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OZET

Oxaliplatin (OXA), gastrointestinal sistem kanserlerinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan ii¢lincii kusak, platin bilesigi bir kemoterapdtik ilagdir ve agrili periferik
noropati OXA’nin en énemli yan etkilerinden birisidir. CDP-kolin, viicutta endojen olarak
sentezlenen bir niikleotiddir ve akut, noropatik ve inflamatuvar agr1 modellerinde ekzojen
(intraserebroventrikiler [i.s.v.] veya lokal yolla) uygulanan CDP-kolin’in analjezik ve
antihiperaljezik etki meydana getirdigi bilinmektedir. Bu g¢alismada OXA’nin neden
oldugu noéropatik agrida CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisi ve etki mekanizmasinin
arastirilmast amaglandi. Deney hayvani olarak siganlar kullanildi ve agri esigi Randall-
Selitto cihazi ile penge ¢ekme esigi olarak degerlendirildi. Siganlara tek doz (6 mg/kg)
intraperitoneal yolla uygulanan OXA, uygulamadan bir giin sonra baslayan ve 14 giin
streyle devam eden mekanik hiperaljeziye neden oldu. OXA uygulamasindan 48 saat
sonra i.s.v. yolla uygulanan CDP-kolin (0.5, 1.0 ve 2.0 pmol), OXA’nin neden oldugu
mekanik hiperaljeziyi doza ve zamana bagli olarak azaltti. Esmolar dozlarda (1 pumol;i.s.v.)
uygulanan CDP-kolin’in hidroliz tirind kolin ve sitidin de CDP-kolin’e benzer sekilde
antihiperaljezik etki gosterdi. CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisi, yiiksek afiniteli néronal
kolin geri alim inhibitorii hemikolinyum-3 (1 pg; i.s.v.), selektif olmayan nikotinik
kolinerjik reseptor antagonisti mekamilamin (50 ug; i.s.v.), selektif a7 nikotinik asetilkolin
reseptér (NAChR) antagonisti a-bungarotoxin (2 ug; i.s.v.) ve spesifik GABAg reseptor
antagonisti CGP-35348 (20 ug; i.s.v.) 6n tedavileri ile 6nlendi. Bununla birlikte, selektif
olmayan opioid reseptor antagonisti nalokson (10 pg; i.s.v.) ve selektif olmayan
muskarinik reseptor antagonisti atropin (10 pg; i.s.v.) oOn tedavileri, CDP-kolin’in
antihiperaljezik etkisini degistirmedi. Bu ¢aligmadan elde elde edilen sonuglara gore,
merkezi yolla uygulanan CDP-kolin’in OXA tedavisinin neden oldugu ndropatik
hiperaljeziyi azalttigt ve CDP-kolin’in bu etkisine presinaptik kolinerjik mekanizmalarla

birlikte supraspinal a7 nAChR ve GABAg reseptorlerinin aracilik ettigi ilk defa gosterildi.

Anahtar kelimeler: Oxaliplatin, néropatik agri, hiperaljezi, CDP-kolin.



SUMMARY

EFFECT OF CDP-CHOLINE ON OXALIPLATIN-INDUCED NEUROPATHIC
PAIN IN RATS AND ITS MECHANISM OF ACTION

Oxaliplatin (OXA) is a third-generation platinum compound that is commonly used for the
treatment gastrointestinal cancer, and painful peripheral neuropathy is one of the most
important side effects of OXA. CDP-choline is synthesized endogenously in the body, and
it is known that exogenously administered (intracerebroventricularly [i.c.v.] or locally)
CDP-choline produces analgesic and anti-hyperalgesic effects in acute, neuropathic and
inflammatory pain models. In this study, we aimed to investigate the anti-hyperalgesic
effect of CDP-choline and the mechanisms of its anti-hyperalgesic action in OXA-induced
neuropathic pain. Rats were used in the experiment, and paw withdrawal pain threshold
was assessed using the Randall-Selitto instrument. Intraperitoneal administration of a
single dose (6 mg/kg) OXA to the rats caused mechanical hyperalgesia beginning on day 1
and continuing through 14 days after the injection. CDP-choline (0.5, 1.0 and 2.0 pmol),
which was given i.c.v. 48 hours after OXA injection, significantly reduced OXA-induced
mechanical hyperalgesia, in a dose- and time-dependent manner. Equimolar doses (1 pmol,;
i.c.v.) of choline and cytidine (hydrolysis products of CDP-choline) also showed
significant antihiperalgesic effect. The antihyperalgesic effect of CDP-choline was blocked
by the pretreatment with neuronal high affinity choline uptake inhibitor hemicholinium-3
(1 pg; i.c.v.), nonselective nicotinic receptor antagonist mecamylamine (50 pg; i.c.v.), a7
selective nicotinic acetylcholine receptor antagonist a-bungarotoxin (2 ug; i.c.v.), and
gamma-amino butyric acid (GABA)-B receptor antagonist CGP-35348 (20 ug; i.c.v.).
However, it was not changed by the pretreatment with nonselective opioid receptor
antagonist naloxone (10 pg; icv) and nonselective muscarinic receptor antagonist atropine
(10 pg; icv). The results of the present study demonstrated that for the first time centrally
administered CDP-choline attenuates hyperalgesia caused by OXA treatment, and
antihyperalgesic effect of CDP-choline is mediated by a presynaptic cholinergic

mechanisms and activation supraspinal a7 nAChR and GABAg receptors.

Key words: Oxaliplatin, neuropathic pain, hyperalgesia, CDP-choline.



1. GIRIS

Oxaliplatin (OXA) iglincii kusak bir platin bilesigi olup gastrointestinal sistem
kanserlerinin tedavisinde en sik kullanilan kemoterapi ilaglarindan biridir (1). Giinlimiizde,
erken veya ileri evre kolon kanserinin tedavisinde standart olarak kabul edilmektedir (1).
Bu endikasyonda ¢ogunlukla 5-fluorourasil ve leukovorin ile birlikte uygulanmaktadir (2).
OXA tedavisi alan hastalarda en sik goriilen yan etkiler sitopeni, periferik néropati (PN),
diyare ve bulanti-kusmadir (1,2). Bunlardan PN, OXA’nin baslica doz kisitlayici bir yan
etkisi olma 6zelligindedir (3-7). OXA’nin neden oldugu PN akut ve kronik olmak tizere iki
farkl1 sekilde klinige yansimaktadir (3-7).

Akut noropati, ilacin inflizyonu esnasinda veya infuzyonun tamamlanmasindan saatler
sonra goriiliir. Ellerde ve ayaklarda uyusma, karincalanma, dizestezi ve agri olusmasi ile
karakterizedir. Bu tip ndropati, OXA alan hastalarin neredeyse tamaminda olusmakta,
zaman i¢inde yogunlagsmakta ve yasam kalitesini onemli Ol¢lide bozmaktadir. Akut
noropati OXA’ya 0zgii bir yan olup, soguk ile temas semptomlarinin baslamasim
tetikleyen veya siddetini arttiran baglica faktordiir (3-7). Kronik noropati ise OXA’nin
tekrarlayan kullanimi ile ortaya c¢ikan ve kiimiilatif doz ile iliskili olan bir periferik
noropatidir. Duyu kaybi1 ve motor disfonksiyon ile karakterize olup, hastalarin %10-
15’inde rastlanmaktadir (3-7). Her iki tip ndropatinin ortak 0zelligi siddetli boyutlara
varabilen ve hastalarin giinliik aktivitelerini engelleyebilen agr ile birlikte olmasidir (3-7).
Bu tip bir yan etki OXA’nin disindaki platin bilesiklerinde goriilmemektedir.

OXA’ya bagli PN’nin ve noropatik agrinin olusmasinda hangi fizyopatolojik
mekanizmalarin rol oynadigi heniiz tam olarak ortaya konulamamistir. Konuyla ilgili
yapilan preklinik ¢aligmalarda, ¢cogunlukla sigan modeli kullanilarak OXA’ nin indiikledigi
noropatinin fizyopatolojik, davranigsal ve patolojik Ozelikleri arastirilmistir (8-14).
Ozellikle néropatik agr1 modeli iizerine odaklanmis ¢alismalarda, OXA tek doz seklinde
uygulanmis ve takiben soguk ve mekanik allodini gelistigi gézlenmistir (8). Diger yandan,
bu sekilde tek doz uygulama ile elde edilen bulgularin, klinik pratikte OXA tedavisine
bagli olarak olusan kronik néropatiyi temsil etmeyecegi belirtilmektedir (8, 9). Cavaletti ve
arkadaslar1 (14), sicanlarda kronik OXA tedavisinin dorsal kdk ganglion ndronlarinda
atrofiye neden oldugunu ve periferik sinir ileti hizin1 azalttigin1 gostermistir. Diger bir
calismada, kronik OXA tedavisinin, tedavinin kesilmesinden sonra 3 hafta siiren, mekanik
allodini ile birlikte soguk ve sicak hipersensitivitesine neden oldugu tespit edilmistir (15).

OXA’ya bagli néropatinin olugsmasinda rol oynayan mekanizmalarin daha i1yi anlagilmasi,



bu yan etkinin nasil dnlenebilecegi ve/veya tedavi edilebilecegi konusuna 11k tutacaktir.
Bu konudaki literatlir verilerinin sinirli olmasi, daha fazla sayida preklinik calismaya
gereksinim oldugunu ortaya koymaktadir.

CDP-kolin (sitidin-5’-difosfat kolin veya sitikolin), hiicre membran fosfolipidlerinden
fosfatidilkolin sentezinde bir ara iriin olarak ortaya c¢ikan ve endojen olarak vicutta
meydana gelen niikleotid yapisinda bir bilesiktir (16). Son yillarda yiritiilen laboratuar
caligmalari, ekzojen (intraserebroventrikiiler [i.s.v.] veya lokal yolla) verilen CDP-kolin’in,
siganlarda noropatik ve inflamatuvar agri modellerinde antihiperaljezik bir aktivite
gosterdigini ortaya koymustur (17-19). Bu calismalarda, CDP-kolin’in antihiperaljezik
aktivitesinin olugsmasinda, supraspinal veya lokal alfa-7 nikotinik asetilkolin reseptorlerinin
(a7 nAChR), santral gamma-amino butirik asit (GABA)-B reseptorlerinin ve/veya opioid
reseptorlerinin rol oynadigi tespit edilmistir (17-19). Hamurtekin ve Giiriin (18), si¢anlarda
i.s.v. yoldan verilen farkli dozlarda (0.1, 0.5, 1 ve 2 umol) CDP-kolin’in antinosiseptif
etkisini, ii¢ farkli agr1 modelinde (termal penge ¢ekme, mekanik penge ¢ekme ve asetik asit
kivranma testi) test etmistir. CDP-kolin’in 0.5, 1 ve 2 pmol (i.s.v.) dozlarinda
uygulandiginda, doza ve zamana bagli olarak antinosiseptif etki sergiledigini; bu etkinin
CDP-kolin 06ncesinde i.s.v yoldan uygulanan yiksek afiniteli kolin uptake inhibitori
hemikolinyum-3 (HC-3), selektif olmayan nikotinik reseptdr antagonisti mekamilamin ve
selektif a7 nAChR antagonisti metilkakonitin ile bloke edildigini tespit edip, CDP-kolin’in
antinosiseptif etkisinin muhtemelen santral kolinerjik mekanizmalarla olustugunu 6ne
stirmiislerdir. Diger bir calismada Hamurtekin ve arkadaslar1 (19), sicanlarda i.s.v. yoldan
verilen CDP-kolin’in antinosiseptif etkisinde supraspinal opoid ve GABAg reseptorlerinin
de rol oynabilecegini ortaya koymustur. Glrln ve arkadaglart (20), caragenan ile
olusturulan inflamatuvar agri modelinde topikal olarak uygulanan CDP-kolin’in
antihiperaljezik etki gosterdigini ve bu etkiye lokal a7 nAChR’inin ve dokuda TNF-alfa
azalmasinin aracilik ettigini gostermistir. Bagdas ve arkadaglari (17), sicanlarda
olusturduklart néropatik ve inflamatuvar agri modellerinde CDP-kolin’in antihiperaljezik
etkisini gostermis, supraspinal a7 nAChR ve GABAg reseptorlerinin her iki agn
modelinde; santral opioid reseptdrlerinin ise sadece ndropatik agri modelinde rol aldigin
gbzlemlemistir.

Santral ve periferal yolla uygulanan CDP-kolin’in, farkli agr1 modellerinde
antinosiseptif ve antihiperaljezik 6zelligini ortaya koyan bu veriler, bu ajanin kemoterapi
ilaclarmin neden oldugu noéropatik agrida da etkili olabilecegini diisiindliirmektedir.

Bununla birlikte, literatiirde bu konu ile ilgili bir bilgi heniiz mevcut degildir. Bu nedenle



calismamizda, sicanlarda OXA ile olusturulan akut noropatik agri modelinde, CDP-

kolin’in etkisinin ve etki mekanizmasinin arastirilmasi amag¢lanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemoterapi ve Periferik Noropati (PN)

PN kemoterapi ilaglarinin en sik karsilasilan yan etkilerinden biridir (21). Goriilme
siklig1 %40’lara ulasabilmekle birlikte, bu oran kullanilan ilacin tipine, uygulama siiresine
ve dozuna bagli olarak degismektedir (21, 22). Ayrica, ileri yasin, alkol kullaniminin ve
diyabetin PN sikligin1 arttirdigi belirtilmektedir (21-23).

Kemoterapiye bagli PN ¢ogunlukla aksonal hasar (aksonopati) ile iliskilidir (21-23).
Aksonopati, genellikle ilaglarin uygulanmasindan haftalar veya aylar sonra olugmaktadir.
PN tedavinin kesilmesine ragmen devam edebilir ve geri donilisiimsiiz olabilir. Eger
aksonal hasar siddetli degil ise tam iyilesme miimkiin olabilir. Bununla birlikte, dorsal kok
ganglionu hasarina sekonder olarak gelisen bir néron apoptozisi séz konusu oldugunda,
siddetli ve ¢cogu kez geri doniisiimii olmayan bir duysal néropati meydana gelir (21-23).

PN’nin klinik belirti ve bulgulari, periferik sinir sisteminin etkilenen bolimiine gore
degismektedir. ince fibrillerin hasar1 yanici ve/veya delici bir agrinin olusmasina, ciltte
hiperesteziye, agr1 ve 1s1 duyusunun kaybina neden olur. Kalin fibrillerin hasar gérmesi
vibrasyon duyusunun kaybina, propriosepsiyon kaybina, refleks kaybina, kas giigsiizliigline
ve sinir ileti hizinda yavaslamaya yol agar. Otonom sinirlerin etkilenmesi ise kardiyak
ritim bozuklugu, ortostatik hipotansiyon, gastroparezi ve noropatik diyare gibi klinik
tablolarin olugsmasina sebebiyet verir (21, 22). PN’nin neden oldugu agr1 c¢ok siddeti
boyutlara ulasip hastanin giinliik aktivitelerini engelleyebilir ve yagam kalitesini bozabilir.

Kemoterapi ilaglar1 arasinda en ¢ok PN’ ye neden olanlar platin bilesikleri, taksanlar
ve vinka alkaloidleridir (23) (Tablo 1). Bunlardan platin bilesikleri solid organ
tiimorlerinin tedavisinde en yaygin kullanilan ilaglardan olup, DNA alkilleyici ajanlar
grubunda yer alirlar (2, 21, 23). Platin bilesikleri hiicre icine girerek DNA’nin N7
guaninine baglanirlar. Bu sekilde her bir DNA zincirinde veya ¢ift sarmali olusturan
zincirler arasinda capraz baglarin olusmasina neden olurlar. Sonu¢ olarak DNA ve RNA
sentezi bozulur (2, 21). Platin bilesikleri hiicre siklusunun G1 ve S fazinda etki gosterirler
(2, 21). Klinik pratikte en ¢ok tercih edilen platin bilesikleri sisplatin, karboplatin ve
OXA’dir .



Tablo-1: Periferik néropatiye neden olan kemoterapi ilaglar1 (23)

Kemoterapi ilaglar

Platin bilesikleri
Sisplatin
Okzaliplatin
Karboplatin

Taksanlar
Paklitaksel
Dosetaksel

Vinka alkaloidleri
Vinkristin
Vinblastin
Vinorelbin

Diger ajanlar

Bortezomib
Talidomid

Lelanidomid

2.2. Oxaliplatin Hakkinda Kisa Bilgi

OXA (cis-[(1R,2R)-1,2-cyclohexanediamine-N,N ] oxalato (2-)-O,0] platinum) bir 3.
kusak organoplatin bilesigidir (Sekil 1) (4). OXA’nin in vitro ortamda grubun en eski Uyesi
olan sisplatinden daha gl bir anti-tiimoral etkiye sahip oldugu gosterilmistir (2).

OXA intravendz yolla 2 saat icinde verilir. Karacigerde sitokrom P450 enzimleri
tarafindan metabolize edilerek biyotransformasyon {irlinlerine doniistiiriiliir (Sekil 2). Bu
uriinler DNA sentezini bozarak sitotoksik etki olusturur. OXA’nin biyotransformasyon
bilesiklerinin farmakokinetigi kesin olarak belirlenememistir. OXA 130 mg/m2 dozunda Ug¢
haftada bir uygulandiginda, {igiinci uygulamay1 takiben eritrositlerin iginde Onemli
miktarda platinin biriktigi (ilk uygulama ile karsilastirildiginda 3. uygulamada %91°lik bir
artig; p=000018) ve biriken platininin yarilanma émriiniin eritrositlerinki ile ayni1 oldugu

tespit edilmistir (2). OXA enzimatik olmayan degradasyon yoluyla birka¢ farkli aktif




metabolite doniistiiriiliir. Bu metabolitler ¢ogunlukla idrarla atilir (2). Platinin ortalama
terminal plazma eliminasyon yar1t 6mrii 9 gilindiir (2). Diski ile de ¢ok az miktarda (%5)

platin atilmaktadir (2).

Oxaliplatin CgH14N,04Pt

Sekil- 1: Oxaliplatinin molekiiler yapisi

2.2.1. Oxaliplatinin Kanser Tedavisindeki Gelisim Sireci ve Gunimuzdeki Roli

OXA bazli tedavilerin klinik gelisimi 1990’11 yillarda baglamistir. OXA, ¢cogunlukla 5-
fluorourasil (5-FU) ve lokoverin (LV) ile birlikte kullanilmakta olup, bu kombinasyon
“FOLFOX” olarak adlandirilmaktadir. Bu tedavi rejiminde OXA 15 giinde 1 olmak Uzere,
85 mg/m2 dozunda uygulanir (3). FOLFOX ilk olarak Fransiz arastirmacilar tarafindan 5-
FU ve LV’ye direngli ileri evre kolon kanserli hastalarda kullanilmis ve %46 oraninda bir
yanit olusturdugu bildirilmistir (3). Giinimiizde, FOLFOX rejimi Avrupa ve Kuzey
Amerika’da erken veya ileri evre kolon kanserinin standart tedavisi olarak kabul
gormektedir (1, 3).

OXA, kolon kanseri disinda gastrointestinal sistemin diger kanserlerinin tedavisinde
de onemli kemoterapi ilaglarindan biri haline gelmistir (1, 3). Yeni yapilan bir faz 3
caligmada, ileri evre 0zofago-gastrik kanserde sisplatin kadar etkili oldugu ve tedavide

onun yerine alabilecegi bildirilmistir (24). Bir meta-analiz sonucuna gore, yine bu



endikasyonda, epirubisin, OXA ve kapesitabin kombinasyonunun, standart tedavilerden
biri olan epirubisin, sisplatin ve 5-FU kombinasyonuna gore daha etkili oldugu ve
sagkalim siiresini daha fazla uzattig1 belirtilmistir (25). Yine, ileri evre pankreas kanseri
tedavisinde, OXA’nin, irinotekan ve 5-FU ile birlikte kullanilmasmin sagkalim siiresini
arttirdig1 tespit edilmistir (3). Sonug¢ olarak, OXA giiniimiizde gastrointestinal sistemin
farkli timorlerinin  tedavisinde kullanilan kemoterapi kombinasyonlarinin  temel

ilaclarindan biri konumundadir.

Onalipiatin
IC50 = 25.4uM

NH;\ :}o{;

N~
N
O/ Hay © i O,NH.?\ cl
Pt, | Pt,
“NH O, 5 “Ne C

Manoechloro DACH Platin Dichloro DACH Piatin

IC50 = 8.6uM 2\ 'DHE ICS0 =14.7uM
O ,.Lf OI-L

Diaguo DACH Platin
IC50 = 6.94M

!
'

inactive Conjugates
Oxalic Acid
Free DACH

Sekil- 2: Oxaliplatinin biyotransformasyonu ve major trtnlerin farmakolojik aktivitesi (in

vitro HT-29 insan kolon karsinomu hiicrelerinde IC50 degerleri) (2)



2.2.2. Oxaliplatinin Noropati Disinda Gorulen Yan Etkileri

2.2.2.1. Gastrointestinal Yan Etkiler ve Karaciger Toksisitesi

Istahsizlik, bulant1, kusma, diyare, stomatit ve/veya mukozit ve karin agris1 hastalar
tarafindan en ¢ok bildirilen gastrointestinal yan etkilerdir. Bu yan etkiler OXA’nin 5-FU ve
LV ile kombine kullanildig1 durumlarda nispeten daha siktir (3).

Hepatotoksisite, OXA iceren kombinasyon tedavilerinin diger 6nemli bir yan etkisidir
(3). Klinige transaminaz ve alkalen fosfataz enzimlerinin ylikselmesi seklinde yansir. Bu
yan etkinin, OXA’nin karaciger sinuzoidlerinde olusturdugu hasarin bir sonucu olarak
olustugu tespit edilmistir (26). Caligmalarda, sinuzoidal hasarin sikligt %19 ile %353
arasinda bildirilmektedir (27, 28). OXA’ya bagh sinuzoidal hasarin histolojik bulgular
sinuzoidal dilatasyon/konjesyon ve nodiiler rejeneratif hiperplazi seklindedir (29).

2.2.2.2. Trombositopeni

Kisa siiren bir trombositopeni OXA ile tedavi edilen hastalarda nispeten sik goriilen
bir yan etkidir. Goriilme sikli§i %40’in iizerine ¢ikabilir (3). Miyelosupresyon,
splenomegali veya immun trombositopeni, trombositopeninin potansiyel nedenleri olarak
One surilmektedir (3, 30).

2.2.2.3. Hipersensitivite Reaksiyonlari

Diger platin bilesikleri gibi, OXA da hipersensitivite reaksiyonlarini tetikleyebilir.
Hiper-sensitivite reaksiyonlari ilacin infiizyonu esnasinda meydana gelir. En sik dokiintii,
urtiker, eritem ve kasimti, nadiren de bronkospazm ve hipotansiyon seklinde ortaya ¢ikan
hipersensitivite reaksiyonlarina OXA alan hastalarin %12-19’unda rastlanir (31). Bu tiir
yan etkiler OXA’in ilk uygulamalarinda da goriilebilse de, daha c¢ok tedavinin 6-8.

siklusundan sonra olusmaktadir (3).

2.3. Oxaliplatinin Neden Oldugu Néropati ve Muhtemel Olusum Mekanizmalari

Giris bolimiinde de belirtildigi gibi, PN OXA’nin en sik doz kisitlayici yan etkisidir
ve ilacin kesilmesine yol acan en dnemli nedenlerden biridir (1-7). OXA tedavisine bagl
gelisen PN’nin iki ayr klinik formu mevcuttur. Bunlardan akut PN, ilacin uygulanmasi
esnasinda veya inflizyonunun tamamlanmasini takiben birka¢ saat i¢inde meydana gelir.
OXA uygulanan hastalarin yaklasik %90’inda akut PN goriilebilir (1-7). Ellerde, ayaklarda
ve agiz ¢evresinde parestezi, dizestezi ve agri seklinde prezente olmaktadir. Buna ¢ogu

zaman ¢ene kaslarinda sertlesme de ilave olur. Nadiren, tedaviden saatler sonra hastalarda



faringo-laringo-dizestezi ile birlikte nefes almada zorlanma hissi olusabilir. Akut PN’nin

bu belirtileri cogunlukla gegici olup dakikalar veya birkag saat i¢inde kaybolur. Soguk ile

temas belirtilerin olugsmasini tetiklemektedir. Kronik PN ise daha nadir goriilen bir yan

etkidir. Distal simetrik ndropati, duysal ataksi, fonksiyon bozukluklari, ¢ene agrisi, goz

agrisi, pitozis, bacak kramplari, gérme ve ses bozukluklari gibi belirtiler ile karakterizedir.

Kronik PN, OXA’nin toplamda 540 mg/m? veya daha yiiksek dozlarda uygulanmasindan

sonra gelismektedir ve genellikle geri dontistimliidiir (1-7). OXA’ ’nin neden oldugu akut ve

kronik ndrotoksisitenin klinik 6zelikleri Tablo 2’de 6zetlenmistir.

Tablo- 2: Oxaliplatinin neden oldugu akut ve kronik nérotoksisite (5)

Akut

Kronik

Akut gegici dizestezi ve/veya parestezi

—Tedaviden sonraki saatler veya gunler
icinde goralir

—Daima geri  doniistimliidiir,
fonksiyon bozukluklari kalict degildir

— Tlacin kesilmesini gerektirmez

duysal

Belirtiler: Parestezi, dizestezi, boyun ve
cene kaslarinda sertlesme hissi, disfoni,
soguk hipersensitivitesi, ekstremitelerde
soguga bagli kas kontraksiyonlar1

Kimdalatif distal norotoksisite (bir ¢esit
periferik duysal néropati)

—Kiimiilatif dozla iligkilidir; kiimiilatif
doz 800 mg/m® oldugunda neredeyse
olgularin tamaminda goriiliir

—Geri  donilistimlii  olmasina ragmen
aylarca sirebilir; tedavinin kesilmesini
gerektirebilir

Belirtiler: Yizeyel ve derin duyu kaybi,
duysal ataksi, fonksiyon bozukluklari, ¢ene
agrisi

OXA tedavisinin neden oldugu akut veya kronik ndropatinin olusum mekanizmasi

heniiz netlik kazanamamistir. Kemoterapi ilaglarina bagli néropatik agrinin olusmasinda

sodyum (Na*) kanallarmin énemli bir rol oynadig: éne siiriilmektedir (21, 22). Literatiir




verileri bu durumun OXA i¢in de gecerli olabilecegini diisiindiirmektedir. Ling ve
arkadaslar1 (9), tek doz (6 mg/kg; intraperitoneal [i.p.]) OXA ile olusturulan bir sigcan
noropatik agr1 modelinde, Na* kanal blokeri lidokain’in (3 mg/kg; i.v.) antinosiseptif etkiye
sahip oldugunu ve OXA’nin indiikledigi soguk allodiniyi hafiflettigini gostermistir.
Egashira ve arkadaslar1 (32), diger bir Na* kanal blokeri olan ve diyabetik agrili néropatide
yaygin olarak kullanilan meksiletin’in, siganlarda oral yoldan 100 mg/kg dozunda
verildiginde OXA’nin (4 mg/kg, i1p.) neden oldugu mekanik allodini ve soguk
hiperaljezisiyi tam olarak diizelltigini tespit etmistir. Adelsberger ve arkadaslar1 (33), OXA
dorsal kok ganlion noronlarina enjekte edildiginde, Na* akimininda bir artma oldugunu ve
bunun Na® kanal blokeri karbamazepin tarafindan antagonize edildigini gdzlemlemistir.
Grolleau ve arkadaslari (34), OXA’nin metabolitlerinden birinin, voltaj kapili Na®
kanallarinin yapisal 6zelliklerini degistirerek kanallarin daha uzun siire acik kalmasina
neden olabilecegini ve duysal noronlarda hipereksitabilite yaratabilecegini; bu metabolitin
de okzalat olabilecegini One siirmiislerdir. Konu ile ilgili diger deneysel modellerde,
OXA’nin Na® kanali inaktivasyon kinetigini yavaslattignt ve Na® akimini azalltig
saptanmustir (35). Soguk ile temasin Na* kanallarinin kinetigini etkiledigi ve diisiik 1s1larda
kanal disfonksiyonunun arttig1 bildirilmistir (36) ve bu durum OXA’nin indiikledigi
noropatinin tipik bir 6zelligidir (1-7). Yakin zamanda yapilan bir ¢calismada, insan Nav1.7
sodyum kanallarinin tokainid ile blokajinin, OXA’ya bagli noropatik agriy1 hafiflettigi
tespit edilmistir (37).

Diger yandan, siyatik sinir fibrilleri ile yapilan in vitro ¢aligmalarda, OXA’ nin voltaj
kapili potasyum kanallarinda fonksiyonel degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (38).
OXA’nin TREK1 ve TRAAK tipindeki potasyum kanallarinin ekspresyonunu azaltarak ve
hiperpolarizasyon ile aktive olan kanallarin ekspresyonunu arttirarak asir1 eksitabiliteyi
tesvik ettigi ve bunun da soguk hipersensitivitesinde rol oynadigi belirtilmistir (39).
Hiperpolarizasyon ile aktive olan kanallarin spesifik inhibitrii ivabradin’in OXA’nin
indiikledigi soguk hipersensitivitesini ortadan kaldirdig1 gozlenmistir (39).

OXA’nin neden oldugu noropatik agrida, bir kapsaisin reseptdrii olan gegici reseptor
potansiyeli vanilloidlerin (TRPV1) roliiniin olabilecegi bildirilmistir (40). Dorsal kok
ganglion noron Kkaltirlerinde, OXA tedavisinin TRPV1, TRPA1l (gegici reseptor
potansiyeli ankrin 1) ve TRPMS8 (gecici reseptdr potansiyeli melastatin 8) up-
regiilasyonunu arttirdigi gosterilmistir (41, 42). OXA’nin indiikledigi soguk allodininin
TRPMS8 ve TRPAL ekspresyon sevilerinde ve duyarliliklarinda olusan artmanin bir sonucu

oldugu o6ne siiriilmiistiir (41, 42). Gauchan ve arkadaslar1 (41) TRPMS8 fonksiyonlari



kapsazepin ile bloke edildiginde OXA’nin neden oldugu soguk allodininin kayboldugunu
gostermistir.

Asetil-L-karnitin, alfa-lipoik asit ve C vitamini gibi antioksidanlarin klinikte
kullaniminin OXA nin neden oldugu hiperaljeziyi azaltiyor olmasi, oksidatif stresin bu yan
etkinin olusmasinda kritik bir rol oynayabilecegini diigiindiirmistiir (22). 1B4-pozitif
nosiseptdr norotoksini  IB4-saporin’in intratekal verilmesinin OXA’nin indiikledigi
hiperaljeziyi hafiflettigi ve OXA’nin IB4-pozitif reseptorler Uzerinden oksidatif strese
bagl akut periferik duysal néropatiyi olusturdugu 6ne stiriilmiistiir (15).

OXA’nin siganlarda dorsal kok ganglion noronlarinda TUNEL-pozitif hucrelerinde
artmaya neden oldugu, bir kaspaz inhibitorii olan z-VAD-fmk’1n bunu geri ¢evirdigi ve bu
sonucun OXA norotoksisitesinde kaspaz aracili apoptozisin bir roliiniin olabilecegi
belirtilmistir (22, 40).

Eksitoksik glutamat salinimi asir1 glutamaterjik ndrotransmisyona ve N-metil-D-
aspartat (NMDA) resptdrlerinin aktive olmasina yol agmaktadir. Bu da ndron hasar ile
sonuglanir. OXA’nin indiikledigi noropatide, sican spinal kordunda NMDA reseptorlerinin
bir alt tipi olan NR2B proteininin ve mRNA’nin ekspresyonunun arttig1 tespit edilmigtir
(43). Selektif NRB2 antagonisti R025-6981 ve ifenrodil’in OXA’nin neden oldugu
noropatik agrinin siddetini azalttigi bildirilmistir. Ayrica, MK—801 ve memantin gibi
NMDA reseptor antagonistlerinin noropatik agriyr giderdigi, OXA’nin indiikledigi
mekanik allodinide spinal NR2B iceren NMDA reseptorlerinin kritik bir rollnin
olabilecegi belirtilmistir (43).

OXA tedavisinin talamus ve periakuaduktal alan i¢inde protein kinaz C’nin (PKC)
gamma izoformunun upregulasyonuna ve gamma/epsilon PKC izoformunun
fosforilasyonun artmasina neden oldugu tespit edilmistir (44, 45). Selektif PKC inhibitorii
kalfostin C’nin supraspinal uygulanmasinin OXA’nin neden oldugu mekanik hiperaljezinin
siddetini azalttig1 gozlenmistir (44). Sar1 kantaron’un (St. John’s Wort) hiperisin araciligi
ile PKC gamma ve epsilon aktivitesini inhibe ederek OXA’nin neden oldugu noropatik
agriy1 hafiflettigi gosterilmistir (45).

OXA’ya bagli mitokondrial hasar noropati olusumundan sorumlu olabilecek diger bir
mekanizma olarak Onerilmistir (46). Xiao ve arkadaslar1 (12), siganlarda OXA’nin neden
oldugu kronik agrili PN’yi karakterize etmis ve paklitaksel’in neden oldugu ndéropati ile
karsilagtirmistir. Bu ¢aligmanin sonuglarina gore, OXA mekano-allodoni, mekano-
hiperaljezi ve soguk allodiniye neden olmakta, bulgular ge¢ dénemde ortaya ¢ikmakta,

siddeti giderek artmakta ve yaklagik 2.5 ay devam etmektedir. Bu patern paklitaksel i¢in de



gecerlidir. OXA’nin paklitaksel’den farkli olarak sicak hipersensitivitesi olusturmadigi
goriilmiistiir. Elektron mikroskobunda, periferik sinirlerde aksonal dejenerasyon bulgusuna
rastlanmamustir. Penge derisindeki intraepidermal sinir liflerinde anlamli miktarda bir
azalma tespit edilmistir. OXA tedavisinin periferik sinir aksonlarinda mitokondrial sisme
ve vakuollesmeye neden oldugu, Schwann hiicrelerinin etkilenmedigi gozlenmistir. Sinir
ileti caligmalar1 duysal aksonlarda anlamli bir yavaslamanin oldugunu, motor aksonlarin
etkilenmedigini ortaya cikarmistir. A ve C- fibrillerinde diizensiz ve diisiik frekansl
spontan desarjlarin oldugu kaydedilmistir.

Renn ve arkadaglar1 (47), farelerde iki haftada bir uygulanan OXA’nin (3.5 mg/kg,
I.v.) kaudal ve dijital sinir ileti hizin1 yavaslattigini, dorsal kdk ganglion néronlarinda ve
siyatik sinirde ndronal atrofiye ve multiniikleasyona neden oldugunu tespit etmistir.
OXA’nin, tedavinin ilk haftasindan itibaren mekanik allodini ve soguk hiperaljeziyi
indlkledigi, spinal dorsal boynuzda yer alan genis dinamik sinirli (wide dynamic range)
noronlarda anlamli aktivite artisina yol actigi gozlenmistir.

Binder ve arkadaslarinin (48) gergeklestirdigi bir klinik ¢aligmada, degisik kanser
tirleri igcin OXA tedavisi alan hastalarda goriilen akut néropatik agrinin, periferik (soguk
ve sicak hiperaljezi) ve santral (mekanik hiperaljezi) nosiseptif sistemde meydana gelen bir
duyarlilagmanin  sonucu oldugu diisiindiiren birtakim bulgular elde edilmistir.
Arastirmacilar bu durumdan yukarida bahsedilen mekanizmalardan biri veya birkaginin

sorumlu olabilecegini 6ne slirmiislerdir.

2.3.1. Oxaliplatinin neden oldugu noropatik agr icin kullanilan hayvan modelleri

Son yirmi i¢inde, platin bilesikleri, taksanlar ve vinkristin basta olmak {izere,
kemoterapi ilaglarmin neden oldugu agrili periferik noropatinin arastirilmasi amaciyla
cesitli hayvan modelleri gelistirilmistir (49). OXA i¢in ilk agri davranig modeli Ling ve
arkadaslar1 (11) tarafindan tanimlanmis olup, arastirmacilar 3 hafta boyunca devam eden
soguk ve sicak hipersensitiviteye eslik eden mekanik allodini ve hiperaljezi bildirmistir.
Ling ve arkadaslar1 diger bir calismalarinda, siganlarda tek doz OXA tedavisinin soguk
allodini ve hiperaljeziye eslik eden mekanik allodiniye neden oldugunu gozlemistir (8).
Diger bir akut noropatik agr1 modeli Joseph ve arkadaslar1 (13) tarafindan olusturulmus ve
doza bagiml bir sicak ve soguk allodini ile birlikte mekanik hiperaljezi saptanmistir.

Yakin bir gegmiste OXA’nin tek doz veya tekrarlanan dozlar seklinde uygulandig: fare

modelleri rapor edilmistir (41, 50). Bu modellerde anlamli mekanik ve soguk allodini ve



hiperaljezi bildirilmistir. OXA’nin indiikledigi néropatik agrinin hayvan modelleri Tablo

3’te Ozetlenmistir.

Tablo- 3: Oxaliplatin’in indiikledigi néropatik agrinin hayvan modelleri (49)

Hayvanlar Sema Sire Enjeksiyon Kumulatif
doz

Sigan erkek, SD, 175-200 gr 2 mg/kg, 2/hf 4 hf v 16

Sigan erkek, SD, 175-200 gr 6 mg/kg x 1 30 saat IP 6

Sigan erkek, SD, 220-250 gr 2 mg/kg x 1 5 gun v 2

Fare erkek, C57BL/6, 6 hf 3mg/kg x 1 10 giin IP 3

Fare erkek, C57BL/6, 14 hf 3 mg/kg, 5 gin/5 2 hf IP 30

giin, dinlenme/5 giin

Kisaltmalar: SD: Sprague-Dawley, gr: gram, hf: hafta, IV: intraventz, IP: intraperitoneal

2.4. CDP-kolin

CDP-kolin  (Sekil-3) endojen olarak dretilen bir nikleotid olup, membran
fosfolipidlerinin sentezinin gerceklestigi “ Kennedy yolaginda” bir ara iriin olarak
meydana gelmektedir (Sekil-4). Bu yolak 1956 yilinda Kennedy ve Weiss tarafindan
tanimlanmistir ve {i¢ temel sentez basamagindan olugmaktadir (51). Bu sentetik
basamaklarin ilkinde kolin, kolin kinaz enziminin katalizledigi bir reaksiyon ile fosforile
olur ve fosfokolin sentezlenir. Ikinci basamakta sitidin trifosfat (CTP) ile reaksiyona girer
ve CDP-kolin sentezlenir. CDP-kolin’in diagilgliserol ile birlesmesi sonucu fosfodilkolin
olusur. Fosfodilkolin membran fosfolipidlerinin en dnemli ve esansiyel bilesenini olusturur.
Kennedy yolagi sentez edilen fosfotidilkolinin biiylik kismindan sorumludur. Bu yolakta
CTP ve fosfokolinden CDP-kolin sentezi, fosfotidilkolin sentezinin hiz belirleyici

basamagini olusturmasi nedeniyle son derece dnemlidir. Kolin, sitidin ve orotik asit gibi 6n



maddelerin ekzojen olarak verilmesi ile CDP-kolin miktarinin arttirildigi durumlarda veya

dogrudan CDP-kolin’in verilmesi ile fosfotidilkolin sentezinde artis olabilmektedir.
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Sekil — 3: CDP-kolin’in molekiiler yapisi.

2.4.1. CDP-Kolin’in Metabolizmasi

CDP-kolin in vivo kosullarda hiicre membraninda bulunan fosfodiesterazlar tarafindan
hizli bir sekilde hidroliz edilerek sitidin monofosfat ve fosfokolin’e doniisiir (16). Daha
sonra bu iki molekiiliin tekrar defosforile olmai ile olusan kolin ve sitidin ve hiicre igine
alinir ve kendilerine ait etkilere aracilik ederler (Sekil-5).

Bir primidin olan sitidin baglica niikleik asitlerin yapimina katilir. Ayrica sitidin
araciligi ile olusan CTP, kolinin membran fosfotidilkolin senetzine katilimini arttirir. Kolin,
hiicre membranlarinda fosfatidilkolin, sfingomyelin ve plazmalojenlerin polar alt iinitesini
olusturur. Ayrica iki Onemli sentezde 6n madde olarak kullanilir. Bunlardan ilkinde
metioninin betainin transmetilasyonu aracilig1 ile sentezine katkida bulunur. Ancak bu
transmetilasyon islemi beyin hiicrelerinde gergeklesmez. Bu nedenle beyin hiicreleri kolini
bu amagla kullanmazlar. ikinci énemli sentez ise kolinerjik noronlarda norotransmitter

olan asetilkolin sentezidir. Asetilkolin, kolin ve asetilkoenzim A’dan kolin asetiltransferaz



enziminin katalizledigi bir reaksiyonla sentezlenir. Kolinerjik noéronlardaki kolin
konsantrasyonu, noronlardaki asetilkolin sentez ve saliverilme hizini belirleyen en 6nemli
parametredir. Beyin hiicrelerinde sentezlenen kolin miktar1 ¢ok diisiiktiir. Dolayisiyla,
merkezi kolinerjik noronlarin dolasimdan gelecek koline gereksinimleri vardir. Bu nedenle,

plazma kolin konsantrasyonu, beyin kolin konsantrasyonunun en o6nemli belirleyicisi

durumundadir.
Sitidin Kolin
deaminaz ~.,: g:
Uridin | =—— Sitidin
l CK
CTP ﬂ
UTP =" cTP+  Fosfokolin
PAYA CT

DHA, EPA, AA

!

DAG + CDP-Kolin

CPT

Fosfatidilkolin

Sekil-4: Kennedy yolag araciligiyla CDP-kolin sentezi; CK: Choline kinaz, CT: Choline transferase, CPT:
CDP-choline, 1,2 - diacylglycerol cholinephosphotransferase, CTP: cytidine triphosphate, UTP: Uridine-5'-
triphosphate, PAY A: Poliansatiire yag asiti, DHA: Docosahexaenoic acid, EPA: Eicosapentaenoic acid, AA:
Arachidonic acid, DAG: Diacylglicerol



CDP-KOLIN

hidroliz

Sitidinmonofosfat Fosfokolin

ﬂ defosforilasyon ﬂ

Sitidin Kolin |=> | ASETILKOLIN
/ b ¢ ﬂ
' CTE i Betain
Nukleik asitler g &
CDP-kolin ﬂ
1} Metiyonin
Fosfatidilkolin ﬂ
Proteinler

Sekil- 5: CDP-kolin’in metabolizmasi. Kisaltmalar: CTP: sitidin trifosfat, Fk: Fosfokolin

2.4.2. Periferik Yolla Verilen CDP-kolin’in Dokulardaki Dagilimi

CDP-kolin oral yolla alindiktan sonra barsaklarda kolin ve sitidine hidroliz olmaktadir.
Bu metabolitler emilerek dolasima geg¢mektedir. Sicanlara oral yoldan CDP-kolin
verildiginde, 6-8 saat icinde plazma sitidin ve kolin seviyelerinin maksimum degerlere
ulastig1 goriilmiistiir (52). CDP-kolin ile ilgili farmakokinetik ¢alismalarin bir kisminda

radyoaktif isaretli CDP-kolin kullamlnustir. Kolin grubunun metil karbonlarinda *C ile ve



sitidin grubunun *H ile isaretlendigi CDP-kolin molekiiliiniin kullamilmast ile ayni aynda
her iki metabolitin izlenmesi miimkiin olmustur. Oral yolla alinan YC ile isaretlenmis
CDP-kolin biyoyararlaniminin tama yakin oldugu (% 95) ve intravendz yolla verilen CDP-
kolin biyoyararlanim orani ile pratik olarak ayni oldugu tespit edilmistir (53-55). CDP-
kolin’in oral yolla uygulanmasindan sonra olusan metabolitlerinin siganlarda ve insanlarda
farklilik gosterdigi bulunmustur. Siganlarda plazma kolin ve sitidin diizeylerinin arttig1
(53), insanlarda ise plazma kolin ve {iridin diizeylerinin arttig1 saptanmustir (54).

Kan-beyin bariyeri nedeniyle, periferik yolla verilen CDP-kolin dozunun
sadece %0.25’inin beyin dokusuna ulasabilmektedir (56, 57). Diger dokularda oldugu gibi,
beyin dokusuna da kolin ve sitidin ayr1 ayr1 alinmakta ve beyinde baslica endojen CDP-
kolin ile fosfolipid, niikleik asit ve proteinlerin sentezinde kullamlmaktadir (57). **C
isaretli CDP-kolin ile fare beyinlerinde gergeklestirilen otoradyografi g¢alismalarinda,
radyoaktivitenin segicilik gostermeden hiicre membranlarinda, Kolinerjik néronlarda ve
serebellar Purkinje hiicrelerinin subselliiler membranlarinda yogunlastigi goriilmiistiir (58).
Homojenize edilen sican beyinlerinde radyoaktivitenin membran ve mikrozomlarin

fosfolipid fraksiyonunda yogunlastig1 tespit edilmistir (58).

2.4.3. CDP-Kolin’in Metabolitleri

2.4.3.1. Kolin

Kolin (2-hidroksimetil-N,N,N-trimetil amonyum) bir kuaterner amindir. Kolin
esansiyel bir besin maddesi olup tum hicrelerin normal fonksiyonu igin gereklidir.
Ozellikle beyin dokusunun gelismesinde ve hafiza merkezinin (hipokampus)
fonksiyonlarinda 6nemli rol oynamaktadir.

Kolin’in viicuttaki islevleri {i¢ ana baglik altinda toplanabilir (59): 1) Kolin,
asetilkolin’in sentezinde oncii madde olarak gorev goriir ve yiiksek dozlarda asetilkolin
reseptorleri ile dogrudan etkilesir. Boylece kolin kolinerjik norotransmisyonu uyarici
etkiler gosterir. 2) Kolin hiicre zarmin temel yapi tast niteligindeki fosfolipidlerin
(fosfotidilkolin ve sfingomiyelin) sentezinde de dncii madde olarak gorev goérir. Bununla
baglantili olarak hiicre zarindaki fosfolipidlerden kaynaklanan bazi ikinci habercilerin
(lizofosfotidilkolin, platelet ektive edici faktor gibi) yapisinda yer alir. 3) Viicutta genel bir
metil verici molekiil rolli oynar.

Kolinerjik sinirlerde asetilkolin sentezi serbest kolinin, kolinasetiltransferaz enzimi
araciligiyla asetile edilmesiyle tek basamakli bir reaksiyonla gerceklesir. Viicutta

asetilkolin sentezinde kullanilan serbest kolinin en 6nemli kaynagi dolasimdaki kolindir.



Bunun disinda, hiicre zarindaki fosfotidilkolin’in fosfotidilkolin fosfolipaz D ve C
enzimleri ile hidrolizi sonucunda ve sinaptik araliga saliverilen ndrotransmitter
asetilkolin’in asetilkolinesteraz tarafindan hidrolize edilmesiyle de serbest kolin
olusmaktadir. Ayrica, fosfotidiletanolamin’in bir enzimatik reaksiyonla ii¢ metil grubu
eklenerek fosfotidilkolin’e doniismesi ve takiben olusan fosfotidilkolin’in fosfolipaz
enzimleri ile hidrolize olmasiyla da serbest kolin agiga ¢ikmaktadir.

Plazmadaki kolin 6zel bir tasiyici sistemin varlhigi ile kan-beyin bariyerinden gecer
(59). Bu tasiyic1 sistem normal plazma kolin konsantrasyonlarinda (~10 uM)
doyurulmamis durumdadir. Bu nedenle, dolagimdaki kolin diizeylerinin arttirilmast beyin
kolin diizeylerinin de artmasi ile sonuglanir. Kolin, kolinerjik noronlara baslica iki farkli
tasiyict sistemle alinir. Bunlardan ilki, doyurulabilir, sodyum ve enerjiye bagimli, yliksek
afiniteli ve hemikolinyum-3’e (HC-3) duyarli olan tastyict sistemdir. Bu tasiyicinin koline
Km degeri 0.1-10 pM kadardir. Bu tasiyici sistem ile kolin taginmasit HC-3 tarafindan
yarisma yoluyla bloke edilir. Periferik motor noronlarda, parasempatik noronlarda ve
ndron dist bazi hiicrelerde bulunmaktadir (60, 61). Ikinci énemli kolin tasima sistemi
sodyumdan bagimsiz, enerji gerektirmeyen, yiiksek kapasiteli ve diisiik afiniteli tagima
sistemidir. Vicutta noronal ve noron disi dokularda yaygin olarak bulunur. Kolin’e
afinitesi diistiktiir ve Km degeri 30-100 uM kadardir. Bu tagiyicinin HC-3 tarafindan bloke
edilmesi icin daha ylksek HC-3 diizeylerine gereksinim vardir (60, 61).

Noronlara alinan kolin, asetilkolin sentezinde kullanilir. Bu sentez reaksiyonunu
katalizleyen kolinasetiltransferaz enzimi normal beyin kolin konsantrasyonlarinda
doyurulmamis durumdadir. Dolayisiyla, beyinde serbest kolin diizeyini arttiric1 yaklagimlar
(diyet ile ya da farmakolojik yontemlerle kolin veya kolin bilesikleri ile tedavi) beyinde
kolinerjik noéronlarla zengin innervasyonu olan bolgelerde asetilkolin sentezinin
hizlanmasina, diizeyinin yiikselmesine ve saliverilmesinin artmasina neden olur (62, 63).
Kolin yeterince yuksek konsantrasyonlara ulastiginda muskarinik asetilkolin reseptorleri ve
nikotinik asetilkolin reseptorleri ile etkileserek agonistik etkiler olusturabilmektedir (59).
Kolin’in insan mutant M1 muskarinik reseptorlerine agonistik etk ile fosfatidil inozitol
hidrolizine yol actigi, klonlanmig M1 reseptorlerini 10-1000 pM konsantrasyonlarda
uyararak nitrik oksit sentezini ve hiicre i¢i iyonize kalsiyum diizeyini yiikselttigi
gosterilmistir (64). Kolin 100-10000 UM konsantrasyonlarinda a7 nAChR iizerinde tam
agonistik, o3pf4 nAChR iizerinde ise kismi agonistik etki gosterir. Daha disiik
konsantrasyonlarinda (10-100 pM) a7 reseptorleri duyarsizlastirir (65).



2.4.3.2. Sitidin ve Uridin

Ekzojen yoldan verilen CDP-kolin siganlarda kolin ve sitidine metabolize edilirken,
insanlarda iiridin ve koline metabolize edilir (66, 67). Siganlarda sitidin plazmadaki en
6nemli primidindir. Gerbil ve insanlarda ise plazmadaki primer primidin tridindir (68, 69).
Dolasimdaki sitidin ve iiridin niikleik asitlerin biinyesine katilmanin yaninda, sitidin sitidin
trifosfata (CTP), iiridin ise UDP (iiridin difosfat) ve UTP”’ye (iiridin trifosfat)
dontstiiriilerek, Kennedy yolaginda fosfatidilkolin ve fosfotidiletanolamin sentezi igin
kullanilirlar (69).

Sitidin ve tridinin dolasimdan beyine gegisi, kan-beyin bariyerinde bulunan diisiik ve
yiiksek afiniteli niikleozid tasiyicilart vasitasiyla gergeklesir. Siganlarda kan-beyin
bariyerinde sitidin i¢in yiiksek afiniteli bir tasiyict olmadigindan, dolasimdaki sitidinin ¢ok
az bir miktar1 beyinde CTP’ye doniistiiriiliir. Aksine iridin yiiksek afiniteli tasiyici ile
kolayca beyin dokusuna alinir ve UTP olusturulur. Takiben UTP, CTP sentaz tarafindan
CTP’ye doniistiiriilir. CTP fosfokolin ile reaksiyona girer ve endojen CDP-kolin meydana

gelir. CDP-kolinin diagilgliserol ile birlesmesiyle fosfotidilkolin olusur.

2.4.4. Periferik veya merkezi yollarla verilen CDP-kolin’in beyindeki kolin
dizeylerine etkisi

Radyoaktif igaretli CDP-kolin kullanilarak yapilan g¢aligmalarda, periferik olarak
verilen CDP-kolin’in nispeten az bir kismimin kolin ve sitidin olarak beyin dokusuna
alindigi, ancak bu miktarlarin tekrar CDP-kolin sentezi, fosfolipid sentezi ve diger
biyosentetik islemler icin ¢ok etkin bigimde kullanildig1 gézlenmistir. Uludag Universitesi
Tip Fakiiltesi Farmakoloji ve Klinik Farmakoloji Laboratuvarlarinda yiiriitiilen in vivo
mikrodiyaliz ¢aligmalarinda, merkezi veya periferik yolla verilen CDP-kolin sonrasi
degisik beyin dokularinda (yan serebral ventrikiil, hipotalamus ve korpus striatum) kolin
diizeyleri incelenmistir (70). Her iki yolla da CDP-kolin enjeksiyonu sonras1 10 dakika
icinde, incelenen bolgeye gore degisen oranlarda kolin artis1 saptanmigtir. Artislar ortalama
40 dakika ic¢inde geri donmiistir. CDP-kolin is.v. yolla verildiginde yan serebral
ventrikiilde 8, hipotalamusta 6 kat olarak saptanan artislar, intravendz yolla verildiginde
ayni dokularda sirasiyla 4 ve 3 kat olarak bulunmustur. Korpus striatumda goriilen artislar
ise i.s.v. yolla verilis sonras1 yaklasik 4 kat, periferik enjeksiyon sonrasi ise 2 kat olarak
saptanmigtir. Sonug¢ olarak CDP-kolin verilmesi sonrasinda beyinde kolin diizeylerinde

onemli artiglar olmasi, CDP-kolin’in bir kolin vericisi gibi davrandigini diisiindiirmektedir.



2.4.5. CDP-kolin’in Terapotik Potansiyeli

CDP-kolin bir niikleotid olmakla birlikte, metabolizmasi sonucu olusan triinlerden
Ozellikle kolin araciligi ile gesitli etkiler olusaturabilmektedir. Bu etkiler kolinin gerek
fosfolipid sentezine katilmast ve gerekse asetiklolin sentezinde kullanilmasi ile
iliskilendirilmektedir. Cesitli deneysel sistemlerde CDP-kolin’in hiicre ve membran
fonksiyonlar1 iizerine olumlu etkileri gdsterilmistir. Ozellikle fosfolipidlerin yapiminin
arttirtlmas1 ve yikiminin onlenmesine yonelik olan etkilerinden yola ¢ikarak klinikte
iskemi ve hipoksik kosullarin ortaya ¢iktig1 kafa travmalar1 ve serebrovaskiiler olaylarda
CDP-kolin’in kullanim1 olduk¢a yararli bulunmus ve ¢ok sayida iilkede klinik kullanimi
onaylanmistir. Ayrica hafiza ve 6grenmeyi giiclendirici etkileri de gdsterilmis, Alzheimer
hastaliginda yararli oldugu saptanmistir.

Bir deneysel hemorajik sok modelinde, merkezi veya periferik yolla verilen CDP-
kolin’in kan basincimi arttirdigt ve doza bagimli olarak hemoraji oncesi degerlere
yiikselttigi gosterilmistir. CDP-kolin’in kan basincini arttiran dozlarda herhangi bir
kolinerjik yan etkiye neden olmadig1 gozlenmistir (71).

Hipotalamohipofizer sistem yogun bir kolinerjik innervasyona sahiptir. Hem
hipotalamusta hem de hipofizde kolinerjik reseptorlerin varligi da gosterilmistir. Kolinerjik
ilaglar bir¢ok hipofizer hormonun salgilanmasini uyarmaktadir. CDP-kolin metaboliti
kolinin endokrin etkileri yogun bir sekilde c¢alisilmis ve basta vazopressin, oksitosin ve
ACTH olmak tizere birgok hipofizer hormonun plazma diizeylerinde artislar yarattigi tespit
edilmistir (72-74). Benzer sekilde CDP-kolinin merkezi yolla verilmesi sonrasinda
plazmada hipofizer hormon diizeyleri incelenmis ve kolin benzeri sonuglar elde edilmistir.
Siganlara i.s.v. yolla verilen CDP-kolin’in, normal kosullarda plazma vazopressin ve
adrenokortikotropik hormon (ACTH) diizeylerini artirdig1, uyarilmis kosullarda ise tiroid
uyarict hormon (TSH), luteinizan hormon (LH) ve GH diizeylerinde artislar sagladigi
gosterilmistir (75). I.s.v. veya intravendz verilen CDP-kolin, plazma katekolamin ve
vazopressin diizeylerinde artisa yol agmustir (71, 76, 77).

Santral veya lokal yolla verilen CDP-kolin’in Siganlarda noropatik ve inflamatuvar
agri modellerinde antihiperaljezik etki gosterdigi tespit edilmistir (17, 20). Presinaptik
kolinerjik mekanizmalarin aktivasyonu araciligiyla santral a7 nAChR’in uyarilmasi, CDP-

kolin’in antihiperaljezik etkisinin olusumunda muhtemel mekanizma olarak gdriinmektedir.



2.5. Agn ve Kolinerjik Sistem

Kolinerjik sistemin aktivasyonu ile olusan analjezik etkide muskarinik ve/veya
nikotinik asetilkolin reseptorleri rol oynamaktadir. Asetilkolinin ve kolinomimetik ilaglarin
analjezik etki olusturduklar1 1960’11 yillarda anlasilmigtir. O donemde gerceklestirilen
hayvan  ¢alismalarinda, oksotremorin, arekolin, pilokarpin, fizostigmin  ve
diizopropilfosforofloridat gibi muskarinik agonistlerin analjeziye neden olduklar1
gosterilmistir. Pedigo ve arkadaslari (78) farelerde i.s.v. yoldan verilen asetilkolinin
belirgin analjezik etki olusturdugunu tespit etmistir.

Muskarinik reseptorlerin bes alt tipi vardir (M1-M5). Analjezik etkide baslica M1, M2,
M4 ve daha az katkis1 olmakla birlikte M3 muskarinik reseptor alt tiplerinin rol oynadigi
diistiniilmektedir (79-81). Nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChRs) 17 farkli alt {initin
besli olarak bir araya gelmesinden olugan ve bu besli (pentamerik) yapinin ortasinda iyon
kanal1 birakan reseptorlerdir. Noronal tip nAChR ise 12 farkli alt iinitin (a2-010, 2-p4)
homomerik veya heteromerik olarak bir araya gelmesi ile olugur. Santral sinir sisteminde
agirlikli olarak bulunan nAChRs homomerik a7 ve heteromerik a4/B2 reseptorleridir.
Bunlardan a7 reseptorler a-bungarotoksine (a-BTX) duyarhdirlar.

Cesitli akut ve kronik agr1 modellerinde ndronal nACh reseptor aktivasyonun analjezik
etki olusturdugu gosterilmistir (18, 19, 82, 83). Nikotinin analjezik etkileri ilk olarak
yaklasik 80 yil Once gozlenmistir. Ancak nikotinik reseptorlerin agri diizenlenmesinde
dikkate alinmasi, Ekvator zehirli kurbagas1 Epipedobates tricolor’un derisinden elde edilen
epibatidin ve analogu ABT-594 ’iin, a7 ve a4/B2 noronal nAChRs Uzerindeki agonistik
etkilerine bagh olarak giiclii analjezik etki gostermeleri ile hiz kazanmistir (84). Deney
hayvanlarinda spinal veya i.s.v. yoldan uygulanan a7 reseptdr agonisti kolin’in akut agri
modellerinde giiglii analjezik etki sergiledigi ve bu etkinin o7 reseptOr antagonistleri
metilkakonitin (MLA) ve a-BTX tarafindan bloke edildigi gozlenmistir (82, 83).

nAChRs’in aktive edilmesi ile meydana gelen analjezide salgilanan cesitli
norotransmitterlerin rol oynadigi One siiriilmektedir (85). Bu norotransmitterlerin
asetilkolin, noradrenalin, serotonin, GABA ve opioid peptidlerin oldugu diisiiniilmektedir
(85). Ayrica nAChR agonistleri agr1 sinyallerinin iletiminde rol alan glutamat, P maddesi
ve kalsitonin gen iligkili peptit’in salgilanmasini diizenlemektedir (85).

Konuyu aydinlatabilecek bir diger 6nemli ¢alismada, Hamurtekin ve arkadagslar (19),
I.s.v. yoldan CDP-kolin verilmesiyle meydana gelen analjezide, supraspinal opioderjik,

GABAEerjik, alfa-adrenerjik ve serotonorjik reseptorlerin roliinii arastirmistir. Naloksonun



ve GABAg reseptdr antagonisti CGP-35348’in CDP-kolin’in etkisini inhibe etttigi; alfa-1
adrenerjik reseptor antagonisti pazosin’in, alfa-2 adrenerjik reseptor antagonisti
yohimbin’in ve serotonerjik reseptor antagonisti metiserjid’in ise CDP-kolin’in analjezik
etkisi lizerinde bir etkisinin olmadig1 gozlenmistir. Dolayisiyla, bu 6nemli veriye
dayanarak nAChR aktivasyonu ile meydana gelen analjezinin olugmasinda 6zellikle opioid
ve GABA gibi norotransmitterlerin rol oynadig1 sdylenebilir.

Agriin diizenlenmesinde kolinerjik sistem ve opioiderjik sistem arasinda oldukga ve
karmasik bir iliski vardir ve kolinerjik aktivasyon sonucu olusan analjezide opioidlerin
katkisinin ne oldugu heniiz tam olarak bilinmemektedir. Si¢anlarda, kronik nikotin
tedavisinin beynin striatal bolgesinde bulunan mu-opioid reseptorlerinin sayisinit arttirdigi
ve met-enkefalin diizeyini azalttig1 tespit edilmistir (86, 87). Diisiik dozlarda (0.0001
mg/kg) nikotinin, morfininin analjezik etkisini potansiyelize ettigi ve bu etkinin nalokson
ile geri dondigi bildirilmistir (88, 89). Bununla birlikte, epibatidin, ABT-594 ve RJR-
2403 gibi nAChR agonistlerinin olusturdugu analjezik etkinin, opioid reseptor
antagonistleri tarafindan bloke edilmedigi gozlenmistir (90, 91). Santral uygulanan
opioidlerin beyin omurilik sivisinda asetilkolin konsantrasyonunu arttirdigi saptanmigtir
(92). Ayrica, agr1 kontroliinde kolinerjik sistem ve opioderjik sistem arasindaki potansiyel
bir iligkiye isaret eden bir bulgu olarak, beynin bazi bolgelerinde nAChRs ile mu-opioid
reseptorlerinin bir arada olmasi1 gosterilmistir (93).

GABA en 6nemli inhibitor nérotransmitterdir ve GABAerjik noronlar tiim santral sinir
sitemi boyunca yaygin bir yerlesim gostermektedir. GABA reseptorleri ile nAChR
reseptorlerinin 6zellikle hipokampusda 6nemli bir etkilesim i¢cinde oldugu ve hem o7 hem
de 04/B2 nikotinik reseptdr agonistlerinin, GABA salgilanmasini arttirdigt ve GABA
reseptorlerini aktive ettigi tespit edilmistir (94, 95). Kolin ve asetilkolinin nAChRs
aracilig1 ile piramidal noronlar arasindaki sinaptik aktiviteyi GABAerjik inhibisyonu
aktive ederek diizenledigi, a7 nAChR araciligla gerceklesen GABAerjik inhibisyonun
stratum lakunozum molekilarede, 04/B2 nAChR araciligiyla gerceklesen GABAerjik
inhibisyonun ise piramidal bolgede daha 6n planda oldugu saptanmustir (96, 97).

2.5.1. Noropatik Agr1 ve Kolinerjik Sistem Iliskisi
Noropatik agri, periferik veya santral sinir sisteminin bir lezyonu veya disfonksiyonu
sonucu ortaya ¢ikan kronik ve kompleks bir agr1 sendromudur. Noropatik agrinin baglica

nedenleri travma, kompresyon, timor invazyonu, iskemi, inflamasyon, nutrisyonel



eksiklikler, kemoterapi ilaglari, dejeneratif ve metabolik hastaliklardir. Allodini, hiperaljezi
ve spontan agr1 noropatik agrinin en sik rastlanan semptomlaridir.

Noropatik agrida nikotinik kolinerjik reseptorlerin bir rolii oldugunu gosteren énemli
kanitlar gen ekspresyon profili g¢alismalarinda elde edilmistir. Siyatik sinir hasari
olusturulan siganlarin spinal kord dorsal boynuzlarinda ndronal nikotinik reseptorlerin 2
sublnitinin upregiile oldugu tespit edilmistir (98). Upregiilasyon sinir hasarindan 14-28
sonra en belirgin hale gelmistir. Diger bir ¢calismada, siyatik sinir kesisi yapilan si¢anlarda
L4 ve L5 dorsal kok ganglionlarinda o7 nAChR upregiilasyonun oldugu saptanmustir (99).

Nikotinin ve nikotinik kolinerjik reseptdr agonistlerinin néropatik agri modellerinde
antihiperaljezik etkiye sahip olduklar1 gozlenmistir. o4/B2 nikotinik reseptor agonisti ABT-
594’iin hayvan noropatik agr1 modellerinde morfin ile esdeger bir analjezik etkiye sahip
oldugu saptanmistir (100). Lynch ve arkadaslar1 (101), siganlarda vinkristinin neden
oldugu noropatik agr1 modelinde ABT-594’{in mekanik allodiniyi azalttigint ve selektif
olmayan nAChR antagonistleri mekamilamin ve klorisondamin’in anti-allodinik etkiyi
tamamen bloke ettigini gézlemlemistir.

Normal fizyolojik sartlarda, inhibitor GABAerjik ndronlar tonik olarak aktiftir. Ancak
periferik sinir hasar1 gergeklestiginde spinal GABAerjik tonik inhibisyonun ortadan
kalktig1 ve bdylece allodini ve hiperaljezinin gelistigi, nikotinik reseptorler aktive
edildiginde tonik inhibisyonun yeniden diizenlendigi diisliniilmektedir. Rashid ve Ueda
(102) siyatik sinir ligasyonu ile ndropatik agr1 olusturulan farelerde, intratekal uygulanan
epibatidin ve nikotinin analjezik etki gosterdigini tespit etmistir. Calismada, GABAA
antagonistleri bikukulin ve pikrotoksin’in bu analjezik etkiyi belirgin sekilde bloke ettigi
gozlenmis, kolinerjik intratekal nikotinik agonistlerin analjezik etkisinin hem kolinerjik
hem de GABAerjik mekanizmalar araciligr ile gergeklestigi ve nikotinik asetilkolin
reseptorlerinin GABA salgilanmasini harekete gecirdigi 6ne siirtilmiistiir.

Su ana kadar, noropatik agrinin tedavisinde klinik olarak arastirilmis nAChR
agonistleri ABT-594 ve yine bir a4/2 nAChR agonisti olan ABT-894’tiir. Her iki ajanda
diyabete bagli noropatik agrist olan hastalarda etkinlik ve tolerabilite acisindan
degerlendirilmistir (103, 104). ABT-594 plasebo ile karsilastirildiginda, néropatik agrida
anlaml iyilesme saglamistir. Ancak bulanti, kusma, bas donmesi, kotii riiya gérme ve
asteni gibi 6nemli yan etkilere neden olmustur (103). ABT-894 ise hastalar tarafindan daha
1yi tolere edilmesine ragmen, plaseboya iistliin olmadig1 goriilmustiir (104).

a7 nAChR agonistlerinin noropatik agri modellerindeki analjezik-antihiperaljezik

etkilerine dair bilgiler oldukg¢a sinirli olmakla birlikte, laboratuvarimizda i.s.v. yolla verilen



CDP-Kolin’in, siyatik sinir ligasyonu ile olusturulan noéropatik agri modelinde
antihiperaljezik etkisinin oldugu gosterilmistir. Bu tez ¢alismasinin amaci, yukarida verilen
bilgilere dayanarak, OXA’nin neden oldugu ndéropatik agri modelinde santral yolla
uygulanan CDP-Kolin’in antihiperaljezik etkisini ve bu etkinin mekanizmasini

arastirmaktir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1.Calismada kullanilan hayvanlar

Calismada Sprague-Dawley tiirl, 250-350 g canli agirlikta, 3-5 aylik yasta, erkek
sicanlar (Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma Merkezi, Uludag Universitesi, Bursa)
kullanildi. Siganlar ¢alismadan on giin once deney hayvanlari merkezinden alinip, dort
tanesi bir kafese konularak bakildi. 22-24° C oda sicakliginda ve 12 saat aydinlik/12 saat
karanlik dongusiiniin uygulandig1 ortamda barindirildi ve yem-su alimlari serbest birakildi.
Tiim deneyler Uluslararas1t Agr1 Caligma Birligi’nin (IASP) belirledigi etik kurallara uygun
bir sekilde yapildi. Uludag Universitesi Hayvan Bakimi ve Kullammi Etik Komitesi,
caligmadaki tiim cerrahi ve deneysel islemlere onay verdi (Onay no: 13.09.2011, 2011-
10/03 nolu karar).

3.2.Calismada kullanilan ajanlar

OXA, Sanofi-Aventis (istanbul, Tiirkiye) firmas: tarafindan verildi. Kolin kloriir,
atropin silfat, mekamilamin hidroklorr, hemikolinyum-3 (HC-3), a-BgTx ve CGP-35348
Sigma Kimyasal Sirketi’'nden (St. Louis, Missouri, A.B.D); CDP-kolin ve nalokson, Fluka
Biochemical Inc. (Buchs, Isvigre)’ten; sitidin Acros Organics’ten (Geel, Belgika) temin
edildi.

3.3. Intraserebroventrikiiler (i.s.v.) kaniilasyon islemi

Ls.v. kaniilasyon, eter anestezisi altinda sicanlarin sag serebral yan ventrikiillerine
[Bregmaya gore A —1.0 mm; L 1.5 mm; V —4.2 mm) enjeksiyon kaniilii yerlestirilerek
yapildi. Serebroventrikiiler kaniil yerlestirmek amaciyla Hamurtekin ve Giiriin tarafindan
(18, 19) tarif edildigi sekilde, cerrahi islem yapilacak bolgede siganlarin kafasina insizyon
yapildi. Orta hattan cilt ve cilt alt1 dokular gegilerek yapilan bu insizyonla, kanama kontrol
altina alinarak, fasyalar uzaklastirilip bregma goriiniir hale getirildi. Kafatas1 bdlgesinin
steril gazli bezle kurutulmasindan sonra kafatasina bir delik agildi. Bu deligin yerinin
tespitinde bregma referans noktasi kabul edilerek sican beyin atlasindan yardim alindi.
Orta hattin 1.5 mm laterali ile bregmanin 1 mm arkasinda kesisen nokta delindi. Bu
delikten sag serebral lateral ventrikiile 21-gauge’luk (21G) hipodermik paslanmaz celik
igneden kesilerek hazirlanmig el yapimi kilavuz kaniil, alt ucu kafatasi yiizeyinden 4.2 mm

kadar derinlige inecek sekilde dik olarak yerlestirildi. Kafatas1 ylizeyinde kalan {ist kisim



disci akriligi (Zinc polycarboxylate cement, Adhesor Carbofine, SpofaDental a.s., Praha)
ile kafatasina sabitlendi. Kaniiliin deney giiniine kadar tikanmamasi i¢in ucu hazirlanan bir
tipa ile kapatildi. Cerrahi islemin bitiminde siganlar tek baslarina kafeslere yerlestirilerek
anesteziden c¢ikmalar i¢in 3 saat kadar bekletildi. Ardindan yine her kafeste bir sican
olacak sekilde deney giiniine kadar kafeslerinde, bakim odasinda tutuldu. Kanilasyon
sonrasinda ertesi giin deney yapildi. Deney sonrasinda sag serebral ventrikiile yerlestirilen
kaniil yerinin dogrulanmasi igin bazi siganlara i.s.v. yolla 10 ul ¢ini miirekkebi enjeksiyonu
yapildi. Takiben bu siganlar dekapite edilerek beyin dokusu ¢ikarildi ve -80°C sicaklik
kontrollii dondurucuda 2 saat bekletildikten sonra beyin kesitleri alinarak makroskobik
olarak kaniiliin ventrikiile ulasip ulasmadig1 incelendi. I.s.v. enjeksiyonlar kilavuz kaniil
icine yerlestirilen ve kilavuz kaniiliin ucundan 0.3 mm kadar ¢ikan 25G enjeksiyon kaniilii
araciligr ile yapildi. Enjeksiyon kaniilii 25 pl’lik Hamilton mikroenjektoriine 10 pl
hacimde ila¢ veya tuzlu su iceren PE-50 katater araciligi ile takildi. Daha sonra 10 pl
hacmindeki ila¢ veya tuzlu su, 1 dakika i¢inde yavasca enjekte edildi. Enjeksiyon kaniilii

30 saniye kadar daha yerinde birakilarak ilacin geri gelmesi 6nlenmis oldu.

3.4.Davrams testleri-Mekanik hiperaljezi

Sicanlarda mekanik agri esiginin Olgiilmesinde, 1957 yilinda Randall ve Selitto
tarafindan gelistirilmis olan penge ¢ekme testi kullanildi (105). Deney ginunden once iki
giin siireyle siganlarin 6l¢iim cihazina (Ugo Basile analjezimetre [Resim 1]) ve el ile
tutulmaya adaptasyonlar1 saglandi. Bunun igin siganlar {istii agik, altliksiz bir kafeste dordii
bir arada olarak birakilip, 45 dakika boyunca ortama uyum saglamalar1 i¢in beklendi.
Ardindan 6nce sol, daha sonra sag arka pengeleri cihazin konik uglu sikistiricisina
sikigtirilarak pedala basilmak suretiyle pengeye sabit hizda artan bir mekanik basi
uygulandi. Sicanin agri duyup pengesini ¢ektigi agirlik, cihaz zerinde bulunan skala
tizerinden okunarak gram cinsinden kaydedildi. Doku hasar1 olmamasi i¢in cut-off degeri
250 gr olarak sabit tutuldu. On dakika ara ile ardisik olarak alinan ii¢ 6l¢limiin ortalamasi

kontrol degeri olarak kaydedildi.
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Resim-1: Mekanik penge ¢ekme testi cihazi: Ugo Basile Analjezimetre

3.5. Deney Plani

Birinci seri ¢aligmada, OXA’ya bagli akut noropatik agri modeli olusturuldu. Bu
amacla, Ling ve arkadaglar1 (8, 9, 11) tarafindan gelistirilen model kullanildi. OXA %5
glukoz solusyonu iginde c¢ozilerek i.p. tek doz (6 mg/kg) seklinde uygulandi (Resim 2).
Mekanik pence cekme testi, OXA enjeksiyonundan hemen 6nce ve enjeksiyonu takiben 60,
120, 180 ve 240. dakikalarda yapilarak ilk giin Olglimleri tamamlandi. Takiben, OXA
uygulamasindan 1-4, 7-11, 14, 15 ve 21 giin sonraki penge ¢ekme esik degerleri belirlendi
(Sekil 9).



Resim-2: Bir sicanda Oxaliplatin’in intraperitoneal uygulanmasi
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Sekil-9: Oxaliplatin (6 mg/kg, i.p.) enjeksiyonu ile akut néropatik agrinin olusturulmasi

Ikinci seri calismada, CDP-kolin’in OXA ile olusturulmus noropatik agridaki
antihiperaljezik etkisi arastirildi. Bunun i¢in, OXA tedavisine bagli noropatik agr1 gelismis
sicanlara, OXA uygulamasindan 48 saat sonra (pence cekme esik degerinin en diisiik

oldugu an) degisen dozlarda CDP-kolin (0.5, 1 ve 2 umol/10 pul) veya tuzlu su (10 pl) i.s.v.



yolla enjekte edildi (Sekil 10). Bu enjeksiyonlardan 15, 30, 45, 60, 90 ve 120 dakika sonra
penge ¢cekme esik degerleri kaydedildi.

Uclincii seri calismada, CDP-kolin’in metabolitleri olan kolin ve sitidin’in OXA ile
olusturulmus akut noropatik agridaki antihiperaljezik etkileri arastirildi. Bu amagla, OXA
enjeksiyonundan 48 saat sonra, esmolar dozlarda (1 pmol/10 ul) CDP-kolin, kolin ve
sitidin veya tuzlu su (10 pl) i.s.v. yolla verildi. ilaglarm uygulanmasindan 15, 30, 45, 60,
90 ve 120 dakika sonra pence ¢ekme esik degerleri kaydedildi.

Dordiincii seri ¢alismada, ¢esitli antagonistler kullanilarak, CDP-kolin’in OXA ile
olusturulan akut noropatik agridaki antihiperaljezik etkisine aracilik eden olasi
mekanizmalar arastirildi. Bunun igin siganlara CDP-kolin (1 pumol; i.s.v) enjeksiyonundan
15 dakika once;

- Atropin sulfat (selektif olmayan muskarinik kolinerjik reseptér antagonisti; 10 pug/10 pl)
- Mekamilamin (selektif olmayan nikotinik kolinerjik reseptor antagonisti; 50 pg/10 pl)

- HC-3 (yiiksek affiniteli ndronal kolin geri alim inhibitorii; 1 pg/10 pl)

- a-BgTx (selektif a7nACh reseptér antagonisti; 2 pg/10 pl)

- Nalokson (selektif olmayan opioid reseptor antagonisti; 10 pg/10 ul)

- CGP-35348 (spesifik GABAg reseptor antagonisti; 20 pg/10 pl) veya tuzlu su (10 ul)
I.s.v. yolla enjekte edildi.

Antagonistlerin uygulanmasindan 15 dakika sonra CDP-kolin (1 pmol/10 pl) veya
tuzlu su (10 pl) i.s.v. yolla enjekte edildi. CDP-kolin veya tuzlu enjeksiyonundan 15, 30,
45 ve 60 dakika sonra sigcanlarin pence ¢ekme esik degerleri kaydedildi.

Antagonistlerin dozlar1 daha 6nce yapilan ¢aligmalara dayanilarak segildi. Buna gore;
atropin ve mekamilaminin dozlari, CDP-kolin’in muskarinik ve nikotinik etkilerini
onledigi gosterilen dozlardir (106, 107). Alfa-bungarotoksin, HC—3, nalokson ve CGP—
35348 dozlari, agr1 ve analjezi ile ilgili caligmalarda kullanilan ve santral yolla
kullanildiklarinda ilgili agonistlerin analjezik etkilerini geri dondiirmeye yeterli oldugu
gosterilen dozlardir (82, 108, 109). Deneyde kullanilan antagonistler ve CDP-kolin serum
fizyolojik (%0.9 NaCl) i¢inde hazirlandi.
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Sekil-10: Oxaliplatin (6 mg/kg, i.p.) ile olusturulan akut noropatik agri modelinde CDP-
kolin ve antagonist ajanlarin uygulama semast

3.6. Istatistiksel degerlendirmeler ve veri analizi

Calismada istatistiksel islemlerde SigmaStat® (versiyon 2.03) bilgisayar programi
kullanildi. Istatistiksel degerlendirmeler icin tek veya iki yonlii ANOVA’y1 takiben
Student-Newman-Keuls test kullanildi. Elde edilen veriler “ortalama + standart hata”

seklinde verildi. P degerinin <0.05 olmasi anlamli olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1.S1icanlarda OXA’nin pence ¢cekme yaniti esigi iizerine olan etkileri

OXA enjeksiyonundan (i.p.) hemen Once, sicanlarda pence ¢ekme yaniti esik degeri
ortalamas1 144.3 + 2.5 gr olarak belirlendi. OXA’nin uygulanmasini takiben ilk 240
dakikalik gdzlem periyodunda penge ¢ekme yaniti esik degerinde anlamli bir degismenin
olmadig1 tespit edildi. Pence ¢ekme esik degerinin, OXA enjeksiyonundan 1 giin sonra
anlaml olarak azaldig1 (66 + 2 gr; p<0.001), bu azalmanin ikinci giiniinde maksimuma
seviyeye ulastigi (47.5 = 1 gr; p<0.001), 14. gline kadar bazal degerin altinda kaldig1 (128
+ 4 gr; p=0.006) ve 21. giinde OXA enjeksiyonu Oncesindeki degere ulastigi gozlendi
(144.4 £ 1.7 gr; p=0.98) (Sekil 11). Bunun iizerine CDP-kolin ve antagonistlerin, OXA

enjeksiyonu sonrasi 48. saatte test edilmelerine karar verildi.
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Sekil- 11: Oxaliplatin (6 mg/kg, i.p.) enjeksiyonu ile olusan akut néropatik agrida mekanik penge
¢ekme esik testinde gozlenen hiperaljezik yanitin seyri. Oxaliplatin uygulamasini takiben 1. giinde
pence ¢cekme esik degeri anlaml diizeyde azalmis, 2. giinde en alt seviyeye ulasmis ve 14. giinde
de bazal degerin altinda kalmistir. Yirmi birinci giinde bazal seviyeye donmiistiir (** P<0.01,
***P<0.001).



4.2. Santral yoldan verilen CDP-kolin’in pence cekme yaniti esigi iizerine olan etkileri

CDP-kolin (0.5, 1 ve 2 pmol; i.s.v.) enjeksiyonunun, OXA uygulamasi sonrasi azalan
pence cekme esik degerini, doza ve zamana bagli olarak anlamli bir sekilde arttirdig1 tespit
edildi (Sekil 12). CDP-kolinin antihiperaljezik etkisinin 15 dakika iginde maksimuma
ulastig1 izlendi. CDP-kolin’in 0.5 pmol dozu, penge ¢ekme yaniti esigini 51 + 2 gr’dan 72
+ 3 gr’a; 2 umol dozu ise 49 £ 2 gr’dan 117 + 12 gr’a yikseltti. Bu iki dozun
antihiperaljezik etkisinin 60 dakika i¢inde kayboldugu goriildii. CDP-kolin’in 2 pmol
dozunun antihiperaljezik etkisinin daha fazla ve daha uzun siireli oldugu izlendi. Bu dozda
uygulanan CDP-kolin penge ¢ekme yaniti esigini 66 = 4 gr’dan 148 + 27 gr’a yiikseltti ve
etkisi 120 dakikadan daha uzun sirdd. Bununla birlikte, daha sonraki deneylerde CDP-

kolinin 1 pumol dozu tercih edildi.
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Sekil-12: Intraserebroventrikiiler yol ile enjekte edilen CDP-kolin’in (0.5, 1 ve 2 pmol) veya
salinin (10 pl) oxaliplatin ile olusturulmus ndropatik agri modelinde, mekanik pence c¢ekme
testindeki etkisi. Degerler 6-9 sicanin ortalama =+ standart hatasi olarak verildi. **P<0.01 ve

***P<(0.001; tuzlu su grubuna (sekilde 0 doz olarak gosterilmistir) gore anlaml fark:
gostermektedir.



4.3.Santral yoldan verilen esmolar dozlardaki kolin ve sitidin’in pence cekme yaniti

esigi ilizerine olan etkileri

CDP-kolin’in hidroliz iriinleri olan kolin ve sitidinin, OXA ile olusturulan akut
noropatik agr1 modelindeki antihiperaljezik etkilerini arastirmak amaciyla siganlara 10 pl
tuzlu su i¢inde hazirlanan CDP-kolin (1 pmol), kolin (1 pmol), sitidin (1 umol) veya tuzlu
su (10 pl) i.s.v. yolla enjekte edildi. Kolin ve sitidinin, CDP-kolin’e benzer sekilde,
uygulanmalarini takiben 15 dakika i¢inde, OXA sonrasi azalmis olan pence ¢ekme esik
degerini anlamli bir sekilde arttirdiklar1 gozlendi (p<0.001; Sekil 13). Bununla birlikte,
sitidinin antihiperaljezik etkisinin daha kisa siireli oldugu ve 30. dakikada kayboldugu;
kolinin antihiperaljezik etkisinin ise daha yiliksek ve uzun siireli oldugu ve 45. dakikaya

kadar devam ettigi gozlendi.
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Sekil-13: Intraserebroventrikiiler yol ile verilen esmolar dozlardaki CDP-kolin (1 pumol), kolin (1
umol) ve sitidinin (1 pmol) oxaliplatin ile olusturulan néropatik agrida mekanik penge cekme
testlerindeki antihiperaljezik etkisi. Degerler 6-10 si¢canin ortalama + standart hatasi olarak verildi.
**p<0.01 ve ***p<0.001; tuzlu su grubuna (sekilde 0 doz olarak gosterilmistir) gére anlamli farki
gostermektedir



4.4 . CDP-kolin’in antihiperaljezik aktivitesinde HC-3 6n tedavisinin etkisi

OXA ile olusturulan akut ndropatik agri modelinde CDP-kolin’in olusturdugu
antihiperaljezik etkide presinaptik kolinerjik mekanizmalarin roliinii arastirmak icin,
kolinin sinir ucuna geri alimini bloke eden bir ilag olan HC—3 (1 pg / 10 ul) veya tuzlu
su (10 ul) i.s.v. yolla enjekte edildi. Takiben 15 dakika sonra siganlara CDP-kolin (1
umol / 10 pl; i.s.v.) veya tuzlu su (10 ul; i.s.v.) uygulandi. HC-3 6n tedavisi verilen
siganlarda 15. dakikada oOlcililen penge ¢ekme esik degerinin 68.3 £ 6 gr, kontrol
grubunda ise 129.5 + 2 gr oldugu ve HC-3"tin CDP-kolin’in etkisini anlaml1 bir sekilde
(P<0.001) bloke ettigi tespit edildi (Sekil 14). HC-3 6n tedavisi ise tek basina penge

cekme yanit1 esik degerini degistirmedi.
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Sekil-14: Oxaliplatin ile olusturulan noropatik agrida, intraserebroventrikiiler yolla verilen
CDP-kolin’in mekanik penge ¢ekme testlerindeki antihiperaljezik etkisinin HC-3 (1 g / 10 pl)
On tedavisi ile bloke edilmesi. Degerler 5—7 siganin ortalama + standart hatasi olarak verildi.
***p<0.001; kontrol grubuna gore anlaml farki gostermektedir.



4.5.CDP-kolin’in antihiperaljezik aktivitesinde kolinerjik reseptdr antagonistleri ile

yapilan 6n tedavilerin etkisi

CDP-kolin’in OXA ile olusturulan akut noropatik agridaki antihiperaljezik
aktivitesine aracilik ettigi diisiiniilen santral kolinerjik reseptor tiplerinin arastirilmasi
amaciyla, siganlara is.v. yolla CDP-kolin (1 pmol) veya tuzlu su (10 pl)
enjeksiyonundan 15 dakika once, kolinerjik muskarinik reseptdr antagonisti atropin
stlfat (10 pg), kolinerjik nikotinik reseptér antagonisti mekamilamin (50 pg), a7
ndronal nikotinik asetilkolin reseptoér antagonisti a-BgTx (2 ug) veya tuzlu su (10 ul)
I.s.v. yolla enjekte edildi. Mekamilamin ve a-BgTx CDP-kolin’in antihiperaljezik
etkisini anlamli bir sekilde bloke ettigi (p<0.001), buna karsin atropinin anlamli
diizeyde bir antagonizma gostermedigi tespit edildi (p=0.61) (Sekil 15). Atropin,
mekamilamin veya alfa-bungarotoksin 6n tedavilerinin, tek baslarina termal penge

cekme yanit1 esik degerlerinde anlamli bir degisiklige neden olmadigi gozlendi.
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Sekil-15: Oxaliplatin ile olusturulan néropatik agrida, atropin siilfat, mekamilamin ve alfa-
bungarotoksin 6n tedavilerinin CDP-kolin’in pence ¢ekme testlerindeki antihiperaljezik aktivitesi
Uzerine etkisi. Siganlara, CDP-kolinden (1 pmol) 15 dakika once, atropin sulfat (10 pg; i.s.v),
mekamilamin (50 ug; i.s.v.), alfa-bungarotoksin (2 pg; i.s.v.) veya tuzlu su (10 ul) uygulandi.
Degerler 5-7 siganin ortalama + standart hatasi olarak verildi. ***p<0.001; kontrol grubuna gére
anlamh farki gostermektedir.



4.6. CDP-kolin’in antihiperaljezik aktivitesinde nalokson ve CGP-35348 0On
tedavilerinin etkisi

OXA ile olusturulan akut noropatik agri modelinde, CDP-kolin’in antihiperaljezik
aktivitesinde santral opioiderjik ve GABAerjik sistemin roliinii arastirmak amaciyla, segici
olmayan opioid reseptor antagonisti nalokson (10 pg), GABAg reseptor antagonisti CGP-
35348 (20 pg) veya tuzlu su (10 pl) i.s.v. yolla enjekte edildi. Takiben 15 dakika sonra
siganlara CDP-kolin (1 pumol; i.s.v.) veya tuzlu su (10 pl; i.s.v.) uygulandi. Naloksonun
CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisinde anlamli bir degisiklige neden olmadig1 (P=0.18;
Sekil 16), bununla birlikte CGP-35348’in, CDP-kolin ile ortaya ¢ikan antihiperaljezik
etkiyi anlamli bir sekilde bloke ettigi tespit edildi (p<0.001; Sekil 16). Nalokson ve CGP—
35348’in on tedavilerinin tek baslarina uygulandiklarinda penge ¢ekme yaniti esik

degerlerini degistirmedikleri goralda.
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Sekil-16: Oxaliplatin ile olusturulan noéropatik agrida, nalokson, CGP-35348 ve tuzlu su 0n
tedavilerinin CDP-kolin’in pence c¢ekme testlerindeki antihiperaljezik aktivitesi ilizerine etkisi.
Siganlara, CDP-kolinden (1 pmol) 15 dakika once nalokson (10 pg; i.s.v.) veya CGP-35348 (20
Mg; i.s.v.) verilmistir. Degerler ortalama + standart hata olarak verildi. ***p<0.001; kontrol
grubuna gore anlamli farki gostermektedir.



5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda, sicanlara i.p. yoldan bir kez uygulanan OXA’nin (6 mg/kg),
uygulamadan bir giin sonra baglayan ve ikinci giinde maksimum seviyeye ulasan mekanik
hiperaljeziye neden oldugu gozlenmistir (Sekil 11). Siganlarin penge ¢ekme esik degeri 14.
giinde de bazal degerin altinda kalmis (p<0.01) ve 21. giinde bazal seviyeye donmiistiir.
I.s.v. yolla uygulanan CDP-kolin’in mekanik penge cekme testinde doza ve zaman bagl
olacak sekilde antihiperaljezik etki meydana getirdigi izlenmistir (Sekil 12). Es molar
dozda uygulanan kolin ve sitidin (i.s.v.), CDP-kolin’e benzer bir etki olusturmustur (Sekil
13). CDP-kolin’in meydana getirdigi antihiperaljezik etki, i.s.v. yolla uygulanan HC-3,
mekamilamin, a-BgTx ve CGP-35348 6n tedavileri ile ortadan kaldirilirken, atropin ve
nalokson 6n tedavileri CDP-kolin’in etkisini degistirmemistir (Sekil 14, Sekil 15, Sekil 16).

Tek doz OXA verilmesi ile meydana getirilen akut néropatik agri modeli ilk olarak
Ling ve arkadaslar1 (8, 9, 11) tarafindan tanimlanmustir. Aragtirmacilar, siganlarda i.p.
yoldan 3, 6 veya 12 mg/kg dozunda uygulanan OXA’nin, uygulama sonrasi ikinci giinde
baslayan, tg¢iincii giinde maksimuma ulasan ve sekizinci giinde geri donen mekanik
allodiniye (von Frey testi) neden oldugunu goézlemlemistir. Ayrica, yine ikinci giinde
belirginlesen ve sekizinci giine kadar devam eden soguk allodini ve hiperaljezi (kuyruk
batirma testi) meydana gelmistir. Bununla birlikte, OXA’nin mekanik hiperaljezi (Randall
ve Selitto), sicak allodoni veya sicak hiperaljezi olusturmadigi tespit edilmistir (8).

Calismamizda, noropatik agr1 modelinin olusturulmast amaciyla, Ling ve
arkadaglarinin (8) elde ettigi veriler dikkate alinarak OXA 6 mg/kg (i.p.) dozunda bir kez
uygulanmistir. Bu doz, OXA’nin klinik kullanimda standart olan 85 mg/m2 dozuna karsilik
gelmektedir. Ayrica, Ling ve arkadaslarinin ¢alismasinda, 12 mg/kg dozunda OXA verilen
siganlarin tamaminda sekiz saat kadar siiren sedasyon hali gozlenmis ve bu doz sonraki
calismalar i¢cin Onerilmemistir (8). Ling ve arkadaslar1 (8, 11) bizden farkli olarak,
OXA’nin mekanik hiperaljeziye neden olmadigin1 gozlemistir. Arastirmacilarin, mekanik
agr1 esigi degerlerini belirlerken “vokalizasyonu” (bagirma, inleme) kullanmis olmalar1 bu
farkliligin bir nedeni olabilir. Nitekim mekanik hiperaljezinin pence ¢ekme esigi ile
degerlendirildigi diger bir ¢calismada, Joseph ve Levine (110), siganlara i.v. yoldan 2 mg/kg
dozunda verilen OXA’nin, 20 dakika i¢cinde meydana gelen ve birkag hafta siiren mekanik

hiperaljeziye neden oldugu tespit etmistir.



Bu calismada elde ettigimiz veriler, santral yoldan verilen CDP-kolin’in, OXA’nin
neden oldugu mekanik hiperaljeziyi azalttigin1 ilk kez ortaya koymasi bakimindan
onemlidir. CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisinin doza ve zamana bagli olarak
gerceklestigi gdzlenmistir. ki dSnemli metaboliti olan kolin (1 umol; i.s.v.) and sitidin’in (1
umol; i.s.v.) de antihiperaljezik etki gosterdigi izlenmistir (Sekil 13). Son zamanlarda
yapilan c¢alismalarda, o7 nAChR’in selektif agonisti olan kolin’in intratekal veya i.s.v.
yolla verildiginde analjezik etki yaptig1 ve analjezik etkisinin secici olmayan muskarinik
antagonist atropin ve a7 nAChR antagonistleri metilikakonitin ve a-BTX tarafindan
onlendigi gozlenmistir (82, 83). Hamurtekin ve Giiriin (18 ), siganlarda i.s.v. yoldan verilen
kolin’in (1 pumol) ii¢ farkli akut agri modelinde (termal penge gekme testi, penge mekanik
baski testi, asetik asit kivranma testi) anlamli analjezik etki yaptigini tespit etmistir. Diger
yandan, sitidin’in analjezik etkisi ve mekanizmasi hakkinda heniiz yeterli bilgi mevcut
degildir. Bagdas ve arkadaslar1 da (17), sicanlarda akut inflamatuvar ve ndropatik agri
modellerinde sitidin’in (1 pmol, i.s.v.) anlamli antihiperaljezik etki gosterdigini gozlemis
ve plirinerjik reseptdrlerin bu etkide rol oynayabilecegini one siirmiislerdir. Santral yolla
verilen purinerjik reseptor agonistlerinin analjezik etki yaptigini gosteren deneysel
calismalar bu diisiinceyi desteklemektedir (111, 112). Dolayisiyla, sitidin’in analjezik
ozelliklerinin ve mekanizmasimin daha 1yi anlasilabilmesi icin daha ileri deneysel
calismalara gereksinim vardir.

Calismamizda, CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisinin HC-3 6n tedavisi ile anlaml1 bir
sekilde azaldigi gorilmistir (Sekil — 14). Santral yolla verilen CDP-kolin, beyin
dokusundaki kolin konsantrasyonunu ve es zamanli olarak ACh sentez ve salinimim
arttirmaktadir. HC-3 Kolinerjik néronlarda yiiksek afiniteli transport sistemi inhibe ederek
kolinin presinaptik ugtan geri alinimimi Onlemektedir. HC-3’tiin bu etkisi, kolin ile
indiiklenen ACh sentezindeki artis1 engellenmektedir. Boylece, CDP-kolin’le elde edilen
antihiperaljezik etkide, beyinde kolin ve ACh seviyelerinin artmasi ile sonuglanan santral
presinaptik kolinerjik mekanizmalarin aktivasyonunun rol oynadigi sdylenebilir. Bu
diisiincemiz, daha 6nce yapilmis ve disaridan verilen CDP-kolin’in beyinde asetilkolin ve
kolin sentezini ve/veya salgilanmasimi arttirdifini  gosteren ¢aligmalar tarafindan
desteklenmektedir.

CDP-kolin’in ve es molar dozdaki kolin’in antihiperaljezik etki gdstermesi goz Oniine
alinarak, ¢aligmamizin bir diger basamaginda, CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisinde rol
oynayan kolinerjik reseptor tiplerini belirlemek amaciyla, segici olmayan muskarinik

reseptdr antagonisti atropin ve segici olmayan nikotinik reseptdr antagonisti mekamilamin



On tedavileri uygulanmistir. Atropin CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisinde bir degisiklige
yol agmazken, mekamilamin bu etkiyi bloke etmistir (Sekil — 15). Bu bulgu, CDP-kolin’in
antihiperaljezik etkisinde santral nikotinik reseptorlerin rol oynadiginmi diisiindiirmektedir.

Nikotinik reseptor agonistleri ile olusturulan analjezik etkide 6zellikle a4B2 ve a7
nikotinik reseptor alt tipleri rol oynamaktadir. CDP-kolin’in hidroliz iiriinii kolin a7
NAChR alt tipine agonistik etki gostermektedir ve daha 6nce de belirttimiz gibi spesifik
a7nACh reseptor antagonistlerinden metilikakonitin ve a-BTX, kolinin analjezik etkisini
engellemektedir. Bu g¢alismada, o-BTX’in CDP-kolin’in neden oldugu antihiperaljezik
etkiyi bloke etmistir. Bu bulgu, CDP-kolin’in metabolitlerinden biri olan kolinin, a7 nACh
reseptor agonisti olarak CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisinde rol oynadigini
diistindiirmektedir.

Is.v. yoldan verilen kolinin analjezik etkisinde santral nikotinik Kkolinerjik
reseptorlerin yaninda, santral muskarinik reseptorlerin de rol aldig: tespit edilmistir (82,
83). Santral uygulanan CDP-kolin’in nikotinik etkilerine ek olarak muskarinik etkileri de
gosterilmigtir  (113). Bununla birlikte, bu c¢alismada ve CDP-kolin’in akut agri
modellerindeki antihiperaljezik etkisini arastiran diger ¢caligmalarda (17-19), atropin CDP-
kolin’in antihiperaljezik etkisini degistirmemistir. Bu sonug, s6z konusu etkide santral
muskarinik reseptorlerin araci olmadigini ortaya koymaktadir.

Calismamizda, nikotinik kolinerjik sisteme ilave olarak, CDP-kolin’in antihiperaljezik
etkisinde rol oyanayabilecek diger supraspinal norotransmitter sistemler de arastirilmistir.
Bu amacla santral opioderjik reseptorlerin ve GABAg reseptorlerinin  araciligi
degerledirilmistir. Opioiderjik sistem ve kolinerjik sistem g¢esitli yonlerden birbiri ile
iliskili olarak agri modulasyonunda gorev alir (114). Nikotinik kolinerjik reseptorler ile p-
opioid reseptorleri, beynin cesitli bolgelerinde birlikte yerlesim gostermekte ve agri
iletiminin kontroliinde beraber rol oynamaktadirlar (93). Nikotininin analjezik etkisinde,
santral kolinerjik ve opioiderjik reseptorlerin araci oldugu ve nikotinin kolinerjik
aktivasyon yaratarak morfinin analjezik etkisini artirdigi belirlenmistir (88, 89).
GABAerjik sistem de opioiderjik sistem gibi, spinal ve supraspinal diizeyde agri
inhibisyonuna aracilik eder (115). GABAerjik noronlar tizerinde a7 nACh reseptorlerin
varligi gosterilmis ve bu reseptorlerin aktivasyonunun GABA saliverilmesini artirdigini
ortaya konmustur (95, 116). Asetilkolin ve kolinin, a7 nACh reseptorleri (zerinden
GABAerjik iletiyi artirdigi gosterilmistir (117). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda, akut agri
modellerinde CDP-kolin’in meydana getirdigi analjezik/antihiperaljezik etkinin spesifik

olmayan opiodi reseptdr antagonisti nalokson ve GABAg reseptér antagonisti CGP-35348



tarafindan ortadan kaldirildigr gozlenmistir (17-19). Bu c¢alisgmada ise nalokson 6n
tedavisinin CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisini degistirmedigi goriilmiis ve OXA sonrast
gelisen mekanik hiperaljezide, CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisine opioderjik
reseptorlerin aracilik etmedigi sonucuna varilmistir. Wang ve arkadaslar1 (83), farelerde
akut ve inflamatuvar agrida kolinin meydana getirdigi analjezik etkide de supraspinal
opioid reseptorlerin rol oynamadigini gostermislerdir. Nikotinik agonistlerin olusturdugu
analjezik etkide opioid reseptorlerin aracit olmadigim1 gosteren baska veriler de mevcutur
(17, 83, 118). Bununla birlikte, Hamurtekin ve arkadaslar1 (19), sicanlarda akut agri
modellerinde, CDP-kolin’in analjezik/antihiperaljezik etkisinin meydana gelmesinde bu
reseptorlerin de roliiniin oldugunu tespit etmistir. Caligmalarda farkli deneysel agr
modellerinin ve agr1 esigi 6lgme yontemlerinin kullanilmis olmasi farkli sonuglarin ortaya
¢ikmasina neden olmus olabilir.

Diger yandan, literatiirde yer alan ¢alismalarla (17, 19) uyumlu olarak CDP-kolin’in
antihiperaljezik etkisinin CGP-35348 tarafindan bloke edildigi tespit edilmistir. Bu bulgu,
CDP-kolin ile elde edilen antihiperaljezik etkide supraspinal GABAerjik mekanizmalarin
rolii bulundugunu diisiindiirmektedir. Yakin zamanda yayinlanan bir ¢aligmada, sicanlarda
bir kez uygulanan OXA (6 mg/kg, 1.p.) sonrast gelisen soguk allodininin pregabalin (2
mg/kg, i.v.) ile anlaml1 bir sekilde azaldig1 gosterilmistir (9).

Sonug olarak, bu ¢alismada merkezi yolla uygulanan CDP-kolin’in OXA tedavisine
bagl olarak gelisen hiperaljeziyi azaltabildigi ve bu etkisine supraspinal a7 nAChR ve
GABAg reseptorlerinin aracilik ettigi ilk defa gosterilmistir. Kemoterapdtik ajanlarin
neden oldugu ndropatik agrinin tedavisinde CDP-kolin kullaniminin bir segenek olarak
giindeme gelebilmesi i¢in, bu konuda yapilacak kapsamli klinik calismalara gereksinim

bulunmaktadir ve calismamizdan elde edilen veriler bu arastirmalara yol gosterecektir.
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