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OZET

CDP-kolin, viicutta endojen iiretilen niikleotid yapisinda bir bilesik olup, sicanlarda
akut agr1 modellerinde analjezik etkisi gosterilmistir. Calismada; deneysel inflamatuvar
agr1 modelinde CDP-kolin’in, carrageenan uygulamasina baglh gelisen hiperaljezi ve pence
O0demi iizerine etkisi arastirildy; analjezik etkileri degerlendirildi.

Deneylerde Sprague-Dawley erkek sicanlar kullamld. Ilaglar, tuzlu su icinde
hazirlanarak intraserebroventrikiiler yolla 10 ul hacimde uygulandi. inflamasyon,
sicanlarin sag arka pencelerine intraplantar % 2’lik A-carrageenan enjeksiyonu (700 ul)
yapilarak olugturuldu. Inflamatuvar agr1 duyarliligi termal ve mekanik penge ¢ekme
testleriyle, carrageenana bagl gelisen pengce 6deminde pence genisligi dijital
mikrometreyle Olciilerek degerlendirildi.

CDP-kolin (0.5, 1 ve 2 umol) her iki testte doza ve zamana bagh olacak sekilde
antihiperaljezik etki olusturdu. Antihiperaljezik etki esmolar dozlardaki (/ umol) kolin ve
CDP-kolin uygulamasimda benzer sekilde ortaya ¢ikarken; sitidin i¢in ayni etki termal
pence cekme testinde goriilmeyip, mekanik pence cekme testinde 5. dakikada saptandi.
CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisi her iki testte de, uygulanan hemikolinium-3 (yiiksek
afiniteli kolin geri alim blokorii, 1 ug), mekamilamin (secici olmayan nikotinik reseptor
antagonisti,50 ug), alfa-bungarotoksin (a7 noronal nikotinik reseptor antagonisti, 2 ug) ve
CGP-35348 (GABAp reseptor antagonisti, 20 ug) 6n tedavileri ile baskilandi. Atropin
(secici olmayan muskarinik reseptor antagonisti, 10 ug) ve nalokson (secici olmayan
opioid reseptor antagonisti, 10 ug) 6n tedavileri ise CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisini
degistirmedi. CDP-kolin’in (2umol, intraserebroventrikiiler) carrageenana bagh gelisen
pence ddemini azaltmadigl gézlemlendi.

Elde edilen bulgular, sicanlarda inflamatuvar agri modelinde CDP-kolin’in
antihiperaljezik etki yaptigini ortaya koymustur. Presinaptik kolinerjik mekanizmalarin
aktivasyonu araciligiyla santral o7 nikotinik kolinerjik reseptorlerin uyarilmasi CDP-
kolin’in antihiperaljezik etkisindeki muhtemel mekanizma olarak goriinmektedir. Santral
GABAg reseptorler, CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisinde rol oynarken; opioid
reseptorlerin rolii gdriilmemistir.

Anahtar kelimeler: CDP-kolin, inflamatuvar agr1, analjezik, antihiperaljezik,

nikotinik reseptorler
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SUMMARY

The Analgesic Effect of CDP-Choline in Experimental Inflammatory Model of Pain
and The Mechanisms Involved in The Effect

CDP-choline, a nucleotid compound endogenously produced by the organism, elicits
analgesic effects in acute pain models in rats. In this study, the effects of CDP-choline on
both hyperalgesia and the carrageenan-induced paw edema were investigated and the
analgesic effect was evaluated in an experimental inflammatory pain model.

Experiments were performed on male Sprague-Dawley rats. All drugs were prepared
in saline and administered intracerebroventricularly in 10 pul volume. Inflammation was
produced by injection of 2% lambda-carrageenan (/00 ul) to right hind paws of rats
intraplantarly. Termal paw plantar test and mechanical paw pressure test were used to
measure the antihyperalgesic effect. The width of hind paws was measured with digital
microcaliper to expose the effect of CDP-choline on the carrageenan-induced paw edema.

CDP-choline (0.5, 1, 2 umol) exerted antihyperalgesic effect in a dose and time
dependent manner in both tests. Equimolar doses of CDP-choline (1 umol) and choline
showed similar antihyperalgesic effects, while cytidine (/ umol) did not change the
thermal paw withdrawal latency but showed antihyperalgesic effect at the fifth minute of
the mechanical paw pressure test. Hemicholinium-3 (high affinity choline uptake blocker,
1 ug), mecamylamine (nonspecific nicotinic receptor antagonist, 50 ug), alpha-
bungarotoxin (selective o7 nicotinic receptor antagonist, 2 ug) and CGP-35348 (GABAg
receptor antagonist, 20 ug) pretreatments abolished the antihyperalgesic effect of CDP-
choline in both experimental pain models in rats. Atropine (nonspecific muscarinic
receptor antagonist, 10 ug) and naloxone (non-specific opioid receptor antagonist, 10 ug)
pretreatments failed to alter the antihyperalgesic effect of CDP-choline. CDP-choline
(2umol, intracerebroventricularly) did not decrease the edema induced by carrageenan.

These results indicate that CDP-choline induced dose and time dependent
antihyperalgesic effect in inflammatory model of pain in rats. Activation of specific a7
nicotinic cholinergic receptors through the activation of presynaptic cholinergic
mechanisms appear to be involved in the antihyperalgesic effect of this drug. Central
GABAg receptors, but not opioid receptors, seem to be involved in this effect of CDP-
choline.

Key words: CDP-choline, inflammatory pain, analgesic, antihyperalgesic, nicotinic

receptors
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GIRIS

CDP-kolin (sitidin-5’-difosfat kolin, sitidindifosfokolin, sitikolin), hiicre membran
fosfolipidlerinden fosfatidilkolin sentezinde bir ara iiriin olarak ortaya ¢ikarak hiz
kisitlayic1 basamakta rol oynayan, endojen olarak viicutta meydana gelen niikleotid
yapisinda bir bilesiktir (1). Farkli deneysel ve klinik ¢caligmalarla bu molekiiliin disaridan
verildigi durumlarda, hiicre ve membran fonksiyonlari iizerine yararh fizyolojik etkileri
oldugu kanitlanmistir. CDP-kolin ile yapilan klinik caligmalarla cesitli nérodejeneratif
hastaliklarda; Alzheimer hastaligi (2-4), serebrovaskiiler patolojiler (5-8), kafa travmalart
(9, 10); glokom (11) ve ambliyopi (12, 13) gibi baz1 gbz hastaliklarinda; 6grenme ve hafiza
fonksiyonlarinin iyilestirilmesinde (14, 15) yararh etkileri oldugu bildirilmistir. Deneysel
akut agr1 aragtirmalarinda (16-18) CDP-kolin’in analjezik etkinligi gosterilmistir. CDP-
kolin degisik ticari isimlerle ¢alisilmis, baz1 Avrupa iilkeleri ile Japonya’da fel¢ ve kafa
travmali hastalarda kullanimi onaylanmistir.

CDP-kolin disaridan verildiginde, viicutta hizla sitidin ve koline hidrolize edilir (19,
20). Oral, parenteral veya serebral yolla uygulanan bilesigin hidrolizlenmesinde hiicre
duvarinda bulunan fosfodiesterazlar gorev alir; 6nce sitidinmonofosfat ve fosfakolin ile ana
metabolitleri olan kolin ve sitidine doniisiir (1), ve plazmadaki miktar artar. Biitiin viicut
dokularma dagilabilen kolin ve sitidin, kolaylikla kan-beyin bariyerini gecer ve metabolik
yolaklarina girerek CDP-kolin’in bir¢ok fizyolojik ve farmakolojik etkilerine aracilik
ederler (1).

Kolin, noérotransmitter olan asetilkolin (ACh) basta olmak {izere; membran
fosfolipidlerinden lesitin (fosfatidilkolin), sfingomyelin ve plazmalojenlerin 6n maddesidir
(21). Ayrica betaine doniiserek metil grubu metabolizmasinda ve lipid transportunda rol
alir ve trombosit aktive edici faktor gibi bazi biyolojik bilesiklerin yapisinda da yer alir
(21). Kolin fizyolojik konsantrasyonlarinda, dolasimdaki kolini beyne ileten transport
sistemi ile sinir ucunda kolini ACh’e ¢eviren kolinasetiltransferaz (CAT) enzimi sistemi
doyurulmamis haldedir. Dolagsimda kolin diizeylerini artiran tedaviler, beyin kolin
diizeylerini (22-25) ve takiben ACh sentez ve saliverilmesini arttirarak (23,24, 26-28)
kolinerjik norotransmisyonda artisa yol acar (29, 30). Kolin ve CDP-kolin’in, si¢anlarda
periferik (intravendz, intraperitoneal) veya merkezi (intraserebroventrikiiler/ i.s.v.) yolla
uygulanmalarmi takiben gelisen noroendokrin, metabolik ve kardiyovaskiiler etkileri

ayrintili olarak incelenmistir (20, 31-40).



Kolinerjik sistem agr1 modiilasyonunda rol oynamaktadir. Deney hayvanlarina
merkezi, spinal veya periferik yolla uygulanan kolinerjik agonistler ve antikolinesteraz
etkili ilaglarin, belirgin analjezik etki olusturdugu gosterilmistir (41-47). Postoperatif agri
olgularinda; bir kolinesteraz inhibitorii olan neostigmin diger analjeziklerle kombine
edilerek kullanilmasina (42) karsin, yan etkilerinin fazla olmasi dolayisiyla kolinomimetik
ajanlar ideal bir analjezik olarak tanimlanamamaktadir.

Nikotinik asetilkolin (nACh) reseptorleri tizerine yapilan ¢aligmalar, kolinerjik
sistemin aracilik ettigi analjezik etkide bu reseptorlerin 6nemi iizerine dikkat cekmistir (48,
49). Spinal ve supraspinal nikotinik reseptor aktivasyonunun degisik agr1 modellerinde
analjezik etki olusturdugu gosterilmis ve son yillarda nikotinik reseptorleri etkileyen
bilesikler yeni analjezik ajanlar olarak ilgi uyandirmistir (50, 53). Memeli santral sinir
sisteminde farkli nACh reseptor alt tipleri sentez edilmektedir. Bugiine degin nikotinik
reseptorleri hedef alan ajanlarin neden oldugu analjezik etkiye, néronal yolaklardaki
dagilimlar1 nedeniyle muhtemel a4B2 ve a7 nACh reseptor alt tiplerinin aracilik ettigi one
stirtilmiistiir (54, 55). Kolin, a7 nACh reseptor alt tipine secici agonistik etki
gostermektedir (56-58). Deney hayvanlarina merkezi veya periferik yolla kolin
verilmesinin, belirgin analjezik etki olusturdugu bildirilmistir (48, 49). Merkezi yolla
verilen CDP-kolin’in, sicanlarda akut agr1 modellerindeki analjezik etkisi ve bu etkide rol
oynayan mekanizmalar ortaya konmustur (17, 18).

Inflamatuvar agr1 modelleriyle yapilan ¢aligmalarla ortaya konulan sonuclar da;
santral kolinerjik sistem aktivasyonunun analjezik ve antihiperaljezik etkiler olusturdugu
yoniinde bilgiler sunmustur (49, 59-62). Bununla iligkili olarak, inflamatuvar agri
modellerinde kullanilan kolinerjik ajanlarin antinosiseptif, antihiperaljezik ve
antiinflamatuvar etkileri olabilecegi gosterilmistir (63). Yine yapilan ¢alismalardan elde
edilen sonuclara dayanarak nikotinik kolinerjik reseptorler, inflamatuvar agr1 tedavisinde
yeni hedef alani olmustur (60). Kolinin tek basina kullanildiginda; hem inflamatuvar
agrida analjezik etki olusturdugu (49) ve hem de solunum yolu inflamasyonunda
antiinflamatuvar etkinlik meydana getirdigi (64) gosterilmistir.

Kolinerjik antiinflamatuvar yolak, inflamasyonun noral inhibisyonunu ag¢iklamada bir
mekanizma olarak karsimiza ¢ikmaktadir (65). nACh reseptorlerinin o7 alt tipinin,
inflamasyonda esensiyal bir diizenleyici oldugu ortaya konmustur (65-67). Endotoksemi
ve sokun deneysel hayvan modellerinde, vagus sinirinin antiinflamatuvar rolii
gosterilmistir (65). Kolinerjik antiinflamatuvar yolagin, epiteliyal inflamatuvar

hastaliklarda da 6nemli bir diizenleyici mekanizma oldugu ortaya konmustur (66). In vitro



olarak da, makrofajlardaki timor nekroz faktor o (TNF o)) saliniminin kolinerjik
antiinflamatuvar yolak araciligiyla inhibisyonu i¢in, a7nACh reseptorlerinin esansiyel
oldugu gosterilmistir (67). Nikotinik antiinflamatuvar yolak ve diger endojen
antiinflamatuvar mekanizmalar1 daha iyi anlamanin, cesitli inflamatuvar hastaliklarin
(perodontit, psoriasis, sarkoidozis, iilseratif kolit) spesifik tedavi stratejilerini gelistirmede
gerekli oldugu goriisii 6ne siiriilmiistiir (66).

Agr1; potansiyel bir doku hasari ile ortaya ¢ikan, yasam kalitesini etkileyen, duyusal ve
duygusal bir deneyim olup, ge¢gmisten bugiine arastirmacilari tedavi arayisina gotiiren en
onemli saglik sorunlarindan birisidir. Yan etkisi az, giivenilir ve giiclii etkinlikte agr1
kesici ilaglarin arastirilmasi giiniimiizde daha da artmustir. Yukarida da s6z edildigi gibi
bazi hastaliklarin tedavisinde etkin olarak kullanilan CDP-kolin diger kolinomimetik
ajanlarda ortaya ¢ikan yan etkilere sahip olmayan, giivenli bir ilagtir. Ayrica daha 6nce
sicanlarda yapilan ¢alismalarda akut agrida giiclii analjezik etkisinin oldugu gosterilmistir.
Bu nedenle biz ¢alismamizda; lambda-carrageenan (A-carrageenan) ile olusturulan
inflamatuvar agr1 modelini kullanarak, merkezi yolla uygulanan CDP-kolin’in
antihiperaljezik ve olas1 antiinflamatuvar etkisini ve etkide rol oynayan mekanizmalari

arastirmay1 amacladik.



GENEL BIiLGIiLER

1. CDP-kolin’in Genel Ozellikleri

1.1. CDP-kolin’in Yapisi ve Sentezi

CDP-kolin (C;4H26N401,P>) hiicre metabolizmasinda gorev almak iizere viicutta
endojen olarak iiretilen, niikleotid yapisinda, molekiil agirligi 488.33 g/mol olan biiyiik ve
polar bir bilesiktir (Sekil — 1). Monosodyum tuzu beyaz, kristalize ve suda yiiksek
¢Oziiniirlige sahiptir (1).

Bir¢ok iilkede satis alan1 bulan CDP-kolin’in, 50’den fazla ticari ismi bulunmakla

birlikte, uluslararasi alanda onerilen tescil edilmemis ismi “Sitikolin” dir.

NH;
Hs;C
H;C—N*'—CH, 0 0
VAR | |

HaC HoC — —P—D—F|’—D

] o
N N
Kolin Difosfat Sitidin

Sekil — 1: CDP-kolin’in molekiil yapisi.

(IUPAC tarafindan sistematik ad1: 2- [{ [ 5-(4- amino- 2- oxopyrimidin-1-yl)-3, 4- dihydroxy-
oxolan- 2-yl|methoxy- hydroxyphosphoryl} oxy- oxido- phosphoryl] oxyethyl- trimethyl-
azanium)

Kennedy ve Weiss tarafindan 1956’da tanimlanan “Kennedy yolag:”, hiicre
membraninda kolinden fosfatidilkolin sentezlenmesinde sorumlu ii¢ basamakli sentez
yoludur (68) ve yolagin hiz kisitlayicit basamaginda CDP-kolin bir ara iiriin olarak
sentezlenir (1, 69). Daha az olmakla beraber, fosfatidilkolinin sentezinde bu yolagin
disinda; karacigerde gelisen “fosfatidiletanolamin metilasyon” yolu, fosfatidilserin ile
fosfatidiletanolamindeki serin ve etanolamin gruplarinin serbest kolin grubu ile yer
degistirmesinden ibaret “baz degisimi yolagi” da vardir. Membran fosfolipidlerinden

fosfatidilkolinin biiyiik boliimiiniin sentezinden sorumlu olan Kennedy yolaginin birinci



basamaginda; kolin kinaz enziminin katalizledigi geri doniislii bir reaksiyonla kolin,
fosforile edilerek fosfokoline doniisiir. Kennedy yolaginin hiz kisitlayic1 basamagi da olan
ikinci basamakta; CTP:fosfokolin sitidil transferaz (CCT) enzimi araciligiyla fosfokolin ve
sitidin-5’-trifosfat (CTP) reaksiyona girerek CDP-kolin’i olusturur. Son olarak iiciincii
basamakta da; 1,2-diacilgliserol kolin fosfotransferaz enziminin katalizledigi bir
reaksiyonla, CDP-kolin’in fosfokolin grubu olan sitidindifosfokolin, diagilgliserole
aktarilarak fosfatidilkolin sentezi gerceklesir (70-75) (Sekil — 2). Endojen CDP-kolin
miktarin arttirmaya yonelik kolin, sitidin, orotik asit gibi 6n tedavilerle ya da dogrudan

CDP-kolin verilmesiyle fosfatidilkolin sentezinde artig saglanabilmektedir (19, 76, 77).
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ATP HO-CHz-CHx-N*(CHs)s

kolin kinaz
o
ADP 1
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o
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[o]
n
e -0-P-0- CHz-CHo-N*(CHa)s
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1
e 0=P-0-Rib-Sitozin
1
. O-
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diagilgliserol 1
kolin CH,-0-C-R'
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n
CH-0-C-R?
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[o]
n
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PR . o-
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Sekil — 2: Kennedy yolagi aracilifiyla CDP-kolin sentezi; CMP: Sitidinmonofosfat, ATP:
Adenozin trifosfat, ADP: Adenozin difosfat, Rib: Riboz, P: Fosfat grubu



1.2. CDP-kolin’in Metabolizmasi

In vivo kosullarda CDP-kolin, hiicre membraninda yerlesik fosfodiesterazlar tarafindan
hizla sitidinmonofosfat ve fosfokoline hidroliz edilir. Ardindan bu iki molekiiliin
defosforilasyonu sonucu sitidin ve kolin aciga ¢ikar. Sitidin ve kolin hiicre i¢ine almarak,
hiicre icinde CDP-kolin’in yeniden sentezlenmesini saglarken ayn1 zamanda kendilerine ait
etkilere de aracilik ederler (Sekil — 3). Bir pirimidin niikleozidi olan sitidin, hiicre i¢cinde
niikleik asitler ve proteinlerin yapisina katilir. Ayrica hiicre i¢inde sitidin, sitidintrifosfata
doniisiir ve membran fosfatidilkolin yapisina kolin katilimin arttirir (78). Kolin, hiicre
membranlarinda fosfatidilkolin, sfingomyelin ve plazmalojenlerin polar alt tinitesini
olusturur. Ayrica betain iizerinden metiyonin sentezine katkida bulunurken; asetilasyon

yolagina da girerek, norotransmitter ACh sentezinde de kullanilir.

CDP-KOLIN

hidroliz hidroliz

defosforilasyon defosforilasyon

SiTiDINMONOFOSFAT FOSFOKOLIN

SiTiDiN |:> NUKLEIK ASIT ASETILKOLIN <:I KOLIN

BETAIN
SiTiDiINTRiIFOSFAT FOSFOKOLIiN ﬂ
METIYONIN
CDP-KOLIN ﬂ
PROTEINLER

FOSFATIDILKOLIN

Sekil — 3: CDP-kolin’in metabolizmasi



1.3. CDP-kolin’in Periferik Dokularda ve Beyin Dokusundaki Dagilim

CDP-kolin oral yolla verildiginde, molekiil yapisi nedeniyle parcalanarak aktif
metabolitlerine doniismeden absorbe edilmesi giictiir. Oral yolla uygulanan CDP-kolin,
emilim Oncesi ya da emilim sirasinda parcalanmak suretiyle hizla aktif metabolitleri olan
kolin ve sitidine doniisiir.

Radyoizotopla isaretli CDP-kolin oral yolla verilerek radyoaktivite izlenmis; 30 dakika
sonra midede biiyiik oranda CDP-kolin, barsakta ise daha ¢ok kolin ve sitidin fraksiyonlar1
oldugu gosterilmistir (79). Sitikolin, intestinal mukozada kisa siirede kolin ve sitidin
metabolitlerine ayrismaktadir (79). Siganlara oral yolla verilen '*C ile isaretli CDP-kolinin
biyoyararlaniminin neredeyse tama yakin oldugu (% 95) bulunmustur (74). CDP-kolin’in
oral veya intravendz yolla verilmesini takiben hizla metabolize oldugu, dagilim ve
metabolizma bakimindan da her iki yolla verilis arasindaki farkin daha cok kantitatif yonde
oldugu belirtilmistir. CDP-kolin oral yolla uygulandiginda kolin ve sitidinin plazmadaki
derigimlerinin daha yavas yiikseldigi, ancak idrarla atilimimin daha yiiksek miktarlarda
oldugu gosterilmistir (80). Saghkli insanlara oral yolla 300 mg '*C isaretli sitikolinin bir
kez uygulamasini takiben, toplanan gaitada verilen dozun ancak %1’inden daha az1
saptanabilmistir. Bu bulgular CDP-kolin’in gastrointestinal sistemden absorpsiyonunun
tama yakin oldugunu gostermektedir (81). CDP-kolin’in oral yolla uygulanmasindan sonra
metabolitlerinin si¢canlarda ve insanlarda farklilik gosterdigi bulunmustur. Sicanlarda
plazma kolin ve sitidin diizeylerinin arttig1 (19, 80), insanlarda ise plazma kolin ve iiridin
diizeylerinin arttig1 saptanmistir (82).

CDP-kolin’in biiyiik ve polar bir bilesik yapida olmas1 kan-beyin bariyerinden ge¢isini
zorlastirir (83). Periferik verilen total dozun ancak % 0.25’nin beyin dokusuna ulasabildigi
gosterilmistir (83, 84). CDP-kolin’in beyine gecisini arttirmak amaciyla; molekiiliin
lipozomlara entegre edilmis formlari, in vivo serebral iskemi modeli uygulanan sicanlarda
kullanilmig ve terapdtik etkinliginin arttigr bildirilmistir (83, 85).

Oral yolla verilen CDP-kolin, beyin dokusuna kolin ve sitidin olarak alinmakta ve
beyinde baslica endojen CDP-kolin ile fosfolipid, niikleik asit ve proteinlerin sentezinde
kullanilmaktadir (84). Farelere '*C isaretli CDP-kolin uygulanmasindan sonra;
otoradyografik ve elektron mikroskopik yontemlerle beyinleri incelendiginde,
radyoaktivitenin secici olmaksizin hiicre membranlarinda (86), kolinerjik noronlarda ve
Purkinje hiicrelerinin subselliiler membranlarinda yogunlastig1 goriilmiistiir (87). Ls.v.
yolla verilen CDP-kolin’in, hipotalamus ve lateral serebral ventrikiilde kolin derisimini

yiikselttigi gosterilmistir (88).



1.4. CDP-kolin’in Metabolitleri

1.4.1. Kolin

Kolin (2-hidroksi-N, N, N-trimetiletanolamin), tiim hiicre membranlarinda
fosfatidilkolin ve sfingomyelinin polar subiinitini olusturan pozitif yiiklii kuarterner bir
bazdir (Sekil — 4). Hidrofilik yapida ve molekiil agirligr 105 g dir. Ticari formlar: kloriir
ve tartarat tuzu halindedir. CDP-kolin’in ana metabolitlerinden biridir ve kolinerjik
norotransmitter olan ACh’in 6n maddesidir.

Kolin bir ¢esit B vitamini olarak da nitelendirilebilen giinliik beslenmedeki temel
bilesiklerdendir. Ozellikle yumurtada, balikta, soya fasulyesinde, hububatlarda (bugday),
kabuklu yemislerde (yerfistig1), yagsiz ette ve sebzelerde bulunur. Anne siitii de kolin
icermektedir. Gidalarla alindiginda barsaklardan kolaylikla emilir ve kan-beyin bariyerini

gecebilir.

CH3
I
CH; — N"— CH,— CH,— OH
I
CH3

Sekil — 4: Kolin’in molekiil yapisi

Kolinin, beyin gelisimi ve fonksiyonu agisindan kritik gérevi bulunmaktadir (89-91).
Viicut icin gerekli kolin, diyetle alimimin yani sira, hiicre membranmda bulunan
fosfatidilkolinden birkag yol ile sentezlenebilir. Fosfatidilkolinin viicuttaki kolin
molekiiliiniin ana deposu ve kaynagi oldugu sdylenebilir. Fosfatidilkolinden olan sentez
baslica karaciger ve bobrekte olurken, cok sinirlt bir sekilde beyin noronlarinda da
gerceklesir (92, 93).

Sentezlenen veya digaridan diyetle alinan kolin dolasima gecerek biitiin viicuda dagilir.
Kolinin kan-beyin bariyerinden gecisi hizlidir. Bu gecis kapiller endotele yerlesik bir
tasiyic sistem araciligiyla gerceklesmektedir. Kolinin kan-beyin bariyerini gegisi iki
yonlii caligmaktadir. Metabolik enerjiye ihtiya¢ duymadan calisan ve konsantrasyon
gradiyenti olusturmayan bu tasiyict sistem normal kosullarda kolin ile doyurulmamais
haldedir. Tastyict sistemin plazmadaki kolinle doyurulmamis olmasi nedeniyle disaridan

kolin verilerek dolasimdaki kolin yogunlugu artirilmadik¢a kolin akis yonii beyinden kana



dogrudur (92). Dolagimdaki kolin derisiminin artirilmas: beyindeki kolin seviyesini
yiikseltir (22-25).

Kandan, beyin ekstraselliiler kompartmanina gegen kolinin ndron i¢ine alinmasi
baslica iki sistem aracilig1 ile olmaktadir:

a) Yiiksek afiniteli transport sistemi: Presinaptik kolinerjik néronun terminallerinde
bulunan, sodyum iyonuna bagimli ¢alisan ve hemikolinium-3 (HC-3) tarafindan bloke
edilen bir tagima sistemidir. Fizyolojik plazma (10 uM) ve beyin kolin
konsantrasyonlarinda bu sistem doyurulmus haldedir (Km: 0.1-10 uM). ACh sentezinde
hiz smirlayic1 basamak oldugu diisiiniilen bu tasiyici sistem ile ACh’in hidrolizlenmesiyle
ortaya ¢ikan kolin, presinaptik kolinerjik nérona geri alinarak bu néronlarda ACh
sentezinde kullanilir (92, 94).

b) Diisiik afiniteli transport sistemi: Noron govdesinde bulunan, sodyum iyonuna
bagimli olmayan ve K, degeri daha yiiksek (30-100 uM) olan, normal sartlarda
doyurulmamais bir tasiyici sistemdir. Bu sistem temel olarak fosfatidilkolin ve diger
fosfolipidler icin gerekli olan kolin destegini saglamada gorev alir. Yiiksek afiniteli
transport sisteminin aksine insan dokularinda yaygin olarak bulundugu; 6zellikle
enterositler, hepatositler, plasental doku, mitokondri ve sinaptozomlarda varligi
gosterilmistir (95, 96).

Kolin, ACh’in hem 6n maddesi hem de yikim iiriiniidiir. ACh, CAT enziminin
katalizorliigiinde kolin ve asetil CoA’nin birlesmesi sonucu olusur. CAT enzimi,
fizyolojik kosullarda doyurulmamais halde olup, kapasitesinin altinda ¢alismaktadir
(Km: 400 pM, kolin konsantrasyonu: 5060 uM) (92). Disaridan uygulamalarla plazma
kolin derigsiminin artirilmasi, beyin kolin derisimlerinde ve ACh sentezinde artisa yol acar.
Yapilan caligmalarla, dolasimdaki kolin diizeyi arttirildiginda, beyindeki kolin (22-25) ve
ACh diizeylerinde (23, 24, 27) artis oldugu gosterilmistir. Ayrica beyin dilimlerinde ve in
vivo mikrodiyaliz ¢alismalarinda, kolin diizeylerinde saglanan artisin, ACh sentez ve
saliverilmesinde de artis meydana getirdigi gosterilmistir (26, 28, 97-99). Bu uygulamalar
sonucunda kolinerjik iletide artis ve (29, 30) fonksiyon degisiklikleri meydana gelmektedir
(31, 100-102).

1.4.2. Sitidin ve Uridin
Sitidin (Sekil — 5) ve iiridin (Sekil — 6) birer primidin niikleozididirler. Primidin
niikleozidleri, i¢erdikleri seker molekiiliiniin tek bir hidroksil grubunun fosforile

edilmesiyle, primidin mononiikleotidlerine doniiserek yikimlanmaktan korunurlar. Kisaca



niikleotid molekiilii, niikleozid molekiiliiniin fosfat esteridir. Primidin niikleotidleri
genetik bilgi transferi, niikleik asid olusumu, enerji metabolizmasi, lipid biyosentezi,
metabolik reaksiyonlar ve sinyalizasyon gibi 6nemli fonksiyonlarda rol alan kritik

molekiillerdir.

Sekil - 5: Sitidin’in molekiil yapisi

Sekil — 6: Uridin’in molekiil yapist

Primidin bazlarina (sitozin, timin, urasil) bir pentoz seker molekiiliiniin baglanmasiyla
primidin niikleozidleri (sitidin, iiridin, deoksisitidin, deoksiiiridin, deoksitimidin), bunlara
fosfat grubu eklenmesiyle primidin mononiikleotidleri (sitidin 5’-monofosfat [CMP,
sitidilat], deoksisitidin 5’-monofosfat [dCMP, deoksisitidilat], deoksitimidin 5’-monofosfat
[TMP, deoksitimidilat], iiridin 5’-monofosfat [UMP, iiridilat]), piirin veya primidin
niikleotidinin 5’-fosfat esterinin ikinci bir fonksiyonel alkol grubuyla (-OH)
esterlenmesiyle ¢oklu niikleotid gruplar1 (oligoniikleotidler, poliniikleotidler) ve bunlarin
kovalent baglarla birlesmesiyle de niikleik asidler (deoksiriboniikleotid polimeri = DNA:

deoksiriboniikleik asid, riboniikleotid polimeri = RNA: riboniikleik asid) olusur.
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Pirimidin tiirevi CTP, hayvansal dokularda bazi fosfogliseridlerin biyosentezinde;
seramid ve CDP-kolin’in bir araya gelmesiyle sfingomyelin ve diger substitiie sfingozinleri
olusturmada gorev alir. CDP-kolin’in hem yikim iirtinlerinden biri, hem de sentezine
katilan bir 6n madde olan sitidinin, membran fosfotidilkolinine kolin eklenmesini
artirararak membran fosfolipid sentezini artirdig1 gosterilmistir (76, 78). Yeni caligmalarla
(82, 103) iiridinin de, CTP’ye doniiserek CDP-kolin sentezine ve bu yolla membran
fosfolipidlerinin sentezine katkida bulundugu ortaya konmustur. Oral yolla iiridin verilen
gerbillerde beyinde UTP, CTP ve CDP-kolin seviyelerinin arttig1 (104); sinaptik
proteinlerin ve fosfolipidlerin diizeyinde artis meydana geldigi gosterilmistir (105). Sican
beyin dilimlerinin sitidin, iiridin veya kolinle ve kolin de katilmis sitidin ya da iiridinle
inkiibe edildigi bir calismada, sitidin ve iiridinin striatal, hipokampal, kortikal beyin
dilimlerinde ACh sentez veya salinimin etkilemeden CDP-kolin seviyesini artirdig: tespit
edilmistir (106). Daha 0nce yapilan bir ¢caligmada sitidinin striatal ACh seviyesini bir
miktar azaltabilecegi gosterilmigken (76), son ¢aligmada sitidin ve iiridinin ACh
seviyesinde artig ya da azalig yaratmadan membran fosfolipid sentezine katilabilecegi
gosterilmis (106) ve bu farkliligin metod degisikliginden kaynaklandig: ileri siirtilmiistiir.

Primidinler hidrofobik yapida olmalar1 sebebiyle notral pH’da suda ¢oziinmezler.
Pirimidin biyosentezi, piirin biyosentezi ile beraber yiiriir; dolayisiyla piirin ve pirimidin
niikleotid biyosentezlerinin kontrolii birlikte saglanir. Piirin ve primidin niikleotidlerinin
sentezi birbirine benzerdir; sentez i¢in genel mekanizma ile diizenlenen iki yolak tarif
edilmistir.

1) De Novo yolak: Primidin niikleotidlerinin sentezinde fosforibozil pirofosfat (PRPP),
glutamin, CO; ve aspartat kullanilir. Sentez basamaklarinin ilk ikisinde kullanilan
enzimler allosterik olarak diizenlenmistir. Yolagin ilk ii¢ enzimi, son iki enzimin bunlar
izerine represyon ve depresyon mekanizmalariyla kontrol altinda tutulur. Dihidroorotat
dehidrojenaz enzimi disinda kalan enzimler sitozolden saglanir.

2) Kurtarma yolaklari: Pargalanan niikleik asidlerin yikim iiriinleri olarak ortaya ¢ikan
serbest piirin ve pirimidin bazlarmin tekrar kullanilmasiyla piirin ve pirimidin niikleotidleri
sentezlenir. Pirimidin niikleozidlerinden iiridin ve sitidin, iiridin-sitidin kinaz enziminin,
timidin ise timidin kinaz enziminin katalizledigi reaksiyonla uygun niikleotide doniiserek
yikimdan korunur. Niikleik asitlerin yikimz, hiicre i¢i veya hiicre 6liimiiniin sonucu
meydana gelebilecegi gibi, hayvanlarda diyetle alinan niikleik asitlerin sindirilmesi sonucu

da olabilir. Bazlar ya da niikleotidler kurtarma yolaklar: iizerinden niikleik asit sentezi i¢in
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tekrar kullanilamazsa pirimidin B-iireidopropionata yikimlanir. Piirin bazlarinda ise ayni
durumda son iiriin iirik asit olmaktadir.

Deney hayvanlarinda merkezi yolla uygulanan CDP-kolin’in ve sitidinin, hemorajik
sok olusturulmus sicanlarda kan basincinda istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde artig
meydana getirdigi bildirilmistir (88). Sicanlarda intraperitoneal yolla verilen CDP-kolin’in
antidepresan etkilerinin arastirildig bir calismada (107), kendisinin anlamli bir etkisi
bulunmazken; metabolitlerinden sitidinin antidepresan ve kolinin ise aksine prodepresan

etki gdsterdigi ortaya konmustur.

1.5. CDP-kolin’in Etkileri

1.5.1. ACh Sentezi ve Kolinerjik Sistem Uzerine Olan Etkileri

CDP-kolin viicuda girdiginde, metabolize olur ve dolasimda kolin diizeyinin artisina
yol acar (19, 108). Plazma kolin diizeyinin artis1, beyin kolin diizeyine yansir ve artisa
neden olur (22-25). CDP-kolin’in intravendz verilmesi plazma ve beyin kolin diizeyini
(20); i.s.v. yolla uygulanmasi da beyindeki kolin miktarini artirmaktadir (88).
Intraperitoneal CDP-kolin uygulamasinin, dorsal hipokampus ve neokortekste
ekstraselliiler ACh diizeyinde artisg sagladig1 gosterilmistir (109). Disaridan CDP-kolin
verildiginde plazma ve beyin kolin diizeylerinde artis ve buna bagli ACh sentezinde de
artis saglanir; kolinerjik aktivite desteklenir ve buna uyan fonksiyon degisikleri ortaya

cikar (27, 32, 33, 88).

1.5.2. Membran Fosfolipidleri Uzerine Olan Etkileri

CDP-kolin verilmesiyle sitidin ve kolin metabolitlerinin plazma diizeylerinde artis
meydana gelir. Kolin, membran fosfolipidlerinden fosfatidilkolinin yapisina girerken,
sitidin hiicre i¢inde CTP’ye doniisiir ve membran fosfatidilkolin yapisina kolin katilimini
artirir (78). Disaridan CDP-kolin uygulamasinin beyinde fosfatidilkolin ile birlikte
fosfatidilserin ve fosfatidiletanolamin seviyelerinde de artig sagladig: gosterilmistir (19).
Oral CDP-kolin uygulamasinin fosfolipaz A, enzim aktivasyonunu inhibe ederek
fosfatidilkolin yikimini azalttig1, dolayisiyla membran yapisinda koruyucu rol tistlendigi

ortaya konmustur (110).

1.5.3. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Olan Etkileri
Kardiyovaskiiler diizenlemede kolinerjik sistem 6nemli rol oynamaktadir. Beyinde

kolinerjik aktivite artis1, kan basincinda artiga yol agmaktadir (31, 111, 112). Merkezi
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veya periferik yolla uygulanan CDP-kolin’in, normal ve hipotansif kosullarda kan
basmcini arttirdig1 yapilan calismalarla ortaya konmustur (20, 88). Hemorajik soklu
hayvanlara, anestezi altinda verilen CDP-kolinin siiperior mezenterik arter ve renal arter
kan akimini artirdig1 ve yasam oranlarini ytikselttigi bildirilmistir (40). Ayrica deneysel
miyokardiyal iskemi-reperfiizyon hasarinda, intravenoz verilen CDP-kolin’in kalbi

koruyucu etkiye sahip oldugu ortaya konmustur (113).

1.5.4. Endokrin Sistem Uzerine Olan Etkileri

Hipotalamo hipofizer sistemin yogun kolinerjik innervasyona sahip olmasi nedeniyle
insan ve hayvanlarda yapilan ¢alismalarda CDP-kolin’in endokrin sistem iizerine etkileri
aragtirilmustir. Insanlarda intravendz uygulanan CDP-kolin’in kanda biiyiime hormonu
(GH) seviyesini yiikselttigi, prolaktin seviyesini ise azalttig1 gosterilmistir (114, 115).
Sicanlara 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 (32). I.s.v. veya intravenoz verilen CDP-kolin, plazma katekolamin ve
vazopressin diizeylerinde artisa yol agmustir (20, 33, 88). Sicanlara intraperitoneal yolla
CDP-kolin uygulamasi da serum insiilin, plazma glukagon ve katekolamin diizeylerini

yiikseltmistir (116).

1.6. CDP-kolin’in Kullanim ve Terapotik Potansiyeli

CDP-kolin’in yan etki profili diisiik, giivenlik aralig1 genis olmasina karsin ¢esitli
yollarla verildiginde ortaya ¢ikabilecek farmakolojik etkileri tamamen ortaya konmamustir.
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji ve Klinik Farmakoloji A. D. biinyesinde bu
maddenin giivenilirligi hakkinda detayl bilgi edinmek ve kullanim alanlarimi aydinlatmak
lizere bir seri caligma planlanmis, bu calismalarin bir kismi tamamlanmais, bir kismi da
halen yiiriitiilmektedir. Hayvanlarda ve insanlarda yapilan ¢aligmalarda yan etkisi ve
toksisitesi az goriilmiistiir (117-120). CDP-kolin’in giiniimiizde ila¢ olarak kullanildig:
veya kullanilma potansiyelinin bulundugu alanlar sunlardir:

a) Serebral iskemi ve hipoksi: Iskemik ve hipoksik patolojik durumlarda
fosfatidilkolin, kardiyolipin, sfingomyelin ve CCT enziminin kayb1 s6z konusudur.
Fosfatidilkolinin yikimlanmasi ve kaybiyla serbest yag asidi salimimu artar (121, 122).
CDP-kolin uygulanmasiyla baslica, bu 6nemli molekiillerin viicuttaki gerekli diizeyleri

korunmus olur. Disaridan CDP-kolin verildiginde, fosfatidilkolin sentezinin arttig1 ve
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arasidonik asit gibi serbest yag asitleri saliniminin azaldig1 gosterilmistir (123, 124).
Fosfatidilkolin sentezinde gorevli CTP, CCT enziminin aktivitesindeki diisiisii Onleyerek,
fosfatidilkolin diizeylerindeki azalmay1 engellemistir (125). Deneysel ¢calismalarda,
disaridan uygulanan CDP-kolin’le kardiyolipin ve sfingomyelin kayiplar1 karsilanmus,
glutatyon sentezi arttirilmis, glutatyon rediiktaz aktivitesi uyarilmis, lipid peroksidasyonu
azaltilmig ve Na*/ K" ATPaz aktivitesi yenilenebilmistir (126). CDP-kolin’in néron
koruyucu etkisinde fosfolipaz A, aktivasyonunun engellenmesi rol oynar (110, 126-128).
Klinik ve laboratuvar ¢alismalarinda CDP-kolin’in, serebral iskemi ve hipoksi
patolojilerinde kullanilmasiyla ddem ve infarkt miktarinin azaldig1 ve norolojik hasarlarin
geri dondiigii tespit edilmistir (6-8, 129-135).

b) Kafa travmalari: Deneysel kafa travmalar1 ¢alismalarinda CDP-kolin’in olusan
beyin 6demini azalttig1 ve bulgular: hafiflettigi gosterilmistir (109, 136). Klinik
caligmalarda CDP-kolin’in motor, biligsel ve psikolojik fonksiyonlarda diizelme ve
hastanede yatis siirelerinde kisalma sagladig: bildirilmistir (10, 137). Giiniimiizde bazi
Avrupa tilkeleri ve Japonya’da klinik kafa travmalar: olgularinda CDP-kolin tedavisi
onaylanmaistir.

c¢) Norodejeneratif hastaliklar: Disaridan verilen CDP-kolin, beyinde yarattig:
fosfatidilkolin, fosfatidilserin ve fosfatidiletanolamin artisiyla noronlarda membran
koruyucu etki gosterir (19). Bazi nérodejeneratif hastaliklarda (Alzheimer ve multiinfarkt
demans gibi) bu etkisinden yararlanmak i¢in kullanilmaktadir (2-4, 138-140).

d) Diger durumlar: CDP-kolin’in Parkinson hastaliginda (141-143), baz1 goz
hastaliklarinda [glokom (11, 144) ve ambliyopi (12, 13, 145)], 6grenme ve hafiza
fonksiyonlarinin iyilestirilmesinde (14, 15, 146-148) yararl etkileri oldugu bildirilmistir.
Deneysel miyokardiyal iskemi ¢aligmalarinda CDP-kolin’in reperfiizyon acisindan etkili
oldugu gosterilmistir (113). Deneysel akut agr1 arastirmalarinda (16-18) CDP-kolinin

analjezik etkinligi ortaya konmustur.

2. Agn ve Analjezi

2.1. Agrimin Tamimu ve Santral Sinir Sistemine iletilmesi

Agr1; Uluslararasi Agr1 Arastirmalari Dernegi’nin (International Association for the
Study of Pain-IASP) Taksonomi Komitesi tarafindan viicudun belli bir bdlgesinden
kaynaklanan, bir doku hasarma bagli olan ya da olmayan, duysal, hosa gitmeyen bir duyum

ve davranis sekli olarak tanimlanmugtir (149). Somatik duyunun bir alt modilitesi olan agr1
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0znel yapiya sahip olup bireyler arasinda algida degiskenlik gosterir ve agr1 sonrasinda
bireyde gelisen davranissal degisiklikler de buna bagli olarak farklilik gosterir.

Agrili uyaranin algilanmasini saglayan reseptorler biitiin viicutta yaygin olarak
bulunur. Nosiseptor ad1 verilen bu yapilar, dokuya bagh olarak 6zellesen serbest sinir
sonlanmalaridir ve agrinin tiiriine spesifiktir. Nosisepsiyon ise; viicudun herhangi bir
bolgesinde bir doku harabiyeti oldugu zaman, bu bolgeden salinan mediyatorler ve
aljeziklerin nosiseptorleri uyarmalari ile algilanmasi, merkezi sinir sisteminin belirli
bolgelerinde noral yapilarda degerlendirilmesi ve buna karsi gereken fizyolojik,
biyokimyasal ve psikolojik dnlemlerin harekete gecirilmesidir. Kisacasi nosisepsiyon
agrili uyaranlara kars1 sinir sistemi icerisinde olusturulan aktivasyondur ve her zaman agr1
deneyimiyle sonu¢lanmayabilir. Agri ile nosisepsiyon arasindaki iligki, algimin duyusal
girdilerinin beyinde yogunlastirildig1 goriisiinii destekler. Nosisepsiyonun agriy1 kapsadigi
diistiniilebilir (150-152).

Nosiseptorler termal, mekanik ve polimodal olmak iizere ii¢ tipte bulunur. Deride ve
daha derin dokularda tiim nosiseptor tipleri bulunurken visseral organlarda sessiz
nosiseptor admi alan ancak inflamasyon ve bazi kimyasal ajanlarla aktive olarak agri
algisma yol agan reseptorler bulunur. Termal nosiseptorler 45°C ve iizerine ¢ikan artmis
sicaklik degerlerinde ya da 5°C altina diigmiis sicaklik degerlerinde miyelinli A-delta (Ad)
tipi lifler (5-30 m/sn hizda tasinirlar) araciligiyla aktive olurlar. Mekanik nosiseptorler
deriye uygulanan yogun uyaranlari alirlar ve Ad tipi lifleri ile yanit olugtururlar. Ad tipi
liflerin hem termal, hem mekanik reseptorler aracilifiyla aktive olmalar1 nedeniyle diger
nosiseptor siiflandirmasinda mekanotermal reseptorler olarak gecmektedir. C-Polimodal
nosiseptorler ise myelinsiz C tipi liflerin (< 1 m/sn hizda tagmirlar) sorumlu oldugu yiiksek
siddette mekanik, termal veya kimyasal uyaranlarla uyarilirlar. Iyi lokalize edilen akut,
keskin, batici karakterde agriy1 Ad lifleri tagir ve yanit olustururken, daha az lokalize
edilebilen kronik ve yaygin agriyr C-lifleri iletir ve cevap olustururlar. Ornegin, keskin bir
cismin periferal dokuya batmasi 6nce mekanotermal nosiseptorlerin uyarilmasina (Ad tipi
lifler) ve dolayisiyla keskin bir agr1 algisina yol acar; ardindan polimodal reseptdrlerin
aktivasyonuyla (C tipi lifler) uzamis ve yanici tipte agr1 algis1 devam eder (150-153).

Bu 0zel reseptorler tarafindan algilanan, agrili ya da uzamis agrisiz uyarana (endojen
aljezik maddelerin ortama saliverilmesine neden olabilecek uyarilar) maruz kalma ile
nosisepsiyon baslatilir ve dort asamada agrili uyaran iist merkezlere iletilir (150-152, 154,

155) (Sekil - 7):
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a)Transdiiksiyon: Duyusal sinir uclarinda bulunan termal, mekanik veya polimodal
nosiseptorler araciligiyla algilanan agrili uyaranin sinir sistemi icerisinde iletimini
saglayabilmek icin bu reseptorler tarafindan elektriksel aktiviteye doniistiiriiliir.
Nosiseptorler tarafindan agrili uyaranin elektriksel aktiviteye cevrilmesiyle impuls (uyarti)
olusur.

b)Transmisyon: Agr1 impulsunun sinir sistemi icerisinde iist merkezlere, kortekse
dogru iletilmesidir. Bu asama periferden kortekse kadar uzanan nosiseptif yolak olup, 3
ana noron grubundan olugmaktadir.

i) Ad ile C tipi lifler, olusan agr1 impulsunu nosiseptorlerden alip spinal kordun
dorsal boynuzuna ulastiran primer aferent duyusal (I. sira noronlar) néronlardir. Primer
aferent noronlarin hiicre gdvdeleri, spinal koklerin dorsal kok ganglionunda veya
trigeminal ganglion gibi kafa ciftlerinin duyusal ganglionlarinda bulunur. Medulla
spinalisin dorsal boynuzunda Rexed (156) tarafindan tanimlanmis olan laminalardan
baslica Lamina I-II ve V alanlarinda sonlanirlar.

i1) Spinal kordun dorsal boynuzunda sonlanan primer aferent noronlar, burada
beyin sap1 ve talamusa uzanan (¢ikan, assendan) spinal néronlar (II. sira noronlar,
projeksiyon noronlari) ile sinaps yaparlar. Spinotalamik yolak (STT), bu grup noronlar
icerisinde en 6nemli yolaktir ve retikiiler formasyon, periakuaduktal gri madde (PAG) ve
hipotalamus ile yakin iliski icerisindedir. Projeksiyon noronlar1 araciligiyla, ¢ikan
(assendan) sistem ile spinal kord boyunca ilerleyerek agr1 impulsu iist merkezlere iletilir.
Nosiseptif impuls, spinal kordda bulunan eksitatuar interndronlar ile de 6n boynuzdaki
preganglioner sempatik noronlar1 ve motor ¢ekirdekleri uyararak sempatik ve motor refleks
cevaba yol acar.

i11) Supraspinal sistem veya yolak olarak da tanimlanan kortekse agr1 impulsunun
iletim basamag1 talamo-kortikal projeksiyon noronlari (III. sira ndronlar) araciligiyla olur.
Medial talamustan projekte olan lifler, limbik sisteme ugrayarak anterior singulat korteks
ve prefrontal kortekste sonlanirlar. Lateral talamustan projekte olan lifler ise
somatosensoryal kortekste (primer ve sekonder korteks) sonlanirlar.

c)Modulasyon: Agri impulsuna yanit olusmasi ve inen (dessendan) noral yolaklar ile
agrili uyaranin inhibe edilmeye calisilmasidir. Ozetle transmisyon iletisinin azaltilmasidar.
Modiilasyon periferik, spinal ve supraspinal diizeylerde olabilmektedir. Kap1 kontrol
teorisi, agrinin ilk olarak spinal kordda kontrol edildigi diisiincesini ortaya koyarak

modulasyonu agiklamada onemlidir (157). Cesitli beyin bolgeleri desendan inhibitor
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yolaklara etkir ve bu yolaklardaki sinir lifleri dorsal boynuz noronlariyla sinaps yaparak,
sinaptik araliga endojen opiadlar, serotonin, norepinefrin ve gama amino biitirik asit
(GABA) gibi inhibitor maddeler saliverirler. Bu mediyatorler primer aferent ve/veya
dorsal boynuz noronlar lizerindeki reseptorlere baglanarak nosiseptif transmisyonu inhibe
ederler.

d) Persepsiyon: Supraspinal diizeye ulasan agr1 impulsunun kortekste
degerlendirilerek agri duyusu olarak algilanmasidir. Talamus ve korteksteki néronlarin

agrili uyaranin siddetine paralel yanit olusturmasi burada dnemlidir.

Agrinin iletiminin dort asamasina ek olarak besinci asama sayilabilecek, agr1 duyusu
olarak algilanan bilginin hasar bolgesine iletilerek birey tarafindan dile getirilmesini ve

cevap davranisin sergilenmesini betimleyen ekspresyon son yillarda dile getirilmektedir.

Sekil — 7: Agrili uyaranin santral sinir sistemine iletilmesi ve agr1 algisi
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2.2. inflamasyon ve Inflamatuvar Agr1 Modelleri

Inflamasyon (yangi), Hippokrates zamanindan bu yana bilinmektedir. Celsius,
inflamasyon i¢in dort ana klinik bulgu ortaya koymustur: Isi, kirmizilik, sisme ve agri. Bu
komponentler akut inflamasyonun klasik lokal belirtilerine yol acar. Daha sonra yangida
fonksiyon bozuklugunu ifade etmek amaciyla besinci bir klinik belirti sayilabilecek
fonksiyon kaybi ilave edilmistir. Inflamasyon, gesitli zararli etkenler nedeniyle gelisen
doku irritasyonu veya enfeksiyonuna karsi, organizmanin kendini onarma ¢abasiyla
gosterdigi vaskiiler, humoral ve hiicresel reaksiyonlari iceren koruyucu yanittir. Yangi bir
savunma mekanizmasi olmakla birlikte, ayn1 zamanda zararh yonleri bulunmaktadir.
Zedelenme, fiziksel, kimyasal ve biyolojik ajanlarin yol actiklar1 anormal uyar1 nedeniyle,
etkilenmis kan damarlarinda ve ¢evre dokularda olusan sitolojik ve histolojik
reaksiyonlardan meydana gelen dinamik kompleksi iceren temel bir patolojik siirectir.
Inflamasyonda en 6nemli 6zellik; agrili olmayan bir uyaranin agr1 meydana (allodini)
getirmesi ya da hafif bir uyariin daha siddetli agriya (hiperaljezi) neden olmasidir (153).
Inflamatuvar yanit bag dokuyu, plazmay1, dolagim hiicrelerini, kan damarlarmi, bag
dokunun selliiler ve ekstraselliiler komponentlerini icerir. Akut inflamasyon nispeten kisa
stireli, birka¢ dakika, birkag¢ saat veya birkag giin olup, esas 6zellikleri plazma protein ve
stvisinin eksudasyonu, baslica notrofiller olmak {izere makrofajlar ve 16kositlerin
emigrasyonudur. Inflamasyonun erken dénemde vaskiiler ve ge¢c donemde hiicresel
yanitlari, inflamatuvar bir stimulusla (uyarim) meydana gelen kimyasal faktorlerle plazma
ve hiicrelerden ¢ikan kimyasal mediyatorler vasitasiyla ortaya ¢ikmaktadir. Bu endojen
maddeler birlikte veya sirayla etki yaparak inflamasyonun yanitinin olusmasini etkiler
(153, 158, 159).

Deney hayvanlarinda kullanilan inflamatuvar agr1 modelleri genelde arka pence i¢ine
irritan bir ajanin intraplantar uygulanmasina ve bu ajanin bulundugu bolgede yanginin
kriterleri olan 6dem, kasmti, kizariklik ve agr1 olusturmasina dayanir. Sicanlarda ¢alisilan
baslica deneysel modeller arasinda carrageenan enjeksiyonu, formalin enjeksiyonu,
complete freud’s adjuvant (CFA) enjeksiyonu, kapsaisin enjeksiyonu, mustard oil (hardal
yag1) enjeksiyonu, zymosan enjeksiyonu ve artrit modelleri sayilabilir. Bu modeller
arasinda carrageenan en ¢ok kullanilan inflamatuvar agr1 modelidir. Irlanda yosunu olarak
da bilinen inflamatuvar bir etmen olan “carrageenan” ya da diger adiyla “carrageenin”,
kirmizi deniz yosunlarindan elde edilen, lineer siilfatlanmis polisakarit familyasindandir.
Carrageenan'm 1930'lu yillarda endiistriyel 6lcekte ilk kez ortaya ¢iksa da, M.O. 600

civarmda Cin'de ve M.S. 400 civarinda Irlanda'da jelatin oziitiiniin besin katki maddesi
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olarak kullanildig1 bilinmektedir ve halen kullanilmaktadir. Klinikte gozlemlenmis olan
inflamatuvar agr1 hallerini modellemede kullanilan bu madde, enjeksiyonundan ii¢ saat
sonra doruga ulasan lokalize sislik ve agriya yol acar (160-162). Carrageenan deney
modeli ayn1 zamanda antiinflamatuvar etkisi arastirilan etken maddeleri i¢in de
kullanilmaktadir (162-164). Carrageenan’in neden oldugu inflamasyon ve buna bagl
gelisen hiperaljezik yanitta periferik doku ve hiicrelerden ortama salgilanan TNF-a,

interlokin 1B (IL-1P) ve bazi prostasiklinlerin aract oldugu gosterilmistir (165-167).

2.3. inflamatuvar Agr1 Mekanizmasi

Inflamasyon siirecinde doku hasarlanmas1 sonucu hasarlanmis dokudan bazi
mediyatorler salinir ve salinanan bu mediyatorler, inflamatuvar agr1 patogenezinde primer
rol oynar. H*, K*, ATP, bradikinin, prostaglandinler, lokotrienler, proinflamatuar
sitokinler, serotonin, histamin ve sinir biiylime faktorii bunlar arasinda bulunmaktadir
(150-152, 154, 158, 167, 168). Kendi reseptorleri izerinden primer aferent lifleri
uyarabilirler, bunun disinda nosiseptorlerin diger uyaranlara kars1 duyarliligini da
artirabilirler. Bu sirada primer aferent liflerin ucundan, aksonal refleks mekanizmasi ile
ortama salman substans-P, kalsitonin gen iliskili peptid (CGRP) ve norokinin-A ile
nosiseptorlerin uyarilmasi artar. Ortama gelen mast hiicrelerinden histamin
degraniilasyonu araciligi ile sekillenen norojenik inflamasyon sonucu, ortama daha fazla
algojen madde (bradikinin, serotonin gibi) akisi saglanir (151, 152, 154, 158, 168-170).
Gelisen bu olaylarla hasarli bolgede nosiseptorlerin uyarilabilirligi artar ve agr1 esigi diiser.
Sonugta primer hiperaljezi olusur. Uyarilmanin kroniklesmesi ile inflamasyonlu bélgenin
etrafindaki saglikli dokuda bulunan nosiseptorler de uyarilir ve burada da agr1 esigi diiser
ve sekonder hiperaljezi meydana gelir (150-154, 159, 171). Tiim bu patofizyolojik agr1
sireci “periferik sensitizasyon’ olarak adlandirilir (150-154, 155, 170, 171).

I. sira noronlarin nosiseptif uyariy1 periferden alip tasiyan A-d ve C-lifleri, medulla
spinalisin arka boynuzundaki Lamina I-II ve V’te sonlanir. Spinal kord arka boynuzuna
gelen 1. sira noronlar burada II. sira ndronlar ile sinaps yaparlar. II. sira ndronlarma
aktarilan ileti medulla spinaliste ilerleyerek iist merkezlere taginir. Bu esnada agrili uyarim
spinal kordda bulunan eksitatuar internoronlar1 da uyarir ve 6n boynuzdaki preganglioner
sempatik noronlar ile motor ¢ekirdeklerin uyarilmasiyla sempatik ve motor refleks cevap
aciga cikar (150-154).

L. ve II. sira noronlarin arasindaki sinapsta eksitatuar aminoasitler (glutamat, aspartat)

ve noropeptidler (substans-P, norokinin-A ve CGRP) iletiyi saglayan baslica
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norotransmitterlerdir. Birincil ndronlarin santral uclarindan iletinin devamliligi i¢in
sinaptik araliga salinirlar ve projeksiyon noronlarinda yavas ve uzun siireli depolarizasyon
yaparak “santral sensitizasyon” a yol acarlar (150-155, 171).

IL. sira noronlar, nosiseptif uyariyi iist merkezlere spinal kord icerisinde STT
araciligiyla tasirlar. Talamusa ulasan II. noronlar, burada II1. sira néronlar ile sinaps
yaparlar. III. sira noronlar vasitasiyla da kortekse kadar nosiseptif uyari iletilir. Nosiseptif
uyarmin periferden list merkezlere taginmasi esnasinda, agrili uyaran ¢esitli seviyelerde
kontrol edilmeye ¢aligilir. Kisaca hem santral (supraspinal-spinal) hem de periferik
diizeyde nosiseptif impuls inhibe edilmeye ¢alisilir ki, bu da viicudun nosiseptif uyariya bir
endojen analjezi sistemi seklindeki cevabidir (150-154, 159, 172).

Spinal inhibisyonda etkili norotransmitterler baglica GABA, glisin ve opioid
peptidlerdir (enkefalin ve dinorfin). Supraspinal inhibisyonda rol oynayan baglica
norotransmitterler ise opioid peptidler (B-endorfin, enkefalin, dinorfin), serotonin ve
noradrenalindir (151-154, 172). Agrmnin periferik inhibisyonunda ise, antiinflamatuvar
sitokinlerin (IL-3, IL-4 ve IL-10) 6nemli rolleri oldugu gosterilmistir. Bu sitokinler
inflamatuvar yanit1 baskilamak suretiyle periferik analjezide rol oynarlar. Son yillarda
yapilan ¢alismalarda ise opioid peptidler (bilhassa inflamatuvar durumlarda) ve
somatostatinin agrili stimulusun periferik inhibisyonuna katkida bulunduklar1 gosterilmistir

(151, 152, 154).

2.4. Agn Kontroliinde Kolinerjik Sistemin Rolii

[k olarak 1975 yilinda Pedigo ve arkadaslarmnin (46) deney hayvanlarma i.s.v. yolla
ACh enjekte ederek yaptiklar1 caligmada, belirgin analjezi olustugunu géstermelerinden bu
yana kolinerjik sistem aktivasyonunun analjezi meydana getirdigi bilinmektedir. Daha
sonra karbakol, oksotremorin, McN-A-343, pilokarpin gibi kolinerjik agonistlerle ve
fizostigmin, neostigmin gibi antikolinesteraz ajanlarla kolinerjik sistem aktivasyonu
saglandiginda, deney hayvanlar1 ve insanlarda analjezik etkiler elde edilmistir (41-44, 47,
173, 174).

Kolinerjik sistem aktivasyonu ile elde edilen analjezik etkide muskarinik ve/veya
nikotinik kolinerjik reseptorler rol oynamaktadir. Santral, spinal veya sistemik yolla
spesifik muskarinik reseptor agonistlerinin verilmesinin ardindan deney hayvanlarinda
analjezi olugsmakta ve analjezik etkide baslica M;, M,, My ve daha az katkis1 olmakla
birlikte M3 muskarinik reseptor alt tiplerinin rol oynadig: diisiiniilmektedir (42, 175, 176).
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nACh reseptorlerinin santral sinir sisteminde medulla, ortabeyin, talamus,
pedunkulopontin tegmental nukleus, nukleus rafe magnus ve spinal kord gibi analjezide
onemli rolleri olan bolgelerde yogun olarak bulundugu bilinmektedir (51, 177-181).
Nikotinin analjezik etkileri uzun zamandan beri bilinmektedir (182, 183). Cesitli akut ve
kronik agr1 modellerinde yapilan arastirmalarla noronal nACh reseptor aktivasyonun
analjezik etki olusturdugu gosterilmistir (16-18, 45, 48, 49). Deney hayvanlarina giiclii bir
nACh reseptor agonisti olan epibatidin uygulamasinin meydana getirdigi analjezik etkinin
morfinden yaklasik 200 kat daha potent oldugu tespit edilmistir (184). Akut ve kronik agr1
modellerinde epibatidinin sentetik tiirevi olan bir diger noronal nACh reseptor agonisti
ABT-594’1n analjezik etki meydana getirdigi bildirilmistir (185). Diger noronal nACh
reseptor agonistleri ve farkl agri modelleri kullanilarak yapilan caligmalarda benzer
analjezik etkiler gosterilmistir (50, 51, 53, 54, 186).

Santral sinir sisteminde bulunan noronal nACh reseptorlerinden 6zellikle a4p2 ve o7
alt tiplerinin, néronal yolaklardaki dagilimlar1 nedeniyle nikotinik agonistlerin analjezik
etkisinde dogrudan rol oynadig1 saptanmustir (54, 55, 187-189). Spesifik a4p2 nikotinik
reseptor antagonisti olan dihidrobetaeritroidin (DhBE) 6n tedavisinin farelerde nikotinin
meydana getirdigi analjezik etkiyi ortadan kaldirdig1 gosterilmistir (51). Noronal o7 nACh
reseptor alt tipine secici agonistik etki gosteren kolinle yapilan ¢aligmalarda (56-58),
olusan analjezik etkinin bu reseptorler aracili@iyla etki mekanizmasi olusturduklar: tespit
edilmistir. Merkezi ve periferik yolla uygulanan kolinin deney hayvanlarinda analjezik
etki meydana getirdigi goriilmiistiir. Kolinin indiikledigi analjezik etkinin spesifik o7
nACh reseptor antagonistleri olan metillikakonitin (MLA) ve a-bungarotoksin ile ortadan
kaldirildig1, ancak spesifik a4p2 nACh reseptor antagonisti olan DhPE ile analjezik etkinin
devam ettigi gosterilmistir (48, 49).

2.5. Inflamatuvar Agn ve Kolinerjik Sistem iliskisi

Inflamatuvar agr1 modelleriyle yapilan ¢ahgmalarla da santral kolinerjik sistem
aktivasyonunun analjezik ve antihiperaljezik etkiler olusturdugu gostermistir (49, 59-63).
Inflamatuvar agri1 modellerinde muskarinik kolinerjik reseptérleri hedefleyen ajanlarmn
antinosiseptif, antihiperaljezik etkileri bildirilmistir (63). Nikotinik kolinerjik reseptorler
de, inflamatuvar agr1 tedavisinde yeni hedef alani olusturmustur. Carrageenanla
olusturulan eklem inflamasyonunda, nikotinik kolinerjik reseptorlerin inflamatuvar agrinin
ve inflamasyonun santral modiilasyonunda etkili oldugu gosterilmistir (60). Kolinin akut

agrida oldugu gibi inflamatuvar agr1 modelinde de analjezik etkisi oldugu gosterilmistir
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(49). Inflamatuvar bir hastalik olan akut arthritis tedavisinde nikotinik kolinerjik ajan olan
epibatidinin etkili olabilecegi (60 ) ve yine epibatidin ve ABT-594’{in inflamatuvar ve
noropatik agrida etkili olabilecegi bildirilmistir (190). Ayrica, epibatidinin formalin

modelinde antihiperaljezik etkisi gosterilmistir (61).

2.6. Kolinerjik Antiinflamatuvar Yolak

Son yillarda yapilan ¢alismalar, kolinerjik sistem ile inflamasyona verilen immiin yanit
arasinda bir iligki oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Buna gore santral sinir sistemi nervus
vagus siniri araciligiyla, inflamasyonun 6nemli komponentlerinden birisi olan
makrofajlardan TNF-o salinimini belirgin ve hizli bir sekilde dnleyebilir ve boylece
sistemik inflamatuvar sonuglar1 hafifletebilir. Kolinerjik antiinflamatuvar yolak olarak
adlandirilan bu fizyolojik mekanizma, bagisiklik sistemi ve terapotikler agisindan da ¢ok
onemli olup periferde bulunan a7nACh reseptorlerinin aracilik ettigi bir yolaktir (67, 191-
194). So6z konusu kolinerjik antiinflamatuvar yolakta a7nACh reseptorlerinin rolii ortaya
kondugundan (65-67) yazarlar tarafindan nikotinik antiinflamatuvar yolak olarak da
adlandirilmaktadir. Konu ile ilgili yapilan ¢alismalarda (67, 191-193, 195-197) nikotinin,
merkezi ve periferik sinir sistemi aracilig1 ile inflamasyonu baskiladig1 gosterilmistir.
Ayrica, a7nACh reseptorii silinmis (knockout) fareler kullanilarak yapilan calismalar
vagus sinir stimiilasyonunun periferde TNF-a salinimini 6nleyemedigi gosterilmistir (67).
Bunlara ek olarak yapilan caligmalarda a7nACh reseptorlerinin periferde makrofajlar,
endotelyal hiicreler, dendritik hiicreler, keratonisitler ve lenfositlerde sentez edildigi
gosterilmistir (198-204). Bu hiicreler ayn1 zamanda kolinerjik sistemin diger belirtecleri
olan ACh, CAT ve asetilkolinesterazi da sentez ederler ve boylece noronal olmayan
kolinerjik sistemin 6gelerini olustururlar (200, 201, 203). Her ne kadar bu hiicreler
muskarinik kolinerjik reseptorleri sentez etseler de, periferde bulunan bu reseptorlerin
kolinerjik antiinflamatuvar yanitta rol oynamadig: gosterilmistir (205). Bununla birlikte
santral sinir sisteminde yer alan muskarinik reseptorlerin uyarilmasinin sicanlarda yiiksek
oranda vagus uyarilmasina yol actig1, boylece uyarinin nervus vagus araciligi ile perifere
tasind1g1 ve periferde o7nACh reseptorler araciligr ile makrofajlardan TNF-a salinimini
Onleyerek endotoksemiye bagl inflamasyonu onledigi gosterilmistir (205). Bu bilgilere
dayanilarak yapilan caligmalarda (206, 207) carrageenan ile olusturulmus inflamatuvar agr1
modelinde santral etkili kolinerjik ajanlarm hem inflamasyonu ve hem de inflamasyona

bagl gelisen agriy1 Onleyici etkileri gosterilmistir.
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Sonug olarak kolinerjik sistem aktivasyonunun analjezideki roliiniin anlagilmasi ile
analjezik etkili ila¢ gelistirilmesinde yeni bir ¢aligma alan1 yaratilmistir (52, 53, 60). CDP-
kolin de toksisitesinin ve yan etkilerinin az olmasi nedeniyle ilgi ¢ekici bir kolinerjik ilactir
ve bircok iilkede cesitli norolojik hastaliklarin tedavisinde basari ile kullanilmaktadir.
Ayrica daha once yapilan caligmalarda CDP-kolin’in, deneysel akut agr1 modellerinde
giiclii analjezik etkisi gosterilmistir. Biz bu calismamizda, yukarida verilen bulgulardan
da yola ¢ikarak, merkezi yolla uygulanan CDP-kolin’in deneysel inflamatuvar agri
modelindeki olas1 analjezik ve antiinflamatuvar etkisini ve etkiye aracilik eden

13

mekanizmalar: arastirmayi hedefledik. Bilindigi gibi “agr1” ge¢gmisten bugiine
arastirmacilari tedavi arayisma gotiiren en 6nemli saglik sorunlarindan birisi olmustur.
Yan etkisi az, giivenilir, giiglii etkinlikte agri kesici ilaglarin aragtirilmasi giiniimiizde daha
da artmustir. Bu nedenle, bu ¢calismadan elde edilen sonucglarin da, gelecekte hem hayvan
hem de insanlar i¢cin yeni analjezik ila¢ gelistirme ¢abalarina katki saglayacagini

umuyoruz.
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GEREC VE YONTEM

Calismada Sprague-Dawley tiirii, 300-350 g canli agirlikta, 5 aylik yasta, erkek
sicanlar (Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastrma Merkezi, Uludag Universitesi, Bursa)
kullanildi. Siganlar calismadan on giin 6nce deney hayvanlar:i merkezinden alinip, dort
tanesi bir kafese konularak bakildi. Sicanlar 12 saat aydinlik - 12 saat karanlik dongiisii
olan 1s1 kontrollii (22-24° C) odalarda tutulup, yem ve su alimlar1 serbest birakildi.

Uludag Universitesi Hayvan Bakimi ve Kullanimi Etik Komitesi, calismadaki tiim
cerrahi ve deneysel islemlere onay verdi.

(Onay no: 19.09.2005/2 nolu karar )

1. Cerrahi ve Deneysel Islemler

I.s.v. kaniilasyon, eter anestezisi altinda sicanlarn 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
(17) tarif edildigi sekilde, cerrahi islem yapilacak bolgede sicanlarin kafasina ensizyon
yapildi. Orta hattan cilt ve cilt alt1 dokular gecilerek yapilan bu ensizyonla, kanama
kontrol altina alinarak, fasyalar uzaklastirilip bregma goriiniir hale getirildi. Kafatas1
bolgesinin steril gazh bezle kurutulmasindan sonra kafatasima bir delik acildi. Bu deligin
yerinin tespitinde bregma referans noktasi kabul edilerek sican beyin atlasindan (208)
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 hazirlanmis el yapimi kilavuz kaniil, alt ucu kafatasi
yiizeyinden 4.2 mm kadar derinlige inecek sekilde dik olarak yerlestirildi. Kafatas1
yiizeyinde kalan iist 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 sicanlar
tek baslarina kutulara yerlestirilerek anesteziden ¢ikmalari i¢in 3 saat kadar bekletildi.
Ardindan yine her kafeste bir sigan olacak sekilde deney giiniine kadar kafeslerinde, bakim
odasinda tutuldu. Kaniilasyon sonrasinda ertesi giin deney yapildi.

I.s.v. kaniil takilmasim takip eden giin, hafif eter sedasyonu altinda sicanlarin sag arka
pencelerine carrageenan enjeksiyonu yapildi. Bu amacla A-carrageenan 2 mg kuru madde

0.1 ml distile su i¢inde olacak sekilde sonikator yardimi ile hazirlandi ve sicanlarin sag
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arka pencelerine 24G igne yardimi ile hafif eter sedasyonu altinda subkutan olarak
intraplantar enjeksiyon ile 100 pl hacimde uygulandi. Yapilan 6n ¢aligmalarda,
carrageenanla olusan hiperaljezinin 3. saatte gelisip 6. saate kadar degismedigi gdzlendi;
bu nedenle carrageenan enjeksiyonundan 3,5 saat sonra deneye baslandi.

Deney sonrasinda sag serebral ventrikiile yerlestirilen kaniil yerinin dogrulanmasi i¢in
bazi siganlara i.s.v. yolla 10 pl ¢ini miirekkebi enjeksiyonu yapildi. Takiben bu sicanlar
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.

2. Deney Plam

Birinci seri ¢aligmada, carrageenana baglh gelisen termal hiperaljezik ve mekanik
hiperaljezik yanitin devam siiresi sirasiyla termal ve mekanik pence cekme testleri
kullanilarak takip edildi. Bunun i¢in carrageenan uygulamasindan dnce si¢anlarim her iki
pencenin de ortalama kontrol degerleri alindi; ardindan sag pengeye intraplantar % 2 A-
carrageenan 100 ul enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyondan 3 saat sonra baglayip 48 saat
boyunca belirlenen zamanlarda carrageenan ile gelisen hiperaljezik yanit degerlendirildi.
Bu amacla, bu grupta toplam 12 si¢an kullanildi.

Ikinci seri calismada, CDP-kolin’in carrageenan ile olusturulmus inflamatuvar
agridaki antihiperaljezik etkisi arastirildi. Bunun i¢in sag penceye yapilan intraplantar % 2
A-carrageenan 100 ul enjeksiyonundan 3.5 saat sonra, degisen dozlarda CDP-kolin (0.5, 1
ve 2 umol/10 pl) veya tuzlu su (10 pl) i.s.v. yolla enjekte edildi. Ardindan iki farkli 6l¢iim
metoduyla, degisik zaman araliklarinda antihiperaljezik etkiler degerlendirildi. Bu amacla,
bu grupta toplam 57 sican kullanildi.

Uciincii seri cahsmada, CDP-kolin’in hidroliz iiriinleri olan kolin ve sitidin’in
carrageenan ile olusturulmus inflamatuvar agridaki antihiperaljezik etkileri arastirildi. Bu
amagla yine carrageenan enjeksiyonundan 3.5 saat sonra, esmolar dozlardaki (1 pmol/10
ul) CDP-kolin, kolin ve sitidin veya tuzlu su (10 ul) i.s.v. yolla enjekte edilerek
antihiperaljezik etkileri degerlendirildi. Bu amacla, bu grupta toplam 58 sican kullanildi.

Dordiincii seri caligmada, cesitli antagonistler kullanilarak CDP-kolin’in carrageenan
ile olusturulmus inflamatuvar agridaki antihiperaljezik etkisine aracilik eden mekanizmalar
arastirildi. Bunun i¢in sicanlara carrageenan enjeksiyondan 3.5 saat sonra, selektif
olmayan muskarinik kolinerjik reseptor antagonisti atropin siilfat (10 pg/10 ul), selektif
olmayan nikotinik kolinerjik reseptor antagonisti mekamilamin (50 pg/10 pl), yiikksek
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affiniteli noronal kolin geri alim inhibitériit HC-3 (1 ug/10 ul), selektif a7nACh reseptor
antagonisti alfa-bungarotoksin (2 pg/10 ul), selektif olmayan opioid reseptor antagonisti
nalokson (10 pg/10 ul), spesifik GAB Ag reseptor antagonisti CGP-35348 (20 ug/10 ul)
veya tuzlu su (10 pl) i.s.v. yolla enjekte edildi. 15 dakika sonra CDP-kolin (1 pmol/10 pl)
veya tuzlu su (10 pl) i.s.v. yolla enjekte edilerek antihiperaljezik etkileri degerlendirildi.
Bu amacla, bu grupta toplam 158 si¢can kullanild1.

Calismada kullanilan antagonistlerin dozlar1 daha 6nce yapilan ¢caligmalara
dayanilarak sec¢ildi. Buna gore; atropin ve mekamilaminin dozlari, CDP-kolin’in
muskarinik ve nikotinik etkilerini 6nledigi gosterilen dozlardir (32, 33, 88). Alfa-
bungarotoksin, HC-3, nalokson ve CGP-35348 dozlari, agr1 ve analjezi ile ilgili
caligsmalarda kullanilan ve santral yolla kullanildiklarinda ilgili agonistlerin analjezik
etkilerini geri dondiirmeye yeterli oldugu gosterilen dozlardir (48, 51, 209-212).

Besinci seri calismada, i.s.v. uygulanan CDP-kolin’in carrageenana baglh gelisen
pence ddemi iizerine etkisi olup olmadig1 penge genisliginin dijital mikrometre ile
olciilmesi araciligiyla test edildi. Once normal sartlardaki sol ve sag pence genislikleri
tespit edildi. Pence icine ila¢ uygulamasindan 5 dakika 6nce, i.s.v. CDP-kolin (2 umol/10
ul) veya tuzlu su (10 pl) enjekte edildi. Ardindan sol arka pengeye uygulanan intraplantar
tuzlu su (100 pl) ve sag pengeye verilen intraplantar % 2’lik A-carrageenandan (100 pl) 1,
2, 3 ve 4 saat sonra, her pence icin pence genisligi ortalama degerleri kaydedildi. Bu

amagla, bu grupta toplam 14 sican kullanild1.

3. Carrageenanla Olusturulan Hiperaljezik Yanitin Degerlendirilmesi

CDP-kolin’in carrageenanla olusturulmus deneysel inflamatuvar agr1 modelindeki
antihiperaljezik etkisinin degerlendirilmesinden Once, carrageenanla olusturulan
hiperaljezinin siire ve penge cekme yaniti esik degerleri olarak degerlendirilmesi yapildi.
Bunun i¢in carrageenan uygulamasindan once sicanlarin her iki pencenin de ortalama
kontrol degerleri alinip kaydedildi. Ardindan sag pengeye intraplantar % 2 A-carrageenan
100 pl enjeksiyonu yapildi. Carrageenan enjeksiyonundan 3 saat sonra carrageenan
sonras1 kontrol pence ¢cekme yanit esik degerleri ardisik ii¢ Ol¢iimle alindi. 48 saat
boyunca (3, 4, 5, 6, 24 ve 48. saatlerde) carrageenan ile gelisen hiperaljezik yanit
degerlendirildi.
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4. CDP-kolin’in inflamatuvar Agr1 Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

Bu calismada carrageenan sonrasi gelisen hiperaljezi termal ve mekanik yolla
degerlendirildi. iki farkli yontem olarak, termal ve mekanik penge ¢ekme testleri
kullanildi. Termal pence ¢cekme testi icin plantar test cihazi (Commat Ltd., Ankara,
Tiirkiye), mekanik penge cekme testi icin Randall-Sellitto test cihazi-analjezimetre (Ugo-

Basile, Comerio, VA, Italya) kullanildi.

4.1. Termal Pence Cekme Testi

Bu testte daha Once tarif edildigi sekilde (213), termal uyaran kullanilarak, siganlarda
nosiseptif duyarllik, arka penceye odaklanan 151k kaynaginin sagladigi 1s1 uyaranina karsi
verdikleri pence cekme yanitinin siiresi olarak degerlendirildi (Sekil — 8). Bunun i¢in
sicanlar pleksiglas (30x15x15 cm) kutular icerisinde onceden 1sitilmis sabit bir yiizey
(30£1°C) sicakligi olan cam zemin iizerine yerlestirildi ve 45 dakika boyunca ortama uyum
saglamalari i¢in beklenildi. Cam yiizey altindan kontrolii saglanabilen ve hareket edebilen
radyan 151k kaynag sicanlarin arka penge ortalarina ayna yardimi ile odaklandirilip, 151g1n
olusturdugu 1s1 ile sicanlarin pencgelerini cekmesi iizerine, arada gegen siire 6l¢iildii.
Otomatik olarak ¢aligsan bir zaman 6lger sistem ile bu siire 0,1 saniye hassasiyetle
pencelerini ¢ektikleri anda 15181 kendiliginden kesilmesi suretiyle dl¢giildii. Doku hasar1
olmamasi i¢in cut-off siiresi 20 saniye olarak sabit tutuldu. 10 dakika ara ile ardigik olarak
alman ilk {i¢ 6l¢ciimiin ortalamasi sol ve sag arka pence carregeenan 6ncesi kontrol
degerleri olarak kaydedildi. Kontrol 6l¢iimlerini takiben carrageenanin subkutan yolla
intraplanlar enjeksiyonu yapild1 ve yaklasik 2 saat sonra yukarida bahsedilen sekilde
sicanlarin ortama adaptasyonlar: saglandi. Carrageenan uygulamasim takiben 3 saat sonra
da onar dakika aralarla alinan ii¢ 6l¢ciimiin ortalamasi intraplantar carrageenan sonrasi
kontrol degerleri olarak kaydedildi. Nosiseptif esiginin carrageenanla diisiiriildiigii bu iki
kontrol degerleri arasindaki farkla gosterilmis oldu. Carrageenan uygulamasindan 210
dakika sonra baslatilan ila¢ enjeksiyonlari takiben ol¢iimler 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 ve
60. dakikalarda alind1.
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Sekil — 8: Termal Pence Cekme Testi

4. 2. Mekanik Pence Cekme Testi

Bu testte daha once tarif edildigi sekilde (214), mekanik uyaran kullanildi ve
sicanlarda nosiseptif duyarlilik, arka pengelerine sabit hizda artan mekanik basi
uygulamasina verdikleri pence ¢cekme yanitinin gram cinsinden kaydedilmesi ile
degerlendirildi (Sekil — 9). Deney giiniinden 6nce iki giin siireyle si¢anlarin dl¢iim
cihazina ve el ile tutulmaya adaptasyonlar1 saglandi. Bunun i¢in sicanlar iistii acik,
altliksiz bir kafeste dordii bir arada olarak birakilip, 45 dakika boyunca ortama uyum
saglamalar1 icin beklendi. Ardindan sag arka pencgeleri cihazin konik uclu sikistiricisina
sikistirilarak pedala basilmak suretiyle pengeye sabit hizda artan bir mekanik basi
uygulandi. Sicanin agri1 duyup pengesini ¢ektigi agirlik cihaz iizerinde bulunan skala
tizerinden okunarak gram cinsinden kaydedildi. Doku hasar1 olmamasi icin cut-off degeri
300 g olarak sabit tutuldu. 10 dakika ara ile ardisik olarak alinan ii¢ 6l¢iimiin ortalamasi
kontrol degeri olarak kaydedildi. Deney giinii carrageenan enjeksiyonundan 2 saat sonra
sicanlarin ortama adaptasyonlarini saglamak amaciyla, yukarida bahsedilen sekilde
sicanlar ayni kafese konulup, adaptasyonlar1 saglandi. Carrageenan uygulamasini takiben

3 saat sonra onar dakika ara ile alian ii¢ dl¢iimiin ortalamasi da, carrageenan sonrasi
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kontrol degerleri olarak kaydedildi. Agr1 esiginin carrageenanla diisiiriildiigii de
gosterilmis oldu. Carrageenanin intraplantar enjeksiyonundan 3,5 saat sonra baslatilan ilag

enjeksiyonlarini takiben ol¢iimler 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 ve 60. dakikalarda alind1.

Sekil — 9: Mekanik Penge Cekme Testi

5. CDP-kolin’in Carrageenana Bagh Gelisen Pence Odemi Uzerine Etkisinin
Degerlendirilmesi

I.s.v. uygulanan CDP-kolin’in carrageenana bagli gelisen pence ddemi iizerine etkisi
olup olmadig1 % 1 hassasiyetle test edildi. Bu amacla kaliper ad1 da verilen kalibre edilmis
dijital mikrometre cihazi kullanilarak carrageenan oncesi ve sonrasi penge kalinligi
Olciimleri alind1 (160, 162) (Sekil — 10). Deney giinii dijital mikrometre ile deney
grubundaki her sicanin sag ve sol pengelerinin merkezi konumuna denk gelen diizlemde
plantar ve dorsal pence yiizeyleri arasindaki pencge genisligi, eter sedasyonu altinda ardisik
beser dakika arayla 3 kere oOlciilerek i.s.v. ila¢ enjeksiyonu 6ncesi kontrol degerleri olarak
kaydedildi. Intraplantar enjeksiyonlardan 5 dakika once i.s.v. CDP-kolin (2 umol/10 ul)
veya tuzlu su (10 pl) uygulandi. Sol arka penceye intraplantar tuzlu su, sag arka pengeye

ise %2’lik A-carrageenan 100 ul hacimlerde enjekte edildi. Odemin gelisimi carrageenan
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enjeksiyonunu izleyen ilk 4 saat diliminde birer saat arayla, 5 dakika araliklarla ardigik 3
kez 6lciilen pence kalinlig1 6lciimlerinin ortalamasi alinarak o saate denk gelen sag ve sol

penge kalinlig1 degeri olarak kaydedildi.

Sekil — 10: Dijital mikrometre (kaliper).

6. Tlaclar ve Serebral Ventrikiile Enjeksiyon

Calismada kullanilan CDP-kolin ve nalokson hidroklorid dihidrat Fluka (Fluka
Chemie GmbH, isvigre); kolin kloriir, atropin siilfat, mekamilamin hidroklorid, HC-3,
CGP-35348, alfa-bungarotoksin Sigma (Sigma Chem. Co., MO, ABD); sitidin Acros
(Acros Organics, Geel, Bel¢ika) firmasindan temin edildi. Deneylerde kullanilan tiim
ilaclar tuzlu su (% 0.9 NaCl) icinde hazirland1. 1.s.v. enjeksiyonlar kilavuz kaniil icine
yerlestirilen ve kilavuz kaniiliin ucundan 0.3 mm kadar ¢ikan 25G enjeksiyon kaniilii
araciligi 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 ul
hacmindeki ila¢ veya tuzlu su, 1 dakika icinde yavasca enjekte edildi. Enjeksiyon kaniilii

30 saniye kadar daha yerinde birakilarak ilacin geri gelmesi onlenmis oldu.
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Calismada inflamatuvar agr1 modelini olusturmak amaciyla kullanilan carrageenan
(lambda [A] carrageenan) Sigma Chem. Co, St. Louis, MO firmasindan temin edildi.
% 2’lik uygulanan A-carrageenan, 2 mg kuru madde 0.1 ml distile su i¢inde olacak sekilde

hazirlandi.

7. istatistiksel degerlendirmeler

Calismada istatistiksel islemlerde SigmaStat® (versiyon 2.03) bilgisayar programi
kullanildi. Istatistiksel degerlendirmeler tek veya iki yonlii ANOVA’y1 takiben Student-
Newman-Keuls test kullanilarak yapildi. Elde edilen veriler “ortalama + standart hata”
seklinde verildi. Anlamlilik P degeri ile gosterilerek, karsilastirilan gruplar arasindaki
degerlerin istatistiksel l¢iisii olarak sunuldu. P’nin 0.05’den kiiciik oldugu degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05 ifade
etmektedir (215, 216).
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BULGULAR

1. Carrageenanla Olusturulan inflamatuvar Agrida Termal ve Mekanik Pence
Cekme Testlerindeki Hiperaljezik Yamt

[k olarak carrageeganin neden oldugu hiperaljezik yanit ve siiresi degerlendirildi.
Buna gore % 2’lik 100 pl A-carrageenanin sag arka penceye intraplantar enjeksiyonu
sonrasinda maksimum hiperaljezik yanit elde edildi.

Termal pence ¢ekme testinde deneyde kullanilan tiim si¢canlarin carrageenan
verilmeden kontrol pence ¢cekme yanit1 esik degerleri ortalamasi sag penge i¢in 12.7 + 0.4
saniye, sol penge i¢in 12.3 £+ (.5 saniye (n=6) olarak kaydedildi. Ayni1 sicanlarin
carrageenanin sag pengeye enjekte edilmesinden sonraki 3. saatte pence ¢cekme yaniti esik
degerleri ortalamast sag penge i¢in 4.5 + 0.2 saniye, sol pence icin 11.6 £ 0.6 saniye (n=6);
4. saatte pence cekme yanit1 esik degerleri ortalamasi sag penge i¢in 5.0 + 0.6 saniye, sol
penge icin 11.9 + 0.7 saniye (n=6); 5. saatte penge ¢cekme yanit1 esik degerleri ortalamasi
sag pence icin 4.9 £+ (.7 saniye, sol pence i¢cin 11.7 + 0.6 saniye (n=6); 6. saatte pence
cekme yanit1 esik degerleri ortalamasi sag penge icin 5.2 + 0.6 saniye, sol penge icin 11.7 £
0.9 saniye (n=6) olarak kaydedildi. Carrageenan enjeksiyonu sonrasi 6. saatte
hiperaljezinin test edilmesini takiben sicanlar kafeslerine konularak bakildi. Ertesi giin
carrageenan enjeksiyonundan 24 saat sonrasina gelen saat diliminde pencge cekme yaniti
esik degerleri ortalamast sag penge icin 13.1 + 0.4 saniye, sol pence i¢in 13.3 + 0.8 saniye
(n=6) olarak kaydedildi. Ayni islemlerin carrageenan enjeksiyonundan 48 saat sonra
yapilmasiyla pence cekme yanit1 esik degerleri ortalamasi sag penge i¢cin 12.9 £+ 0.5 saniye,
sol pence icin 12.5 + 0.4 saniye (n=06) olarak bulundu. Sag penceye enjekte edilen
carrageenanin, termal pence cekme testindeki hiperaljezik etkisi tek yonlii ANOVA
analizine gore, gruplar arasindaki iliski bakimindan [F (6, 35)= 64.6; P<0.001)] istatistiksel
olarak anlamli bulundu. Termal pence cekme testinde kontrol grubu sol penge i¢in elde
edilen veriler, tek yonlii ANOV A analizine gore gruplar arasidaki iliski bakimindan
[F (6, 34)=0.9; P=0.524)] istatistiksel olarak anlaml1 ¢ikmad1 (Sekil — 11 A).

Mekanik pence ¢cekme testinde deneyde kullanilan tiim siganlarin carrageenan
verilmeden kontrol pence ¢cekme yanit1 esik degerleri ortalamasi sag penge igin 152.3 +£2.1
gram, sol pence i¢in 155.3 + 2.0 gram (n=6) olarak kaydedildi. Ayn1 sicanlarin
carrageenanin sag pengeye enjekte edilmesinden sonraki 3. saatte pence ¢cekme yaniti esik

degerleri ortalamas1 sag penge i¢in 34.3 + 2.3 gram, sol pence icin 152.7 + 1.3 gram (n=6);
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4. saatte penge cekme yanit1 esik degerleri ortalamasi sag pencge icin 30.7 + 1.8 gram, sol
pence icin 154.7 + 2.1 gram (n=6); 5. saatte pence cekme yanit1 esik degerleri ortalamasi
sag pence icin 31.0 + 2.0 gram, sol penge i¢cin 153.0 £ 1.5 gram (n=6); 6. saatte penge
cekme yanit1 esik degerleri ortalamasi sag pence i¢in 34.0 £ 2.9 gram, sol pence icin 155.7
+ 1.4 gram (n=6) olarak kaydedildi. Carrageenan enjeksiyonu sonrasi 6. saatte
hiperaljezinin test edilmesini takiben sicanlar kafeslerine konularak bakildi. Ertesi giin
carrageenan enjeksiyonundan 24 saat sonrasina gelen saat diliminde pencge cekme yaniti
esik degerleri ortalamasi sag penge i¢in 96.7 + 6.1 gram, sol penge i¢in 157.3 £ 1.0 gram
(n=6) olarak kaydedildi. Ayni islemlerin carrageenan enjeksiyonundan 48 saat sonra
yapilmasiyla pence cekme yanit1 esik degerleri ortalamasi sag penge icin 118.7 + 10.3
gram, sol pence icin 150.0 = 1.7 gram (n=6) olarak bulundu. Sag pencgeye enjekte edilen
carrageenanin mekanik pence ¢cekme testindeki hiperaljezik etkisi tek yonlit ANOV A
analizine gore, gruplar arasindaki iliski bakimindan [F (6, 35)= 106.8; P<0.001)]
istatistiksel olarak anlamli bulundu. Mekanik penge ¢cekme testinde kontrol grubu sol
penge icin elde edilen veriler, tek yonliit ANOV A analizine gore gruplar arasindaki iliski

bakimindan [F (6, 34)=2.1; P=0.084)] istatistiksel olarak anlamli ¢ikmadi (Sekil — 11 B).

Analjezik etkili oldugu diisiiniilen ilag¢larin inflamatuvar agrida olusturduklar: etki,
inflamasyonla diisen agr1 esigi ile karakterize hiperaljezi iizerine olup, antihiperaljezik etki
olarak adlandirilir. CDP-kolin’in carrageenan uygulanan pence iizerine etkisi
antihiperaljezik etki olup, buradan itibaren CDP-kolin’in inflamatuvar agridaki etkisi bu

sekilde belirtilecektir.
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Sekil — 11: Intraplantar yol ile enjekte edilen A-carrageenanla olusturulmus inflamatuvar
agridaki, termal (A) ve mekanik (B) pence cekme testlerindeki hiperaljezik yamt

Termal ve mekanik pence ¢ekme testinde, carrageenan oncesi penge ¢cekme yaniti esik
degerleri alindiktan sonra intraplantar A-carrageenan (% 2’lik, 100 pl) enjeksiyonu yapildi.
Carrageenan enjeksiyonunu takiben 3, 4, 5, 6, 24 ve 48. saatlerde pence cekme yanit1 esik
degerleri olciildii. Degerler 6 sicanin ortalama + standart hatasi olarak verildi. Istatistiksel
degerlendirmeler tek yonliit ANOVA’y1 takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapildi.
##%P<0.001; carrageenan uygulamasi dncesi pence ¢cekme yanit esigine (sekilde O zaman olarak
gosterilmistir) gore anlamli farki gostermektedir.
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2. CDP-kolin’in inflamatuvar Agn Uzerine Etkisi

I.s.v. yolla uygulanan CDP-kolin’in si¢anlarda A-carrageenanla olusturulan
inflamatuvar agridaki antihiperaljezik etkisi, termal ve mekanik pence ¢cekme testleri
kullanilarak arastirild.

Termal pence ¢cekme testinde deneyde kullanilan tiim si¢canlarin carrageenan
verilmeden, deney oncesi kontrol pence cekme yanit1 esik degerleri ortalamasi sag pence
icin 11.1 £ 0.2 saniye, sol pence i¢in 11.2 + (0.2 saniye (n=29) olarak kaydedildi. Aym
sicanlarin carrageenanin sag penceye enjekte edilmesinden sonraki kontrol penge ¢cekme
yanit1 esik degerleri ortalamasi sag pence i¢cin 4.7 + 0.2, sol penge icin 11.9 + 0.2 saniye
(n=29) olarak kaydedildi. Takiben CDP-kolin (0.5, 1 ve 2 umol/ 10 ul) veya tuzlu su (10
ul) i.s.v. yolla enjekte edildi. Termal pence ¢cekme testinde CDP-kolin, sol pence iizerinde
doza ve zamana bagli olacak sekilde istatistiksel olarak anlamli analjezik etki ve sag penge
tizerinde doza ve zamana bagl olacak sekilde istatistiksel olarak anlamli antihiperaljezik
etki meydana getirdi (Sekil — 12 A ve Sekil — 13 A).

CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisi, i.s.v. yolla enjeksiyonu takiben 5. dakikada en
yiiksek degerine ulast1 [0.5, 1 ve 2 pmol / 10 pl dozlarinda penge cekme yanit esik
degerleri carrageenan uygulanan sag pence icin swrasiyla; 13.1 £ 1.1 (n=9), 154 £ 1.5
(n=8) ve 18.3 + 1.1 saniye (n=6)]. Calismada kullanilan en diisiik doz olan 0.5 umol
dozunda uygulanan CDP-kolin’in sag penge iizerinde antihiperaljezik etkisi enjeksiyonu
takiben 20. dakikada geri donerken; 1 ve 2 pumol dozlarinda ise sirasiyla 60. ve 40.
dakikada geri dondii. iki yonlii RM-ANOVA analizine gére CDP-kolin’in termal penge
cekme testindeki sag penge iizerinde antihiperaljezik etkisi doz [F (3, 25)=24.11;
P<0,001)], zaman [F (9, 219)=41.31; P<0,001)] ve doz-zaman iliskisi bakimindan [F (27,
219)="7.5; P<0,001)] anlaml1 bulundu (Sekil — 12 A).

CDP-kolin’in analjezik etkisi, i.s.v. yolla enjeksiyonu takiben 5. dakikada en yiiksek
degerine ulast1 [0.5, 1 ve 2 ymol / 10 pl dozlarinda pence ¢cekme yanit1 esik degerleri
carrageenan uygulanmayan sol penge i¢in sirasiyla; 16.1 £ 1.4 (n=9), 19.2 £ 0.5 (n=8) ve
19.3 £ 0.6 saniye (n=6)]. Calismada kullanilan en diisiik doz olan 0.5 pmol dozunda
uygulanan CDP-kolin’in sol pence iizerinde analjezik etkisi enjeksiyonu takiben 10.
dakikada geri donerken; 1 ve 2 umol dozlarmnda ise 20. dakikalarda geri dondii. Iki yonlii
RM-ANOVA analizine gére CDP-kolin’in termal pence ¢cekme testindeki sol pence
izerinde analjezik etkisi doz [F (3, 25)= 4.0; P<0.05)], zaman [F (9, 215)=20.3; P<0.001)]
ve doz-zaman iligkisi bakimindan [F (27, 215)=2.9; P<0.001)] anlaml1 bulundu (Sekil —
13 A).
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Mekanik pence ¢cekme testinde deneye alinan biitiin siganlarin carrageenan
verilmeden, deney dncesi kontrol pence cekme yanit1 esik degerleri ortalamasi sag penge
icin 151.5 + 1.3 gram, sol pence i¢in 149.3 + 1.5 gram (n=28) olarak olciildii. Ayni
sicanlarin carrageenanin sag penceye enjekte edilmesinden 3 saat sonraki kontrol penge
cekme yanit1 esik degerleri ortalamasi sag penge i¢in 32.7 + 2.0 gram, sol pence icin 150.0
+ 1.3 gram (n=28) olarak kaydedildi. Takiben CDP-kolin (0.5, 1 ve 2 umol/ 10 ul) veya
tuzlu su (10 pl) i.s.v. yolla enjekte edildi. Mekanik pence cekme testinde de CDP-kolin,
sol pence iizerinde doza ve zamana bagli olacak sekilde istatistiksel olarak anlaml
analjezik etki ve sag pence lizerinde doza ve zamana bagl olacak sekilde istatistiksel
olarak anlaml antihiperaljezik etki meydana getirdi (Sekil — 12 B ve Sekil — 13 B).

CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisi i.s.v. yolla enjeksiyonu takiben 5. dakikada en
yiiksek degerine ulast1 [0.5, 1 ve 2 pmol/10 pl dozlarinda pence ¢cekme yanit1 esik degerleri
carrageenan uygulanan sag pence icin sirasiyla; 83.0 = 21.4 (n=6), 254.0 £ 19.1 (n=9) ve
300.0 £ 0.0 gram (n=6)]. Antihiperaljezik etki, 0.5 umol CDP-kolin uygulamasimi takiben
15. dakikada geri donerken; 1 ve 2 umol dozlarinda ise sirasiyla 20. ve 40. dakikada geri
dondii. Iki yonli RM-ANOVA analizine gére CDP-kolin’in mekanik pence cekme
testindeki sag pence lizerinde antihiperaljezik etkisi, doz [F(3, 21)=209.5; P<0.001], zaman
[F(9, 180)=220.4; P<0.001] ve doz-zaman iliskisi bakimindan [F(27, 180)=67.1; P<0.001]
anlamli bulundu (Sekil — 12 B).

CDP-kolin’in analjezik etkisi i.s.v. yolla enjeksiyonu takiben 5. dakikada en yliksek
degerine ulast1 [0.5, 1 ve 2 pmol/10 pl dozlarinda penge ¢ekme yanit1 esik degerleri
carrageenan uygulanmayan sol penge i¢in sirasiyla; 273.7 + 13.1 (n=6), 295.8 + 4.2 (n=9)
ve 300.0 + 0.0 gram (n=6)]. Analjezik etki, 0.5 umol CDP-kolin uygulamasini takiben 10.
dakikada geri donerken; 1 ve 2 umol dozlarinda ise swrasiyla 20. ve 30. dakikada geri
dondii. Iki yonlii RM-ANOVA analizine gore CDP-kolin’in mekanik pence cekme
testindeki sol pencge iizerinde analjezik etkisi, doz [F(3, 24)=83.6; P<0.001], zaman [F(9,
213)=94.2; P<0.001] ve doz-zaman iliskisi bakimindan [F(27, 213)=20.5; P<0.001]
anlaml1 bulundu (Sekil — 13 B).
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Sekil — 12: intraserebroventrikiiler yol ile enjekte edilen CDP-kolin’in sag pencede X-
carrageenanla olusturulmus inflamatuvar agr1 modelinde, termal (A) ve mekanik (B) pence
cekme testlerindeki sag pence iizerine antihiperaljezik etkisi

Termal ve mekanik penge ¢ekme testinde, carrageenan oncesi kontrol penge cekme yanit1 egik
degerleri alindiktan sonra sag arka penceye intraplantar A-carrageenan (% 2’lik, 100 pl)
enjeksiyonu yapildi. 3 saat bekledikten sonra carrageenan enjeksiyonu sonrasi kontrol pence
cekme yanit1 esik degerleri alindi. Takiben intraserebroventrikiiler yolla CDP-kolin (0.5, 1 ve 2
umol / 10 pl) ya da tuzlu su (10 pl) enjekte edildi. Ardindan 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 ve 60.
dakikalarda pence cekme yaniti esik degerleri ol¢iildii. Degerler 6-9 siganin ortalama + standart
hatasi olarak verildi. Istatistiksel degerlendirmeler iki yonlii RM-ANOVA’y1 takiben Student-
Newman-Keuls testi ile yapildi. *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001; tuzlu su grubuna (sekilde O
doz olarak gosterilmistir) gore anlamli farki gostermektedir.
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Sekil — 13: intraserebroventrikiiler yol ile enjekte edilen CDP-kolin’in sag pencede A-
carrageenanla olusturulmus inflamatuvar agr1 modelinde, termal (A) ve mekanik (B) pence
cekme testlerindeki carrageenan uygulanmayan sol pence iizerine analjezik etkisi

Termal ve mekanik penge ¢ekme testinde, carrageenan oncesi kontrol penge cekme yanit1 egik
degerleri alindiktan sonra sag arka penceye intraplantar A-carrageenan (% 2’lik, 100 pl)
enjeksiyonu yapildi. 3 saat bekledikten sonra carrageenan enjeksiyonu sonrasi kontrol pence
cekme yanit1 esik degerleri alindi. Takiben intraserebroventrikiiler yolla CDP-kolin (0.5, 1 ve 2
umol / 10 pl) ya da tuzlu su (10 ul) enjekte edildi. Ardindan 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 ve 60.
dakikalarda pence cekme yaniti esik degerleri ol¢iildii. Degerler 6-9 siganin ortalama + standart
hatas1 olarak verildi. Istatistiksel degerlendirmeler iki yonlii RM-ANOVA’y1 takiben Student-
Newman-Keuls testi ile yapildi. **P<0.01 ve ***P<0.001; tuzlu su grubuna (sekilde 0 doz olarak
gosterilmistir) gore anlamli farki gostermektedir.
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3. Esmolar Dozlardaki Kolin ve Sitidinin inflamatuvar Agn Uzerine Etkisi

CDP-kolin’in hidroliz iiriinleri olan kolin ve sitidinin, A-carrageenanla olusturulan
inflamatuvar agr1 modelindeki antihiperaljezik etkilerini arastirmak amaciyla siganlara 10
ul tuzlu su i¢inde hazirlanan CDP-kolin (1 pmol), kolin (1 pmol), sitidin (1 pmol) veya
tuzlu su (10 pl) i.s.v. yolla enjekte edildi; termal ve mekanik pence ¢cekme testleri
kullanilarak bu etkiler arastirild.

Termal pence ¢cekme testinde, deneye alinan biitiin sicanlarin kontrol penge ¢cekme
yanit1 esik degerleri ortalamasi carrageenan verilmeden, deney dncesi kontrol penge ¢cekme
yanit1 esik degerleri ortalamasi sag pence i¢in 11.4 + 0.3 saniye, sol penge icin 11.4 £ 0.2
saniye (n=26) bulundu. Ayni si¢anlarin carrageenanin sag pencgeye enjekte edilmesinden
sonraki kontrol pence ¢cekme yanit1 esik degerleri ortalamasi sag pence i¢in 4.7 £ 0.2
saniye, sol pence icin 11.6 + 0.2 saniye (n=26) olarak kaydedildi. Takiben sicanlara CDP-
kolin, kolin, sitidin veya tuzlu su i.s.v. yolla enjekte edildi ve pence cekme yanit1 esik
degerleri dl¢iildii. Kolin (1 pmol) uygulanmasini takiben meydana gelen antihiperaljezik
etki, ayn1 dozda CDP-kolin (1 pmol) uygulamasindan sonra goriilen antihiperaljezik etkiye
benzer sekildeydi. CDP-kolin uygulamasinda oldugu gibi kolinin enjeksiyonunu takiben
de pence cekme yanit1 esigi, 5. dakikada en yiiksek degerine ulasti [17.1 + 1.4 saniye
(n=6)]. Daha sonra 60. dakikada antihiperaljezik etkisi geri donen CDP-kolin’e benzer
sekilde, kolinin de etkisi azalarak 50. dakikada geri dondii. Sitidin (1 pmol) ise, kolinden
farkli olarak penge cekme yanit1 esigi degerlerinde istatistiksel olarak anlaml bir
degisiklige yol agmadi. Iki yonlii RM-ANOVA analizine gore, termal pence cekme
testinde CDP-kolin ve kolin, tedavi [F(3, 22)=27.5; P<0.001], zaman [F(9,189)=28.3;
P<0.001] ve tedavi-zaman iliskisi bakimindan [F(27,189)=7.6; P<0.001] istatistiksel
olarak anlaml antihiperaljezik etki olusturdu (Sekil — 14 A).

Mekanik pence ¢cekme testinde deneye alinan biitiin siganlarin carrageenan
verilmeden, deney oncesi kontrol pence cekme yanit1 esik degerleri ortalamasi sag pence
icin 152.8 + 1.2 gram, sol pence i¢in 152.3 + 1.1 gram (n=32) bulundu. Aym sicanlarin
carrageenanin sag pengeye enjekte edilmesinden 3 saat sonraki kontrol pence ¢cekme yaniti
esik degerleri ortalamasi sag penge i¢in 33.0 + 1.7 gram, sol penge i¢in 151.3 £ 1.2 gram
(n=32) olarak kaydedildi. Takiben sigcanlara CDP-kolin, kolin, sitidin veya tuzlu su i.s.v.
yolla enjekte edildi ve penge cekme yanit1 esik degerleri 6l¢iildii. Termal pence cekme
testinde oldugu gibi, mekanik pence ¢cekme testinde de kolin (1 pmol) uygulanmasini
takiben meydana gelen antihiperaljezik etki, ayn1 dozda CDP-kolin (1 pmol)

uygulamasindan sonra goriilen antihiperaljezik etkiye benzerdi. CDP-kolin uygulamasinda
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oldugu gibi kolinin enjeksiyonunu takiben de penge ¢cekme yaniti esigi, 5. dakikada en iist
diizeyine ulasti [ 132.4 + 13.4 gram (n=10)]. Takiben CDP-kolin’e benzer sekilde etkisi
azalarak 20. dakikada geri dondii. Sitidin (1 pmol) ise, kolinin aksine pence ¢cekme yaniti
esigi degerlerinde sadece 5. dakikada istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olusturdu.
Sitidin, mekanik pence ¢cekme testinde carrageenanla olusturulmus inflamatuvar agrida 5.
dakika pence cekme yanit1 esigi 79.7 + 4.0 gram (n=6) olarak kaydedildi. Iki yonlii
ANOVA analizine gore, mekanik pence cekme testinde CDP-kolin ve kolin tedavi

[F(3, 28)=19.5; P<0.001], zaman [F(9, 238)=94.6; P<0.001] ve tedavi-zaman iliskisi
bakimindan [F(27, 238)=16.5; P<0.001] istatistiksel olarak anlamli antihiperaljezik etki
meydana getirdi (Sekil — 14 B).
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Sekil — 14: intraserebroventrikiiler yol ile enjekte edilen esmolar dozlardaki CDP-Kkolin,
kolin ve sitidinin A-carrageenanla olusturulmus inflamatuvar agridaki, termal (A) ve
mekanik (B) pence cekme testlerindeki antihiperaljezik etkisi

Termal ve mekanik penge ¢ekme testinde, carrageenan oncesi kontrol penge cekme yanit1 egik
degerleri alindiktan sonra intraplantar A-carrageenan (% 2’lik, 100 pl) enjeksiyonu yapildi. 3 saat
bekledikten sonra carrageenan enjeksiyonu sonrasi kontrol pence ¢cekme yaniti esik degerleri
alindi. Takiben intraserebroventrikiiler yolla CDP-kolin (1 pmol / 10 pl), kolin (1 pmol / 10 pl),
sitidin (1 pmol / 10 pl) ya da tuzlu su (10 ul) enjekte edildi. Ardindan 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 ve
60. dakikalarda pence cekme yaniti esik degerleri ol¢iildii. Degerler 6-10 siganin ortalama +
standart hatasi olarak verildi. Istatistiksel degerlendirmeler iki yonli RM-ANOVA’y1 takiben
Student-Newman-Keuls testi ile yapildi. * p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001; tuzlu su grubuna
gore anlaml farki gostermektedir.

41



4. CDP-kolin’in Antihiperaljezik Etkisinde Kolinerjik Reseptor Antagonistleri ile
Yapilan On Tedavinin Etkisi

CDP-kolin’in A-carrageenanla olusturulan inflamatuvar agridaki antihiperaljezik
etkilerine aracilik ettigi diisiiniilen santral kolinerjik reseptor tiplerinin arastirilmasi
amaciyla, sicanlara i.s.v. yolla CDP-kolin (1 pmol / 10 pl) veya tuzlu su (10 pl)
enjeksiyonundan 15 dakika 6nce, kolinerjik muskarinik reseptor antagonisti atropin siilfat
(10 ug/ 10 pl), kolinerjik nikotinik reseptor antagonisti mekamilamin (50 pg /10 ul), a7
noronal nikotinik asetilkolin reseptor antagonisti alfa-bungarotoksin (2 ug /10 pl) veya
tuzlu su (10 pl) i.s.v. yolla enjekte edildi. CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisi, termal ve
mekanik pence cekme testleri kullanilarak arastirildi. Termal ve mekanik pence ¢cekme
yanit1 esik degerleri, ikinci enjeksiyondan 10 dakika sonra ol¢iildii.

Termal pence ¢cekme testinde, tuzlu su veya CDP-kolin enjeksiyonu dncesi atropin,
mekamilamin, alfa-bungarotoksin veya tuzlu su on tedavisi uygulanan sicanlarin
carrageenan enjeksiyonu Oncesi ortalama kontrol pence cekme yanit1 esik degerleri sag
penge icin 11.8 + 1.1 saniye, sol pencge i¢in 11.8 + 0.1 saniye (n=47) olarak 6l¢iildii. Aym
sicanlarin carrageenan enjeksiyonundan 3 saat sonra ortalama kontrol pence ¢cekme yaniti
esik degerleri sag penge icin 4.6 + 0.1 saniye, sol penge icin 11.9 + 0.2 saniye (n=47)
olarak 6lciildii. Tuzlu su 6n tedavisi sonrasi 1.s.v. yolla CDP-kolin enjeksiyonu yapilan
sicanlarin termal sag penge ¢cekme yanit1 esik degerleri 19.6 + 0.3 saniye (n=7) iken tedavi
olarak tuzlu su enjeksiyonu yapilan si¢anlarin sag pence ¢cekme yanit1 esik degerleri 4.9 +
0.4 (n=6) idi. Buna gore tuzlu su sonrast CDP-kolin enjeksiyonu, termal pence cekme
yanit1 esik degerlerinde istatistiksel olarak anlaml [F(1, 11)=890.9; P<0.001] bir artisa yol
act1 (Sekil — 15 A).

Atropin, mekamilamin ve alfa-bungarotoksin 6n tedavisi sonras1 CDP-kolin
enjeksiyonu yapilan sicanlarda 10. dakika sag pence cekme yaniti esik degerleri sirasiyla;
19.1 £0.9 (n=6); 10.6 £ 0.3 (n=7) ve 15.0 £ 0.5 saniye (n=6) olarak 6l¢iildii. Buna gore
termal pence cekme testinde mekamilamin ve alfa-bungarotoksin 6n tedavileri, CDP-
kolin’in antihiperaljezik etkisini istatistiksel olarak anlaml sekilde bloke ederken [sirasiyla
F(1, 12)=432.0; P<0.001 ve F(1, 11)=65.6; P<0.001], atropin 6n tedavisi ise CDP-kolin’in
etkisinde anlamli bir degisiklik meydana getirmedi [F(1, 11)=0.3; P=0.587] (Sekil — 15 A).

CDP-kolin’in inflamatuvar agridaki antihiperaljezik etkisinin kolinerjik sistemle
iligkisini aragtirmak tizere kullanilan atropin, mekamilamin ve alfa-bungarotoksin 6n
tedavileri, tek baslarina termal pence ¢cekme yanit1 esik degerlerinde istatistiksel olarak

anlamli bir degisiklige neden olmadi (Sekil — 15 A).
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Mekanik pence ¢cekme testinde, tuzlu su veya CDP-kolin enjeksiyonu 6ncesi atropin,
mekamilamin, alfa-bungarotoksin veya tuzlu su 6n tedavisi uygulanan siganlarin
carrageenan enjeksiyonu oncesi ortalama kontrol penge ¢cekme yanit1 esik degerleri sag
penge icin 154.4 £ 0.7, sol pence icin 152.7 £ 0.9 gram gram (n=45) olarak 6l¢iildii. Ayn1
sicanlarin carrageenan enjeksiyonundan 3 saat sonra ortalama kontrol pence ¢ekme yaniti
esik degerleri sag penge i¢in 36.9 + 0.7 gram, sol pence icin 152.7 + 0.8 gram (n=45)
olarak olciildii. Tuzlu su 6n tedavisini takiben kontrol olarak i.s.v. yolla tuzlu su
uygulanan siganlarin mekanik sag pence cekme yanit1 esik degerleri 35.6 + 3.0 (n=5) iken,
CDP-kolin enjeksiyonu yapilan sicanlarin sag penge cekme yaniti esik degerleri 187.7 £
22.6 gram (n=7) olarak 6l¢iildii. Buna gore tuzlu su sonrasi CDP-kolin enjeksiyonu
mekanik pence cekme yanit1 esik degerlerinde istatistiksel olarak anlamli [F(1, 10)=31.3;
P<0.001] bir artisa yol act1 (Sekil — 15 B).

Atropin, mekamilamin ve alfa-bungarotoksin 6n tedavileri sonras1 CDP-kolin
enjeksiyonu yapilan sicanlarda sag pence cekme yaniti esik degerleri sirasiyla; 184.0 +
10.4 (n=6); 51.0 £ 4.0 (n=6) ve 49.0 £ 6.5 gram (n=6) olarak 6l¢iildii. Termal pence
cekme testinde oldugu gibi mekanik pencge ¢cekme testinde de mekamilamin ve alfa-
bungarotoksin 6n tedavileri, CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisini istatistiksel olarak
anlaml sekilde bloke ederken [sirasiyla F(1, 11)=30.4; P<0.001 ve F(1, 11)=30.2;
P<0.001], atropin 6n tedavisi ise CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisini degistirmedi [F(1,
11)=0.02; P=0.89] (Sekil — 15 B).

Kolinerjik reseptor antagonistlerinden atropin, mekamilamin ve alfa-bungarotoksin 6n
tedavilerinin ise, tek baslarina mekanik pence ¢cekme yanit1 esik degerlerinde istatistiksel

olarak anlaml bir degisiklige neden olmadig: saptandi (Sekil — 15 B).
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Sekil — 15: Intraserebroventrikiiler yolla uygulanan CDP-kolin’in \-carrageenanla
olusturulmus inflamatuvar agridaki, termal (A) ve mekanik (B) pence cekme testlerindeki
antihiperaljezik etkisinde kolinerjik reseptor antagonist 6n tedavilerinin etkisi

Termal ve mekanik pence cekme testinde, intraplantar A-carrageenan (% 2’lik, 100 ul)
enjeksiyonundan 3 saat sonra kontrol pence cekme yanit1 esik degerleri alindiktan sonra
intraserebroventrikiiler yolla atropin stilfat (10 pg / 10 ul), mekamilamin (50 pg / 10 ul), alfa-
bungarotoksin (2 pg / 10 ul) veya tuzlu su (10 pl) 6n tedavileri uygulandi. 15 dakika sonra
intraserebroventrikiiler yolla CDP-kolin (1 umol / 10 pl) ya da tuzlu su (10 pl) enjekte edildi.
Ikinci enjeksiyondan 10 dakika sonra pence cekme yanit1 esik degerleri l¢iildii. Degerler 5-7
sicanin ortalama + standart hatasi olarak verildi. Istatistiksel degerlendirmeler tek yonlii
ANOVA’y1 takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapildi. ***p<0.001; kontrol grubuna gore

anlamli farki gostermektedir.
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5. CDP-kolin’in Antihiperaljezik Etkisinde HC-3 On Tedavisinin Etkisi

A-carrageenanla olusturulan inflamatuvar agri modelinde CDP-kolin’in olusturdugu
antihiperaljezik etkide presinaptik kolinerjik mekanizmalarin roliinii arastirmak i¢in,
kolinin sinir ucuna geri alimini bloke eden bir ila¢ olan HC-3 (1 pug/ 10 pl) veya tuzlu su
(10 pl) i.s.v. yolla enjekte edildi. Takiben 15 dakika sonra sicanlara CDP-kolin (1 pmol/
10 pl; i.s.v.) veya tuzlu su (10 pl; i.s.v.) uygulandi. Olusturulan inflamatuvar agridaki
CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisi, sicanlarda termal ve mekanik pence ¢cekme testleri
kullanilarak aragstirildi. Termal ve mekanik pence cekme yanit1 esik degerleri, ikinci
enjeksiyondan 10 dakika sonra 0l¢iildii.

Termal pence ¢cekme testinde deneye alinan biitiin sicanlarin carrageenan enjeksiyonu
oncesi ortalama kontrol pence ¢cekme yanit1 esik degerleri sag penge i¢cin 12.0 + 0.2 saniye,
sol penge icin 12.0 + 0.3 saniye (n=24) olarak 0l¢iildii. Ayni sicanlarin carrageenan
enjeksiyonundan 3 saat sonra ortalama kontrol pence cekme yanit1 esik degerleri sag penge
icin 4.7 £ 0.6 saniye ve sol penge i¢in 11.8 + (0.2 saniye (n=24) olarak kaydedildi. HC-3 6n
tedavisini takiben CDP-kolin uygulanan siganlarda 10. dakikada alinan sag pence cekme
yanit1 esik degeri 16.6 + 1.0 saniye (n=6) iken kontrol grubunda ise 19.6 + 0.3 (n=7) olarak
Olciildii. Bu sonuca gore termal pence ¢cekme testinde, HC-3 6n tedavisi CDP-kolin’in
neden oldugu antihiperaljezik etkiyi istatistiksel olarak anlaml sekilde [F(1, 11)=9.2;
P<0.05] bloke etti. HC-3 6n tedavisi tek basina termal penge ¢cekme yanit1 esik degerlerini
degistirmedi (Sekil — 16 A).

Mekanik pence ¢cekme testinde deneye alinan biitiin siganlarin carrageenan
enjeksiyonu Oncesi ortalama kontrol penge ¢cekme yaniti esik degerleri sag pence icin 154.5
+ (0.9 gram ve sol pence icin 151.7 + 1.0 gram (n=23) olarak bulundu. Ayni si¢anlarin
carrageenan enjeksiyonundan 3 saat sonra ortalama kontrol pence ¢cekme yanit1 esik
degerleri sag pence icin 35.7 £ 1.0 gram, sol pence icin 152.0 + 1.2 gram (n=23) olarak
Olciildii. HC-3 6n tedavisini takiben CDP-kolin uygulanan sicanlarda 10. dakikada alinan
sag pence cekme yanit1 esik degeri 97.3 £ 20.9 gram (n=6) iken kontrol grubunda ise 187.7
+ 22.6 (n=7) oldu. Bu sonuca gore mekanik pence cekme testinde, HC-3 6n tedavisi CDP-
kolin’in antihiperaljezik etkisini istatistiksel olarak anlaml sekilde [F(1, 11)=8.4; P<0.05]
bloke etti. HC-3 0n tedavisi ise tek bagina mekanik penge cekme yaniti esik degerlerini

degistirmedi (Sekil — 16 B).
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Sekil — 16: intraserebroventrikiiler yolla uygulanan CDP-kolin’in A-carrageenanla
olusturulmus inflamatuvar agridaki, termal (A) ve mekanik (B) pence cekme testlerindeki
antihiperaljezik etkisinde HC-3 6n tedavisinin etkisi

Termal ve mekanik pence cekme testinde, intraplantar A-carrageenan (% 2’lik, 100 ul)
enjeksiyonundan 3 saat sonra kontrol pence cekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra
intraserebroventrikiiler yolla HC-3 (1 pg / 10 ul) veya tuzlu su (10 ul) 6n tedavileri uygulandi. 15
dakika sonra intraserebroventrikiiler yolla CDP-kolin (1 pmol / 10 ul) ya da tuzlu su (10 pl)
enjekte edildi. ikinci enjeksiyondan 10 dakika sonra pence ¢ekme yaniti esik degerleri lgiildi.
Degerler 5-7 siganin ortalama + standart hatasi olarak verildi. Istatistiksel degerlendirmeler tek
yonlit ANOVA’y1 takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapildi. ***p<0.001; kontrol grubuna
gore anlaml farki gostermektedir.
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6. CDP-kolin’in Antihiperaljezik Etkisinde Nalokson On Tedavisinin Etkisi

A-carrageenanla olusturulan inflamatuvar agri modelinde CDP-kolin’in olusturdugu
antihiperaljezik etkide santral opioiderjik sistemin roliinii arastirmak amacuiyla, se¢ici
olmayan opioid reseptor antagonisti nalokson (10 pg / 10 ul) veya tuzlu su (10 pl) i.s.v.
yolla enjekte edildi. Takiben 15 dakika sonra sicanlara CDP-kolin (1 pmol/ 10 pul; i.s.v.)
veya tuzlu su (10 pl; i.s.v.) uygulandi. Olusturulan inflamatuvar agridaki CDP-kolin’in
antihiperaljezik etkisi, si¢canlarda termal ve mekanik penge cekme testleri kullanilarak
arastirildi. Termal ve mekanik pence ¢cekme yanit1 esik degerleri, ikinci enjeksiyondan 10
dakika sonra 6l¢iildii.

Termal pence ¢cekme testinde deneye alinan biitiin sicanlarin carrageenan enjeksiyonu
oncesi ortalama kontrol pence ¢ekme yanit1 esik degerleri sag penge i¢in 12.2 + 0.3 saniye
ve sol pence icin 12.0 + 0.2 saniye (n=24) olarak 6l¢iildii. Ayni sicanlarm carrageenan
enjeksiyonundan 3 saat sonra ortalama kontrol pence cekme yanit1 esik degerleri sag penge
icin 4.4 + 0.2 saniye ve sol penge i¢in 11.7 + 0.3 saniye (n=24) olarak bulundu. Nalokson
on tedavisini takiben CDP-kolin uygulanan si¢anlarda sag pence ¢cekme yanit1 esik
degerleri 18.3 + 0.8 saniye (n=6) iken tuzlu su on tedavisi yapilan grupta ise 19.6 + 0.3
(n=7) olarak 0l¢iildii. Bu sonuca gore termal pence cekme testinde nalokson on tedavisi,
CDP-kolin ile ortaya ¢ikan antihiperaljezik etkide istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklige yol acmadi [F(1, 11)=2.5; P=0.14]. Nalokson On tedavisi ise tek basina termal
pence cekme yanit1 esik degerlerinde degisiklik yapmadi (Sekil — 17 A).

Mekanik pence ¢cekme testinde deneye alinan biitiin siganlarin carrageenan
enjeksiyonu Oncesi ortalama kontrol pence ¢cekme yaniti esik degerleri sag pence icin 153.6
+ (0.8 gram ve sol pence icin 152.7 + 1.1 gram (n=23) olarak bulundu. Ayni si¢anlarin
carrageenan enjeksiyonundan 3 saat sonra ortalama kontrol pence ¢cekme yanit1 esik
degerleri sag pence i¢in 36.4 + 1.0 gram ve sol penge i¢cin 152.7 + 1.1 gram (n=23) olarak
Olciildii. Nalokson 6n tedavisini takiben CDP-kolin uygulanan si¢anlarda sag pence ¢cekme
yanit1 esik degerleri 191.3 + 22.6 gram (n=6) iken tuzlu su 6n tedavisi yapilan grupta ise
187.7 £22.6 (n=7) olarak 0l¢iildii. Elde edilen sonuclara gére mekanik pence cekme
testinde de, nalokson 6n tedavisi CDP-kolin ile ortaya ¢ikan antihiperaljezik etkide
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige yol agmadi [F(1, 11)=0.01; P=0.912]. Nalokson
on tedavisi tek basina mekanik pence ¢cekme yanit1 esik degerlerini degistirmedi (Sekil —

17 B).

47



20 u
T
A
@
2
S 15 - ..
z On tedaviler
3B 1 Tuzlu su
& 1 Nalokson
S 10
>
%]
£
2
-5
o
8 5 T T
=
5]
=¥
0
Tuzlu su CDP-kolin
300
250 B

200 - i 1

On tedaviler

7 Tuzlu su
150 ~ [ Nalokson

100 -

Pence Cekme Yanit1 Esigi (gram)

50 -

Tuzlu su CDP-kolin

Sekil — 17: Intraserebroventrikiiler yolla uygulanan CDP-kolin’in L-carrageenanla
olusturulmus inflamatuvar agridaki, termal (A) ve mekanik (B) pence cekme testlerindeki
antihiperaljezik etkisinde nalokson 6n tedavisinin etkisi

Termal ve mekanik pence cekme testinde, intraplantar A-carrageenan (% 2’lik, 100 ul)
enjeksiyonundan 3 saat sonra kontrol pence cekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra
intraserebroventrikiiler yolla nalokson (10 pg/ 10 pl) veya tuzlu su (10 pl) 6n tedavileri
uygulandi. 15 dakika sonra intraserebroventrikiiler yolla CDP-kolin (1 pmol / 10 pl) ya da tuzlu
su (10 pl) enjekte edildi. ikinci enjeksiyondan 10 dakika sonra pence cekme yaniti esik degerleri
olciildii. Degerler 5-7 sicanin ortalama =+ standart hatasi olarak verildi. Istatistiksel
degerlendirmeler tek yonlit ANOVA’y1 takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapildi. Kontrol
grubuna gore anlamli fark yoktur.
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7. CDP-kolin’in Antihiperaljezik Etkisinde CGP-35348 On Tedavisinin Etkisi

A-carrageenanla olusturulan inflamatuvar agri modelinde CDP-kolin’in olusturdugu
antihiperaljezik etkide, santral GAB Aerjik sistemin roliinii arastirmak amaci ile GABAp
reseptor antagonisti CGP-35348 (20 ug / 10 ul) veya tuzlu su (10 pl) i.s.v. yolla enjekte
edildi. Takiben 15 dakika sonra siganlara CDP-kolin (1 pmol/ 10 pl; i.s.v.) veya tuzlu su
(10 pl; i.s.v.) uygulandi. Olusturulan inflamatuvar agridaki CDP-kolin’in antihiperaljezik
etkisi, sicanlarda termal ve mekanik pence ¢cekme testleri kullanilarak arastirildi. Termal
ve mekanik penge cekme yaniti esik degerleri, ikinci enjeksiyondan 10 dakika sonra
olgildii.

Termal pence ¢cekme testinde deneye alinan biitiin sicanlarin carrageenan enjeksiyonu
oncesi ortalama kontrol pence ¢ekme yanit1 esik degerleri sag penge i¢in 11.9 + 0.2 saniye
ve sol pence icin 11.8 + 0.2 saniye (n=24) olarak ol¢iildii. Ayni1 siganlarin carrageenan
enjeksiyonundan 3 saat sonra ortalama kontrol pence cekme yanit1 esik degerleri sag penge
icin 4.6 = 0.1 saniye ve sol pence i¢in 11.9 + 0.2 saniye (n=24) olarak bulundu.
CGP-35348 06n tedavisini takiben CDP-kolin uygulanan siganlarda sag penge ¢cekme yaniti
esik degerleri 14.1 £ (0.7 saniye (n=6) iken tuzlu su 6n tedavisi yapilan grupta ise
19.6 £ 0.3 (n=7) olarak 6l¢iildii. Bu sonuca gore termal pence ¢cekme testinde CGP-35348
on tedavisi, CDP-kolin ile ortaya ¢ikan antihiperaljezik etkiyi istatistiksel olarak anlamli
sekilde [F(1, 11)=60.7; P<0.001] bloke etti. CGP-35348 6n tedavisi ise tek basina termal
pencge cekme yanit1 esik degerlerinde degisiklik yapmadi (Sekil — 18 A).

Mekanik pence ¢cekme testinde deneye alinan biitiin siganlarin carrageenan
enjeksiyonu oncesi ortalama kontrol pence ¢cekme yanit1 esik degerleri sag pencge icin 154.3
+ (0.7 gram ve sol pence icin 152.3 + 1.2 gram (n=23) olarak bulundu. Ayni si¢anlarin
carrageenan enjeksiyonundan 3 saat sonra ortalama kontrol pence ¢cekme yanit1 esik
degerleri sag pence i¢cin 37.7 £ 0.9 gram ve sol pence i¢in 153.7 £ 1.1 gram (n=23) olarak
Olciildii. CGP-35348 6n tedavisini takiben CDP-kolin uygulanan sicanlarda sag pence
cekme yanit1 esik degerleri 80.7 + 10.0 gram (n=6) iken tuzlu su on tedavisi yapilan grupta
ise 187.7 £ 22.6 (n=7) olarak ol¢iildii. Bu sonuglara gore mekanik pence cekme testinde
de CGP-35348 on tedavisi, CDP-kolin ile ortaya ¢ikan antihiperaljezik etkiyi istatistiksel
olarak anlamli sekilde [F(1, 11)=16.7; P<0.01] bloke etti. CGP-35348 6n tedavisi, tek
basina mekanik pence cekme yanit1 esik degerlerini degistirmedi (Sekil — 18 B).
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Sekil — 18: Intraserebroventrikiiler yolla uygulanan CDP-kolin’in \-carrageenanla
olusturulmus inflamatuvar agridaki, termal (A) ve mekanik (B) pence cekme testlerindeki
antihiperaljezik etkisinde CGP-35348 6n tedavisinin etkisi

Termal ve mekanik pence cekme testinde, intraplantar A-carrageenan (% 2’lik, 100 ul)
enjeksiyonundan 3 saat sonra kontrol pence cekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra
intraserebroventrikiiler yolla CGP-35348 (20 ug / 10 pl) veya tuzlu su (10 ul) 6n tedavileri
uygulandi. 15 dakika sonra intraserebroventrikiiler yolla CDP-kolin (1 pmol / 10 pl) ya da tuzlu
su (10 pl) enjekte edildi. ikinci enjeksiyondan 10 dakika sonra pence ¢ekme yaniti esik degerleri
olciildii. Degerler 5-7 sicamin ortalama =+ standart hatasi olarak verildi. Istatistiksel
degerlendirmeler tek yonlit ANOVA’y1 takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapildi.
*##%p<0.001; kontrole gore anlamli farki gostermektedir.
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8. CDP-kolin’in Carrageenanla Gelisen Pence Odemi Uzerine Etkisi

I.s.v. uygulanan CDP-kolin’in carrageenana bagli gelisen pence ddemi iizerine etkisi
test edildi. Bu amagla siganlarin sag arka pengelerinin pence genislikleri dijital mikrometre
araciligiyla olciildii. Kontrol penge genisliklerinin tespitini takiben CDP-kolin (2 uymol/10
ul) veya tuzlu su (10 pl) i.s.v. yolla enjekte edildi. 5 dakika sonra intraplantar yolla
sicanlarin sag arka pencesine % 2’lik A-carrageenan (100 ul) enjekte edildi. Takiben sag
pence genisligi 1, 2, 3 ve 4. saatlerde degerlendirildi. Degerler penge genisliklerinin yiizde
degisim degerleri hesaplanarak verildi. Istatistiksel degerlendirmeler iki yonlii RM-
ANOVA’y1 takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapildi. CDP-kolin, carrageenana
bagl gelisen pence ddemi iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige yol agmadi
(Sekil — 19).
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Sekil — 19: CDP-kolin’in Carrageenanla Gelisen Pence Odemi Uzerine Etkisi

Sag arka pencelerin carrageenan oncesi kontrol pence genislikleri ol¢iildiikten sonra,
intraserebroventrikiiler yolla CDP-kolin (2 umol / 10 pl) ya da tuzlu su (10 pl) enjeksiyonu
yapildi. 5 dakika sonra sag arka penceye intraplantar yolla A-carrageenan (% 2’lik, 100 pl)
enjekte edildi. Carrageenan enjeksiyonunu takiben 1, 2, 3 ve 4. saat dilimlerinde pence
genislikleri ol¢iildii. Pence genisliklerinin ylizde degisim degerleri hesaplanarak 6-8 sicanin
ortalama + standart hatas olarak verildi. Istatistiksel degerlendirmeler iki yonlii RM-ANOVA’y1
takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapildi.
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TARTISMA ve SONUC

Bu calismadan elde edilen bulgular, i.s.v. yolla uygulanan CDP-kolin’in A-
carrageenanla olusturulan deneysel inflamatuvar agr1 modelinde, termal ve mekanik pence
cekme testlerinde doza ve zamana baglh olacak sekilde antihiperaljezik etki meydana
getirdigini gostermistir (Sekil — 12). Inflamatuvar agr1 modelinde, her iki testte de i.s.v.
yolla es molar dozda uygulanan kolin, CDP-kolin’e benzer etki meydana getirmistir (Sekil
—14). Es molar dozda uygulanan sitidin (i.s.v.) ise termal pence ¢ekme testinde anlamli
bir antihiperaljezik etki meydana getirmezken, mekanik pence ¢cekme testinde 5. dakikada
kisa siireli ama istatistiksel olarak anlamli antihiperaljezik etki olusturmustur (Sekil —14B).
Calismamizda CDP-kolin’in meydana getirdigi antihiperaljezik etki, i.s.v. yolla uygulanan
mekamilamin, alfa-bungarotoksin, HC-3 ve CGP-35348 6n tedavileri ile ortadan
kaldirilirken (Sekil — 15, Sekil — 16, Sekil — 18), atropin ve nalokson 6n tedavileri CDP-
kolin’in etkisini degistirmemistir (Sekil — 15, Sekil — 17). Bu ¢aligmada A-carrageenan’in
neden oldugu penge 6demi iizerine, i.s.v. yolla uygulanan CDP-kolin’in etkisi olmadigi
bulunmustur.

Pence icine A-carrageenan uygulamasiyla olusturulan subakut inflamasyon modeli,
yaygin olarak kullanilan bir inflamatuvar agr1 modelidir (160, 217, 218). Calismamizda
once, carrageenan ile olusturulan hiperaljezi termal ve mekanik pence ¢cekme testleri ile
degerlendirildi (Sekil — 11). Sag arka pengeye intraplantar yolla uygulanan carrageenan
ile gelisen hiperaljezi, termal pence ¢ekme testinde uygulamadan yaklasik 3 saat sonra
maksimuma ulast1 ve 6 saat siireyle ayn1 kald1 ve 24 saat sonra penge ¢ekme esigi kontrol
degerlerine geri dondii (Sekil — 11A). Mekanik penge cekme testinde carrageenana baglh
olarak gelisen mekanik hiperaljezinin, termal hiperaljezideki ile ayni olacak sekilde
carraageenan enjeksiyonundan sonra 3. saatte en yiiksek diizeyine ulastig1 ve yaklasik 6
saat slireyle alinan dlctimlerde ayni kaldig1 gozlendi. Takiben, termal hiperaljeziden farkl
olarak 48 saat siireyle azalarak devam ettigi gozlendi (Sekil — 11B). Bu sonuclar
carrageenan kullanilarak yapilan ¢aligmalarla uyumlu bulundu (160, 213, 219, 220).

Calismamizda ilk olarak CDP-kolin’in antihiperaljezik ve analjezik etkisi hem
carrageenan uygulanan inflamasyonlu pengede ve hem de carrageenan uygulanmayan
inflamasyonsuz pencede test edildi. Elde edilen sonuglara gére CDP-kolin’in akut agridaki
analjezik etkisini gosteren daha onceki calisma (17, 221) ile uyumlu olacak sekilde, kontrol

pencgede analjezik etki; inflamasyonlu pengede ise antihiperaljezik etki meydana getirdigi
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gorildii (Sekil — 12 ve Sekil — 13). Ayrica, CDP-kolin akut agr1 modellerinde gosterdigi
analjezik etkisiyle uyumlu olacak sekilde bu ¢alismamizda da santral kolinerjik
mekanizmalarin aktivasyonu ile antihiperaljezik etki meydana getirdi. Bunu destekleyen
sonug¢larimizdan ilki ayn1 yolla ve es molar dozda (1pmol) uygulanan kolinin, CDP-
kolin’in antihiperaljezik etkisini taklit etmesidir (Sekil — 14). Kolin (1 pmol; i.s.v.), termal
pencge cekme testinde siddet ve siire bakimindan CDP-kolin’e benzer bir etki meydana
getirmigtir (Sekil — 14A). Mekanik pence ¢cekme testinde ise kolin, penge cekme yaniti
esigini kontrole gore anlamli sekilde arttirmistir. Kolinin bu etkisi siddet bakimindan
olmasa bile zaman bakimindan CDP-kolin’in etkisi ile tam olarak ortiismektedir (Sekil —
14B). Santral kolinerjik aktivasyonun CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisine aracilik
ettiginin bir diger gostergesi de, noronal kolin geri alim inhibitorii olan HC-3’itin, CDP-
kolin’in inflamatuvar agrida olusturdugu antihiperaljezik etkiyi her iki testte de istatistiksel
olarak anlaml sekilde azaltmasidir (Sekil — 16). Son olarak; CDP-kolin’in antihiperaljezik
etkisinin, secici olmayan nikotinik kolinerjik reseptor antagonisti mekamilamin ile termal
ve mekanik pence cekme testlerinde bloke edilmesi, santral kolinerjik aktivasyonun CDP-
kolin’in ¢aligmadaki etkisine aracilik ettigi goriisiinii giiglendirmistir (Sekil — 15).
Calismadan elde edilen bulgular analjezi olusumunda kolinerjik sistem aktivasyonunun
araciligi gosteren diger calismalarla da uyumlu bulunmustur. Farkli deney hayvanlar1 ve
agr1 modelleri kullanilarak yapilan bu calismalarda da ¢esitli kolinomimetik ajanlarin
merkezi ya da periferik yolla verilmeleri sonrasinda analjezik etki elde edilmistir (17, 41-
48, 53, 173, 174). Inflamatuvar agr1 modelleriyle yapilan calismalarla ortaya konulan
sonuglar da santral kolinerjik sistem aktivasyonunun antihiperaljezik etkiler olusturdugu
yoniinde bilgiler sunmustur (49, 59, 60-62).

Sicanlarda, disaridan uygulanan CDP-kolin’in hizla hidrolize edilerek baglica kolin ve
sitidin metabolitlerine ayrigtig1 bilinmektedir (1). CDP-kolin’in bu metabolitlerinin
sicanlarda hem birbirine benzer hem de zit etkiler olusturdugu gosterilmistir (20, 88, 107).
Sicanlara periferik yolla sitidin uygulandiginda antidepresan etkiler, kolin uygulandiginda
ise prodepresan etkiler goriilmiistiir (107). Merkezi yolla verilen sitidinin kan basinci ve
kalp hiz1 lizerine olan etkileri ortaya konmustur (88). Piirinerjik sistemin analjezideki rolii
cesitli calismalarda gosterilmistir (223, 224). Es molar dozlarda (1pmol; i.s.v.) uygulanan
sitidin ve CDP-kolin’in siddet ve siire bakimindan termal ve mekanik penge ¢cekme
testlerinde farkli sekilde antihiperaljezik etki ortaya ¢ikardigi; sitidinin sadece mekanik
pence cekme testinde hafif ama anlamli antihiperaljezik etki olusturdugu, ancak termal

pence cekme testinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik yapmadig: goriilmiuistiir
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(Sekil — 14). Sitidinin mekanik pence ¢cekme testinde olusturdugu antihiperaljezik etki,
CDP-kolin’inkine gore siddet ve siire bakimindan diisiik bulunmustur (Sekil — 14B). Daha
once sicanlarda akut agr1 modelleri kullanilarak yapilan bir calismada, merkezi yolla es
molar dozda sitidin ve CDP-kolin uygulanmus; sitidinin uygulamayi takiben bir miktar agri
esigini yiikselttigi, ancak istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik yapmadigi bulunmustur
(17, 221). Hamurtekin ve Giiriin’iin (17) akut agr1 modellerinde yaptiklar1 caligma ile bu
caligma arasindaki mekanik pence ¢cekme testinde sitidin uygulamasiyla elde edilen
analjezik etkideki farkliligin, farkli agr1 modelleri kullanilmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Farkli hayvan tiirlerinde yapilan calismalarda termal (225) ve mekanik
(226) hiperaljezi Ol¢iimlerinin farkl nosiseptorleri etkileyerek farkli sonuclara sebep
olabilecegi gosterilmis ve iki 6l¢ciim metodunun arasindaki degisik cevaplarin mekanik
uyaranin hiperaljezi dl¢timiinde daha duyarli bir yontem olmasindan ¢ok, mekanik
uyaranla termal uyarana gore farkl reseptor tiplerinin de uyarildig1 vurgulanmistir (226,
227). Baslica iki 6nemli reseptor alt tipi A-mekanois: ve C-mekanoisi reseptorleridir ve
hem mekanik basing hem de termal uyarana karsi iki tip reseptor de cevap verirken,
verdikleri yanit siddet yoniinden farklilik gdstermektedir. Bu reseptor tipleri tekrarlayan
uyarana karsi sensitizasyon olusturur ve yanittaki siddet de degisir. A-mekanoisi
reseptorlerinin, C-mekanoisi reseptorlerine gore daha hizli sensitize olduklar1 bildirilmistir
(227, 228).

HC-3, kolinerjik ndronlarda yiiksek afiniteli transport sistemi inhibe etmek suretiyle,
kolinin presinaptik uc¢tan geri alinimimi engelleyen bir ilagtir. HC-3’{in bu etkisiyle, kolin
ile indiiklenen ACh sentezindeki artig engellenmektedir (98). Bu ¢caligmada, inflamatuvar
agr1 modelinde CDP-kolin ile ortaya ¢ikan antihiperaljezik etki her iki testte de HC-3 ile
azaltilmistir ve bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil — 16). Bu bulgu,
CDP-kolin’le elde edilen antihiperaljezik etkide; presinaptik kolinerjik mekanizmalarin
aktivasyonunun rol oynadig: beyin kolin ve ACh diizeylerindeki artisinin neden oldugunu
diisiindiirmektedir. Disaridan verilen CDP-kolin’in beyin kolin ve ACh diizeylerini
yiikselttigi gosterilmistir (88, 109). Calismadan elde edilen bulgularla daha 6nce yapilan
bu arastirmalarm sonuglari karsilastirildiginda, CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisinde,
ACh sentez ve saliverilmesini artiran presinaptik kolinerjik mekanizmalar ve kolinerjik
aktivasyonun aracilig1 yoniinden uyumlu oldugu goriilmektedir.

CDP-kolin’le yapilan 6nceki agri calismalarindan (17, 221) ve ¢calismamizda es molar
dozdaki kolinle CDP-kolin’in benzer etki yaptigindan yola ¢ikarak, CDP-kolin’in

antihiperaljezik etkisinde rol oynayan kolinerjik reseptor tiplerini belirlemek amaciyla,
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secici olmayan muskarinik reseptOr antagonisti atropin ve segici olmayan nikotinik
reseptOr antagonisti mekamilamin 6n tedavileri uygulanmistir. CDP-kolin’in
antihiperaljezik etkisinde atropin bir degisiklige yol agmazken, mekamilamin ise etkiyi
bloke etmistir (Sekil — 15). Elde edilen bu bulgu, CDP-kolin’in inflamatuvar agr1
modelindeki antihiperaljezik etkisinde santral nikotinik reseptorlerin rol oynadigini
diisiindiirmektedir. Cesitli nikotinik agonistlerin uygulanmasinin deney hayvanlarinda
farkli agr1 modelleri kullanilarak yapilan ¢alismalarda analjezik ve antihiperaljezik etkiler
dogurdugu gosterilmistir (49-53, 60-62, 184, 185, 190). Merkezi yolla uygulanan kolinin
olusturdugu analjezik etkide de santral nikotinik reseptorlerin rol aldigi gosterilmistir (48,
49). Calismanin bulgular1 santral nikotinik reseptorlerin analjezideki roliinii gdsteren
caligmalarla uyumluluk gostermektedir.

Nikotinik reseptor agonistleri ile olusturulan analjezik etkide, ndronal yolaklardaki
dagilimlarina bagh olarak, 6zellikle 042 ve o7 nikotinik reseptdr alt tipleri rol
oynamaktadir (54, 55, 187-189). Kolin, hem CDP-kolin’in hidroliz iiriinii hem de ACh
sentezinde bir 6n madde olup, néronal a7nACh alt tipine agonistik etki gosterir (56-58).
Kolin, noronal a7nACh’iin aktivasyonu ve desensitizasyonunda ACh’e benzer kinetik
ozellikler gosterir (229). Cesitli akut agr1 modelleri ile yapilan bazi ¢aligmalarda, santral
kolin uygulamastyla olusturulan analjezik etki, spesifik a7nACh reseptor
antagonistlerinden MLA ve a-bungarotoksin ile bloke edilirken 042 nikotinik reseptor
antagonisti olan DhPE ile bloke edilememis ve etkide a7nACh reseptorlerinin rol oynadigi
belirtilmistir (48, 49). Bu calismada da, benzer sekilde i.s.v. CDP-kolin’in antihiperaljezik
etkisine aracilik eden nikotinik kolinerjik reseptor alt tiplerini belirlemek amaciyla spesifik
a7nACh reseptor antagonisti olan a-bungarotoksin kullanilmistir. a-Bungarotoksin hem
termal hem de mekanik penge cekme testlerinde antihiperaljezik etkiyi bloke etmistir
(Sekil — 15). Termal penge ¢ekme testine oranla mekanik penge cekme testinde tam blokaj
goriilmesi lizerine, bunun 6l¢ciim metodundaki farkliliktan kaynaklanabilecegi diisiincesine
ve inflamatuvar agrida Randall-Sellitto cihazinin daha spesifik bir 6l¢iim metodu oldugu
kanaatine varilmistir. o-Bungarotoksin ile elde edilen bulgu, CDP-kolin’in hidroliz
metabolitlerinden biri olan kolinin, a7nACh reseptor agonisti olarak CDP-kolin’in
antihiperaljezik etkisinde rol oynadigini diisiindiirmektedir.

Santral nikotinik kolinerjik reseptorler kadar santral muskarinik reseptorlerin de,
analjezik etkilerdeki rollerinin arastirildig1 ve analjezik etkiye aracilik ettigini gdsteren
caligmalar bulunmaktadir. Sicanlara merkezi yolla uygulanan muskarinik reseptor agonisti

oksotremorin, akut agr1 modellerinde analjezik etki olusturmustur (176). I.s.v. kolinin
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analjezik etkisinde santral nikotinik kolinerjik reseptorlerin yaninda, santral muskarinik
reseptorlerin de rol oynadigi saptanmustir (48, 49). Merkezi yolla uygulanan CDP-kolin’in
nikotinik etkilerine ek olarak muskarinik etkileri de gosterilmistir (32, 88). Bu caligmada
ve daha dnce CDP-kolin’in akut agridaki etkisini arastiran ¢calismada (17, 221) ise segici
olmayan muskarinik reseptor antagonisti atropin, CDP-kolin’in antihiperaljezik ve
analjezik etkisini degistirmemistir ve bu sonug¢ s0z konusu etkide santral muskarinik
reseptorlerin araci1 olmadigim gostermektedir (Sekil — 15).

CDP-kolin’in inflamatuvar agridaki etkisinde, santral kolinerjik sistemin
aktivasyonundan bagka rol oynayan diger supraspinal nérotransmitter sistemler de
arastirilmistir. Bu amacla ilk olarak santral opioderjik reseptorlerin aracilig incelenmistir.
Ciinkii; agr1 modulasyonunda, endojen analjezik sistemlerden opioiderjik sistem, ¢esitli
seviyelerde onemli rol oynamaktadir. Korteks, talamus ve beyin sap1 gibi agr1 iletiminde
onemli rolii olan supraspinal bolgelerde u, 6 ve k opioderjik reseptorler gosterilmistir
(230). Opioiderjik sistem ve kolinerjik sistem ¢esitli yonlerden birbiri ile iligkili olarak
agr1 modulasyonunda gorev alir (231, 232). Nikotininin analjezik etkisinde, santral
kolinerjik ve opioiderjik reseptorlerin araci oldugu ve nikotinin kolinerjik aktivasyon
yaratarak morfinin analjezik etkisini artirdig1 belirlenmistir (233, 234). Opioiderjik agonist
uygulanmasin takiben, ACh’in beyin omurilik sivisindaki derisiminin arttigi (235);
sicanlarda akut agr1 modelinde morfin ile fizostigmin kombinasyonunun analjezik etkide
artis sagladig1 gosterilmistir (236). Nikotinik kolinerjik reseptorler ile p-opioid
reseptorleri, beynin cesitli bolgelerinde birlikte yerlesim gostermekte ve agri iletiminin
kontroliinde beraber rol oynamaktadirlar (237). Ayrica, daha 6nce CDP-kolin ile yapilan
caligmada, nalokson tedavisinin CDP-kolin’in akut agrida meydana getirdigi analjezik
etkiyi ortadan kaldirdig1 gosterilmistir (18, 221). Bu calismamizda da nalokson 6n tedavisi
yaparak, i.s.v. yolla uygulanan CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisinde supraspinal
opioderjik reseptorlerin araciligini arastirdik. Bu amagla nalokson (10 pg) CDP-kolin
uygulanmasindan 15 dakika once i.s.v. yolla uygulandi. Nalokson 6n tedavisi termal ve
mekanik pence cekme testlerinde CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisini degistirmemistir
(Sekil — 17). Nalokson daha yiiksek dozlarda kullanildiginda (100 umol) tek basina
analjezik etki gosterebildigi i¢in bu ¢alismada kullanilmamistir. Calismamizdan elde
ettigimiz bu sonuca gore, inflamatuvar agrida CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisine
opioderjik reseptorler aracilik etmemektedir. Bu bulgu opioderjik reseptorlerin CDP-
kolin’in akut agridaki analjezik etkisine aracilik ettigini gosteren diger ¢caliyma ile uyumlu

degildir (18, 221). Bununla birlikte, inflamatuvar agr1 modeli, olusturdugu santral
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sensitizasyonla akut agr1 modelinden daha farkli kompleks bir modeldir ve inflamasyon
sirasinda primer ve sekonder agri liflerinin siirekli aktivasyonu ile santral sinir siteminde
yapisal degisiklikler olmaktadir (155). Bunlara ek olarak supraspinal kolinerjik ve
opioiderjik sistemlerin birlikte analjezik etki olusturdugunu destekleyen yukaridaki
caligmalarin aksine, bazi caligmalar da nikotinik agonistler ile ortaya ¢ikan analjezik
etkilere supraspinal opioid reseptorlerin aracilik etmedigini gostermektedir (185, 238).
Ayrica farelerde inflamatuvar agr1 olusturarak kolinin analjezik etkisinin arastirildig: bir
diger calismada da, supraspinal opioid reseptorlerin, kolinin analjezik etkisinde rolii
olmadig1 gosterilmistir (49).

GABAerjik sistem de opioiderjik sistem gibi, spinal ve supraspinal diizeyde agr1
inhibisyonuna aracilik eder (239, 240). Daha 6nce yapilan ¢calismalar, GAB Aerjik
noronlar iizerinde a7nACh reseptorlerin varligini gostermis ve bu reseptorlerin
aktivasyonunun GABA saliverilmesini artirdigimi ortaya koymustur (241-243). ACh ve
ACh metaboliti olan kolinin, a7nACh reseptorleri tizerinden GAB Aerjik iletiyi artirdigi
gosterilmistir (244). Bu c¢alismada, 1.s.v. CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisini GABAg
reseptor antagonisti CGP-35348, termal ve mekanik penge cekme testlerinde bloke etmistir
(Sekil — 18). Bu bulgu, inflamatuvar agri modelinde CDP-kolin’le elde edilen
antihiperaljezik etkide supraspinal GABAerjik mekanizmalarin rolii bulundugunu
gostermektedir. Bu sonuclar, daha 6nce CDP-kolin’in akut agridaki analjezik etkisine
GABAg reseptorlerinin aracilik ettigini gosteren sonuglar ile uyumludur (18).

A-Carrageenan ile olusturulan inflamatuvar agri1 modeli ayn1 zamanda antiinflamatuvar
etkisi oldugu diisiiniilen ilaclarin s6z konusu etkilerini degerlendirmek icin de kullanilir ve
carrageenana bagli gelisen penge ddemini geri dondiiren ilaglarin antiinflamatuvar etkili
olduklar1 kabul edilir (160, 162, 218, 245-247). Carrageenan enjeksiyonundan sonra
gelisen 0dem, enjeksiyondan 1 saat sonra baslayip 3. saatte maksimum genislige
ulagmaktadir (160). Carrageenan enjeksiyonunu takiben ¢evre doku ve hiicrelerden ortama
salinan bazi sitokinlerin (TNF-a, IL-1B, PGE; PGI, ) inflamasyona ve takiben pence 6demi
gelismesine aracilik eden mekanizmalar oldugu bilinmektedir (165, 166). Carrageenana
bagl gelisen pence ddeminin degerlendirilmesinde, baslica penge kalinligi ve agirhigindaki
degisimlerin tespitine yonelik yontemler kullamilir (162, 163, 248-250).

Son yillarda yapilan ¢calismalarda kolinerjik antiinflamatuvar yolak, inflamasyonun
noral inhibisyonunu agiklamada bir mekanizma olarak karsimiza ¢ikmaktadir (65, 67, 191,
195). Santral sinir sistemi vagus siniri araciligiyla, inflamasyonu inhibe etmekte ve

boylece inflamatuvar sonuglar1 hafifletmektedir (67, 194, 191-193). Efferent vagus
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sinirinin yeni bir fonksiyonu olarak tarif edilen kolinerjik antiinflamatuvar yolakla iliskili
olarak, inflamasyonda ortaya ¢ikan makrofajlardan TNF-a salinimi yine makrofajlarda
eksprese edilen periferal 07nACh reseptorlerinin araciligiyla 6nlenmekte ve dolayis ile
inflamatuvar yanit kontrol edilmektedir (65, 67, 191-193). Ayrica santral sinir siteminde
yer alan muskarinik reseptorlerin uyarilmasinin, sicanlarda yiiksek oranda vagus
uyarilmasina yol actig1; boylece uyarmin vagus siniri araciligi ile perifere tasindigi ve
periferde o7nACh reseptorler aracilig ile makrofajlardan TNF-o salinimini 6nledigi
gosterilmistir (205). Bu bilgilere ek olarak nikotinin, merkezi ve periferik sinir sistemi
araciligi ile inflamasyonu baskiladig: gosterilmistir (195, 196).

Calismamizda santral yolla etkili kolinerjik bir ilag olan CDP-kolin’in antihiperaljezik
etkisi ile birlikte antiinflamatuvar etkisinin de olup olmadig: dijital mikrometre ile pence
kalinligindaki degismeler gozlenerek arastirilmistir. Bu amagla pence i¢cine carrageenan
uygulanmasini takiben 3 saat sonra tuzlu su veya CDP-kolin (2 nug/10 pul) i.s.v. yolla
uyguland: ve takiben 4 saat siireyle si¢anlarin pence genislikleri kontrol penge ile
karsilastirilacak sekilde olgiildii. Elde edilen bulgulara gore calismada kullanilan en
yiiksek dozda kullanilan CDP-kolin pence genisligi ve dolayisi ile pence 6demi iizerine
etki gdostermemistir (Sekil — 19). Elde edilen sonuca gore merkezi yolla uygulanan CDP-
kolin’in antiinflamatuvar etkisi bulunmamaktadir. Buna goére merkezi yolla uygulanan
CDP-kolin’in santral etkili kolinerjik antiinflamatuvar yolak iizerine etkisi
bulunmamaktadir ve meydana getirdigi antihiperaljezik etki, inflamasyonun azalmasindan
bagimsiz olarak meydana gelen bir etkidir.

CDP-kolin’in, siganlarda motor fonksiyonlar tizerine olumsuz bir etki olusturmadigi
daha once yapilan caligmada gosterilmistir (17, 221).

Sonug olarak; merkezi yolla uygulanan CDP-kolin, A-carrageenanla olusturulmus
deneysel inflamatuvar agr1 modelinde, termal ve mekanik penge ¢cekme testlerinde doza ve
zamana bagl olacak sekilde antihiperaljezik etki meydana getirmektedir. Presinaptik
kolinerjik mekanizmalarm aktivasyonu araciligi ile santral a7nACh reseptorlerin
uyarilmasi, CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisindeki muhtemel mekanizma olarak
goriilmektedir. Supraspinal GABAg reseptorleri de, CDP-kolin’in antihiperaljezik
etkisinde rol oynamaktadir. Akut agr1 modellerinden farkli olarak inflamatuvar agri
modelinde opioiderjik mekanizmalarin, CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisinde rolii
bulunmamaktadir. 1.s.v. yolla verilen CDP-kolin, sicanlarda carrageenana bagh gelisen
pencge ddemi iizerine etki gostermemistir. Bu tez ¢aligmasi ile CDP-kolin’in

antihiperaljezik etkisi oldugu gosterilmis ve inflamasyonun neden oldugu agrili
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durumlarda analjezik bir ila¢ olarak kullanilabilme potansiyeline sahip olabilecegi ortaya
cikarilmistir. Konuyla iligskin daha sonra yapilacak calismalar, klinik agr1 ve hiperaljezi ile

seyreden hastaliklarin tedavisi ile ilgili arastirmalara 151k tutacaktir.
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