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Sican Duyusal Sinir Hiicresi Alt Tiplerinde
Kalsiyum Sinyallerinin Incelenmesi: Kapsaisin
Duyarlilig1, Nonspesifik Depolarizasyon ve
Hiicre Cap1 Arasindaki iliski

Investigation of the Calcium Signaling
in Subpopulation of Rat Sensory Neurones:
Relationships Between Capsaicin Sensitivity,
Nonspecific Depolarisation and Cell Size

OZET Amag: Hiicre ici serbest Ca*2 konsantrasyonu ([Ca*?];) aralarinda uyarilabilmenin ve nérot-
ransmitter saliverilmesinin de yer aldig1 néronal 6zellikleri etkiler. Bu ¢aligmanin amaci, akut izo-
le dorsal kok gangliyon (DKG) noronlarinda kapsaisin duyarlilig: ile hiicre cap1 arasindaki iligkiyi
irdeleyerek, belli bir hiicre ¢ap1 araligindaki noronlarin nosisepsiyonda rol oynayip oynamadigini
belirlemektir. Gereg ve Yontemler: Depapitasyonu takiben ¢ikarilan dorsal kok gangliyonlar: en-
zimsel muamele ve mekanik izolasyonu takiben yiizeyi kaplanmis lamellere ekilerek sinir biiyiit-
me fakt6rii iceren kiiltiir vasatinda kisa siireligine kiiltiire edildi. Hiicre govdesi boyutuna gére DKG
noronlari kiigiik, orta ve bityiik capl olmak iizere tig alt gruba ayrildi. Kapsaisin (1 pM) ve yiiksek
KCI* (30 mM) ile depolarizasyona cevaplar fura-2 ile yiiklenmis miinferit néronlarda [Ca™]; degi-
siklikleri mikroskobik dijital imaj analiz sistemi kullanilarak belirlendi. Bulgular: DKG néronu alt
tipleri arasinda, kapsaisin ve KCl'ye [Ca*?]; cevaplar1 bakimindan belirgin farkliliklar vardi. Kiigiik
capli néronlar kapsaisine en biiyiik [Ca™]; transientleri ile cevap verirken yiiksek KCl cevaplari bii-
tiin alt tiplerde benzer 6lgekte gerceklesti. Sonug: Bu bulgular farkli boyutlardaki DKG noéronlari-
nin fonksiyonel olarak da heterojen oldugunu gostermektedir. Kiigitkk capli DKG néronlarinin
belirgin olarak daha yiiksek kapsaisin duyarliligina sahip olmalari, bu nosiseptérlerin yeni analje-
zik ajanlarin gelistirilebilmesi i¢in potansiyel bir “nosiseptif hiicresel model” olarak kullanilabile-
cegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kapsaisin; agr1 6l¢iimii; kalsiyum

ABSTRACT Objective: The concentration of free intracellular Ca?* ([Ca’'];) influences neuronal
properties including regulation of excitability and neurotransmitter release. The aim of this study
was to investigate relationships between capsaicin sensitivity and cell size in acutely isolated dor-
sal root ganglion (DRG) neurons, in order to ascertain whether a particular diameter range is invol-
ved in nociception. Material and Methods: Following decapitation, dorsal root ganglia were excised,
enzymatically treated and plated on coated coverslips following mechanical isolation, and cultured
in a tissue culture containing nerve growth factor for a short time. Based on the size of cell trunk,
DRG neurons were divided into three categories: small, medium and large. Responses to capsaicin
(1 uM) and depolarization by high KCI* (30 mM) were studied by monitoring changes in [Ca*];
with a microscopic digital image analysis system in fura-2 loaded single neurons. Results: There
were marked differences between subpopulations of neurons with respect to Ca?* responses to the
KCl and capsaicin, with the largest [Ca*]; transients in small-diameter neurons to capsaicin while
all subtypes gave similar responses to KCl. Conclusion: These results suggest that different sized
DRG neurons are also heterogeneous functionally. Significantly more capsaicin-sensitivity of small-
diameter DRG neurons indicates that these nociceptors may serve potential “nociceptive cellular
model” for the development of novel analgesics.

Key Words: Capsaicin; pain measurement; calcium
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gr1, “gerceklesen veya potansiyel doku ha-
Asarl veya tehdidi ile birlikte bulunan” ¢ok
6nemli bir biyolojik sinyaldir. Giinliik ya-
samda yaygin olarak hissedilen hos olmayan bu du-
yu ilave doku hasarinin gerceklesmesine karsi ko-

ruyucu rol oynayarak “fonksiyonel ve canl kalma-
” baglaminda homeostazise katkida bulunur.

Agr1, somatik (kas iskelet), visseral (toraks, ab-
domen, pelvis), sinir ve sempatik kokenli agr1 gibi
siniflandirilabildigi gibi; nosiseptif (somatik ve vis-
seral) ve nosiseptif olmayan (néropatik ve semopa-
tik kokenli) agri olmak iizere cesitli sekillerde
siniflandirilmaktadir. Agri1 olusumunun primer
mekanizmasi digiintildiigiinde, nosiseptif ve néro-
patik agri olmak iizere iki ana gruba ayrilabilir ve
psikojenik agr1 tiglincii tip olarak distintilebilir.!?

Doku hasari, beyine agr1 sinyallerinin gitmesi-
ni saglayan sinyalleri baglatan kimyasal(larin) sali-
verilmesine yol acar. Bu sinyaller, nosiseptorler
olarak adlandirilan ve medulla spinaliste dorsal
boynuz néronlari ile sinaps yapan ince az miyelin-
li (A-delta) ve miyelinsiz (C) grubu liflerle elektrik-
sel formda taginirlar. Noksius (hos olmayan, koétii)
uyarilar, hiicre govdeleri dorsal kok gangliyonu
(DKG), trigeminal gangliyon ve nodoz gangliyon-
da yer alan primer duyusal afferentlerle ist mer-
kezlere iletilirler.!

Dorsal kok gangliyonu duyusal sinirlere ait
hiicre govdelerini ihtiva eder. DKG hiicrelerinin
¢ogu mekanik uyariya cevap verir ve buna gére bu
hiicreler genis baglamda diisiik esikli mekanosep-
torler ve yiiksek esikli nosiseptorler olarak iki ana
gruba ayrilabilir. Mekanik uyarinin bu noéronlarin
reseptif uclarinda yer alan mekanosensitif iyon ka-
nallarini direk olarak aktive ettigi sanilmaktadar.
Bununla beraber, bu iyon kanallarinin molekiiler
yapisi ve fizyolojik ve farmakolojik 6zellikleri de
tam anlagilamamistir.’

DKG néronlar hiicre gévdelerinin ¢apina go-
re kiigtik, orta ve bityiik capli olmak tizere g alt s1-
nifa ayrilirlar. Genelde hiicre gévde ¢ap1 < 30 pm
olan DKG néronlar: potansiyel nosiseptorler ola-
rak degerlendirilirken, 30 pm’den biyiik ¢aph
DKG noéronlar: da non-nosiseptif olarak kabul edi-
lirler. Bu siniflandirma A-delta ve C lifi afferentle-
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rinde aksonal ileti hizi ile néron ¢ap: arasindaki po-
zitif iligkiyi esas alan Harper ve Lawson’un* bu ko-
nudaki 6nciil caligmalarini esas almaktadir. Miye-
linsiz C-lifleri (noksius bilgiyi iletirler) kiiciik ¢cap-
1 hiicre govdesine sahip noronlardan koken alir-
ken, miyelinli A-alfa ve A-beta lifleri (disiik esikli
non-noksius bilgileri iletirler) biiyiik ¢apli hiicre
govdesine sahip noronlardan koken alirlar. A-del-
ta lifleri (nosiseptif olabilirler), orta ve kiiciik ¢cap-
I1 hiicre govdesine sahip néronlardan kdken alirlar.

Kiiciik capli DKG néronlarinin aksonlar: ge-
nelde miyelinsiz C-lifleri olup, nosiseptorlere ait
olan bu C-lifleri de agri, kasinma ve yanma duyu-
larina ait bilgileri iletirler. A-alfa ve A-beta sinyal-
leri genelde proprioseptif sinyalleri tagirlar. Orta ve
biiytik captaki DKG hiicreleri miyelinli aksonlara
sahip olup disiik egikli mekanoreseptorlerden bil-
gi tagirlar.>®

Klinik aragtirmalarda etik kisitlamalar nede-
niyle agr1 arastirmalarinda deney hayvani ve gesit-
li hiicresel modeller kullanilarak arastirmalar
gerceklestirilmekte ve bu alanda klinik 6nemi olan
bilgiler elde edilmektedir. DKG ndronlar1 agr1 i¢in
“hiicresel model” olarak kabul edilmektedir.

Kalsiyum, noronlarda transmitter saliverilme-
si, aksiyon potansiyeli ateglemesi ve uyarilabilme-
nin kontrolii, gen ekspresyonu ve enzim aktivas-
yonu gibi ¢esitli hiicresel fizyolojik olaylarin dii-
zenlenmesinde rol oynayan bir “ikincil haberci”-
dir.%” Ayrica Ca*? iyonlar1 néronal hiicre geligmesi,
farklilagmasi ve noronal hiicre §liimiinde de rol oy-
nar.® Bu nedenle hiicre ici serbest kalsiyum kon-
santrasyonu ([Ca*?];) sik1 bir kontrol altindadir.’
[Ca*?]; diizeyindeki artig ya hiicre digindan resep-
tor-aracili veya voltaj kapili Ca*? kanallar1 aracilif
ile kalsiyum girisi, ya da hiicre i¢i depolardan kal-
siyum saliverilmesi ile gerceklegir.”?

Biitiin sinir hiicreleri gibi DKG néronlarinda
da [Ca*?]; diizenleyici mekanizmalarin etkin oldu-
gu ve kalsiyum tetiklemeli kalsiyum saliverilmesi-
nin de gerceklestigi gosterilmistir.'® Biitiin merkezi
sinir sistemi sinapslar1 gibi, duyusal ndronlarda P
maddesi ve kalsitonin geni ile iligkili peptid (CGRP)
gibi nosiseptif nérotransmitterlerin hiicre i¢i kalsi-
yum miktarindaki artis sonucunda saliverildigi bi-
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linmektedir.!! Tlave olarak, cesitli kalsiyum kanal
blokerlerinin deneysel ve klinik olarak agr1 gideri-
ci etkisinin oldugunu gosteren ¢ok sayidaki calis-
ma'? kalsiyum kanallarinin agr1 tedavisinde yeni
ajan gelistirilmesinde 6nemli bir hedef ve hiicre i¢i
kalsiyum diizeyinin nosiseptif/antinosiseptif etki
takibi i¢cin 6nemli bir belirte¢ oldugunu ortaya koy-
maktadir.”®

Halk arasinda isot (1s1 otu) olarak da bilinen ac1
biberde yogun olarak bulunan ve bibere aciligini ve-
ren alkaloit madde olan kapsaisin ilk olarak 1816 y1-
linda P. A. Buchtholz tarafindan izole edilmis ve
1846 yilinda L.T. Tresh tarafindan “capsaicin-kapsa-
isin” olarak adlandirilmigtir.'* Her ne kadar posther-
petik nevralji ve zona gibi periferal noropatide agr
giderici olarak kullanilmakta' ve hatta kanser teda-
visinde etkin olduguna yonelik tibbi bilgiler bulun-
sa da,'® kapsaisinin asil kullamim alanlarindan biri
nosisepsiyonla alakali deneysel tibbi ¢aligmalardar.

In vivo olarak DKG néronlarinin uclarinda
bulunan reseptérlerin, bu hiicrelerin kiltiiri yapal-
dig1 in vitro sartlarda hiicre gévdelerinde eksprese
oldugu gosterilmigtir. Bu nedenle kiiltiire edilmig
DKG sinir hiicrelerinin gévdeleri nosiseptif aragtir-
malar i¢in iyi bir hiicresel model olarak kabul edil-
mektedir. Ancak, primer afferent néronlar fonksi-
yonel olarak heterojendir. DKG noéronlarinin da
morfolojik olarak g alt tipi oldugu bilinmekte-
dir.

Bu ¢alismada kapsaisinin (1 pM) farkl hiicre
govdesi ¢apina sahip DKG sinir hiicresi alt tiple-
rinde, hiicre i¢i kalsiyum sinyalleri iizerine etkile-
rini, nonspesifik olarak hiicre membranini depola-
rize ederek hiicre i¢i serbest kalsiyum diizeyinde
artisa yol acan KCl ile kargilagtirmali olarak incele-
yerek, hangi tip DKG hiicrelerinin kapsaisine du-
yarli oldugunun tespit edilmesi amaglanmigtir.

I GEREC VE YONTEMLER

SICAN DORSAL KOK GANGLION HUCRELERININ

PRIMER KULTURU HAZIRLANMASI

Hiicre kiltiiri icin yavru sicanlarin dekapitasyon
islemi yerel Etik Kurul izni alindiktan sonra “Gui-
de for the Care and Use of Laboratory Animals
(www.nap.edu/catalog/5140.html) prensipleri dog-
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rultusunda” gerceklestirildi. Yavru siganlar Firat
Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinden
(FUDAM) sagland.

Bu caligmada kullanilan sican DKG sinir hiic-
relerinin primer kiiltiirii daha 6nce detayl olarak
yayinlanan protokole gore hazirlandi.’”'® Dorsal
kok gangliyonlar: dekapite edilmis iki giinlitk Wis-
tar sicanlarindan diseksiyonla ¢ikarilarak, enzima-
tik ve mekanik yontemlerle izole edilmis tek
hiicrelere ayristirildi.

Hiicreler izole edilip 6nceden hiicre dis1 gelis-
tirme matriksi, poli-s-lizin ve laminin kaplanmig
12 mm c¢apindaki cam lamellere (BD BioCoat,
ABD) ekildikten sonra 37 °C’de %5 karbondioksit
iceren nemli bir inkiibatérde (Heraus, Almanya)
inkiibasyona birakildi. Bu hiicreler, en az 4-6 saat
inkiibe edilerek lamel {izerine iyice yapismasi sag-
landiktan sonra kalsiyum goriintiileme deneylerin-
de kullanildi.

Dorsal kok ganglion (DKG) noronlar: 1-2 giin-
lik Wistar sicanlarindan izole edildi. Toplanan
DKG’lar: fosfat tamponlu salin (PBS) icerisinde iki
kez yikandi. Ardindan, 13 dakika kollagenaz (1.25
mg/ml kiiltiir vasatinda, Sigma), alt1 dakika da trip-
sin (2.5 mg/ml, Sigma) ile enzimatik isleme tabi tu-
tuldu. Ardindan DNAaz (Sigma) ilave edilerek ucu
daraltilmis Pastor pipeti araciligi ile mekanik ayris-
tirmaya tabi tutuldu. Kapli lameller iizerine ekilen
hiicre siispansiyonu 200 ng/ml sinir bityiitme fak-
torit (NGF 2.5 S, Sigma) eklenerek, %5 CO, ve %95
O, karisimi iceren nemli bir inkiibatérde 37 °C in-

kiibe edildi.

HUCRE iCi KALSIYUM GORUNTULEME VE
GORUNTU ANALIZLERI

Hiicrelerin fura-2AM ile yiiklenmesi (floresan isa-
retleme): Bu hiicreler, en az 4-6 saat inkiibe edil-
dikten ve lamel iizerine iyice yapismas: saglandik-
tan sonra kalsiyum goriintiileme deneylerinde kul-
lanildi. Hiicrelerin aksonal ve dentritik uzantilar
gelistirmesi floresan kalsiyum goriintiileme hesap-
lamalarini etkileyebilecegi i¢in goriintiilleme de-
neylerinde genelde bir giinliik hiicreler kullanildi.

Hiicreler fura-2-AM (5 pM, Molecular Probes,
Ingiltere) ile oda sicakliginda bir saat inkiibe edile-
rek floresan boya yiiklemesi yapildi. Yiiklemeyi ta-
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kiben hiicreler 20 dakika icerisinde NaCl-esaslh
hiicre dis1 soliisyonu [135 mM NaCl, 5.9 mM KClI,
1.5 mM CaCl,, 1.2 mM MgCl,, 11.5 mM glikoz,
11.6 mM HEPES (ozmolarite 310 - 320 mOsm, suk-
roz) ile en az ii¢ kez daha yikanarak, hiicre digin-
daki boya uzaklagtirildi ve fura-2’nin de-esterifi-
kasyonu saglandi ve kalsiyum goriintiileme deney-
leri bu soliisyon kullanilarak gerceklestirildi.

FLORESAN [CA*2; GORUNTULEME

Kalsiyum duyarli floresan boya ile yiiklenen hiicre-
leri igeren lameller, mikroinkiibasyon kayit cembe-
rine (Warner Instruments, ABD) aktarilarak,
mikroinkiibasyon-perfiizyon sistemi araciligiyla
NaCl-esash hiicre dig1 soliisyonu ile kayit cemberi-
ne ince silikon hortum ile baglantili, agma kapama-
s1 bilgisayar kontrollii, akim hiz1 yer ¢ekimine gore
ayarlanan ila¢ uygulama/perfiizyon sistemi (War-
ner Instruments, ABD) aracilig ile (1 ml/dakika) sii-
rekli perfiize edildi ve floresan atagmanli Nikon TE
2000S ters mikroskop altinda gerektiginde goz ile
degerlendirildi. Biitiin deneyler oda sicakliginda (=
22°C) gergeklestirildi ve biitlin deneysel islemler
hiicrelerin floresan isaretleyici ile yiiklenmesinden
maksimum bir saat icerisinde gerceklestirildi. Flore-
san boyanin 151ga maruz kalarak agarmasini sinir-
landirmak optimum pozlama zamani (exposure
time) belirlendi ve bilgisayar kontrollii filtre siirii-
ciisii perde (shutter) donanimi aracilig ile goriintii
alinmadig1 zamanlarda 151k maruziyeti 6nlendi.

Fura-2 floresans: bir xenon 151k kaynagindan
(LS- Sutter Instr, ABD) gonderilen UV 1s1n1nin hiz-
I1 bir otomatize filtre stiriciisiine (Lambda-2, Sutter
Instr, ABD) yerlestirilen fura-2 filtre seti 340 ve
380 nm filtrelerden (Chroma, ABD) gonderilerek
mikroskop optikleri (Nikon TE 2000 S, S-flour 40X
objektif, NA= 1.4) aracilig1 dual eksitasyon ve 510
nm’de emisyon gerceklestirildi. Floresan goriintii-
leri yiiksek hizli sogutmali dijital bir CCD kamera
(ORCA 285, Hamamatsu Photonics, Hamamatsu,
Japonya) araciligi ile veri kazanim-yazilim progra-
mi (sPCI, ComPix) aracilig ile bilgisayar hafizasi-
na kayit edildi.

Floresan orani analizleri off-line olarak, cevap
veren hiicrelerde ilgi alam1 se¢imleri yapilarak yazi-
Iim programi (sPCI, ComPix) araciligiyla gercekles-

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2010;30(2)

tirildi. [Ca*?]; hesaplanmasinda, 510 nm’de emisyon
gerceklestirilerek 340 nm eksitasyonda elde edilen
floresan yogunlugunun 380 nm eksitasyonla elde
edilen floresan yogunluguna oranlanmasi (dual uya-
r1: 340 nm/380 nm, emisyon: 510 nm) esas alindi.

Goriinti alaninda yer alan DKG néron profil-
leri hiicre govdesi biiyiikliiklerine gore kiigiik cap-
I1 (<20 pM), orta gapli (20-40 pM) ve biiytik ¢caph
(>40 pM) olmak tizere ii¢ alt gruba ayrildi.*

Calismada kullanilan kapsaisin (Sigma) DMSO
icerisinde ¢oziildii. Hiicreler, perfiizyon sistemi
aracilig ile sadece kisa siireli bir kapsaisin (1 pM)
ve yitksek K* (30 mM) uygulamasina maruz bira-
kildi. Uygulanan konsantrasyonda DMSO’nun
[Ca*?]; dlizeyi tizerine etkisi olmadig belirlendi.

Istatistiksel Analiz

Biitiin veriler ortalama + SEM olarak sunuldu. Ista-
tistiksel karsilastirmalar ¢ift yonlii varyans analizi
kullanilarak gerceklestirildi. Gruplar arasindaki
farklilig ortaya koyabilmek amaciyla post hoc test
olarak Tukey HSD testi kullanildi. p< 0.05 istatis-
tiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.

I BULGULAR

Onceki kisimda ayrintih olarak bahsedilen floresan
kalsiyum goriintilleme yontemi mevcut deney ko-
sullarinda fura-2 ile yiiklenmis stabil (bazal) istirahat
floresan sinyalleri veren dorsal kok gangliyon hiic-
relerinden dakikalarca (45-60 dakika) stabil floresan
sinyalleri kayit edilebildigini gostermistir. Yine bu
hiicreler, standart olarak yiiksek K* (30 mmol/L) ile
uyarilmaya [Ca*?]; artigla cevap vermektedir.

Bu ¢alismada [Ca*?]; degisiklikleri takip edile-
rek, DKG hiicre alt tiplerinin agrili uyaran olarak
kapsaisin ve non-spesifik depolarizasyon olarak
yiiksek K* ile uyarima cevap verdigi tespit edildi.
Desensitizasyonu 6nlemek i¢in hiicreler sadece bir
kapsaisin uygulamasina maruz birakildi. Kapsaisin
uygulamas: 6ncesi 340/380 nm orami yaklasik ola-
rak 0.6 ve 0.7 arasindayd (Tablo 1).

Akut izole edilmis DKG hiicrelerinde hiicre ¢ap-
larini 6lgerek hangi alt tipin kapsaisin duyarli oldu-
gunu belirlemeye calisildi. Caligilan hiicrelerin hiicre
cap1 dagilimi Sekil 1’de goriilmektedir. Bu dagilim
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TABLO 1: Dorsal kék gangliyon ginir Hiicresi alt tiplerinde, kapsaisin (1 uM) ve ylksek K+ (30mM KCI) uygulamasina
hiicre ici serbest kalsiyum (Ca*?)i) diizeyi (340/380 nm floresan oranlari) cevaplari.

Bazal (Kontrol)
Blylk 070 £ 0.03 (n=7)
Orta 0.68 = 0.04 (n=12)
Kigik 0.62 = 0.06 (n=16)

DKG Hiicre Gapi

Kapsaisin (1 pM)
0.93 + 0.09(n=7)
112 £ 0.16 (n=12)
1.34 + 0.19 (n=16)

Yiiksek KCI (30 mM)
125 & 0.08 (n=8)
1.36 + 0.10 (n=17)
128 + 0.1 {n=26)

Bazal (Kontrol)
0.67 £ 0.04 {n=8)
0.71 £ 0.04 (n=17)
0.64 + 0.05 (n=26)

cahisilan goriintii alanlarinda yer alan hiicrelerin
%49 unun (42/86) kiiciik ¢caplh (<20 pm), %34’iiniin
(29/86) orta gapli (20-40 um) ve %17’sinin (15/86)
biiyiik ¢apli (>40 pm) oldugunu ortaya koymaktadir
(Tablo 1).

Kisa siireli (= 30 saniye) kapsaisin (1 pM) uy-
gulanmas1 DKG hiicrelerinde gecici bir [Ca*]; art1-

Lk Oran Lindesi

sina yol act1 (Tablo 1, Sekil 1 ve 2). Tablo 1’de goriil-
diigii gibi kapsaisin uygulamas: kiiciik capli DKG
noronlarinda, biiyiik ve orta ¢capli DKG néronlari-
na oranla ¢ok daha yiiksek oranda ve belirgin bir
[Ca*?]; artigina yol act1. Kiiciik, orta ve biiyiik caph
DKG néronlarimin kapsaisine [Ca*?]; cevap profil-
leri Tablo 1’de 6zetlenmistir.

D ik ek Crec [edas

Booniro]

Eapsaisin

Eoanmmod

Yikack FOCT (20 mbd)

SEKIL 1: Kapsaisin ve yiiksek KCP'nin sican dorsal kok gangliyon hiicre kiilttirlerinde [Ca+2]i diizeylerine etkisini gosteren orijinal resim.
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SEKIL 2: Kiiltiire DKG sinir hicresi alt tiplerinde kapsaisin ve KCI duyarlilik-
larinin karsilagtinimasi.

Bazal [Ca*?]; diizeyi %100 olarak kabul edilerek kapsaisin (1 uM) ve yiiksek KCI (30
mM) uygulamasina [Ca*?]; cevaplari bu degere gdre yiizde olarak ifade edilmistir. Bar
grafikler % floresan orani + S.E.M'i gdstermektedir. Her gruptaki hticre sayisi grafik tiz-
erinde gdsterilmistir. *: Bazal diizey ile kapsaisin karsilagtinldiginda; **: Bazal diizey ile
yiksek KCI karsilastinldiginda, a: Kapsaisin cevabi ile yiksek KCI cevabi
karsilastiridi§inda p< 0.05.

Fura-2 ile yiiklenmis DKG hiicrelerinde kont-
rol kosullarinda (Sekil 1, bazal, sol siitiin) ve kapsai-
sin (1 pM) ve yiiksek KCI (30 mM) ile siiperfiizyon
esnasinda floresan oranini gosteren orijinal resim-
lerde kapsaisin uygulamasindan sonra kiiciik ¢apl
hiicrelerde [Ca*™?]; artig dikkat ¢cekerken KCI uygu-
lamas1 hemen hemen biitiin hiicre alt tiplerinde
[Ca*?]; artis1 yoniinden benzer etki gostermektedir.

Hiicre gaplarina gore yapilan siniflandirmaya
gore, farkli DKG noron alt tiplerinde kapsaisine
[Ca*?]; cevap farklilifinin, non-spesifik membran
depolarizasyonuna [Ca*?]; cevaplari i¢in de gegerli
olup olmadig: test etmek icin yiiksek K* (30 mM)
ile uyarma protokolii uygulandi.

Yiiksek KCI* (30 mM) uygulanmas1 DKG né-
ronlarinda belirgin bir [Ca*?]; artisina yol a¢t1. Kii-
¢iik, orta ve biiyiik capli DKG noronlarinin yiiksek
KCl uygulamasina [Ca*?]; cevap profilleri Tablo 1’de
goriilmektedir. Hiicre disina uygulamayi takiben
oldukga kisa siirede ortaya ¢ikan etki geri donii-
simlidir (Sekil 1). Yiksek K*ile uyarilmaya ce-
vaplilik oranmi bakimindan ve cevaben gozlenen
[Ca*?]; artig diizeyleri bakimindan hiicre ¢aplarina
gore DKG noronlar alt tipleri arasinda anlaml bir
fark yoktu (Tablol, Sekil 1 ve 2).

DKG sinir hiicresi alt tiplerinin kapsaisin ve
yitkksek K*’a bazale gore % [Ca*?]; cevaplar1 Sekil
2’de goriilmektedir.
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Bu calismada kiiltiire edilmis DKG hiicrelerinin
caplari dlgiilerek bu hiicrelerin kapsaisin ve KCl ile
uyarilmaya kargs: olusan hiicre i¢i kalsiyum degi-
simleri ¢aplariyla baglantili olarak irdelendi.

Kiiltiire DKG noéronlarinin kapsaisin ve KCl ile
uyarilmaya kargilik olusan cevaplarini ¢aplarina go-
re siniflandirarak nosiseptif noronlar tespit ettik.
Kapsaisinin, nosiseptif primer afferent ndronlardan
kiiciik capli olanlar etkileyerek, katyon-segici iyon
kanallarinin agilmasina neden oldugu ve hiicre i¢i
serbest kalsiyum diizeylerinde biiyiik artiglara yol

actig gosterilmigtir.**!

Ancak, nonspesifik depolarizasyon ile kapsai-
sin cevaplar arasinda kiyas yapilarak hiicre ¢apina
gore DKG noéronlarindan hangisinin agr i¢in daha
spesifik model oldugu yeterince irdelenmemistir.
Bu caligmada kapsaisin cevaplarini KCl ile kiyasla-
yarak hiicre ¢apina gore alt tiplerinin nosiseptif
farkliliklarini gostermis bulunmaktayiz.

Hiicre goriintiilleme, farmakoloji, elektrofizyo-
loji ve in vivo davranigsal testleri kapsayan ve git-
tikce daha giiclenen deneysel agr1 arastirma yon-
temleri ile bu konuda tedavi i¢in 6nemli gelismeler
saglanmaktadir. Bu baglamda, oldukga kompleks
olan mekanizmalarin uygun deneysel modellerde,
gecerli belirtegler kullanilarak irdelenmesi deney-
sel verilerin 6nemini ve bu ¢aligmalarin etkinligini
artiracagl kesindir. DKG hiicreleri nosisepsiyon
icin kabul gérmiis bir hiicresel model olup yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ancak, bu makalenin giris
kisminda da detayl: olarak ele alindig: gibi bu n6-
ronlarin kiiltiirlerinde farkli hiicre tipleri bulun-
maktadir. Mevcut caligmanin esas amaci, bu alt
tiplerden hangisinin nosisepsiyon i¢in en uygun
hiicresel model oldugunu belirlemekti.

Duyusal néronal mekanizmalar ¢evresel degi-
siklikleri ayirt eder, uyaranin siddet ve temporal
ozelliklerini algilamay1 saglar. Duyusal néronlar
deri, kas ve diger i¢ organlarda yer alan duyusal re-
septorler olarak adlandirilan 6zellesmis yapilari ile
dis ve i¢ ortam hakkinda bilgi alirlar. Primer affe-
rent noronlar fonksiyonel olarak heterojendir;
farkli duyusal néronlar molekiiler olarak digerle-
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rinden ayridir ve farkl tip uyaranlara duyarhdir-
lar. Uyarilar periferal reseptorler tarafindan algila-
narak sinir impulslarina donistiiriilliir ve merkezi
sinir sistemine aktarilan bu sinyaller beyin tarafin-
dan 1s1, dokunma ve agr gibi farkli duyusal 6zel-
likler olarak algilanirlar. Farkli duyusal uyaranlarin
beyin tarafindan segici olarak algilamasinin fizyo-
lojik temelinde, duyusal néronlarin belli uyaranla-
ra Ozellesmis alt tiplerinin oldugu ve duyusal
noronlarin algilayic: ucunda uyarana 6zgiin “mo-
lekiiler algilayicilar” ve doniistiiriicti molekiiller ol-
dugu gerceginin yattig1 bilinmektedir. 1837’1i y1l-
larda, Johannes Miller tarafindan konuda ileri sii-
riilen “spesifik sinirsel enerjiler” doktrininden mo-
lekiiler esaslara dayali giincel algilamaya kadar ilgili
stire¢ ve konudaki mevcut bilgiler, yeni derleme-

lerde detayl olarak ele alinmigtir.?>?

Bazi ¢aligmalarda DKG noéronlarn kiigiik ¢caph
(=< 20 um) ve bityiik ¢apli (=> 20 pm) olarak bas-
lica iki ana grup olarak siniflandirilmalarina rag-
men; mevcut c¢alismada gozlenen kapsaisin
cevapliliginin bu siniflandirmadan ziyade ii¢ ana
alt gruba ayirmaya daha uyumlu oldugu tespit
edildiginden, ¢alismamizda ii¢ gruba ayirma be-
nimsenmigtir.*

lave olarak, calismanin materyalini olusturan
sican DKG primer kiiltiirliinde goriintii alanlarinda
yer alan sinir hiicrelerinde hiicre ¢apina gore yapi-
lan siniflandirmada alt tip oranlari, daha 6nce ayn1
hiicre kiiltiirleri i¢in bildirilen oranlar ile uyumlu
bulundu. Calismamizda %49 ile en yiiksek oranda
tespit edilen kii¢iik capli ndronlardan sonra %34 ile
orta ¢apli ve %17 ile biiyiik ¢caph (Tablo 1) néron-
lar i¢in oranlar az da olsa degisse de, bu alanda ilk
siniflandirmay1 yapan Harper ve ark. ile benzeri ¢a-
lismalarda da kiigiik ¢apli hiicreler en yiiksek ve
biiyiik ¢apli hiicreler en diisiik oranda rapor edil-
migtir.*24%

Mgili ¢aligmalar genelde vezikiil transportu,
norotransmitter saliverilmesi, uyarilma yoluyla sin-
yal iletimi gibi nosisepsiyonda rol alan mekaniz-
malardan hangisinde spesifik olarak rol oynadig:
net olarak aydinlatilamamigsa da, hiicre i¢i kalsi-
yum artiginin spinal dorsal boynuz ve diger perife-
ral bolgelerde nosiseptif cevabin baslamasinda
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anahtar rol oynadig1 kabul edilmektedir. Voltaj ba-
gimh kalsiyum kanallar1 aracilig ile hiicre disin-
dan kalsiyum girisinin akut nosiseptif bilginin
spinal diizeyde iletiminde rol aldig1 gosterilmigtir.?
Yine, akut, tonik ve kronik agr1 i¢in hiicresel ve
davranigsal nosiseptif modellerde gerceklestirilen
calismalarda N-tipi, L-tipi ve diger kalsiyum kanal
antagonistlerinin antinosiseptif etki gosterdigi tes-
pit edilmistir.?”3° Nosiseptif hiicre modeli DKG si-
nir hiicre kiiltiirlerinde hiicre gévdesinde voltaj
bagimli kalsiyum kanallarinin da nosisepsiyonda
rol oynayan iyon kanallar1 arasinda (voltaj bagim-
I1 Na*, K* kanallari, TRP kanallari, 5-HT reseptor-
ler, asit duyarli iyon kanallari...) yer aldig: bilin-
mektedir.®! Bu literatiir bilgilerinin 15181 altinda
mevcut ¢aligmada [Ca*?]; degisiklikleri nosiseptif
sinyal belirteci olarak kabul edilerek floresan kalsi-
yum gorintilleme teknigi ile hiicre i¢i kalsiyum
diizeyleri degerlendirilmistir.

Kapsaisinin hiicresel etki mekanizmasi daha
onceki caligmalarla ortaya kondugu ve bu ¢aligma-
nin esas amacini tegkil etmedigi icin ilave olarak ir-
delenmedi. Kapsaisinin yakici ve ac1 hissi bu mad-
denin duyusal néronlarla etkilesimi sonucu ortaya
cikmaktadir. Vaniloid ailesine tiye olan kapsaisin,
aktive oldugunda katyonlarin gegisine miisaade
eden “vaniloid reseptor 1 (VR1)” adl1 reseptor alt
tipine baglanir.*? Hiicre i¢ine katyon girisinin hiic-
reyi depolarize ederek beyine sinyal génderdigi ka-
bul edilmektedir.

Non-selektif katyon kanallar1 olan “transient
reseptor potansiyel (TRP) kanallar1” Ca*? ve Na*'a
gecirgen olup duyusal fizyoloji i¢in son derece
onemli iyon kanallaridir.®® Bu kanallarin duyusal
o6neme sahip rolleri arasinda termal duyarlhilik,
kimyasal duyarlilik, mekanik duyarlilik, dokunma
hissi ve isitme yer almaktadir.3 Selektif agonist ve
antagonistleri klinik kullanim ve gelisme asama-
sinda olan vaniloid-tip TRP 1 (TRPV1) kanallar1 bu
sinifin en fazla ¢aligilmisg tiyeleri olup yeni ve umut
vaat eden agr1 hedefleri olarak degerlendirilmek-
tedir.® Bu baglamda, kii¢iik ¢apli DKG néoronlar
agr1 tedavisine yonelik arastirmalara konu ve teda-
viye hedef teskil eden iyon kanallarini da ihtiva et-
me yoniiyle, “hiicresel agr1 modeli olma” potansi-
yeli arz etmektedir.
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KCl, sinir hiicrelerinde sinyal transdiiksiyonu
i¢in yaygin olarak kullanilan ve depolarizasyonu ile
hiicreye kalsiyum girisini uyaran bir stimulustur.
Calismada kiiciik, orta ve biiyiik capli DKG néron-
larinin kapsaisin duyarliligini (klasik kimyasal no-
siseptif uyaran) test etmek i¢in, nonspesifik
membran depolarizasyonu i¢in KCI kullanildi. KCl1
membrani depolarize ederek voltaj bagimli kalsi-
yum kanallarindan kalsiyum girisi yoluyla [Ca*?];
belirgin bir artiga yol acti. KCl ile indiiklen [Ca*?];
cevaplari, kapsaisinin aksine DKG alt tipleri arasin-
da belirgin bir farklilik g6zetmeksizin, biitiin alt
tiplerde benzer profilde gerceklesti. Daha 6nce
DKG hiicrelerinde de gerceklestirilen ¢aligmalarla
uyumlu olarak kisa siireligine KCl (30 mM) uygu-
lanmas1 voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 aracili-
giyla [Ca*?]; diizeyinde geri déniigimli bir artiga
yol agt1.3

Onceki caligmalar kapsaisinin diisiik iletken-
likli C-liflerini ve A-delta liflerini etkiledigini fa-
kat yiiksek esikli mekanoreseptorleri etkileme-
digini gostermistir. Kapsaisinin, deri ve eklemler-
deki yavas iletkenlikli C- ve A-delta tipi nosisep-
torleri uyardig gosterilmistir.¥”? Bu ¢aligmanin
bulgular1 A lifleri ile alakali olma ihtimali ytiksek
olan biiyiik ¢apli DKG néronlarinin mekanik hipe-

restezi, C-lifleri ile alakali olma ihtimali yiiksek ol-
dugu bildirilen kii¢iik ¢apli DKG néronlarinin da
nosisepsiyonda rol aldig bilgisi ile uyumludur.*

Molekiiler goriintiileme teknikleri hiicresel
mekanizmalarin anlasilmasi ve tedaviye yonelik
ilag gelistirilmesi ¢aligmalarinin etkinliginin arti-
rilmasinda giderek daha gii¢lii rol oynamaktadir.
Bu ¢alismada kullanilan floresan kalsiyum goriin-
tlileme protokolii de, yaygin rolleri olan hiicresel
ikincil bir haberci molekiiliiniin diizeyinin giiven-
le takibini saglayan 6nemli bir tekniktir.

Sonug olarak; bu ¢alismanin bulgular1 DKG
hiicrelerinin nosisepsiyon ¢alismalar1 i¢in uygun bir
sistem oldugunu ve 6zellikle kiigiik capli DKG hiic-
relerinin agr1 duyarh olduklarini bir kez daha dog-
rulamaktadir. Agr1 tedavisinde etkin olasi yeni
ajanlarin kesfi icin zaten yerlesik hiicresel model
olan DKG hiicreleri i¢in bu bulgular da alt tip belir-
lenmesinde ilave kanit saglar niteliktedir. Bu sapta-
ma, agriyla alakali iyon kanali, reseptdr ve hiicresel
sinyallesme mekanizmalarinin eksprese edildigi
DKG noron kiiltirtinde kii¢lik ¢apli hiicrelerin,
akut ve kronik agr1 durumlari icin yeni analjezik
ajanlar gelistirilme ¢aligmalarinda faydali bir model
olmasi yoniinden dnem arz etmektedir.
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