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OZET

Amigdala endojen agr kontroll ile ilgili beyin bdlgeleriyle baglantisi
nedeniyle hem emosyonel-affektif agri cevabi hem de agri modilasyonunda
anahtar rol oynayan santral bir yapidir. CDP-kolin, vicutta endojen olarak
uretilen nukleotid yapisinda bir bilesiktir ve laboratuvarimizda yapilan
calismalarda santral yolla uygulandiginda farkli agri modellerinde guglu
analjezik ve antihiperaljezik etki gostermistir. Bu tez calismasinda da
deneysel agri modellerinde amigdalaya uygulanan CDP-kolin’in analjezik ve
antihiperaljezik etkisi ve etkiye aracilik eden mekanizmalar degerlendirildi.
Calismada Sprague-Dawley erkek siganlar kullanildi. ilaglar, amigdalanin
santral nukleus bdlgesine (CeA) 0.5 yl hacimde olacak sekilde uygulandi.
Noéropatik agri, sigcanlarin sol siyatik sinirleri baglanarak olusturuldu. Akut ve
noropatik agri duyarlihgi mekanik penge c¢ekme testi ile Odlgulerek
degerlendirildi.

CDP-kolin (1 umol), zamana bagli olacak sekilde akut ve noéropatik
agri modellerinde analjezik ve antihiperaljezik etki meydana getirdi. CDP-
kolin’in ndropatik agri modelindeki antihiperaljezik etkisi esmolar dozda (1
pgmol) uygulanan kolin ile taklit edilirken, esmolar dozdaki (1 pmol) sitidin ile
hafif ama istatistiksel olarak anlamli antihiperaljezik etki meydana getirdi.
Amigdala icine uygulanan mekamilamin (segici olmayan nikotinik reseptor
antagonisti, 3 pg), MLA (a; noéronal nikotinik reseptdr antagonisti, 10 pg),
CGP-35348 (GABAg reseptodr antagonisti, 3 ug), nalokson (segici olmayan
opioid reseptdr antagonisti, 1 ug), metiserjid (secgici olmayan serotonin
reseptdr antagonisti, 5 ug) ve LY341495 (grup Il metabotropik glutamat
reseptdr [MGLUR3] antagonisti. 5 ug) on tedavileri CDP-kolin’in néropatik
agri modelindeki antihiperaljezik etkisini baskilarken, atropin (segici olmayan
muskarinik reseptér antagonisti, 1 ug) on tedavisi ise etkiyi degistirmedi.

Elde edilen bulgulara gore sicanlarda amigdalaya uygulanan CDP-

kolin akut ve nodropatik agri modellerinde analjezik ve antihiperaljezik etki



meydana getirmistir. CDP-kolin'in antihiperaljezik etkisine a7 nikotinik
kolinerjik reseptorler Uzerinden kolinerjik mekanizmalarin aktivasyonu ile
birlikte amigdalada bulunan GABAg, serotonerjik, opioiderjik ve mGLUR33
reseptorlerinin  aracilik ettigi, bununla Dbirlikte kolinerjik muskarinik

reseptorlerin rolundn olmadigi dagunulmagtur.

Anahtar kelimeler: Amigdala, CDP-kolin, ndropatik agri, antihiperaljezik,

nikotinik reseptorler



SUMMARY

Characterization of the Analgesic Effect of CDP-choline Administered

intra-Amygdala in Acute and Neuropathic Pain Models

The amygdala is a central structure that plays a critical role in both
emotional-affective pain response and modulation of pain because of its
interactions with brain regions related to endogenous pain control. CDP-
choline is an endogenous nucleotide which was shown to elicit potent
analgesic and antihyperalgesic effects via central administration in several
pain models in the studies performed in our laboratory. In this study, the
analgesic and antihyperalgesic effects of CDP-choline administered intra-
amygdala in experimental pain models, as well as the mechanism involved in
these effects were investigated.

Experiments were performed using male Sprague-Dawley rats. All
drugs were administered into the central nucleus of amygdala (intra-CeA) in
0.5 ul volume. Neuropathic pain was performed by ligation of left sciatic
nerve of rats. The acute and neuropathic pain sensitivities were evaluated by
mechanical paw withdrawal test.

CDP-choline (1 umol), exerted analgesic and antihyperalgesic effects
in a time-dependent manner in acute and neuropathic pain models. Whereas
the antihyperalgesic effect of CDP-choline in neuropathic pain model was
replicated by equimolar dose of (1 pmol) choline, an equimolar dose of (1
pMmol) cytidine showed light but statistically significant antihyperalgesic effect.
Although mecamylamine (nonspecific nicotinic receptor antagonist, 3 ug),
methylicaconitine (selective a7 nicotinic receptor antagonist, 10 ug), naloxone
(non-specific opioid receptor antagonist, 1 ug), CGP-35348 (GABAg receptor
antagonist, 3 ug), methysergide (non-specific serotonin receptor antagonist,

5 pg) and LY341495 (metabotropic glutamate Il receptor [MGLURyj3]



antagonist, 5 ug) pretreatments administered intra-amygdala suppressed the
antihyperalgesic effect of CDP choline in neuropathic pain model, atropine
(nonspecific muscarinic receptor antagonist, 1 pg) pretreatment did not
change the effect.

These data indicate that CDP-choline administered intra-amygdala in
rats exhibits analgesic and antihyperalgesic effects in acute and neuropathic
pain models. Activation of cholinergic mechanisms through a7 nicotinic
cholinergic receptors as well as amygdaloid GABAg, serotonin, opioid,
MGLUR3 receptors, but not cholinergic muscarinic receptors, is likely to be

involved in the antihyperalgesic effect of CDP-choline.

Key words: Amygdala, CDP-choline, neuropathic pain, antihyperalgesic,

nicotinic receptors



GiRiS

Amigdala temporal lobun dorsomedial kisminda yerlesmis, anatomik
ve fonksiyonel agidan farkli nikleuslardan olugsan bir santral yapidir (1) ve
limbik sistemin bir parcasi olarak; korku, zevk, duygulanim, duysal uyaranin
duygusal degerlendiriimesi, duygusal 06grenme ve hafiza ve affektif
hastaliklarda (anksiyete, depresyon vd) kilit rol oynamaktadir (2-4).
Caligmalar, amigdalanin, ¢ok boyutlu bir deneyim olan agrinin emosyonel-
affektif boyutunda énemli roll oldugunu gugclu bir sekilde desteklemektedir ve
bu nedenle amigdala, adri ve duygudurum arasindaki iligkide kritik role sahip
noral bir yapi olarak kabul edilmektedir. Amigdala’nin santral nikleusu (CeA)
ise Ozellikle nosisepsiyon, korku, anksiyete, dikkat, bilis, otonomik fonksiyon,
endojen agri kontroll ile ilgili beyin alanlari ve sistemleriyle badlantisi
nedeniyle hem emosyonel-affektif agri cevabi hem de agri modilasyonunda
anahtar rol oynamaktadir (5).

Noéropatik agri, sinir sisteminin herhangi bir bolimandn hasari ve/veya
disfonksiyonundan kaynaklanmaktadir. Spontan yanma, hiperaljezi, allodini
ile karakterize, siklikla depresyon ve/veya anksiyetenin de eglik ettigi klinik bir
durumdur ve ginimuizde halen ideal ve glvenli bir analjezik tedavi yaklagimi
gelistiriiememistir. Bu nedenlerle néropatik agri tedavisi icin yeni, guvenli ve
etkin analjezik ilaglarin gelistirimesine gereksinim bulunmaktadir (6-7).

Kolinerjik sistemin agri regulasyonundaki rolleri uzun bir zamandan
beri bilinmektedir. Ozellikle son vyillarda nikotinik asetilkolin reseptor
subtiplerinin  (NAChR) tanimlanmasi ile bu reseptérlere karsi gelistirilen
spesifik agonistlerin hem antidepresan hem de analjezik etkilerinin oldugunun
gOsterilmesi bu reseptorleri ilag arastirmalarinda potansiyel bir hedef haline
getirmistir (8-10). Bizim laboratuvarimizda da deney hayvanlarina santral ve
periferik yoldan uygulanan CDP-kolin’in farkli agri modellerinde guglu
analjezik ve antihiperaljezik etki meydana getirdiginin gosteriimesi ve CDP-

kolin’in bu etkisine 6zellikle a; nAChR’nin aracilik ettiginin agiga cikariimis
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olmasi (11-13) bizim bu konuya duydugumuz ilgiyi arttirmis ve bu teze konu

olan arastirmayi planlamamiza 6nculik etmigtir.

GENEL BILGILER

1. Amigdala

1.A. Anatomi

Amigdala (Corpus amigdaloideum=amigdaloid nukleer kompleks)
temporal lobun dorsomedial kisminda yerlesmis badem seklinde gri cevher
olusumudur (Sekil-1). Burdach tarafindan, 19. yuzyilin ilk yarisinda insan
temporal lobuna ait kesitlerde kesfedilerek isimlendiriimistir. Burdach aslinda
bir grup hucreyi bazolateral kompleks olarak tarif etmistir. Daha sonra
bazolateral kompleksi cevreleyen cok sayida yapi amigdaloid kompleks
olarak tanimlanmistir. Bu yapi emosyonel progesdeki merkezi rolinden

dolay surekli ilgi cekmistir (1).

Hipotal.am;.ls

Hipofiiz [
bezi

Amigdala  Hipokampus

Sekil- 1: Amigdala



Medial temporal lobda lokalize amigdala yapisal olarak birbirinden
farkli 13 nlkleusdan olusmaktadir (Sekil-2). Bu nikleuslar da yogun
internUkleer ve intranukleer baglantilar igeren alt bdlmelere bdolinir. Bu
nukleus ve subnukleuslar yapisal, histokimyasal ve yaptiklari baglantilara
dayanilarak ayit edilebilirler (3,4). Calismalarda farkli amigdala nukleuslarinin
turler arasinda birgok benzerlige sahipken ayni zamanda organizasyon ve
boyutlar bakimindan belirgin farkliliklar gosterdigi ortaya konmustur (14,15).

Price ve ark.’nin (16) yaptigi bir klasifikasyona gore amigdala
nukleuslari tg gruba bolunar:

1. Derin veya bazolateral grup: lateral, bazal ve aksesuar bazal nukleusu
icerir

2. Superfisiyal veya kortikal benzeri grup: kortikal nikleus ve olfaktor traktin
lateral nukleusu

3. Centromedial grup: medial ve santral nikleus

Swanson ve Petrovich (17) ise amigdaloid kompleksin istege bagl
olarak gruplandirilan yapisal ve fonksiyonel heterojen bir grup oldugunu

savunmustur.

(cevap)output

aksesuar
bazal
niikleus

(bilgi )

bazal nukleus | | /| 'niikleus
parvoselliler -

AMIGDALA

Sekil-2: Amigdalanin ana nukleuslari
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1.B. Fonksiyonlari

Amigdala genel bir tanimi ile uygun davranigsal yanitlarin
programlanmasinda rol oynayan bir limbik sistem bdlumudur. Basta koku,
isitme, gorme ve somatosensoriyal duyular olmak Uzere tium duyulardan
effentler alan amigdala, limbik sistemin bir parcasi olarak; korku, zevk,
duygulanim, duysal uyaranin duygusal degerlendiriimesi, duygusal 6grenme,
hafiza ve affektif hastaliklar (anksiyete, depresyon)’da (2,3) kilit rol oynar.

1.C. Baglantilari

Amigdalanin afferent ve efferent baglantilari yaygindir. Her amigdala
ndkleusu ¢ogu beyin bolgelerinden inputlar alir. Amigdaladan kortikal ve
subkortikal bolgeleri de igeren efferent projeksiyonlari da yaygindir (18,19).

Amigdalanin afferent ve efferent badlantilari ile ilgili datalar
amigdalaya yapilan enjeksiyonlarla ilgili aragtirmalara dayanir. Bu ¢aligmalar
amigdala nukleuslarinin birgok farkli beyin bdlgelerinden inputlar aldigini
ortaya koyar (4,15). Amigdala, periaquaduktal gri madde (PAG), nukleus rafe
magnus (NRM) ve lokus serelous (LC) gibi bolgelerle afferent baglantilar
icerir (19,20). Ayrica amigdaladan kortikal ve subkortikal bdlgeleri de iceren
efferent projeksiyonlari da yaygindir (15).

1.C.1. Afferent Baglantilar

Amigdala tum sistemlerden (somatosensoryal, visseral, tat, isitsel ve
gorsel) duysal inputlar alir (1,5,21) (Sekil-3). Bu inputlar, geleneksel input
alani kabul edilen bazolateral kompleks ve kortikal nukleusdan output alanina
(centromedial nikleus, CeA) kadar amigdaladaki yapilari tim seviyelerde
hedef alir. Boylece farkli duysal modaliteler arasinda birlesme seviyeleri olur.
Duysal bilgiye ek olarak diger nukleuslar yetersiz projeksiyon alirken santral,
lateral ve medial nikleuslar hipotalamusdan onemli inputlar alir. Ozellikle
santral nukleus midbrain, pons ve medulladan gelen gesitli inputlar icin ana
hedeftir (15).

Polimodal duyusal bilgiler de amigdalaya farkli kaynaklardan gelir.
Bunlar arasinda prefrontal korteks, peririnal korteks ve hipokampus vardir
(1,2,22).



talamus |
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Sekil- 3: Amigdala afferent baglantilari
(CeA: amigdala santral nukleusu, LA: amigdala lateral nukleusu,
BLA: amigdala bazolateral nukleusu)

1.C.2. Efferrent Baglantilar

Amigdala kortikal, hipotalamik ve beyin sapi bdlgelerine yaygin
projeksiyonlar goénderir (Sekil-4). Amigdala santral nukleusu (CeA),
hipotalamusa direk projeksiyonlara ek olarak ayni zamanda hipotalamik
ndkleuslari innerve eden stria terminalis bed nlkleusuna gugll
projeksiyonlara sahiptir. Ayrica amigdalanin CeA bodlgesi asending
monoaminerjik ve kolinerjik noron gruplarina projeksiyonlar gonderir. Bunlar,
noradrenerjik LC, dopaminerjik substansia nigra ve ventral tegmental alan,

serotonerjik NRM ve kolinerjik ntkleus bazalisi icerir (16,23).



korteks

=—__  talamus

nosiseptif
amigdala

ekspresyon h> beyin kikii
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Sekil- 4: Amigdala efferent baglantilari
(CeA: amigdala santral nukleusu, LA: amigdala lateral nukleusu,
BLA: amigdala bazolateral nukleusu

1.C.3. Amigdala i¢i Baglantilar

Calismalar amigdalanin intrandkleer ve interntkleer baglantilar
oldugunu ortaya koymustur. Bu c¢alismalar, duysal bilginin amigdalaya
bazolateral nikleus araciligiyla gelerek lokal olarak islendigini ve sonra
genelde output istasyonu gibi gorev yapan santral nukleusa lateralden
mediale ilerledigini bildirir. Bu baglantilar, amigdalaya giren bilginin uygun
davranissal cevaplara yol agmadan once yogun bir isleme sureci oldugunu
gosterir (1,24).

1.D. Amigdala ve Agri

Cok boyutlu bir deneyim olan agri sadece nosiseptif degil ayni
zamanda emosyonel-affektif ve kognitif komponentler icerir (25,26). Agriya
verilen emosyonel cevaplarin norobiyolojik temelini anlamak yeni ve etkili
terapotik stratejiler gelistirmek icin ¢ok 6nemlidir. Emosyon ve affektif
hastaliklardaki 6nemli roli uzun zamandir bilinen amigdala (27), agr
calismalarinda hedef bdlgelerden biri olmustur. Agri, anksiyete ve
depresyona neden olabilirken tersine anksiyete ve depresyonlu hastalar
agriyr daha guclu yasarlar ve kronik agri gelistirme olasiligi daha fazladir
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(28,29). Amigdala, kronik agri ve negatif affektif durumlar arasindaki bu gift
tarafli iliskide 6nemli bir yapidir (30,31).

Anatomik, noérokimyasal, elektrofizyolojik ve davranisgsal galismalar
amigdalanin agrinin emosyonel-affektif boyutunda 6nemli rolu oldugunu
guglu bir sekilde desteklemektedir (32,33). Lateral, laterobazal ve santral
nudkleuslar nosiseptif sinyal transmisyonunda 6zelikle 6nemlidir. Nosiseptif
bilgi santral nikleusa spino-parabrachio-amigdaloid agri yolagi ile ya direk
spinal veya trigeminal dorsal boynuz lamina 1'den ya da c¢ogunlukla
parabrachial kompleks araciligiyla gelir (34).

Cesitli raporlar amigdalada nérotransmisyona katkida bulunan peptid
ve aminoasitlerin ve asetilkolin ve enkefalin gibi ndrotransmitterlerin varligini
gostermigtir. Aslinda CeA’ da asetilkolinesteraz ve kolin asetiltransferaz gibi
enzimlerin olusu amigdalada asetilkolin sentezinin meydana geldigini gosterir
(35).

Nosisepsiyon, korku, anksiyete, dikkat, bilis, otonomik fonksiyon ve
endojen agri kontrolU ile ilgili beyin alanlari ve sistemleri ile baglantilarindan
dolayl CeA, emosyonel-affektif agri cevabi ve agri modilasyonunda anahtar
rol oynamaktadir. CeA; PAG, parabrachial nikleus, talamus nukleuslari,
insular korteks ve agrida énemli rol oynayan diger beyin bolgeleri ile direk
baglantilara sahiptir (36,37).

Amigdalanin CeA bolgesine parabrakial nukleusdan glutamaterjik ve
peptiderjik sinapslar araciligiyla nosiseptif stimulasyon hakkinda direk bilgi
gelirken, amigdalanin bazolateral niUkleusundan (BLA) glutamaterjik
projeksiyonlar ile polimodal bilgi gelebilir. CeA’ nin internal agi GABAerjik
inhibitdor noronlara dayanir. Agri algl seviyesinde dedisiklikler inen agri
kontrol merkezlerine CeA’nin projeksiyonlarini icerir iken amigdalanin agrinin
afektif ve emosyonel boyutundaki etkisi kortikal bolgelerle indirek baglantilar
iceren daha buyuk aglardan kaynaklanir (38,39).

Amigdalanin agri kontrol mekanizmalarina katilimi ile ilgili bilgilerin
cogu, amigdala lezyonlu hayvan c¢alismalarina veya amigdalaya bazi
agonistlerin mikroenjeksiyonu ile olugan antinosisepsiyonun gozlenmesine

dayanir. Amigdalanin o6zellikle BLA ve CeA lezyonlari, gevresel olarak
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induklenen antinosisepsiyonun cgesitli formlarini azaltir (40-43). Bilateral CeA
lezyonlari sistemik verilen duslik doz morfinin antinosiseptif etkisini tail flick
(44) ve formalin (45) testte ortadan kaldirmistir. Amigdalaya k-opioid agonist
(46) veya norotensin (47) mikroinjeksiyonu antinosisepsiyon meydana getirir.
Benzer bir etki, tail-flick testte santral ve medial nukleusu da iceren cesitli
amigdala nukleuslarina karbacol mikroinjeksiyonu ile goriaimustar (48,49).
Santral nukleusa opiodlerin (50,51) veya bazomedial bolgeye serotonin (52)
mikroinjeksiyonu antinosisepsiyon meydana getirir.

Bazi c¢alismalar amigdalanin elektriksel stimulasyonunun nosiseptif
cevaplardaki etkileri Uzerine yapilmistir. ilk calismalara gore, amigdalanin
lateral bdlgesinin stimulasyonu antinosiseptif benzeri etkilere yol agarken
medial bdlgesinin agrili cevap paterni ortaya ¢ikarmistir (53). Daha sonra
CeA elektriksel stimulasyonunun visseral agriyr azalttigi gozlenmigtir (54).
Olivera ve ark. santral nukleus stimulasyonun meydana getirdigi
antinosisepsiyonun  sistemik verilen nalokson ile inhibe edildigini
gOstermiglerdir (49).

Ayrica amigdalaya noéropeptid (54,55) veya noradrenerjik ve kolinerjik
agonist (49,57,58) enjeksiyonu antinosiseptif etki meydana getirir. Ek olarak
amigdala, sistemik verilen morfin ve kannabinoidlerin analjezik etkisi ile
iliskilidir ¢ink CeA nukleusun lezyon veya inaktivasyonu tail-flick testte
Olcilen morfin veya kannabinoidlerin olusturdugu analjeziyi azaltmistir
(49,59). Amigdalanin CeA bolgesine uygulanan morfin veya beta endorfinin
analjezik Ozellikleri amigdala-PAG yolaginda opioderjik transmisyona
dayanmaktadir (60).

Stresli durumlar tail-flick veya hot-plate testlerle 6lgulen analjeziye
neden olur. Cesitli calismalar, amigdalanin CeA nulkleusunun bilateral
lezyonu veya inaktivasyonunun bu analjezik etkiyi azaltigi veya kaldirdigini
gOstermistir (40,41). Bu datalar, CeA’ nin analjezik progesi gugcli bir sekilde
etkiledigini gostermektedir.

Noropatik agri, akut agridan farkli bir profile sahiptir. Hayvan
calismalari, insanda tanimlanan tUm semptomlari kapsamasa da, kullanilan

modeller spontan agri davranislarini, hiperaljezi ve/veya allodiniyi ve
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anksiyete ve depresyon gibi agrinin  emosyonel  sonugclarini
gosterebilmektedir. Noropatik agri siklikla depresyon ve anksiyete gibi
comorbid hastaliklarla birlikte gorular (61). Amigdala, mood sureci, korku,
emosyonel hafiza ve agrinin emosyonel- affektif komponenti ile ilgilidir
(2,3,5,62). Noropatik agri CeA’da noéronal aktivite ve sinaptik transmisyon
artisina yol agar (5,61,63) ve CeA’nin aktivite ve nérokimyasinda degisiklikler
noropatik agrida nosiseptif davranislarin alevienmesine katkida bulunur.
insanlarda ise beyin gérintileme calismalar artrit veya monondropati
hastalarinda amigdala aktivitesinde degisiklikleri gosterir, bu da amigdalanin
bu patolojilerin emosyonel yonlerine katildigini gosterir (64,65).

Norolojik goéruntuleme calismalari; hayvanlarda, agril 1s1, vaskuler agri
ve periferal mononoéropati durumlarinda amigdalada agri ile ilgili degisiklikler
ortaya koymustur (66,67). CeA’ da, periferal uyarana gugli néronal cevaplar
g6zlenmistir (5). CeA yuksek nosiseptif néron icerigi nedeniyle ‘nosiseptif
amigdala’ (5) olarak adlandiriimistir. Depresif davranislarla iligkili olarak CeA
ndron sayisin artmasi ve artrit, visseral ve ndropatik agri modellerinde CeA
néronlarin eksitabilitesinin artmasina dayanarak bu tanimlama yapilmistir
(68,69).

iiging bir gézlem sag CeA'nin sola goére agri modulasyonuna daha
fazla katilmasidir. Carrasquillo ve Gereau (70) ile Ji ve Neugebauer (62)
formalin uygulanmasi sonrasi ve bir artrit agri modelinde sag CeA’ da sola
gbre daha fazla néronal aktivite rapor etmislerdir. Noropatik siganlarda
spontan aktivite ve uyariimis cevaplar sol CeA’ da siyatik sinir ligasyonundan
sonra 2-6 gun artarken sag CeA'da 14 gin sonra artmistir. Bu bulgular
amigdalada agri lateralizasyonu oldugunu gdstermektedir (71). Bu
lateralizasyonun anatomik ve fonksiyonel temeli bilinmese de sag amigdala
ve agrinin emosyonel komponenti arasindaki arasindaki guclu iligkiyi
destekler (72).

Opioid sistem, enkefalinin santral amigdalada intrinsik iletisime
katkisindan ve diger opioid peptidlerin ekstrinsik CeA outputlarina
katkisindan dolayr amigdalanin agr ile iliskisinde Kkilit bir rol oynar (73).

Amigdalanin opioid analjezisindeki rolunu gosteren c¢esitli calismalar vardir.
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Opioid, opioid reseptor agonisti, enkefalinaz inhibitorlerinin amigdalaya
mikroenjeksiyonunun antinosiseptif davraniglar olusturdugu gosterilmistir.(60,
74-76). Amigdala lezyonlarinin morfin analjezisini azalttigi ortaya konmustur
(45).

Opioid sistemin amigdalada agri Uzerinde etkisi bircok veri ile
desteklenmistir. Amigdalada morfinin antinosiseptif etkisi, opioid ligandlarin
CeA ve PAG arasinda sinerjistik dagilimi (60) ve noropatik farelerde CeA’ da
opioid reseptdr baglanmada degisiklik (119) bu kanitlardan bazilaridir.
Amigdala ozellikle de CeA dinorfinlere oranla yuksek konsantrasyonda
enkefalin ve opioid reseptorlere sahiptir (120, 121). Amigdalanin morfin
antinosisepsiyonunda mediator oldugunu isaret eden kanitlar vardir. CUnku
bu yapiya morfin mikroenjeksiyonu bazi agri testlerinde analjezi
olusturmustur (111). Diger tarafdan amigdala lezyonlari sistemik uygulanan
opioid agonistlerin antinosisepsiyon olusturma kabiliyetlerini etkiler (67).

Sabetkasaei’'nin (80)  yaptigi caismada CeA'ya  morfin
mikroenjeksiyonu formalin testinde analjezi meydana getirmis ve bu etki
sistemik nalokson ile bloke edilmistir. Ayrica CeA’ya nalokson
mikroenjeksiyonu da sistemik morfinin analjezik etkisini bloke etmistir. Bu
bulgular santral nukleusdaki opioiderjik transmisyonun morfin analjezik
etkisinde kritik rol oynadigini géstermektedir. Amigdalanin 6zellikle de santral
nukleusun yuksek konsantrasyonlarda opioid reseptorler icermesi de bu
go6risu destekleyen kanitlardan birisidir. CeA’ da opioid reseptorler endojen
ligandlariyla beraber pre ve post sinaptik olarak eksprese edilir. Onceki
calismalarda amigdalaya morfin enjeksiyonunun amigdala ve PAG’ de
enkefalin ve beta endorfin saliniminda artisa yol agtigi ve bu etkinin nalokson
ile antagonize edildigi gosterilmistir. Amigdalaya kolinerjik agonist
enjeksiyonu ile goérilen antinosiseptif etki ayni alana uygulanan nalokson 6n
tedavisi ile onlenmistir. Bu da kolinerjik-opioiderjik bir etkilesimi gosterir.
Kolinerjik transmisyon, CeA internéronlarindan endorfin/enkefalin salinimini
aktive edebilir (81,82).

Oliveira ve Prado (49), santral nikleusun stimilasyonun tail flick teste

meydana getirdigi antinosisepsiyonun sistemik nalokson uygulamasi ile bloke
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edildigini gostermistir. Bu bulgular da amigdaladaki kolinerjik-opioiderjik
etkilesimi gostermektedir.

GABA sinir sistemin ana inhibitor transmitterdir ve GABAg
reseptorlerin nikotinin akut etkilerini module ettigi gosterilmistir. Buna gore
GABAg reseptor antagonisti baklofen nikotinin antinosiseptif etkilerini azaltir
(83). Elektrofizyolojik ve farmakolojik calismalar amigdalanin guclu inhibitor
GABAergic sistem igerdigini gostermistir, gergcekten de GABAergic sistem
amigdalada bilgi isleme surecinde oOnemli rol oynamaktadir. Ek olarak
noropatik sicanlarda CeA’ da GABAAa reseptorlerin aktivasyonunun mekanik
hiperaljeziyi azatligi gosterilmigtir (84).

Amigdalanin agri modulasyonuna katiliminda serotonerjik sistemin de
roli vardir. Amigdala en buylk serotonerjik ¢ekirdek olan dorsal raphe
ndkleusdan guglu serotonerjik projeksiyonlar alir. 5-HT salinimi, hos olmayan
uyaran durumlarinda amigdalada artar. Bir galismada amigdalaya serotonin
reseptdr antagonisti uygulanmasi serotoninin agriyr inhibe edici etkisini
onlemistir. Ayrica cgesitli calismalarda sistemik serotonin agonist enjeksiyonu
néropatik agri modeli olusturmak igin siyatik sinir ligasyonu (CCI) yapilmis
si¢anlarda hiperaljeziyi azaltmistir (85,86).

Glutamaterjik sistem agrida rol oynayan sistemlerden biridir.
Metabotropik glutamat reseptorlerin amigdalada agriyr ve iligkili affektif
davraniglari kontrol eder (67). Ek olarak amigdalanin CeA nukleusuna
metabotropik glutamaterjik reseptér (mGIuR) agonisti enjeksiyonu artmis
pence reflekslerini  azaltir.  Amigdaladaki  glutamat reseptorlerin
aktivasyonunun, néropatik agrinin duysal ve emosyonel komponentinin
surdurtlmesine katkida bulundugu yapilan ¢calismalarla gdsterilmistir (68).

Sonug olarak literattirlerden elde edilen veriler amigdalanin 6zellikle de
onun CeA nukleusunun agri modilasyonuna katkida bulundugunu
gOstermektedir. Amigdalanin inen ve ¢ikan agri yolagi ve affektif ve kognitif
merkezler ile anatomik ve fonsiyonel iligskisi de CeA’1 kritik bir konuma
yerlestirmektedir. Agri ve duygudurum arasinda onemli bir merkez olmasi
nedeniyle amigdala ve noropatik agriy1 iceren arastirmalar yeni tedavi

yaklasimlarina yon verecektir.
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2. Agn ve Analjezi

Agri ¢ok faktorli kompleks bir olgudur ve Uluslararasi Agri Calisma
Dernegi (International Association for the Study of Pain, IASP) tarafindan
yapilan tanima goére agri; “gercek veya potansiyel doku hasariyla iligkili,
duyusal ve emosyonel hos olmayan subjektif bir deneyimdir’(87). Bu tanima
gore agri gergek bir duyu degil, algidir ve duyusal (sensoryal), duygusal
(etkilenen, emosyonel) ve biligsel bilesenlerden olusmaktadir (88).

Agrinin baglamasi, algilanmasi, iletimi ve agriya karsi verilen cevap bir
dizi karmasik mekanizmalar sonucu gelisir.

2.1. Agn Mekanizmalari ve iletimi

Nosiseptif slreglerin baslangi¢ noktasi primer afferent nosiseptorlerdir.
Bunlar mekanik, termal ve kimyasal uyaranlara yanit veren sinir uclaridir.
Nosiseptorin yanit ozelliklerine bagl olarak spinal korda dogru bir yayilim
meydana gelir. Agrinin yayilimi ile ilgili reseptorler iki sinifta ele alinabilir: A-
delta mekanotermal ve C polimodal nosiseptorler. Birgok agri tipi primer
afferent noéronlarin, ézellikle C polimodal nosiseptorlerin uyariimasi ile baslar.
Normal kosullarda mekanik, termal ve kimyasal uyaranlar yuksek esik
degerdeki nosiseptorleri harekete gecirirler (89). Agrili uyaran dort asamada
ust merkezlere dogru bir yol izler (90,91). Bu asamalar transduksiyon,
transmisyon, modulasyon ve persepsiyon’dur (92) (Sekil-5).

1) Transduksiyon: Sensoryal sinir uglarinda bulunan nosiseptorler
tarafindan algilanan agrili uyaranin elektriksel aktiviteye dénusturtlmesidir.
Nosiseptorler, myelinli A-delta ve myelinsiz C liflerinin uglarinda bulunurlar ve
kimyasal, mekanik ve termal uyariyla aktive olurlar.

2) Transmisyon: AQJri bilgisinin santral sinir sistemine iletiimesidir. Bu
asama ug bilesenden olusur:

a) Spinal kordun dorsal boynuzuna ulasan primer afferent sensoryal
noronlar (I. sira néronlar): Myelinli A-delta liflerinin uglari genellikle mekanik
veya termal uyaranlar ile aktive olurken, myelinsiz C liflerinin uglari olan
polimodal nosiseptorler ise siddetli mekanik, kimyasal, asiri sicak ve soguk

uyaranlarla aktive olur. A-delta lifleri akut, keskin, batici karakterde ve iyi
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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 noéronlari (ll. sira ndronlar): Bu grup néronlar igerisinde en énemli
yolak spinotalamik yolaktir (STT) ve retikller formasyon, periakuaduktal gri
madde (PAG) ve hipotalamus ile yakin iligki icerisindedir.

c) Talamo-kortikal projeksiyon noronlari (lll. sira noéronlar): 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) Modulasyon: Agri impulsuna yanit olusmasi ve inen (dessendan) noral
yolaklar ile agrili uyaranin inhibe edilmeye calisiimasidir. Ozetle transmisyon
iletisinin azaltiimasidir.

Modulasyon periferik, spinal ve supraspinal duzeylerde olabilmektedir.
Kap! kontrol teorisi, agrinin ilk olarak spinal kordda kontrol edildigi
dUsuncesini ortaya koyarak modulasyonu agiklamada énemlidir. Cesitli beyin
bdlgeleri desendan inhibitdr yolaklara etkir ve bu yolaklardaki sinir lifleri
dorsal boynuz néronlariyla sinaps yaparak, sinaptik araliga endojen opiadlar,
serotonin, norepinefrin ve gama amino bdatirik asit (GABA) gibi inhibitor
maddeler saliverirler. Bu mediyatorler primer aferent ve/veya dorsal boynuz
néronlari Uzerindeki reseptdrlere baglanarak nosiseptif transmisyonu inhibe
ederler.

4) Persepsiyon: Supraspinal dizeye ulasan agri impulsunun kortekste
degerlendirilerek agri duyusu olarak algilanmasidir. Talamus ve korteksteki
néronlarin agri uyaranin siddetine paralel yanit olusturmasi burada

onemlidir.
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Sekil-5: Agrili uyaranin santral sinir sistemine iletiimesi agamalari

Agri ¢ok boyutlu bir deneyimdir. Farkli komponentler etkileserek
agrinin kompleks yapisini olugturur (93):

Duyusal diskriminatif  boyut:  Agrinin, siddeti, slresi ve
lokalizasyonunun algilanmasini saglar. Kalin liflerle (A-alfa) iletilen afferent
uyarl neospinotalamik yolla yukari c¢ikar ve talamusun ventrobazal
nidkleusuna iletilir. StimlUlusun lokalizasyonu, suresi ve kantitatif 6zellikleri
hakkinda ilk enformasyon burada yapilir. Ventrobazal nlkleustan c¢ikan
enformasyon santral sulkusun posteriorunda somatosensoryal kortekse
iletilir.

Motivasyonal-affektif boyut: Hissi davranisin belirlenmesini saglar. Agn
deneyimleri tektir. Genellikle, zihinsel dikkati, normal cevabi degistiren,
dusunce ve davranigl bozan agrili stimulasyonun olusturdugu hos olmayan
duruma duyusal bir nitelik verilir. Agrinin bu yonune hizmet eden
norofizyolojik mekanizma, spinal T hicrelerinden gelen cikan impulslarla
baslar, omuriligin anterolateralinde lokalize olan paleospinotalamik ve

paleospinobulber traktuslara ait ikinci néronlar tarafindan tasinir. Bu yollar
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meduller retikiler formasyo ve orta beyinde gri maddede sonlanir. Bu
alanlardan cikan lifler iki sisteme girer:
1 - Talamusun medial intralaminer ndkleuslari: Bu nukleuslarin stimtlasyonu
anksiete ile birlikte hos olmayan, lokalizasyonu zayif bir duyu olusturur.
Beraberinde korkuya benzer cevaplar ve kaginma davranigl ortaya ¢ikar.
Bundan sonra iletim Ggulincu ndronlarla korteks ve limbik sisteme iletilir.
2 - Limbik sistem: Bu santral elemani hipotalamus olan bir¢ok subkortikal
yapidan olugur. Limbik sistem, anterior talamus, amigdala, hipokampus ve
bazal ganglionlari igerir. Bu yapilar bir duyunun affektif (hissi) niteligini verir;
duyunun hos olan veya hos olmayan niteligi ile 1sdirap c¢ekme ve
odullendirme surecini limbik sistem ayarlar. Hafiza buyUk olgtide aktive edilir
ve enformasyon kaydedilir. Bundan sonra her kisinin agri duyusuna kargi
tavir ve hissi belirlenir. Bunun tzerine agrili stimulasyona gore ¢ekinme ve
kacinma davranigi olusturulur.

Kognitif (biligsel) boyut: Adrinin degerlendiriimesi ve motor cevabin
belirlenmesi

Kortikal aktivite duyuya entellektlel bir boyut kazandirir. Agriya bagli
korku, anksiyete ve farkindalik olusmasini saglar. Frontal korteks ve iligkili
oldugu beyin alanlari bu zihinsel iglemlerde ve motor mekanizmalar
tarafindan olusturulan cevabin belirlenmesinde santral bir rol oynar.

2.2. Noropatik Agn

AQgriy1; ndropatik ve nosiseptif agri olmak Uzere iki baslik altinda
siniflandirabiliriz. Nosiseptif agri, periferik nosiseptdrlerin aktivasyonu sonucu
gelisen ve agrili stimulusa karsi korunma mekanizmasi olusturan bir alarm
sistemidir. Noropatik agri, saglikli normal primer afferentlerin uyariimasiyla
ortaya ¢ikan, organizmayi tehdit eden tehlikeleri haber vererek onu korumaya
yonelen nosiseptif agridan farklidir ve bir néral disfonksiyon bulgusudur (94).
Noropatik agrida fizyopatolojik mekanizmalar; periferik ve santral
mekanizmalar olmak Uzere iki gruba ayrilir (6,7). Periferik mekanizmalar;
ektopik desarj, nosiseptdr sensitizasyonu, lifler arasi anormal etkilesim,
katekolaminlere artmig duyarhlik olarak tanimlanmaktadir ve tum

mekanizmalar primer afferentlerde  degisikliklere baghidir.  Santral
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mekanizmalar ise; duyusal yollarin irritasyonu, sempatik sistem irritasyonu,
hipotalamik bozukluk, inici inhibitor mekanizmalarin kaybi ve alternatif
sekonder ¢ikici yollarin aktivasyonu olarak tanimlanabilir (95,96).

Noéropatik agri; periferik veya santral sinir sisteminin primer bir lezyon
veya disfonksiyonu sonucu ortaya ¢ikar. Fizyolojik agriya karsin, ndropatik
agri eksternal uyaran olmaksizin ve/veya normalde zararsiz bir uyaran
kargisinda artmis spontan agri ile karakterizedir. Somatosensoryel sistemin
anormal uyariimasi s6z konusudur. Noropatik agri normal nosiseptif
yollardan gecer ve cogunlukla direkt doku hasari yolu ile baglatilir. iyi tedavi
edilmeyen noropatik agri duygu durum ve uyku bozukluklarina yol agmakta,
hastalarin is ve sosyal hayatlarinda engellere neden olmakta ve hayat
kalitesini dusurmektedir. Bu nedenle toplum sagligi agisindan dnemi giderek
artmaktadir (89).

Noéropatik agri, agn sendromlari iginde tedavi edilmesi en glg
olanlardan birisidir. Hastalar igin etkili oldugu kanitlanmis terapétik bir ilag ya
da ila¢ grubu yoktur. Bir hasta igin etkin bir farmakolojik tedavi belirlenmesi
zordur. Bunun nedeninin agri semptomunun farkli mekanizmalardan
kaynaklaniyor olmasi ve altta yatan mekanizmanin birgok degisik semptomu
olusturabilmesi oldugu dustnulmektedir. Kronik agri tiplerindeki gibi hastanin
psikolojik sagligini da etkilemektedir. Bu nedenlerden dolayi tedavide yeni
ajanlara yonelik arastirmalar devam etmektedir.

2.2.1. Noropatik Agr Modeli

Yaygin olarak kullanilan G¢ ndropatik agri modeli vardir (Sekil-6):
parsiyel siyatik sinir ligasyonu (PSL), spinal sinir ligasyonu (SNL) ve kronik
konstriksiyon hasari (CCl). Her (¢ modelde de ligasyondan sonra hizlica
allodini ve hiperaljezi gelisir ve iki aydan daha fazla devam eder. CCl sik
kullanilan bir modeldir ve cerrahi sonrasi en az yedi hafta termal hiperaljezi
ve mekanik allodini olusturdugu dogrulanmistir (97). Bu model, cogu A- lifleri
ve bazi C-lifleri kaybi sonucu inflamatuar bir etki gelistirdigi icin édnemlidir.
inflamatuar komponent, a; nAChR’ lerin kolinerjik anti-inflamatuar yolakla

iliskisi nedeniyle dnemlidir (98).
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Sekil- 6: Sik kullanilan néropatik agri modelleri
(CCI: kronik konstriktsiyon hasari SNI: spinal sinir ligasyonu
PNL:parsiyel sinir ligasyonu SNI:spared sinir hasari )

2.3. Kolinerjik Sistem ve Agri

GUnumuze kadar yapilan galismalar nikotin ve nikotinik agonistlerin
potansiyel etkili analjezikler oldugunu ortaya koymaktadir (8). Bu agonistler
periferik ve santral sinir sisteminde yaygin olarak bulunan nikotinik asetilkolin
reseptorleri (hAAChR)' ne etki eder ve nAChR’ ler, a(1-10), B(1-4), vy, & ve ¢
olmak Uzere bes subunitten olusan, periferik ve santral sinir sisteminde
yaygin olarak bulunan ligand kapili iyon kanallaridir (99). Bu subunitlerin
cesitli kombinasyonlan degisik fizyolojik ve fonksiyonel 6zelliklere sahip
NAChR subtiplerini olusturur (100). nAChR’i SSS’ de orta beyin, medulla,
NRM, talamus, pedukulopontin tegmental nukleus ve spinal kord gibi agriya
katkida bulunan bdlgelerde eksprese edilir. nAChR’ ler ayrica PSS’ de
otonomik ganglion ve nonnoéronal hlcrelerde de mevcuttur (101-103).

Kolinerjik sistemin direk veya indirek aktivasyonunun analjezi
olusturdugu uzun zamandir bilinmektedir. ilk olarak Pedigo ve arkadaslari
(104) tarafindan yapilan calismada intraserebroventrikiler yolla enjekte
edilen asetilkolin deney hayvanlarinda belirgin analjezi meydana getirmistir.
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 (105-107). Ancak bu ajanlarin

kullanimi hipotermi, motor bozukluklar ve teropatik indeks darligi gibi yan etki
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ve zorluklar nedeniyle kisithdir (108, 109). Bu nedenle guvenli ve etkili
analjezik nikotinik agonistler gelistirmek igin nosiseptif transmisyon
modulasyonuna katilan nAChR subtipleri igin selektif ligandlar gelistirmek
gereklidir. 0432 ve a7 subtipler néronal yolakda dagilimlarindan dolayr agri
modulasyonuna katihmda Onemlidirler (110-112). Son dekadda agri
transmisyon c¢alismalari buylk c¢ogunlukla o042 ve a7 subtiplerini
kapsamaktadir

Nikotinik AChR subtiplerinden birisi olan a7 nAChR’ ler
norotransmitter-kapili  iyon kanallari ailesinin Uyesidir. Diger nAChR
subtiplerine gore farkli fizyolojik ve farmakolojik profile sahiptir. Yuksek
kalsiyum permeabilitesi, homopentamerik yapisi ve agonist aktivasyonundan
sonra hizli desensitizasyon ile karakterizedir (113, 114). nAChR’i sinir
sisteminde yogun olarak bulunur ve hafiza, bilis ve agri modulasyonu gibi
birgok fonksiyonu vardir. Santral sinir sisteminde korteks, hipokampus, lateral
genikulat nudkleus, superior kollikulus, striatum ve spinal kord dorsal
boynuzunda eksprese edilir. Hicresel seviyede a7 nAChRler GABAerjik,
glutamaerjik ve kolinerjik néronlarda pre ve post-sinaptik olarak bulunur
(115).

inflamatuar ve néropatik agri modellerinde, dorsal kék ganglionlarinda
a7 subunit upregilasyonu gibi protein ekspresyonunda degisiklikler
gorulmustar (116). Nikotinik a; AChR subtipi agri modulasyonunda potansiyel
bir hedef olarak kabul edilmektedir. Bu reseptérler agirlikli olarak néronal
dokularda eksprese edilmesine ragmen makrofajlari da igeren birgok immun
hicre tipi a; nAChR mRNA’si eksprese eder. Preklinik c¢alismalar,
proinflamatuar sitokinlerin modulasyonu araciigiyla a; nAChR-aracil
antiinflamatuar etkilerin teropatik potansiyeline dikkat ¢ekmistir. Bu kolinerjik
antiinflamatuar yolak makrofaj ve immun htcrelerde eksprese edilen a;
nAChR’lere etki eden asetilkolin araciligiyla immun sistemi modile eder
(117,118).

Son yillarda a; nAChR agonistler kognitif gelisim, antinosisepsiyon ve
anti-inflamatuar Ozellikler icin olasi hedef olarak 6nerilmektedir (9,10,119-

121) ve a; nAChR’ leri supraspinal ve spinal agri transmisyon yolaginda
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mevcuttur (110-112,122,123). Buna gore a; nAChR agonistleri kolin, CDP-
kolin cesitli inflamasyon ve agri modellerinde antiinflamatuar etkiler
gOstermigtir (10,12,120). Bu nedenle a; nAChR lerin, antiinflamatuar ve
analjezik ila¢ arastirmalarinda potansiyel hedef oldugu artan bir kabul
gormektedir (8,9,125). Gercekten de a; agonistler kronik noéropatik ve
inflamatuar agri modellerinde antinosiseptif ve antiinflamatuar 06zellikler
goOstermektedir (10,119,126,127).

Kronik noropatik agri, periferden kortekse kadar somatosensoryal
yolakta uzun sureli plastisite nedeniyle ortaya ¢ikar. Bu plastisitik degisiklikler
genellikle SSS’ de sinir hasar ve/veya disfonksiyonu sonucu meydana gelir
ve hiperaljezi veya allodini ile sonuglanir. Artmis agri duyarliligi enzimler,
noropeptidler, eikozonoidler, kemokin ve sitokinler gibi farkli faktorlerin
aracilik ettigi inflamatuar bozuklugun en sik goérulen belirtilerinden biridir
(128-131). Bugune kadar kronik néropatik agri tedavisinde kullanilan
opioidler, antiinflamatuarlar ve antidepresanlar gibi cesitli ilaglar major yan
etkiler ve/veya yetersiz etkiye sahiptir. Bu nedenle yuksek etki ve glvenlige
sahip ilaclarin gelistiriimesi gereklidir (100). Onceki c¢alismalar nAChR
agonistlerinin kronik agrili durumlari tedavisinde yararini ortaya koymuslardir
(8,132,133). nAChR subtiplerinin gogu agri transmisyonu yolaginda eksprese
edlilir, 6rnegin, asB, ve a; subtipleri spinal dorsal boynuzda eksprese
edilmektedir (122,123). Son c¢alismalar a; nAChR lerin inflamasyon ve
nosisepsiyon modulasyonundaki roline odaklanmistir. (119,134). Noéronal
varlklarina ek olarak , a; nAChR’ ler inflamasyonda anahtar immun hucreler
olan makrofajlarda eksprese edilir (117,135). Onceki ¢alismalar makrofaj ve
diger sitokin Ureten hlcrelerde eksprese edilen a; nAChRleri direk etkileyen
asetilkolinin proinflamatuar sitokin sentezinin downregulasyonunda ve doku
hasarini 6nlemede 6nemini gostermistir (117, 118). Ek olarak, Xiao ve
arkadaslar1 (116) siyatik sinir aksotomisinden 14 glin sonra si¢gan dorsal kdk
gangliyonunda a; nAChR subunit expresyonunda upregllasyon
g6stermislerdir. Ozellikle a; nNAChR subtipinin kronik inflamatuar ve néropatik
agri modellerinde 6nemli rol oynadigini gosteren kanitlar giderek artmaktadir.

a7 nAChR agonistler kronik ndropatik agri ve inflamasyon modellerinde
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anlamli anti-inflamatuar ve nosiseptif etki ortaya koymustur (9-11,13,120).
Yakin zamanda yapilan bir ¢galigmada endojen a; nAChR sinyalinin agri ve
inflamasyondaki rolu transgenik fareler kullanilarak gosterilmigtir (136). Bizim
laboratuarimizda da vyapilan c¢alismalarda CDP-kolinin c¢esitli agri
modellerinde (akut, inflamatuvar ve kronik agri modelleri) analjezik ve
antihiperaljezik etkilerinin arastirildigi c¢alismalarda hem kolinerjik sistem
aktivasyonunun hem de a7 nAChR’nin CDP-kolinin analjezik ve antiheraljezik
etkilerine aracilik ettigi gosterilmistir (11-13,137). Tum bu calismalarin
Isiginda, a; nAChR’ler analjezik ve antiinflamatuar ajanlar gelistiriimesinde

umit verici bir hedefi temsil etmektedir.

3. CDP-kolin’in Genel Ozellikleri

3.A. CDP-kolin’in Yapisi, Sentezi ve Metabolizmasi
Vicutta endojen olarak uretilen CDP-kolin (C14H26N4011P2), nikleotid
yapisinda buylk ve polar bir bilesiktir (238) (Sekil —7). Uluslararasi alanda

Onerilen tescil edilmemis ismi Sitikolin’ dir.

NH,
H3C\+
HyC—N*—CH, ‘
/ N,
HaC H)C—0—

0O—TV=—0

Sekil-7: CDP-kolin’in molekil yapisi
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CDP-kolin; kolin’den fosfatidilkolin sentez basamaklarinda yer alan
molekullerden biridir (Sekil-8). Endojen CDP-kolin miktarini arttirmaya yonelik
kolin, sitidin, orotik asit gibi 6n tedavilerle ya da dogrudan CDP-kolin

verilmesiyle fosfatidilkolin sentezinde artis saglanabilmektedir (139).

ATP
) I HO-CHz-CHx-N*(CHa)a
kolin || (Kolin) o
Kinaz | n )
CHz-0-C-R
ADPe—_ S | o
1]
CH-O-C- R?
o
n o
“0-P-0- CHxCHz-N*(CHa)a | =
° CH2-0-P- O-CHx-CHzN"(CH3)s
1
(Fosfokolin) =
(Fosfatidilkolin)
CTP —__
\ °
\ I _____—»CMP
CTp- "0-P-O- CHz-CHzN*(CHa)a
;‘i)tsit[:l‘?llwlm II'. é CDP-kolin:1,2-
transferaz | 1 | gg::;r:lgllsernl
I' O:IP-O-RIb-Sﬂozin | fosfotransferaz
r'-\*/' o |
\PAR) (CDP-kolin) Diagilgliserol

Sekil- 8: Kenndy yolagi araciligi ile CDP-kolin sentezi

CDP-kolin vicuda alindiginda hlcre membranlarinda bulunan
fosfodiesterazlar tarafindan 6nce sitidinmonofosfat ve fosfokoline hidroliz
edilir. Daha sonraki asamalarda son metabolitleri olan kolin ve sitidine
donusuar (Sekil-9). Yapilan galismalar CDP-kolin’in etkilerini blylk oranda bu

metabolitleri aracili§i ile meydana getirdigini gostermistir.
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Sekil- 9: CDP-kolin’in metabolizmasi

CDP-kolin oral yolla verildiginde, molekll vyapisi nedeniyle
parcalanarak aktif metabolitlerine donismeden absorbe edilmesi gugtir. Oral
yolla uygulanan CDP-kolin, emilim o6ncesi ya da emilim sirasinda
parcalanmak suretiyle hizla aktif metabolitleri olan kolin ve sitidine dontsur.
CDP-kolin, buylk ve polar bir bilesik oldugu icin beyine gegisi oldukga zordur
ve normal sartlarda verilen total dozun yaklasik olarak %0.25'inin beyin
dokusuna gecebildigi gosteriimistir (140,141). intraserebroventrikiiler yolla
uygulanan CDP-kolin’'in hipotalamusta ve lateral serebral ventrikilde kolin
dizeyini arttirdi1 laboratuarlarimizda yapilan c¢alismalarda gdésterilmistir
(142).

3.2. CDP-kolin’in Metabolitleri

3.2.1. Kolin

Kolin parasempatik sistemin baslica nérotransmitteri olan asetilkolinin
on maddesidir. Ayrica hicre membrani lipidlerinden olan fosfotidilkolin ve

sfingomyelinin yapisina katiimaktadir (Sekil-10). Kolin, diyette bulunmasi
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gereken temel gidalardan olup beyin gelisimi ve fonksiyonu agisindan kritik
role sahiptir (143-145). Gidalarla alindiginda barsaklardan kolaylikla emilir ve
kan-beyin bariyerini gecebilir.

Ths
H;C—N—CHz-CH;-OH
CH,

Sekil- 10: Kolin’in molekul yapisi

Vucut icin gerekli kolin, diyetle aliminin yani sira, hlicre membraninda
bulunan fosfatidilkolinden birka¢ yol ile sentezlenebilir. Daha 6nce yapilan
calismalar gostermistir ki, sistemik kolin konsantrasyonunun arttiriimasi
sonucu beyin kolin ve asetilkolin (ACh) duzeylerinde artis meydana
gelmektedir ve bu bulgu kolinin hem kolinerjik iletide hem de bu iletiye bagh
fonksiyonlarda artis meydana getirebildigini ortaya koymustur (146-150).

3.2.2. Sitidin ve Uridin

Sitidin ve Uridin birer primidin ndkleozididirler. Primidin nikleozidleri,
icerdikleri seker molekulinin tek bir hidroksil grubunun fosforile edilmesiyle,
primidin  mononukleotidlerine donuserek yikilmaktan korunurlar. Kisaca
nikleotid molekuld, ndkleozid molekulinin fosfat esteridir. Primidin
nikleotidleri genetik bilgi  transferi, nukleik asid olusumu, eneriji
metabolizmasi, lipid biyosentezi, metabolik reaksiyonlar ve sinyalizasyon gibi
onemli fonksiyonlarda rol alan kritik molekullerdir (151).

3.3. CDP-kolin’in Etkileri ve Tedavide Kullanimi

CDP-kolin’'in asetilkolin sentezi ve kolinerjik sistem (142,152,153),
membran fosfolipidleri (108,139,151), kardiyovaskuler sistem
(140,142,154,155) ve endokrin sistem (156,157) Uzerine etkileri vardir.

Ayrica CDP-kolin'in gunumuzde ilag olarak kullanildigi veya kullaniima
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potansiyelinin bulundugu alanlar vardir. Bu alanlar; bazi noérodejeneratif
hastaliklar (158,159), serebral iskemi ve hipoksi (160,161), kafa travmalari
(162,163), 6grenme ve bellek (164), Parkinson hastaligi (159,165), ambliyopi
(166) ve glokom (167) gibi g6z bozukluklari ile birlikte agri ve analjezi
(11,137,168) olarak 6zetlenebilir.

3.3.1. CDP-kolin ve Agri

Yapilan arastirmalar CDP-kolin’in yukarida da bahsedilen s6z konusu
etkilerini buyuk oranda metabolitleri araciligi ile meydana getirdigini
gOstermigtir. Bu metabolitlerden biri olan kolin, hiicre membraninin yapisal
komponentlerinin sentezinde kullanilan endojen bir nikleozid, hucrelerin
normal fonksiyonu igin esansiyel bir besin ve kolinerjik norottransmitter ACh
sentezi igin de bir prekursordur. Plazma ve doku kolin seviyelerini arttiran
tedaviler ACh sentez ve salinimini ve kolinerjik transmisyonu arttirir
(142,152-154). Ayrica eksojen CDP-kolin uygulanmasini takiben beyinde
ACh ve kolin sentez ve/veya salinimi da artmaktadir.

Agri ve kolinerjik sistem iligkisi ile ilgili son yillarda yapilan ¢aligsmalar
nikotinik reseptdr subtiplerinin dnemini ortaya ¢ikarmis ve 6zellikle az nAChR’
lerin inflamasyon ve agri modulasyonundaki rolu ile ilgili cok sayida arastirma
yapilmistir (119,134). Bu arastirmalardan elde edilen sonuca gére a; nAChR
agonistleri noropatik agri ve inflamasyonda hem antiinflamatuar hem de
antihiperaljezik etki géstermektedir. CDP-kolin’in metaboliti olan kolin ayni
zamanda a; nAChR igin selektif bir agonisttir ve eksojen yolla uygulanan
(santral veya periferik yolla) gesitli agr modellerinde analjezik etki gosterdigi
bilinmektedir (9,10,120). Buna ek olarak bazi agri modellerinde disaridan
verilen morfinin de analjezik etkisini de arttiran kolinin antiinflamatuar etkisi
segici a; NnAChR antagonisti olan MLA 6n tedavisi ile dnlenmistir (9).

Laboratuvarimizda santral yolla, intraserebroventrikiler (i.c.v.),
uygulanan CDP-kolin’in akut agri modelinde doz ve zamana bagl olacak
sekilde analjezik etki gosterdigi ortaya konmustur (11). CDP-kolin’in bu
etkisine kolin ve santral kolinerjk aktivasyonun yaninda supraspinal a;
nAChR'i ile birlikte opioiderjik ve gabaerjik reseptorler de aracilik etmektedir

(137). Yine laboratuvarimizda deneysel inflamatuar ve noéropatik agn
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modellerinde de santral uygulanan CDP-kolin’in analjezik etkisi arastiriimis
ve bu modellerde de CDP-kolin doz ve zamana bagli olacak sekilde
antihiperaljezik etki gostermistir (12). Bu agri modellerinde de CDP-kolin’in
antihiperaljezik etkisine santral a; nAChR'i ile birlikte opioiderjik ve gabaerjik
reseptorler aracilik etmigtir. Bir baska c¢alismamizda da CDP-kolin
inflamatuar agri modelinde lokal yolla uygulanmis ve bu galismada lokal yolla
uygulanan bir a; nAChR agonistinin antihiperaljezik etki gosterdigi ilk defa
rapor edilmistir (13).

Agri caligmalarindan elde edilen bu bulgular CDP-kolin’in agn
tedavisinde umut verici bir ajan olabilecedini gdstermektedir. Biz de bu
calismamizda, noropatik agrida onemli bir santral yapi olan amigdalada
CDP-kolin’in olasi analjezik ve antihiperaljezik etkilerini arastirarak bu

konudaki bilgi birikimine katkida bulunmay1 amacladik.
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GEREG VE YONTEM

Calismada Sprague-Dawley turt, 3 aylk, yaklagsik 300-350 g canli
agirlikta, erkek sicanlar (Deney Hayvanlari Yetistirme ve Arastirma Merkezi,
Uludag Universitesi, Bursa) kullanildi. Siganlar ¢alismadan bir hafta énce
deney hayvanlari merkezinden alindi ve dort tanesi bir kafese konularak
bakildi. Siganlar 12 saat aydinlik-12 saat karanlik dongusu olan 1si kontrollU
(22-24°C) odalarda tutulup, yem ve su alimlari serbest birakildi.

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

(Onay no: 18.10.2011-11/ 03 nolu karar )

1. Cerrahi ve Deneysel iglemler

1.1. Kaniil implantasyonu

Kanul implantasyonu, sevofluran (%2-4,%100 O;) anestezisi altinda
siganlarin sag santral amigdala nukleusuna (CeA) kilavuz kanulu
yerlestirilerek yapildi. Kilavuz kanul vyerlestirmek amaciyla, siganlar
stereotaksik alete yerlestirildi. Cerrahi islem yapilacak bdlgede siganlarin
kafasina orta hattan cilt ve cilt alti dokular gegilerek insizyon yapildi. Bu
bdlgede, kanama kontrol altina alindi ve fasyalar uzaklastirihp bregma
gorinlr hale getirildi. Kafatasi bdlgesinin steril gazli bezle kurutulmasindan
sonra bregma referans noktasi kabul edilerek sican beyin atlasindan (The
Rat Brain in Stereotaxic Coordinates, George Paxinos and Charles Watson,
1986) yardim alinarak koordinatlar belirlendi (bregmaya gére A: —2.3 mm; L:
4.7 mm; V: —=8.5 mm). Buna gobre 6nce uygun bir aparat ile kafatasina kiglk
bir delik acgildi ve takiben orta hattin 4.7 mm laterali ile bregmanin 2.3 mm
arkasinda kesisen nokta delici yardimi ile delindi. Bu delikten sag CeA’a 21-
gauge’luk (21G) hipodermik paslanmaz celik igneden kesilerek hazirlanmis el

yapimi kilavuz kanl, alt ucu kafatasi yiuzeyinden 3.5 mm kadar derinlige
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inecek gekilde dik olarak yerlegtirildi. Kafatasi yluzeyinde kalan st kisim disci
akriligi (Zinc polycarboxylate cement, Adhesor Carbofine,SpofaDental a.s.,
Praha) ile kafatasina sabitlendi. Deney gunune kadar tikanmamasi igin
kanulin ucu hazirlanan bir tipa ile kapatildi (Sekil- 11). Cerrahi islemin
sonunda her kafeste bir sigan olacak sekilde deney gunune kadar bakim

odasinda tutuldu. Kanulasyon sonrasinda 7. gun deney yapildi.

Sekil- 11: kanul implantasyonu

1.2. Kanul Yerlesiminin Histolojik Olarak Belirlenmesi

Calismalarda kullanilan deney hayvanlarina uygulanan kandillerin
yerlesimlerinin uygunlugu histolojik olarak degerlendirildi. Bu amagla, son
farmakolojik uygulamay! takiben, deneylerde kullanilan tim deney
hayvanlarin derin anestezi altinda dekapitasyon ile sakrifiye edildi. Kafatasi
kemikleri agilarak ¢ikartilan beyinler fosfat tamponlu %4’lik paraformaldehid
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya) igerisinde +4°C’de 3 gun slre ile
fiksasyona tabi tutuldu. Fiksasyonu takiben beyinlerden vibratom ile 50
mikrometre’lik koronal seri kesitler alindi. Seri kesitlerin alindigi beyin
alanlari, Bregma -1.56 mm ile Bregma -2.76 mm koordinatlari arasinda,

rostro-kaudal dizlemde CeA’'nin timinu kapsayacak sekilde belirlendi. Her
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denek icin, alinan kesitlerin tumu lamlara yerlestirilerek kurutuldu. Kesitler
%1’lik krezil viyole asetat (Acros Organics, New Jersey, NY, CAS No: 10510-
54-0) sollisyonunda 5 dakika sureyle boyandi. Yuzde 50, %70 ve %96’k
etanol serilerinde dehidrete edilen kesitlere absolu etanolde diferansiyasyon
uygulandi ve DPX kapama medyumu (BDH Laboratory Supplies, Poole,
ingiltere) ile kapatildi. Elde edilen preparatlar Olympus BX-50 arastirma
mikroskobunda X1,25, X4 ve X10 objektifler kullanilarak incelendi.
incelemelerde kanll trasesi bulunarak trasenin en ventral sonlanma
noktasinin CeA’a erisimi degerlendirildi. Dogru koordinatlarda yerlesim
gOsteren  (Sekil-12a) deney hayvanlarina ait data, sonuglarin
degerlendiriimesinde kullanilirken, yanlis yerlesimli kanil iceren deney
hayvanlarindan ($ekil-12b) elde edilen data degerlendirme digi tutuldu.

Sekil- 12a: CeA’a uygun yerlesim  Sekil- 12b: CeA’a yanlis yerlesim

1.3. Akut Agri Modeli
Akut agrinin test edilmesinde kanulasyonu takiben, deneysel olarak
mekanik pence testi kullaniimak suretiyle, bu test cihazinin olusturdugu agrili

uyarana verilen cevap degerlendirildi.
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Akut agri modelinde her iki arka pengeden de dlgumler alinarak iki
pencenin ortalama degeri olarak verildi. 10 dakika ara ile ardisik olarak
alinan ilk G¢ 6lgimun ortalamasi kontrol degerleri olarak kaydedildi. Daha
sonra akut agri modelinde ilag enjeksiyonlari yapildi ve takiben olgimler 5,
10, 15, 20, 30, 40. dakikalarda alind.

1.4. Noropatik Agri Modeli

Siganlarda noéropatik agri olusturmak amaciyla Bennett modeli
kullanilarak siyatik sinir ligasyonu (CCI) yapildi. Bu amacla eter anestezisi
altinda siganlarin sol uyluk bolgesi acilarak siyatik sinir, 4.0 kromik katgut
araciigiyla 1 mm aralikla iki kez hafifge ligatlre edildi. Kesi 4.0 ipek iplikle
kapatildi. Cerrahi islem sonunda sicanlar her kafeste bir sican olacak sekilde
deney gunune kadar bakim odasinda tutuldu. CCI operasyonunu takip eden
7. gun, sevofluran anestezisi altinda siganlarin sag amigdalalarinin CeA
nukleusuna (bregmaya gore A: —2.3 mm; L: 4.7 mm; V: —8.5 mm) kilavuz
kanul (21G hipodermik paslanmaz celik igneden hazirlanmig, el yapimi)
yerlestirildi. Siganlar kanulasyondan 7 guin sonra deneye alindilar.

Noéropatik agri modelinde her iki arka pengeden de élgumler alindi. Sol
pencenin 10 dakika ara ile ardisik olarak alinan ilk G¢ 6lgimun ortalamasi
CCI oncesi kontrol degerleri olarak kaydedildi. Daha sonra ila¢ enjeksiyonun
yapildigi 14. gin alinan sol penge degeri CCI sonrasi kontrol degerleri olarak
kaydedildi. ila¢ enjeksiyonu takiben élciimler 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 ve 60.

dakikalarda alindi.

2. Deney Plani

Birinci seri calismada; akut agri modeli uygulanan si¢anlara
amigdalanin santral nukleusuna (intraCeA) CDP-kolin (1 pmol/0.5 pl) enjekte
edilerek mekanik pence cekme testinde agri esikleri degerlendirildi. Bu
amagcla, bu grupta toplam 12 sican kullanildi. Kullanilan CDP-kolin daha dnce
laboratuarimizda yapilan ¢alismalardan secilmistir (11,12).

ikinci seri calismada; ndropatik agri modeli uygulanan siganlarda,

CCrl'dan 14 gun sonra CDP-kolin (1 pmol/0.5 ul; intraCeA) verilerek mekanik
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pence cekme testinde agr esikleri degerlendirildi. Bu amacgla, bu grupta
toplam 12 sigan kullanildi.

Uglinci seri calismada; CDP-kolin’in hidroliz Griinleri olan kolin ve
sitidin’in CCI ile olusturuimug noropatik agridaki antihiperaljezik etkileri
arastinldi. CCl'dan 14 gun sonra, esmolar dozlardaki kolin (1 umol/0.5 ul;
intraCeA) ve sitidin (1 pmol/1 pl; intraCeA) uygulanarak antihiperaljezik
etkileri degerlendirildi. (Calismada 0.5 plI’ de ¢dzulemedigi igin sadece sitidin
1 pl kullanildi). Bu amagla, bu grupta toplam 18 sigan kullanildi.

Doérdincu seri galismada, gesitli antagonistler kullanilarak amigdalanin
santral nukleusuna uygulanan CDP-kolin’in CCI ile olusturulmus noropatik
agridaki antihiperaljezik etkisine aracilik eden ve amigdalada yer alan
mekanizmalar arastirildi. Bunun igin siganlara CClI'dan 14 gln sonra, selektif
olmayan muskarinik kolinerjik reseptor antagonisti atropin stlfat (1 ug/0.5 pl),
selektif olmayan nikotinik kolinerjik reseptdor antagonisti mekamilamin (3
Mg/10 pl), a7 nACh reseptdr antagonisti metillikakonitin (10 pg/0.5 pl), selektif
olmayan opioid reseptdr antagonisti nalokson (1 ug/0.5 pl), spesifik GABAg
reseptor antagonisti CGP-35348 (3 ug/0.5 pl) , selektif metabotropik glutamat
grup Il antagonist LY 341495 (5 pg/0.5 pl), selektif olmayan serotonin
reseptor antagonisti metiserjid (5 pg/0.5 pl) veya tuzlu su (0.5 pl) intra-CeA
yolla enjekte edildi. 15 dakika sonra CDP-kolin (1 umol/0.5 ul; intra-CeA)
veya tuzlu su (0.5 ul; intra-CeA) enjekte edilerek mekanik pence ¢cekme esigi
degerlendirildi. Bu amagla, bu grupta toplam 76 sigcan kullanildi.
Aragtirmamizda kullandigimiz batin antagonist maddelerin dozlari basta agri
olmak Uzere benzer fonksiyonlarin arastirildigi, ilaglarin amigdalaya
mikroenjeksiyon yoluyla uygulandigi ve etkili oldugunun gosterildigi

calismalardan secilmistir (169-177).

3. CDP-Kolin’in Akut Agri Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

Bu calismada CDP-kolin’in akut agri Uzerine etkisi mekanik pence
cekme testi kullanilarak degerlendirildi. Bunun icin Randall-Sellitto test cihazi-

analjezimetre (Ugo- Basile, Comerio, VA, italya) kullanildi (Sekil-13).
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Sekil- 13: Randall-Sellitto test cihazi

3.1. Mekanik Pence Cekme Testi

Bu testte Randall ve Selitto tarafindan tarif edildigi sekilde mekanik
uyaran kullanildi ve siganlarda nosiseptif duyarllik, arka pencgelerine sabit
hizda artan mekanik basi uygulamasina verdikleri pence ¢ekme yanitinin
gram cinsinden kaydedilmesi ile degerlendirildi. Deney ginlinden 6énce iki
gln sureyle siganlarin dlgim cihazina ve el ile tutulmaya adaptasyonlari
saglandi. Bunun igin sicanlar Ustl acik, altliksiz bir kafeste dordi bir arada
olarak birakilip, 30 dakika boyunca ortama uyum saglamalari icin beklendi.
Ardindan sag ve sol arka pencgeleri cihazin konik uclu sikigtiricisina
sikigtirilarak pedala basilmak suretiyle pengeye sabit hizda (48 g/s) artan bir
mekanik basi uygulandi. Sicanin agri duyup pencesini ¢ektigi agirlik cihaz
Uzerinde bulunan skala Uzerinden okunarak gram cinsinden kaydedildi ve
“‘pence cekme esigi” olarak kullanildi. Doku hasari olmamasi igin cut-off
degeri 600 g olarak sabit tutuldu. 10 dakika ara ile ardigik olarak alinan Ug
Olgumun ortalamasi kontrol degeri olarak kaydedildi. Deney gunu siganlarin

ortama adaptasyonlarini saglamak amaciyla, yukarida bahsedilen sekilde
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sicanlar ayni kafese konulup, adaptasyonlari saglandi. ilag enjeksiyonlarini
takiben olgcumler 5, 10, 15, 20, 30 ve 40. dakikalarda alind.

4. CDP-kolin’in Noéropatik Agri Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

Bu calismada CDP-kolin’in néropatik agri Uzerine etkisi mekanik yolla
degerlendirildi. Bunun igin akut agri modelinde oldugu gibi Randall-Sellitto
test cihazi-analjezimetre (Ugo- Basile, Comerio, VA, italya) kullanildi. 10
dakika ara ile ardisik olarak alinan Ug¢ 6lgumun ortalamasi CCIl 6ncesi kontrol
degeri olarak kaydedildi. Deney gunu siganlarin ortama adaptasyonlarini
saglamak amaciyla, yukarida bahsedilen sekilde sicanlar ayni kafese
konulup, adaptasyonlari saglandi. ilag enjeksiyonundan énce onar dakika ara
ile alinan Ug¢ olgumun ortalamasi da, CCI sonrasi kontrol dederleri olarak
kaydedildi. ilag enjeksiyonlarini takiben dlgiimler 5,10,15,20,30,40,50 ve 60.

dakikalarda alindi.

5. llaglar ve intra-CeA’a Enjeksiyon

Calismada kullanilan CDP-kolin ve nalokson hidroklorid dihidrat Fluka
(Fluka Chemie GmbH, isvicre); kolin kloriir, atropin siilfat, mekamilamin
hidroklorid, metillikakonitin sitrat (MLA), CGP-35348 ve metiserjid maleat
Sigma (Sigma Chem. Co., MO, ABD); sitidin ve LY341495 Acros (Acros
Organics, Geel, Belgika) firmasindan temin edildi. Deneylerde kullanilan
ilaglar tuzlu su (%0.9 NaCl) icinde hazirlandi. Amigdalanin CeA nukleusuna
enjeksiyonlar bu bolgeye daha once yerlestiriimig olan kilavuz kanul igine
yerlestirilen, kilavuz kanulun ucundan 4 mm kadar c¢ikacak sekilde
ayarlanmis olan ve 25G igneden hazirlanmis bir enjeksiyon kanuli ve ondan
da 1 mm ¢ikan kapiller membran araciligi ile yapildi. Enjeksiyon kanulu 10
pI’lik Hamilton mikroenjektorine 3 ul hacimde ilag veya tuzlu su iceren PE—
20 kateter icindeki kapiller membran araciligi ile takildi. Daha sonra inflizyon

pompasi yardimi ile 0.5 yl hacmindeki ila¢ veya tuzlu su, 1 dakika boyunca
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uygulandi. Enjeksiyon kanuli 1 dakika kadar daha yerinde birakilarak ilacin

geri gelmesi 6nlenmis oldu.

6. istatistiksel Degerlendirmeler

Calismada istatistiksel iglemlerde SigmaStat® (versiyon 2.03)
bilgisayar programi kullanildi. Istatistiksel degerlendirmeler tek yonli
ANOVA'’yl 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 olglsu
olarak sunuldu. P’nin 0.05'den kuguk oldugu degerler istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi. *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05 ifade etmektedir.
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BULGULAR

1. Amigdala’ya Uygulanan CDP-kolin’ in Akut Agri Uzerine Etkisi

Amigdala’nin CeA nukleusuna uygulanan CDP-kolin’in siganlarda akut
agridaki analjezik etkisi, mekanik pencge ¢ekme testi kullanilarak arastirildi.
Mekanik pence ¢cekme testinde deneye alinan batin siganlarin, deney dncesi
kontrol pence ¢cekme yaniti esik degerleri ortalamasi 154.1 + 1.1 g (n=12)
olarak olguldl. Takiben siganlara CDP-kolin (1 umol/0.5 pl; intraCeA) veya
tuzlu su (0.5 ul; intraCeA) enjekte edildi. CDP- kolin mekanik pence ¢ekme
testinde, pence c¢ekme esigi Uzerinde zamana bagli olacak sekilde
istatistiksel olarak anlamli analjezik etki meydana getirdi (Sekil-14). CDP-
kolin’'in analjezik etkisi enjeksiyonu takiben 10. dakikada en yuksek degerine
ulasti [284.7 £ 39.3 g (n=6)]. Analjezik etki, CDP-kolin uygulamasini takiben
20. dakikada geri dondu. (Sekil-14).
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Sekil-14: Akut agri modelinde, CDP-kolin’in (1 umol/0.5 ul;intraCeA) mekanik

pence ¢cekme testindeki analjezik etkisi.

Mekanik penge ¢ekme testinde, kontrol penge ¢gekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra,
CDP-kolin (1 ymol/0.5 pl; intraCeA) ya da tuzlu su (0.5 ul; intraCeA) enjekte edildi. Takiben
5,10,15,20,30 ve 40. dakikalarda pence g¢ekme yaniti esik degerleri dlglildi. Degerler 6
sicanin ortalama #* standart hatasi olarak verildi. istatistiksel degerlendirmeler tek yonlii
ANOVA'yI takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapildi. ***p<0.001; tuzlu su grubuna goére
anlamli farki goéstermektedir

2. Amigdala’ya Uygulanan CDP-kolin’ in Noropatik Agri Uzerine
Etkisi

Amigdala’nin CeA nukleusuna uygulanan CDP-kolin’in siganlarda CCI
ile olusturulan noropatik agridaki antihiperaljezik etkisi, mekanik pence
cekme testi kullanilarak arastirildi. Mekanik pence ¢ekme testinde deneye
alinan batin siganlarin CCI yapilmadan, deney éncesi kontrol pence ¢ekme
yaniti egik degerleri ortalamasi sol pence icin 142.0 £ 1.1 g, sag pence igin
139.5 + 0.9 g (n=12) olarak O&lg¢lldi. Ayni sicanlarin sol penceye CCI
uygulandiktan 14 gun sonraki kontrol pence cekme yaniti esik degerleri

ortalamasi sol penge icin 7.0 + 1.1 g, sagd pence igin 139.4 + 0.9 g (n=12)
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olarak kaydedildi. Takiben CDP-kolin (1 pmol/0.5 pl; intraCeA) veya tuzlu su
(0.5 pl; intraCeA) uygulandi.

CDP-kolin mekanik pence ¢ekme testinde, sol penge Uzerinde zamana
bagl olacak sekilde istatistiksel olarak anlamli antihiperaljezik etki meydana
getirdi (Sekil-15). CDP- kolin’in antihiperaljezik etkisi enjeksiyonu takiben 5.
dakikada en ylUksek degerine ulasti [1 umol/0.5 ul dozlarinda penge ¢ekme
yaniti esik degerleri CCl uygulanan sol pencge icin; 218.3 £ 7.0 g (n=6)].
Antihiperaljezik etki, 1 ymol CDP-kolin uygulamasini takiben 40. dakikada
geri dondu (Sekil —15)
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Sekil-15: Noéropatik agri modelinde CDP-kolin’in (1 pmol/0.5 pl; intraCeA)
mekanik penge gekme testindeki antihiperaljezik etkisi

Mekanik pence ¢cekme testinde, kontrol pence ¢cekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra
sol arka penceye CCI yapildi. 14 gun sonra kontrol pengegekme yaniti esik degerleri tekrar
alindi. Takiben CDP-kolin (1 pymol/0.5 pl; intraCeA) ya da tuzlu su (0.5 pl; intraCeA)
uygulanarak 5,10,15,20,30,40,50 ve 60. dakikalarda pence cekme yaniti esik degerleri
dlclildii. Degerler 6 siganin ortalama + standart hatasi olarak verildi. Istatistiksel
degerlendirmeler tek yonli ANOVA'yl takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapild.
***p<0.001; tuzlu su grubuna goére anlamli farki géstermektedir.
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3. Amigdala’ya Uygulanan Esmolar Dozlardaki Kolin ve Sitidin’in
Noéropatik Agn Uzerine Etkisi

CDP-kolin’in hidroliz GrUnleri olan kolin ve sitidin’in, CCl ile olusturulan
noropatik agri modelindeki antihiperaljezik etkilerini arastirmak amaciyla
siganlara 0.5 pl tuzlu su i¢inde hazirlanan CDP-kolin (1 ymol), kolin (1 pmol),
sitidin (1 pmol) veya tuzlu su (0.5 pl) intraCeA yolla uygulandi, takiben
mekanik pence gekme testi kullanilarak antihiperaljezik etkileri arastirildi.

Mekanik pence c¢ekme testinde deneye alinan batlin siganlarin CCl
yapllmadan, deney oncesi kontrol pence c¢ekme vyaniti esik degerleri
ortalamasi sol pence igin 142.5 £ 1.4 g, sag pence i¢in 139.3 £ 0.6 g (n=22)
bulundu. Ayni sicanlarin CCI sol pengeye uygulanmasindan 14 gin sonraki
kontrol pencge ¢ekme yaniti esik degerleri ortalamasi sol penge i¢in 71.5 £ 0.7
g, sag pence icin 139.5 + 0.5 g (n=22) olarak kaydedildi. Takiben si¢ganlara
CDP-kolin, kolin, sitidin veya tuzlu su CeA yolla enjekte edildi ve penge
cekme yaniti esik degerleri dlguldu.

Mekanik penge ¢ekme testinde kolin (1 umol; intraCeA) uygulanmasini
takiben meydana gelen antihiperaljezik etki, ayni dozda CDP-kolin (1 ymol;
intraCeA) uygulamasindan sonra gorllen antihiperaljezik etkiye benzerdi.
Kolin uygulamasini takiben penge ¢ekme yaniti esigi, 10. dakikada en Ust
dizeyine ulasti [194.2 + 4.3 g (n=5)]. Takiben CDP-kolin’e benzer sekilde
etkisi azalarak 40. dakikada geri dondu. Sitidin (1 pmol; intraCeA) ise, pence
cekme yaniti esigi degerlerinde 5, 10 ve 15. dakikalarda istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklik olusturdu. Sitidin, enjeksiyonunu takiben pence ¢ekme
yaniti esigi, 10. dakikada en Ust dlzeyine ulasti [106.8 £ 4.6 g (n=5)] (Sekil—
16).
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Sekil-16: Amigdala’ya intraCeA yolla uygulanan esmolar dozlardaki CDP-
kolin, kolin ve sitidin’in, CCI ile olusturuimus ndéropatik agri modelinde,

mekanik pence ¢cekme testindeki antihiperaljezik etkisi

Mekanik pengce ¢ekme testinde, kontrol pence ¢cekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra
sol arka penceye CCI yapildi. 14 giin sonra kontrol pence ¢ekme yaniti esik degerleri tekrar
alindi. Takiben CDP-kolin (1 ymol/0.5 pl;intraCeA), kolin (1 uymol/0.5 pl;V), sitidin(1 pmol/1
ul; intraCeA) veya tuzlu su (0.5 ul; intraCeA) uygulanarak 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 ve 60.
dakikalarda pence ¢ekme yaniti esik degerleri Ol¢lldi. Degerler 6 sicanin ortalama +
standart hatasi olarak verildi. Istatistiksel degerlendirmeler tek yonlii ANOVA'y: takiben
Student-Newman-Keuls testi ile yapildi. ***p<0.001; tuzlu su grubuna goére anlaml farki
goOstermektedir.

4. CDP-kolin’in Noropatik Agridaki Antihiperaljezik Etkisinde
Amigdala’'ya Uygulanan Kolinerjik Reseptor Antagonist On

Tedavilerinin Etkisi

Amigdala’nin CeA nukleusuna uygulanan CDP-kolin’in siganlarda CCI
ile olusturulan noropatik agridaki antihiperaljezik etkilerine aracilik ettigi
dusunulen kolinerjik reseptor tiplerinin arastirlmasi amaciyla, siganlara
intraCeA yolla CDP-kolin (1 umol/0.5 pl) veya tuzlu su (0.5 upl)

enjeksiyonundan 15 dakika once, kolinerjik muskarinik reseptor antagonisti
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atropin sulfat (1 pug/0.5 pl; intraCeA), kolinerjik nikotinik reseptor antagonisti
mekamilamin (3 pg/0.5 pl; intraCeA), a7z nAChR antagonisti MLA (5 pg/0.5 pl;
intraCeA) veya tuzlu su (0.5 pl; intraCeA) 6n tedavileri uygulandi. Takiben
CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisi, mekanik pence ¢cekme testi kullanilarak
arastirildi ve mekanik pence ¢ekme yaniti esik degerleri, ikinci enjeksiyondan
sonra 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 ve 60. dakikalarda olguldi. Mekanik pence
cekme testinde, tuzlu su veya CDP-kolin enjeksiyonu Oncesi atropin,
mekamilamin, MLA veya tuzlu su 6n tedavisi uygulanan siganlarin CCI
oncesi ortalama kontrol penge ¢ekme yaniti esik degerleri sol pencge igin
139,9 0,6 g, sag penge i¢in 139,8 £ 0,5 g (n=38) olarak Olguldd. Ayni
si¢canlarin CCl sonrasi ortalama kontrol penge gcekme yaniti esik degerleri sol
pence icin 70,3 £ 0,4 g, sag pence igin 139,8 + 0,5 g (n=38) olarak dlguldu.
Tuzlu su 6n tedavisini takiben CDP-kolin enjeksiyonunu yapilan si¢anlarin sol
pence ¢cekme yaniti esigi, 5. dakikada en Ust duzeyine ulasti [215.7 £+ 6.4 g
(n=5)]. Tuzlu su 6n tedavisini takiben kontrol olarak intraCeA yolla tuzlu su
uygulanan siganlarin mekanik sol pence ¢cekme yaniti egik degerleri ise ayni
dakikada 71.5 £ 1.5 g (n=4) olarak ol¢uldu. Buna gore tuzlu su sonrasi CDP-
kolin enjeksiyonu mekanik pence ¢cekme yaniti esik degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir artisa yol agti (Sekil-17,18 vel9).

Atropin, mekamilamin ve MLA 06n tedavileri sonrasi CDP-kolin
enjeksiyonu yapilan siganlarda sol penge ¢ekme yaniti egik degerleri 5.
dakikada sirasiyla; 201.0 £ 2.4 (n=5); 93.4 + 7.8 (n=5) ve 73.8 £ 1.3 g (n=5)
olarak ol¢uldu. Mekanik pence ¢gekme testinde de mekamilamin ve MLA on
tedavileri, CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisini hemen hemen tamamen
Onlerken (Sekil-17 ve 18), atropin 6n tedavisi ise CDP-kolin’in antihiperaljezik
etkisini deg@istirmedi (Sekil-19).

Kolinerjik reseptor antagonistlerinden atropin, mekamilamin ve MLA 6n
tedavilerinin ise, tek baglarina mekanik pence gcekme yaniti esik degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadi§i saptandi (Sekil-17,
18 ve 19).
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Sekil-17: Amigdala’ya intraCeA yolla uygulanan CDP-kolin’in CCI ile
olusturuimus ndropatik agridaki antihiperaljezik etkisinde mekamilamin 6n

tedavisinin etkisi

Mekanik pence ¢ekme testinde, kontrol pence ¢cekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra
sol arka penceye CCI yapildi. 14 giin sonra kontrol pence ¢ekme yaniti esik degerleri tekrar
alindi. Takiben intraCeA yolla mekamilamin (3 ug/ 0.5 ul) veya tuzlu su (0.5 pl) 6n tedavileri
uygulandi. 15 dakika sonra CDP-kolin (1 umol / 0.5 pl; intraCeA) ya da tuzlu su (0.5
uliintraCeA) enjekte edildi. ikinci enjeksiyondan sonra bir saat boyunca penge cekme yaniti
esik degerleri olguldi. Degerler 5 siganin ortalama * standart hatasi olarak verildi.
istatistiksel degerlendirmeler tek yonlic ANOVA'y: takiben Student Newman-Keuls testi ile
yapildi. **p<0.01 ve ***p<0.001; kontrole gére anlamli farki gostermektedir.
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Sekil-18: Amigdala’ya intraCeA yolla uygulanan CDP-kolin’in CCI ile
olusturulmus néropatik agridaki antihiperaljezik etkisinde MLA én tedavisinin

etkisi

Mekanik pence ¢ekme testinde, kontrol pence ¢cekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra
sol arka penceye CCI yapildi. 14 giin sonra kontrol pence ¢ekme yaniti esik degerleri tekrar
alindi. Takiben intraCeA yolla MLA (10 pg / 0.5 ul;intraCeA) veya tuzlu su (0.5 ul) 6n
tedavileri uygulandi. 15 dakika sonra CDP-kolin (1 pymol / 0.5 pl;intraCeA) ya da tuzlu su (0.5
ul;i ntraCeA) enjekte edildi. ikinci enjeksiyondan sonra bir saat boyunca pence cekme yaniti
esik degerleri olguldi. Degerler 5 sicanin ortalama * standart hatasi olarak verildi.
istatistiksel degerlendirmeler tek yonlic ANOVA'y: takiben Student Newman-Keuls testi ile
yapildi. **p<0.01 ve ***p<0.001; kontrole gére anlamli farki gostermektedir.

41



250

—O— tuzlu su-tuzlu su
E 200 A —@— tuzlu su- CDP-kolin
© —A— Atropin- tuzlu su
£ o
) —A— Atropin- CDP-kolin
D 150 -
o
AN
o
€
% 100 -
O
©
3 ——a
c
o
O 5o
O T T T T T T T 1
-14 0 10 20 30 40 50 60

glin .
Zaman (dakika)

Sekil-19: Amigdala’ya intraCeA yolla uygulanan CDP-kolin’in CCI ile
olusturuimus ndropatik agridaki antihiperaljezik etkisinde atropin 6n

tedavisinin etkisi

Mekanik pengce ¢ekme testinde, kontrol pence ¢cekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra
sol arka penceye CCI yapildi. 14 glin sonra kontrol penge c¢cekme yaniti esik degerleri
tekrarlandi. Takiben intraCeA yolla atropin (1 pug/0.5 pl) veya tuzlu su (0.5 ul) 6n tedavileri
uygulandi. 15 dakika sonra yolla CDP-kolin (1 pymol/0.5 ul;intraCeA) ya da tuzlu su (0.5 pl;
intraCeA) enjekte edildi. ikinci enjeksiyondan sonra bir saat boyunca penge cekme yaniti
esik degerleri olguldi. Degerler 5 siganin ortalama * standart hatasi olarak verildi.
istatistiksel degerlendirmeler tek yonli ANOVA'yl takiben Student Newman-Keuls testi ile

yapildi.

6. CDP-kolin’in Noropatik Agridaki Antihiperaljezik Etkisinde

Amigdala’ya Uygulanan Nalokson On Tedavisinin Etkisi

Amigdala’nin santral nukleusuna uygulanan CDP-kolin’in néropatik
agri modelinde olusturdugu antihiperaljezik etkide amigdalada yer alan
opioiderjik sistemin rolunu arastirmak amaciyla, secici olmayan opioid
reseptor antagonisti nalokson (1 ug / 0.5 yl) veya tuzlu su (0.5 pl) intraCeA
yolla uygulandi. Takiben 15 dakika sonra siganlara CDP-kolin (1 ymol/0.5 ul;

intraCeA) veya tuzlu su (0.5 ul;intraCeA) enjekte edildi. CCI ile olusturulan
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noropatik agridaki CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisi, sicanlarda mekanik
pence cekme testi kullanilarak arastirildi. Mekanik penge ¢ekme yaniti esik
degerleri, ikinci enjeksiyondan sonra 60 dakika boyunca olguldu.

Mekanik pence ¢ekme testinde deneye alinan batlin siganlarin CCl
Ooncesi ortalama kontrol penge ¢ekme yaniti esik degerleri sol penge igin
141.2 £ 0.7 g ve sag penge i¢in 140.3 + 0.7 g (n=20) olarak bulundu. Ayni
siganlarin CCI sonrasi ortalama kontrol penge ¢cekme yaniti esik degerleri sol
pence i¢in 70,3 + 0,6 g ve sag penge i¢in 139,4 £ 0,7 g (n=20) olarak dlguldl.
Nalokson 6n tedavisini takiben CDP-kolin uygulanan siganlarda sol pencge
cekme yaniti egik degerleri 5. dakikada 71.8 £ 2.1 g (n=5) iken tuzlu su 6n
tedavisi yapilan grupta ise ayni dakikada 215.7 + 6.4 g (n=7) olarak olguldu.
Elde edilen sonuglara gore nalokson 6n tedavisi mekanik pence c¢ekme
testinde, CDP-kolin ile ortaya ¢ikan antihiperaljezik etkiyi tamamen onledi ve
20. dakikadan itibaren de kontrol degerlerinin altina dusurda (Sekil-20).
Nalokson 6n tedavisi tek basina mekanik penge ¢ekme yaniti esik degerlerini
ise istatistiksel olarak anlamli sekilde dustrdlu ve bu deger 5. dakikada 44.7 £
0.4 g olarak olguldu (Sekil—20).
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Sekil-20: Amigdala’ya intraCeA yolla uygulanan CDP-kolin’in CCI ile
olusturuimus noropatik agridaki antihiperaljezik etkisinde nalokson 6n

tedavisinin etkisi

Mekanik pengce ¢cekme testinde, kontrol pence ¢cekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra
sol arka penceye CCI yapildi. 14 giin sonra kontrol pence ¢ekme yaniti esik degerleri tekrar
alindi. Takiben intraCeA yolla nalokson (1 pug / 0.5 pl) veya tuzlu su (0.5 pl) 6n tedavileri
uygulandi. 15 dakika sonra CDP-kolin (1 umol / 0.5 pl; intraCeA) ya da tuzlu su (0.5 pl
intraCeA) enjekte edildi. ikinci enjeksiyondan sonra bir saat boyunca pence cekme yaniti
esik degerleri olguldi. Degerler 5 sicanin ortalama * standart hatasi olarak verildi.
istatistiksel degerlendirmeler tek yonlic ANOVA'y: takiben Student Newman-Keuls testi ile
yapildi. ***p<0.001; kontrole gére; “* p<0.001; tuzlu suya gére anlamli farki gostermektedir

7. CDP-kolin’in Noropatik Agridaki Antihiperaljezik Etkisinde
Amigdala’ya Uygulanan CGP-35348 On Tedavisinin Etkisi

Noéropatik agri modelinde amigdala’nin CeA nukleusuna uygulanan
CDP- kolin’'in olusturdugu antihiperaljezik etkide amigdalada yer alan
GABAerjik sistemin rolina arastirmak amaci ile GABAg reseptor antagonisti
CGP-35348 (3 ug/0.5 pl; intraCeA) veya tuzlu su (0.5 ul; intraCeA)
uygulanmasini takiben 15 dakika sonra ayni siganlara CDP-kolin (1 pmol/0.5
Ml; intraCeA) veya tuzlu su (0.5 ul; intraCeA) uygulandi. CDP-kolin’in
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antihiperaljezik etkisi, mekanik pence ¢ekme testli kullanilarak arastirildi ve
pence cekme yaniti esik degerleri, ikinci enjeksiyondan sonra 60 dakika
boyunca olguldu.

Deneye alinan butin siganlarin CCl dncesi ortalama kontrol penge
cekme yaniti esik degerleri sol pencge icin 137.8 £ 1.1 g ve sag pencge igin
139.1 £ 1.0 g (n=20) olarak bulundu. Ayni sicanlarin CCIl sonrasi ortalama
kontrol mekanik penge ¢cekme yaniti esik degerleri ise sol penge igin 69.6 +
0.9 g ve sag penge i¢in 139.7 + 0.9 g (n=20) olarak odlguldu. CGP-35348 6n
tedavisini takiben CDP-kolin uygulanan siganlarda sol penge ¢ekme yaniti
esik degerleri 5. dakikada 80.2 + 1.4 g (n=5) iken tuzlu su 6n tedavisi yapilan
grupta ise 215.7 + 6.4 g (n=7) olarak olguldi. Bu sonuglara gére mekanik
pence ¢cekme testinde CGP-35348 on tedavisi, CDP-kolin ile ortaya ¢ikan
antihiperaljezik etkiyi tamamen baskilarken tek basina CGP-35348 06n
tedavisi, mekanik penge ¢ekme yaniti esik degerlerini degistirmedi (Sekil—
21).
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Sekil-21: Amigdala’ya intraCeA yolla uygulanan CDP-kolin’in CCI ile
olusturuimus noéropatik agridaki, mekanik pence c¢ekme testindeki

antihiperaljezik etkisinde CGP-35348 6n tedavisinin etkisi

Mekanik pence ¢ekme testinde, CCIl oOncesi kontrol penge ¢ekme yaniti esik degerleri
alindiktan sonra sol arka pengeye CCI yapildi. 14 gin sonra kontrol penge ¢ekme yaniti esik
degerleri alindi. Takiben CGP-35348 (3 ug/0.5 ul; intraCeA) veya tuzlu su (0.5 pl; intraCeA)
On tedavileri uygulanmasini takiben 15 dakika sonra CDP-kolin (1 umol / 0.5 pl; intraCeA) ya
da tuzlu su (0.5 pl; intraCeA) enjekte edildi. ikinci enjeksiyondan sonra bir saat boyunca
pence ¢cekme yaniti esik degerleri 6lguldi. Degerler 5 sicanin ortalama * standart hatasi
olarak verildi. istatistiksel degerlendirmeler tek yonlii ANOVA'yi takiben Student Newman-

Keuls testi ile yapildi. **p<0.01 ve ***p<0.001; kontrole gére anlamli farki gostermektedir.

8. CDP-kolin’in Noropatik Agridaki Antihiperaljezik Etkisinde
Amigdala’ya Uygulanan Metiserjid On Tedavisinin Etkisi

Amigdala’nin CeA nukleusuna uygulanan CDP-kolin’in néropatik agri
modelinde olusturdugu antihiperaljezik etkide amigdalada yer alan
serotonerjik sistemin rolunu arastirmak amaci ile secici olmayan serotonin
reseptor antagonisti metiserjid’in (5 pg/0.5 pl;intraCeA) veya tuzlu su (0.5 ul;
intraCeA) uygulanmasini takiben 15 dakika sonra sigcanlara CDP-kolin (1
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pmol/0.5 pl; intraCeA) veya tuzlu su (0.5 pl; intraCeA) uygulandi. Olusturulan
noropatik agridaki CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisi, siganlarda mekanik
pence c¢ekme testli kullanilarak arastirildi ve penge ¢ekme yaniti esik
degerleri, ikinci enjeksiyondan sonra 60 dakika boyunca olguldi. Deneye
alinan butdn siganlarin CCl dncesi ortalama kontrol mekanik penge ¢cekme
yaniti esik degerleri sol pence icin 139.8 £ 0.9 g ve sag penge igin 138.9 +
0,8 g (n=22) olarak bulundu. Ayni siganlarin CCl sonrasi ortalama kontrol
pence ¢cekme yaniti esik degerleri sol penge igin 70.1 + 0.6 g ve sag pencge
icin 139.4 + 0.7 g (n=22) olarak dl¢uldu. Metiserjid 6n tedavisini takiben CDP-
kolin uygulanan siganlarda sol penge ¢ekme yaniti esik degerleri 155.2 + 7.1
g (n=7) iken tuzlu su 6n tedavisi yapilan grupta ise 215.7 £ 6.4 g (n=7) olarak
Olculdu. Bu sonuclara goére mekanik pence ¢ekme testinde metiserjid 6n
tedavisi, CDP-kolin ile ortaya ¢ikan antihiperaljezik etkiyi istatistiksel olarak
anlamli sekilde azaltti. Metiserjid 6n tedavisi, tek basina mekanik pence

cekme yaniti esik degerlerini degistirmedi (Sekil-22).
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Sekil-22: Amigdala’ya intraCeA yolla uygulanan CDP-kolin’in CCI ile
olusturuimus noéropatik agridaki, mekanik pence c¢ekme testindeki

antihiperaljezik etkisinde Metiserjid 6n tedavisinin etkisi

Mekanik pence ¢ekme testinde, CCIl oOncesi kontrol penge ¢ekme yaniti esik degerleri
alindiktan sonra sol arka pengeye CCI yapildi. 14 gin sonra kontrol penge ¢ekme yaniti esik
degerleri alindi. Takiben metiserjid (5 ug / 0.5 pl; intraCeA) veya tuzlu su (0.5 pl; intraCeA)
On tedavileri uygulanmasini takiben 15 dakika sonra CDP-kolin (1 umol/0.5 ul; intraCeA) ya
da tuzlu su (0.5 pl; intraCeA) enjekte edildi. ikinci enjeksiyondan sonra bir saat boyunca
pence ¢cekme yaniti esik degerleri 6lguldi. Degerler 5 sicanin ortalama * standart hatasi
olarak verildi. istatistiksel degerlendirmeler tek yénliic ANOVA'yi takiben Student-Newman-
Keuls testi ile yapildi. *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001; kontrole goére anlamli farki

gOstermektedir.

9. CDP-kolin’in Noropatik Agndaki Antihiperaljezik Etkisinde
Amigdala’ya Uygulanan LY341495 On Tedavisinin Etkisi

Noropatik agri modelinde amigdala’nin CeA nukleusuna uygulanan
CDP- kolin'in meydana getirdigi antihiperaljezik etkiye amigdalada yerlesmis
olan grup Il metabotropik glutamaterjik reseptoérlerin rolinin olup olmadigini

arastirmak amaci ile metabotropik glutamat grup Il reseptdr antagonisti
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LY341495 (5 pg / 0.5ul; intraCeA) veya tuzlu su (0.5 pl; intraCeA) enjekte
edildi. Takiben 15 dakika sonra siganlara CDP-kolin (1 pmol/0.5 pl; intraCeA)
veya tuzlu su (0.5 plintraCeA) uygulandi. Olusturulan néropatik agridaki
CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisi, sicanlarda mekanik penge ¢ekme testli
kullanilarak arastirildi. Mekanik penge ¢ekme yaniti esik degerleri, ikinci
enjeksiyondan sonra 60 dakika boyunca ol¢uldu.

Deneye alinan bitin siganlarin CCl dncesi ortalama kontrol penge
cekme yaniti esik degerleri sol pencge icin 140.4 £ 0.8 g ve sag pencge igin
138.7 + 0.8 g (n=20) olarak bulundu. Ayni sicanlarin CCl sonrasi ortalama
kontrol mekanik penge gekme yaniti esik degerleri sol penge igin 70.1 £+ 0.6 g
ve sag pencge icin 139.9 + 0.7 g (n=20) olarak olguldl. LY341495 06n
tedavisini takiben CDP-kolin uygulanan siganlarda sol penge ¢ekme yaniti
esik degerleri 5. dakikada 125.0 + 1.6 g (n=5) iken tuzlu su On tedavisi
yapilan grupta ise 215.7 + 6.4 g (n=7) olarak Ol¢uldu. Bu sonuglara gore
mekanik penge ¢ekme testinde LY341495 6n tedavisi, CDP-kolin ile ortaya
cikan antihiperaljezik etkiyi istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltirken
LY341495 6n tedavisi, tek basina mekanik pence c¢ekme vyaniti esik
degerlerini degistirmedi (Sekil-23).
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Sekil-24: Amigdala’ya intraCeA yolla uygulanan CDP-kolin’in CCI ile
olusturuimus noéropatik agridaki, mekanik penge c¢ekme testindeki

antihiperaljezik etkisinde LY341495 6n tedavisinin etkisi

Mekanik pence ¢ekme testinde, CCl oOncesi kontrol penge ¢ekme yaniti esik degerleri
alindiktan sonra sol arka pengeye CCI yapildi. 14 gin sonra kontrol penge ¢ekme yaniti esik
degerleri alinmasini takiben LY341495 (5 ug/0.5 pl; intraCeA) veya tuzlu su (0.5 pl;
intraCeA) 6n tedavileri uygulandi. 15 dakika sonra CDP-kolin (1 umol/0.5 pl; intraCeA) ya da
tuzlu su (0.5 pl; intraCeA) enjekte edildi. ikinci enjeksiyondan sonra bir saat boyunca penge
cekme yaniti esik degerleri olglildi. Degerler 5 siganin ortalama + standart hatasi olarak
verildi. istatistiksel degerlendirmeler tek yénlii ANOVA'y! takiben Student-Newman-Keuls
testi ile yapildi. p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001; kontrole gore anlamli farki gostermektedir.
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TARTISMA ve SONUG

Calismamizdan elde edilen bulgular, amigdalanin santral nukleusu
icine uygulanan CDP-kolin’in (1 ymol/0.5 ul) hem akut hem de noropatik agri
modellerinde zamana bagli olacak sekilde analjezik ve antihiperaljezik etki
meydana getirdigini gostermistir (Sekil-14 ve 15). Noropatik agri modelinde,
intraCeA uygulanan es molar dozda kolin, CDP-kolin’e benzer etki meydana
getirirken (Sekil-16), es molar dozda uygulanan sitidin ise daha hafif ama
istatistiksel olarak anlamli antihiperaljezik etki olusturmustur (Sekil-16).
GCalismamizda CDP-kolin'in ndropatik agri modelinde meydana getirdigi
antihiperaljezik etki ayni bolgeye uygulanan mekamilamin, MLA, nalokson,
CGP-35348, metiserjid ve LY341495 6n tedavileri ile azaltihrken (Sekil-17-
23), atropin 6n tedavisi CDP-kolin’in etkisini degistirmemistir (Sekil-19).

Calismamizda ilk olarak amigdalanin santral nukleusu igine uygulanan
CDP-kolin'in analjezik etkisi akut agrida mekanik pence ¢ekme testi
kullanilarak test edildi ve CDP-kolin (1 ymol/0.5 ul) akut agri modelinde
analjezik etki meydana getirmistir (Sekil-14). Kullanilan CDP-kolin dozu (1
pmol) farkh agri modellerinde CDP-kolin’in analjezik etkisinin degerlendirildigi
daha oOnceki calismalardan segilmistir (11,12,137). Bu ¢alismalarda CDP-
kolin i.c.v yolla uygulanmistir. Biz de g¢alismamizda ayni dozu amigdalanin
santral nukleusu icine  uyguladik. Daha onceki calismalarla
karsilastirildiginda bizim bu ¢aligmamizda hem akut hem de noéropatik agri
modelinde analjezik etkinin zaman profili daha 6nceki calismalara benzer
bulunmustur (11,13,137,178,179). Ayrica c¢alismamizdan elde ettigimiz
sonuglar farkli kolinerjik agonistlerin amigdalaya enjeksiyonu ile elde edilen
analjezik etkiler ile de uyumlu bulunmustur (58,180). Amigdalanin akut
agridaki rolunu degerlendirdikten sonra ayni yolla uygulanan CDP-kolin’in
antihiperaljezik etkisi néropatik agrida degerlendirilmistir. Kronik siyatik sinir
ligasyon metodu (CCIl) kullanilarak olusturulan néropati modeli, yaygin olarak

kullanilan bir néropatik agri modelidir (181). Noropatik agri modeli
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kullanmamizin nedeni bu konuda daha Once vyapilan c¢alismalarda
amigdalanin noropatik agri regulasyonunda O6nemli rol oynadiginin
gOsterilmesidir (62,71). Ayrica yapilan c¢alismalarda noéropatik agrida
amigdalada belirgin yapisal degisiklikler de go6zlenmistir (5,62,63). Bu
bulgular amigdalanin akut agridan daha ¢ok noéropatik agrida etkili bir yapi
oldugunu desteklemektedir. Bu nedenle ndropatik agri modeli segilmis ve
calismanin bundan sonraki asamalarinda bu model kullaniimistir ve ilk olarak
amigdalanin santral nukleusuna ayni dozda (1 pymol/0.5 pl) uygulanan CDP-
kolin’in antihiperaljezik etkisi hem CCI uygulanan ndropatili pengede ve hem
de CCIl uygulanmayan diger pengcede mekanik penge gekme testi kullanilarak
test edilmigtir ve elde edilen sonuglara goére CDP-kolin daha &nceki
calismalarla uyumlu olacak sekilde noéropatili pencede antihiperaljezik etki
meydana getirmis ancak kontralateral pengede bir etki goriimemistir (12,179)
(Sekil-15). Buna ek olarak calismamizdan elde edilen sonuglara gore,
amigdalanin santral nukleusu igine uygulanan CDP-kolin, akut agri modeli ile
karsilastirildiginda néropatik agrida daha etkili bulunmustur (Sekil-14 ve 15).

Disaridan uygulanan CDP-kolin’in siganlarda hizla hidrolize edilerek
baslica kolin ve sitidin metabolitlerine ayristigi bilinmektedir (138) ve CDP-
kolin’in etkisinde roli olan mekanizmalari aydinlatmak amaciyla ilk olarak bu
metabolitler kullaniimistir. CDP-kolin ile es molar dozda (1 ymol) ve intraCeA
olarak uygulanan kolin CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisine benzer etki
gOstermistir ve mekanik pence ¢ekme testinde, penge ¢cekme yaniti esigini
kontrole gdre anlamli sekilde arttirmistir (Sekil-16). Yapilan calismalar
amigdalanin  Ozellikle santral nukleusunun  kolin  asetiltransferaz
immunoreaktivitesi gosteren liflerden yodun oldugunu goéstermistir (182).
Ayrica amigdalaya yapilan karbakol mikroinjeksiyonu da analjezik etki
meydana getirmektedir (183). Buna ek olarak bu sonu¢ merkezi yolla
uygulanan CDP-kolin’in analjezik ve antihiperaljezik etkilerini arastirdigimiz
daha 6nceki calismalarimizla da uyumludur (11-13,137). Buna goére CDP-
kolin kolinerjik mekanizmalarin aktivasyonu ile antihiperaljezik etki meydana
getirmektedir ve CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisinin, secici olmayan

nikotinik kolinerjik reseptor antagonisti mekamilamin ile ortadan kaldiriimasi
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da kolinerjik aktivasyonun CDP-kolin’in s6z konusu etkisine aracilik ettigi
gorusunu destekler niteliktedir (Sekil-18).

CDP-kolin’in diger metaboliti olan sitidin de galismamizda es molar
dozda ve intraCeA yolla uygulanmig ve kolin kadar olmasa da istatistiksel
olarak anlamli bir antihiperaljezik etki meydana getirmistir (Sekil-16). Bu
sonu¢ CDP-kolin’in analjezik ve antihiperaljezik etkisinin farkli agri
modellerinde arastirildigi ve laboratuvarimizda yapilan daha &nceki
¢alismalarla da uyumlu bulunmustur (11,12,18). Daha Once siganlarda
noropatik agri modeli kullanilarak yapilan ¢alismada benzer sonuglar
bulunurken (12), akut agrn modelleri kullanilarak merkezi yolla esmolar dozda
sitidin ve CDP-kolin uygulandigi ¢alismada; sitidinin uygulamay: takiben bir
miktar agri esigini yukselttigi, ancak istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
yapmadigi bulunmustur (11). Buna ek olarak purinerjik sistemin analjezideki
roli c¢esitli calismalarda godsterilmis, purinerjik agonist uygulamasinin
noropatik agri modellerinde antihiperaljezik etki meydana getirmesinde
purinerjik reseptoérlerin de rolinun olabilecegi éne surtlmustir (185-189).
Ayrica, periferal sitidin enjeksiyonu ile gorulen analjezik etkide olasi
mekanizmalarin periferal adenozin ve santral norepinefrinin katkilar ile
olabilecegi iddia edilmektedir (190).

Hem CDP-kolin’le yapilan onceki agri c¢alismalarindan hem de
calismamizda es molar dozdaki kolinle CDP-kolin’in benzer etki yaptigindan
yola cikarak, CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisinde rol oynayan kolinerjik
reseptor tiplerini belilemek amaciyla, secici olmayan nikotinik reseptor
antagonisti mekamilamin ve segici olmayan muskarinik reseptdr antagonisti
atropin 6n tedavileri uygulanmistir. CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisinde
atropin 6n tedavisi bir degisiklige yol agmazken (Sekil-19), mekamilamin ise
etkiyi neredeyse kontrol seviyelerine kadar azaltmistir (Sekil-17). Kullanilan
atropin dozu daha énceki ¢alismalardan faydalanilarak (152,191) muskarinik
reseptorleri bloke etmek icin yeterli olacak sekilde secilmistir. Elde edilen bu
bulgu, CDP-kolin’in noéropatik agri modelindeki antihiperaljezik etkisinde
amigdalada yer alan nikotinik reseptorlerin rol oynadigini distundutrmektedir.

Nikotin, sistizin, epibatidin ve alfa-bungarotoksin kullanilarak yapilan
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radyoaktif isaretli reseptor baglama calismalarinda amigdalanin hem santral
nukleusunun hem de diger medial, lateral ve basolateral nukleuslarinin
nikotinik reseptorlerden zengin oldugu ve Ozellikle a; nAChR subtipinin
yogun olarak bulundugu gosterilmigtir (192). Biz de calismamizda CDP-
kolin’in antihiperaljezik etkisine aracilik eden nikotinik kolinerjik reseptor alt
tiplerini belirlemek amaciyla spesifik antagonisti olan MLA ile on tedavi
uyguladik ve bu 6n tedavinin CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisini tamamen
onledigini gorduk (Sekil-18). Bununla birlikte atropin 6n tedavisi CDP-kolin’in
antihiperaljezik  etkisini  degistirmemistir  (Sekil-19). Sonu¢ olarak
calismamizdan elde edilen bulgular amigdalanin santral nukleusuna
uygulanan CDP-kolin’'in antihiperaljezik etkisinde baslica a7z nAChR’nin rol
oynadigini ama s6z konusu etkide amigdalada yer alan muskarinik
reseptorlerin araci olmadigini gdstermektedir. Elde edilen bu sonuglar
merkezi yolla CDP-kolin uygulayarak vyaptigimiz daha oOnceki agri
calismalarimiz ile birebir uyumlu olmakla birlikte intraCeA uygulama
acisindan literatirde benzer nitelikte bir ¢alismaya rastlaniimadidi igin bu
bulgularin kendi konusunda elde edilen ilk bulgular oldugu dustntlmustar.
Bununla birlikte siganlarda karbakol ve neostigmin’in amigdalanin santral
nukleusuna mikroinjeksiyon yoluyla uygulanmasini takiben yapilan uyku
calismasinda etkinin daha ¢ok muskarinik nitelikte oldugu gosterilmistir (182).

Noéropatik agrida amigdalaya uygulanan CDP-kolin’in etkisinde, santral
kolinerjik sistemin aktivasyonunun yanisira diger supraspinal nérotransmitter
sistemlerin roltu de arastinimistir. Bu amacla ilk olarak opioderjik reseptorlerin
araciligi incelenmistir. Endojen analjezik sistemlerden opioiderjik sistem, agri
modulasyonunda, c¢esitli seviyelerde 6nemli rol oynamaktadir. Korteks,
talamus ve beyin sapi gibi agri iletiminde énemli roli olan supraspinal
bdlgelerde opioderjik reseptorler gdsterilmistir (58,193). Ayrica, amigdala
endojen agri kontroli ve opioid analjezisi ile ilgilidir. Opioid, opioid reseptor
agonisti, enkefalinaz inhibitérleri, nérotensin ve Kkolinerjik agonistlerin
amigdalaya mikroenjeksiyonu analjezik etkiler olusturur
(48,49,60,74,76,194,195). Bu etkiler kismen PAG araciligi ile ilgilidir.

Amigdala lezyonlarinin morfin analjezisini azaltabildigi gosterilmistir (32,196).
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Literature bakildiginda opioiderjik ve kolinerjik sistemin birgcok yonden birbiri
ile iligkili olarak agri modulasyonunda goérev aldiklari anlagiimaktadir. Ornegin
nikotininin analjezik etkisinde, santral kolinerjik ve opioiderjik reseptorlerin
araci oldugu ve nikotinin kolinerjik aktivasyon yaparak morfinin analjezik
etkisini artirdigi belirlenmistir (197,198). Opioiderjik agonist uygulanmasini
takiben, ACh’in beyin omurilik sivisindaki derigiminin arttigi (199); siganlarda
akut agri modelinde morfin ile fizostigmin kombinasyonunun analjezik etkide
artis sagladigi gosterilmigtir  (200). Supraspinal opioid reseptorlerin
aktivasyonunun CDP-kolinin antihiperaljezik etkisi ile iliskisi noropatik agr
modelinde gosterilmistir (12). Ek olarak supraspinal u-opioid reseptorlerin
noropatik agrida rol aldigi gosterilmistir (201,202) Nikotinik kolinerjik
reseptorler ile p-opioid reseptorleri, beynin agri kontroll ile ilgili ¢esitli
bdlgelerinde birlikte yerlesim gdstermekte ve agri iletiminin kontrolinde
beraber rol oynamaktadirlar (197-199). Buna ek olarak amigdalanin santral
nukleusunun morfinin analjezik etkisine katkida bulundugu goésterilmistir.
Yapilan g¢alismalar amigdala ile baglantili 6n ve orta beyin bolgelerinde opioid
reseptorlerin varhgini, 6zellikle de santral nikleus dinorfinlere oranla yuksek
konsantrasyonda enkefalin ve opioid reseptorler igerdigini gostermigstir
(78,79). Bu nedenle amigdalanin morfin antinosisepsiyonunda mediatér rol
oynadigi ileri  sUrldlmustir. Buna ek olarak intraCeA  morfin
mikroenjeksiyonunun bazi agri testlerinde analjezi olusturdugu (75), diger
tarafdan amigdala lezyonlarinin sistemik uygulanan opioid agonistlerin
analjezik etkilerini ortadan kaldirdigi goésterilmistir (45). Yine baska bir
calismada intraCeA nalokson mikroenjeksiyonun, sistemik yolla verilen
morfinin analjezik etkisini ortadan kaldirdigi ve amigdalanin 6zellikle de
santral nukleusun yuksek konsantrasyonlarda opioid reseptorler icerdigi
bilinmektedir (80). Butin bu bulgular amigdalada bulunan opioiderjik
reseptorlerin agri regulasyonunda onemli rol oynadigini destekler niteliktedir.
Bununla birlikte amigdalaya uygulanan p-opioid reseptdr agonistinin
parodoksal olarak hiperaljezi yapabildigi, yani opioiderjik sistemin
uyariimasinin amigdalada hem analjezik hem de hiperaljezik etki

olusturabildigi iddia edilmektedir (203). Ayrica amigdalaya karbakol
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enjeksiyonunu takiben gorulen analjezik etkinin ayni alana uygulanan
nalokson On tedavisi ile dnlenmesi de bu bdlgede kolinerjik-opioiderjik bir
etkilesim olabilecegini desteklemektedir (204) ve kolinerjik transmisyon
artisinin amigdala santral nukleusunda yer alan opioiderjik internéronlardan
endorfin/enkefalin salinimini aktive ettigi de gosterilmigtir (82).

Yukarida verilen tim bu delillerden yola ¢ikarak biz de galismamizda
intraCeA yolla nalokson 6n tedavisi yaparak, CDP-kolin’in antihiperaljezik
etkisinde amigdalada yer alan opioderjik reseptorlerin aracihigini arastirdik.
Kullandigimiz nalokson dozunu (1 pmol), amigdalanin agridaki etkisinde
PAG’in rolunu gosteren ve etkili oldugu bulunan bir ¢alismadan segtik (172).
Nalokson ©On tedavisi mekanik pence c¢ekme testinde CDP-kolin’in
antihiperaljezik etkisini tamamen ortadan kaldirmakla birlikte (Sekil-20),
ilerleyen dakikalarda hiperaljezik etkiye de neden olmustur. Ayrica tek bagina
uygulanan nalokson da  hiperaljezik etki gostermistir (Sekil-20).
Calismamizdan elde ettigimiz bu sonug, noéropatik agrida amigdaladaki
kolinerjik stimllasyonun meydana getirdigi antihiperaljezik etkiye opioderjik
reseptorlerin aracilik ettiginin gdsterildigi arastirmalarla uyumlu olmakla
birlikte ek olarak amigdaladaki mevcut opioiderjik tonusun genel agri
regulasyonunda o6nemli oldugunu ve ortadan Kkaldiriilmasi durumunda
Ozellikle kronik agri durumlarinda hiperaljezik yanita yol acgabilecegini
gOstermigtir.

Calismamizda daha sonra néropatik agrida amigdalaya uygulanan
CDP-kolin’in etkisinde GABAerjik sistemin rolinl arastirdik. Bilindidi gibi SSS
boyunca yaygin olarak bulunan GABAerjik ndronlardan sentez edilerek
ortama salinan GABA, ana inhibitér nérotranmitterdir ve GABAerjik sistem,
analjezikleri de igeren gesitli farmakolojik ajanlar icin en édnemli hedeflerden
birisi olarak kabul edilmektedir (205,206). Yapilan arastirmalar GABAerjik ve
kolinerjik néronlarin SSS’ de benzer dagilim goésterdigini ve supraspinal
nAChR aktivasyonunun sinir terminallerinden GABA salinimini arttirdigini
gOstermistir (207,208). Amigdalanin 6zellikle bazal ve santral nukleuslarinin
yodun sekilde GABAerjik internéronlara sahip oldugu ve bu ndéronlarin

kolinerjik nikotinik reseptorler icerdigini gosteren c¢alismalar bulunmaktadir
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(209). Ayrica SSS’de agri regulasyonunda rol oynayan PAG gibi merkezlerde
bulunan GABAerjik néronlar Uzerinde a; nACh reseptorlerin  varligini
gosterilmis ve bu reseptorlerin aktivasyonunun GABA saliverilmesini artirdigi
ortaya konmustur (207,208) ve ACh ve kolin'in, a; nACh reseptorleri
uzerinden GABAerjik iletiyi artirdigi gosterilmigtir (210). Laboratuvarimizda
yapilan calismalarda (11,12,184) supraspinal GABAg reseptorlerinin akut ve
noropatik agri modellerinde merkezi yolla uygulanan CDP-kolinin analjezik ve
antihiperaljezik etkisine aracilik ettigini gostermistir. Bu ¢alismada da CDP-
kolin'in antihiperaljezik etkisi yine amigdalanin santral nukleusu igine
uygulanan GABAg reseptdr antagonisti CGP-35348 6n tedavisi ile ortadan
kaldiriimigtir (Sekil-21). Elde dilen bu bulguya gore néropatik agri modelinde
amigdalaya uygulanan CDP-kolin’in meydana getirdigi antihiperaljezik etkide
amigdalada yer alan GABAerjik mekanizmalarin o6zellikle GABAg
reseptdrlerinin rolt bulunmaktadir

Serotonerjik sistemin de agri modulasyonunda santral sinir sisteminde
cesitli seviyelerde rol oynadigi uzun zamandir bilinmektedir (92,211).
Serotonin hem periferal hem de santral sisteminde yaygin olarak bulunan bir
monoamindir ve SSS’de agn regulasyonunda rol oynayan merkezlerde
serotonerjik reseptorlerin varligi  gosterilmistir (92). Bununla birlikte bu
reseptorlerin aktivasyonunun degisik agri modellerinde hem analjezik hem de
aljezik etki meydana getirebildigi de uzun bir slireden beri bilinmektedir
(85,92,212,213). Ayrica amigdala dorsal raphe nukleusdan guglu serotonerjik
projeksiyonlar alir ve agrili uyaran verildigi durumlarda amigdalada serotonin
saliniminin arttiigi, amigdalaya serotonin reseptor antagonisti uygulandiginda
serotoninin analjezik etkisinin ortadan kaldirildigi gosterilmistir. Buna ek
olarak cesitli deneysel agri calismalarinda sistemik serotonin agonist
enjeksiyonunun CCI ile néropatik agri olusturulmus sicanlarda hiperaljeziyi
azaltugr gosterilmistir (214). Yapilan c¢alismalarda beyinde bulunan
presinaptik yerlesimli nikotinik asetilkolin reseptoérlerinin serotonini de igeren
cesitli nérotransmitterlerin saliveriimesinde rol oynadi§i ve farkli nikotinik
kolinerjik reseptor agonistlerinin beyinde serotonin saliveriimesinde artisa

neden oldugu (215,216) gosterilmistir. Buna ek olarak sigcan dorsal rafe
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cekirdegindeki serotonerjik noronlarda a; nACh reseptor ekspresyonu
gOsterilmistir ve amigdaladaki nukleuslar da bu gekirdekten guglu serotonerjik
projeksiyonlar alirlar (217). Bu bilgilerden yola ¢ikarak biz de caligsmamizda
intraCeA yolla uygulanan CDP-kolin’in noropatik agri modelinde meydana
getirdigi antihiperaljezik etkide amigdalanin santral nukleusunda yer alan
serotonerjik reseptorlerin rolunu arastirdik. Bu amacla segici olmayan
serotonin reseptor antagonisti metiserjid, CDP-kolin’in intraCeA yolla
uygulanmasindan 15 dakika 6nce ayni yolla uygulandi ve metiserjid 6n
tedavisinin CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisini azaltti. Metiserjid dozu, agr
calismalarinda mikroenjeksiyon yolu ile serotonin reseptorlerini bloke etmek
icin kullanilan ve etkili olan dozlardan segcilmistir (170,171). Metiserjid’'in bu
etkisi Hamurtekin ve Gurun’un akut agrida elde ettikleri sonugla uyum
icindedir (137) ve CDP-kolin'in analjezik ve antihiperaljezik etkisinde hem
supraspinal hem de amigdala iginde yerlesen serotonerjik reseptoérlerin
kismen rolU oldugunu gostermistir.

Noéropatik agrida amigdalaya uygulanan CDP-kolin’in etkisinde rollinu
arastirdigimiz diger bir sistem glutamaterjik sistemdir. Amigdaladaki glutamat
reseptorlerin  aktivasyonunun, noéropatik agrinin duysal ve emosyonel
komponentinin sUrdurtlmesine katkida bulundugu vyapilan c¢alismalarla
gosterilmistir  (218). Kronik agrinin amigdalanin santral nukleusunda
plastisitede degisiklige yol actigi ve burada bulunan ozellikle grup | ve grup 5
metabotropik gluramat reseptoérlerinde grup 1l (mMGLUR323) upregilasyon
oldugu gosterilmisir (219). Gergekten de amigdalada yerlesen metabotropik
glutamat reseptorlerinin agriyi ve iliskili affektif davranislari kontrol ettigine
dair bircok kanit bulunmaktadir (219,220). Ayrica yapilan calismalarda
amigdaloid glutamaterjik reseptorlerin aktivasyonunun da inflamatuar
(69,219) ve noropatik (221,222) agrinin varhginda agrili durumu arttirdigi
gOsterilmistir.

Biz de ¢alismamizda amigdalanin santral nukleusuna uygulanan grup
Il mGIuR antagonisti LY341495 6n tedavisinin CDP-kolin’in antihiperaljezik
etkisini degistirip degistirmedidini test ettik (Sekil-23). Daha o6nceki

mikroenjeksiyon yapilan agri calismalarindan secilen dozda (169)
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kullandigimiz LY341495, CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisini istatistiksel
olarak anlamli dlgude azaltmistir (Sekil-23). Bildigimiz kadari ile ndropatik
agrida amigdalada yer alan grup Il mGLUR3;3 ‘nin rolinu ve kolinerjik etkideki
araciligini gosteren bu bulgu literattrdeki ilk bulgudur.

Sonu¢ olarak; amigdalanin santral nukleusuna intraCeA olarak
uygulanan CDP-kolin akut ve noropatik agri modellerinde analjezik ve
antihiperaljezik etki meydana getirmektedir. CDP-kolin’in s6z konusu
etkisinde amigdalada yer alan a; nikotinik kolinerjik reseptorler Gzerinden
kolinerjik mekanizmalarin aktivasyonu ile birlikte yine amigdalada bulunan
GABAg, serotonerjik, opioiderjik ve mGLUR2/; reseptorlerinin aracilik ettigi,
bununla birlikte kolinerjik muskarinik reseptorlerin rolinin olmadigi
disundlmuistar. Bu bulgular néropatinin neden oldugu agrili durumlarda
amigdalanin potansiyel énemini bir kez daha ortaya koyarken bu bdlgeye
uygulanan  CDP-kolin’in  gugli  antihiperaljezik  etkisinin  ve  etki
mekanizmasinin anlasilmasi bundan sonra yapilacak kronik agri ile ilgili

arastirmalara 1sik tutacaktir.
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