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Sigcan Duyusal Noronlarinda KCI ve Kapsaisin ile indiiklenen
Hicre Ici Kalsiyum Cevaplari Uzerinde Silostazolun Etkisi

Amag: Silostazol, spesifik cAMP fosfodiesteraz Ill inhibitorli olmakla birlikte medikal olarak bir
periferik arter hastaligi olan intermitan klodikasyon tanili hastalarda fiziksel aktivite esnasinda
bacakta meydana gelen agrinin gideriimesinde kullaniimaktir. Bu g¢alismanin amaci, agri
galismalari igin uygun bir deneysel model olan sigan dorsal kok gangliyonlarinda (DKG)
silostazolun huicre igi kalsiyum ([Ca+2]i) dizeyi Uzerindeki etkisini belirlemekti.

Gereg ve Yontem: DKG néronlari 2 ginlik Wistar cinsi siganlardan gesitli enzimatik ve mekanik
uygulamalarla elde edildi. DKG néronlari 1 pmol Fura-2 AM boyasiyla boyanarak [Ca"¥;
seviyesindeki degisimler oransal florasan yontemle tespit edildi. Kiltirde bulunan hicreler 340-
380 nm dalga boyunda uyarilip 510 nm dalga boyunda kayit yapildi. Her bir néronun 340/380
(bazal- pik) oraninda bazal kalsiyum seviyesi tespit edildikten sonra kiiltir ortamina KCI (30 mM)
ve kapsaisin (1 yM) uygulandi. Silostazol tek basina veya KCI (30 mM) ve kapsaisin (1uM) ile
birlikte kultir ortamina uygulanmasiyla kigik c¢apa sahip DKG néronlarinda meydana gelen
[Ca+2]i degisimi incelendi. Elde edilen veriler Student’s t-testi kullanilarak istatiksel olarak
degerlendirildi ve P<0.05 istatistiki olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular: Silostazol kiltir ortamina 6ncelikle olarak tek basina uygulandi ve bu uygulama
sonucunda hiicre igi bazal Ca™ seviyesinde anlamli bir degisim g6zlenmedi (bazal=100.0+0.0 ve
silostazol =%99.8+0.8). Ortama KCI| uygulanmasi [Ca™] seviyesini %190.3£6.2 seviyesine
yiikseltti (p<0.001). Kapsaisin uygulandiginda ise [Ca'?; seviyesi %165.624.1 degerine ulasti
(P<0.001). Bununla birlikte ortama KCI ve kapsaisin ile birlikte silostazol uygulandiginda ise
[Ca+2]i seviyesi sirasi ile %189.4 + 4.6 ve %166.0 + 3.8 idi.

Sonug: Bu galismada ile silostazoliin DKG néronlarinda [Ca*?]; diizeyinde herhangi bir degisime
neden olmadigi belirlendi. Silostazol agri kesici etkisini muhtemelen hiicre ici farkli
mekanizmalarla gergeklestirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Silostazol, duyusal néron, kalsiyum sinyallesmesi, agri.

Effect of Cilostazol on KCI and Capsaicin Induced Increase in Intracellular
Calcium Signaling in Rat Sensory Neurons

Objective: Cilostazol, a specific cAMP phosphodiesterase Il inhibitor, is used for medical
treatment of intermittent claudication in peripheral artery disease to prevent leg pain during
physical activity. Dorsal root ganglion (DRG) neurons are eligible experimental model for pain
investigations. Aim of this study was to figure out the effect of cilostazol on intracellular calcium
(ICa®") signaling in cultured rat DRG neurons.

Materials and Methods: DRG neurons were grown in primary culture following enzymatic and
mechanical dissociation of ganglia from 2-day-old Wistar rats. DRG neuronal cultures were
loaded with 1uymol Fura-2AM and [Caz*]i responses to stimulation were assessed by using
fluorescent ratiometry. Cultured cells were excited at 340 and 380nm and emission was recorded
at 510nm. Responses were determined by the change in 340/380 ratio (basal-peak) for individual
neurons. After basal recordings, KCI (30mM) and capcaicin (1uM) applied to medium for
induction of [Ca2+]i. Cilostazol treated alone or co-administered with KCI and capcaicin for
determining the possible changes in calcium signaling in small size DRG neurons. Data were
analyzed by using Student’s t test, P level of <0.05 defining statistical significance.

Results: Firstly exposure to cilostazol failed to cause any significant change in basal [Ca®];
response (basal=100.0+0.0 and cilostazol =99.840.8 %). KCI and capcaicin had significant
increase in [Ca®']; responses to 190.3+6.2% and 165.6+4.1% (respectively, P< 0.001). But co-
application of cilostazol with KCI and capcaicin did not alter the KCI and capcaicin induced
elevation in [Ca®"];(189.4 +% 4.6 and 166.0 + 3.8% respectively).

Conclusion: In conclusion, the results of present study suggest that cilostazol has no effect on
[Ca2+]i signaling in rat sensory neurons in vitro. It seems cilostazol may activate other
mechanism(s) at cellular level rather than modulating calcium signaling in DRG neurons.

Key Words: Cilostazol, sensory neuron, calcium signaling, pain.
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Girig

Periferal arter hastaliyi (PAH) diinya genelinde en
onemli kardiyovaskuler problemlerden biridir (1). Diyabet,
hipertansiyon, hiperlipidemi ve sigara kullanimi PAH
riskini artirmaktadir (2, 3). Alt ekstremiteleri tutan orta
dereceli PAH'nin en sik rastlanan semptomu araliklarla
ortaya ¢ikan agridir ve genellikle intermitan klodikasyon
seklinde isimlendilen bir yiriime bozuklugu sikayetidir
(4). intermitan klodikasyon kiside egzersiz ve yiireme
yetenegini sinirlamakta ve egzersize bagl iskemi
nedeniyle bacak kaslarinda agri meydana gelmektedir.
intermitan klodikasyonun tedavi segenekleri arasinda
yasam stilinin degisimi, ila¢c tedavisi ve egzersiz yer
almaktadir (5).

Silostazol antiplatelet, antitrombotik ve vazodilatator
etkilere sahip selektif fosfodiesteraz-3 inhibitoridir ve
intermitan  klodikasyonun periferal vaskiiler hastalik
tedavisinde kullaniimaktadir (6, 7).

Agri iletimi periferal reseptorlerin  (nosiseptor)
uyarilmasini takiben, dorsal koék gangliyonlari (DKG)
ndronlari, spinal kord ve beyin sapini da iceren agri
yolaklari vasitasiyla, merkezi sinir sisteminin daha ust
seviyelerine bu nosiseptorler ile iletilir (8). Yapilan
galismalar doku hasarini takiben DKG ndronlarindaki
voltaj ve ligand kapili iyon kanallarinin fonksiyonunda ve
ekspresyonunda degisim meydana getirdigini
gostermistir (9, 10). Bununla birlikte, bu iyon kanallarinin
farmakolojik, fizyolojik ve molekiler yapisi tam anlamiyla
aydinlatilamamistir (11).

DKG néronlari caplarina goére kuguk, orta ve blylk
olmak uzere Ug¢ alt sinifa ayilmaktadir. (12) Kiguk gapa
sahip olan DKG ndronlari (<30 pm) potansiyel
nosiseptorler olarak degerlendirilirken, daha biyulk ¢apa
sahip noronlar ise genelde non-nosiseptif néron olduklari
kabul edilir (12).

Kalsiyum iyonu, aralarinda nérotransmitter salinimi,
gen ekspresyonu, mRNA stabilitesi ve néronal
uyarilabilirlik gibi bircok fizyolojik olayin
dizenlenmesinde rol oynayan bir “ikincil haberci’dir.
Ayrica hiicre igine yiksek miktarda Ca*? akisi ve hiicre
ici kalsiyum konsantrasyonunun ([CaZ+]i) asiri  artisi
néronal hasara yol agarak pek c¢ok nérodejeneratif
hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir. Bu sebeple
[Ca+2]i siki bir kontrol altindadir (13).

Bu calismanin amaci intermitan klodikasyonun
tedavisinde kullanilan silostazolun klglk c¢apa sahip
DKG noronlarinda [Ca2+]i diizeyi Uzerine olan etkisini
kalsiyum gériintileme ydntemi kullanarak incelemekti.

Gereg ve Yontem

Sican Dorsal Koék Ganglion Hiicrelerinin Primer
Kiiltliriniin  Hazirlanmasi: Bu c¢alismada Firat
Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi'nden temin
edilen 1-2 glnlik Wistar cinsi yavru siganlar kullanildi.
Sigan DKG sinir hicrelerinin primer kiltirii daha 6nce
detayl olarak yayinlanan protokole gore cesitli enzimatik
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ve mekanik ydntemlerle izole edilerek tek hicrelere
ayristiriidi (14).

izole edilen hiicreler, 12 mm capa sahip daha
o6nceden poli-p-lizin ve laminin kaplanmis cam lamellere
(BD BioCoat, ABD) ekildi. Bu islemin ardindan
inkilbasyon amaciyla 37°C’de %5 CO, igeren nemli bir
inkiibatére (Heraus, Almanya) birakildi. Lamel Gzerine
DKG néronlarinin iyice yapigsmasi saglamak amaciyla en
az 4-6 saat slreyle inkiibe edildi ve daha sonra kalsiyum
g6runtileme deneylerinde kullanildi.

Hiicre lIgi Kalsiyum Gériintiileme ve Gériintii
Analizleri: Hicrelerin Fura-2-acetoxymethyl ester (AM)
ile yuklenmesi (floresan isaretleme): Bu calismada 1
glinlik DKG hucreleri kullanildi. Bu hucrelerin kultir
ortaminda 20 glin yasatimasina ragmen, 1 gunlik
hucrelerin kullaniimasinin sebebi aksonal ve dendritik
uzantilarin floresan kalsiyum gortintileme deneylerindeki
hesaplamalari etkilemesidir. Floresan boya yuklemesi
amaciyla hicreler Fura-2 AM (Fura-2 acetoxymethyl
ester) (5 uM, Molecular Probes, Ingiltere) ile oda
sicakliginda (~ 22°C) bir saat inkibe edildi. Yiklemeyi
takiben hicreler 20 dk igerisinde NaCl esasli hicre digi
solisyonu [135 mM NaCl, 5.9 mM KCI, 1.5 mM CaCly,
1.2 mM MgCl;, 11.5 mM glikoz, 11.6 mM HEPES
(ozmolarite 310 - 320 mOsm, sukroz) ile en az u¢ kez
daha yikanarak, hicre disindaki boya uzaklastirildi ve
fura-2’'nin deesterifikasyonu saglandi. Bu islemi takiben
hiicreler, mikroinkiibasyon kayit ¢emberine (Warner
Instruments, ABD) aktarildi ve mikroinkiibasyon-
perflizyon sistemi (Warner Instruments, ABD) araciligi ile
(1 ml/dakika) surekli sollsyonlar perfiize edildi ve bu
hicreler floresan atasmanli Nikon TE 2000S ters
mikroskop  altinda  gerektiginde  gorsel  olarak
degerlendirildi. Bir Xenon isik kaynagindan (LS- Sutter
Instr, ABD) UV isini hizli bir otomatize filtre siriclsuine
(Lambda-2, Sutter Instr, ABD) gonderildi. Isinlar bu filtre
sUricisinin sahip oldugu 340 ve 380 nm filtrelerden
(Chroma, ABD) gegerek mikroskop optikleri (Nikon TE
2000 S, S-flour 40X objektif, NA=1.4) araciigr dual
eksitasyon ve 510 nm’de emisyon gerceklesmesini
sagladi. Dijital bir CCD kamera (ORCA 285, Hamamatsu
Photonics, Hamamatsu, Japonya) aracilidi ile floresan
gorintileri ve veri kazanim-yazihm programi (sPCl,
ComPix) araciligi ile bilgisayar hafizasina kayit edildi ve
bu islemi takiben floresan oranlari off-line olarak analiz
edildi.

Calismada kullanilan silostazol ve KCI deiyonize
suda, kapsaisin (Sigma) ise dimetil sulfoksit (DMSO)
icerisinde ¢6zlldl. Hicreler, perflizyon sistemi araciligi
ile sadece kisa siireli kapsaisin (1 uM) ve yiiksek K* (30
mM) uygulamasina maruz birakildi. DMSO’nun
uygulanan konsantrasyonunun [Ca+2]i diizeyi Uzerine
etkisi olmadigi belirlendi.

istatistiksel Analizler: Biitiin veriler ortalama * standart
hata (ort+SH) olarak belirlendi. istatistiksel
karsilastirmalar icin Student’s t testi kullanildi. P< 0.05
istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.
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Bulgular

Bu calismanin baslangicinda ilk olarak silostazolun
bazal [Ca+2]i dizeyi Uzerine etkinligi incelendi.
Silostazolun (1uM) DKG ndronlarinda bazal kalsiyum
seviyesi Uzerine etkisinin olmadigi tespit edildi. Bazal
kalsiyum seviyesi %100.0+0.0 kabul edildiginde
silostazol uygulamasi ardindan 6lgulen kalsiyum seviyesi
%99.8+0.8 idi (Sekil 1). Bu uygulamanin ardindan [Ca+2]i
degisiklikleri takip edebilmek amaciyla kiigiik ¢apli DKG
hiicrelerinin  kapsaisin ve yilkksek K' ile uyarma
cevaplihgi tespit edildi. Uygulamalar o6ncesi floresan
orani (340/380 nm) vyaklagik olarak 0.6 ve 0.8
arasindaydi.

Non-spesifik membran depolarizasyonu meydana
getiren KCIl uygulamasi ile meydana gelen [Ca+2]i
seviyesindeki degisim tim hicre alt tiplerinde (kiguk,
orta ve blylk) daha 6nceki ¢alismalarla (15) uyumlu bir
sekilde benzerdi. Kapsaisin duyarli olan nosiseptif
noronlar daha once yapilan bir calisma (15) ile ortaya
konulan kapsaisin uygulamasinin kugik capli DKG
noronlarinda buylk ve orta ¢capli DKG néronlarina oranla
¢ok daha yuksek oranda ve belirgin bir [Ca+2]i artigina yol
acmasi, bu calismada elde edilen kapsaisin cevaplari ile
benzerlik gostermektedir. Mevcut deney kosullarinda
fura-2 ile ylklenmis stabil (bazal) istirahat floresan
sinyalleri veren DKG hicrelerinden en az 5 dk slresince
stabil floresan sinyalleri kayit edilebilmistir. Bu kaydin
devaminda yuksek konsantrasyon KCI (30mM)
uygulandiginda kiguk ¢apli DKG néronlarinda meydana
gelen [Ca+2]i konsantrasyonundaki artis %190.3+6.2
(n=20) iken, 1uM silostazol+KCl uygulandiginda
meydana gelen artis %189.4+ 4.6 (n=20) idi (Sekil 2).
KCI'iin yalniz basina ve silostazol ile birlikte uygulamasi
arasinda istatistiksel agidan farklilik bulunamadi.

Benzer sekilde kapsaisin uygulandidinda, [Ca+2]i
konsantrasyonu kiiglk capli DKG ndéronlarinda 6nemli
Olgide artmisti. Bu meydana gelen artis % 165.614.1
(n=20) iken, 1 uM silostazol+kapsaisin uygulandiginda
meydana gelen artisin % 166.0+ 3.8 (n=20) oldugu tespit
edildi (Sekil 3). Kapsaisinin yalniz basina ve silostazol ile
birlikte uygulamasinin kiglik c¢apli DKG néronlarinda
[Ca+2]i seviyesindeki artis incelendigine  farklihk
bulunmamaktaydi.
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Sekil 3. Kapsaisinin yalniz bagina ve silostazol ile birlikte
uygulamasi F.Y: Fark yok

Tartisma

Bu c¢alismanin bulgulari, dugusal néronlarda KCI ve
kapsaisin ile indiiklenen [Ca™]; konsantrasyonundaki
artisi, fosfodiesteraz-3 enzim inhibitori silostazolun
aktive etmedigini gdstermektedir.

DKG noéronlarinin KCI ve kapsaisin ile uyarilmaya
karsilik olugsan cevaplari, gaplara gore siniflandiriidiginda
silostazolun, KCI ve kapsaisin ile birlikte uygulamasinin
cap farki olmaksizin bu ndéronlari etkilemedigi tespit
edildi.

Silostazolun platelet agregasyonunu, intraselluler
cAMP miktarini ve protein kinaz A aktivasyonunu
artirarak meydana getirdigi bilinmektedir (16, 17). Ayrica
silostazolun  kardiyoprotektif etkisinin  mitokondriyal
kalsiyum aktiveli potasyum kanallarinin  (mitoKca)
aglimasinin roli olabilecedi yapilan galismalarla ortaya
konulmustur (18-20). Buna ilaveten silostazolun yiksek
iletkenlikli  kalsiyum  badmh  potasyum kanallar
aracihgiyla hipofiz GH3 hucrelerinde ve feokromositoma
PC12 hucrelerinde arttirdigi gosterilmistir (21). Ancak
DKG hicrelerinde yapilan bu c¢alismada kalsiyum
bagimh K™ kanal iletkenligi sorgulanmamistir.
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Tim bu caligmalar ilave galismalarla silostazolun
DKG néronlarinda da benzer etkilerinin olup olmadigini
incelenmesi gerektigini ortaya koymaktadir.

Sonu¢ olarak; spesifik cAMP fosfodiesteraz 3
inhibitéri olan silostazolun duyusal néronlar (zerine
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