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OZET

Bu calismada, siganlarda akut agri modellerinde
intraserebroventrikiler (i.s.v.) yolla uygulanan CDP-kolin’in analjezik etkisi

arastirildi.

Deneylerde 300-350 g agirliginda Sprague-Dawley erkek siganlar
kullanildi. ilaclar, sicanlarin sad serebral yan ventrikiillerine yerlestirilen
kilavuz kandl aracihdi ile i.s.v. yolla uygulandi. Sigcanlarin akut agri duyarlilig
termal ve mekanik pence gekme testi kullanilarak degerlendirildi. I.s.v. yolla
uygulanan  CDP-kolin’in  motor performans (zerine olan etkilerini
degerlendirmek icin rota-rod testi kullanildi.

CDP-kolin (0.5, 1 ve 2 umol; i.s.v.) termal ve mekanik akut agri
modellerinde doza ve zamana bagll olacak sekilde analjezik etki meydana
getirdi. Esmolar dozlardaki kolin (1 umol; i.s.v.) ve CDP-kolin (1 umol; i.s.v.)
birbirine benzer sekilde bir analjezik etki meydana getirirken, sitidin (1 pmol;
i.s.v.) analjezik etki meydana getirmedi. CDP-kolin’in analjezik etkisi her iki
testte de, i.s.v. yolla uygulanan ytiksek afiniteli kolin geri alim blokeri HC-3 (1
Hg), secici olmayan nikotinik reseptdr antagonisti mekamilamin (50 ug), a7
noronal nikotinik reseptér antagonisti MLA (25 pg), segici olmayan opioid
reseptdr antagonisti nalokson (10 ug) ve GABAg reseptér antagonisti CGP-
35348 (20 pg) 6n tedavileri ile bloke oldu. Secici olmayan muskarinik
reseptdr antagonisti atropin (10 pg), a-1 adrenerjik reseptér antagonisti
prazosin (20 pg) ve a-2 adrenerjik reseptdr antagonisti yohimbin (30 pg) ile
secici olmayan serotonin reseptdr antagonisti metiserjid (20 pg) 6n tedavileri
ise CDP-kolin’in analjezik etkisini degistirmedi.

Bulgularimiz, siganlardaki akut agr modellerinde CDP-kolin’in motor
inkoordinasyona neden olmadan analjezik etki yaptigini géstermektedir.
Presinaptik kolinerjik mekanizmalarin aktivasyonu araciligi ile santral a7-

nikotinik kolinerjik reseptdrlerin uyariimasi CDP-kolin’in analjezik etkisindeki

il



muhtemel mekanizma olarak gérinmektedir. Ayni zamanda santral GABAg

ve opioid reseptdrler, CDP-kolin’in analjezik etkisinde rol oynamaktadirlar.

Anahtar kelimeler: CDP-kolin, akut agri, analjezi, nikotinik reseptérler
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SUMMARY

The Analgesic Effect of CDP-Choline and the Mechanisms Involved in
the Effect

In the present study, the analgesic effect of intracerebroventricularly
(i.c.v.) injected CDP-choline on acute pain models of rats was investigated.

Experiments were performed on male Sprague-Dawley rats weighing
300-350 g. All drugs were administered i.c.v. by a guide cannula which was
implanted to the right lateral ventricle of the rats. The pain sensitivity of rats
was determined using thermal paw withdrawal test and mechanical paw
pressure test. Rats were also tested on a rota-rod test to evaluate the effects

of i.c.v. injected CDP-choline on motor performance.

CDP-choline (0.5, 1 and 2 umol; i.c.v.) produced dose and time-
dependent analgesia on both thermal and mechanical acute pain models.
Equimolar dose of choline (1 umol; i.c.v.) produced an analgesic effect
similar to the one observed in CDP-choline (1 umol; i.c.v.) given animals.
However, cytidine (1 umol; i.c.v.) failed to produce an analgesic effect. The
analgesic effect of CDP-choline was prevented by i.c.v. administered high
affinity choline uptake inhibitor HC-3 (1 ug), nonselective nicotinic receptor
antagonist mecamylamine (50 pg), a7 neuronal nicotinic receptor antagonist
MLA (25 ug), non-spesific opioid receptor antagonist naloxone (10 pg) and
GABAg receptor antagonist CGP-35348 (20 ug) pretreatments in both tests.
Nonselective muscarinic receptor antagonist atropine (10 pg), a-1 adrenergic
receptor antagonist prazosin (20 pg), a-2 adrenergic receptor antagonist
yohimbine (30 pg) and non-spesific serotonin receptor antagonist
methysergide (20 pg) pretreatments did not change the analgesic effect of
CDP-choline.

v



Our results show that CDP-choline exerts an analgesic effect without
producing any motor incoordination on acute pain models in rats. Activation
of central a7-nicotinic cholinergic receptors through the activation of
presynaptic cholinergic mechanisms appears to be the possible mechanism
in the analgesic effect of CDP-choline. Also central GABAg and opioid
receptors seem to be involved in the analgesic effect of this drug.

Key words: CDP-choline, acute pain, analgesia, nicotinic receptors



GIRIS ve AMAC

CDP-kolin (Sitidin-5’-difosfat kolin, sitikolin), vicudumuzda dogal
olarak meydana gelen nulkleotid yapisinda bir bilesiktir (1). Membran
fosfolipidlerinden fosfatidilkolin sentezinde bir ara Grin olarak ortaya g¢ikan
CDP-kolin’in Alzheimer hastaligi (1-6), serebrovaskiler patolojiler (7-16) ve
kafa travmalar (17-20) ile 06grenme ve Dbellek fonksiyonlarinin
iyilegtiriimesinde (21-25) yararli etkileri gosterilmistir. Uzun sdredir dinya
Uzerindeki cesitli UOlkelerde birgok ticari isim altinda c¢alisiimakta olan
sitikolinin, bazi Avrupa Ulkeleri ve Japonya’da stroke ve kafa travmali

hastalarda kullanimi onaylanmistir.

Disaridan oral ya da parenteral yolla uygulanan CDP-kolin, hicre
duvarindaki fosfodiesterazlar tarafindan hizla sitidin ve koline hidrolize
edilmektedir (1). CDP-kolin verilmesini takiben siganlarda plazma kolin ve
sitidin (26,27), insanlarda ise kolin ve dridin dlzeylerinde artis oldugu
gbsterilmistir (28). Kolin ve sitidin batin vicut dokularina dagilabilmekte, kan-
beyin bariyerini gecebilmekie ve kendilerine ait metabolik yollara girerek

CDP-kolin’in birgok fizyolojik ve farmakolojik etkilerine aracilik etmektedirler

(1).

Kolin, nérotransmitter asetilkolin’in én maddesidir (29) ve dolasimda
kolin duzeylerini artiran tedaviler, buna paralel olarak beyin kolin dizeylerini
(30-33) ve takiben asetilkolin sentez ve saliverilmesini artirmakta (31,32,34-
39), dolayisi ile kolinerjik ndérotransmisyonda artisa yol agmaktadir (40,41).
Kolin ve CDP-kolin'in si¢anlara periferik (intravendz, intraperitoneal) veya
merkezi  (intraserebroventrikiller)  yollarla  uygulanmasini  takiben
olusturduklari  néroendokrin, metabolik ve kardiyovaskiler etkileri
laboratuvarimizda daha o6nce yapilan c¢alismalarda ayrintih  olarak
incelenmistir (27,42-59).



Kolinerjik sistemin agri modulasyonundaki roli uzun zamandan beri
bilinmektedir. Kolinerjik agonistlerin ve antikolinesteraz etkili ilaglarin merkezi,
spinal ve periferik yollarla uygulanmasini takiben laboratuvar hayvanlarinda
belirgin analjezik etki meydana getirdigi yapilan calismalarda gd&sterilmistir
(60-67). Ayrica, bir kolinesteraz inhibitéri olan neostigmin, Kklinikte
postoperatif agri olgularinda diger analjeziklerle kombine edilerek
kullaniimaktadir (67). Bununla birlikte yan etkilerinin fazla olmasi nedeniyle
hicbir kolinomimetik ajan ideal bir analjezik olarak tanimlanmamaktadir.

Nikotinik asetilkolin reseptérleri, kolinerjik sistemin aracilik ettigi
analjezik etkide 6nemli bir role sahiptir (68,69). Farkh agri modelleri
kullanilarak yapilan caligmalarda spinal ve supraspinal nikotinik reseptor
aktivasyonunun analjezik etki meydana getirebildigi gdsterilmistir ve bu
nedenle son zamanlarda nikotinik reseptdrleri hedef alan bilegikler yeni
analjezik ajanlar olarak ilgi uyandirmigtir (70-75). Memeli santral sinir
sisteminde farkli nikotinik asetilkolin reseptdér (nAChR) alt tiplerinin sentez
edildigi gosterilmekle birlikte nikotinik ajanlarin neden oldugu analjezik etkiye
ndronal yolaklardaki dagilimlari nedeniyle muhtemelen a4p2 ve a7nAChR alt
tiplerinin aracilik ettigi 6ne surdlmustdr (76-80). Norotransmitter asetilkolinin
6n maddesi ve disaridan verilen CDP-kolin’in énemli hidroliz Griini olan kolin,
a7nAChR alt tipine secici agonistik etki gdstermektedir (81-83). Son yillarda
yapilan iki ¢alismada deney hayvanlarina merkezi (intraserebroventrikller
veya intratekal) veya periferik (intravendz) yollarla kolin verilmesini takiben

belirgin analjezik etki ortaya ¢iktigi gosterilmistir (68,69).

Agri, insanlarin yasam kalitesini etkileyen ve yodun bir sekilde tedavi
arayisina goétiren en énemli saglik sorunlarindan birisidir ve ginumuizde
ideal dzelliklere sahip agri kesici ila¢ arayig! artarak devam etmektedir. Biz,
yukarida verilen bulgularin 1siginda, bir kolin vericisi olan CDP-kolin’in
analjezik etkisi olabilecegini disindik. CDP-kolin’'in toksisite ve yan etki
profilinin olduk¢a disik olmasi, diger kolinomimetik ajanlarda ortaya ¢ikan



yan etkilerin olmayisi ve gunimuizde bazi hastaliklarda kullaniminin

onaylanmig olmasi da bu molekdle kargi olan ilgimizi artirmigtir.

Bu amacgla ¢alismamizda, intraserebroventrikiler yolla verilen CDP-
kolin’in, sicanlarda akut agri modellerindeki (termal ve mekanik pence cekme

testi) analjezik etkisi ve bu etkide rol oynayan mekanizmalar arastiriimistir.



GENEL BILGILER

1. CDP-kolin’in Genel Ozellikleri

1.1. CDP-kolin’in Yapisi ve Sentezi

CDP-kolin (Sitidin-5’-difosfat kolin, sitikolin), vicudumuzda dogal
olarak meydana gelen endojen bir bilesiktir. Yapisal olarak bir nikleotid olan
ve hiicre metabolizmasinda énemli rol oynayan bu molekulin molekil agirhgi
488.33 g'dir (Sekil 1). CDP-kolin’in monosodyum tuzu, beyaz, kristalize ve
suda oldukga ylUksek ¢ozundrlige sahip bir molekaldir (1). Sitikolin, CDP-
kolin’in uluslararasi alanda O6nerilen tescil edilmemis ismidir ve cesitli

ulkelerde 50°den fazla ticari isim altinda yillardir galisiimaktadir.
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Sekil-1: CDP-kolin’in molekdl yapisi

CDP-kolin, membran fosfolipidlerinden fosfatidilkolinin  blyUk
boélimindn sentezinden sorumlu olan “Kennedy yoladl” nda bir ara drin
olarak sentezlenir (1,84). Bu yolak 1956 yilinda Kennedy ve Weiss tarafindan
tanimlanmistir (85). Kolinden fosfatidilkolin yapimina uzanan bu sentez yolu
U¢ temel basamaktan meydana gelir (Sekil 2). Yolagin ilk basamaginda;
kolin, kolin kinaz enziminin katalizledigi geri dénUslU bir reaksiyonla fosforile
edilerek fosfokoline donisir. ikinci basamakta; fosfokolin ile sitidin-5-trifosfat

(CTP), CTP:fosfokolin sitidil transferaz (CCT) enzimi araciligi ile reaksiyona



girerek CDP-kolin’i olusturur. Bu basamak ayni zamanda Kennedy yolaginin
hiz kisitlayici basamagidir. Ugiincii ve son basamakta ise CDP-kolin’in
fosfokolin grubu, sitidindifosfokolin: 1,2-diacilgliserol kolin fosfotransferaz
enziminin katalizledigi bir reaksiyonla, diagilgliserole aktarilarak fosfatidilkolin
sentezi gerceklesir (86-91). Cesitli tedavilerle, érnegdin kolin, sitidin, orotik asit
gibi 6n maddelerin verilmesi ile CDP-kolin miktarinin arttinlabildigi

durumlarda veya dogrudan CDP-kolin'in verilmesi ile fosfatidilkolin
sentezinde artis olabilmektedir (26,92,93). Bu da CDP-kolin verilerek hticre
membranlarinin onariimasinin veya yenilenmesinin mudmkun olabilecegi

anlamina gelmektedir.
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Sekil-2: Kennedy yolag! araciligi ile 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 molekllin defosforilasyonu sonucu sitidin ve kolin
aciga cikar. Bu iki molekdl hicre icine alinarak, hiicre igcinde CDP-kolin’in
yeniden sentezlenmesini saglarken ayni zamanda kendilerine ait etkilere de
aracihk ederler (Sekil 3). Bir pirimidin ndkleozidi olan sitidin, hicre iginde
nikleik asitler ve proteinlerin yapisina katilir. Ayrica hicre iginde sitidin,
sitidintrifosfata déntsir ve membran fosfatidilkolin yapisina kolin katilimini
arttinr (94). Kolin, hicre membranlarinda fosfatidilkolin, sfingomyelin ve
plazmalojenlerin polar sublnitini olusturur. Ayrica betain tGzerinden metiyonin
sentezine katkida bulunurken asetilasyon yolagina da girerek,

norotransmitter asetilkolin sentezinde de kullanilir.

CDP-KOLIN

v\

SITIDINMONOFOSFAT FOSFOKOLIN

defosforilasyon

ASETILKOLIN

ASiTier  <—— SITIDIN KOLIN

| |

SITIDINTRIFOSFAT FOSFOKOLIN

\ / METIYONIN

CDP-KOLIN

~= BETAIN

FOSFATIDILKOLIN PROTEINLER

Sekil-3: CDP-kolin’in metabolizmasi



1.3. Disaridan Verilen CDP-kolin’in Periferik Dokularda ve Beyin
Dokusundaki Dagilimi

Molekll yapisi nedeniyle oral yolla verilen CDP-kolin’'in degisiklige
ugramadan absorbe edilmesi guctir. Bu nedenle oral yolla verilmesini
takiben emilim 6ncesi ya da emilim sirasinda pargalanarak hizla aktif
metabolitleri olan kolin ve sitidine dénlsir. Radyoizotop isaretli CDP-kolin’in
oral yolla verilmesini takiben 30 dakika sonra midede &lgulen radyoaktivitenin
blylk cogunlugunun CDP-kolin’e ait oldugu gosterilirken, bagirsaktaki
radyoaktivitenin ise daha c¢ok kolin ve sitidin fraksiyonuna ait oldugu
bulunmustur. Bu bulgu sitikolinin, hizli bir sekilde intestinal mukozada kolin
ve sitidin fraksiyonlarina ayrildigini géstermektedir (95). Yapilan bir bagka
calismada sicanlara oral yoldan uygulanan ™C ile isaretli CDP-kolin'in
biyoyararlaniminin neredeyse tama yakin (%95) oldugu gdsterilmistir (89).
Oral ya da intravendz yolla verilen CDP-kolin’in hizla metabolize edildigi ve
dagilim ve metabolizma agisindan her iki yolla verilis arasindaki farkin daha
cok kantitatif yonde oldugu belirtiimistir. Oral verilen CDP-kolin sonrasi,
metabolitlerinin plazmadaki konsantrasyonlari daha yavas yukselmekte,
idrarla atilimi ise daha ylksek miktarlarda olmaktadir (96). Saglikli insanlarda
yapilan bir calismada da oral yoldan tek doz 300 mg 'C isaretli sitikolin
verilmesini takiben verilen dozun 9%1’inden daha azi toplanan gaytada
saptanabilmistir. Bu bulgu, CDP-kolin’in gastrointestinal kanalda emiliminin
tama yakin oldugunu géstermektedir (97). Ayrica yapilan ¢alismalarda, oral
yolla CDP-kolin uygulanmasini takiben, sicanlarda plazma kolin ve sitidin
dlzeylerinin anlamli dizeyde arttigi g0sterilirken (26,96), insanlarda ise
plazma kolin ve Uridin dizeylerinin arttig tespit edilmistir (28).

CDP-kolin, blyulk ve polar bir bilesik oldugu i¢in beyine gegisi oldukca
zordur ve normal sartlarda verilen total dozun yaklasik olarak %0.25'inin
beyin dokusuna gecebildigi gdsterilmistir (98,99). Molekdlln bir bitin olarak
beyine gecisini artirmak amaciyla lipozomlara entegre edilmis formlari in vivo
serebral iskemi modeli uygulanan sicanlarda kullaniimis ve terapdétik
etkinliginin arttig1 gosterilmistir (99,100).



Disaridan verilen CDP-kolin, kolin ve sitidin olarak beyin dokusu
tarafindan alinmakta ve beyinde endojen CDP-kolin sentezi ve takiben
fosfolipidler, nikleik asitler ve proteinlerin sentezinde ¢ok etkin bir bigimde
kullanilmaktadir (98). Farelere '*C isaretli CDP- kolin uygulamasi sonrasi,
beyinlerinin otoradyografik ve elektron mikroskobik yéntemlerle incelenmesi,
radyoaktivitenin belirgin bir secicilik géstermeksizin hiicre membranlarinda
(101), kolinerjik néronlarda ve Purkinje hicrelerinin  subselltler
membranlarinda yogun bir sekilde toplandigini géstermistir (102).

intraserebroventrikiiler yolla uygulanan CDP-kolin’in hipotalamusta ve
lateral serebral ventrikllde kolin dizeyini arttirdig1 laboratuvarimizda yapilan
calismalarda gdésterilmistir (51). Calismalardan elde edilen bulgular, CDP-
kolin’in diger hlcre tiplerinde oldugu gibi, sinir hiicrelerinde de sitidin ve kolin
olarak ayri ayri alindigini, hiicre icinde benzer havuzlarda karistigini, CDP-

kolin ve diger molekllerin sentezinde kullanildigini digtndtrmektedir.

1.4. CDP-kolin’in Metabolitleri

1.4.1. Kolin

Kolinerjik nérotransmitter asetilkolinin 6n maddesi olan kolin, molekul
agirhgr 105 g olan hidrofilik bir molektlddr (Sekil 4). Kolin, batin hicre
membranlarinda mevcuttur ve buralarda fosfatidilkolin ve sfingomyelinin polar
subdnitini olugturur. Kolin, diyette bulunmasi gereken temel gidalardan olup
beyin gelisimi ve fonksiyonu agisindan kritik role sahiptir (103-105). Vicudun
ihtiyaci olan kolin, diyetle alinabildigi gibi, hicre membraninda bulunan
fosfatidilkolinden de birkag yol ile sentezlenebilir.

iy
H3C—I|Cf+—CHg—CHg—DH
CHs

Sekil-4: Kolin'in molekuler yapisi



Fosfatidilkolinin vicuttaki kolin molekdlinin ana deposu ve kaynagi
oldugu sdylenebilir. Fosfatidilkolinden olan sentez, baslica karaciger ve
bdbrekte olurken, ¢ok sinirli bir sekilde beyin ndéronlarinda da olabilir
(106,107).

Sentezlenen veya disaridan diyetle alinan kolin dolasima gecerek
butliin vicuda dagilir. Kolinin kan-beyin bariyerinden gecisi son derece hizli
olmaktadir. Bu gecis, kapiller endotelde yerlesik olan bir tasiyici sistem ile
gerceklesmektedir. Bu tasiyicit sistem iki yonli calismaktadir ve normal
kosullarda kolin ile doyurulmamis durumdadir. Metabolik enerjiye ihtiyac
duymadan calisan bu sistem bir konsantrasyon gradiyenti olusturmaz. Bu
nedenle, dolasimdaki kolin konsantrasyonu digaridan kolin verilerek
artinlmadikca net kolin akiginin yéni beyinden kana dogrudur (106). Ancak
dolagimdaki kolin konsantrasyonu artirilirsa beyindeki kolin

konsantrasyonunda da artis meydana gelmektedir (30-33).

Dolasimdan, beyinde ekstrasellller araliga gegen kolinin néron igine
alinmasi baglica iki sistem araciligi ile olmaktadir:

a) Yiksek afiniteli transport sistemi: Sodyum iyonuna bagiml olarak
¢alisan ve hemikolinium-3 (HC-3) tarafindan bloke edilen bir transport
sistemidir. Fizyolojik plazma ve beyin kolin konsantrasyonlarinda bu sistem
doyurulmus durumdadir (Km: 0.1-10 pM). Kolinerjik néronlarda asetilkolin
sentezinde kullanilan kolin, presinaptik terminallerde yerlesik ylksek afiniteli
kolin transport sistemi ile geri alinmaktadir ve bunun da asetilkolin sentezinde
hiz sinirlayici basamak oldugu distintlmektedir (106,108).

b) Distk afiniteli transport sistemi: K, degeri daha ylUksek olan (30-
100 puM), sodyum bagimli olmayan ve normal sartlarda doyurulmamis olan
bu transport sistemi kolinerjik néron gdévdelerinde yerlesiktir. Esas olarak
fosfatidilkolin ve diger fosfolipidler icin gerekli olan kolin destegini saglar.
Yuksek afiniteli transport sisteminden farkli olarak insan dokularinda yaygin



olarak bulunur. Enterositler, hepatositler, plasental doku, mitokondri ve
sinaptozomlarda karakterize edilmistir (109,110).

Kolin, nérotransmitter asetilkolinin hem 6én maddesidir hem de yikim
arinOddr.  Asetilkolin,  kolinasetiltransferaz  enziminin  katalizledigi  bir
reaksiyon araciligi ile kolin ve asetil CoA’nin birlesmesi sonucu meydana
gelir. Kolinden asetilkolin sentezleyen kolinasetiltransferaz enzimi, fizyolojik
kosullarda doyurulmamis durumdadir. Bu kosullarda enzim, kapasitesinin
oldukga altinda calismaktadir (106). Bu nedenle beyin kolin
konsantrasyonlarini arttiran tedaviler, néronlarin asetilkolin sentez hizini da
arttirabilirler. Yapilan calismalarla, dolasimdaki kolin dizeyi artirildiginda,
beyindeki kolin (30-33) ve asetilkolin dizeylerinde (31,32,34) artis oldugu
gOsterilmistir. Ayrica beyin dilimlerinde ve in vivo mikrodiyaliz calismalarinda,
kolin duzeylerinin arttiriimasi, asetilkolin saliveriimesinde de artis yaratmistir
(35-39). Sonug olarak da kolinerijik iletide artis meydana gelmektedir (40,41).
Kolinerjik iletideki artis da buna uyan fonksiyon degisikliklerini beraberinde
getirir (42,44-46).

1.4.2. Sitidin

Sitidin, nlkleozid yapisinda olan bir moleklildir (Sekil 5).
NUkleozidlere fosfat grubunun eklenmesi ile nikleotidler olusur. Nikleotidler
enerji metabolizmasinin  énemli elemanlaridir, koenzimlerin yapisal
kisimlarini olustururlar, metabolik dizenleyici ve sinyal molekdlleri olarak
g6rev yaparlar. Nikleotidlerin kovalent baglarla birleserek olusturduklari
zincir de nukleik asit adini alir. NUkleozidler 5 karbonlu bir seker ile purin
(adenin, guanin) ya da pirimidin (sitozin, timin, urasil) bazlarindan birini
icerirler. Eger 5 karbonlu seker deoksiriboz ise niukleik asit DNA, riboz ise
RNA'dIr.
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Sekil-5: Sitidin’in molekdl yapisi

Nukleotidlerin sentezi i¢in iki yolak tarif edilmigtir:

1) De Novo yolak: Organizmalarin ¢cogu nuikleotidleri, digtik molekdl
agirhikli prekirsérlerinden, bu yolak Gzerinden sentezler. Bu yolak Gzerinden
parinlerin sentezi glisin, glutamin, aspartat, tetrahidrofolat ve karbondioksit
gibi prekdrsérlerin puarin halkasina katilimini icerir. Prin sentezi; fosforibozil
pirofosfattan (PRPP), tam olarak olusan ilk puUrin nikleotidi olan inozin
monofosfatin (IMP) sentezlenmesi ve takiben IMP’nin iki ayri yola girerek
adenozin monofosfat (AMP) ve guanozin monofosfati (GMP) olusturmasi ile
meydana gelir. Bu sentez yolag esnasinda glutamin, glisin, N'’-formil
tetrahidrofolat, aspartat ve CO. cesitli basamaklarda senteze katilirlar. De
Novo yolak Uzerinden pirimidinlerin sentezinde ise; karbamoil fosfat ve
aspartatin birlesmesi ile karbamoil aspartat olusur. Bu basamak pirimidin
sentezine 6zgudur. Bunu orotik asit olusumu ve sonugta Uridinmonofosfat
(UMP) sentezi izler. Pirimidin yolaginda, pUrin yolagindan farkl olarak
dallanma gorulmez.

2) Kurtarma (Salvage) yolaklari: Nukleotidlerin, nikleik asitlerin

parcalanmalari sonucu ortaya ¢ikan serbest purin ve pirimidin bazlarinin

tekrar kullaniimasiyla sentezlendigi yolaklardir. Nukleik asitlerin yikimi, hlcre
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ici olabilir, hticre 6lumdndn sonucu olabilir ya da hayvanlarda, diyetle alinan
ndkleik asitlerin sindirilmesi sonucu olabilir. Bazlar ya da nuUkleotidler
kurtarma yolaklari Uzerinden nukleik asit sentezi igin tekrar kullanilamazsa

parin ve pirimidin bazlari sirasiyla drik asit ve B-treidopropionata yikilir.

Sitidin, CDP-kolin’in hem yikim Urtnlerinden biri hem de sentezine
katilan bir 6n maddedir. Ayrica sitidinin membran fosfatidilkolinine kolin
eklenmesini artirarak membran fosfolipid sentezini artirdigi  hicre
klltorlerinde ve sican beyin dilimlerinde go6sterilmistir  (92,94). Son
zamanlarda yapilan calismalarda Uridinin de, sitidin trifosfata dénuserek
CDP-kolin sentezine katilabildigi ve dolayli yoldan membran fosfolipid
sentezine katkida bulunabildigi gésterilmigtir (28,111).

Yapilan in vivo calismalarda disaridan verilen sitidinin, deney
hayvanlarinda bazi etkiler olusturabildigi gdsterilmistir. Laboratuvarimizda
yapilan ve merkezi yolla uygulanan CDP-kolin'in sicanlarda kan basinci
Uzerine olan etkilerinin arastirldigi ¢alismada intraserebroventrikiler yolla
uygulanan sitidin, hemorajik sok olusturulmus sicanlarda kan basincinda
istatistiksel olarak anlaml dlizeyde artis meydana getirmistir (51). CDP-
kolin'in antidepresan etkisinin arastinldigi bir bagka calismada ise
intraperitoneal yolla enjekte edilen CDP-kolin sicanlarda zorlu ylizme testinde
anlamli bir etkiye neden olmazken; metabolitleri olan sitidin ve kolinin
intraperitoneal yolla uygulanmasi zit etkilere neden olmustur. S6z konusu
calismada sitidin sicanlarda antidepresan etki gdsterirken, kolin ise sitidinin
aksine prodepresan etki gostermistir (112).

1.5. CDP-kolin’in Etkileri

1.5.1. CDP-kolin’in Asetilkolin Sentezi ve Kolinerjik Sistem

Uzerine Olan Etkileri

Daha dénce de belirtildigi gibi, digsaridan verilen CDP-kolin hizla sitidin
ve koline metabolize olarak plazma kolin diizeylerinde artisa yol agmaktadir

(26,113). Kolini beyine tagsiyan transport sistemleri normal sartlarda
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doyurulmamig oldugu icin, dolagimdaki kolin dizeylerindeki artig beyin kolin
dizeylerinde de artisa neden olmaktadir (30-33). Bizim laboratuvarimizda
yapilan ¢alismalarda da intraven6z olarak verilen CDP-kolin, plazma ve beyin
kolin duzeylerini arttirmistir (27). Ayrica intraserebroventrikller yolla
uygulanan CDP-kolin de beyin kolin dizeylerinde artis yaratmistir (51). Bir
diger calismada da intraperitoneal yolla CDP-kolin uygulamasinin, beyinde
dorsal hipokampus ve neokortekste ekstrasellller asetilkolin dizeylerinde
artisa neden oldugu gdsterilmistir (17). Sonug olarak bir kolin vericisi olan
CDP-kolin, disaridan verildiginde plazma ve beyindeki kolin dizeylerinde
artisa yol agmakta ve bununla birlikte asetilkolin sentezini de arttirmaktadir.
Bu artiglan takiben kolinerjik iletide artma ve buna uyan fonksiyon
degisiklikleri ortaya ¢ikmaktadir (27,51,57,58).

1.5.2. CDP-kolin’in Membran Fosfolipidleri Uzerine Olan Etkileri

Disaridan verilen CDP-kolin plazma sitidin ve kolin diizeylerinde artisa
neden olmaktadir. Kolin, membran fosfolipidlerinden fosfatidilkolinin yapisina
katilir. Plazmada dizeyi yUkselen sitidin de hlcre icinde sitidintrifosfata
dondstr ve membran fosfatidilkolin yapisina kolin katiimini artirir (94).
Yapilan ¢caligsmalar, digsaridan CDP-kolin verildiginde beyinde fosfatidilkolin ile
birlikte fosfatidilserin ve fosfatidiletanolamin seviyelerinde de artis oldugunu
gOstermistir (26). Ayrica oral yolla verilen CDP-kolin’in fosfolipaz A2 enziminin
aktivasyonunu inhibe ederek fosfatidilkolin yikimini azalttigi, bdylece
membran yapisini korudugu da gdsterilmistir (114).

1.5.3. CDP-kolin’in Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Olan Etkileri

Kolinerjik  sistem, kardiyovaskiler dizenlemede &6nemli rol
oynamaktadir. Beyindeki kolinerjik aktivitenin artigi kan basinci artisi Gzerine
etkilidir (42,43,115). CDP-kolin’in kardiyovaskuler sistem (zerine olan etkileri
laboratuvarimizda incelenmis ve merkezi veya periferik yolla CDP-kolin
uygulanmasinin normal ve hipotansif kosullarda kan basincini arttirdig
gOsterilmistir (27,51). Ayrica CDP-kolin’in, hemorajik sok olusturulmus

anestezi altindaki hayvanlarda, sUperior mezenterik arter ve renal arter kan
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akimini artirdigi ve bu hayvanlarda yagsam oranlarini yukselttigi gosterilmistir
(59). Laboratuvarimizda CDP-kolin’in miyokardiyal iskemi-reperflizyon hasari
Uzerine olan etkileri de arastiriimis, yapilan c¢aligsmalarda intravenéz yolla
uygulanan  CDP-kolin  miyokardiyal iskemi-reperflizyon  hasarinda

kardiyoprotektif etki ortaya ¢ikarmigtir (116).

1.5.4. CDP-kolin’in Endokrin Sistem Uzerine Olan Etkileri:

Hipotalamohipofizer sistem yogun kolinerjik innervasyona sahiptir.
Hem insanlarda hem de hayvanlarda yapilan calismalarda CDP-kolin’in
endokrin sistem Uzerine etkileri oldugu goésterilmistir. Insanlarda intravenéz
yolla CDP-kolin uygulamasi serum blyime hormonu (GH) seviyelerini
yukseltmis, prolaktin (PRL) seviyelerini ise azaltmistir (117,118).
Laboratuvarimizda yapilan c¢alismalarda sicanlara intraserebroventrikiler
yolla verilen CDP-kolin, normal kosullarda plazma ACTH dizeylerini artirmis,
uyarimis kosullarda ise tiroid uyarici hormon (TSH), luteinizan hormon (LH)
ve blylime hormonu (GH) diizeylerinde ek artislar meydana getirmigtir (58).
Buna ek olarak intraserebroventrikiler ve intravendz yolla uygulanan CDP-
kolin, plazma katekolamin ve vazopresin dlizeylerinde de artisa yol agcmistir
(27,51,57). Ayrica sicanlara intraperitoneal yolla CDP-kolin uygulamasi
serum insdlin, plazma glukagon ve katekolamin duzeylerinde anlamli

artislara neden olmustur (119).

1.6. CDP-kolin’in Kullanim Alanlari

CDP-kolin yan etkisi az, guvenlik araligi genis olan glvenli bir ilagtir.
Hayvanlarda ve insanlarda yapilan ¢alismalarda toksisite ve yan etki profili
oldukg¢a disUk bulunmustur (120-123). Asagida CDP-kolin’in giinimUzde ilag
olarak kullanildigi veya kullaniima potansiyelinin bulundugu alanlar

verilmigtir.
a) Serebral iskemi ve Hipoksi : iskemik veya hipoksik kosullarda,

membran fosfolipidlerinden fosfatidilkolin  yikimi  ortaya c¢ikar. Hucre

membraninda fosfatidilkolin igerigi azalirken serbest yag asidi salinimi artar
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(124,125). Cesitli serebral iskemi modellerinde, disaridan CDP-kolin
verildiginde, fosfatidilkolin sentezini arttirdigi, basta arasidonik asit olmak
Uzere serbest yag asitlerinin saliniminin 6nlendigi goésterilmigtir (126,127).
Ayrica CDP-kolin'in iskemik kosullarda ortaya c¢ikan Kkardiyolipin ve
sfingomyelin kayiplarini korudugu, glutatyon sentezi ile glutatyon rediktaz
aktivitesini stimlle ettigi, lipid peroksidasyonunu azalttigi, Na*/ K* ATPaz
aktivitesini yeniledigi de gosterilmistir (128). Bu noroprotektif etkilerin
olusmasinda fosfolipaz A, aktivasyonunun engellenmesi énemli bir rol
oynamaktadir (114,128). CDP-kolin, beyin fosfatidilkolin dlizeylerini serebral
iskemi sonrasi artmis fosfolipaz A, aktivitesini azaltarak korumayi basarmistir
(129,130). Bununla birlikte CDP-kolin uygulamasi fosfatidilkolin sentezinde
hiz kisitlayici basamakta rol alan CTP:fosfokolin sitidil transferaz (CCT)
enziminin  aktivitesindeki kaybi azaltarak iskeminin neden oldugu
fosfatidilkolin dizeylerindeki azalmayi énlemistir (131). Dolayisiyla disaridan
verilen CDP-kolin’in gerek deneysel serebral iskemi ve hipoksi modellerinde
gerekse Klinikte iskemik ve hipoksik beyin hasarina neden olan akut ve kronik
serebrovaskuller hastaliklarda 6dem ve infarkt miktarini azalttigi, noérolojik

defisitleri geri dondurduga gosterilmigtir. (7-16).

b) Kafa Travmalari : CDP-kolin uygulamasinin bazi deneysel
modellerde kafa travmalarina bagh olusan beyin 6demini azalttigi ve
semptomlarda dizelme yarattigi bildirilmistir (17,18). Klinik ¢alismalarda da
kafa travmali hastalarda CDP-kolin verilen grubun motor, bilissel ve psikolojik
fonksiyonlarinin ¢ok daha hizli dizeldigi ve hastanede yatis slrelerinin
kisaldigi rapor edilmistir (19,20).

C) Ogrenme ve Hafizanin Gelistiriimesinde : CDP-kolin’in 8§renme
ve bellek fonksiyonlari Uzerinde de olumlu etkileri oldugu hem hayvan

modellerinde hem de insanlarda yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (21-25).

d) Noérodejeneratif Hastaliklar : Membran fosfolipidlerinden

fosfatidilkolin sentezinde bir ara riin olan CDP-kolin’in néron koruyucu etkisi
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nedeniyle Alzheimer ve multiinfarkt demans gibi nérodejeneratif hastaliklarda

kullaniminin yararli olacagina dair bulgular da mevcuttur (2-6,132).

e) Diger durumlar : CDP-kolin uygulamasinin Parkinson hastalarinda
(133-135), ayrica ambliyopi (136-138) ve glokom (139,140) gibi bazi g6z
bozukluklarinda yararli olabilecegine dair calismalar mevcuttur.

2. Agri ve Analjezi

2.1. Agrinin Tanimi ve Santral Sinir Sistemine iletilmesi

Uluslararasi Agri Arastirmalari Derneg@i'nin (International Association
for the Study of Pain-IASP) standart tanimlamasina gére agri; vicudun
herhangi bir yerinden kaynaklanan, var olan veya olasi doku hasarina eslik
eden ya da bu hasar ile tanimlanabilen, hosa gitmeyen duyusal ve
emosyonel bir deneyimdir. Agrinin nérofizyolojik, biyokimyasal, psikolojik ve
bilissel boyutlari bulunmaktadir. Agrili uyaran dort agsamada st merkezlere
iletilir (141,142) (Sekil 6):

1) Transdlksiyon: Sensoryal sinir uclarinda bulunan nosiseptérler
tarafindan algilanan agrili uyaranin elektriksel aktiviteye dénustirtlmesidir.
Nosiseptorler, myelinli A-delta ve myelinsiz C liflerinin uglarinda bulunurlar ve

kimyasal, mekanik ve termal uyariyla aktive olurlar.

2) Transmisyon: Agri bilgisinin santral sinir sistemine iletiimesidir. Bu
asama ¢ bilesenden olusur:

a) Spinal kordun dorsal boynuzuna ulasan primer afferent sensoryal
néronlar (l. sira néronlar): Myelinli A-delta liflerinin uglari genellikle
mekanik veya termal uyaranlar ile aktive olurken, myelinsiz C liflerinin
uclari olan polimodal nosiseptérler ise siddetli mekanik, kimyasal,
asir sicak ve soguk uyaranlarla aktive olur. A-delta lifleri akut,
keskin, batici karakterde ve iyi lokalize edilen agnyi, C lifleri ise
kronik, yaygin ve daha az lokalize edilebilen agriyi iletirler.

b) Spinal korddan beyin sapi ve talamusa uzanan ¢ikan (assendan)

projeksiyon ndronlari (Il. sira néronlar): Bu grup néronlar igerisinde
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en 6nemli yolak spinotalamik yolaktir (STT) ve retikiler formasyon,
periakuaduktal gri madde (PAG) ve hipotalamus ile yakin iligki
icerisindedir.

c) Talamo-kortikal projeksiyon néronlart (lll. sira néronlar): 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.

3) Modilasyon: Transmisyon iletisinin inen (dessendan) néral yolaklar
ile azaltiimasidir.

4)Persepsiyon: Ust beyin merkezlerine iletilen agr bilgisinin
degerlendirilerek algilanmasidir.

PERSEPSIYON @
-0
f?: &

e &
—

Talamo-heorilical
Frojekakysn
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«-:f/f

-
-
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—_—
Frimer all. niron
A &,Cy
Splnal nlren
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TRANSDUKSIVON
TRANSMISVON

Sekil 6: Agrili uyaranin santral sinir sistemine iletilmesi ve analjezi (Aydinli I,
Agrinin Fizyopatolojisi, Tiirk Fiz Tip Rehab Derg, 2005, 51 (Ozel ek B):B8-B13)

2.2. Agrinin iletilmesinde ve Analjezide Rol Oynayan Mediyatorler
Organizmada doku hasarini takiben agri iletiminde rol oynayan H*, K,
ATP, bradikinin, prostaglandinler, I6kotrienler, proinflamatuar sitokinler,
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serotonin ve histamin gibi mediyatoérler periferik dokulardan ortama salinarak
hem primer afferent lifleri uyarirlar hem de nosiseptérlerin diger uyaranlara
karsi duyarlihgini arttirirlar.  Nosiseptérlerin - uyariimasini  takiben ayni
zamanda aksonal refleks mekanizmasi ile primer afferent liflerin ucundan
ortama substans-P, kalsitonin geni ile iligkili peptid (calcitonin gene-related
peptid; CGRP) ve ndrokinin-A salinir. Bu peptidlerin kendileri de direkt olarak
nosiseptorleri uyarir (141-143).

Medulla spinalis dorsal boynuzunda, primer afferent néronlar ile
projeksiyon néronlar arasindaki sinapsta iletiyi saglayan nérotransmitterler de
agn iletiminde dnemli rol oynarlar. Bunlar eksitatér aminoasitler olan glutamat
ve aspartat, néropeptid yapisinda olan substans-P, nérokinin-A ve CGRP’
dir. Bu nérotransmitterler, primer afferent néronlarin santral uglarindan agrili

uyaran varliginda sinaptik aralida salinirlar (141-143).

Agnli uyaran periferden Ust merkezlere tasinirken ayni zamanda sinir
sistemi icerisinde cesitli seviyelerde kontrol edilmeye caligilir. Vicudun bu
endojen analjezi sistemi, hem santral (supraspinal-spinal) hem de periferik
dizeyde agrih uyarani inhibe etmeye calismaktadir. Supraspinal
inhibisyonda rol oynayan temel nd&rotransmitterler; opioid peptidler (-
endorfin, enkefalin, dinorfin), serotonin ve noradrenalindir. GABAerjik sistem
ve kolinerjik sistemin de supraspinal dizeyde agri modilasyonunda rolleri
oldugu bilinmektedir (141-143).

Agrili uyaranin inhibisyonu ile iligkili sistem temel olarak “inen inhibe
edici yolaklar” dan olusmaktadir. Bu sistemde periakuaduktal gri cevher
(PAG) stratejik bir konuma sahiptir. PAG, korteks, amigdala, talamus ve
hipotalamustan inen ve 6zellikle -endorfin iceren lifler ile sinaps yapar. PAG,
opioiderjik (enkefalin, dinorfin) ve opioiderjik olmayan (serotonin ve
noradrenalin) néronlar icermektedir. PAG, beyin sapinda serotonerjik néron
gbvdeleri iceren rafe magnus c¢ekirdegi (NRM)'ne projeksiyonlar gdnderir.

Buradan kaynaklanan serotonerjik lifler spinal kord boyunca dorsolateral
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fasikdl icinde inerek spinal kord arka boynuzunda pre- ve post sinaptik
inhibisyona neden olurlar. Ponsta lokus seruleus (LC) kdkenli néronlar ise
noradrenerjik lifler igerir ve bu ndronlar da spinal kord boyunca inerek arka

boynuzda benzer sekilde inhibisyona neden olurlar (141-143).

Spinal dizeydeki inhibisyon ise, spinal kord arka boynuzunda bulunan
kisa aksonlu internéronlar araciligi ile gergeklesir. Spinal inhibisyonda rol
oynayan n@rotransmitterlerin basinda GABA, glisin ve opioid peptidler
(enkefalin ve dinorfin) gelir. Spinal inhibitdr internéronlar, spinal kord dorsal
boynuzunda primer afferent néronun santral ucundan eksitatér
nérotransmitterlerin sinaptik araliga salinimini sinirlarlar. Spinal kord arka
boynuzunda bulunan bu inhibitér internéronlar, inen noradrenerjik ve

serotonerjik sistemler ile de aktive olabilmektedirler (141-143).

3. Agri Kontroliinde Kolinerjik Sistemin Roli

Kolinerjik sistem aktivasyonunun analjezi meydana getirdigi uzun
siireden beri bilinmektedir. ilk olarak Pedigo ve arkadaglari tarafindan yapilan
¢alismada intraserebroventrikiler yolla enjekte edilen asetilkolin deney
hayvanlarinda belirgin analjezi meydana getirmistir (60). Takip eden
calismalarda karbakol, oksotremorin, McN-A-343 ve pilokarpin gibi kolinerjik
agonistlerle ve fizostigmin, neostigmin gibi antikolinesteraz ajanlar ile
kolinerjik sistem aktive edildiginde, hem deney hayvanlarinda hem de
insanlarda analjezik etkiler elde edilmistir (61-67).

Kolinerjik sistem aktivasyonunun neden oldugu analjezik etkiye hem
muskarinik hem de nikotinik kolinerjik reseptérler aracilik etmektedir. Spesifik
muskarinik reseptdr agonistlerinin santral, spinal veya sistemik yolla
uygulanmasini takiben deney hayvanlarinda analjezi meydana gelmekte ve
analjezik etkide rol oynayan muskarinik reseptér alt tiplerinin baslica My, My,
M; ve daha az katkisi olmakla birlikte M;s; oldugu dustintimektedir
(67,144,145).
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Noéronal nikotinik asetilkolin  reseptérlerinin (NnAChR) santral sinir
sisteminde yogun olarak bulundugu ve bu bdlgelerin medulla, ortabeyin,
talamus, pedunkulopontin tegmental nukleus, nukleus rafe magnus ve spinal
kord gibi analjezide énemli rolleri olan bdlgeler oldugu bilinmektedir (70,146-
150). Bununla birlikte nikotinin analjezik etkileri uzun zamandan beri
bilinmektedir (151,152). Bu bilgilere dayanilarak yapilan ¢alismalarda néronal
nAChR aktivasyonunun analjezi meydana getirdigi ¢esitli akut ve kronik agri
modellerinde gdsterilmistir. Glgli bir nAChR agonisti olan epibatidinin deney
hayvanlarinda meydana getirdigi analjezik etkinin morfinden yaklasik olarak
200 kat daha potent oldugu gdsterilmistir (72). Epibatidinin sentetik tirevi
olan bir diger néronal nAChR agonisti ABT-594, hem akut hem de kronik agri
modellerinde analjezik etki meydana getirmistir (153). Benzer analjezik
etkiler, diger néronal nAChR agonistleri ve farkh agri modelleri kullanilarak
yapilan ¢alismalarla da ortaya konmustur (70,71,73-75).

Santral sinir sisteminde yer alan néronal nAChR alt tiplerinden
Ozellikle a4B2 ve a7 alt tiplerinin, néronal yolaklardaki dagilimlari nedeniyle
nikotinik agonistlerin analjezik etkisine aracilik ettigi bilinmektedir (76-80). Bu
konu ile ilgili yapilan calismalarda, spesifik a432 nikotinik reseptdr antagonisti
olan dihidrobetaeritroidin (DhBE) 6n tedavisinin farelerde nikotinin neden
oldugu analjezik etkiyi ortadan kaldirdigi géralmustar (70). Nikotinik reseptor
aracili analjezik etkide Uzerinde durulan bir diger néronal nAChR alt tipi de
a7 alt tipidir ve kolin bu reseptdr alt tipine secici agonistik etki géstermektedir
(81-83). Kolinin intratekal, intraserebroventrikiler ve intravendz yolla
uygulanmasi deney hayvanlarinda analjezik etki meydana getirmistir. Kolin
ile olusturulan bu analjezik etki spesifik a7nAChR antagonistleri olan
metillikakonitin (MLA) ve a-bungarotoksin ile ortadan kaldinlirken, spesifik
0a4B2nAChR antagonisti olan DhBE ile dedismemistir (68,69).

Spesifik a7nAChR agonisti olan kolin, ayni zamanda nérotransmitter

asetilkolinin én maddesi ve disaridan verilen CDP-kolin'in ana hidroliz

arindddr. Bu bulgulardan yola gikarak merkezi yolla uygulanan CDP-kolin’in
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analjezik etkilerini ve etkiye aracilik eden mekanizmalar deneysel akut agri

modellerini kullanarak arastirdik.
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GEREC VE YONTEM

Genel

Calismada 300-350 g agiriginda erkek, Sprague-Dawley tlri sicanlar
(Deney Hayvanlar Yetistirme ve Arastirma Merkezi, Uludag Universitesi,
Bursa) kullanildi. Siganlar, ¢calismadan en az bir hafta énce deney hayvanlari
merkezinden alinarak, sicakligi 22-24°C olan ve 12 saat aydinlik/karanlik
Isiklandirma déngusu bulunan bir odada bes tanesi bir kafeste olacak sekilde

yem ve su alimlari serbest birakilarak bakildilar.

Calismadaki tiim cerrahi ve deneysel islemler, Uludag Universitesi
Hayvan Bakimi ve Kullanimi Etik Komitesi tarafindan onaylanmistir.

Cerrahi ve Deneysel islemler

intraserebroventrikiiler (i.s.v.) ilag enjeksiyonu icin, sicanlarin sag
serebral yan ventrikillerine eter anestezisi altinda kilavuz kantl yerlestirildi.
Bu amagla siganlarin kafasina orta hat insizyonu yapilarak bregma goérantr
hale getirildi. Bregma referans noktasi kabul edilerek sican beyin atlasi (The
Rat Brain in Stereotaxic Coordinates, George Paxinos and Charles Watson,
1986) yardimiyla orta hattin 1.5 mm kadar lateralinde ve bregmanin 1 mm
kadar arkasinda olacak sekilde bir delik agildi. Bu delikten sag yan ventrikile
21-gauge’luk hipodermik paslanmaz celik igneden hazirlanmis kilavuz kan(l,
alt ucu kafatasi ylzeyinden 4.2 mm kadar derinlige inecek sekilde ve dik
olarak yerlestirildi. Ustte kalan kisim disci akriligi ile kafatasina sabitlendi.
Cerrahi iglemin bitiminde siganlar tek tek kutulara yerlestirilerek anesteziden
citkmalari icin 4-5 saat kadar bekletildi. Deney sonrasinda ventrikiler
kandllerin yerlerinin dogrulanmasi igin rastgele secilmis sicanlara 1:10
oraninda sulandiriimis ¢ini murekkebi i.s.v. yolla uygulandi ve takiben
siganlar sakrifiye edilerek beyin kesitleri makroskobik olarak incelendi.

Birinci seri ¢calismada, CDP-kolin'in analjezik etkisi arastirildi. Bunun
icin degisen dozlarda CDP-kolin (0.5, 1 ve 2 umol/10 pl) veya tuzlu su (10 pl)

i.s.v. yolla enjekte edildi. Takiben termal ve mekanik agnli uyaranin
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uygulandigi iki farkh akut agri modeli kullanilarak degisen zaman

araliklarinda CDP-kolin’in analjezik etkisi degerlendirildi.

ikinci seri calismada, CDP-kolin'in hidroliz driinleri olan kolin ve
sitidinin analjezik etkileri arastirildi. Bu amagla CDP-kolin (1 pmol/10 pl) ve
esmolar dozlarda kolin (1 pmol/10 pl), sitidin (1 pmol/10 pl) veya tuzlu su (10
ul) i.s.v. yolla enjekte edildi ve takiben iki farkli akut agri modelinde analjezik

etkileri degerlendirildi.

Uglincii seri galismada, kolinerjik, opioiderjik, GABAerijik, a-adrenerjik
ve serotonerjik reseptdér antagonistleri kullanilarak CDP-kolin’in  analjezik
etkisine aracilik eden mekanizmalar arastinldi. Bu amagla sicanlara, segici
olmayan muskarinik kolinerjik reseptdr antagonisti atropin stlfat (10 ug/10
ul), secici olmayan nikotinik kolinerjik reseptér antagonisti mekamilamin (50
pug/10 pl), yiksek afiniteli néronal kolin geri alim inhibitér0 HC-3
(hemikolinium-3, 1 pg/10 ul), a7 nikotinik asetilkolin reseptdér antagonisti MLA
(metillikakonitin, 25 pg/10 pl), secici olmayan opioid reseptdr antagonisti
nalokson (10 pg/10 ul), GABAg reseptdér antagonisti CGP-35348 (20 ug/10
ul), a-1 adrenerjik reseptdr antagonisti prazosin (20 pg/10 pl), a-2 adrenerjik
reseptér antagonisti yohimbin (30 pg/10 pl), secici olmayan serotonin
reseptdr antagonisti metiserjid (20 pg/10 pl) veya tuzlu su (10 pl) i.s.v. yolla
enjekte edildi. Takiben 15 dakika sonra CDP-kolin (1 pumol/10 pl) veya tuzlu
su (10 pl) i.s.v. yolla uygulanarak iki farkli akut agri modelinde analjezik etki

degerlendirildi.

Galismada kullanilan antagonistlerin dozlari daha 6nce vyapilan
calismalara dayanilarak secilmigtir. Buna goére; atropin ve mekamilaminin
dozlari, daha 6énce laboratuvarimizda yapilan ve CDP-kolin’in muskarinik ve
nikotinik etkilerini énledigi gdsterilen dozlardir (51,57,58). MLA, HC-3,
nalokson, CGP-35348, prazosin, yohimbin ve metiserjid dozlari, agn ve

analjezi ile ilgili calismalarda kullanilan ve santral yolla kullanildiklarinda ilgili
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agonistlerin analjezik etkilerini geri dondirmeye yeterli oldugu gdsterilen
dozlardir (68,70,154-161).

Analjezik Etkinin ve Motor Performansin Degerlendirilmesi

Sigcanlarda analjezik etki akut agri modelleri olan, termal ve mekanik
pence cekme testi ile degerlendirildi. Termal penge ¢cekme testi icin plantar
test cihazi (Commat Ltd., Ankara, Turkiye), mekanik pence ¢ekme testi igin
Randall-Selitto test cihazi (Ugo-Basile, Comerio, VA, italya) kullanild.
Sicanlarin motor performansi ise rota-rod cihazi (Commat Ltd., Ankara,
Tarkiye) kullanilarak rota-rod performans testi ile degerlendirildi.

Termal Pence Cekme Testi : Bu testte daha 6nce tarif edilen metoda
(162) benzer sekilde, sicanlarin arka pencgesine radyan i1si kaynagi ile termal
agnl uyaran verilmesini takiben sicanlarin pencgesini ¢cekme slreleri saniye
cinsinden kaydedildi (Sekil 1). Bu amagla siganlar, ylzey isisi bir fan
yardimiyla sabit tutulan (30+1°C) cam yiizey iizerinde bulunan 30x15x15 cm
boyutlarindaki pleksiglas kafesler icine yerlestirildi. Sicanlarin ortama
adaptasyonunun saglanmasi amaciyla agrili uyaran uygulanmadan énce 30-
45 dakika beklendi. Adaptasyon periyodunun ardindan cam yuzey altindan
kontrol edilebilen radyan 1si kaynag ile siganlarin arka pengesinin plantar
yuzeyine termal agrih uyaran uygulandi. Radyan is1 kaynaginin Gzerinde
bulunan bir fotosel sistemi yardimiyla agrili uyaran sigan pengesini ¢ektiginde
otomatik olarak kesildi ve pence cekme slresi 0.1 s aralikla cihaz Gzerinden
okunarak kaydedildi. Olgiimler her iki arka penceden de alinarak sag ve sol
pengenin ortalama degeri olarak verildi. Doku hasarinin engellenmesi
amaciyla cut-off degeri 30 saniye olarak belirlendi. 5 dakika ara ile ardigik
olarak alinan ilk ¢ 6lcimin ortalamasi kontrol degerleri olarak kaydedildi.
Daha sonra ilag enjeksiyonlarini takiben élgimler 5, 10, 15, 20, 30 ve 40.
dakikalarda alindi.
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Sekil-1: Termal Penge Cekme Test Cihazi

Mekanik Penge Cekme Testi : Randall ve Selitto tarafindan tarif
edildigi sekilde (163) sicanlarin mekanik agri esikleri, arka pengelerine sabit
hizda artan mekanik basi uygulamasina verdikleri pengce ¢ekme yanitinin
gram cinsinden kaydedilmesi ile 6lgtldi (Sekil 2). Bu amagcla Oncelikle
sicanlarin élcim cihazina ve el ile tutulmaya adaptasyonlari saglandi. Daha
sonra sag arka penceleri cihazin konik uclu sikistiricisina sikistirilarak pedala
basiimak suretiyle penceye sabit hizda (48 g/s) artan bir mekanik basi
uygulandi. Sicanin agri duyup pencesini cektigi agirlik cihaz Uzerinde
bulunan skala (zerinden okunarak gram cinsinden kaydedildi. Doku
hasarinin engellenmesi amaciyla cut-off degeri 600 g olarak belirlendi. 5
dakika ara ile ardisik olarak alinan ilk ¢ 6lcimuUn ortalamasi kontrol degerleri
olarak kaydedildi. Daha sonra ilag enjeksiyonlarini takiben 5, 10, 15, 20, 30
ve 40. dakikalarda 6lgumler yapildi.
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Sekil 2: Mekanik Penge Cekme Test Cihazi (Analjezimetre)

Rota-rod Performans Testi: Sigcanlarin motor performansi, 7 cm
¢apinda, yerden yuksekligi 40 cm olan, kaygan olmayan bir ylzeye sahip
dénen bir silindirden olugan rota-rod test cihazi ile degerlendirildi (Sekil 3).
Cihazin dénen silindir bélgesi 3 esit bdlmeye ayrildiginda ayni anda 3 siganin
motor performansini degerlendirmek mimkin oldu. Siganlar dénen silindir
Uzerine dénls yéninln aksi istikametinde yerlestirildi. Silindirin dénts hizi 5
dakika sure icerisinde kademeli olarak ve esit surelerle 4 devir/dakika’dan 40
devir/dakika’'ya ylkselecek sekilde ayarlandi. Sican silindir Uzerinden
distiginde platformun alt tarafinda bulunan fotosel sistemi otomatik olarak
zamani durdurdu. Sonug olarak sicanin dénen silindir Gzerinde kaldigi sire
cihaz Uizerinden okunarak saniye cinsinden kaydedildi. CDP-kolin veya tuzlu
su enjeksiyonu 6ncesinde siganlarin rota-rod test cihazina adaptasyonlari
saglandi. Bu amagla si¢anlar, birbirini takip eden ¢ gin boyunca deneyde
kullanilacak dénls hizinda silindir Gzerine konarak cihaza alistirildi. Alistirma
periyodunun ardindan deney gini, 5 dakika arayla alinan U¢ o6lcimin
ortalamasi kontrol degerleri olarak kaydedildi. Takiben i.s.v. yolla CDP-kolin
(1 ve 2 umol/10 pl) veya tuzlu su (10 pl) enjekte edilerek siganlarin 10. ve 20.
dakikalardaki motor performansi degerlendirildi.
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Sekil 3: Rota-rod Cihazi

ilaclar ve Serebral Ventrikiile Enjeksiyon

Calismada kullanilan CDP-kolin ve nalokson hidroklorid dihidrat Fluka
(Fluka Chemie GmbH, isvicre); kolin Klorlr, atropin siilfat, mekamilamin
hidroklorid, hemikolinium-3 (HC-3), metillikakonitin sitrat (MLA), CGP-35348,
prazosin hidroklorid ve metiserjid maleat Sigma (Sigma Chem. Co., MO,
ABD); sitidin ve yohimbin hidroklorid Acros (Acros Organics, Geel, Belcika)
firmasindan temin edildi. ilaglar tuzlu su (%0.9 NaCl) icinde hazirlandilar.
I.s.v. enjeksiyonlar kilavuz kanil icine yerlestirilen ve kilavuz kanilin
ucundan 0.3 mm kadar ¢ikan 25 gauge’luk enjeksiyon kandlh araciligi ile
yapildi. Enjeksiyon kandld 50 pl'lik Hamilton mikroenjekt6rine igerisinde 10
ul hacminde ilag veya tuzlu su bulunan katater araciii ile bagland. ilag
enjeksiyonlari 30 saniye siresince yavas bir sekilde uygulandi. Enjeksiyon
bitiminde enjeksiyon kanlll 30 saniye kadar daha yerinde birakilarak ilacin
geri gelmesi 6nlendi.
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istatistiki Degerlendirmeler

Veriler ortalama + standart hata olarak verildi. istatistiki
degerlendirmeler tek ve iki yonli ANOVA'’yl takiben Student-Newman-Keuls
testi kullanilarak yapildi. P<0.05 olan degderler istatistiki olarak “anlamh” kabul
edildi.
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BULGULAR

1. intraserebroventrikiiler (i.s.v.) Yolla Uygulanan CDP-kolin’in
Akut Agri Modellerindeki Analjezik Etkisi

I.s.v. yolla uygulanan CDP-kolin’'in analjezik etkisi, sicanlarda termal

ve mekanik pence ¢cekme testi kullanilarak arastirldi.

Termal pence cekme testinde deneye alinan bitiin siganlarin kontrol
pence cekme yaniti esik degerleri ortalamasi 11.2 + 0.3 saniye (n=26) olarak
6lculdd. Takiben CDP-kolin (0.5, 1 ve 2 pmol/10 pl) veya tuzlu su (10 pl) i.s.v.
yolla enjekte edildi. CDP-kolin, termal pence ¢cekme testinde doza ve zamana
bagll olarak anlamli analjezik etki meydana getirdi. CDP-kolin’in analjezik
etkisi, i.s.v. yolla enjeksiyonu takiben 5. dakikada en ylUksek degerine ulasti
[0.5, 1 ve 2 pymol/10 pl dozlarinda pence ¢ekme yaniti esik degerleri
sirastyla; 22.5 + 1.7 (n=8), 241 £ 1.4 (n=8) ve 29 + 1 saniye (n=6)].
CGalismada kullanilan en distk doz olan 0.5 umol dozunda uygulanan CDP-
kolin’in analjezik etkisi enjeksiyonu takiben 10. dakikada geri dénerken; 1 ve
2 pumol dozlarinda ise sirasiyla 15. ve 30. dakikada geri déndi. iki yonlii
ANOVA analizine gére CDP-kolin’in termal penge ¢ekme testindeki analjezik
etkisi doz [F(3,22)=21.9; P<0.001], zaman [F(6,130)=45.7; P<0.001] ve doz-
zaman iligkisi bakimindan [F(18,130)=11.1; P<0.001] anlaml bulundu (Sekil
1A).

Mekanik pence ¢cekme testinde deneye alinan buttn siganlarin kontrol
pence cekme yaniti esik degerleri ortalamasi 135 = 3 gram (n=24) olarak
6lgtldi. Takiben CDP-kolin (0.5, 1 ve 2 pmol/10 pl) veya tuzlu su (10 pl) i.s.v.
yolla enjekte edildi. CDP-kolin, mekanik pence ¢cekme testinde de doza ve
zamana baglh olarak anlamli analjezik etki meydana getirdi. CDP-kolin’in
analjezik etkisi i.s.v. yolla enjeksiyonu takiben 5. dakikada en yiUksek
degerine ulagti [0.5, 1 ve 2 pmol/10 pl dozlarinda pence ¢ekme yaniti esik
degerleri sirasiyla; 234 + 22 (n=6), 550 + 30 (n=6) ve 561 + 22 gram (n=6)].
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Analjezik etki, 0.5 umol CDP-kolin uygulamasini takiben 15. dakikada geri
donerken; 1 ve 2 pmol dozlarinda ise sirasiyla 20. ve 30. dakikada geri
déndi. iki yonli ANOVA analizine gére CDP-kolin'in mekanik penge cekme
testindeki analjezik etkisi, doz [F(3,20)=97.7; P<0.001], zaman
[F(6,118)=177.2; P<0.001] ve  doz-zaman iliskisi bakimindan
[F(18,118)=46.7; P<0.001] anlamh bulundu ($ekil 1B).
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Sekil-1: intraserebroventrikiiler yol ile enjekte edilen CDP-kolin’in termal (A) ve mekanik (B)
pence cekme testindeki analjezik etkisi

Termal ve mekanik penge ¢ekme testinde, kontrol penge ¢cekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra, i.s.v. yolla
CDP-kolin (0.5, 1 ve 2 umol/10 pl) ya da tuzlu su (10 pl) enjekte edildi. Takiben 5,10,15,20,30 ve 40. dakikalarda
penge cekme yaniti esik degerleri 6lciildi. Degerler 6-8 sicanin ortalama + standart hatasi olarak verildi. istatistiki
degerlendirmeler iki yonli RM-ANOVA'y! takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapildi. **p<0.01 ve ***p<0.001;
tuzlu su grubuna (sekilde 0 doz olarak gdsterilmistir) gére anlamli farki gdstermektedir.
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2. i.s.v. Yolla Uygulanan Esmolar Dozlardaki Kolin ve Sitidinin
Akut Agri Modellerindeki Analjezik Etkisi

CDP-kolin’in  hidroliz Grtnleri olan kolin ve sitidinin, akut agn
modellerindeki analjezik etkilerini arastirmak amaciyla sicanlara CDP-kolin (1
pumol), kolin (1 pmol), sitidin (1 umol) veya tuzlu su (10 pl) i.s.v. yolla enjekte
edildi.

Termal penge ¢ekme testinde, deneye alinan bitin siganlarin kontrol
pence cekme yaniti esik degerleri ortalamasi 11.1 + 0.3 saniye (n=22)
bulundu. Takiben sicanlara CDP-kolin, kolin, sitidin veya tuzlu su i.s.v. yolla
enjekte edildi ve pence cekme yaniti esik degerleri dlctldi. Kolin (1 pmol)
uygulanmasini takiben meydana gelen analjezik etki, ayni dozda CDP-kolin
(1 umol) uygulamasindan sonra gérilen analjezik etkiye benzer sekildeydi.
CDP-kolin uygulamasinda oldugu gibi kolinin enjeksiyonunu takiben de
pence ¢cekme yaniti esigi, 5. dakikada en yiksek degerine ulasti [30 + 0
saniye (n=6)]. Daha sonra CDP-kolin’e benzer sekilde etkisi azalarak 15.
dakikada geri déndu. Sitidin (1 umol) ise, kolinden farkli olarak pence ¢cekme
yanitl esik degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige yol agmadi.
iki yonlti ANOVA analizine gore, termal pence ¢cekme testinde CDP-kolin ve
kolin, tedavi [F(3,18)=3,5; P<0.05], zaman [F(6,105)=35.6; P<0.001] ve
tedavi-zaman iligkisi bakimindan [F(18,105)=8,1; P<0.001] istatistiksel olarak

anlamh analjezik etki olusturdu (Sekil 2A).

Mekanik pence ¢cekme testinde deneye alinan buttn siganlarin kontrol
pence cekme yaniti esik dederleri ortalamasi 134 + 3 gram (n=24) bulundu.
Takiben sicanlara CDP-kolin, kolin, sitidin veya tuzlu su i.s.v. yolla enjekte
edildi ve pence ¢ekme yaniti esik degerleri dlguldi. Termal pence ¢cekme
testinde oldugu gibi, mekanik pence cekme testinde de kolin (1 pmol)
uygulanmasini takiben meydana gelen analjezik etki, ayni dozda CDP-kolin
(1 umol) uygulamasindan sonra gérilen analjezik etkiye benzerdi. CDP-kolin
uygulamasinda oldugu gibi kolinin enjeksiyonunu takiben de pence ¢ekme
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yaniti esigi, 5. dakikada en Ust dizeyine ulasti [565 + 23 gram (n=6)].
Takiben CDP-kolin’e benzer sekilde etkisi azalarak 20. dakikada geri dondu.
Sitidin (1 pmol) ise, kolinin aksine penge c¢cekme yaniti esik degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olusturmadi. iki yénli ANOVA
analizine gére, mekanik pence c¢ekme testinde CDP-kolin ve kolin tedavi
[F(3,20)=75.8; P<0.001], zaman [F(6,118)=168.9; P<0.001] ve tedavi-zaman
iligkisi bakimindan [F(18,118)=51.9; P<0.001] istatistiksel olarak anlamli
analjezik etki meydana getirdi (Sekil 2B).
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Sekil-2: intraserebroventrikiiler yol ile enjekte edilen esmolar dozlardaki CDP-kolin, kolin ve
sitidinin termal (A) ve mekanik (B) pence cekme testindeki analjezik etkisi

Termal ve mekanik penge ¢gekme testinde, kontrol penge ¢ekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra, i.s.v yolla
CDP-kolin (1 pmol), kolin (1 pumol), sitidin (1 umol) ya da tuzlu su (10 pl) enjekte edildi. Takiben 5,10,15,20,30 ve
40. dakikalarda penge gekme yaniti esik degerleri 6lciildl. Degerler 6-8 sicanin ortalama * standart hatasi olarak
verildi. istatistiki degerlendirmeler iki yénli RM-ANOVA'y takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapildi. **p<0.01
ve ***p<0.001; tuzlu su grubuna goére anlamli farki gdstermektedir.
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3. l.s.v. Yolla Uygulanan CDP-kolin’in Analjezik Etkisinde
Kolinerjik Reseptér Antagonistleri ile Yapilan On Tedavinin Etkisi

CDP-kolin’in  analjezik etkisine aracilik ettigi distnllen santral
kolinerjik reseptdr tiplerinin arastiriimasi amaciyla, siganlara i.s.v. yolla CDP-
kolin (1 pmol) veya tuzlu su (10 pl) enjeksiyonundan 15 dakika 6nce,
kolinerjik muskarinik reseptér antagonisti atropin sdlfat (10 pg), kolinerjik
nikotinik reseptér antagonisti mekamilamin (50 pg), a7 néronal nikotinik
asetilkolin reseptdr antagonisti metillikakonitin (MLA; 25 pg) veya tuzlu su (10
ul) i.s.v. yolla enjekte edildi. Termal ve mekanik pence cekme yaniti esik

degerleri, ikinci enjeksiyondan 10 dakika sonra él¢uldi.

Termal pence cekme testinde, tuzlu su veya CDP-kolin enjeksiyonu
6ncesi atropin, mekamilamin, MLA veya tuzlu su 6n tedavisi uygulanan
sicanlarin kontrol pence cekme yaniti esik dederleri ortalamasi 11.4 + 0.1
saniye (n=49) olarak oél¢uldi. Tuzlu su 6n tedavisi sonrasi i.s.v. yolla CDP-
kolin enjeksiyonu yapilan sigcanlarin pence ¢cekme yaniti esik degerleri 26 +
1.8 saniye (n=6) iken tuzlu su enjeksiyonu yapilan siganlarin termal pence
cekme yaniti esik degerleri 11.7 + 0.4 (n=6) idi. Buna goére tuzlu su sonrasi
CDP-kolin enjeksiyonu, termal pence c¢ekme yaniti esik degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli [F(1,10)=58.9; P<0.001] bir artisa yol ac¢ti (Sekil
3A).

Atropin, mekamilamin ve MLA 6n tedavisi sonrasi CDP-kolin
enjeksiyonu yapilan sicanlarda ise pence cekme vyaniti esik degerleri
sirasiyla; 24 £ 2.7 (n=6); 13.1 £ 0.6 (n=9) ve 15.3 + 0.9 saniye (n=6) olarak
Olclldi. Buna gbére termal pence cekme testinde mekamilamin ve MLA 6n
tedavileri, CDP-kolin'in analjezik etkisini istatistiksel olarak anlamli sekilde
bloke ederken [sirasiyla F(1,13)=60.6; P<0.001 ve F(1,10)=27.1; P<0.001],
atropin 6n tedavisi ise CDP-kolin’in etkisinde anlamli bir degisiklik meydana
getirmedi [F(1,10)=0.38; P=0.553] (Sekil 3A).
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Atropin, mekamilamin ve MLA 6n tedavileri ise tek baslarina termal
pence cekme vyaniti esik de@erlerinde istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklige neden olmadi (Sekil 3A).

Mekanik pence ¢cekme testinde, tuzlu su veya CDP-kolin enjeksiyonu
Oncesi atropin, mekamilamin, MLA veya tuzlu su 6n tedavisi uygulanan
siganlarin kontrol penge ¢ekme yaniti esik degerleri ortalamasi 136 + 2 gram
(n=46) olarak Olguldl. Tuzlu su 6n tedavisini takiben kontrol olarak i.s.v. yolla
tuzlu su uygulanan sigcanlarin mekanik penge ¢ekme yaniti esik degerleri 141
+ 13 (n=5) iken, CDP-kolin enjeksiyonu yapilan si¢anlarin pence c¢ekme
yanitl esik degerleri 295 £+ 20 gram (n=6) olarak 6l¢tldi. Buna gére tuzlu su
sonrasi CDP-kolin enjeksiyonu mekanik pence c¢ekme vyaniti esik
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli [F(1,9)=38.6; P<0.001] bir artisa yol
acti (Sekil 3B).

Atropin, mekamilamin ve MLA &n tedavileri sonrasi CDP-kolin
enjeksiyonu yapilan sicanlarda ise pence cekme vyaniti esik degerleri
sirastyla; 306 = 23 (n=6), 178 + 13 (n=6) ve 155 + 9 gram (n=8) olarak
Olgtldla. Termal penge cekme testinde oldugu gibi mekanik penge ¢cekme
testinde de mekamilamin ve MLA 6n tedavileri, CDP-kolin’in analjezik etkisini
istatistiksel olarak anlamli sekilde bloke ederken [sirasiyla F(1,10)=25.0;
P<0.001 ve F(1,12)=51.2; P<0.001], atropin 6n tedavisi ise CDP-kolin’in
analjezik etkisini degistirmedi [F(1,10)=0.132; P=0.724] (Sekil 3B).

Atropin, mekamilamin ve MLA 6n tedavileri ise tek baslarina mekanik
pence cekme yaniti esik de@erlerinde istatistiksel olarak anlamh bir
degisiklige neden olmadi (Sekil 3B).
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Sekil-3: I.s.v. yolla uygulanan CDP-kolin’in termal (A) ve mekanik (B) pence cekme testindeki
analjezik etkisinde kolinerjik reseptor antagonist 6n tedavilerinin etkisi

Termal ve mekanik penge gekme testinde, kontrol penge ¢ekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra i.s.v. yolla
atropin sulfat (10 pg), mekamilamin (50 pg), MLA (25 pg) veya tuzlu su (10 pl) 6n tedavileri uygulandi. 15 dakika
sonra i.s.v. yolla CDP-kolin (1 pmol) ya da tuzlu su (10 pl) enjekte edildi. ikinci enjeksiyondan 10 dakika sonra
penge cekme yaniti esik degerleri 6lciildi. Degerler 5-9 sicanin ortalama + standart hatasi olarak verildi. istatistiki
degerlendirmeler tek yonli ANOVA'y! takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapildi. ***p<0.001; kontrol grubuna
gore anlaml farki géstermektedir.
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4. is.. Yolla Uygulanan CDP-kolin’in Analjezik Etkisinde
Hemikolinium-3 (HC-3) On Tedavisinin Etkisi

CDP-kolin’in  olusturdugu analjezik etkide presinaptik kolinerjik
mekanizmalarin rolinl test etmek icin, kolinin sinir ucuna yuksek afiniteli
uptake sistemi ile geri alimini bloke eden bir ila¢ olan HC-3 (1 ug) veya tuzlu
su (10 pl) i.s.v. yolla enjekte edildi. Takiben 15 dakika sonra siganlara CDP-
kolin (1 umol; i.s.v.) veya tuzlu su (10 pl; i.s.v.) uygulandi. Termal ve mekanik
pence cekme yaniti esik degerleri, ikinci enjeksiyondan 10 dakika sonra

Blcildu.

Termal pence cekme testinde deneye alinan bitiin siganlarin kontrol
pence cekme yanitl esik degerleri ortalamasi 11.5 + 0.2 saniye (n=24) idi.
HC-3 6n tedavisini takiben CDP-kolin uygulanan si¢anlarda 10. dakikada
alinan pence ¢ekme yaniti esik degeri 16 + 1.7 saniye (n=6) iken kontrol
grubunda ise 26 + 1.8 (n=6) olarak oélculdi. Bu sonuca gére termal pencge
cekme testinde, HC-3 6n tedavisi CDP-kolin’in neden oldugu analjezik etkiyi
istatistiksel olarak anlamli sekilde [F(1,10)=16.1; P<0.01] bloke etti. HC-3 6n
tedavisi tek basina termal pence ¢cekme yaniti esik degerlerini degistirmedi
(Sekil 4A).

Mekanik penge cekme testinde deneye alinan bitin si¢anlarin kontrol
pence cekme yaniti esik degerleri ortalamasi 138 £ 2 gram (n=23) olarak
bulundu. HC-3 6n tedavisini takiben CDP-kolin uygulanan siganlarda 10.
dakikada alinan pence ¢cekme yaniti esik degeri 168 + 11 gram (n=7) iken
kontrol grubunda ise 295 + 20 (n=6) oldu. Bu sonuca gére mekanik pence
¢cekme testinde, HC-3 6n tedavisi CDP-kolin’'in analjezik etkisini istatistiksel
olarak anlamh sekilde [F(1,11)=33.6; P<0.001] bloke etti. HC-3 6n tedavisi
ise tek basina mekanik pence cekme yaniti esik degerlerini degdistirmedi
(Sekil 4B).
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Sekil-4: i.s.v. yolla uygulanan CDP-kolin’in termal (A) ve mekanik (B) pence cekme testindeki
analjezik etkisinde hemikolinium-3 (HC-3) 6n tedavisinin etkisi

Termal ve mekanik pencge cekme testinde, kontrol pence cekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra i.s.v. yolla HC-
3 (1 pg) veya tuzlu su (10 pl) 6n tedavileri uygulandi. 15 dakika sonra i.s.v. yolla CDP-kolin (1 pmol) ya da tuzlu su
(10 pl) enjekte edildi. Ikinci enjeksiyondan 10 dakika sonra penge gekme yaniti esik degerleri dl¢tldl. Degerler 5-7
siganin ortalama * standart hatasi olarak verildi. Istatistiki dederlendirmeler tek yénli ANOVA'yi takiben Student-
Newman-Keuls testi ile yapildi. **p<0.01, ***p<0.001; kontrol grubuna gére anlaml farki géstermektedir.
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5. is.v. Yolla Uygulanan CDP-kolin’in Analjezik Etkisinde
Nalokson On Tedavisinin Etkisi

CDP-kolin ile ortaya ¢ikan analjezik etkide santral opioiderjik sistemin
rollini arastirmak amaciyla, segici olmayan opioid reseptér antagonisti
nalokson (10 pg) veya tuzlu su (10 pl) i.s.v. yolla enjekte edildi. Takiben 15
dakika sonra siganlara CDP-kolin (1 pmol; i.s.v.) veya tuzlu su (10 pl; i.s.v.)
uygulandi. Termal ve mekanik penge ¢cekme yaniti esik degerleri, ikinci
enjeksiyondan 10 dakika sonra 6lgulda.

Termal pence cekme testinde deneye alinan bitin siganlarin kontrol
pence cekme yaniti esik degerleri ortalamasi 11.4 + 0.1 saniye (n=24) olarak
bulundu. Nalokson 6n tedavisini takiben CDP-kolin uygulanan siganlarda
pence cekme yaniti esik degerleri 15.5 £ 1.3 saniye (n=6) iken tuzlu su 6én
tedavisi yapilan grupta ise 26 + 1.8 (n=6) olarak o6lctldd. Bu sonuca goére
termal pencge ¢cekme testinde nalokson 6n tedavisi, CDP-kolin ile ortaya ¢ikan
analjezik etkiyi istatistiksel olarak anlamh sekilde [F(1,10)=22.5; P<0.001]
bloke etti. Nalokson 6n tedavisi ise tek basina termal penge ¢ekme yanit
esik degerlerinde degisiklik yapmadi (Sekil 5A).

Mekanik pence cekme testinde deneye alinan bitin si¢anlarin kontrol
pence ¢cekme yaniti esik degerleri ortalamasi 136 = 3 gram (n=23) olarak
bulundu. Nalokson 6n tedavisini takiben CDP-kolin uygulanan siganlarda
pence cekme yaniti esik degerleri 175 £ 3 gram (n=7) iken tuzlu su 6n
tedavisi yapilan grupta ise 295 = 20 (n=6) olarak O&l¢ildl. Elde edilen
sonuglara gbére mekanik pence cekme testinde de, nalokson 6n tedavisi
CDP-kolin ile ortaya ¢ikan analjezik etkiyi istatistiksel olarak anlaml sekilde
[F(1,11)=42.7; P<0.001] bloke etti. Nalokson 6n tedavisi tek basina mekanik
pence cekme yaniti esik degerlerini degistirmedi (Sekil 5B).
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Sekil-5: I.s.v. yolla uygulanan CDP-kolin’in termal (A) ve mekanik (B) pence cekme testindeki
analjezik etkisinde nalokson 6n tedavisinin etkisi

Termal ve mekanik penge ¢ekme testinde, kontrol penge ¢cekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra i.s.v. yolla
nalokson (10 pg) veya tuzlu su (10 pl) 6n tedavileri uygulandi. 15 dakika sonra i.s.v. yolla CDP-kolin (1 umol) ya da
tuzlu su (10 pl) enjekte edildi. Ikinci enjeksiyondan 10 dakika sonra pence gekme yaniti esik degerleri dlgldi.
Degerler 5-7 sicanin ortalama + standart hatasi olarak verildi. istatistiki degerlendirmeler tek yénli ANOVA'yi
takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapildi. ***p<0.001; kontrol grubuna gére anlamh farki géstermektedir.
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6. i.s.v. Yolla Uygulanan CDP-kolin’in Analjezik Etkisinde CGP-
35348 On Tedavisinin Etkisi

CDP-kolin’in olusturdugu analjezik etkide, santral GABAerjik sistemin
rolinU arastirmak amaci ile GABAg reseptér antagonisti CGP-35348 (20 pg)
veya tuzlu su (10 pl) i.s.v. yolla enjekte edildi. Takiben 15 dakika sonra
siganlara CDP-kolin (1 pmol; i.s.v.) veya tuzlu su (10 pl; i.s.v.) uygulandi.
Termal ve mekanik pence ¢cekme yaniti esik degerleri, ikinci enjeksiyondan
10 dakika sonra 6lculdd.

Termal pence cekme testinde deneye alinan bitiin siganlarin kontrol
pence cekme yaniti esik degerleri ortalamasi 11.1 + 0.3 saniye (n=22) olarak
bulundu. CGP-35348 6n tedavisini takiben CDP-kolin uygulanan sig¢anlarda
pence cekme yaniti esik degerleri 14.5 £ 0.6 saniye (n=6) iken tuzlu su 6én
tedavisi yapilan grupta ise 26 + 1.8 (n=6) olarak o6lctldd. Bu sonuca goére
termal pence ¢cekme testinde CGP-35348 6n tedavisi, CDP-kolin ile ortaya
clkan analjezik etkiyi istatistiksel olarak anlaml sekilde [F(1,10)=35.9;
P<0.001] bloke etti. CGP-35348 6n tedavisi ise tek bagina termal penge
cekme yaniti esik degerlerinde degisiklik yapmadi (Sekil 6A).

Mekanik penge cekme testinde deneye alinan bitin si¢anlarin kontrol
pence ¢cekme yaniti esik degerleri ortalamasi 137 + 4 gram (n=22) olarak
bulundu. CGP-35348 6n tedavisini takiben CDP-kolin uygulanan sig¢anlarda
pence cekme yaniti esik degerleri 217 + 16 gram (n=6) iken tuzlu su 6n
tedavisi yapilan grupta ise 295 = 20 (n=6) olarak élculdi. Bu sonuclara goére
mekanik pence ¢ekme testinde de CGP-35348 6n tedavisi, CDP-kolin ile
ortaya ¢ikan analjezik etkiyi istatistiksel olarak anlamli sekilde [F(1,10)=9.5;
P<0.05] bloke etti. CGP-35348 6n tedavisi, tek bagina mekanik penge ¢cekme
yanitl esik degerlerini degistirmedi (Sekil 6B).
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Sekil-6: i.s.v yolla uygulanan CDP-kolin’in termal (A) ve mekanik (B) pence cekme testindeki

analjezik etkisinde CGP-35348 6n tedavisinin etkisi

Termal ve mekanik penge ¢ekme testinde, kontrol penge ¢cekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra i.s.v. yolla
CGP-35348 (20 pg) veya tuzlu su (10 pl) 6n tedavileri uygulandi. 15 dakika sonra i.s.v. yolla CDP-kolin (1 umol) ya
da tuzlu su (10 pl) enjekte edildi. ikinci enjeksiyondan 10 dakika sonra penge gekme yaniti esik degerleri 6lgildu.
Degerler 5-6 sicanin ortalama * standart hatasi olarak verildi. istatistiki degerlendirmeler tek ydnli ANOVA'yi
takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapildi. *p<0.05, ***p<0.001; kontrole gére anlamli farki géstermektedir.
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7. is.. Yolla Uygulanan CDP-kolin’in Analjezik Etkisinde
Prazosin ve Yohimbin On Tedavilerinin Etkileri

CDP-kolin’in olusturdugu analjezik etkide santral a-adrenerjik sistemin
rolinU arastirmak amaciyla, a-1 adrenerjik reseptér antagonisti prazosin (20
Hg), a-2 adrenerjik reseptér antagonisti yohimbin (30 pg) veya tuzlu su (10 pl)
i.s.v. yolla uygulandi. Takiben 15 dakika sonra siganlara CDP-kolin (1 pmol;
i.s.v.) veya tuzlu su (10 pl; i.s.v.) enjekte edildi. Termal ve mekanik pence
cekme yaniti esik degerleri, ikinci enjeksiyondan 10 dakika sonra él¢uld.

Termal pence cekme testinde deneye alinan bitiin siganlarin kontrol
pence cekme yanitl esik degerleri ortalamasi 11.3 + 0.2 saniye (n=34) idi.
Prazosin ve yohimbin 6n tedavisini takiben CDP-kolin uygulanan siganlarda
pence cekme yaniti esik degerleri sirasiyla 24.9 £+ 2 (n=6) ve 21.1 + 2 saniye
(n=6) bulundu. Tuzlu su 6n tedavisi yapilan grupta da 26 + 1.8 saniye (n=6)
olarak 6lcildd. Bu sonuglara gére termal pence c¢ekme testinde, hem
prazosin hem de yohimbin 6n tedavisi CDP-kolin ile ortaya ¢ikan analjezik
etkide istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige yol a¢cmadi [sirasiyla,
F(1,10)=0.16; P=0.694 ve F(1,10)=3.3; P=0.098]. Prazosin ve yohimbin 6n
tedavileri de, tek baslarina termal pence ¢cekme esik degerlerinde degisiklik
yapmadi (Sekil 7A).

Mekanik penge ¢cekme testinde deneye alinan bitin siganlarin kontrol
pence ¢cekme yaniti esik degerleri ortalamasi 132 + 3 gram (n=34) olarak
bulundu. Prazosin ve yohimbin 6n tedavisini takiben CDP-kolin uygulanan
sicanlarda pence ¢cekme yaniti esik degerleri sirasiyla 386 + 55 (n=6) ve 327
*+ 17 gram (n=6) olarak o6l¢uldu. Tuzlu su 6n tedavisi yapilan grupta da 295 +
20 gram (n=6) idi. Bu sonuglara gére termal pence ¢cekme testinde oldugu
gibi mekanik pence ¢ekme testinde de, prazosin ve yohimbin 6n tedavisi
CDP-kolin ile ortaya cikan analjezik etkiyi istatistiksel olarak anlamh bir
degisiklige ugratmadi [sirasiyla, F(1,10)=2.4; P=0.150 ve F(1,10)=1.5;
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P=0.249]. Prazosin ve yohimbin 6n tedavileri de, tek baslarina mekanik

pence cekme esik degerlerinde degisiklik yapmadi (Sekil 7B).
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Sekil-7: i.s.v yolla uygulanan CDP-kolin’in termal (A) ve mekanik (B) pence cekme testindeki
analjezik etkisinde prazosin ve yohimbin 6n tedavilerinin etkisi

Termal ve mekanik pence cekme testinde, kontrol pence ¢ekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra i.s.v. yolla
prazosin (20 pg), yohimbin (30 pg) veya tuzlu su (10 pl) 6n tedavileri uygulandi. 15 dakika sonra i.s.v. yolla CDP-
kolin (1 umol) ya da tuzlu su (10 pl) enjekte edildi. ikinci enjeksiyondan 10 dakika sonra pence gekme yaniti esik
degerleri 6lgildli. Degerler 5-6 siganin ortalama * standart hatas olarak verildi. istatistiki degerlendirmeler tek yonli
ANOVA'y! takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapildi.
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8. is.v. Yolla Uygulanan CDP-kolin’in Analjezik Etkisinde
Metiserjid On Tedavisinin Etkisi

CDP-kolin ile ortaya ¢ikan analjezik etkide santral serotonerjik sistemin
rolind arastirmak amaciyla, secici olmayan serotonin reseptdr antagonisti
metiserjid (20 pg) veya tuzlu su (10 pl) i.s.v. yolla enjekte edildi. Takiben 15
dakika sonra siganlara CDP-kolin (1 pmol; i.s.v.) veya tuzlu su (10 pl; i.s.v.)
uygulandi. Termal ve mekanik penge ¢cekme yaniti esik degerleri, ikinci
enjeksiyondan 10 dakika sonra 6lgulda.

Termal pence cekme testinde deneye alinan bitiin siganlarin kontrol
pence cekme yaniti esik degerleri ortalamasi 11.6 + 0.2 saniye (n=24) olarak
bulundu. Metiserjid 6n tedavisini takiben CDP-kolin uygulanan siganlarda
pence ¢cekme yaniti esik degerleri 22.9 + 1.2 saniye (n=7) olarak 6l¢ulda.
Tuzlu su 6n tedavisi yapilan grupta da 26 + 1.8 (n=6) idi. Bu sonuca gore
termal pengce c¢ekme testinde, metiserjid 6n tedavisi CDP-kolin ile ortaya
cikan analjezik etkide istatistiksel olarak anlamh bir degisiklige yol agcmadi
[F(1,11)=2.1; P=0.177]. Metiserjid 6n tedavisi, tek basina termal pence
cekme esik degerlerinde degisiklige neden olmadi (Sekil 8A).

Mekanik penge cekme testinde deneye alinan bitin si¢anlarin kontrol
pence ¢cekme yaniti esik degerleri ortalamasi 144 + 4 gram (n=24) olarak
bulundu. Metiserjid 6n tedavisini takiben CDP-kolin uygulanan siganlarda
pence ¢cekme yanitl esik degerleri 381 + 62 gram (n=7) olarak 6l¢uldd. Tuzlu
su 6n tedavisi yapilan grupta da 295 + 20 (n=6) idi. Elde edilen sonuclara
gbre mekanik pence cekme testinde, metiserjid 6n tedavisi CDP-kolin ile
ortaya cikan analjezik etkiyi istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige
ugratmadi [F(1,11)=1.6; P=0.236]. Metiserjid 6n tedavisi, tek basina mekanik
pence cekme yaniti esik degerlerini degistirmedi (Sekil 8B).
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Sekil-8: i.s.v yolla uygulanan CDP-kolin’in termal (A) ve mekanik (B) pence cekme testindeki
analjezik etkisinde metiserjid 6n tedavisinin etkisi

Termal ve mekanik penge ¢ekme testinde, kontrol penge ¢cekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra i.s.v. yolla
metiserjid (20 pg) veya tuzlu su (10 pl) &n tedavileri uygulandi. 15 dakika sonra i.s.v. yolla CDP-kolin (1 pmol) ya da
tuzlu su (10 pl) enjekte edildi. Ikinci enjeksiyondan 10 dakika sonra pence gekme yaniti esik degerleri dlgldi.
Degerler 5-7 siganin ortalama * standart hatasi olarak verildi. istatistiki degerlendirmeler tek yonli ANOVA'yi
takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapildi.
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9. is.w. Yolla Uygulanan CDP-kolin’in Sicanlarin Motor

Performansi Uzerine Etkisi

Sicanlarda analjezik etkisi oldugu gdsterilen CDP-kolin’in, motor
fonksiyon kaybina yol agip agcmadigini degerlendirmek amaciyla, CDP-kolin
(1 ve 2 umol; i.s.v.) veya tuzlu su (10 pl; i.s.v.) enjeksiyonunu takiben 10. ve
20. dakikalarda rota-rod test cihazinda siganlarin motor fonksiyonlari
degerlendirildi. CDP-kolin veya tuzlu su enjeksiyonu éncesi siganlarin dénen
silindir (Ozerinde ortalama kalma sureleri 112 + 4 saniye (n=22) olarak
bulundu. CDP-kolin (1 ve 2 pmol; i.s.v.) veya tuzlu su (10 pl; i.s.v.)
enjeksiyonu sonrasi 10. dakika degerleri ise sirasiyla 106 + 4 (n=8), 121 £ 7
(n=8) ve 118 + 7 saniye (n=6) olarak o6l¢tldl. 20. dakikada doénen silindir
Uzerinde kalma sdreleri ise; sirasiyla 104 £ 7 (n=8), 121 £ 13 (n=8) ve 114 *
12 saniye (n=6) olarak bulundu. Sonugta, iki yonli ANOVA analizine gbre
CDP-kolin, sicanlarin motor performansinda doz [F(2,19)=1.07; P=0.363],
zaman [F(2,38)=0.14; P=0.874] ve doz-zaman iligkisi [F(4,38)=0.38; P=0.822]
bakimindan anlamli bir degisiklige neden olmadi (Sekil 9).

200 1 CDP-kolin dozu (umol)
@0
O 10
W= 20

150 -

— -3

100

[$)]
o
L

o

Dénen Silindir Uzerinde Kalma Siiresi (saniye)

0 10 20
Zaman (dakika)

Sekil-9: i.s.v. yolla CDP-kolin enjeksiyonu sonrasi sicanlarin rota rod test cihazindaki motor
performansi

Rota-rod test cihazinda kontrol degerleri alindiktan sonra, siganlara CDP-kolin (1 ve 2 pmol/10 l;
i.s.v.) ya da tuzlu su (10 pl; i.s.v.) enjekte edildi. Takiben 10. ve 20. dakikalarda dénen silindir Gzerinde
kalma sireleri 6lclildi. Degerler 6-8 sicanin ortalama + standart hatasi olarak verildi. istatistiki
degerlendirmeler iki yonli RM-ANOVA'yi takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapildi. (Sekilde 0,
tuzlu su grubu olarak gosterilmistir.)
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TARTISMA ve SONUC

Calismamizdan elde edilen bulgular, intraserebroventrikiler (i.s.v.)
yolla uygulanan CDP-kolin’in, akut agri modelleri olan termal ve mekanik
pence cekme testinde doza ve zamana bagl olacak sekilde analjezik etki
meydana getirdigini gOstermistir (Sekil 1). Esmolar dozda i.s.v. yolla
uygulanan kolin, kullanilan akut agri modellerinde CDP-kolin’e benzer etki
meydana getirirken, i.s.v. sitidin anlamli bir analjezik etki meydana
getirmemistir (Sekil 2). CDP-kolin’in olusturdugu analjezik etki i.s.v. yolla
uygulanan mekamilamin, MLA, HC-3, nalokson ve CGP-35348 &n tedavileri
ile ortadan kaldinlirken (Sekil 3, 4, 5, 6), i.s.v. atropin, prazosin, yohimbin ve
metiserjid 6n tedavileri CDP-kolin’in analjezik etkisini degistirmemistir (Sekil
3, 7, 8). CDP-kolin, siganlarda gérinen bir davranissal degisiklik meydana

getirmemis ve motor koordinasyonlarinda bozukluga yol agmamistir (Sekil 9).

CGalismalarimizdan elde ettigimiz bazi sonuclar, CDP-kolin’in analjezik
etkisine kolin ve santral kolinerjik aktivasyonun aracilik ettigini
gbstermektedir. Bunlardan ilki; i.s.v. yolla uygulanan kolinin CDP-kolin’in
analjezik etkisini taklit ederken sitidinin ise anlamli derecede analjezik etki
olusturmamasidir. Gergcekten de termal ve mekanik pence ¢cekme testlerinde
esmolar dozlarda (1 pmol; i.s.v.) uygulanan kolin, CDP-kolin’e (1 pymol; i.s.v.)
siddet ve slre bakimindan oldukga benzer sekilde analjezik etki ortaya
cikarmistir (Sekil 2). ikinci olarak ise, néronal kolin geri alim inhibitéri olan
HC-3, CDP-kolin ile ortaya c¢ikan analjezik etkiyi her iki testte de bloke
etmistir (Sekil 4). Son olarak, termal ve mekanik pence ¢cekme testlerinde
CDP-kolin'in analjezik etkisi secici olmayan nikotinik kolinerjik reseptor
antagonisti mekamilamin ile bloke edilmistir (Sekil 3). Sonug¢ olarak,
bulgularimiz CDP-kolin’in i.s.v. yolla uygulanmasi sonrasi akut agri
modellerinde ortaya cikardidi analjezik etkide santral kolinerjik sistem
aktivasyonunun énemli bir role sahip oldugunu disindirmektedir. Daha 6nce

farkli deney hayvanlar ve agri modelleri kullanilarak yapilan galismalarda da
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gesitli kolinomimetik ajanlarin merkezi ya da periferik yolla uygulanmalari
sonrasinda analjezik etki elde edilmigtir (60-67). Bu calismadan elde edilen
bulgular, santral yolla uygulanan CDP-kolin’in analjezik etkisinde santral
kolinerjik sistem aktivasyonunun araciligini dasiundidrmesi agisindan daha

6nce yapilan ¢alismalarla uyumlu gériinmektedir.

Disaridan verilen CDP-kolin’in, si¢canlarda hizla hidrolize ugrayarak
kolin ve sitidine ayrildigi bilinmektedir (1). CDP-kolin’in bu iki ana
metabolitinin siganlarda birbirine benzer etkileri oldugu kadar ayni zamanda
zit etkiler ortaya c¢ikardigi da gosterilmistir (27,51,112). Periferik yolla
uygulanan sitidin siganlarda antidepresan etkilere neden olurken kolin ise
prodepresan etkiler dogurmustur (112). Ek olarak laboratuvarimizda yapilan
calismalarda da i.s.v. yolla uygulanan sitidinin kan basinci ve kalp hizi
Uzerine olan etkileri g&sterilmigtir (51). Ayrica purinerjik sistemin analjezide
6nemli role sahip oldugu da bir cok calisma ile ortaya konmustur. (164,165).
Ancak calismamizda CDP-kolin’in bir diger metaboliti olan sitidin her iki akut
agri modelinde de i.s.v. yolla uygulanmasini takiben bir miktar agri esigini
yUkseltse de istatistiksel olarak anlaml bir analjezik etkiye neden olmamistir
(Sekil 2).

HC-3, kolinin kolinerjik néronlarda presinaptik ugtan geri alinimini
yuksek afiniteli transport sistemini inhibe ederek engelleyen bir ilagtir. Bu
yolla kolin ile indiklenen asetilkolin sentezindeki artis engellenmektedir (37).
Galismamizda, CDP-kolin ile ortaya cikan analjezik etki her iki akut agri
modelinde de HC-3 ile bloke edilmistir (Sekil 4). Bu bulgu, CDP-kolin’in
analjezik etkisinde beyin kolin ve asetilkolin dizeylerinde artisa neden olan
presinaptik kolinerjik mekanizmalarin  aktivasyonunun rol oynadigini
g6stermektedir. Daha 6nce yapilan c¢alismalarla, disaridan verilen CDP-
kolin’in beyin kolin ve asetilkolin dizeylerini arttirdigi gosterilmistir (17,51).
CGalismamizdan elde ettigimiz bulgular CDP-kolin’in analjezik etkisinde

presinaptik kolinerjik mekanizmalar ve Kkolinerjik aktivasyonun aracihgini
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gbstermesi agisindan daha énce yapilan bu arastirmalarin sonugclari ile uyum

gbstermektedir.

Galismamizda CDP-kolin’in analjezik etkisinde rol oynayan kolinerjik
reseptdr tiplerini belirlemek amaciyla, segici olmayan muskarinik reseptor
antagonisti atropin ve secici olmayan nikotinik reseptdr antagonisti
mekamilamin 6n tedavileri uygulanmistir. Atropin, CDP-kolin’in analjezik
etkisinde bir degisiklige yol agmazken, mekamilamin ise etkiyi bloke etmigtir
(Sekil 3). Bu bulgu, CDP-kolin’in akut agri modellerindeki analjezik etkisinde
santral nikotinik reseptérlerin rol oynadigini  distindirmektedir. Deney
hayvanlarinda daha 6nce yapilan calismalar, c¢esitli nikotinik agonistlerin
uygulanmasinin farkh agri modellerinde analjezik etkiler dogurdugunu
gOstermigtir (70-74,153). Ek olarak i.s.v. yolla uygulanan kolinin olusturdugu
analjezik etkide de santral nikotinik reseptérlerin rol oynadigi ortaya
konmustur (68,69). Bulgularimiz, santral nikotinik reseptérlerin analjezideki

rolinU gOsteren calismalarla paralellik gdstermektedir.

Yapilan calismalar, nikotinik reseptér agonistleri ile ortaya c¢ikan
analjezik etkide, nikotinik reseptor alt tiplerinden noéronal yolaklardaki
dagilimlari nedeniyle 6zellikle a4B2 ve a7 alt tiplerinin aracihdi Uzerinde
yogunlasmaktadir (76-80). CDP-kolin’in hidroliz Grini ve asetilkolin
sentezinde bir 6n madde olan kolin, néronal a7 nikotinik asetilkolin (a7nACh)
reseptdr alt tipine agonistik etki gdstermektedir (81-83). Kolin, bu reseptdrin
aktivasyonu ve desensitizasyonu agisindan asetilkolin ile benzer kinetik
Ozelliklere sahiptir (166). Ayrica, i.s.v. yolla uygulanan kolinin degisik akut
agri modellerinde olusturdugu analjezik etki, spesifik a7nACh reseptdr
antagonistleri olan MLA ve a-bungarotoksin ile ortadan kaldirilirken, a4p2
nikotinik reseptdér antagonisti olan dihidrobetaeritroidin  (DhBE) etkiyi
degistirmemis; bdylece etkide 6zellikle a7nACh reseptérlerinin rol oynadidi
vurgulanmistir (68,69). Calismamizda da, etkide rol oynayan nikotinik
kolinerjik reseptér alt tiplerini belirlemek amaciyla a7nACh reseptor

antagonisti olan MLA kullaniimigtir. MLA 6n tedavisi hem termal hem de
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mekanik penge ¢ekme testinde CDP-kolin ile ortaya ¢ikan analjezik etkiyi
anlamli sekilde bloke etmistir (Sekil 3). Bu bulgu, CDP-kolinin hidroliz Grint
olan kolinin, a7nACh reseptdr agonisti olarak CDP-kolin’in analjezik etkisine
aracilik ettigini distindirmektedir. Ancak i.s.v. yolla uygulanan CDP-kolin’in
analjezik etkisinin HC-3 ile tam olarak bloke edilmis olmasi, kolinin nikotinik
reseptorleri direkt postsinaptik olarak aktive etmesinden cok, asetilkolin
sentez ve saliverilmesini artiran presinaptik mekanizmalarla etkiye aracilik
ettigini disundirmektedir.

Santral nikotinik kolinerjik reseptdrlerin analjezik etkilerdeki araciligini
ortaya koyan bircok calismanin yaninda, santral muskarinik reseptérlerin de
analjezide rol oynadigini gésteren ¢alismalar mevcuttur. Muskarinik reseptor
agonisti olan oksotremorin, siganlara i.s.v. yolla uygulandiginda akut agri
modellerinde analjezik etkiye neden olmustur (144). Kolinin i.s.v. yolla
uygulanmasini takiben ortaya c¢ikan analjezik etkide santral muskarinik
reseptorlerin de araciligi ortaya konmustur (68,69). Ayrica laboratuvarimizda
da CDP-kolin’in santral yolla uygulanmasini takiben nikotinik reseptér aracili
etkileri yaninda muskarinik etkileri de gosterilmistir (51,58). Ancak
calismamizda, segici olmayan muskarinik reseptér antagonisti atropinin,
CDP-kolin’in analjezik etkisini degistirmemis olmasi etkide santral muskarinik

reseptdrlerin rol oynamadigini géstermektedir (Sekil 3).

Sonug olarak, presinaptik kolinerjik mekanizmalarin aktivasyonu ile
a7nACh reseptdrleri basta olmak Uzere, santral nikotinik kolinerjik
reseptoérlerin aktivasyonu, i.s.v. yolla enjekte edilen CDP-kolin’in akut agri
modellerinde olusturdugu analjezik etkiye aracilik etmektedir.

Galismamizda ayrica, santral yolla uygulanan CDP-kolin’in analjezik
etkisinde kolinerjik sistem aktivasyonuna ek olarak bagka hangi supraspinal
ndrotransmitter sistemlerinin rolU olabilecedi de incelenmigtir. Bu amagcla

agrinin modulasyonunda énemli yeri olan supraspinal opioiderjik, GABAerjik,
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a-adrenerjik ve serotonerjik sistemlerin i.s.v. yolla uygulanan CDP-kolin’in

akut agr modellerinde ortaya c¢ikardidi analjezik etkideki rolleri arastiriimigtir.

Secici olmayan opioid reseptdr antagonisti nalokson, i.s.v. yolla
enjekte edilen CDP-kolin’in analjezik etkisini, termal ve mekanik pencge
cekme testinde bloke etmistir (Sekil 5). Bu bulgu, supraspinal opioid
reseptoérlerin aktivasyonunun akut agrn modellerinde CDP-kolin ile ortaya
cikan analjezik etkide rol oynadigini géstermektedir. Vicudun &nemli
endojen analjezik sistemlerinden biri olan opioiderjik sistem, cesitli
seviyelerde agri modulasyonunda rol oynamaktadir. Supraspinal dizeyde y,
O ve Kk reseptorlerinin varligr korteks, talamus ve beyin sapi gibi agri
iletiminde énemli rolU olan boélgelerde goésterilmistir (167). Morfin, i.s.v. yolla
uygulandiginda ve beyin sapinda agri modulasyonunda 6énemli roli olan
periakuaduktal gri madde (PAG) ve rostroventral medulla (RVM) gibi alanlara

enjekte edildiginde analjeziye neden olmustur (168-170).

Agrinin modulasyonunda, opioiderjik sistem ve kolinerjik sistem birgok
ybnden birbiri ile iliski iginde bulunmaktadir (143,171,172). Nikotinin kolinerjik
mekanizmalar araciligi ile morfinin analjezik etkisini artirdigi ve nikotinin
analjezik etkisinde santral kolinerjik ve opioid reseptorlerinin rol oynadigi
ortaya konulmustur (173,174). Opioid uygulamasi sonrasi beyin omurilik
sivisinda asetilkolin konsantrasyonlarinin arttigi gosterilmis (175) ve
sicanlarda akut agrn modelinde morfin ile fizostigmin kombinasyonu artmis
analjezik etkiye neden olmustur (176). Ayrica cesitli beyin bdlgelerinde
nikotinik kolinerjik reseptdrler ve p-opioid reseptorleri birlikte yerlesim
gdstermekte ve agri iletiminin kontroliinde beraber rol oynamaktadirlar (177).

CDP-kolin’in analjezik etkisinde supraspinal opioid reseptérlerin rolinl
destekleyen bu c¢alismalarin tersine bazi ¢alismalar da nikotinik agonistler ile
ortaya c¢ikan analjezik etkilerde supraspinal opioid reseptérlerin roll
olmadigini  vurgulamaktadirlar (153,178). Ayrica farelerde i.s.v. yolla

uygulanan Kkolinin olusturdugu analjezik etkide de supraspinal opioid
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reseptorlerinin roll gésterilememistir (69). Bu calismalar ile bulgularimiz
arasindaki uyumsuzluk uygulanan deneysel agri modeline, hayvan turine ve
kullanilan antagonistin dozuna bagl olabilir. Sonu¢ olarak bulgularimiz,
nikotinik kolinerjik mekanizmalar ile olugan analjezik etkide supraspinal opioid

reseptorlerin roli olabilecegini distindUrmektedir.

GABA, beynin ana inhibitér nérotransmitteridir ve GABAerjik néronlar
santral sinir sisteminde genis bir alanda yayilim gdstermektedirler (179).
GABAerjik sistem de opioiderjik sisteme benzer sekilde, spinal dizeyde
oldugu kadar supraspinal dizeyde de agri inhibisyonunda &énemli rol
oynamaktadir. Dolayisiyla GABAerjik sistem, analjezikleri de igeren birgok
yeni farmakolojik ajanin hedefi haline gelmistir (180,181). Calismamizda,
GABAg antagonisti CGP-35348 i.s.v. yolla enjekte edildiginde, CDP-kolin’in
analjezik etkisini her iki akut agri modelinde de bloke etmistir (Sekil 6). Bu
durum supraspinal GABAerjik sistemin, CDP-kolin ile ortaya ¢ikan analjezik

etkideki araciligini ortaya koymaktadir.

Yapilan calismalarda, GABAerjik néronlar CGzerinde a7nACh
reseptorlerinin varligr gosterilmis ve bu reseptérlerin uyariimasinin GABA
saliverilmesini artirdigi ortaya konulmustur (182-184). Ayrica, asetilkolin ve
ayni zamanda metaboliti olan kolinin, a7nACh reseptorleri (zerinden
GABAerijik iletiyi artirdigi gosterilmistir (185). Calismamizin sonuglari, daha
6nce yapilan bu arastirmalarda elde edilen sonuglarla uyumlu olup, CDP-
kolin’in akut agri modellerindeki analjezik etkisinde supraspinal GABAerjik ve
kolinerjik sistem arasindaki iligkiyi ortaya koymaktadir.

Monoaminler, agri modulasyonunda santral sinir sisteminde cesitli
seviyelerde rol oynamakta ve bu ydnde degisik sistemlerle iliski icinde
bulunmaktadir (143,186). Agdri modulasyonunda O6nemli supraspinal
bélgelerde ¢esitli adrenerjik ve serotonerjik reseptdrlerin varligr gosterilmis ve
bu reseptdrlerin aktivasyonu degisik agr modellerinde analjezik etki ortaya
cikarmigtir (143,187-189). Ayrica, beyinde presinaptik yerlesimli nikotinik
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asetilkolin  reseptorleri noradrenalin ve serotonini de igeren cegitli
norotransmitterlerin saliverilmesinde rol oynamaktadir. Yapilan calismalar
degisik nikotinik kolinerjik reseptdr agonistlerinin beyinde noradrenalin ve
serotonin saliveriimesinde artisa neden oldugunu ortaya koymustur (190-
193). Bununla birlikte sican dorsal rafe ¢cekirdegindeki serotonerjik néronlarda
ve lokus seruleusdaki noradrenerjik néronlarda a7nACh reseptér
ekspresyonu da g0sterilmistir (190,194). Bu bilgilerin 1s1ginda biz de
galismamizda i.s.v. yolla enjekte edilen CDP-kolin’in akut agrn modellerinde
ortaya cikardigl analjezik etkide supraspinal a-adrenerjik ve serotonerjik
reseptorlerin rolinl arastirdik. Bu amagla, i.s.v. yolla uygulanan a-1
adrenerjik reseptdr antagonisti prazosin, a-2 adrenerjik reseptdér antagonisti
yohimbin ve selektif olmayan serotonerjik reseptdér antagonisti metiserjid,
CDP-kolin’in analjezik etkisinde herhangi bir degisiklige yol agcmadi (Sekil 7
ve 8). Bu sonuglar, CDP-kolin’in akut agri modellerindeki analjezik etkisinde
supraspinal a-adrenerjik ve serotonerjik reseptorlerin roli olmadigini
gOstermektedir. Nitekim, bir nikotinik agonist olan A-85380’in i.s.v. yolla
enjekte edilmesi sonucunda olusan analjezik etkide dorsal rafe ¢ekirdeginde
a7nACh reseptérlerinin araciligr gdsterilemezken, etkide cogunlukla a4 alt

tipinin rold Gzerinde durulmustur (195).

Sonug¢ olarak, bu ¢alismada i.s.v. yolla uygulanan CDP-kolin’in
sicanlarda akut agri modellerinde analjezik etki meydana getirdigi
gbsterilmistir.  CDP-kolin'in  analjezik  etkisine presinaptik  kolinerjik
mekanizmalar ile birlikte baglica néronal a7nACh reseptérleri aracilik
etmektedir. Ayrica, supraspinal GABAerjik ve opioiderjik mekanizmalarin
CDP-kolin’in analjezik etkisinde rolt bulunmaktadir. CDP-kolin, si¢canlarda

motor fonksiyonlar Gzerine olumsuz bir etki olusturmamistir.
Bilindigi gibi, CDP-kolin halen gunimizde bircok Ulkede basta

serebral iskemi ve stroke olmak Uzere c¢esitli norolojik hastaliklarin
tedavisinde basari ile kullaniimaktadir. Bu tez ¢alismasi ile ilk kez, CDP-
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kolin’in analjezik etkisi de oldugu gosterilmistir ve bu konuda bundan sonra

yapilacak caligmalar klinik agri tedavisi ile ilgili arastirmalara 1g1k tutacaktir.
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