozatif stres olarak siralanabilir
(linytska vd., 2006; Drel vd., 2007; Obrosova vd., 2007; Zhang vd., 2013). Literatiirde,
diyabetik kosullarda mekanik allodini gelisimini kannabinoid reseptorleri ile
iliskilendiren ve bu reseptorleri aktive eden ajanlarin noropatik agriyr azalttigini ileri
siren ¢alismalar da bulunmaktadir (Ulugol vd., 2004; Vera vd., 2012).

Bu calismada, referans ilag pregabalin (10 mg.kg™) ve reboksetin (8 ve 16 mg.kg"
1Y uygulamalar1 diyabetik siganlarin azalan pence ¢ekme esik degerlerinin istatistiksel
olarak anlamli bigimde artmasina neden olmustur. Dinamik plantar testinde reboksetin’in
her iki dozu da penge cekme esik degerlerini, saglikli sicanlarin seviyesine geri
cevirmekte referans ilag pregabalin kadar etkili bulunmustur (Sekil 5.3.). Elde edilen bu
sonuclar reboksetin’in mekanik uyaran aracilikli allodiniye karsi potent bir antiallodinik

etkinlige sahip olduguna isaret etmistir.

5.2.3. Hargreaves testine (Plantar test) iliskin bulgular
Sekil 5.4.°de, pregabalin (10 mg.kg?) ve reboksetin (8 ve 16 mg.kg?)

uygulamalarinin diyabetik sicanlarin pence ¢ekme siireleri lizerine etkileri gosterilmistir.
Cift yonlii tekrarli ANOVA sonuglari sicanlarin bu testte 6l¢iilen penge ¢cekme siireleri
tizerinde hem tedavi faktoriiniin [F (4,35)=23,56; p<0,001] hem de zaman faktoriiniin [F
(3,105)=55,71; p<0,001] etkili oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, tedavi ile zaman
arasinda anlamli bir etkilesim bulunmaktadir [F (12,105)=11,77; p<0,001].

Bonferroni testi sonucunda, diyabetik sicanlarin STZ uygulamalarindan 4 hafta
sonra Ol¢iilen pence ¢ekme stirelerinin diyabet 6ncesi degerlere gore istatistiksel olarak
anlamli bicimde azaldig1 belirlenmistir. Bu veriler, diyabet olusturulan si¢anlarda termal
agrili uyarana karsi hiperaljezi gelistigini ortaya koymaktadir.

Termal hiperaljezi, STZ 1ile diyabet olusturulan modellerde diyabetin
indiiklenmesini takip eden 2-8 hafta araliginda ortaya ¢ikan bir néropati belirtisidir
(Cameron vd., 2001b, 2001c; Calcutt vd., 2004; Li vd., 2005; Ugel vd., 2015; Aydin vd.,
2016; Barbaros vd., 2018).
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Sekil 5.4. 8 mg.kg™? reboksetin (REB 8+DM), 16 mg.kg? reboksetin (REB 16+DM) ve 10 mg.kg?
pregabalin (PRG+DM) uygulamalarinin diyabetik si¢anlarin plantar testte él¢iilen penge ¢ekme
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siireleri iizerine etkileri. 0. haftaya gore anlaml farklilik “"p<0,001; 4. haftaya gére anlamh
Sfarkhiik #$p<0,01; 4&&p<0,001; 4. hafia kontrol grubuna gére anlamli farkiilik ¥p<0,001; 5.
hafta kontrol grubuna gére anlamly farklilk #**p<0,001; 6. hafta kontrol grubuna gére anlami
Sfarkhiik #%9p<0,001; 5. hafta DM grubuna gére anlamli farkhilk ***p<0,001; 6. hafta DM
grubuna gore anlamh farkilik ?*p<0,001. Cift yonlii tekrarli ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu

karsilastirma testi, n=38.

Diyabetik hayvanlarda termal hiperaljezi olusumunun omurilikte Ad-liflerinden
ziyade C-liflerinin hiperaktivitesine bagli oldugu ileri siiriilmiistiir (Ohsawa ve Kamei,
1999a; 1999b). Termal hiperaljezinin molekiiler diizeyde aldoz rediiktaz (AR), protein
kinaz C (PKC), poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) ve anjiyotensin doniistiiriicli enzim
(ACE) aktivitelerindeki artis, oksidatif stres artisi, omurilikte toll-like reseptor 4’lerin
upregiilasyonu ve spinal RhoA/ROCK yolaginin aktivasyonu gibi mekanizmalar ile
iligkili olabilecegi bildirilmistir (Meller vd., 1992; Cotter vd., 2002; Obrosova vd., 2008;
Ohsawa vd., 2011; Yan vd., 2012). Diger yandan, omuriligin lumber bdlgesinde solubl

guanilat siklaz aktivasyonunun da termal hiperaljeziye aracilik edebilecegi gosterilmistir.
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Termal hiperaljezide DRG néronlarinda Ca*?  sinyalizasyonunda ve néron
uyarilabilirliginde ve ayrica Navl.7 ve p-EPK1/2 ekspresyonlarinda artis gorildigi
belirlenmistir (Hall vd., 1996; Voitenko vd., 2000; Zhang vd., 2013). Ayrica,
metilglikoksal’in, mekanik hiperaljeziye neden oldugu ayni mekanizma ile yani,
nosiseptore 6zgii Na® kanali Nav 1.8’in post-translasyonel modifikasyonunu
indiikleyerek, termal hiperaljezi olusumuna da katkida bulundugu bildirilmistir. Bu
metabolitin kalsitonin geni ile iliskili peptidin nérosalinimini kolaylastirdigr ve
siklooksijenaz-2 (COX-2) ekspresyonunu artirdigi da gosterilmistir (Bierhaus vd., 2012).

Termal nosiseptif uyaran algisindaki bozukluk ilerlemis diyabetik ndropati
hastalarinda “termal hipoaljezi” seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Nosiseptif uyaranlarin agri
yolaklarinda kesintiye ugramasina veya zayiflamasina bagli olarak ortaya ¢ikan bu
durum, deney hayvanlarinda uzun dénem diyabet modelleri ile simiile edilebilmektedir
(Calcutt vd., 2004; Cameron vd., 2005).

Bu tez ¢aligmasinda, referans ilag pregabalin (10 mg.kg™) ve reboksetin (8 ve 16
mg.kg™) uygulamalari diyabetik siganlarin azalan penge ¢ekme siirelerinin istatistiksel
olarak anlaml1 bicimde artmasina neden olmustur. Plantar testte reboksetin’in her iki dozu
da pence ¢ekme siirelerini, saglikli sicanlarin seviyesine geri ¢evirmekte referans ilag
pregabalin kadar etkili bulunmustur (Sekil 5.4.). Elde edilen bu sonuglar reboksetin’in
termal uyaran aracilikli hiperaljeziye karsi potent bir antihiperaljezik etkinlige sahip

olduguna isaret etmistir.

5.2.4. Ik plaka testine iliskin bulgular

Pregabalin (10 mg.kg™) ve reboksetin (8 ve 16 mg.kg?) uygulamalarmnin 1lik plaka
testinde diyabetik siganlarin reaksiyon siireleri Tlizerine etkileri Sekil 5.5.°de
gosterilmistir. Cift yonlii tekrarli ANOVA sonuglari siganlarin bu testte dlgiilen reaksiyon
stireleri tizerinde tedavi faktoriiniin [F (4,35)=9,44; p<0,001] ve zaman faktoriiniin [F
(3,105)=53,17, p<0,001] etkili oldugunu ve tedavi ile zaman arasinda anlamli bir
etkilesim bulundugunu [F (12,105)=9,96; p<0,001] ortaya koymustur.

Bonferroni testi, STZ uygulamalarindan 4 hafta sonra diyabetik si¢anlarin
reaksiyon siirelerinin 0. haftada Olgiilen reaksiyon siirelerine gore istatistiksel olarak
anlaml bi¢imde azaldigin1 gostermistir. Diyabet olusturulan si¢anlarda termal uyarana
kars1 allodini gelistigini ortaya koyan bu bulgular, diyabete bagli olarak termal allodini

gelisimini rapor eden Onceki ¢alismalarin sonuglarini destekler niteliktedir (Beyreuther

53



vd., 2007; Bordet vd., 2008; Ohsawa ve Kamei, 1999a; 1999b; Ugel vd., 2015; Aydin vd.,
2016).
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Sekil 5.5. 8 mg.kg™? reboksetin (REB 8+DM), 16 mg.kg? reboksetin (REB 16+DM) ve 10 mg.kg?
pregabalin (PRG+DM) uygulamalarimin diyabetik sicanlarin ik plaka testinde dlgiilen
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reaksiyon siireleri iizerine etkileri. 0. haftaya gore anlaml farklilik = " p<0,001; 4. haftaya gore
anlamly farkhilik ¥%%p<0,001; 4. hafta kontrol grubuna gére anlaml farkhiik ¥¥p<0,001; 5.
hafta kontrol grubuna gére anlamly farklilk #**p<0,001; 6. hafta kontrol grubuna gére anlami
Sfarklilik $#%p<0,001; 5. hafta DM grubuna gére anlamly farklilik *p<0,05, ***p<0,001; 6. hafta
DM grubuna gore anlamly farkiilik 22p<0,001. Cift yonlii tekrarli ANOVA, takiben Bonferroni

coklu karsilastirma testi, n=8.

Diyabetik hayvanlarda, termal hiperaljeziye benzer sekilde, termal allodini
olusumunun da omurilikte C-liflerinin hiperaktivitesi ile iliskili oldugu rapor edilmistir
(Ohsawa ve Kamei, 1999a; 1999b). Yine ayni ¢aligma grubu, diyabetik hayvanlarda
riyanodin reseptorlerinin islev bozuklugunun C liflerinin terminallerinde hiperaktiviteye,
spinal dorsal boynuz nosiseptif noronlarinda sensitizasyona ve sonug¢ olarak da termal
allodiniye neden olabilecegini ileri siirmiistiir (Ohsawa ve Kamei, 1999b). Diyabetik

hayvanlarda termal allodini gelisimi ile iliskilendirilen diger bir reseptor tipi ise baskin
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olarak duyusal noéronlar tarafindan, 6zellikle de miyelinsiz C-lifler tarafindan eksprese
edilen ligand-kapili, non-selektif katyon kanallar1 olan vanilloid reseptorleridir.
Omuriligin primer duyusal ndéronlarinda vanilloid VR1 reseptdrlerinin sensitizasyonu da
termal allodininin altinda yatan olasi bir mekanizma olarak onerilmistir (Kamei vd.,
2001).

Bu calismada referans ilag pregabalin (10 mg.kg™?) ve reboksetin (8 ve 16 mg.kg™)
uygulamalari diyabetik sicanlarin azalan reaksiyon siirelerinin istatistiksel olarak anlaml
bigimde artmasina neden olmustur. Ilik plaka testinde reboksetin’in her iki dozu da penge
cekme stirelerini, saglikli siganlarin seviyesine geri ¢evirmekte referans ilag pregabalin
kadar etkili bulunmustur (Sekil 5.5.). Elde edilen bu sonuglar reboksetin’in termal uyaran
aracilikli allodiniye kars1 potent bir antiallodinik etkinlige sahip olduguna isaret etmistir.

Noropati testlerine iliskin veriler birlikte degerlendirildiginde, reboksetin’in
diyabetik siganlarda mekanik ve termal uyaranlar ile indiiklenen hiperaljezi ve allodini
yanitlarint 6nemli Ol¢lide zayiflattigi belirlenmistir. Diger yandan, reboksetin’in
ndropatik agr iizerine etkilerini 8 mg.kg? dozda gosterdigi, 16 mg.kg™’lik dozun ise sdz
konusu etkilerde ek bir artisa neden olmadigi goriilmiistiir. Bu bulgular, 8 mg.kg™’lik
dozun tavan dozu olabilecegine ve reboksetin’in anthihiperaljezik ve antiallodinik
etkilerinin bifazik 6zellikte olduguna isaret etmektedir.

Reboksetin’in  farelerde sicak plaka testinde akut antinosiseptif etkinlik
gosterdigine (Schreiber vd., 2009), siyatik sinir hasari ile néropatik agrinin indiiklendigi
siganlarda mekanik uyaran ile olusan allodiniyi zayiflattigina (Yalcin vd., 2009b), kronik
konstriiksiyon hasar1 uygulanan siganlarda termal hiperaljeziyi azalttigina (Pedersen vd.,
2005), tibial sinir transeksiyonunun neden oldugu agriy1 ve allodiniyi zayiflattigina
(Hughes vd., 2013; Hughes vd, 2015) ve reboksetin’in monoamin geri alimini inhibe eden
diger ilaglar ile birlikte kullaniminin bu ilaglarin ndropatik agri lizerine terapotik
etkinliklerini potansiyelize ettigine iliskin 6nceki raporlar (Pedersen vd., 2005; Leventhal
vd., 2007) bu ¢alismada elde edilen bulgular1 destekler niteliktedir. Ayrica, bu ¢alismada
sunulan bulgulara paralel olarak, reboksetin’in kapsaisin irritasyonuna bagl agriy1 tedavi
etmekte etkili olduguna (Schiiler vd., 2002) ve hastalarda fibromiyaljiyi ve kronik bel
agrilarim1 hafiflettigine (Krell vd., 2005) iliskin klinik c¢alismalara da rastlamak
miimkiindiir. Diger yandan, reboksetin’e etki mekanizmasi agisindan son derece benzer
bir SNRI olan atomoksetin’in de diyabetik noropati kaynakli hiperaljeziye karsi giicli
etkinlik gdsterdigi rapor edilmistir (Barbaros vd., 2018).
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5.3. Lokomotor Aktivite Testlerine Iliskin Bulgular

Sekil 5.6.’da, reboksetin (8 ve 16 mg.kg™) uygulamalarinin aktivite kafesi testinde
diyabetik sigcanlarin yatay yondeki spontan lokomotor aktivite sayilar iizerine etkileri
gosterilmistir. Cift yonlii tekrarli ANOVA sonuglari siganlarin bu testte Olcililen yatay
yondeki spontan lokomotor aktivite sayilart ilizerinde hem tedavi faktoriiniin [F
(3,28)=20,23; p<0,001] hem de zaman faktoriiniin [F (3,84)=30,40; p<0,001] etkili
oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, tedavi ile zaman arasinda anlamli bir etkilesim

bulunmaktadir [F (9,84)=5,01; p<0,001].
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Sekil 5.6. 8 mg.kg™* reboksetin (REB 8+DM) ve 16 mg.kg™? reboksetin (REB 16+DM) uygulamalarinin

diyabetik sicanlarin aktivite kafesi testinde dlgiilen yatay hareket sayilart iizerine etkileri. 0.
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haftaya gore anlaml farklilik ~p<0,001; 4. hafta kontrol grubuna gore anlamh farklilik
¥p<0,001; 5. hafta kontrol grubuna gére anlaml farkhiik *p<0,001; 6. hafta kontrol
grubuna gére anlamli farkilik *#%p<0,001. Cift yonlii tekrarli ANOVA, takiben Bonferroni

coklu karsilastirma testi, n=8.

Bonferroni testi sonuglari, diyabetik sicanlarin STZ uygulamalarindan 4, 5 ve 6
hafta sonra ol¢iilen yatay aktivite sayilarinin diyabet 6ncesi degerlere gore istatistiksel
olarak anlamli bi¢imde azaldigina isaret etmistir (Sekil 5.6.).

Reboksetin (8 ve 16 mg.kg?) uygulamalarinin aktivite kafesi testinde diyabetik

sicanlarin dikey yondeki spontan lokomotor aktivite sayilar1 lizerine etkileri ise Sekil
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5.7°de gosterilmistir. Cift yonlii tekrarli ANOVA sonuglari siganlarin bu testte dlgiilen
dikey yondeki spontan lokomotor aktivite sayilari iizerinde tedavi faktoriiniin [F
(3,28)=13,16; p<0,001] ve zaman faktériiniin [F (3,84)=17,08; p<0,001] etkili oldugunu
ve tedavi ile zaman arasinda anlamli bir etkilesim bulundugunu [F (9,84)=3,12; p<0,01]
ortaya koymustur.

Bonferroni analizi sonuglar1 ise STZ uygulamalarindan 4, 5 ve 6 hafta sonra
diyabetik sicanlarin dikey yondeki spontan lokomotor aktivite sayilarinin 0. hafta

degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli bi¢imde azaldigin1 géstermistir (Sekil 5.7.).

100

- 0. hafta - 4. hafta - 5. hafta 6. hafta

80

60

40

Dikey hareket sayis1

20

Sekil 5.7. 8 mg.kg™* reboksetin (REB 8+DM) ve 16 mg.kg™? reboksetin (REB 16+DM) uygulamalarinin
diyabetik sicanlarin aktivite kafesi testinde dlgiilen dikey hareket sayilari iizerine etkileri. 0.
haftaya gore anlamli farklilik “p<0,05; *p<0,01; ""p<0,001, 4. hafta kontrol grubuna gore
anlamli farklihk *p<0,05; ¥p<0,01; 5. hafia kontrol grubuna gore anlamh farklilik
#9<0,001; 6. hafta kontrol grubuna gére anlaml farkhilik %p<0,05; #p<0,01; ###p<0,001.
Cift yonlii tekrarli ANOVA, takiben Bonferroni ¢coklu karsilastirma testi, n=38.

Bu ¢aligmada elde edilen bulgular deneysel diyabet modeli olusturulan rodentlerde
motor aktivitenin ve motor koordinasyon yeteneginin bozulduguna iliskin Onceki
caligmalarin sonuglar ile ortiismektedir (Shimizu vd., 1990; Wisniewski vd., 2003; van
Lunteren vd., 2004; Nagayach vd., 2014; Badescu vd., 2016; Niknia vd., 2018; Rasoulian
vd., 2018). Ancak, reboksetin uygulamalari diyabetik sicanlarin ne yatay (Sekil 5.6.) ne
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de dikey (Sekil 5.7.) aktivite sayilar1 iizerinde anlamli bir degisiklige neden olmamustir.
Bu bulgular, bu calismada reboksetin uygulamalar ile indiiklenen antihiperaljezik ve
antiallodinik etkilerin, siganlarin motor aktivitelerindeki herhangi bir degisiklik ile iliskili
olmadigini ortaya koymasi agisindan énemlidir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda reboksetin’in diyabetik sicanlarda mekanik ve termal
uyaranlar ile indiiklenen allodini ve hiperaljezi yanitlar1 {izerine referans ilag pregabalin
ile kiyaslanabilir Olgiide potent ve 0Ozgiin bir etkinlige sahip oldugunun ortaya
konulmasindan sonra, s6z konusu farmakolojik etkinin altinda yatan olas1 mekanizmalar

da aydinlatilmaya ¢alisilmistir.

5.4. Mekanizma Calismalarina iliskin Bulgular
5.4.1. AMPT uygulamalarina iliskin bulgular

Antidepresanlarin analjezik etkilerini, esas olarak, agriy1 baskilayan supraspinal
inici  yolaklarda monoaminlerin  geri alimlarim1  inhibe ederek gosterdikleri
diisiniilmektedir (Thor vd., 2007; Bannister vd., 2009; Yarnitsky, 2015; Zhang vd.,
2016). Reboksetin’in antidepresan etki mekanizmasinin noradrenalin geri aliminin
selektif inhibisyonu oldugu g6z 6niinde bulunduruldugunda, bu ilacin anhihiperaljezik ve
antiallodinik etkilerinin, noradrenerjik norotransmisyonu potansiyelize etme kapasitesi
ile iliskili olabilecegi aciktir. Bu nedenle, reboksetin’in antihiperaljezik ve antiallodinik
etkilerinin altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmasina iliskin ¢alismalara,
katekolamin sentezinin hiz sinirlayici enzimi olan tirozin hidroksilaz’t segici olarak
inhibe ederek noradrenalin ve dopamin sentezini azaltan bir ajan olan (Widerlov ve
Lewveer, 1978; Onal vd., 2007) AMPT kullanilarak baslanmistir.

Randall-Selitto testinde 8 mg.kg™? reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik
yanitlar lizerine AMPT uygulamasmin etkileri Sekil 5.8.’de gdsterilmistir. Cift yonlii
ANOVA sonuglart siganlarin bu testte dlgiilen penge ¢ekme esik degerleri tizerinde hem
tedavi faktoriiniin [F (1,28)=55,17; p<0,001] hem de antagonist faktoriiniin [F
(1,28)=40,74; p<0,001] etkili oldugunu gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist
faktorleri arasinda anlamli bir etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=20,40; p<0,001].
Bonferroni ¢oklu karsilagtirma testi sonuglar1 ise AMPT uygulamasinin reboksetin’in
Randall-Selitto testindeki antihiperaljezik etkinligini ortadan kaldirdigina isaret etmistir
(p<0,001) (Sekil 5.8.).
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Sekil 5.8. AMPT (200 mg.kg?i.p., 2 kez) uygulamasinin Randall-Selitto testinde 8 mg.kg™? reboksetin ile
indiiklenen antihiperaljezik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gore
anlamh farkhilik *"p<0,001; 8 mg.kg? reboksetin uygulanan diyabetik gruba gére anlamh
farkhiik #4%p<0,001. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=8.

Sekil 5.9., dinamik plantar testinde 8 mg.kg? reboksetin ile indiiklenen
antiallodinik yanitlar iizerine AMPT uygulamasinin etkilerini géstermektedir. Cift yonli
ANOVA sonuglari siganlarin bu testte dl¢iilen penge cekme esik degerleri iizerinde hem
tedavi faktoriiniin [F (1,28)=20,29; p<0,001] hem de antagonist faktoriinin [F
(1,28)=27,82; p<0,001] etkili oldugunu goéstermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist
faktorleri arasinda anlamli bir etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=11,33; p<0,01]. Coklu
karsilagtirma icin yapilan Bonferroni analizi sonucglart ise AMPT uygulamasinin
reboksetin’in dinamik plantar testindeki antiallodinik etkinligini ortadan kaldirdigia
isaret etmistir (p<0,001) (Sekil 5.9).

Plantar testte 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik yanitlar {izerine

AMPT uygulamasinin etkileri Sekil 5.10°da gosterilmistir.
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Sekil 5.9. AMPT (200 mg.kg™i.p., 2 kez) uygulamasinin dinamik plantar testte 8 mg.kg™* reboksetin ile
indiiklenen antiallodinik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gére
anlamly farklilik "™"p<0,001; 8 mg.kg? reboksetin uygulanan diyabetik gruba gére anlaml
Sfarkhilk #88p<0,001. Cift yonli ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=8.

Cift yonlii ANOVA sonuglart sicanlarin bu testte Olgiilen pence ¢ekme stireleri
tizerinde hem tedavi faktoriiniin [F (1,28)=30,87; p<0,001] hem de antagonist faktoriiniin
[F (1,28)=16,30; p<0,001] etkili oldugunu gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist
faktorleri arasinda anlamli bir etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=27,61; p<0,001].
Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 ise AMPT uygulamasinin reboksetin’in
plantar testteki antihiperaljezik etkinligini ortadan kaldirdigina isaret etmistir (p<0,001)
(Sekil 5.10).

Sekil 5.11., 1lik plaka testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen antiallodinik
yanitlar lizerine AMPT uygulamasimin etkilerini gostermektedir. Cift yonli ANOVA
sonugclar1 siganlarin bu testte Olciilen reaksiyon siireleri {izerinde hem tedavi faktoriiniin
[F (1,28)=5,33; p<0,05] hem de antagonist faktoriiniin [F (1,28)=17,32; p<0,001] etkili
oldugunu gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri arasinda anlamli bir
etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=8,95; p<0,01]. Coklu karsilagtirma igin yapilan
Bonferroni analizi sonuglar1 ise AMPT uygulamasinin reboksetin’in 1lik plaka testindeki

antiallodinik etkinligini ortadan kaldirdigina isaret etmistir (p<0,001) (Sekil 5.11).
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Sekil 5.10. AMPT (200 mg.kgi.p., 2 kez) uygulamasinin plantar testte 8 mg.kg™* reboksetin ile indiiklenen

antihiperaljezik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gére anlaml

*kk

Sfarkhiik "p<0,001; 8 mg.kg? reboksetin uygulanan diyabetik gruba gére anlaml farklilik
&&&n<0,001. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n==8.

Elde edilen veriler birlikte degerlendirildiginde, AMPT uygulamalarinin diyabetik
sicanlarda reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik ve antiallodinik etkileri tamamen
ortadan kaldirdig1 belirlenmistir.

AMPT nin, bu ¢alismada oldugu bigimde, 200 mg.kg™ dozda 23 saat ara ile iki kez
uygulanmasinin, SSS’de noradrenalin seviyelerinde % 50-60'lik bir azalmaya neden
oldugu bilinmektedir (Corrodi ve Hanson, 1966; Onal vd., 2007). Bu bilgiden hareketle,
reboksetin’in ndropatik agr1 iizerine etkilerinin, santral katekolamin seviyelerindeki
azalmaya duyarli oldugu soylenebilir. Diger bir ifade ile katekolaminerjik sistem
reboksetin’in antihiperaljezik ve antiallodinik etkilerinin ortaya ¢ikmasina, en azindan

kismen, katkida bulunmaktadir.
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Sekil 5.11. AMPT (200 mg.kg™? i.p., 2 kez) uygulamasimn ilik plaka testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile
indiiklenen antiallodinik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gore
anlaml farklilik "p<0,01; 8 mg.kg™* reboksetin uygulanan diyabetik gruba gére anlamli farkiilik
&&&n<0,001. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=S8.

Bu bulgulardan ve reboksetin’in noradrenalin geri alim inhibitérii etkinliginden
hareketle, bu ilacin noropatik agr1 iizerindeki farmakolojik etkisini, primer afferent
noronlardan spinal dorsal boynuza nosiseptif sinyal iletimini baskilayan supraspinal inici
noradrenerjik  yolaktaki ndrotransmisyonu artirarak  gdstermis olmasi olasi
goriinmektedir. Ancak, bu varsayimin ek ¢aligmalar ile dogrulanmasi gerekir. Diyabetin,
noradrenerjik sistem de dahil olmak {izere, SSS’de agriyr baskilayan inhibitor
yolaklardaki norotransmitter sistemlerde ciddi islevsel bozukluklara neden oldugu g6z
oniinde bulundurulursa (Malcangio ve Tomlinson, 1998), reboksetin’in katekolaminerjik
norotransmisyonu giiclendirici etkinliginin, diyabete bagli ndropatik agrinin tedavisi
acisindan potansiyeli daha iyi anlasilabilir (Barbaros vd., 2018).

Bu tez kapsaminda, AMPT ile yapilan mekanizma ¢alismalarindan sonra,
reboksetin’in  diyabetik sicanlardaki antihiperaljezik ve antiallodinik etkilerine

katekolaminerjik reseptorlerin olast katilimi arastirilmistir.
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5.4.2. Fentolamin uygulamalarina iliskin bulgular

SSS’de noradrenalinin etkilerine aracilik eden reseptorlerden olan a-adrenerjik
reseptorlerin nosisepsiyon ve agri ile iligkili siireclerde rol oynadiklar1 bilinmektedir
(Taylor, 2009; Pertovaara, 2013; Zhu vd., 2013). Bu nedenle, a-adrenerjik reseptorlerin
reboksetin’in diyabetik sicanlardaki antihiperaljezik ve antiallodinik etkilerine olasi
katilimlarin1 arastirmak tlizere non-selektif a-adrenerjik reseptdr blokorii bir ajan olan

fentolamin kullanilmistir.
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Sekil 5.12. Fentolamin (5 mg.kg? i.p.) uygulamasinin Randall-Selitto testinde 8 mg.kg? reboksetin ile

indiiklenen antihiperaljezik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna

*kk

gére anlamli farklhiik " p<0,001. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma

testi, n=8.

Randall-Selitto testinde 8 mg.kg™? reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik
yanitlar lizerine fentolamin uygulamasinin etkileri Sekil 5.12°de gosterilmistir. Cift yonlii
ANOVA sonuglar1 sicanlarin bu testte 6l¢iilen pence cekme esik degerleri izerinde tedavi
faktortintin [F (1,28)=183,0; p<0,001] etkili oldugunu ancak antagonist faktoriiniin [F
(1,28)=0,94; p>0,05] etkili olmadigmi goéstermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist
faktorleri arasinda anlamli bir etkilesim de bulunmamaktadir [F (1,28)=0,74; p>0,05].

Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi sonuglari ise fentolamin uygulamasinin reboksetin’in
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Randall-Selitto testindeki antihiperaljezik etkinligini ortadan kaldirmadigina isaret
etmistir (p>0,05) (Sekil 5.12).

Sekil 5.13., dinamik plantar testinde 8 mg.kg? reboksetin ile indiiklenen
antiallodinik yanitlar iizerine fentolamin uygulamasinin etkilerini gostermektedir. Cift
yonliit ANOVA sonuglart siganlarin bu testte dlgiilen pence cekme esik degerleri lizerinde
tedavi faktoriiniin [F (1,28)=30,61; p<0,001] etkili oldugunu ancak antagonist faktoriiniin
[F (1,28)<0,01; p>0,05] etkili olmadigin1 gdstermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist
faktorleri arasinda anlamli bir etkilesim de bulunmamaktadir [F (1,28)=1,26; p>0,05].
Coklu karsilastirma i¢in yapilan Bonferroni analizi sonuglar1 ise fentolamin
uygulamasinin reboksetin’in dinamik plantar testindeki antiallodinik etkinligini ortadan

kaldirmadigina isaret etmistir (p>0,05) (Sekil 5.13).
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Sekil 5.13. Fentolamin (5 mg.kg? i.p.) uygulamasinin dinamik plantar testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile
indiiklenen antiallodinik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gore
anlamly farklilik ™p<0,01. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi,

n=8.

Plantar testte 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik yanitlar {izerine
fentolamin uygulamasmin etkileri Sekil 5.14’de gosterilmistir. Cift yonli ANOVA
sonuglar1 sicanlarin bu testte 6l¢iilen penge ¢ekme stireleri tizerinde tedavi faktoriiniin [F

(1,28)=59,70; p<0,001] etkili oldugunu ancak antagonist faktoriiniin [F (1,28)=1,05;
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p>0,05] etkili olmadigin1 gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri arasinda
anlamli bir etkilesim de bulunmamaktadir [F (1,28)=1,66; p>0,05]. Coklu karsilastirma
icin yapilan Bonferroni analizi sonuglar1 ise fentolamin uygulamasinin reboksetin’in
plantar testteki antihiperaljezik etkinligini ortadan kaldirmadigina isaret etmistir (p>0,05)
(Sekil 5.14).
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Sekil 5.14. Fentolamin (5 mg.kgti.p.) uygulamasinin plantar testte 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen

antihiperaljezik yanmitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gore anlamli

Sfarkhiik "p<0,001. Cift yonli ANOVA, takiben Bonferroni coklu karsilastirma testi, n=8.

Sekil 5.15., 1lik plaka testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen antiallodinik
yanitlar lizerine fentolamin uygulamasinin etkilerini gostermektedir. Cift yonliit ANOVA
sonuglart sicanlarin bu testte dl¢giilen reaksiyon siireleri lizerinde tedavi faktoriiniin [F
(1,28)=44,69; p<0,001] etkili oldugunu ancak antagonist faktoriiniin [F (1,28)=1,22;
p>0,05] etkili olmadigini gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri arasinda
anlamli bir etkilesim de bulunmamaktadir [F (1,28)=0,38; p>0,05]. Coklu karsilastirma
icin yapilan Bonferroni analizi sonuglari ise fentolamin uygulamasinin reboksetin’in 1lik
plaka testindeki antiallodinik etkinligini ortadan kaldirmadigina isaret etmistir (p>0,05)
(Sekil 5.15).
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Sekil 5.15. Fentolamin (5 mg.kgti.p.) uygulamasinin ik plaka testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen
antiallodinik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gére anlamll
farkhiik ™"p<0,001. Cift yonli ANOVA, takiben Bonferroni coklu karsilastirma testi, n=8.

Fentolamin ¢aligsmalart sonucunda, bu blokérin 5 mg.kg? dozda (i.p.)
uygulanmasinin reboksetin ile olugan antihiperaljezik ve antiallodinik etkileri ortadan
kaldirmadigi belirlenmistir. Bu bulgular, reboksetin’in s6z konusu farmakolojik

etkilerinin a-adrenerjik reseptorlerden bagimsiz olarak gerceklestigini diistindiirmektedir.

5.4.3. Propranolol uygulamalarina iliskin bulgular

SSS’de noradrenalin’in etkilerine aracilik eden diger adrenerjik reseptorler olan 3
adrenoseptorlerin de nosisepsiyon ve analjezi ile yakindan iliskili oldugu bilinmektedir
(Hartung vd., 2014; Zhang vd., 2018). Bu nedenle, B-adrenerjik reseptorlerin
reboksetin’in diyabetik sigcanlardaki antihiperaljezik ve antiallodinik etkilerine olasi
katilimlarin1 arastirmak tlizere non-selektif B-adrenerjik reseptor blokorii bir ajan olan
propranolol ile mekanizma c¢aligmalar1 yapilmustir.

Randall-Selitto testinde 8 mg.kg™? reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik
yanitlar iizerine propranolol uygulamasinin etkileri Sekil 5.16’da gosterilmistir. Cift
yonlii ANOV A sonuglart siganlarin bu testte dl¢giilen pence cekme esik degerleri iizerinde

hem tedavi faktoriiniin [F (1,28)=54,56; p<0,001] hem de antagonist faktoriiniin [F
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(1,28)=17,26; p<0,001] etkili oldugunu gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist
faktorleri arasinda anlamli bir etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=15,60; p<0,001].
Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 ise propranolol uygulamasinin
reboksetin’in Randall-Selitto testindeki antihiperaljezik etkinligini ortadan kaldirdigina

isaret etmistir (p<0,001) (Sekil 5.16).
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Sekil 5.16. Propranolol (5 mg.kgti.p.) uygulamasinin Randall-Selitto testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile

Indiiklenen antihiperaljezik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna

Hkk

gore anlamli farklilk ™" p<0,001, 8 mg.kg ™ reboksetin uygulanan diyabetik gruba gére anlamii

farkhiik #4&p<0,001. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=S8.

Sekil 5.17., dinamik plantar testinde 8 mg.kg? reboksetin ile indiiklenen
antiallodinik yanitlar lizerine propranolol uygulamasinin etkilerini géstermektedir. Cift
yonlii ANOVA sonuglart sicanlarin bu testte lgiilen pence cekme esik degerleri lizerinde
hem tedavi faktoriiniin [F (1,28)=58,99; p<0,001] hem de antagonist faktoriiniin [F
(1,28)=4,20; p<0,05] etkili oldugunu gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri
arasinda anlamli bir etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=9,23; p<0,01]. Coklu
karsilagtirma i¢in yapilan Bonferroni analizi sonuglar1 ise propranolol uygulamasinin
reboksetin’in dinamik plantar testindeki antiallodinik etkinligini ortadan kaldirdigina

isaret etmistir (p<0,01) (Sekil 5.17).
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Sekil 5.17. Propranolol (5 mg.kg?i.p.) uygulamasimn dinamik plantar testinde 8 mg.kg* reboksetin ile

indiiklenen antiallodinik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gére

*kk

anlamly farklilvk “""p<0,001; 8 mg.kg? reboksetin uygulanan diyabetik gruba gore anlamiy
Sfarkhilk #4p<0,01. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=8.

Plantar testte 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik yanitlar {izerine
propranolol uygulamasinin etkileri Sekil 5.18’de gdosterilmistir. Cift yonli ANOVA
sonuglar1 sicanlarin bu testte Olgililen penge ¢ekme siireleri iizerinde hem tedavi
faktoriiniin [F (1,28)=56,66; p<0,001] hem de antagonist faktoriiniin [F (1,28)=4,52;
p<0,05] etkili oldugunu gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri arasinda
anlamli bir etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=10,12; p<0,01]. Bonferroni ¢oklu
karsilagtirma testi sonuglar1 ise propranolol uygulamasinin reboksetin’in plantar testteki
antihiperaljezik etkinligini ortadan kaldirdigina isaret etmistir (p<0,01) (Sekil 5.18).

Sekil 5.19., 1lik plaka testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen antiallodinik
yanitlar iizerine propranolol uygulamasinin etkilerini gostermektedir. Cift yonli ANOVA
sonugclar1 siganlarin bu testte olciilen reaksiyon siireleri iizerinde hem tedavi faktoriiniin
[F (1,28)=18,65; p<0,001] hem de antagonist faktoriiniin [F (1,28)=18,95; p<0,001] etkili
oldugunu gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri arasinda anlamli bir
etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=22,73; p<0,001]. Coklu karsilagtirma i¢in yapilan

Bonferroni analizi sonuglar1 ise propronolol uygulamasinin reboksetin’in 1lik plaka
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testindeki antiallodinik etkinligini ortadan kaldirdigina isaret etmistir (p<0,001) (Sekil
5.19).
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Sekil 5.18. Propranolol (5 mg.kgti.p.) uygulamasinin plantar testte 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen
antihiperaljezik yanmitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gore anlami
farkhiik ""p<0,001; 8 mg.kg? Reboksetin uygulanan diyabetik gruba gore anlamli farkiilik
&&n<0,01. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=S8.

Propranolol ¢aligmalar1 sonucunda, bu blokérin 5 mg.kg! dozda (i.p.)
uygulanmasinin reboksetin ile olusan antihiperaljezik ve antiallodinik etkileri giiclii
bigimde antagonize ettigi belirlenmistir. Bu bulgulardan hareketle, p-adrenerjik
reseptorlerin reboksetin’in s6z konusu farmakolojik etkilerine, en azindan kismen,
aracilik ettigi ileri siiriilebilir.

Reboksetin’in noropatik agri izerine yararl etkilerinin B-adrenerjik reseptorler ile
iligkili oldugunun ortaya koyulmasinin ardindan, bu etkiye hangi B-adrenerjik reseptor

alt-tipinin aracilik ettigi de aydinlatilmaya galisilmistr.
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Sekil 5.19. Propranolol (5 mg.kg? i.p.) uygulamasimin ik plaka testinde 8 mg.kg reboksetin ile
indiiklenen antiallodinik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gére
anlamli farklilik ™"p<0,001; 8 mg.kg! Reboksetin uygulanan diyabetik gruba gére anlamli
farkhihk #8&p<0,001. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=S8.

5.4.4. Metoprolol uygulamalarina iliskin bulgular

Reboksetin’in diyabetik si¢anlardaki antihiperaljezik ve antiallodinik etkilerine -
adrenerjik reseptorlerin katilip katilmadigini arastirmak tizere, B1-adrenerjik reseptorlerin
selektif blokorii bir ilag olan metoprolol kullanilmistir.

Randall-Selitto testinde 8 mg.kg™? reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik
yanitlar iizerine metoprolol uygulamasinin etkileri Sekil 5.20°de gosterilmistir. Cift yonlii
ANOVA sonuglari siganlarin bu testte dlgiilen penge ¢ekme esik degerleri tizerinde tedavi
faktoriiniin [F (1,28)=224,9; p<0,001] etkili oldugunu ancak antagonist faktoriiniin [F
(1,28)=0,30; p>0,05] etkili olmadigmi goéstermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist
faktorleri arasinda anlamli bir etkilesim de bulunmamaktadir [F (1,28)=0,08; p>0,05].
Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi sonuglari ise metoprolol uygulamasinin reboksetin’in
Randall-Selitto testindeki antihiperaljezik etkinligini ortadan kaldirmadigina isaret
etmistir (p>0,05) (Sekil 5.20).

Sekil 5.21. ise, dinamik plantar testinde 8 mg.kg? reboksetin ile indiiklenen

antiallodinik yanitlar lizerine metoprolol uygulamasinin etkilerini gostermektedir. Cift
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yonlii ANOV A sonuglari siganlarin bu testte dl¢iilen pence cekme esik degerleri iizerinde
tedavi faktoriiniin [F (1,28)=135,5; p<0,001] etkili oldugunu ancak antagonist faktoriiniin
[F (1,28)=0,74; p>0,05] etkili olmadigin1 gostermistir.
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Sekil 5.20. Metoprolol (15 mg.kg™?i.p.) uygulamasinin Randall-Selitto testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile

indiiklenen antihiperaljezik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna

*kk

gire anlamls farklilik *p<0,001. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni coklu karsilastirma
testi, n=8.

Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri arasinda anlamli bir etkilesim de
bulunmamaktadir [F (1,28)=1,32; p>0,05]. Coklu karsilastirma icin yapilan Bonferroni
analizi sonuglar1 ise metoprolol uygulamasinin reboksetin’in dinamik plantar testindeki
antiallodinik etkinligini ortadan kaldirmadigina isaret etmistir (p>0,05) (Sekil 5.21).

Plantar testte 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik yanitlar {izerine
metoprolol uygulamasinin etkileri Sekil 5.22°da gosterilmistir. Cift yonli ANOVA
sonugclari sicanlarin bu testte dlciilen pence ¢ekme siireleri tizerinde tedavi faktoriiniin [F
(1,28)=65,87; p<0,001] etkili oldugunu ancak antagonist faktoriiniin [F (1,28)=0,11;
p>0,05] etkili olmadigin1 gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri arasinda
anlamli bir etkilesim de bulunmamaktadir [F (1,28)=0,06; p>0,05]. Coklu karsilagtirma
icin yapilan Bonferroni analizi sonuglar1 ise metoprolol uygulamasinin reboksetin’in
plantar testteki antihiperaljezik etkinligini ortadan kaldirmadigina isaret etmistir (p>0,05)
(Sekil 5.22).
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Sekil 5.21. Metoprolol (15 mg.kg?i.p.) uygulamasinin dinamik plantar testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile
indiiklenen antiallodinik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gore

anlamly farklilik “"p<0,001. Cift yonli ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi,

n=8.
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Sekil 5.22. Metoprolol (15 mg.kg™i.p.) uygulamasinin plantar testte 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen
antihiperaljezik yamitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gore anlamli

Sfarkhiik ™"p<0,001. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=8.



Sekil 5.23., 1lik plaka testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen antiallodinik
yanitlar tizerine metoprolol uygulamasinin etkilerini gostermektedir. Cift yonliit ANOVA
sonuglar1 siganlarin bu testte dlgiilen reaksiyon siireleri lizerinde tedavi faktoriiniin [F
(1,28)=43,88; p<0,001] etkili oldugunu ancak antagonist faktoriiniin [F (1,28)<0,01;
p>0,05] etkili olmadigin1 gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri arasinda
anlamli bir etkilesim de bulunmamaktadir [F (1,28)=0,31; p>0,05]. Coklu karsilastirma
i¢cin yapilan Bonferroni analizi sonuglar1 ise metoprolol uygulamasinin reboksetin’in 1lik
plaka testindeki antiallodinik etkinligini ortadan kaldirmadigina isaret etmistir (p>0,05)
(Sekil 5.23).
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Sekil 5.23. Metoprolol (15 mg.kg? i.p.) uygulamasimin ik plaka testinde 8 mg.kg™? reboksetin ile
indiiklenen antiallodinik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gore
anlamly farklilik ™"p<0,001. Cift yonli ANOVA, takiben Bonferroni coklu karsilastirma testi,

n=8.

Metoprolol ¢alismalar1 sonucunda, bu blokériin 5 mg.kg? dozda (i.p.)
uygulanmasinin diyabetik sicanlarda reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik ve
antiallodinik etkileri geri c¢eviremedigi goriilmiistiir. Bu bulgular, reboksetin’in s6z
konusu farmakolojik etkilerinin Pi-adrenerjik reseptorlerden bagimsiz olarak

gerceklestigine isaret etmektedir.
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5.4.5. ICI 118,551 uygulamalarina iliskin bulgular

Reboksetin’in diyabetik sicanlardaki antihiperaljezik ve antiallodinik etkilerine
B2-adrenerjik reseptorlerin  katilip katilmadigimi arastirmak {izere, [o-adrenerjik
reseptorlerin selektif blokdrii bir ajan olan ICI 118,551 kullanilmastir.

Randall-Selitto testinde 8 mg.kg? reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik
yanitlar iizerine ICI 118,551 uygulamasmin etkileri Sekil 5.24’de gosterilmistir. Cift
yonliit ANOVA sonuglart siganlarin bu testte dlgiilen pence cekme esik degerleri iizerinde
hem tedavi faktoriiniin [F (1,28)=17,58; p<0,001] hem de antagonist faktoriiniin [F
(1,28)=12,82; p<0,01] etkili oldugunu gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist
faktorleri arasinda anlamli bir etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=17,13; p<0,001].
Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi sonuglari ise ICI 118,551 uygulamasinin
reboksetin’in Randall-Selitto testindeki antihiperaljezik etkinligini ortadan kaldirdigina

isaret etmistir (p<0,001) (Sekil 5.24.).
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Sekil 5.24. ICI 118,551 (1 mg.kg?i.p.) uygulamasimin Randall-Selitto testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile
indiiklenen antihiperaljezik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gére
anlamli farklilik "p<0,001; 8 mg.kg? reboksetin uygulanan diyabetik gruba gére anlamli
farklihk ##&p<0,001. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni coklu karsilastirma testi, n=S8.
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Sekil 5.25., dinamik plantar testinde 8 mg.kg? reboksetin ile indiiklenen
antiallodinik yanitlar tizerine ICI 118,551 uygulamasinin etkilerini gostermektedir. Cift
yonlii ANOVA sonuglart siganlarin bu testte dlgiilen pence cekme esik degerleri iizerinde
hem tedavi faktoriinin [F (1,28)=30,86; p<0,001] hem de antagonist faktoriiniin [F
(1,28)=4,94; p<0,05] etkili oldugunu gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri
arasinda anlamli bir etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=4,33; p<0,05]. Coklu
karsilastirma i¢in yapilan Bonferroni analizi sonuglar1 ise ICI 118,551 uygulamasinin
reboksetin’in dinamik plantar testindeki antiallodinik etkinligini ortadan kaldirdigina

isaret etmistir (p<0,05) (Sekil 5.25).
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Sekil 5.25. ICI 118,551 (1 mg.kgti.p.) uygulamaswmn dinamik plantar testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile
indiiklenen antiallodinik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gére
anlaml farkhilik *"p<0,001; 8 mg.kg?! reboksetin uygulanan diyabetik gruba gore anlamly
farklilik #p<0,05. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=S8.

Plantar testte 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik yanitlar {izerine
ICI 118,551 uygulamasinin etkileri Sekil 5.26’da gosterilmistir. Cift yonlii ANOVA
sonuclart sicanlarin bu testte Olciilen pence cekme siireleri lizerinde hem tedavi
faktoriintin [F (1,28)=40,90; p<0,001] hem de antagonist faktoriiniin [F (1,28)=4,45;

p<0,05] etkili oldugunu gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri arasinda
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anlamli bir etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=7,32; p<0,05]. Bonferroni c¢oklu
karsilagtirma testi sonuglari ise ICI 118,551 uygulamasinin reboksetin’in plantar testteki

antihiperaljezik etkinligini ortadan kaldirdigina isaret etmistir (p<0,05) (Sekil 5.26).
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Sekil 5.26. ICI 118,551 (1 mg.kgti.p.) uygulamasinin plantar testte 8 mg.kg™* reboksetin ile indiiklenen

antihiperaljezik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gére anlaml

*kk

Sfarkliik "p<0,001; 8 mg.kg™ reboksetin uygulanan diyabetik gruba gére anlamli farkiiik
&p<0,05. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n==8.

Sekil 5.27., 1lik plaka testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen antiallodinik
yanitlar iizerine ICI 118,551 uygulamasinin etkilerini gostermektedir. Cift yonlii
ANOVA sonuglar1 siganlarin bu testte olgililen reaksiyon siireleri {izerinde hem tedavi
faktortiniin [F (1,28)=20,60; p<0,001] hem de antagonist faktoriiniin [F (1,28)=20,69;
p<0,001] etkili oldugunu gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri arasinda
anlamli bir etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=17,75; p<0,001]. Coklu karsilastirma i¢in
yapilan Bonferroni analizi sonuglart ise ICI 118,551 uygulamasinin reboksetin’in 1lik
plaka testindeki antiallodinik etkinligini ortadan kaldirdigina isaret etmistir (p<<0,001)
(Sekil 5.27).
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Sekil 5.27. IC1 118,551 (1 mg.kgti.p.) uygulamasinin ilik plaka testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen
antiallodinik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gére anlaml
farkhlk ™"p<0,001; 8 mg.kg? reboksetin uygulanan diyabetik gruba gérve anlamly farkhilik
&&&n<0,001. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=8.

ICI 118,551 g¢alismalar1 sonucunda, bu blokériin 1 mg.kg? dozda (i.p.)
uygulanmasinin reboksetin ile olusan antihiperaljezik ve antiallodinik etkileri giiclii
bicimde antagonize ettigi belirlenmistir. Bu bulgulardan hareketle, reboksetin’in séz
konusu farmakolojik etkileri ortaya koymasinda P2-adrenerjik reseptorlerin rol oynadigi

sOylenebilir.

5.4.6. SR 59230A uygulamalarina iliskin bulgular

Reboksetin’in diyabetik si¢anlardaki antihiperaljezik ve antiallodinik etkilerine Ps-
adrenerjik reseptorlerin katilip katilmadigini arastirmak iizere, Bs-adrenerjik reseptorlerin
selektif blokorii bir ajan olan SR 59230A ile antagonizma ¢alismalar1 yapilmistir.

Randall-Selitto testinde 8 mg.kg? reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik
yanitlar lizerine SR 59230A uygulamasinin etkileri Sekil 5.28’de gosterilmistir. Cift
yonli ANOVA sonuglart siganlarin bu testte dl¢iilen pence cekme esik degerleri iizerinde
tedavi faktortiniin [F (1,28)=139,5; p<0,001] etkili oldugunu ancak antagonist faktoriiniin
[F (1,28)=0,03; p>0,05] etkili olmadigin1 gdstermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist
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faktorleri arasinda anlamli bir etkilesim de bulunmamaktadir [F (1,28)=1,61; p>0,05].
Bonferroni ¢oklu karsilagtirma testi sonucglari ise SR 59230A uygulamasinin
reboksetin’in  Randall-Selitto  testindeki  antihiperaljezik  etkinligini  ortadan

kaldirmadigina isaret etmistir (p>0,05) (Sekil 5.28).
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Sekil 5.28. SR 59230A (7,5 mg.kgti.p.) uygulamasinin Randall-Selitto testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile
indiiklenen antihiperaljezik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna
gore anlamli farklilik " p<0,001. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma

testi, n=8.

Sekil 5.29., dinamik plantar testinde 8 mg.kg? reboksetin ile indiiklenen
antiallodinik yanitlar tizerine SR 59230A uygulamasinin etkilerini gostermektedir. Cift
yonliit ANOVA sonuglart siganlarin bu testte dlgiilen pence cekme esik degerleri lizerinde
tedavi faktortiniin [F (1,28)=106,9; p<0,001] etkili oldugunu ancak antagonist faktoriiniin
[F (1,28)=0,38; p>0,05] etkili olmadigin1 gdstermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist
faktorleri arasinda anlamli bir etkilesim de bulunmamaktadir [F (1,28)=0,03; p>0,05].
Coklu karsilastirma i¢in yapilan Bonferroni analizi sonuglari ise SR 59230A
uygulamasinin reboksetin’in dinamik plantar testindeki antiallodinik etkinligini ortadan

kaldirmadigina isaret etmistir (p>0,05) (Sekil 5.29).
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Sekil 5.29. SR 59230A (7,5 mg.kgti.p.) uygulamasimn dinamik plantar testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile
indiiklenen antiallodinik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gére

anlaml farklilvk *"p<0,001. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi,

n=8.
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Sekil 5.30. SR 59230A (7,5 mg.kgti.p.) uygulamasimin plantar testte 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen
antihiperaljezik yanmitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gore anlaml

Sarkhilk ""p<0,001. Cift yonli ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=8.
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Plantar testte 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik yanitlar {izerine
SR 59230A uygulamasmin etkileri Sekil 5.30°da gosterilmistir. Cift yonli ANOVA
sonuglar1 siganlarin bu testte 6l¢iilen penge ¢ekme siireleri lizerinde tedavi faktoriiniin [F
(1,28)=65,54; p<0,001] etkili oldugunu ancak antagonist faktoriiniin [F (1,28)=1,72;
p>0,05] etkili olmadigin1 gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri arasinda
anlamli bir etkilesim de bulunmamaktadir [F (1,28)=0,25; p>0,05]. Coklu karsilastirma
icin yapilan Bonferroni analizi sonuglar1 ise SR 59230A uygulamasinin reboksetin’in
plantar testteki antihiperaljezik etkinligini ortadan kaldirmadigina isaret etmistir (p>0,05)
(Sekil 5.30).
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Sekil 5.31. SR 59230A (7,5 mg.kg? i.p.) uygulamaswmn 1k plaka testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile

indiiklenen antiallodinik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gore
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anlaml farklhik ~p<0,001. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi,

n=8.

Sekil 5.31., 1lik plaka testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen antiallodinik
yanitlar izerine SR 59230A uygulamasinin etkilerini gostermektedir. Cift yonli ANOVA
sonugclari sicanlarin bu testte dlciilen reaksiyon siirelerinin {izerinde tedavi faktoriiniin [F
(1,28)=57,80; p<0,001] etkili oldugunu ancak antagonist faktoriiniin [F (1,28)=0,15;
p>0,05] etkili olmadigin1 gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri arasinda

anlamli bir etkilesim de bulunmamaktadir [F (1,28)=0,47; p>0,05]. Coklu karsilastirma
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icin yapilan Bonferroni analizi sonuglar ise SR 59230A uygulamasinin reboksetin’in 1lik
plaka testindeki antiallodinik etkinligini ortadan kaldirmadigina isaret etmistir (p>0,05)
(Sekil 5.31).

SR 59230A ¢alismalar1 sonucunda, bu blokériin 7,5 mg.kg? dozda (i.p.)
uygulanmasinin diyabetik siganlarda reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik ve
antiallodinik etkileri geri g¢eviremedigi goriilmiistiir. Bu bulgular, reboksetin’in sz
konusu farmakolojik etkilerinin B1-adrenerjik reseptorlere benzer bigimde Bz-adrenerjik
reseptorlerden de bagimsiz olarak gerceklestigine isaret etmektedir.

Nitekim noropatik agrinin siyatik sinir hasari ile indiiklendigi bir ¢aligmada, bir
TSA olan nortriptilin’in antiallodinik etkisinin az-adrenoseptor blokorii yohimbin, Bi-
adrenerjik reseptdr antagonistleri atenolol veya metoprolol veya PBs-adrenerjik reseptor
blokdrii SR 59230A uygulamalarindan etkilenmedigi gosterilmistir. Diger yandan, non-
selektif B-adrenerjik reseptor antagonistleri propranolol ve sotalol; Bi/pz-adrenerjik
reseptOr antagonistleri alprenolol ve pindolol; ve ayrica spesifik Bz-adrenerjik reseptor
blokorii ICI 118,551 nortriptilin’in antiallodinik etkisini basariyla bloke etmistir. Dahast,
nortriptilin’in B-adrenerjik reseptor knockout farelerde indiiklenen néropatik agri iizerine
tamamen etkisiz oldugu belirlenmistir (Yalcin vd., 2009a). Yine bu bulgulara paralel
olarak, Bz-adrenoseptor blokorii ICI 118551'in, diyabetik polindropatili ob/ob farelerde
nortriptilin ile indiiklenen antiallodinik etkiyi antagonize ettigi gosterilmistir (Choucair-
Jaafar vd., 2014). Bu bilgilerden hareketle, f2-adrenoseptorlerin hem sinir hasari hem de
diyabetik polindropati ile indiiklenen allodininin tedavisi igin kritik 6neme sahip
olabilecegi ileri stirtilmiistiir (Choucair-Jaafar vd., 2014).

Siyatik sinir hasari ile néropatik agr1 modeli olusturulan ve allodini yanitlarinin von
Frey filamentleri ile degerlendirildigi bir baska ¢aligmada ise, desipramin ve venlafaksin
adli antidepresan ilaglarin antiallodinik etkinlik gdsterdikleri ve s6z konusu antiallodinik
etkilerinin Bo-adrenerjik reseptor blokaji ile ortadan kalktig1 gosterilmistir. Daha da ilging
olarak, s6z konusu antidepresan ilaglarin ayni deneysel modelde P2-adrenoseptor
knockout farelerde herhangi bir antiallodinik etkinlige neden olmadiklar1 bildirilmistir
(Yalcin vd., 2009a; 2009b). Yine aymi ¢alismada 4 hafta siire ile giinliik 0,8 mg.kg™ dozda
reboksetin (Edronax®) uygulamasinin mekanik alllodiniyi azalttig1; s6z konusu etkinin
B2-adrenerjik reseptor blokori ICT 118,551 tarafindan geri ¢evrildigi halde, az-adrenerjik
reseptor blokorii yohimbin uygulamasindan etkilenmedigi bildirilmistir (Yalcin vd.,
2009D).
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Desipramin ve venlafaksin’in antiallodinik etkilerine aracilik eden B2-adrenerjik
reseptorlerin SSS’de ndropatik agri ile iliskili lokasyonlarinin aragtirtlmasi amaciyla, B2-
adrenerjik reseptor blokori bir ajan olan ICI 118,551 hayvanlara intratekal ve
intraserebroventrikiiler olmak tizere iki farkli yolla enjekte edilmistir. ICI 118,551'in
intratekal yolla uygulanmasi, desipramin ve venlafaksin’in antiallodinik etkilerini
engellerken, intraserebroventrikiiler uygulamada ayni sonu¢ goriilmemistir. Bu
bulgulardan hareketle, supraspinal B2-adrenerjik reseptorlerin antidepresan ilaglarin anti-
allodinik etkileri i¢in kritik olmayabilecegi ileri stiriilmiistiir. B2-adrenerjik reseptorlerin
nosiseptif bilgi ile iliskili ilk integratif merkez olan omuriligin dorsal boynuzu icinde
eksprese ediliyor olmasindan hareketle (Nicholson vd., 2005), bu lokasyonun, néropatik
allodiniyi tedavi eden antidepresan ilaglar ve onlarin etkiledigi inici noradrenerjik
inhibitor yolaklar i¢in potansiyel néroanatomik bir substrat olabilecegi ileri siiriilmiistiir
(Yalcin vd., 2009b).

Antidepresan ilaglarin antiallodinik etkilerini sergilemeleri i¢in B2-adrenerjik
reseptorlerin uyarilmasinin gerekli oldugunu ileri siiren preklinik arastirmalara paralel
sekilde; terbutalin, salbutamol, fenoterol, salmeterol, ritodrin, izoproterenol,
metaproterenol, prokaterol, formoterol, klenbuterol veya bambuterol gibi f2-
mimetiklerin kronik uygulamalarinin néropati kaynakli allodiniyi tedavi etmekte basarili
olduklar1 ortaya koyulmustur (Barrot vd., 2009; Yalcin vd., 2010; Choucair-Jaafar vd.,
2014). Metaproterenol, prokaterol, formoterol ve klenbuterol ile yapilan ¢alismada, bu
agonistlerin siyatik sinir hasaria bagli ndropati olusturulmus hayvanlardaki antiallodinik
etkilerin Pz-adrenerjik reseptor blokori ICI 118,551 uygulamas: ile geri dondiigi
gosterilmigstir. Dahasi, s6z konusu antiallodinik etki Pz-adrenerjik reseptor knockout
farelerde hi¢ goriilmemistir. Diger yandan, Bi-adrenerjik reseptdr agonisti ksamoterol ya
da Bs-adrenerjik reseptor agonisti BRL 37344 noropatik allodini lizerinde herhangi bir
tedavi edici etkinlige neden olmamistir (Yalcin vd., 2010). Bu sonuglardan hareketle, [B2-
adrenerjik reseptorlerin uyarilmasinin ndropatik agri tedavisi i¢in sadece gerekli degil
yeterli oldugu ve dolayisiyla B2-adrenoseptorleri uyaran tiim molekiillerin néropatik
agriya karsi onemli bir potansiyele sahip olabilecekleri ileri siiriilmiistiir (Barrot vd.,
2009).

Sag siyatik sinirin hasarlanmasi ile néropati olusturulan diger bir ¢alismada ise, bir
TSA olan nortriptilin’in, bir SNRI olan venlafaksin’in ve bir Bz-adrenerjik reseptor

agonisti olan terbutalin’in mekanik allodini iizerine etkileri aragtirllmistir. Calismada,
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uygulanan tedavilerin DRG’lerde noradrenalin diizeylerini artirarak non-noronal satelit
hiicreler tarafindan eksprese edilen B2-adrenerjik reseptorleri aktive ettigi gosterilmistir.
B2-adrenerjik reseptorlerin uyarilmasindaki bu artisin membrana bagli TNFa’ nin ndropati
kaynakl1 tiretimini azalttig1 ve boylece noropatik allodininin rahatladigi ileri stirtilmiistiir.
Bu c¢aligma da Pz-adrenoseptdrlerin ndropatik agri ile iliskisini desteklemesi ve bu
reseptorlerin allodini ve hiperaljezi tedavilerindeki roliinii yansitmasi agisindan dnem
tasimaktadir (Bohren vd., 2013).

S6zii edilen caligmalarin biiyiik kismi siyatik sinir hasarina bagli ndropati
modellerinde gerceklestirilmis ve oOzellikle mekanik allodini iizerindeki etkinlige
odaklanilmistir. Yine de Onceki raporlarda sunulan bu bilgiler, bu tez calismasinin
reboksetin’in diyabete bagli noropatik agri tedavisindeki antihiperaljezik ve antiallodinik
etkilerine adrenoseptorler arasindan yalnizca f2’lerin aracilik ettigine iliskin bulgularini
destekler ozelliktedir.

5.4.7. SCH 23390 uygulamalarna iliskin bulgular

Dopaminerjik reseptdrlerin de nosisepsiyon, noropatik agri ve analjezi ile
yakindan iliskili oldugu bilinmektedir (Taylor vd., 2016; Chen vd., 2017; Obata, 2017;
Carballo-Villalobos vd., 2018). Bu nedenle reboksetin’in diyabetik si¢anlardaki
antihiperaljezik ve antiallodinik etkilerine Di-dopaminerjik reseptorlerin  katilip
katilmadigini arastirmak {izere, Di1-dopaminerjik reseptorlerin selektif blokorii bir ajan
olan SCH 23390 kullanilmistir.

Randall-Selitto testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik
yanitlar tizerine SCH 23390 uygulamasinin etkileri Sekil 5.32°de gosterilmistir. Cift
yonliit ANOV A sonuglari siganlarin bu testte lgiilen pence cekme esik degerleri iizerinde
hem tedavi faktoriiniin [F (1,28)=41,38; p<0,001] hem de antagonist faktoriiniin [F
(1,28)=26,95; p<0,001] etkili oldugunu gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist
faktorleri arasinda anlamli bir etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=37,33; p<0,001].
Bonferroni ¢oklu karsilagtirma testi sonucglart ise SCH 23390 uygulamasinin
reboksetin’in Randall-Selitto testindeki antihiperaljezik etkinligini ortadan kaldirdigina
isaret etmistir (p<0,001) (Sekil 5.32).

Sekil 5.33., dinamik plantar testinde 8 mg.kg? reboksetin ile indiiklenen

antiallodinik yanitlar tizerine SCH 23390 uygulamasinin etkilerini gostermektedir.
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Sekil 5.32. SCH 23390 (0,5 mg.kg™i.p.) uygulamasinin Randall-Selitto testinde 8 mg.kg™* reboksetin ile
indiiklenen antihiperaljezik yanitlar tizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna
gore anlamh farklilik “p<0,001; 8 mg.kg™? reboksetin uygulanan diyabetik gruba gore
anlaml farkhilik ¥%%p<0,001. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma

testi, n=8.

Cift yonli ANOVA sonuclar1 sigcanlarin bu testte Olgiilen penge ¢ekme esik
degerleri tizerinde hem tedavi faktoriiniin [F (1,28)=62,76; p<0,001] hem de antagonist
faktoriiniin [F (1,28)=4,30; p<0,05] etkili oldugunu goéstermistir. Ayrica, tedavi ile
antagonist faktorleri arasinda anlamli bir etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=5,75;
p<0,05]. Coklu karsilastirma i¢in yapilan Bonferroni analizi sonuglar1 ise SCH 23390
uygulamasinin reboksetin’in dinamik plantar testindeki antiallodinik etkinligini ortadan
kaldirdigina isaret etmistir (p<<0,01) (Sekil 5.33.).

Plantar testte 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik yanitlar {izerine
SCH 23390 uygulamasimin etkileri Sekil 5.34’de gosterilmistir. Cift yonli ANOVA
sonuglar1 sicanlarin bu testte Olglilen penge ¢ekme siireleri iizerinde hem tedavi
faktoriiniin [F (1,28)=4,35; p<0,05] hem de antagonist faktoriiniin [F (1,28)=5,20;
p<0,05] etkili oldugunu gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri arasinda
anlamli bir etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=7,52; p<0,05]. Bonferroni c¢oklu
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karsilastirma testi sonuglart ise SCH 23390 uygulamasinin reboksetin’in plantar testteki

antihiperaljezik etkinligini ortadan kaldirdigina isaret etmistir (p<0,01) (Sekil 5.34).
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Sekil 5.33. SCH 23390 (0,5 mg.kgi.p.) uygulamasimn dinamik plantar testinde 8 mg.kg™* reboksetin ile

indiiklenen antiallodinik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gére

*kk

anlamly farklilvk “"p<0,001; 8 mg.kg? reboksetin uygulanan diyabetik gruba gore anlamly
Sfarkhiik #4p<0,01. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=S8.

Sekil 5.35., 1lik plaka testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen antiallodinik
yanitlar tizerine SCH 23390 uygulamasinin etkilerini géstermektedir. Cift yonli ANOVA
sonuglart siganlarin bu testte 6l¢iilen reaksiyon siireleri {izerinde hem tedavi faktoriiniin
[F (1,28)=29,77; p<0,001] hem de antagonist faktoriiniin [F (1,28)=29,25; p<0,001] etkili
oldugunu gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri arasinda anlamli bir
etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=30,90; p<0,001]. Coklu karsilagtirma igin yapilan
Bonferroni analizi sonuglart ise SCH 23390 uygulamasiin reboksetin’in 1lik plaka
testindeki antiallodinik etkinligini ortadan kaldirdigina isaret etmistir (p<0,001) (Sekil
5.35).
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Sekil 5.34. SCH 23390 (0,5 mg.kg™ i.p.) uygulamasimin plantar testte 8 mg.kg™* reboksetin ile indiiklenen
antihiperaljezik yamitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gore anlaml
farkhlk *"p<0,01; 8 mg.kg?' reboksetin uygulanan diyabetik gruba gére anlamh farklilik
&&n<0,01. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=8.
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Sekil 5.35. SCH 23390 (0,5 mg.kg™ i.p.) uygulamasinin ik plaka testinde 8 mg.kg* reboksetin ile
indiiklenen antiallodinik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gore
anlaml farkliik “"p<0,001; 8 mg.kg? reboksetin uygulanan diyabetik gruba gére anlaml
Sarkhilk #8%p<0,001. Cift yonli ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=38.
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SCH 23390 ¢alismalar1 sonucunda, bu blokoriin 5 mg.kg! dozda (i.p.)
uygulanmasinin reboksetin ile olusan antihiperaljezik ve antiallodinik etkileri giiclii
bigimde antagonize ettigi belirlenmistir. Bu bulgulardan hareketle, reboksetin’in s6z
konusu farmakolojik etkileri ortaya koymasinda Di-dopaminerjik reseptorlerin rol

oynadigi sdylenebilir.

5.4.8. Siilprid uygulamalarina iliskin bulgular

Di-dopaminerjik reseptorlerin yani sira, D2- ve Ds-dopaminerjik reseptorlerin de
reboksetin’in diyabetik siganlardaki antihiperaljezik ve antiallodinik etkilerine katilmig
olmasi miimkiindiir. Bu olasig1 arastirmak tizere non-selektif D»-/Ds-dopaminerjik

reseptor blokdrii bir ajan olan siilprid ile antagonizma ¢alismalart yapilmistir.
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Sekil 5.36. Siilprid (30 mg.kg? i.p.) uygulamasimin Randall-Selitto testinde 8 mg.kg? reboksetin ile
indiiklenen antihiperaljezik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gére
anlamli farkliik ™"p<0,001, 8 mg.kg? reboksetin uygulanan diyabetik gruba gére anlamli
Sfarkhiik #48p<0,001. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=S8.

Randall-Selitto testinde 8 mg.kg™? reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik
yanitlar {lizerine siilprid uygulamasinin etkileri Sekil 5.36’da gosterilmistir. Cift yonlii
ANOVA sonuglari siganlarin bu testte dl¢iilen penge cekme esik degerleri iizerinde hem

tedavi faktoriiniin [F (1,28)=90,99; p<0,001] hem de antagonist faktoriiniin [F
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(1,28)=11,57; p<0,01] etkili oldugunu gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist
faktorleri arasinda anlamli bir etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=9,42; p<0,01].
Bonferroni ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari ise siilprid uygulamasinin reboksetin’in
Randall-Selitto testindeki antihiperaljezik etkinligini ortadan kaldirdigina isaret etmistir
(p<0,001) (Sekil 5.36).

Sekil 5.37., dinamik plantar testinde 8 mg.kg? reboksetin ile indiiklenen
antiallodinik yanitlar iizerine siilprid uygulamasinin etkilerini gostermektedir. Cift yonlii
ANOVA sonuglar1 siganlarin bu testte 6l¢iilen penge ¢cekme esik degerleri lizerinde hem
tedavi faktoriiniin [F (1,28)=14,55; p<0,001] hem de antagonist faktoriiniin [F
(1,28)=6,95; p<0,05] etkili oldugunu gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri
arasinda anlamli bir etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=4,73; p<0,05]. Coklu
karsilastirma i¢in yapilan Bonferroni analizi sonuglari ise siilprid uygulamasinin
reboksetin’in dinamik plantar testindeki antiallodinik etkinligini ortadan kaldirdigina

isaret etmistir (p<0,01) (Sekil 5.37).
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Sekil 5.37. Siilprid (30 mg.kg? i.p.) uygulamasimn dinamik plantar testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile
indiiklenen antiallodinik yanitlar tizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gore
anlamly farkliik ™"p<0,001, 8 mg.kg? reboksetin uygulanan diyabetik gruba gére anlamli
Sfarkhiik #%p<0,01. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=38.
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Plantar testte 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik yanitlar {izerine
stilprid uygulamasinin etkileri Sekil 5.38’de gosterilmistir. Cift yonli ANOVA sonuglari
siganlarin bu testte Olgiilen pence ¢ekme siireleri lizerinde hem tedavi faktoriintin [F
(1,28)=18,00; p<0,001] hem de antagonist faktoriiniin [F (1,28)=4,49; p<0,05] etkili
oldugunu gdstermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri arasinda anlamli bir
etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=10,19; p<0,01]. Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi
sonuglart ise siilprid uygulamasinin reboksetin’in plantar testteki antihiperaljezik

etkinligini ortadan kaldirdigina isaret etmistir (p<0,01) (Sekil 5.38).
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Sekil 5.38. Siilprid (30 mg.kg™ i.p.) uygulamasinin plantar testte 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen

antihiperaljezik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gore anlaml

Fkk

Sfarkhiik ™"p<0,001, 8 mg.kg? reboksetin uygulanan diyabetik gruba gére anlaml farklilik
&&p<0,01. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=8.

Sekil 5.39., 1lik plaka testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen antiallodinik
yanitlar lizerine siilprid uygulamasinin etkilerini gostermektedir. Cift yonli ANOVA
sonuclar1 siganlarin bu testte dlciilen reaksiyon siireleri iizerinde hem tedavi faktoriiniin
[F (1,28)=18,36; p<0,001] hem de antagonist faktoriiniin [F (1,28)=10,48; p<0,01] etkili
oldugunu gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri arasinda anlamli bir

etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=5,92; p<0,05]. Coklu karsilastirma igin yapilan
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Bonferroni analizi sonuglari ise siilprid uygulamasinin reboksetin’in 1lik plaka testindeki

antiallodinik etkinligini ortadan kaldirdigina isaret etmistir (p<<0,001) (Sekil 5.39.).
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Sekil 5.39. Siilprid (30 mg.kgti.p.) uygulamasinin ilik plaka testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen

antiallodinik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gére anlamli

*kk

farkhiik ™"p<0,001; 8 mg.kg? reboksetin uygulanan diyabetik gruba gére anlaml farklilik
&&&n<0,001. Cift Yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=S8.

Siilprid ¢alismalari sonucunda, bu blokoriin 0,5 mg.kg™* dozda (i.p.) uygulanmasinin
reboksetin ile olusan antihiperaljezik ve antiallodinik etkileri giiglii bicimde antagonize
ettigi belirlenmistir. Bu bulgulardan hareketle, D2- ve Ds-dopaminerjik reseptorlerin de
reboksetin’in s6z konusu farmakolojik etkilerine, en azindan kismen, aracilik ettigi ileri
stiriilebilir.

Dopaminerjik sistemin, SSS’de nosiseptif transmisyonda kritik bir rol oynadigi
(Potvin vd., 2009); omurilikte, bagta D2 olmak iizere tim dopaminerjik reseptor alt
tiplerinin eksprese edildigi bilinmektedir (Zhu vd., 2007). Omuriligin dorsal boynuzunu
innerve eden dopaminerjik ndronlar, dorsal posterior hipotalamusta bulunan All
bolgesinden projekte olurlar. Dorsal boynuzundaki nosiseptif transmisyonun dopamin
tarafindan inhibisyonuna D2-benzeri dopaminerjik reseptorlerin aracilik ettigi

bilinmektedir (Fleetwood-Walker vd., 1988; Taniguchi vd., 2011).
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Literatiirde dopaminerjik reseptorlerin néropatik agrinin tedavisindeki rolii ile ilgili
cesitli calismalara rastlamak miimkiindiir. Ornegin, Chen ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan ve Sprague-Dawley cinsi siganlarda sag L5 spinal sinir ligasyonu ile hiperaljezi
modeli olusturulan giincel bir c¢alismada amitriptilin, duloksetin, milnasipran ve
fluoksetin adli ilaclarin antihiperaljezik etkilerine dopaminerjik sistemin olast katilimi
arastirilmistir. S6z konusu ¢alismada i.p. yolla 3-30 mg.kg? doz araliginda uygulanan bu
dort antidepresanin antihiperaljezik etkilerinin, intratekal stilpirid (30 pg) uygulamasi ile
ortadan kalktig1 gosterilmistir. Spinal dorsal boynuzda dopamin konsantrasyonlarindaki
degisimi arastirmak iizere yapilan mikrodiyaliz ¢aligmalar1 sonucunda, s6z konusu
antidepresanlarin her birinin 10 mgkg? (i.p.) dozda uygulanmasini takiben dopamin
seviyelerininin anlamli 6l¢iide arttigr bildirilmistir. Tim bu bulgularin 15181nda,
antidepresanlarin noropatik agriya karsi etkinliklerinin sadece noradrenerjik ya da
serotonerjik sistem ile degil, aynt zamanda omurilikteki dopamin seviyelerinin
modiilasyonu ile de iligkili oldugu ileri stiriilmiistiir (Chen vd., 2017).

TSA'larin, SNRI'larin ya da SSRI'larin dopamin tastyicisi lizerinde dogrudan bir
etkileri olmamasina ragmen, dopaminerjik sistemin, antidepresanlarin analjezik etkilerine
dolayl olarak dahil olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Sindrup vd., 2005). Ornegin, dopamin
tastyicisinin minimal diizeyde eksprese edildigi frontal kortekste dopamin geri alimi,
cogunlukla noradrenalin tasiyicis1 lizerinden gergeklesmektedir (Moréon vd., 2002).
Benzer bir durumun omurilik i¢in de gecerli olmasi miimkiin olabilir (Chen vd., 2017).
Ancak, bu varsayimi1 dogrulamak icin antidepresan uygulamasindan sonra omurilikte
dopamin seviyelerindeki artisin kesin mekanizmasin1 ve olast dopaminerjik-
noradrenerjik etkilesimleri aydinlatmak iizere yapilacak yeni ¢aligmalara gereksinim
duyulmaktadir.

Sozii edilen raporlar, bu ¢alismada reboksetin’in ndropatik agri iizerine olumlu
etkilerine dopaminerjik reseptorlerin katilimi ile ilgili bulgular1 destekler 6zelliktedir.
Ayrica, etki mekanizmasi agisindan reboksetin’e olduk¢a benzer bir ilag olan
atomoksetin’in de diyabet kaynakli hiperaljezi iizerine tedavi edici etkinlik gosterdigi
daha Once arastirma grubumuz tarafindan rapor edilmistir (Barbaros vd., 2018).
Atomoksetin’in antihiperaljezik etkinligine, D1 ve D2/D3 reseptorlerin aracilik ettiginin
gosterildigi s6z konusu arastirmanin sonuglari da, bu tez ¢alismasinda elde edilen

bulgular ile paralellik gostermektedir.
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Diger yandan, literatiirde dopaminerjik norotransmisyonun, agrinin duyusal
yoniinden ¢ok afektif yonii iizerine etkili olduguna iligkin goriislere de rastlamak
miimkiindiir. Bu yaklasimin esas nedeni, kronik agrinin motivasyon davranisini bozan
hipodopaminerjik bir duruma yol agmasi ve kronik agrili hastalarda mezolimbik
dopaminerjik sistemde giiclii uyaranlara kars1 cevap duyarliliginin azalmasidir (Taylor
vd., 2016). Bu baglamda, dopamin’in analjezideki roliiniin nosiseptif sinyaller tizerindeki
dogrudan etkilerinden ziyade, agr1 duygusu iizerindeki dolayl etkileri ile iligkili

olabilecegi ileri stiriilmiistiir (Tiemann vd., 2014).

5.4.9. Atropin uygulamalarina iliskin bulgular

Kolinerjik sistemin ve 6zellikle muskarinik reseptorlerin akut ve kronik agrinin
modiilasyonu ve analjezi ile iligkili oldugu bilinmektedir (Kimura vd., 2012; Lee vd.,
2016; Pecikoza wvd., 2018). Bu bilgiden reboksetin’in diyabetik sicanlardaki
antihiperaljezik ve antiallodinik etkilerine asetilkolin’in muskarinik reseptorlerinin
katilimini aragtirmak iizere non-selektif muskarinik reseptdr blokdrii bir ajan olan atropin
ile mekanizma galismalar1 yapilmustir.

Randall-Selitto testinde 8 mg.kg? reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik
yanitlar iizerine atropin uygulamasinin etkileri Sekil 5.40°da gosterilmistir. Cift yonlii
ANOVA sonuglart sicanlarin bu testte 6l¢iilen pence ¢cekme esik degerleri tizerinde tedavi
faktoriintin [F (1,28)=173,0; p<0,001] etkili oldugunu ancak antagonist faktoriiniin [F
(1,28)=0,85; p>0,05] etkili olmadigm gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist
faktorleri arasinda anlamli bir etkilesim de bulunmamaktadir [F (1,28)=0,31; p>0,05].
Bonferroni ¢oklu karsilagtirma testi sonuglar1 ise atropin uygulamasinin reboksetin’in
Randall-Selitto testindeki antihiperaljezik etkinligini ortadan kaldirmadigina isaret
etmistir (p>0,05) (Sekil 5.40).

Sekil 5.41., dinamik plantar testinde 8 mg.kg? reboksetin ile indiiklenen
antiallodinik yanitlar {izerine atropin uygulamasinin etkilerini gostermektedir. Cift yonlii
ANOVA sonuglari siganlarin bu testte 6lcililen penge ¢ekme esik degerleri iizerinde tedavi
faktoriiniin [F (1,28)=85,24; p<0,001] etkili oldugunu ancak antagonist faktoriiniin [F
(1,28)<0,01; p>0,05] etkili olmadigin1 gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist
faktorleri arasinda anlamli bir etkilesim de bulunmamaktadir [F (1,28)=3,87; p>0,05].
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Sekil 5.40. Atropin (5 mg.kg? i.p.) uygulamasimn Randall-Selitto testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile
indiiklenen antihiperaljezik yanmitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gore

anlamh farkliik *"p<0,001. Cift yonli ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi,

n==8.
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Sekil 5.41. Atropin (5 mg.kgti.p.) wuygulamasimin dinamik plantar testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile
indiiklenen antiallodinik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gore
anlamly farklilik ""p<0,001. Cift yonli ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi,

n=8_.
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Coklu karsilastirma i¢in yapilan Bonferroni analizi sonuglari ise atropin
uygulamasinin reboksetin’in dinamik plantar testindeki antiallodinik etkinligini ortadan
kaldirmadigina isaret etmistir (p>0,05) (Sekil 5.41).

Plantar testte 8 mg.kg* reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik yanitlar iizerine
atropin uygulamasinin etkileri Sekil 5.42°de gosterilmistir. Cift yonlit ANOVA sonuglari
sicanlarin bu testte Olgiilen pence ¢ekme siireleri lizerinde tedavi faktoriiniin [F
(1,28)=89,66; p<0,001] etkili oldugunu ancak antagonist faktoriiniin [F (1,28)=1,66;
p>0,05] etkili olmadigin1 gdstermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri arasinda
anlamli bir etkilesim de bulunmamaktadir [F (1,28)<0,01; p>0,05]. Coklu karsilastirma
icin yapilan Bonferroni analizi sonuglari ise atropin uygulamasinin reboksetin’in plantar
testteki antihiperaljezik etkinligini ortadan kaldirmadigina isaret etmistir (p>0,05) (Sekil
5.42).
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Sekil 5.42. Atropin (5 mg.kg? i.p.) uygulamasimin plantar testte 8 mg.kg* reboksetin ile indiiklenen
antihiperaljezik yamitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gore anlaml

Sarkliik ™"p<0,001. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=8.

Sekil 5.43., 1lik plaka testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen antiallodinik
yanitlar iizerine atropin uygulamasinin etkilerini gostermektedir. Cift yonli ANOVA

sonuglar1 sicanlarin bu testte 6l¢iilen reaksiyon siirelerinin {izerinde tedavi faktoriiniin [F

94



(1,28)=113,3; p<0,001] etkili oldugunu ancak antagonist faktoriiniin [F (1,28)=0,83;
p>0,05] etkili olmadigin1 gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri arasinda
anlaml bir etkilesim de bulunmamaktadir [F (1,28)=1,76; p>0,05]. Coklu karsilastirma
icin yapilan Bonferroni analizi sonuglar1 ise atropin uygulamasinin reboksetin’in 1lik
plaka testindeki antiallodinik etkinligini ortadan kaldirmadigina isaret etmistir (p>0,05)
(Sekil 5.43.).
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Sekil 5.43. Atropin (5 mg.kg?i.p.) uygulamasinin ilik plaka testinde 8 mg.kg* reboksetin ile indiiklenen

antiallodinik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gére anlamli

*kk

Sfarkldik " p<0,001. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=8.

Atropin ¢alismalari sonucunda, bu blokdriin 5 mg.kg* dozda (i.p.) uygulanmasinin
diyabetik sicanlarda reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik ve antiallodinik etkileri
geri ceviremedigi goriilmiistiir. Bu bulgular, reboksetin’in bu c¢aligmada ortaya konulan

farmakolojik etkilerine muskarinik reseptorlerin aracilik etmedigine isaret etmektedir.

5.4.10. Naltrindol uygulamalarina iliskin bulgular

Antidepresan ilaglarin noradrenerjik sistem iizerindeki etkilerinin, endojen opioid
sistemi harekete gecirdigi ve opioid sistemin de p-, 6- ve k-opioid reseptorleri araciligiyla

agrinin inhibitdr kontroliinde 6nemli rol oynadiklar1 bilinmektedir (Mogil vd., 2000;
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Gaveriaux-Ruff ve Kieffer, 2002; Dierich ve Kieffer, 2004). Diger yandan, son
donemlerde yapilan ¢alismalar, yogun olarak 6-opioid reseptdrlerin ndropatik agri ile
iliskisine odaklanmistir (Castany vd., 2016; McDonnell vd., 2017; Saitoh ve Nagase,
2018). Bu nedenle, reboksetin’in diyabetik sicanlardaki antihiperaljezik ve antiallodinik
etkilerine d-opioid reseptorlerin olasi katilimlarini arastirmak iizere potensi ve segiciligi

yiiksek bir delta opioid reseptdr blokorii olan naltrindol ile antagonizma caligmalari

yapilmustir.
Kontrol
2509 -
-Naltrindol
* * %

~
1o}
~ 200"
op=
bR
op
v
® 1501
Q
=
Q r
o 100
Q
4
=
Q 501
A

Ol

Q@

Sekil 5.44. Naltrindol (3 mg.kg™ i.p.) uygulamasinin Randall-Selitto testinde 8 mg.kg? reboksetin ile
indiiklenen antihiperaljezik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna
gore anlamly farkhilik ™"p<0,001; 8 mg.kg? reboksetin uygulanan diyabetik gruba gore
anlamly farkliik #%%p<0,001. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni coklu karsilastirma testi,

n=8_.

Randall-Selitto testinde 8 mg.kg™? reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik
yanitlar {izerine naltrindol uygulamasinin etkileri Sekil 5.44°de gosterilmistir. Cift yonlii
ANOVA sonuglar siganlarin bu testte dlgiilen penge cekme esik degerleri iizerinde hem
tedavi faktoriiniin [F (1,28)=22,06; p<0,001] hem de antagonist faktoriiniin [F
(1,28)=16,01; p<0,001] etkili oldugunu goéstermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist
faktorleri arasinda anlamli bir etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=7,73; p<0,01].

Bonferroni ¢oklu karsilagtirma testi sonuglari ise naltrindol uygulamasinin reboksetin’in
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Randall-Selitto testindeki antihiperaljezik etkinligini ortadan kaldirdigina isaret etmistir
(p<0,001) (Sekil 5.44).

Sekil 5.45., dinamik plantar testinde 8 mg.kg™* reboksetin ile indiiklenen anti-
allodinik yanitlar iizerine naltrindol uygulamasinin etkilerini géstermektedir. Cift yonli
ANOVA sonuglart siganlarin bu testte dl¢iilen penge cekme esik degerleri iizerinde hem
tedavi faktoriiniin [F (1,28)=71,58; p<0,001] hem de antagonist faktoriiniin [F
(1,28)=4,80; p<0,05] etkili oldugunu gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri
arasinda anlamli bir etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=6,38; p<0,05]. Coklu
karsilastirma i¢in yapilan Bonferroni analizi sonuglart ise naltrindol uygulamasinin
reboksetin’in dinamik plantar testindeki antiallodinik etkinligini ortadan kaldirdigina

isaret etmistir (p<0,01) (Sekil 5.45).

- Kontrol

< - Naltrindol
—_
o0
~ 40"
o=
pl-Ts)
opm
w
© 301
o
=<
Q 20"
o
Q
o
=]
o 10"
~

0-

Sekil 5.45. Naltrindol (3 mg.kg™ i.p.) uygulamasimn dinamik plantar testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile
indiiklenen antiallodinik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gére
anlamli farklhilik *~"p<0,001; 8 mg.kg? reboksetin uygulanan diyabetik gruba gore anlamli
farkhiik #8p<0,01. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=S8.

Plantar testte 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen antihiperaljezik yanitlar {izerine
naltrindol uygulamasinin etkileri Sekil 5.46’de gosterilmistir. Cift yonli ANOVA
sonuglart sicanlarin bu testte Olclilen pence c¢ekme siireleri iizerinde hem tedavi

faktorlintin [F (1,28)=42,50; p<0,001] hem de antagonist faktoriiniin [F (1,28)=4,36;
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p<0,05] etkili oldugunu gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri arasinda
anlamli bir etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=10,01; p<0,01]. Bonferroni g¢oklu
karsilastirma testi sonuclari ise naltrindol uygulamasinin reboksetin’in plantar testteki

antihiperaljezik etkinligini ortadan kaldirdigina isaret etmistir (p<0,01) (Sekil 5.46).
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Sekil 5.46. Naltrindol (3 mg.kg™ i.p.) uygulamasimn plantar testte 8 mg.kg* reboksetin ile indiiklenen
antihiperaljezik yanitlar tizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gére anlamll
farkhiik “p<0,001; 8 mg.kg?! reboksetin uygulanan diyabetik gruba gére anlamly farklilik
&&n<0,01. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=S8.

Sekil 5.47., 1lik plaka testinde 8 mg.kg™ reboksetin ile indiiklenen antiallodinik
yanitlar tizerine naltrindol uygulamasinin etkilerini gostermektedir. Cift yonlii ANOVA
sonuglart siganlarin bu testte 6l¢iilen reaksiyon stireleri tizerinde hem tedavi faktoriiniin
[F (1,28)=11,06; p<0,01] hem de antagonist faktoriiniin [F (1,28)=11,38; p<0,01] etkili
oldugunu gostermistir. Ayrica, tedavi ile antagonist faktorleri arasinda anlamli bir
etkilesim bulunmaktadir [F (1,28)=7,03; p<0,05]. Coklu karsilastirma igin yapilan
Bonferroni analizi sonuglart ise naltrindol uygulamasinin reboksetin’in 1lik plaka
testindeki antiallodinik etkinligini ortadan kaldirdigina isaret etmistir (p<0,001) (Sekil
5.47).

Naltrindol ¢alismalar1 sonucunda, bu blokériin 3 mg.kg? dozda (i.p.)

uygulanmasinin reboksetin’in diyabetik sicanlardaki antihiperaljezik ve antiallodinik
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etkilerini giliglii bicimde antagonize ettigi belirlenmistir. Bu bulgulardan hareketle,
reboksetin’in  s6z konusu farmakolojik etkilerine od-opioid reseptorlerin  katkida

bulundugu s6ylenebilir.
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Sekil 5.47. Naltrindol (3 mg.kgi.p.) uygulamasimin ilik plaka testinde 8 mg.kg™* reboksetin ile indiiklenen
antiallodinik yanitlar iizerine etkisi. SF uygulanan diyabetik kontrol grubuna gére anlaml
farkhiik ""p<0,001; 8 mg.kg? Reboksetin uygulanan diyabetik gruba gére anlamly farkiilik
&&&n<0,001. Cift yonlii ANOVA, takiben Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi, n=S8.

Bu ¢alismada elde edilen bulgulara paralel bi¢imde, diyabetik polindropatili ob/ob
farelerde 2 haftalik nortriptilin tedavisi ile indiiklenen antiallodinik etkinin naltrindol
tarafindan antagonize edildigi gosterilmistir. Oysa p-opioid reseptdr blokdrii bir ajan olan
naloksonazin, séz konusu antiallodinik etkinlik {izerinde naltrindol’e benzer bir etkiye
neden olmamustir. Bu bulgulardan hareketle, diyabetik polindropatili hayvanlarda
nortriptilin ile indiiklenen antiallodinik etki i¢in p-opioid reseptorlerin degil, 6-opioid
reseptorlerin kritik bir oneme sahip oldugu ileri siiriilmiistiir (Choucair-Jaafar vd., 2014).

Benzer sonuglara siyatik sinir hasari ile indiiklenen noropatik agr1 ¢aligsmalarinda
da rastlanmistir (Benbouzid vd., 2008a; 2008b; Bohren vd., 2010; Yalcin vd., 2010).
Kronik nortriptilin tedavisi siyatik sinir hasar1 ile noropatik agri olusturulmus

hayvanlarda da o¢-opioid reseptor blokorii naltrindol ve x-opioid reseptdr blokorii
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norbinaltorfimin ile geri dondiirilen bir antiallodinik etkinlige neden olmustur
(Benbouzid vd., 2008a; 2008b).

Diger yandan, kronik amitriptilin ve nortriptilin uygulamalarinin 8-opioid reseptor
geni silinmis farelerde siyatik sinir hasari ile indiiklenen mekanik allodiniye karsi
herhangi bir antiallodinik etkinlige neden olmadig1 gsterilmistir (Benbouzid vd., 2008b).
Bu bulgularin 1s18inda kronik antidepresan tedavisinin noropatik agrili sicanlardaki
antiallodinik etkilerine, endojen opioid sistemin &-opioid reseptorleri araciligiyla katkida
bulundugu ileri siiriilmiistiir (Benbouzid vd., 2008b).

Unilateral siyatik sinir hasari ile olusturulan bir mekanik allodini modelinde, 10
giinliik nortriptilin tedavisinin, allodiniyi hem vahsi tipte hem de p-opioid reseptor geni
silinmis farelerde baskiladigi gosterilmistir. Bu bulgulardan hareketle p-opioid
reseptorlerin nortriptilin’in ndropatik agriya karsi etkinliginde kritik bir rol oynamadigi
sonucuna vartlmistir. Diger yandan, naltrindol uygulamast hem vahsi tipte hem de p-
opioid reseptdr geni silinmis farelerde ndropatik allodininin niiksiine neden olmustur. Bu
bulgular nortriptilin’in néropati lizerine etkinliginde 6-opioid reseptorlerin kritik rol
oynadigina iligkin bulgular ile 6rtiismektedir (Bohren vd., 2010).

d-opioid reseptorlerin néropatik agri ile iliskisini ve tedavideki potansiyelini ortaya
koyan tim bu literatiir bilgileri, bu calismanin reboksetin’in antihiperaljezik ve
antiallodinik etkilerine 8-opioid reseptorlerin aracilik ettigine iliskin bulgularini destekler
niteliktedir.

Bununla birlikte, naltrindol uygulamasinin nortriptilin’in yani sira 2 adrenoseptor
agonistleri olan terbutalin’in (Choucair-Jaafar vd., 2014) ve klenbuterol’un (Yalcin vd.,
2010) noropatik agr1 lizerine yararli etkilerini de ortadan kaldirdigi gosterilmistir. B2
adrenoseptor agonistlerinin noropatik agriy1 tedavi edici etkinliklerini $-opioid
reseptorler ile iliskilendiren bu bilgiler, reboksetin’in antihiperaljezik ve antiallodinik
etkilerine esas olarak B2-adrenerjik, 5-opioiderjik ve dopaminerjik reseptorlerin aracilik
ettigini ortaya koyan bu tez ¢alismasinin bulgulari ile biiyiik 6l¢iide ortiismesi agisindan

oldukca dikkat ¢ekicidir.

5.5. Morfometrik Analizlere iliskin Bulgular

DRG, omuriligin dorsal kokii izerinde bulunan primer duyusal néronlarin hiicre
govdelerinin yer aldigr noron toplulugudur (Kalynovska, 2012; Sapunar vd., 2012).
Diyabetin gerek SSS’de gerekse PSS’de olumsuz etkilere neden oldugu bilinmekle
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birlikte, PSS’de agrinin islenmesi ile ilgili kritik bir merkez olan DRG’nin diyabet
kaynakli kronik hiperglisemiye karsi 6zel bir duyarliliga sahip oldugu ileri siiriilmiistir.
Bunun baslica nedenlerinden birinin diyabetin DRG'deki lokal kan akimini azaltici etkisi
nedeniyle (Zochodne ve Ho, 1994; Zochodne vd., 1994), DRG’deki yiiksek metabolik
gereksinimlerin kargilanamamasi olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Greene vd., 1979;
Kadekaro vd., 1985; Zochodne ve Ho, 1991). Diger yandan, DRG'nin duyusal
noronlarin hiperglisemiye kars1 duyarliliginin yiiksek olmasinin SSS’deki néronlardan
farkli olarak kan-beyin bariyerinin koruyucu etkisinden mahrum kalmasi ile iliskili
olmasi1 da miimkiindiir (Arvidson, 1979). Ayrca, DRG nin diyabete bagli mikroanjiyopati
gelisimine 6zellikle duyarli oldugu ileri siiriilmistiir (Zochodne vd., 2001).

DRG’nin agn iletimindeki kritik roliine ve diyabetin DRG {izerine olumsuz
etkilerine isaret eden raporlara ragmen, literatiirde diyabetik deneklerde DRG’deki
duyusal noéronlarin say1 ve morfolojilerine iliskin sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir
(Zochodne vd., 2001; Kishi vd., 2002; Kamiya vd., 2005; 2006). Bu nedenle bu tez
calismasinda diyabetin DRG morfolojisinde neden oldugu degisimlerin ve reboksetin’in
bu degisimler iizerine olas1 etkinliginin arastirilmasi amaciyla morfometrik ¢aligmalar
yapilmustir.

14 giin boyunca diizenli olarak SF uygulanan saglikli si¢anlarin (Kontrol), SF
uygulanan diyabetik sicanlarin (DM) veya 8 mg.kg™? reboksetin uygulanan diyabetik
sicanlarin (REB 8+DM) L3-L5 seviyelerine denk gelen DRG’lerinden alinan ve toluidin
mavisi ile boyanan yar1 ince kesitlere ait fotomikrograflar Sekil 5.48.’de gdsterilmistir.

DRG kesitleri 151tk mikroskobunda incelendiginde, diyabetik sicanlarin
DRG’lerinde yer alan duyusal noéron govdelerinin kontrol grubuna kiyasla daha kiiclik
oldugu goriilmiistiir. Ayrica, gangliyoner atrofiye bagl olarak néronlarin daha yogun
olarak paketlendigi ve daha bazofilik goriindiigii de dikkati cekmektedir. Kayda deger
diger degisiklikler ise kontrol grubunda daha belirgin olan hiicre sinirlarinin diyabetik
gruplarda kaybolmaya baslamasi, néron sitoplazmalari i¢inde Nissl cisimciklerinin
belirgin hale gelmesi, aksonal dejenerasyonlar ve akson ¢apindaki kii¢iilmelerdir (Sekil
5.48 B ve C). Diger yandan, reboksetin tedavisi diyabetik sicanlarin DRG’lerinde
gbzlenen s6z konusu morfolojik degisiklikler iizerinde anlamli bir farkliliga neden

olmamistir (Sekil 5.48 B ve C).
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Sekil 5.48. SF uygulanan saglikli sicanlarin (Kontrol) (A) ve SF uygulanan diyabetik sicanlarin (DM) (B),
8 mg.kg™* reboksetin uygulanan diyabetik sicanlarin (REB 8+DM) (C) L3-L5 seviyelerine denk
gelen DRG lerinin toluidin mavisi ile boyanmus transvers kesitlerine ait temsili goriintiileri
(Olgek: 20um)

14 giin boyunca diizenli olarak SF uygulanan saglikli siganlarin (Kontrol), SF
uygulanan diyabetik sicanlarm (DM) veya 8 mg.kg™ reboksetin uygulanan diyabetik
siganlarin (REB 8+DM) L3-L5 seviyelerine denk gelen DRG’lerinden, her bir si¢an i¢in
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alman 100 adet norona ait soma alani 6l¢iimleri sonucunda elde edilen veriler Sekil

5.49.’da gosterilmistir.

604

- Kontrol
BEov

Il ReB s+ DM

Noron sayis1 %

Soma alana ('mz)

Sekil 5.49. SF uygulanan saglhikli sicanlarin (Kontrol), SF uygulanan diyabetik sicanlarin (DM) ve 8
mg.kg? reboksetin uygulanan diyabetik sicanlarin (REB 8+DM) DRG néronlarimn soma
alanlarina ait histogram, n=6.

DRG nodronlarinin soma alani Ol¢limleri sonucunda elde edilen histogram
degerlendirildiginde, kontrol grubuna ait DRG ndronlarinin normal dagilim sergiledigi
ancak diyabetik si¢anlarin DRG ndronlarinin biiyiikk ¢ogunlugunun kiiciik boyutlu
noronlara denk gelen 200-400 um?’lik aralikta kiimelendigi goriilmiistiir. Bu bilgi ilk
bakista, diyabetin DRG’de dncelikle duyusal ndronlara zarar verdigine (Craner ve ark.,
2002) iliskin literatiir bilgileri ile ¢eliskili gibi goriinmekle birlikte, histogramda kiigiik
noronlarda goriilen s6z konusu kiimelenmenin kii¢iik néronlarin sayisindaki herhangi bir
artistan degil, gangliyonlardaki atrofiden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Nitekim,
diyabetik hayvanlarin DRG’lerinde kiigiik néron oraninda goriilen artiglarin gangliyoner
atrofi ile iligkili oldugu daha 6nce de bidirilmistir (Zochodne vd., 2001; Kishi vd., 2002;
Kamiya vd., 2005).
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Histogramda, noron dagilimi ile ilgili olarak so6zii edilen kiimelenme disinda,
gruplar arasinda anlamli bir farklilik goériilmemektedir. Bu bulgular Zochodne ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢calismada, 2 aylik diyabet siireci sonunda siganlarin L5
diizeylerinden almman DRG’lerde ortalama noron ¢aplarina ve soma alanlarina ait
degerlerin kontrol grubuna gore farkli olmadigini bildirilen sonuglar ile ortiismektedir
(Zochodne vd., 2001). Diger yandan, konu ile ilgili dnceki ¢aligsmalar, ndronlarin soma
caplarinda ve soma alanlarindaki degisimin diyabetin siiresi ile yakindan iliskili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ornegin, Zochodne ve arkadaslarmin g¢alismasinda
diyabet siiresinin 2 ay yerine 12 aya uzatilmasinin DRG’de biiyiik noronlarin sayisinda
azalmaya ve kiicik ndronlarin sayisinda kayda deger bir artisa neden oldugu
gosterilmistir (Zochodne vd., 2001). Yine bir bagka ¢alismada 4 aylik diyabet siiresinin
sonunda BB/WOR sicanlarin L4-L5 seviyelerine denk gelen DRG’lerde yapilan analiz
sonucu elde edilen histogramda kiigiik néronlarda bir kiimelenme oldugu; yani diyabetik
siganlarin DRG’lerinde ortalama ndron boyutunun azaldigi belirlenmistir. Ayrica,
DRG’deki noron sayilarinda kontrol grubuna gore anlamli olamamakla birlikte yaklagik
%15 lik bir azalma oldugu belirlenmistir (Kamiya vd., 2005). Ayn1 ¢aligma grubu
tarafindan yapilan diger bir galismada ise diyabetin siiresi 10 aya uzatildiginda, BB/WOR
sicanlarin L5 seviyelerine denk gelen DRG’lerde ndron sayist % 25 oraninda azalmis ve
bu kez fark istatistiksel olarak anlamli hale gelmistir. Ayrica, diyabetik si¢anlarin
DRG’lerinde geriye kalan ndronlarin boyutlarinda da %30’luk bir azalma oldugu
gosterilmistir (Kamiya vd., 2006). Yine benzer bir ¢alismada tek doz STZ ile diyabet
olusturulmus siganlarda 12 aylik diyabet modelinde, DRG’de biiyiik noéronlarda énemli
Ol¢iide kayip yasandigi ve kiigiik néronlarin biiyiikk noronlara oraninin yaklasik 78/22
olacak sekilde arttigi gosterilmistir (Kishi vd., 2002). Tim bu raporlar DRG
noronlarindaki morfolojik degisimlerin diyabetin siiresi ile iligkili olduguna ve noron
morfolojisindeki degisimlerin diyabetin siiresi uzadik¢a belirginlestigine isaret
etmektedir. Noropatiye bagli agri sendromlarinda, agr1 sinyallerinin ilk olarak lezyonun
bulundugu aksonal bolgede olustugu; ancak zaman iginde primer duyusal DRG
ndronlarmin diger kisimlarinin ve spinal ve supraspinal diizeydeki yapilarin da bu siirece
dahil oldugu bilinmektedir (Zimmermann, 2001). Bu baglamda, diyabetin 6nce nosiseptif
noronlarin aksonlaria zarar verdigi ve DRG’nin diyabetten etkilenmesinin daha uzun

zaman aldig1 diistiniilebilir.

104



Literatiirdeki onceki calismalara ait sozii edilen sonuglar, bu tez ¢alismasinin 6
haftalik diyabetik siganlarin DRG’lerinde kiigiik ndronlarda kiimelenme olduguna iliskin
bulgularin1 destekler niteliktedir. Diger yandan reboksetin uygulamalari, diyabetik
siganlarin DRG noéronlarinin  morfolojileri iizerinde anlamli bir degisiklige neden
olmamistir. Bunun sebebi, reboksetin’in agr1 iizerine etkisinin daha ¢ok agr1 iletimindeki
islevsel degisiklikler ile iligkili olmas1 olabilir. Nitekim reboksetin’in diyabetik sigcanlarin
hiperglisemi diizeylerini degistirmemis olmasi, bu ilacin noropatik agriya karsi
etkinliginin diyabet ile iliskili metabolik ya da morfolojik siiregleri etkilemekten ziyade,

dogrudan agri iletimini baskilamas ile iligkili olabilecegi goriisiinii desteklemektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Diyabetik polinéropatiye bagli agr1 da dahil olmak tizere néropatik agri tedavisinde
ilk secim antidepresanlar olan TSA’larin ve SNRI’larin ndronlarda noradrenalin ve
serotonin tastyicilarini inhibe ederek sinaptik araliktaki monoamin konsantrasyonlarini
artirdiklar1 bilinmektedir (Attal vd., 2010; Dworkin vd., 2010; Saarto ve Wiffen, 2010).
Bu ilaglarin noropatik agri tizerine olumlu etkilerinin monoaminerjik ndrotransmisyonu
giiclendirme kapasiteleri ile iliskili oldugu diistiniilmektedir. Diger yandan, SSRI’larin
hem preklinik noropati modellerinde (Benbouzid vd., 2008a), hem de noropatik agri
klinigindeki zayif etki profilleri, s6z konusu terapotik etkinlikte kritik roliin serotonerjik
sistemden ¢ok noradrenerjik sisteme ait olabilecegi diisiincesini giindeme getirmistir
(Max vd.,1992; Attal vd., 2010; Dworkin vd., 2010; Saarto ve Wiffen, 2010). Son
donemlerde yapilan caligmalarin sonuglari, noropatik agri tedavisinde kritik roliin
noradrenerjik sisteme ait oldugu ve serotonerjik ve dopaminerjik sistemin yalnizca
modiilator etki gosterdigi noktasinda yogunlagsmistir (Webster, 2015; Obata, 2017;
Barbaros vd., 2018).

Bu nedenle bu tez ¢alismasinda selektif noradreanalin geri alim inhibitorii (SNRI)
bir ila¢ olan reboksetin’in diyabet ile indiiklenen hiperaljezi ve allodini yanitlar1 tizerine
etkinligi arastirllmistir. STZ ile deneysel diyabet modeli olusturulan siganlarda
ndropatiye bagli agrinin gelisimi i¢in 4 hafta beklendikten sonra (Ugel vd., 2015; Aydin
vd., 2016; Barbaros vd., 2018), iki hafta siire ile reboksetin (8 mgkg? ve 16 mg.kg™
dozlarinda, p.o.) tedavisi uygulanmistir. Reboksetin, uygulandigi her iki dozda da
diyabetik siganlarda mekanik ve termal uyaranlar ile indiiklenen hiperaljezi ve allodini
yanitlarini, referans ilag olarak kullanilan pregabalin ile karsilastirilabilir 6lcilide
azaltmigtir. Ayrica, bu g¢alismanin reboksetin’in diyabetik sicanlarin yatay ve dikey
yonlerdeki lokomotor aktivitelerini degistirmedigine iliskin bulgular1 da, reboksetin’in
antihiperaljezik ve antiallodinik etkilerinin, motor aktivitedeki herhangi bir degisimden
kaynaklanmadigma isaret etmistir. Literatiirde reboksetin’in siganlarda siyatik sinir
hasarma (Yalcin vd., 2009b) ve tibial sinir transeksiyonuna (Hughes vd., 2013; 2015)
bagli agr1 ve allodiniyi zayiflattigina ve kronik konstriiksiyon hasari uygulanan siganlarda
termal hiperaljeziyi azalttigina (Pedersen vd., 2005) iliskin bazi ¢aligmalar bulunmakla
birlikte, bu ilacin diyabetik hayvanlarda mekanik ve termal uyaranlar ile indiiklenen

hiperaljeziyi ve allodiniyi hafifletici etkinligi daha 6nce hi¢ rapor edilmemistir.
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Bu calisma kapsaminda, reboksetin’in noropatik agriya karsi etkinlii ortaya
konulduktan sonra, bu etkiye aracilik eden olast mekanizmalar aydinlatilmaya
calisilmistir. Bu amagla once katekolamin sentez inhibitorii bir ajan olan AMPT ile
calistlmistir.  Reboksetin’in  antihiperaljezik ve antiallodinik etkilerinin  AMPT
uygulamasi ile ortadan kalkmis olmasi, bu ilacin néropatik agriy1 zayiflatici etkinliginin,
en azindan kismen, katekolaminerjik sistem ile iliskili olduguna isaret etmistir.

Reboksetin’in ndropatik agri lizerine etkinliginin katekolaminerjik sistem ile iliskisi
ortaya koyulduktan sonra, s6z konusu etkilere aracilik eden katekolaminerjik reseptorler
arastirilmistir. Bu amagla dnce non-selektif a-adrenerjik reseptor blokorii fentolamin ile
daha sonra da non-selektif B-adrenerjik reseptor blokorii propranolol ile mekanistik
calismalar yapilmistir. Propranolol uygulamalari reboksetin’in antihiperaljezik ve
antiallodinik etkilerini geri ¢evirmis; ancak fentolamin uygulamalar ile boyle bir etki
goriilmemistir. Elde edilen bu bulgular, reboksetin’in antihiperaljezik ve antiallodinik
etkilerine a-adrenerjik reseptorlerin degil; B-adrenerjik reseptorlerin aracilik ettigine
isaret etmistir.

Calismanin bir sonraki basamaginda ise so6z konusu etkilerin B-adrenerjik
reseptorlerin  hangi alt-tipi ya da tipleri ile iliskili oldugunun belirlenilmesine
odaklanilmistir. Farmakolojik etki ile iliskili B-adrenerjik reseptdr alt tipinin belirlenmesi
amaciyla selektif Pi-adrenerjik reseptér blokorii metoprolol, selektif P2-adrenerjik
reseptOr blokorii ICI 118,551 ve selektif Bs-adrenerjik reseptor blokorii SR 59230A ile
antagonizma c¢aligmalar1 yapilmistir. Reboksetin’in antihiperaljezik ve antiallodinik
etkileri ne metoprolol ne de SR 59230A uygulamalar ile geri dosnmemistir. Yalnizca ICI
118,551 uygulamasi reboksetin’in s6z konusu etkilerini tamamen ortadan kaldirilmustir.
Bu bulgular, reboksetin’in noropatik agriy1 zayiflatici etkinligine B-adrenerjik reseptorler
arasindan sadece (z-adrenoseptorlerin aracilik ettigine isaret etmistir.

Reboksetin’in ndropatik agri tizerine etkinligine dopaminerjik reseptorlerin katilimi
ise Di1-dopaminerjik reseptorlerin selektif blokorii SCH 23390 ve Do/Ds dopaminerjik
reseptorlerin selektif blokorii siilprid kullanilarak arastirilmistir. S6z konusu blokoérlerin
her ikisi de reboksetin’in diyabetik siganlardaki antihiperaljezik ve antiallodinik etkilerini
anlamh ol¢lide azaltmistir. Bu veriler, reboksetin’in bu ¢alismada sunulan s6z konusu
etkilerine D1- ve D2/D3- dopaminerjik reseptorlerin aracilik ettigine isaret etmektedir.

Son donemlerde yapilan ¢aligmalar, kolinerjik sistemin muskarinik reseptorlerinin

ve opioiderjik sistemin J reseptorlerinin de noropatik agri ile yakindan iligkili oldugunu
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ortaya koymustur (Castany vd., 2016; Lee vd., 2016; McDonnell vd., 2017; Pecikoza vd.,
2018; Saitoh ve Nagase, 2018). Bu bilgilerden hareketle, reboksetin’in diyabet kaynakli
noropatik agriya karsi etkinligine muskarinik ve &-opioiderjik reseptorlerin olasi
katilimini aragtirmak iizere sirasiyla non-selektif muskarinik reseptor blokorii bir ilag olan
atropin ve selektif d-opioid reseptor blokorii bir ajan olan naltrindol ile mekanizma
caligmalar1 yapilmistir. Naltrindol reboksetin’in diyabetik sicanlardaki antihiperaljezik ve
antiallodinik etkilerini ortadan kaldirdigi halde; atropin s6z konusu etkiler {izerinde
anlaml bir degisiklige neden olmamistir. Bu bulgular, reboksetin’in noropatik agriyi
zayiflatict etkinligine 6-opioiderjik reseptorlerin de katkida bulunduguna isaret etmistir.
Bu ¢alismada, ndropatik agr1 tedavisine iligkin giincel literatiir bilgisi 1s18inda muskarinik
ve d-opioiderjik reseptorler se¢ilmis olmakla birlikte, reboksetin’in antihiperaljezik ve
antiallodinik etkilerine kolinerjik nikotinik reseptorlerin ve diger opioiderjik reseptor alt-
tiplerinin de katilmis olmasinin miimkiin oldugunun da altin1 ¢izmek gerekir. Bu nedenle,
bu calismanin daha sonraki basamaklarinda s6z konusu reseptorlere iliskin mekanistik
caligmalarin da yapilmasi planlanmaktadir.

Tiim bu ¢alismalar sonucunda, bir SNRI olan reboksetin’in iki hafta siire ile 8
mg.kg? ve 16 mgkg! dozlarinda uygulanmasinm, diyabetik néropati modeli
olusturulmus siganlarda giiglii antihiperaljezik ve antiallodinik etkilere neden oldugu ilk
kez gosterilmis ve soz konusu etkilere katekolaminerjik sistemin, B2-adrenoseptorlerin,
D1- ve D2/D3- dopaminerjik reseptorlerin ve 5-0pioid reseptorlerinin aracilik ettigi ortaya
konulmustur. Diger yandan, reboksetin’in antihiperaljezik ve antiallodinik etkilerine
aracilik etmesi miimkiin olan agri ve analjezi ile iliskili diger endojen sistemlerin
(GABAerjik sistem, glutamaterjik sistem, nitrerjik sistem, adenozinerjk sistem vs.)
arastirtlmasinin da ilacin etki mekanizmasinin detaylandirilmasi agisindan yararli olacagi
agiktir.

Bu calismada reboksetin’in s6z konusu etkilerine sayilan reseptorlerin katkisini
ortaya koymak lizere farmakolojik yaklasimlar kullanilmis olmakla birlikte, ilacin s6z
konusu reseptorler ile dogrudan ya da dolayl iligkilerini aydinlatmak iizere daha ayrintili
caligmalar yapilmasi da miimkiindiir. Ornegin, reboksetin’in antihiperaljezik ve
antiallodinik etkilerinin s6zii gegen reseptorler ile iliskisinin, spesifik reseptor geni
silinmis deney hayvanlar1 kullanilarak arastirilmasinin, bu ¢alismada antagonist
uygulamalari ile elde edilen sonuglar1 desteklemek agisindan son derece yararli olacagi

aciktir. Diger yandan, bu ilacin ndropatik agr1 iizerine etkinligine aracilik eden molekiiler
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mekanizmalar1 aydinlatmak iizere etkiye aracilik ettigi disiiniilen reseptorlerin
immonohistokimyasal yontemlerle boyanmasi, reseptor proteinlerinin ya da post-reseptor
mekanizmalarda rol oynayan diger proteinlerin ekspresyon diizeylerindeki degisikliklerin
PCR ve Western-blot gibi yontemlerle izlenmesi ya da radyoligand baglanma
caligmalarinin yapilmasi, bu g¢aligmada sunulan bulgularin desteklenmesine onemli
Ol¢iide katki saglayacaktir. Yine, reboksetin’in bu ¢alismada ortaya konulan etkilerine
noropatik agri ile yakindan iliskili oldugu bilinen Na* (Kalso, 2005; Devor, 2006), Ca*?
(Antkiewicz-Michaluk vd., 1991) ve K" kanallarmin (Galeotti vd., 2001) olasi
katilimlarinin arastirilmasinin da mekanizmanin daha ileri diizeyde aydinlatilmasina
iligkin yararli yaklagimlar olacagi diistiniilmektedir.

Reboksetin’in  antihiperaljezik  ve antiallodinik  etki  mekanizmasinin
aydinlatilmasina iliskin farmakolojik yaklasimlardan sonra, bu ilag ile yapilan 2 haftalik
tedavinin diyabetik siganlarda DRG néronlarinin morfolojisinde herhangi bir degisiklige
yol ac¢ip agmadigini incelemek iizere bazi morfometrik ¢aligmalar da yapilmistir. DRG
noronlarimin soma alanlarimin ol¢iimleri sonucu elde edilen verilerin kullanilmasi ile
cizilen histogramda (Sekil 5.49.), diyabetik hayvanlarin DRG’lerinde néronlarin 200-400
pum? soma alani araliginda kiimelendigi goriilmiistiir. Bu bulgu, diyabetik hayvanlarin
DRG’lerinde gangliyoner atrofi nedeniyle soma alanlarinin kiigtildiigiine dair 6nceki
calismalarin bulgular ile 6rtiismektedir (Zochodne vd., 2001; Kishi vd., 2002; Kamiya
vd., 2005). Diger yandan, diyabetik siganlarin DRG’lerinde 200-400 um?’ lik kiigiik
noronlardaki kiimelenme, dogrudan kiiciik boyutlu nosiseptif noronlarin sayilarindaki
degisimlerden de kaynaklaniyor olabilir. Dolayisiyla, DRG’nin duyusal ndoronlari
tarafindan eksprese edilen agr ile ilgili endojen maddelerin/néropeptitlerin (P maddesi,
kalsitonin geni ile iliskili peptid, galanin, hipofiz adenilat siklaz aktive edici polipeptit,
vazoaktif intestinal polipeptit ya da kolesistokinin gibi) seviyelerinin 6lgiilmesinin de bu
bolgedeki nosiseptif ndronlardaki olas1 degisimlerin izlenmesi agisindan yararli olacagi
aciktir. Yine, aksonlardaki norofilament seviyelerindeki degisikliklerin incelenerek
miyelin kilif kalinligina iliskin verilerin elde edilmesi de DRG’de bulunan biiyiik
noronlardaki degisimlerin takibi agisindan faydali olacaktir.

Bu c¢alismada elde edilen bulgular, reboksetin ile tedavi edilen diyabetik
hayvanlarin DRG’lerindeki noronlarin morfolojilerinin, tedavi almayan diyabetik
hayvanlarinkine kiyasla anlamli bir faklilik gostermedigini ortaya koymustur.

Reboksetin’in diyabetik siganlarin DRG nodronlarinda anlamli bir degisime neden
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olmamasinin, bu ilacin, bu ¢alismada uygulanan dozlarda, diyabetik hayvanlardaki
hiperglisemiyi ve dolayisiyla metabolik parametreleri degistirmemis olmasi ile iligkili
olmasi olasidir. Diger yandan, bu durumun olusturulan diyabet modelinin siddeti, siiresi,
uygulanan reboksetin’in dozu ya da uygulama siiresi gibi ¢esitli faktorlerden etkilenmis
olmas1 da miimkiindiir. Reboksetin’in diyabet siiresi/siddeti yiiksek olan hayvanlara daha
uzun siire uygulanacagi calismalar, konuya aciklik getirecek yeni bilgiler saglayabilir.

Diger yandan, reboksetin’in ndropatik agriya karsi etkinliginin DRG’deki
noronlarin yani sira, spinal ya da supraspinal diizeyde agr1 prosesinde rol oynayan diger
noronlar ile iliskili olmasi da miimkiindiir. Dolayisiyla, spinal dorsal boynuz ve inici
inhibitér yollaklar diizeyinde yapilacak yeni morfolojik c¢alismalar, bu ilacin
antihiperaljezik ve antiallodinik etkilerinin mekanizmalarinin kesinlestirilmesine katkida
bulunacaktir.

Bu c¢alismada noropati testlerinden elde edilen veriler, plazma glukoz
Ol¢iimlerinden elde edilen bulgular ile birlikte degerlendirildiginde, klinik agidan ilging
olabilecek bir tablo ortaya ¢ikmaktadir. Literatiirde, SNRI’lar ve TSA’lar gibi
noradrenalin geri alimini inhibe eden ilaglarin glisemik kontrol {izerine olumsuz etki
gosterme olasiliklarinin serotonin geri alimini inhibe eden SSR1 ilaglara gore daha yiiksek
oldugunu, dolayisiyla diyabete bagli noropatik agrinin tedavisinde SSRI’larin
kullaniminin daha uygun olabilecegini ileri siiren raporlara rastlamak mimkiindiir
(Deuschle, 2013; Whiskey ve Taylor, 2013). Diger yandan, SSRI ilaglarin néropatik agri
tedavisinde, TSA’lar ya da dual inhibitorler kadar etkili olmadig: da bilinmektedir (Attal
vd., 2010; Finnerup vd., 2015; Kremer vd., 2016). Oysa bu tez ¢aligmasinin sonuglari,
reboksetin’in antihiperaljezik ve antiallodinik etkilerini, plazma glukoz konsantrasyonu
tizerine anlamli bir degisiklie neden olmaksizin gosterdigini ortaya koymustur. Bu
acidan bakildiginda, reboksetin’in diyabete bagli ndropatik agrinin farmakoterapisi igin,
glisemik kontrol agisindan notr ve oldukga potent bir ilag olarak 6zel bir avantaj saglamasi
olas1 goriinmektedir.

Sonug olarak, bu tez calismasinda, SNRI bir ila¢ olan reboksetin’in diyabetik
ndropati kaynakli hiperaljezi ve allodini iizerine referans ila¢ pregabalin ile kiyaslanabilir
Olclide gii¢lii bir terapotik potansiyele sahip oldugu ilk kez ortaya koyulmus ve s6z
konusu farmakolojik etkilerin mekanizmalarina iliskin orjinal bulgular elde edilmistir.
Reboksetin’in maksimum etkinlik gosterdigi dozda bile diyabetik hayvanlarin glisemi

seviyelerini etkilemedigi goriilmiis ve bu durumun farmakoterapi agisindan bir avantaj
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olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ttim bu preklinik bulgular, giiniimiizde antidepresan olarak
klinik etkinligi sorgulanma noktasmna gelen (Eyding vd., 2010; Sepede vd., 2012;
Braithwaite, 2015) bir ilag olan reboksetin’e yepyeni bir endikasyon alani olusturmasi
acisindan da ayrica deger tasimaktadir. Diger yandan, reboksetin’in diyabetik hastalarda
insidans1 yiiksek olan ndropatik agrinin tedavisinde yer bulabilmesi i¢in, bu ¢aligmanin
preklinik bulgularinin iyi tasarlanmig klinik arastirmalar ile dogrulanmasi gerektigi

agiktir.
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