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OZET

Agrinin kontrol edilmesi siirecinde santral kolinerjik sistem ve nikotinik asetilkolin
reseptor (nAChR) alttiplerinin 6nemli rolleri bulunmaktadir. Laboratuvarimizda sitidin 5-
difosfokolin (CDP-kolin) kullanilarak yapilan agr1 ¢alismalarinda da bu bulgu desteklenmis
ve CDP-kolin’in analjezik ve antihiperaljezik etkisine santral a7 nAChR’lerin aracilik ettigi
ortaya konmustur. Buna ek olarak beyin sapinda yer alan Nukleus Rafe Magnus (NRM),
kolinerjik innervasyon agisindan zengin bir bolge olup, stratejik yerlesimi ve baglantilar
sebebiyle basta agr1 modiilasyonu olmak tizere 6nemli fonksiyonlara sahiptir. Bu nedenle
mevcut ¢alisma CDP-kolin’in intraserebroventrikiiler (i.s.v.) yolla uygulandiginda meydana
getirdigi analjezide NRM un olasi roliinii ve analjezik etkinin mekanizmasini aydinlatmak
lizere planlanmistir. Bu amagla siganlarda akut agr1 modelinin kullanildig1 calismamizda
NRM icine uygulanan kolinerjik, opioiderjik, gabaerjik ve serotonerjik antagonistlerin i.s.v.
yolla uygulanan CDP-kolin’in analjezik etkisini degitirip degistirmedigine bakilmstir.
Ayrica i.s.v. yolla uygulanan CDP-kolin’in NRM bdlgesinde asetilkolin (ACh) ve kolin
miktari lizerine olan etkisi de mikrodiyaliz ¢aligmasi yapilarak arastirtlmistir. Calismadan
elde ettigimiz bulgulara gore i.5.v yolla uygulanan CDP-kolin’in akut agri modelindeki
analjezik etkisi NRM’da uygulanan nonspesifik nikotinik reseptor antagonisti mekamilamin,
spesifik a7 nikotinik reseptor antagonisti metillikakonitin (MLA), nonspesifik opioid reseptor
antagonisti nalokson, spesifik GABAg reseptor antagonisti CGP-35348 ve nonspesifik
serotonerjik reseptor antagonisti metiserjid 6n tedavileri ile dnlenirken, nonspesifik
muskarinik reseptor antagonisti atropin on tedavisi bu etkiyi degistirmemistir. Buna ek olarak
NRM’taki ekstraseliler kolin seviyesi i.s.v CDP-kolin uygulamasini takiben artmistir. Sonug
olarak i.s.v. yolla uygulanan CDP-kolin’in akut agridaki analjezik etkisinde NRM’un ve
burada yer alan o7 nNAChR’leri ile birlikte opioiderjik, gabaerjik ve serotonerjik reseptérlerin

rolii ilk defa bu caligma ile gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: CDP-kolin, Nukleus Rafe Magnus, akut agr1, analjezi.



SUMMARY

Central cholinergic system and nicotinic acethylcholine receptor (nAChR) subtypes play
significant roles in the process of pain control. These findings have been supported by pain
studies in our laboratory in which we demonstrated the mediation of central NAChRs in
analgesic and antihypereralgesic effects of CDP-choline. In addition, Nucleus Raphe Magnus
(NRM), a region with dense cholinergic innervation which is localized to brainstem, has
important functions including pain modulation, due to its strategic location and presence of
connections. Therefore, the present study was designed to identify the possible role of NRM
in analgesia elicited by intracerebroventricularly (icv) -administered CDP-choline and the
underlying mechanism of its analgesic effect. For this purpose, we investigated whether or
not cholinergic, opioidergic, Gabaergic and serotonergic antagonists microinjected into NRM
alter the analgesic effects of CDP-choline (icv) in the acute pain model in rats. The effect of
CDP-choline (icv) on acethylcholine (ACh) and choline concentrations in NRM was analyzed
by in vivo microdialysis study, as well. We found that the analgesic effect of icv-
administered CDP-choline in acute pain model was prevented by pretreatments with the
nonspesific nicotinic receptor antagonist mecamilamine, the spesific a7 nicotinic receptor
antagonist methyllicaconitin (MLA), the nonspesific opioidergic receptor antagonist
naloxone, the spesific GABAg receptor antagonist CGP-35348 and the nonspesific
serotonergic receptor antagonist methysergide microinjected into the NRM, while
pretreatment with the nonspesific muscarinic receptor antagonist atropin microinjected into
the NRM did not alter CDP-choline’s effect. In addition, extracellular choline concentrations
in NRM were incerased after icv CDP-choline administration. In conclusion, our study shows
for the first time the role of NRM and o7 nAChRs with opioidergic, GABAergic and
serotonergic receptors located in the NRM in analgesic effect of intracerebroventricularly-

administered CDP-choline in acute pain model.

Key words: CDP-choline, Nucleus Raphe Magnus, acute pain, analgesia



GIRIS

Kolinerjik sistemin ve NAChR alttiplerinin agr1 regiilasyonundaki rolii uzun zamandan
beri bilinmektedir (1-4). Asetilkolin prekursora olan kolinin a7 nAChR’lerinin araciligi ile
analjezide rol aldiginin gosterilmesinin ardindan nAChR’leri ilag arastirmalarinda potansiyel
bir hedef haline gelmistir (5-6). Bizim laboratuvarimizda da yapilan ¢aligmalarda deney
hayvanlarina santral ve periferik yoldan uygulanan CDP-kolin’in farkli agr1 modellerinde
guclu analjezik ve antihiperaljezik etki meydana getirdigi ve CDP-kolin’in s6z konusu
etkisine a7 nAChR’lerinin aracilik ettigi ortaya konmustur (7-10).

Beyin sapindaki ¢ekirdeklerden spinal kordun dorsal boynuzuna inen yolaklarin
nosiseptif (agr1) iletinin inhibisyonunda rol oynadigi bilinmektedir (11). Analjezik inen
yolaklar, fizyolojik (12) veya farmakolojik yolla aktive edilebilir (13). Nukleus rafe magnus
da, beyin sapindaki rostral ventromedial medulla (RVM)’da yer alir ve buradan spinal korda
projekte olan aksonlar spinal kordun dorsal boynuzunda sonlanir (14-15). Kolinerjik
innervasyon agisindan zengin bir bolge olan NRM (16-20), hem stratejik yerlesimi hem de
inen, ¢ikan ve horizontal yolaklar sayesinde afferent ve efferent baglantilara sahip olusu (21-
31) nedeniyle 6nemli ve ¢esitli fizyolojik rollere sahiptir (32). Homeostatik regtlasyonda
o6nemli bir yere sahip olan NRM’un en 6nemli fonksiyonu agrinin inhibisyonudur (33).

Akut agr1, mevcut bir doku hasarini takiben olusan bir tablodur ve giiniimiizde akut
agr1 tedavisi i¢in yeni, giivenli ve etkin analjezik ilaclarin gelistirilebilmesi i¢in molekiiler
hedef arayis1 artarak devam etmektedir (1,34-37). Biz de analjezik etkisini ve etki
mekanizmasini farkli agr1 modellerinde ortaya koydugumuz CDP-kolin’in merkezi yolla
uygulanmasini takiben, analjezide 6nemli bir merkez olan NRM’un roliinii akut agr1 modeli

kullanarak aragtirmay1 hedefledik.



GENEL BiLGILER

1. Nukleus Rafe Magnus
1.1. Anatomi

Dabhslstrom ve Fuxe si¢an beyin sapindaki hiicreleri B1’den B9’a kadar olmak tizere alt
gruplara ayirmistir (38). Buradaki serotonerjik noronlar rostral ve kaudal olmak tizere iki
grup olup santral sinir sisteminde farkli hedef bolgelere projeksiyon yaparlar (39-41).
Telensefalon ve diensefalonda sonlanan ¢ikan sinir liflerine sahip olan B4-B9 hiicre gruplari
rostral grubu olustururken; B1-B3 hiicre gruplar1 kaudal grubu olusturur ve bu hiicre gruplari
beyin sapinin ve spinal kordun asagi seviyelerine inen projeksiyonlar yapar (41-42).
Cogunlukla B3 hiicrelerinden olusan NRM, RVM’da yer alan ti¢ ¢ekirdekten biri olup
magno- ve parvoseluler néronlar icerir (Sekil-1) (43-44). Rostral NRM (rNRM), motor
trigeminal niikleusun rostral kutbundan fasyal sinirin kaudal ucuna dogru rostrakaudal olarak
uzanir. Kaudal NRM (cCNRM) ise NRM’un rostrakaudal seviyeden baslayarak fasyal
niikleusun kaudal kismina uzanan pargasidir (45). Kaudal NRM’un, rINRM’a gore daha az

serotonerjik ndron igcerdigi bilinmektedir (46).

Sersbellum

Serebral korteks

\

Singulat demet
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—— Serotonerjik innervasyon

Sekil-1: B3 hiicre grubunun (Nukleus rafe magnusun) yerlesimi

1.2. Fonksiyonlari

Nukleus rafe magnus, bir¢ok fizyolojik fonksiyona sahip olan afferent ve efferent
projeksiyonlar1 icermektedir. Nukleus rafe magnustaki serotonerjik ve nonserotonerjik
néronlar agrinin modulasyonu, uyku-uyaniklik dongiisii, agriya verilen somatomotor,
otonomik ve davranigsal yanitlarin diizenlenmesi gibi islevlerden sorumludur (21,23-

26,29,31). Beynin bu bolgesindeki ndronlarin uyarilmasi sempatik sistemin aktive olmasi ile



arteryel kan basincinda, kardiyak aktivitede ve viicut sicakliginda degisimlere yol acar (27-
28). Ayni zamanda solunumun diizenlenmesi ile ilgili isleve sahip olduguna dair deneysel
kanitlar da mevcuttur (22,27,30).
1.3. Baglantilar1
Nukleus raphe magnus beyin sapindaki pek ¢ok bélgeden ileti alir (Sekil-2). Stratejik
yerlesimi sebebiyle inen, ¢ikan ve horizontal yolaklar ile afferent ve efferent baglantilara
sahiptir (21-31). Nukleus rafe magnusun afferent ve efferent baglantilari ile ilgili bilgilere

NRM’a enjeksiyon yapilan aragtirmalar ile ulasilmistir.
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Sekil-2: Nukleus Rafe Magnus’un baglantilart

1.3.1. Afferent Baglantilar

Daha once c¢esitli deney hayvanlarinda yapilmis ¢calismalarda, RVM’ya beyinsapi,
hipotalamus ve periakuaduktal gri madde (PAG)’den gelen projeksiyonlarin oldugu
gosterilmistir. Rostral ventromedial medullada yer alan NRM’un kaudal ve rostral bolgeleri
lateral preoptik bdlge, stria terminalisin nukleus tabakasi, paraventrikiiler hipotalamik nukleus
(PVN), amigdalanin santral niikleusu, lateral hipotalamik bolge, dorsal hipotalamik bolge,

parafaskikular bolge, PAG’den dorsolateral ve ventrolateral bolgeleri, parabrakiyal



nukleuslar, subkoeruleus bolge, caudoventrolateral medulla ve parvoseliler retikuler
nlkleustan afferent projeksiyonlar almaktadir (47-49).

1.3.2. Efferrent Baglantilar

Elektriksel stimulasyon veya intra-NRM yolla yapilan mikroenjeksiyonlarin sonucunda
NRM’tan spinal kordun dorsal boynuzuna inen yolaklarin analjezide rol oynadigi
bilinmektedir. NRM’un rostral kisimlarindan bazal 6nbeyin ve hipotalamusa ¢ikan
nonserotonerjik yolaklar gozlenirken; kaudal kisimlarindan yine bu bolgelere genis
serotonerjik ve nonserotonerjik inen yolaklar oldugu gozlenmistir (47-49). Sim ve Joseph’in
(50) NRM’un nosisepsiyona supraspinal seviyedeki katkilarini aragtirdigi ¢calismada NRM’tan
¢ikan sinir liflerinin gigantoseliiler retikiiler niikleus pars alfa, lateral paragigantoseliilar
niikleus, lateral ve ventral lateral PAG, lateral parakiyal niikleus, beyin sapindaki locus
coeruleus, A7, A5, C1 gibi katekolaminerjik hiicre gruplar ve retikiiler niikluslara dogru
uzandig1 gorilmiistir.

1.2. Nukleus Rafe Magnus ve Agr1

Nukleus rafe magnus stratejik yerlesimi, inen, ¢ikan ve horizontal yolaklar ile afferent ve
efferent baglantilara sahip olusu (21-31) nedeniyle agrinin modulasyonunda énemli bir role
sahiptir. Nukleus rafe magnusu icine alan RVM’nin agriy1 inen analjezik yolaklarda module
ettigi bilinmektedir (51-56). Rostral ventromedial medullanin elektriksel ve kimyasal yolla
stimulasyonu ile spinal nosiseptif yanitlarin inhibe edildigi pek ¢ok aragtirma mevcuttur (57-
61). Yine bu bolgenin hasarlanmasi veya bu bolgeye inhibitor aminoasit (gama-aminobutirik
asit; GABA) reseptor agonistlerinin enjeksiyonunun spinal kordun dorsal boynuzundaki
nosiseptif yanitlarin inen yolaktaki inhibisyonunu bloke ederek hiperaljeziye sebep oldugu
bilinmektedir (62-64). Spinal nosiseptif transmisyonun RVM’nin stimulasyonu sonucu inhibe
edilmesinde, RVM’dan orijin alan inhibitor ve fasilitator yolaklarin indigi bolge olan
NRM’un aktive olmasinin pay1 vardir (65-69).

Beyin sapindaki ¢ekirdeklerden spinal kordun dorsal boynuzuna inen yolaklar, nosiseptif
iletinin inhibisyonunda rol oynamaktadir (11). Rafe ¢ekirdekleri mezensefalondan medulla
oblongataya uzanan medyan/paramedyan aksisin iginde yer almaktadir. Ozellikle agr1
kontroliinde 6nemli olan rafe-spinal yolaklar NRM’tan orjin alir ve agrili uyarani inhibe
etmek icin spinal kordun jelatinus substans bolgesini hedef almaktadir. Periakuaduktal gri
maddeden ileti alan NRM’tan ¢ikan serotonerjik yolaklar spinal-talamik nosiseptif yolagin
sekonder ndronlarini hiperpolarize eden enkefalinerjik inhibitdr interndronlar: aktive
etmektedir (70-71). Ayrica NRM ve gigantoselularis/paragigantoselularis ¢ekirdekleri ve
nukleus rafe pallidus gibi NRM’a yakinlik gosteren bolgeler, spinal-talamik yolakta agrili
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uyaranin norotransmisyonunda goérev alan spinal kord noronlari tizerinde etki meydana
getirmektedir (72-73).

Yerlesimi ve baglantilari sebebiyle analjezik etkileri bilinen NRM’un agrinin
kontroliindeki roliine katkis1 olan sistemler ve reseptorler ¢esitli farmakolojik ajanlarin
kullanildig1 ¢alismalar ile arastirilmistir. Bunlardan en 6nemlisi kolinerjik sistem olup pek
¢ok arastirmaya konu olmustur. Behbehani’nin iyontoforez yontemini kullanarak ACh
uyguladig1 caligmada NRM’taki hiicrelerin %71’inde eksitasyon meydana geldigi
goriilmiistiir (74). Prodfit ve Brodie lokal karbakol enjeksiyonu ile NRM’un analjezi
meydana getirdigini gostermistir (75). Iwamato’nun pedunkulopontin tegmental nukleus
(PPTg) ve NRM’a nikotin uygulandiginda, motor bozukluga yol agmaksizin analjezi meydana
geldigini gosterdigi bir diger ¢caligma, (18) NRM un kolinerjik sistem ile iligkisine dair 6nemli
bulgulari agiga ¢ikarmistir. Bu calismada yuksek afiniteye sahip kolinerjik agonist cis-
dioksolanin NRM’a uygulanmasi da analjezi olusturmustur. Nikotinin olusturdugu analjezi
mekamilamin ve pirenzepinin birlikte uygulandigi 6n tedavi ve hemikolinium-3 0n tedavisi
ile azalmistir. Parenteral nikotin uygulamasi sonrasi olusan analjezi NRM’a uygulanan
hemikolinium-3 6n tedavisi ile engellenmistir. Bu veriler siganda nikotinin indiikledigi
analjezide NRM’taki ACh biyosentezi ile nikotinik ve M; reseptor etkilesiminin roliinii
kanitlamaktadir. Bu sonuglar1 takiben yapilan antagonist caligmalarinda PPTg’a yapilan
nikotin mikroenjeksiyonun indiikledigi analjezi NRM’a yapilan prokainamid 6n tedavisi ile
bloke edilirken, NRM’a yapilan nikotin mikroenjeksiyonunun indiikledigi analjezi PPTg’a
yapilan prokainamid uygulamasi ile bloke edilmemistir. Bu sonug analjezi olusturdugu
varsayilan kolinerjik yolagin PPTg’tan NRM’a dogru oldugunu diisiindiirmektedir. Ayni
zamanda nikotin veya cis-dioksalanin PPTg’a uygulandiginda olusan analjeziden sorumlu
diger bir yolagin NRM’tan spinal kordun dorsal boynuzuna inen serotonerjik yolak (53,70,76)
veya NRM’taki noradrenerjik sistem (77) olmast muhtemeldir.

Akut ve kronik agr1 modellerinde intra-NRM yolla uygulanan kolinerjik kanal
modulatori ABT-594’(in analjezik etkilerinin kanitlanmasinin (78-79) ardindan Bitner ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢calismada, sistemik ABT-594 uygulamasinin NRM’ta
indiikledigi Fos proteini ekspresyonu sistemik mekamilamin uygulamasi ile bloke edilmistir.
Bu bulgu ABT-594°lin NRM’taki nAChR’lerini aktive ederek bdlgenin analjezik etkilerine
aracilik ettigini gostermektedir (19). Yapilan immunohistokimyasal degerlendirmeler

NRM’ta nAChR alttipi olan a4 reseptorlerinin varligin1 kanitlamistir ve serotonerjik

ndrotoksin olan 5,7-DHT’nin intra-NRM yolla uygulandiginda buradaki a4 reseptor



ekspresyonunun azalmasi o4 reseptorii ihtiva eden NRM ndronlarinin serotonerjik oldugunu
diistindiirmektedir (19).

Abe ve arkadaslar selektif kolinerjik nérotoksin olan AF64A mikroenjeksiyonunun tail
flick ve hot plate testinde agridaki etkisini test etmistir. Nukleus rafe magnusuna AF64A
enjekte edilen sicanlarin hot plate testinde nosiseptif uyarana verdikleri yanitin siiresi
kisalmigtir. Bu durum NRM’a uygulanan nérotoksin AF64A’nin buradaki kolinerjik agri
kontrol sistemini inaktive ederek agr1 esigini diisiirdiigiinii gostermektedir. Ayni zamanda
AF64A mikroenjeksiyonu 14 giinliik uygulamanin ardindan morfinin indiikledigi analjezide
azalma meydana getirmis olup bu bulgu morfin analjezisinde NRM’taki kolinerjik néronlarin
etkisi oldugunun kanitidir. in vivo mikrodiyaliz calismalarinda AF64A mikroenjeksiyonu ile
NRM’taki ekstraseliiler ACh saliniminin azalmis olmasi da bu bulguyu desteklemektedir (20).

Opioiderjik sistem NRM’un etkilerine aracilik eden bir diger sistemdir. NRM’tan inen
inhibitor yolaklardaki endojen opioidler spinal analjezik aktiviteye aracilik etmektedir. Bu
aktivite: NRM’tan uyar1 alan ventromedial medulla ve dorsolateral pontine tegmentum
bolgelerindeki enkefalin igeren néronlarin spinal kordun dorsal boynuzuna gonderdigi
projeksiyonlar (60, 80), spinal kordun superfisial laminasinda bulunan, opioid reseptorii
eksprese eden ve enkefalin iceren projeksiyon noronlari ile sinaps yapan interndronlar (81) ve
opioid reseptorii eksprese eden primer afferent lifler ile sinaps yapan dorsal boynuza ait
interndronlar araciligi ile olmaktadir (82).

Dickenson ve arkadaslarinin yaptigi calismada morfinin NRM’a mikroenjeksiyonu
analjezi olusturmustur (83). Ayni ¢calismada sistemik ve intra-NRM yolla nonspesifik opioid
reseptor antagonisti nalokson uygulamasi s6z konusu analjeziyi azaltmistir. Pan ve
arkadaslar1 (84) NRM’ta opioidlere verdikleri yanit bakimindan iki tip hiicre grubu oldugunu
belirtmistir; primer ve sekonder hiicreler. Primer hiicrelerde yogun olarak GABA-aracili
sinaptik potansiyel bulunurken sekonder hiicrelerde bu potansiyel yoktur veya ¢ok azdir.
Primer hucrelerin membran potansiyeli opioidlerden etkilenmezken, sekonder hiicrelerin ¢ogu
opioidler tarafindan inhibe veya hiperpolarize edilebilmektedir.

Calismada primer hiicrelerin yaklasik %50’sinde selektif p-opioid reseptor agonisti
DAMGO GABA-aracili sinaptik potansiyeli inhibe ederken 5-opioid reseptdr agonisti
DPDPE inhibe etmemistir. Bu sonu¢ NRM’taki primer hiicrelerde GABA-aracil1 sinaptik
potansiyelin p-opioid reseptor aracili opioiderjik aktivasyon ile inhibe edildigini
gostermektedir. Daha 6nce yapilan otoradyografik calismalar sicanda NRM’ta p-opioid

reseptor baglanma bolgelerini tanimlamustir (85-86). Primer hiicrelerde dinlenim



durumundaki membran potansiyelinin veya eksojen olarak verilen GABA’ya hiicresel yanitin
Met®-enkefalin (ME) veya DAMGO gibi opioid agonistler tarafindan degistirilmedigi
bilinmektedir. Buna ragmen primer hiicrelerde p-reseptdr agonistinin GABA-aracili sinaptik
potansiyeli bloke etmesi bu hiicrelerdeki GABA saliniminin presinaptik olarak inhibe
edildigini diisiindiirmektedir. Bu durumda opioidlerin disinhibisyon ile NRM’taki primer
néronlarin aktivasyonunu artirdigi séylenebilir. Bu primer néronlardan bazilari spinal kordun
dorsal boynuzuna uzanan projeksiyonlara sahiptir. Dolayisiyla NRM’tan inen inhibe edici
yolak opioidlerce aktive olmaktadir. Bu aktivasyon opioid aracili analjezinin etki
mekanizmalarindan biridir (84).

Nukleus rafe magnustaki hiicreler ayrica agrili uyarana verdikleri yanita gore ‘off” ve
‘on’ hiicreler olarak iki simifa ayrilmistir (87-88). Opioidler, ‘off” hiicrelerin
aktivasyonundaki inhbisyonu onlerken ‘on’ hiicrelerde agrili uyarana verilen yanitin
aktivasyonunu bloke etmistir. Opioidlerin primer hicreler izerindeki etkisi ‘off” hticrelerdeki
etkisi ile uyumlu gériinmektedir. Opioidlerin primer hiicrelerde oldugu gibi NRM’taki ‘off’
hiicrelerde de disinhibisyona bagli olarak eksitasyon yarattig1 hipotez edilmektedir (84).

Pan ve arkadaslarinin yaptigi calismada sekonder hiicrelerin ¢ogu ME ve DAMGO
tarafindan hiperpolarize edilmistir. DPDPE sicanda herhangi bir etki gdstermezken guinea
pigde zayif bir etkinlik géstermistir. Sonug olarak her iki tiirde de p-opioid reseptorlerin,
guinea pigde ayrica 6-opioid reseptorlerin aktivasyonu NRM’taki sekonder hiicrelerde
hiperpolarizasyona yol agmaktadir. Bu grup hiicreler fonksiyonel olarak Fields’in tanimlamis
oldugu (88) ‘on’ hiicreler ile benzerdir.

Yang ve arkadaslar1 agr1 stimulasyonu ile NRM perfiizyon sivisinda opioiderjik peptidler
ve argininvasopressin (AVP) konsantrasyonunun arttigini, AVP’in NRM’tan opioiderjik
peptid salinimint artirdigini ve NRM’a opioid reseptor antagonisti uygulamasinin intra-NRM
AVP uygulamasinin baslattig1 analjeziyi azalttigin1 gézlemlemistir. Bu bulgular NRM’taki
endojen opioiderjik sistemin AVP’nin analjezideki roliinde etkili oldugunu gostermektedir
(89).

Nukleus rafe magnusun raphe ¢ekirdeklerinin kaudal grubundaki en genis serotonerjik
cekirdek olusu nedeniyle buradaki serotonerjik sistemin agrinin kontroliindeki rolii 5nem
tasimaktadir. Nukleus rafe magnus yaklasik ti¢ yiz bin néron icermekte olup (90), bu
noronlarin dortte biri serotonerjiktir (91). Nukleus rafe magnustaki hiicreler fizyolojik ve
anotomik olarak heterojen yapidadir. Nukleus rafe magnusun inaktivasyonu hem opioid

analjezisini hem de naloksonun azalttig1 opioid analjezisine bagli olarak meydana gelen



hiperaljeziyi azaltmaktadir (92-93). Bu fizyolojik farkliliklar daha dnce belirtildigi gibi
NRM’ta iki grup hiicrenin varligin1 desteklemektedir; ‘off” ve ‘on’ hiicreleri. ‘Off” hiicre
grubunun agrili uyaranin yarattig1 nosisepsiyonda inhibitdr; ‘on’ hiicre grubunun ise eksitator
fonksiyona sahip oldugu varsayilmaktadir (60,94). ‘Noétral” hiicreler olarak tanimlanan
ticlincii hiicre grubu ise agrili uyaran veya opioidlere yanit vermeyen ve nosisepsiyonun
modulasyonundaki rolii heniiz aydinlatilmamis hiicre grubudur (95). ‘On’, ‘off’ ve ‘nétral’
hiicrelerin agrinin kontroliindeki roltini anlayabilmek igin bu hiicrelerin hangi nérotransmitter
maddeleri ihtiva ettigini bilmek gerekir. Nukleus rafe magnus ve ona yakin bir bolge olan
nuklesus retikularis magnosellularis (NRMC)’in spinal ve mediller dorsal boynuza uzanan
major serotonin kaynaklari oldugu bilinmektedir (96-98). Iyontoforez ve lokal spinal yol ile
serotonin reseptdr antagonistlerinin uygulanmasi NRM’un analjezik etkilerini azaltmistir (99-
102). Ayrica nonspesifik serotonerjik reseptor antagonisti metiserjidin intratekal yolla
uygulanmast NRMC’in baslattig1 nosisepsiyonu azaltmistir (103). Bu bulgularin 1s181inda
agrinin ¢ogaltilmasi ve baskilanmasinda ‘on’ ve ‘off” néronlarin gérev aldig1 tahmin edildigi
uzere, NRM ve NRMC’teki bu hiicrelerin serotonin i¢erdigi, yani serotonerjik olabilecegi
diistiniilmiistiir. Fakat Gao ve Mason’un yapmis oldugu ¢alismada serotonerjik degil
nonserotonerjik noronlarin akut agrili uyarana verilen fazik yanitlar1t modiile ettigi
goriilmiistiir. Bu durumda daha 6nceki arastirmalarda opioidlere yanit veren hiicrelerin de
nonserotonerjik oldugu ve NRM’taki serotonerjik noronlarin agrinin fazik modulasyonunda
rol almadigi tahmin edilmektedir (95).

Serotonerjik reseptorlerin analjezide rol aldig1 bilinen bir gergektir (104). NRM’un
spinal korda inen 5-hidroksitriptofan (5-HT) liflerinin major kaynagi oldugu, pek ¢ok 5-HT
néronu ve 5-HT reseptord, ozellikle de 5-HT1a reseptorii icerdigi bilinmektedir (105-106).
Intraseliiler kayitlarda 5-HT’1mn NRM taki 5-HT néronlarin hiperpolarize ettigi, bu
hiperpolarizasyonun 5-HT; reseptor agonisti 5-CT ve 5-HT4 reseptor agonisti 8-OH-DPAT
tarafindan taklit edildigi; 5-HTa reseptor antagonisti NAN-190 ile de antagonize edildigi
gosterilmistir (107). 5-HT, reseptdr antagonisti ritanserinin NRM’a mikroenjeksiyonu
PAG’in baslattig1 morfin analjezisini azaltmis, buna bagl olarak NRM’taki 5-HT>
reseptorlerinin PAG’den inen agri-inhibitor sistemini modiile ettigi fikri ortaya atilmigtir
(108). Oliveira ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada NRM’taki 5-HT, reseptor blokajinin,
nobet sonrasinda nosiseptif esikte meydana gelen artis1 antagonize etmesiyle bu bolgedeki 5-
HT, reseptorlerinin postictal analjezideki rolii de kanitlanmistir (109). Zhang ve arkadaslari
5-HTa reseptor mRNA ekspresyonunun ipsilateral spinal dorsal boynuzda periferal

inflamasyonu takiben belirgin bir sekilde arttigin1 gézlemledikten sonra ayni1 artigin
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carregeenan enjeksiyonuna bagli inflamasyonda NRM’ta da oldugunu géstermistir (110).
Takiben 5-HT;a reseptor mRNA ekspresyonunun da carrageenanla olusturulan inflamasyonda
NRM’ta arttig1 gozlemlenmistir (108). 5-HTa reseptor antagonisti M100907 nin otuz sekiz
farkli beyin bolgesine uygulanmasi sonrasi serotonin sentezindeki degisimler analiz edilmis
ve bu degisimin oran1t NRM’ta %26 olmustur. 5-HT2a reseptor yogunlugu fazla olan
bolgelerde 5-HT;a reseptor blokajina bagl olarak azalan serotonin sentezi gozlenmesi 5-HTa
reseptoriiniin serotonin sentezinde major bir role sahip oldugunu gostermistir (111).

Nukleus rafe magnustaki serotonerjik aktivite basta GABA olmak tizere bir dizi
norotransmiter ve néromodulator tarafindan regiile edilmektedir. Siganda yapilan
immunohistokimyasal ¢calismalarda NRM’ta GABA-transaminaz iceren pek ¢ok hiicre (84) ve
GABA, ile GABAg reseptorleri oldugu bilinmektedir (32). Ayrica NRM’un GABA igeren
¢ok sayida noron govdesi ve uglar1 (112-113) ile yiiksek GABA konsantrasyonuna sahip
oldugu gosterilmistir (114). GABA’nin NRM noéronlari lizerindeki inhibitor etkisi nosiseptif
esigin regiilasyonuna aracilik etmektedir (63). Pan ve arkadaslart NRM’taki primer
hiicrelerde yogun olarak GABA-aracili sinaptik potansiyelin bulundugunu gostermistir (84).

Inyushkin ve arkadaglart NRM’taki primer néronlar1 serotonerjik hiicreler olarak
belirtirken, sekonder néronlarin ¢gogunlukla gabaerjik internéronlar oldugunu rapor etmistir
(32). Immunohistokimyasal ve otoradyografik ¢alismalara gore, rafe cekirdeklerindeki
serotonerjik noronlarin aktivitesi tizerinde gabaerjik sistem etkilidir. Bu gekirdeklerin ihtiva
ettigi GABAA ve GABAg reseptorleri rafe ¢ekirdeklerinde GABA’nin serotonin salgilanmasi
ve serotonerjik néronlari aktivitesi {izerine olan inhibitor etkisine aracilik etmektedir.
Sicanlarda yapilan mikrodiyaliz calismalarina gore NRM diger yapilara oranla yiiksek GABA
konsantrasyonuna sahiptir. Nukleus rafe magnusa uygulanan sodyum kanal aktivatori
veratridin, diyalizatta GABA konsantrasyonunda %60°tan fazla bir yikselmeye sebep
olmustur. Bu data NRM’taki ¢ogu hiicrenin 5-HT;, 5-HT1g ve 5-HTp gibi serotonerjik
otoreseptorler disinda gabaerjik inhibitor sistemin de kontrolii altinda oldugunu
gostermektedir (32).

Analjezik etkilerini kolinerjik, opioiderjik, gabaerjik ve serotonerjik sistemler araciligiyla
gerceklestiren NRM, adrenerjik sistemle iliskisinin arastirildigi ¢alismalara da konu olmustur.
Klonidin’in RVM’ya enjeksiyonunun tail-flick testinde analjezi saglamasinin ardindan (115)
in vitro ortamda NRM néronlarinin a2-adrenerjik ilaglar (yohimbin, klonidin) tarafindan
aktive edildigi gosterilmistir (116). Bie ve arkadaslarinin yaptig1 arastirmaya gore eksitator

ol adrenerjik reseptorler primer ve sekonder hiicrelerde; inhibitoér o2 adrenerjik reseptorler



cogunlukla primer hiicrelerde a1 reseptorleri ile birlikte bulunmaktadir. Primer hiicrelerdeki
ol reseptorler aktive edildiginde analjezi gelisirken; sekonder hiicrelerdeki o1 ve p-opioid
reseptorlerinin aktivasyonu hiperaljezi gelismesine katkida bulunmaktadir (117).

2. Agr1 ve Analjezi

Agrimin kontrol edilmesi insanligin basindan beri toplumu ve saglik profosyonellerini en
cok ilgilendiren saglik problemlerinden biridir. Akut ve kronik agr1 diinya iizerindeki
milyonlarca insanin yasam kalitesini etkilemektedir. Amerika ve diger gelismis iilkelerden
alinan istatistiksel verilere gore populasyonun %15-20’si akut agri; %25-30"u kronik agri
cekmektedir (118). Uluslararast Agr1 Calisma Dernegi (International Association for the
Study of Pain, IASP) tarafindan yapilan tanima gore agri; viicudun herhangi bir bélgesinden
kaynaklanan, bir doku hasarina bagli olan ya da olmayan veya bu hasar ile tanimlanabilen,
hosa gitmeyen duyusal ve emosyonel bir deneyimdir. Agri bireyler arasinda algida
degiskenlik gosteren, norofizyolojik, biyokimyasal, psikolojik ve bilissel boyutlar1 bulunan
bir olusumdur.

2.1. Agr1 Mekanizmalari ve iletimi

Agrinin baslamasi, algilanmasi, iletimi ve agriya karsi verilen cevap bir dizi mekanizma
sonucu meydana gelir. Agrili uyaranlar, ‘nosiseptor’ denen tiim viicutta yaygin olarak
bulunan, dokuya gore 6zellesmis yapilar tarafindan algilanir. Bunlar mekanik, termal ve
kimyasal uyaranlara yanit veren sinir sonlanmalaridir. Agrinin yayilimi ile ilgili bu
reseptorler, yanit verdikleri uyaranlara gore yiiksek esik degerine sahip olan mekanik,
mekanotermal ve polimodal nosiseptorler olarak g sinifa ayrilir. Mekanik ve mekanotermal
nosiseptorler aldiklar1 uyaranlari miyelinli Ad sinir liflerine iletirken; polimodal nosiseptorler
uyaranlar1 miyelinsiz C liflerine iletirler. Mekanoreseptorler sadece yogun veya agrili
mekanik uyaranlara yanit veren; 1s1 veya aljezik bilesenlere yanit vermeyen nosiseptorlerdir.
Bu nosiseptorler deri, kedi ve maymunda yiz ve insanda 6n kol olmak iizere ¢esitli bolgelerde
dagilim gosterir. Mekanotermalreseptorler 45°C’tan yiiksek termal uyaranlara ve yogun
mekanik uyaranlara yanit verirler. Bu reseptorler insanlarda, kedilerde ve maymunlarda agrili
1s1 uyaranlarinin stimule ettigi ilk agridan sorumlu sinir liflerinin u¢larinda bulunur.
Polimodal nosiseptorler periferik agri reseptorlerinin icinde en dnemli gruptur. Mekanik,
termal ve kimyasal uyaranlar1 algilamakla karakterizedir. Insanda derideki sinir liflerinin

%95’inden fazlasi, siganda ve maymunlarda %80-90°1 bu reseptorlerden uyari alir (118).
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Normal kosullarda 1s1, basing, kimyasal gibi uyaranlar miyelinli A5 ve miyelinsiz C sinir
lifleri tarafindan algilanir (119). Ardindan bu uyaranlar dort asamada {ist merkezlere iletilir
(120-121);

1) Transdiiksiyon: Sinir u¢larinda bulunan nosiseptorler tarafindan algilanan agrili
uyaranlarin elektriksel uyariya doniistiiriilmesidir.

2) Transmisyon: Agr1 impulsunun sinir sisteminde Ust merkezlere iletilmesidir. Bu
asama 3 ana ndron grubu tarafindan kontrol edilir;

a) Primer afferent duyusal noronlar (I.sira noronlar): akut, keskin, batici karakterde ve iyi
lokalize edilen agriyi ileten miyelinli A lifleri ile kronik, yaygin ve daha az lokalize
edilebilen agriy1 ileten miyelinsiz C lifleridir.

b) Projeksiyon noronlar1 (II. sira néronlar): primer afferent néronlarin sonlandig spinal
kordun dorsal boynuzundan beyin sap1 ve talamusa uzanan spinal ndronlardir. Bu grup
noronlar igerisinde en 6nemli yolak spinotalamik yolaktir ve retikller formasyon, PAG ve
hipotalamus ile yakin iliski igerisindedir.

C) Talamo-kortikal projeksiyon néronlari (II1. sira néronlar1): medial talamustan projekte
olup limbik sisteme ugrayarak anterior singulat kortekste sonlanan ve lateral talamustan
projekte olup somatosensoryal kortekste sonlanan néronlardir.

3) Modilasyon: Agri iletisinin inen yolaklar ile azaltilmasidir. Kapi kontrol teorisine
gore spinal kordun dorsal boynuzuna gelen agri iletisi burada bir dizi inhibitér mekanizmalar1
tetikler. Agrinin modulasyonu buradaki lokal inhibitor interndronlar ile baslar ve ardindan
beyinden inen inhibitor yolaklar ile devam eder. Inen agri yolaklari ile baglant: yapan cesitli
beyin bolgelerine ait sinir lifleri sinaptik araliga endojen opioidler, serotonin, norepinefrin,
GABA gibi bilesenler salgilayarak agr1 modilasyonuna katilir (122).

4) Persepsiyon: Supraspinal diizeye erigen agri iletisinin talamus ve kortekste
degerlendirilerek algilandig1 agamadir. Agr algilandiktan sonra birey tarafindan dile
getirildigi ve yanit davranisin sergilendigi ‘ekspresyon’ agamasi son yillarda 6nem
kazanmustir.

Agri, agrili uyaranin baslattig1 nosiseptif transmisyonu takip eden prosesler zinciridir.
Primer afferent sinir liflerinin (Ad ve C) ucundaki nosiseptdrler tarafindan algilanan 1si,
basing, kimyasal mediyatorler (prostaglandinler, sitokinler, sinir biiyiime faktorleri,
interlokinler), adenozin trifosfat (ATP) gibi faktorler aksiyon potansiyeli esigini gectikten
sonra periferal depolarizasyona sebep olurlar. Spinal kordun dorsal boynuzuna gelen Ad

lifleri ylzeyel lamina | ve derin lamina IV ve V’te sonlanir. YUzeyel bolgede sonlanan Ad
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sinir lifleri spinal korddaki internéronlara ve ardindan spino-parakial yolaktaki projeksiyon
noronlarina baglanir. C sinir lifleri ise yizeyel lamina I1’de sonlanarak bir dizi
ndrotransmitter (aminoasit, peptid ve gaz yapida olan (NO, CO vs.) salinimini stimule eder.
Ornegin salgilanan subtans P, postsinaptik metabotropik NK1 reseptorlerine baglanarak
depolarizasyon yaparken; glutamat, AMPA (amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol) ve N-
metil-D-aspartat (NMDA) reseptorlerini igine alan bir dizi glutamat reseptor ailesine baglanir.
NK1 ve AMPA reseptorleri glutamat ve glisin tarafindan es zamanli uyarildiginda NMDA
reseptOri aktive olur. Aktivasyon sonrasi artan hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu bazi
reseptorlerin aktivasyonuna veya deaktivasyonuna sebep olan sekonder messenger yolagini
baslatir. G protein bagli reseptorlerin aktivasyonu ve eksitator norotransmitterlerin iiretimi bu
yolagin bir sonucudur.

Inhibisyon da eksitasyon kadar kompleks bir siiretir. Glisin, GABA, endokannabinoidler
ve enkefalinler dorsal boynuzun tonik inhibisyonuna katilir. Gabaerjik néronlarin tizerindeki
AMPA/NMDA reseptorleri aktive oldugunda GABA ve glisin salgilayarak buradaki eksitator
aktivasyonu azaltir. Dorsal boynuzdaki bir diger inhibitér mekanizma opioiderjik sistemdir.
Dorsal boynuzdaki p-opioid reseptorleri aktive olunca enkefalinler salgilanir. Ozetle, spinal
kord primer afferent iletiyi takip eden ve pek ¢ok reseptdr ve ndrotransmitterin aracilik ettigi

mekanizmalar ile agrinin modulasyonunda gorev alir (Sekil-3).
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Sekil-3: Spinal kordun dorsal boynuzunda agrinin transdiiksiyonu

Dorsal boynuzun lamina I’inden projekte olan néronlar agr1 bilgisini beynin hipokampal,
limbik ve amigdala bolgelerine tasir. Bu bdlgeler nosisepsiyonun duygusal ve hafiza
boyutundan sorumludur. Spinotalamik yolaktaki néronlar 6nce talamus ardindan da korteksle

sinaps yapar. Bu sinaps agriy1 lokalize ederek motor yanitlar1 diizenler. Agrinin degisik
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bilesenleri insular ve singulat kortekslerde tanimlanir. Anterior singulat agriya verilen yaniti
kontrol ederken insular korteks agriy1 karakterize (batici, yanici vb.) eder (122).

Agrinin supraspinal diizeydeki modulasyonu dorsal boynuzdaki modulasyonundan daha
karmasik bir prosestir. Agrili uyaranin inhibisyonu ile iliskili sistem temel olarak “inen
inhibe edici yolaklar” dan olusmaktadir. Bu sistemde PAG stratejik bir konuma sahiptir.
Periakuaduktal gri madde, korteks, amigdala, talamus ve hipotalamustan inen ve 6zellikle -
endorfin iceren lifler ile sinaps yapar. Periakuaduktal gri madde, opioiderjik (enkefalin,
dinorfin) ve opioiderjik olmayan (serotonin ve noradrenalin) néronlar icermektedir ve bu
ndronlar beyin sapinda serotonerjik ndron govdeleri iceren NRM’a projeksiyonlar gonderir.
Buradan kaynaklanan serotonerjik lifler spinal kord boyunca dorsolateral fasikil icinde inerek
spinal kord arka boynuzunda pre ve post sinaptik inhibisyona neden olurlar. Ponsta lokus
seruleus kokenli néronlar ise noradrenerjik lifler icerir ve bu néronlar da spinal kord boyunca

inerek arka boynuzda benzer sekilde inhibisyona neden olur (120-121) (Sekil-4).
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Sekil-4: inen inhibe edici yolaklar

2.2. Akut Agn
Agriya yaklasimda agriy1 siniflandirmak 6nemli adimlardan biri olup agriy1 degisik
bicimlerde siniflandirmak miimkiindiir. Agri, siiresine gore akut ve kronik olmak tizere iki

siifa ayrilmaktadir. Kronik agri, cogunlukla hasarlanan dokunun iyilesme siiresinden daha
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uzun siiren agridir (123). Akut agri1; ani bir doku hasar1 ve hasarlanan bolgedeki nosiseptif
iletilerin aktivasyonu ile tetiklenen, uyaranin neden oldugu doku hasari ile arasinda yer,
zaman ve siddet agisindan yakin bir iligki bulunan agridir. Hasarlanan dokuda nosiseptorlerin
karakteristigi ve santral baglantilari ile otonomik sinir sistemi degisir (34).

Termoreseptdr, mekanoreseptor ve kemoreseptor olmak tizere bir dizi reseptorden olusan
somatosensoriyel sistem tarafindan saptanan agrili uyarana kars1 baglatilan néronal proses
nosisepsiyon olarak tanimlanmaktadir. Enfeksiyon, inflamasyon veya iskemi ile meydana
gelen doku hasarini hiicrelerin pargalanmasi, mast hiicrelerinin degranulasyonu, inflamatuvar
hlcrelerin sekresyonu ve siklooksijenaz-2 gibi enzimlerin indiksiyonu takip eder. Ardindan
bir dizi kimyasal mediyator direkt olarak ligand bagli iyon kanallarini veya metabotropik
reseptorleri aktive eder. Aktivasyonun ardindan hiicre i¢i kinaz kaskatinin aktive olmasi da
fosforilasyona sebep olarak reseptdrlerin kinetiklerini, uyarilma esiklerini ve duyarhiliklarini
degistirir. Periferik dokulardaki sinir uglarindan salinan néropeptidler (substans-P ve CGRP
gibi) hasarli bolgede inflamatuvar hiicrelerin toplanmasina (nérojenik 6dem) sebep olur (123)
(Sekil-5).
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Sekil-5: Norojenik 6dem

Akut agrida, mevcut doku hasar1 medikal miidahale olmadan da lokal onarict
mekanizmalarla alt edilebilir. Bu tip agr1 travma ve operasyonel miidahale sonras1 ve bazi
hastaliklarda goriiliir. Iyilesme siireci genellikle birkag giin veya birkag hafta siirmektedir
(34).

2.2.1. Akut Agr1 Modeli

Akut agr1 modelinde akut nosiseptif uyaran ile aljezi meydana getirilmektedir. Randall-
Selitto elektronik analjezimetre, artan mekanik uyarana karsi pence ¢ekme esiginin dl¢tildiigi
cihaz olup akut agrida kullanilan yontemlerden biridir (124). Randal ve Selitto tarafindan
tanmimlanmus (125) ve takiben pek ¢ok arastirici tarafindan periferik ve santral etkili

analjeziklerin etkilerini 6lgmek tizere kullanilmistir. Bu testte artan agrili mekanik uyaran
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deney hayvaninin arka ve/veya 6n pengesinin plantar yiizeyine uygulanmaktadir. Testten
once her hayvana, analjezimetreye alismasi igin handling prosesi uygulanmakta ve 6l¢iim
sirasinda doku hasarini 6nlemek i¢in mekanik uyaranin maksimum siddeti ayarlanmaktadir.
Bireyler arasinda farklilik gosteren bir 6zelligin ¢coklu 6l¢iimlerindeki varyansin orani testin
tekrarlanabilirliginin gostergesidir. Belirli bir bireye ait tekrarlanan 6l¢timler diger bireylerin
degerlerine ¢cok yakinsa tekrarlanabilirlik ytliksektir. Eger bireylerin 6l¢timleri yiiksek oranda
degiskenlik gdsteriyorsa tekrarlanabilirlik diisiiktiir ve testin hassasiyeti multiple dl¢limlerin
alinmasi ile artar (124).

2.3. Kolinerjik Sistem ve Agri

Kolinerjik sistemin direk veya indirek aktivasyonunun analjezi olusturdugu uzun
zamandir bilinmektedir. Arekolin (126), tremorin (127), fizostigmin ve oksotremorin (128)
ve piruvik asidin halojen tiirevleri gibi ¢esitli kolinomimetik ilaglarin degisik deneysel
modellerde analjezik etkileri oldugu kanitlanmistir. Narkotik ilaglarin analjezik etkisinde
kolinerjik sistemin rolii olduguna dair pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (129-132). Fizostigmin ve
neostigmin, sicanlarda (133), kedilerde (134) ve insanlarda (135) yapilan ¢alismalarda
morfinin analjezik etkisini artirmistir. Bu ¢aligmalar 1s1ginda ilk defa Pedigo ve arkadaslar
(136) tarafindan yapilan ¢alismada i.s.v yolla enjekte edilen ACh deney hayvanlarinda
analjezik etki meydana getirmistir. Takiben lwamato (137), nikotinin tail flick ve hot plate
testinde analjezi meydana getirdigini gostermistir. Daha sonra Damaj ve arkadaslari (6)
kolinin i.s.v ve intratekal uygulamay1 takiben tail flick testinde; Wang ve arkadaslari (1) i.s.v
uygulamayi takiben hot plate testinde ve i.v uygulamayi takiben formalin testinde analjezik
etki gosterdigini kanitlamstir.

Kolinomimetik ajanlar aktive ettikleri reseptor tiplerine gore siniflandirilmaktadir.
Santral sinir sistemindeki ACh resept6rleri muskarinik veya nikotinik olmak tzere iki gruba
ayrilmaktadir. Guniimuze dek yapilan ¢aligmalar nikotin ve NAChR agonistlerinin potansiyel
etkili analjezikler oldugunu ortaya koymaktadir (5). Noéronal nAChR’leri pek ¢ok preklinik
agr1 modelinde (2-4) ve insanda (138-139) yapilan ¢alismalarda analjezik etki gostermistir.
Nikotinik asetilkolin reseptérleri dagilim gosterdikleri dokulara gore farkli fonksiyonlara
sahiptir (140-141). Analjezide rol alan nAChR’lerini belirlemek zor olmakla birlikte santral
sinir sistemindeki o432 nAChR’lerinin anahtar role sahip oldugunu ileri siiren ¢aligmalar
mevcuttur (142-144). Diger bir nAChR alttipi olan a7 nAChR’leri santral sinir sisteminde ve
periferde yaygin olarak bulunmaktadir ve analjezi ve daha pek ¢ok fonksiyonla iligkilidir
(145-147). Son dekadda agr1 iletimi galismalar1 biiyiik ¢ogunlukla a4B2 ve a7 alttiplerini

kapsamaktadir.
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Nikotinik asetilkolin reseptor alttiplerinden biri olan o7 nAChR’leri, nérotransmitter-
kapili iyon kanallar ailesinin tiyesidir. Yiiksek kalsiyum permeabilitesi, homopentamerik
yapis1 ve agonist aktivasyonundan sonra hizli desensitizasyon ile karakterizedir (148-149).
Santral sinir sisteminde korteks, hipokampus, lateral genikulat niikleus, superior kollikulus,
striatum ve spinal kordun dorsal boynuzunda eksprese edilir. Hiicresel seviyede o7
nAChR’leri gabaerjik, glutamaerjik ve kolinerjik néronlarda pre- ve post-sinaptik olarak
bulunur (150). Alfa7 nAChR’leri sinaptik norotransmisyon, noronal biylime ve
farklilasmasinda rol oynar ve apoptoz ile nérodenejerasyon prosesleri ile iligkilidir (145).
Cesitli dokulardan sentezlenen inflamatuvar hiicre tiplerinde bulunmaktadir (151).

Nikotinik o7 AChR alttipi agri modulasyonunda potansiyel bir hedef olarak kabul
edilmektedir. Nikotinik asetilkolin reseptorleri, supraspinal ve spinal agri-transmisyon
yolaginda mevcuttur (152-156). Inflamatuvar ve ndropatik agr1 modellerinde, dorsal kok
ganglionlarinda o7 subunit upregulasyonu oldugu gériilmiistlr (157). Alfa7 nAChR agonisti
kolin akut, inflamatuvar ve postoperatif agr1 gibi ¢esitli inflamasyon ve agr1 modellerinde
analjezik etkiler gostermistir (6,158-159). Bizim laboratuvarimizda yapilan ¢aligmalarda da
santral ve periferik yoldan uygulanan CDP-kolin’in farkli agr1 modellerinde gii¢lii analjezik
ve antihiperaljezik etki meydana getirdigi gosterilmis ve CDP-kolin’in bu etkisine 6zellikle
a7 NAChR’lerinin aracilik ettigi agiga ¢ikarilmistir (7-9). Kolinerjik reseptorleri aktive eden
ajanlarin kullaniminin hipotermi, motor bozukluklar ve terapotik indeks darlig1 gibi yan etki
ve zorluklar1 goz oniine alindiginda (160-161) giivenli ve etkili analjezikler gelistirmek igin
nosiseptif transmisyonun modilasyonuna katilan nAChR alttipleri icin selektif ligandlar
gelistirmek gereklidir. Alfa7 nAChR’lerinin, antiinflamatuvar ve analjezik ilag
arastirmalarinda potansiyel hedef oldugu goriisii giderek kabul géormektedir (1,5,162-163).

3. CDP-kolin’in Genel Ozellikleri

3.1. CDP-kolin’in Yapis1 ve Sentezi

CDP-kolin riboz, sitozin, pirofosfat ve kolin igceren bir mononikleotiddir. Molekiil
agirlig1 488.33 gramdir (Sekil-6). Endojen bir bilesik olup, hiicre membraninin yapisina
katilan fosfolipidlerin sentezi i¢in gereklidir. Ayni zamanda ACh mekanizmas: ile de

iligkilidir. CDP-kolin uygulamasi ACh sentezi i¢in eksojen kolin kaynagidir.
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Sekil-6: CDP-kolin’in molekiil yapisi

CDP-kolin, membran fosfolipidlerinden fosfatidilkolinin sentezinden sorumlu olan
“Kennedy yolag1” nda bir ara riin olarak sentezlenir (164-165) (Sekil-7). Kolinden
fosfatidilkolin yapimina uzanan bu sentez yolu ii¢ temel basamaktan meydana gelir.

Kolin kinaz (CK), CDP-kolin yolaginda fosfatidilkolin sentezinin ilk basamagini
katalizler. Kolin bir molekil ATP varliginda fosforile olarak fosfokoline doniigiir. 1953
yilinda Wittenberg ve Kornberg, CK’in karaciger, beyin, bobrek ve intestinal mukozada
enzimatik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Kolinin tamami fosfokoline déniismez;
kolin asetiltransferaz bagli yiiksek afiniteli kolin transporterlari ile bir kismi1 hizli bir sekilde
ACh’e doniisiir (166).

Kennedy yolaginin ikinci basamaginda fosfokolin ve sitidin-5-trifosfat (CTP),
CTP:fosfokolin sitidil transferaz (CCT) enziminin katalizledigi bir reaksiyonla CDP-kolin’e
doniistir. CCT, CDP-kolin yolaginin major regiilatér enzimidir. Hicre i¢inde yuksek
konsantrasyonda fosfokolin bulunmasina ragmen diisiik miktarda CDP-kolin tretilmesi, bu
basamagin hiz kisitlayici oldugunu gosterir.

1,2 diagilgliserol kolin fosfotransferaz (CPT) enzimi CDP-kolin’den diagilgliserole
fosfokolin transfer ederek fosfatidilkolin sentezinin son basamagini katalizler. 1958 yilinda
Weiss, Smith ve Kennedy’nin CPT enzimi ile ilgili yayinladiklari ayrintili raporda CDP-
kolinin CPT nin aktif bir substrat1 oldugundan bahsedilmistir.
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Sekil-7: Kennedy yolagi araciligi ile CDP-kolin sentezi; CMP: Sitidinmonofosfat,
ATP: Adenozin trifosfat, ADP: Adenozin difosfat, Rib: Riboz, P: Fosfat grubu

Yapilan ¢aligmalar CDP-kolin yolaginin memeli hiicre dizilerinde hiicre 6liimiinii
durdururken, CK ve CTT inhibisyonunun apoptotik mekanizmalarin tetiklenmesi sonucu
hiicre 6liimiine neden oldugunu géstermistir (167-174). Bu ¢alismalar hiicre proliferasyonu
icin gerekli olan fosfatidilkolin sentezinde CDP-kolin yolaginin 6nemine vurgu yapmaktadir.

3.2. CDP-kolin’in Metabolizmasi ve Metabolitleri

CDP-kolin suda ¢oziinebilen bir bilesik olup biyoyararlanimi %90°dan fazladir. Saglikli
yetigkinlerde yapilan farmakokinetik ¢caligmalarina gore oral uygulama sonrasi hizla absorbe
olmaktadir (175). Sicanlara intravenoz (iv) yolla uygulanan **C ve 5- *H bagli CDP-kolin’in
2 dakika i¢inde plazmada %10’undan daha azina rastlanmigtir. Uygulamadan sonraki 48 saat
icinde bobreklerden elimine olan kismi1 **C bagli CDP-kolin icin %2.5 iken, 5- *H bagli CDP-
kolin icin %6.5tir. Bu sonuglar CDP-kolin’in hizli bir sekilde difuze oldugunu ve dokular
tarafindan aktif olarak kullanildigini géstermektedir. Ayni ¢alismada uygulamadan sonraki
0.5., 1., 4. ve 48. saatte beyindeki radyoaktivite seviyelerine bakildiginda baslangigta *H bagh
sitidin nukleotidleri ile **C bagli betain, kolin, fosforilkolin artiklarina, daha sonra niikleik
asit, metionin ve fosfolipidlere rastlanmistir. 48 saatin sonunda radyoaktivitenin
fosfolipidlerde ve proteinlerde yogunlastigi gézlenmistir (176).

Oral yolla uygulanan CDP-kolin, emilim 6ncesi ya da emilim sirasinda par¢alanmak

suretiyle hizla aktif metabolitleri olan kolin ve sitidine doniisiir. CDP-kolin, buyik ve polar
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bir bilesik oldugu i¢in beyine gegisi olduk¢a zordur ve normal sartlarda verilen total dozun
yaklagik olarak %0.25’inin beyin dokusuna gecebildigi gosterilmistir (177-178).
Intraserebroventrikiiler yolla uygulanan CDP-kolin’in hipotalamus ve lateral serebral
ventrikiilde kolin diizeyini artirdig1 bilinmektedir (179).

CDP-kolin barsak ve karacigerde metabolize edilmektedir. Viicuda alindiginda hiicre
membranlarinda bulunan fosfodiesterazlar tarafindan 6nce sitidinmonofosfat ve fosfokoline
daha sonra kolin ve sitidine doniisiir. Absorbsiyonu takiben sitidin ve kolin sistemik dolagima

gecer, kan-beyin bariyerini gegerek beyne ulasir ve burada CDP-kolin sentezine katilirlar.
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Sekil-8: CDP-kolin’in metabolizmasi

14¢ ile isaretli CDP-kolin’in kullamldig: farmakokinetik ¢alismalar CDP-kolin’in iki fazli
bir eliminasyona sahip oldugunu gostermistir. Baslangigta gézlenen hizli plazma
konsantrasyonu artis1 4-10 saat i¢cinde diisiis gosterirken 24 saat sonra plazma
konsantrasyonunda ikinci bir artig s6z konusu olmaktadir. Eliminasyon yarilanma émrii CO»
ile atilimda 56 saat, Uriner sekresyon igin 71 saattir (175).

3.2.1. Kolin

Yapilan ¢alismalar CDP-kolin’in etkilerini biiyiik oranda metabolitleri araciligi ile
meydana getirdigini gostermistir. Kolin esansiyel bir gida bileseni olup beyin gelisimi ve
fonksiyonu agisindan kritik role sahiptir (180-182). Gidalarla alindiginda barsaklardan
kolaylikla emilir ve kan-beyin bariyerini gegebilir. Kolinin hiicre i¢i ve digina transportu
CDP-kolin yolag1 ve kolin metabolizmasi tarafindan regiile edilen 6nemli bir prosestir. Kolin
transporterlar: tarafindan ekstraseliiler alandan hiicre i¢ine alinan kolin mitokondriler

tarafindan pargalanarak betaine doniistiiriiliir. Kolini betaine doniistiiren enzim 6zellikle
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bobrek ve karacigerde eksprese edilmektedir. Bobreklerde olusan betain fizyolojik osmotik

basincin kontrolunde kullanilmaktadir.

Sekil-9: Kolinin molekiil yapisi

ACh prekiirsorii olan kolin, tardif diskinezi, Alzheimer hastaligi, Huntington hastaligi,
psikiyatrik bozukluklar, ataksi, Tourette sendromu gibi pek ¢cok hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir (183-186). Sistemik kolin konsantrasyonunun arttirilmasi ile artan kolinerjik
iletinin ¢esitli agr1 modellerinde analjezik etki gosterdigi de bilinmektedir (1, 159).

3.2.2. Sitidin ve Uridin

Disardan verilen CDP-kolin, siganlarda (187) sitidin ve koline doniisiirken; insanlarda
(188) iiridin ve koline dontisiir. (Sekil-10)
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Sekil-10: Sitidin ve iiridinin molekiil yapisi
Sitidin ve iiridin birer pirimidin niikleozidi olup baslica gorevleri pirimidin

niikleotidlerine doniiserek genetik bilgi transferi, niikleik asid olusumu, enerji metabolizmast,

lipid biyosentezi, metabolik reaksiyonlar ve sinyalizasyonda rol almaktir (189). Sitidin i.s.v
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yolla uygulandiginda kan-beyin bariyerini gecebilirken (190), dridinin sistemik dolasimdan
beyne gectigi 1970’1 yillarin basinda gosterilmistir (191).

CDP-kolin, serebral iskemi, embolik iskemik sok, serebral hipoksi, intraserebral hemoraji
gibi pek ¢cok deneysel modelde olumlu etkiler gdstermistir. Fakat sitidin ve iiridin yalniz
basina verildiginde benzer etkiler gériilmemistir. Bu durum CDP-kolin’in etkisinin koline
bagimli oldugunu diisiindiiriirken ayn1 zamanda, metabolitleri olan sitidin ve kolinden
yeniden sentez edilmesi ile olustugu goriisiine yogunlasilmaktadir. Diger yandan baslangigta
Kennedy yolag: ile fosfatidilkolin sentezinde prekiirsor olarak kabul edilmeyen ridinin, son
yillarda yapilan ¢alismalarda membran fosfolipidlerinin sentezinde sitidin gibi substrat olarak
gorev aldig1 gdsterilmistir (192-194). Uridin ve kolinin birlikte verildigi gerbillerle yapilan
calismada 4 haftanin sonunda beyindeki fosfolipid seviyesinde yiikselme meydana gelmistir.
Ulus ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada sitidin ve {iridinin striatumda bazal ACh
sentezini etkilemeden kolinin CDP-kolin’e ve fosfatidilkoline doniisiimiinii arttirdigi
gbzlenmistir (195). Bu durum sitidin ve iiridinin kolinerjik aktivasyonu artirdigi yonde
sonuclar ortaya koymaktadir. Bu bilgilerin 1g1ginda labratuvarimizca yapilan ¢alismada
sitidinin analjezik etkisi degerlendirilmistir. Fakat akut agrida analjezik etki gostermedigi
goriilmiistiir (196). Bununla beraber bir diger calismamizda CDP-kolin’e esmolar dozda
uygulanan kolin ve sitidin oxaliplatinin indiikledigi hiperaljeziyi azaltmistir (10).

3.3. CDP-kolin’in Etkileri ve Tedavide Kullanim

Fosfolipidler, hiicrelerin 6zellikle de hiicre membraninin canliligin1 devam ettirebilmesi
icin gereklidir. YUksek turn over oranina sahip bir proses olan fosfolipid sentezinin aksadigi
durumlarda cesitli patofizyolojik hasarlanmalar ortaya ¢ikar. Bu hasarlanmalar serebral 6dem,
travmatik beyin hasari, serebral hipoksi, serebral iskemi, biligsel bozukluk, vaskiiler
yetmezlik, Alzheimer tipi demans gibi durumlarin patofizyolojisinde rol oynar (176). Bu
hasarlar1 ortadan kaldirmak i¢in membran yapisina katilan fosfolipidlerin yeniden
yapilanmasini saglayan koruyucu ve onarici etkili ilaglarin gelistirilmesi hedeflenmektedir.
Fosfatidilkolin sentezi ile iligkili olan CDP-kolin bu yonde umut vadetmektedir. Ayni
zamanda kolinerjik sistem, kardiyovaskiiler sistem ve endokrin sistem ile de iliskili oldugu
bilinen CDP-kolin’in farmakolojik etkilerinden dolay1 kullanildig: alanlar asagida verilmistir.

Kafa yaralanmalari: CDP-kolin, beyin 6demi sirasinda elektroensefalografik iletiyi
aktive ederek biling diizeyini ve sagkalimi artirmaktadir. 1967°de Moriyama ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada CDP-kolin’in kafa travmasi gegiren 25 hastada travmanin

norolojik semptomlarini diizelttigi goriilmiistiir (176).
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Serebrovaskiiler hastalik: CDP-kolin ndron membranlarini stabilize edici ve
norotransmisyonu onarici etkisinden dolayi serebral iskemi ve hipoksinin giderilmesinde role
sahiptir. 1960’larda yapilan ¢alismalar CDP-kolin’in serebral iskemili hastalarda nérolojik
bulgulari azaltmada etkili oldugunu gostermistir (197-198). Yine cesitli serebral iskemi
modellerinde, disaridan CDP-kolin verildiginde, fosfatidilkolin sentezini arttirdigi, basta
arasidonik asit olmak iizere serbest yag asitlerinin salinimini 6nledigi gosterilmistir (199-
200).

Biligsel bozukluklar: Bunama durumunda beyinde enerji metabolizmast ile iliskili
enzimlerde genel bir diisiis ile lipid ve nlkleik asit metabolizmasini1 degistiren bazi
biyokimyasal degisiklikler gbzlenmektedir. Bazi nérotransmiter (ACh ve dopamin) ve
hormon (growth hormon ve prolaktin) dengelerindeki spesifik degisiklikler yaglanma, bunama
oncesi ve bunaklik prosesleri ile iligkilidir. CDP-kolin’in bunamanin karakteristik
semptomlarini azalttigi pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (201-206).

Norodejeneratif hastaliklar: Membran fosfolipidlerinden fosfatidilkolin sentezinde bir
ara Uriin olan CDP-kolin’in néron koruyucu etkisi nedeniyle Alzheimer ve multiinfarkt
demans gibi ndrodejeneratif hastaliklarda kullaniminin yararl olabilecegine dair ¢caligmalar
mevcuttur (207-212).

Diger durumlar: Parkinson hastaliginda en ¢ok kullanilan terapétik ajan levodopa
olmakla beraber, yan etkileri nedeniyle levodopanin dozunu azaltmak i¢in baska ajanlara
ihtiyag duyulmaktadir. Striatumda dopamin seviyesini artirdigi ve dopamin agonisti gibi
davrandigi bilinen CDP-kolin’in pek ¢cok deneysel Parkinson modelinde etkili oldugu
gozlenmistir (213).

Chinchilla ve arkadaglarinin 20 alkol bagimlis1 hasta tizerinde yaptig1 ¢aligmada iki aylik
tedavinin sonunda CDP-kolin alan hastalarda dikkat-konsantrasyon, yer ve zaman
oryantasyonlarinda gelismeler kaydedilmistir (214). Renshaw ve arkadaslarinin yaptig
calismada ise kokain bagimlis1 bir grup hastanin kokain isteme davraniglarinda 14 giinlik
CDP-kolin tedavisinin ardindan azalma meydana gelmistir (215-217). Bu bulgular
dogrultusunda CDP-kolin’in alkolizm ve ilag bagimliliginin tedavisinde yeni bir ajan olmasi
muhtemeldir.

Son olarak CDP-kolin’in ambliyopi (218-220), glokom (221-223) ve non-artritik iskemik
optik néropati (224) hastalarinda gérme fonksiyonunu diizelttigine dair klinik bulgular da

mevcuttur.
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3.3.1. CDP-kolin ve Agri

CDP-kolin’in 1970’lerde ila¢ haline getirilisinden sonra aldig1 jenerik isim
‘Citicoline’dir. Manaka ve arkadaglari Citicoline’i Parkinson hastaliginin tedavisinde
kullanmiglardir (225). Bundan birkag y1l sonra Horrocks ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismanin
neticesinde Citicoline’in noroprotektan bir ilag olabilecegi fikri ortaya atilmistir (226).
Norodejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢in, ilk kez 1981 yilinda CDP-etanolamin veya CDP-
kolin ve CDP-etanolamin kombinasyonu alan hastanin ardindan (227), Citicoline’in preklinik
ve klinik farmakolojik yonlerini arastiran yiizlerce ¢aligma yayinlanmaistir.

Citicoline’in agrinin tedavisinde kullanildigi klinik ¢alismalar heniiz mevcut degildir
fakat CDP-kolin gesitli deneysel agr1 modellerinde etkili bulunmustur. Ik kez Hamurtekin ve
Gurun’iin yapmis oldugu ¢alismada santral yolla uygulanan CDP-kolin motor bozukluga yol
acmaksizin akut agr1 modellerinde (termal penge ¢cekme testi, mekanik penge testi, asetik asit
kivranma testi) analjezik etkinlik géstermistir (7). Kamei ve arkadaslarinin diyabetik periferal
ndropatide CDP-kolin’in terapotik etkinligini arastirdigi calismada, streptozosin tedavisini
takiben 4 hafta boyunca tail-flick testinde termal uyarana verilen yanitin siiresinin kisaldigi ve
bu sirenin oral yolla uygulanan CDP-kolin tedavisi ile arttig1 gézlenmistir (228).

Hamurtekin ve Gurun’iin yaptigi ¢alismay1 takiben Bagdas ve arkadaslarinin yaptig
calismada ise CDP-kolin’in noropatik ve akut inflamatuvar agr1 modellerindeki etkinligi
kanitlanmistir (8). Yine Kanat ve arkadaslarinin yaptigi bir diger ¢alismada sicanlarda
oxaliplatinin indiikledigi ndropatik agr1 modelinde santral yoldan verilen CDP-kolin’in
hiperaljeziyi azalttig1 bulunmustur (10). Bu bilgiler 1s181nda akut, subakut ve kronik agrili
durumlarda CDP-kolin’in tedavide kullanim potansiyeli bulundugu diisiiniilebilir. Bu nedenle
CDP-kolin’in analjezik etki mekanizmasinda rol oynayan santral yapilar ve bunlarin etkiye

katkilarini aragtirmak dnem tagimaktadir.
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GEREC VE YONTEM

Calismada Sprague-Dawley tiiri, 3 aylik, yaklasik 300-350 gram canli agirlikta, erkek
siganlar (Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma Merkezi, Uludag Universitesi, Bursa)
kullanildi. Siganlar ¢alismadan bir hafta 6nce deney hayvanlart merkezinden alindi ve dort
tanesi bir kafese konularak bakildi. Sicanlar 12 saat aydinlik-12 saat karanlik dongiisii olan
151 kontrollii (22-24°C) odalarda tutulup, yem ve su alimlar1 serbest birakildi.

Uludag Universitesi Hayvan Bakimi ve Kullanimi Etik Komitesi, calismadaki tiim cerrahi
ve deneysel islemlere onay verdi. (Onay no: 08.10.2012-12/03 nolu karar)

1. Cerrahi ve Deneysel islemler

1.1. Kaniil Implantasyonu

Deney proseduriine gére hem i.s.v hem de intra-NRM yolla ila¢ uygulamasi yapabilmek
icin sicanlara sevofluran (%2-4,%100 O,) anestezisi altinda kaniil implantasyonu yapildi.
Intraserebroventrikiiler yolla ila¢ uygulamak i¢in sicanlarin sag serebral yan ventrikiliine (A -
1.0 mm; L 1.5 mm; V -4.2 mm), intra-NRM yolla ila¢ uygulamak icin NRM’a (A -10.5 mm,
L 0 mm, V -9.5 mm) ayn1 anda kilavuz kaniil yerlestirildi. Bu amagla anestezi altindaki
siganlar Once stereotaksik alete yerlestirildi. Hamurtekin ve Gurun tarafindan tarif edildigi
sekilde (7) cerrahi islem yapilacak bolgede ensizyon yapildi. Kanama kontrol altina alinip,
fasyalar uzaklastirilarak bregma gorinir hale getirildi. Sag serebral yan ventrikiil ve NRM
i¢cin bregma referans alinarak yukarida belirtilen koordinatlar dogrultusunda iki delik agildi.
Agilan deliklere 21-gauge’luk (21G) hipodermik paslanmaz ¢elik igneden hazirlanan el
yapimi kilavuz kaniil, alt ucu kafatas1 yiizeyinden itibaren serebroventrikiiler bosluk i¢in 4.2
mm; NRM i¢in 4.5 mm derinlige inecek sekilde dik olarak yerlestirildi. Kafatas: yiizeyinde
kalan tist kisim disci akriligi (Zinc polycarboxylate cement, Adhesor Carbofine, SpofaDental
A.S., Praha) ile kafatasina sabitlendi. Deney giiniine kadar tikanmamasi i¢in kaniiliin ucu
hazirlanan bir tipa ile kapatildi (Sekil-11). Cerrahi igslemin sonunda siganlar, her kafeste bir
sigan olacak sekilde deney giiniine kadar bakim odasinda tutuldu. Anestezinin etkilerinden

kaginmak i¢in kaniilasyonu takiben 1-2 giin sonra deney yapildi.

Sekil-11: Kanil implantasyonu
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1.2. Intra-NRM Kaniil ve Mikrodiyaliz Probu Yerlesiminin Histolojik Olarak
Dogrulanmasi

Calismamizda 6nce NRM’a (A -10.5 mm, L 0 mm, V -9.5 mm) yerlestirilen kaniillerin
yerlesimlerinin uygunlugu histolojik olarak degerlendirildi. Kaniil yerlesimlerinin uygunlugu
belirlendikten sonra (Sekil-12) ayn1 koordinatlar referans alinarak mikrodiyaliz problari
yerlestirildi ve her hayvanda prob lokalizasyonu degerlendirildi. Bu amagla mikrodiyalizi
takiben deney hayvanlar1 derin anestezi altinda dekapitasyon ile sakrifiye edildi. Kafatasi
kemikleri agilarak ¢ikartilan beyinler fosfat tamponlu %4’lik paraformaldehid (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Almanya) icerisinde +4°C’de 3 giin siire ile fiksasyona tabi tutuldu.
Fiksasyonu takiben beyinlerden vibratom ile 50 mikrometrelik koronal seri kesitler alindi.
Seri kesitlerin alindig1 beyin alanlari, Bregma -9.6 mm ile Bregma -11.88 mm koordinatlari
arasinda, rostra-kaudal dizlemde NRM’un tumini kapsayacak sekilde belirlendi. Alinan
kesitlerin timu lamlara yerlestirilerek kurutuldu. Kesitler %1’lik krezil viyole asetat (Acros
Organics, New Jersey, NY, CAS No: 10510-54-0) soliisyonunda 5 dakika siireyle boyandi.
Yuzde 50, %70 ve %96’lik etanol serilerinde dehidrate edilen kesitlere absolu etanolde
diferansiasyon 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 prob trasesi bulunarak
trasenin en ventral sonlanma noktasinin NRM’a erisimi degerlendirilerek prob yerlesimleri

belirlendi (Sekil-13).

Sekil-12: Nukleus rafe magnusa uygun kaniil yerlesimi
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Sekil-13: Nukleus rafe magnusa uygun prob yerlesimi; RMg: Nukleus rafe magnus

1.3. Akut Agr1 Modeli

Si¢anlarda analjezi bir akut agrt modeli olan mekanik pence ¢ekme testi ile
degerlendirildi. Mekanik penge gekme testi igin Randall-Selitto test cihaz1 (Ugo- Basile,
Comerio, VA, Italya) kullanildi.

Akut agri modelinde her iki arka pengeden de dl¢limler alinarak iki pengenin ortalama
degeri olarak verildi. On dakika ara ile ardisik olarak alinan ilk ii¢ 6l¢limiin ortalamasi
kontrol degerleri olarak kaydedildi. Daha sonra ilag enjeksiyonlari yapildi ve takiben 5, 10,
15, 30, 45, 60. dakikalarda él¢timler alindu.

2. Deney Plani

Birinci seri ¢calismada; gesitli antagonistler kullanilarak NRM’ta yer alan ve i.s.v yolla
uygulanan CDP-kolin’in akut agri modelindeki analjezik etkisine aracilik eden mekanizmalar
arastirildi. Bunun igin siganlara selektif olmayan muskarinik kolinerjik reseptor antagonisti
atropin stilfat (1 pg/0.5 ul), nonspesifik nikotinik kolinerjik reseptor antagonisti mekamilamin
(3 pg/10 pl), spesifik a7 nAChR antagonisti MLA (10 pg/0.5 ul), nonspesifik opioid reseptor
antagonisti nalokson (1 pg/0.5 ul), spesifik GABAg reseptor antagonisti CGP-35348 (3
ug/0.5 ul), nonspesifik serotonin reseptor antagonisti metiserjid (5 pg/0.5 ul) veya tuzlu su
(0.5 ul) intra-NRM yolla enjekte edildi. Bu uygulamadan 15 dakika sonra i.s.v yolla CDP-
kolin (1 pmol/10 pul) veya tuzlu su (10 pl) enjekte edilerek mekanik penge gekme esigi
degerlendirildi. Bu amagla, bu grupta da toplam 67 sigan kullanildi. Arastirmamizda

kullandigimiz CDP-kolin’in dozu daha 6nce laboratuvarimizda yapilan ¢alismalardan (7-8)
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secilmis olup antagonist maddelerin dozlar1 da basta agr1 olmak {izere benzer fonksiyonlarin
arastirildigr calismalara gore belirlenmistir (179,229-240).

Ikinci seri calismaday; i.s.v yolla uygulanan CDP-kolin’in NRM’taki kolin ve ACh
seviyelerine etkisi arastirildi. Bunun i¢in siganlara hem i.s.v kaniil hem de NRM’a
mikrodiyaliz probu yerlestirildi. Ertesi giin kanulden CDP-kolin veya tuzlu su enjeksiyonu
yapildi ve enjeksiyonu takiben 60 dk boyunca toplanan diyalizatlarda kolin ve ACh analizi
yapildi. Bu amagla bu grupta toplam 9 sican kullanildi.

3. CDP-Kolin’in Akut Agr1 Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada CDP-kolin’in akut agr1 iizerine etkisi mekanik penge ¢ekme testi
kullanilarak degerlendirildi. Bunun i¢in Randall-Sellitto test cihazi-analjezimetre (Ugo-
Basile, Comerio, VA, Italya) kullanild1 (Sekil-14).

Sekil-14: Randall Selitto test cihazi

3.1. Mekanik Penge Cekme Testi

Bu testte Randall ve Selitto tarafindan tarif edildigi sekilde (125) mekanik uyaran
kullanild1 ve si¢canlarda nosiseptif duyarlilik, arka pengelerine sabit hizda artan mekanik bas1
uygulamasina verdikleri penge ¢gekme yanitinin gram cinsinden kaydedilmesi ile
degerlendirildi. Deney giiniinden 6nce iki giin siireyle sicanlarin 6l¢iim cihazina ve el ile
tutulmaya adaptasyonlart saglandi. Bunun i¢in si¢anlar {istii agik, altliksiz bir kafeste dordii
bir arada olarak birakilip, 30 dakika boyunca ortama uyum saglamalari i¢in beklendi.
Ardindan sag ve sol arka penceleri cihazin konik uclu sikistiricisina sikistirilarak pedala
basilmak suretiyle pengeye sabit hizda (48 g/s) artan bir mekanik bas1 uygulandi. Siganin agr
duyup pengesini ¢ektigi agirlik cihaz iizerinde bulunan skala iizerinden okunarak gram
cinsinden kaydedildi ve “pence ¢ekme esigi” olarak kullanildi. Doku hasari olmamasi i¢in
cut-off degeri 600 g olarak sabit tutuldu. On dakika ara ile ardisik olarak alinan ii¢ 6l¢limiin
ortalamasi kontrol degeri olarak kaydedildi. Deney giinii si¢anlarin ortama adaptasyonlarini
saglamak amaciyla, yukarida bahsedilen sekilde sicanlar ayn1 kafese konulup, adaptasyonlari

saglandi. Ilac enjeksiyonlarini takiben dlgiimler 5, 10, 15, 30, 45 ve 60. dakikalarda alinda.
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4, Tlaclar ve Mikroenjeksiyon

Calismada kullanilan CDP-kolin ve nalokson hidroklorid dihidrat (Fluka Chemie GmbH,
Isvicre); atropin stilfat, mekamilamin hidroklorid, MLA, CGP-35348 ve metiserjid maleat
Sigma (Sigma Chem. Co., MO, ABD) firmasindan temin edildi. Deneylerde kullanilan ilaglar
tuzlu su (%0.9 NaCl) i¢inde hazirlandi. Enjeksiyonlar bolgeye daha dnce yerlestirilmis olan
kilavuz kaniil igine yerlestirilen enjeksiyon kaniilleri ile yapildi. Enjeksiyon kanuli i.s.v
bosluk i¢in kilavuz kaniiliin ucundan 0.3 mm; NRM ig¢in kilavuz kaniiliin ucundan 4 mm
¢ikacak sekilde hazirlandi. Nukleus rafe magnusa yerlestirilen enjeksiyon kanull 25G’luk
igneden ve onun ucundan 1 mm ¢ikan kapiller membran ile yapildi. Bu kanil 10 ul’lik
Hamilton mikroenjektoriine 3 pl hacimde ilag veya tuzlu su iceren PE-20 kateter icindeki
kapiller membran araciligi ile takildi. Daha sonra inflizyon pompasi yardimi ile 0.5 pl
hacmindeki ilag veya tuzlu su 1 dakika boyunca uygulandi. Enjeksiyon kanllu enjeksiyonu
takip eden 1 dakika boyunca yerinde birakilarak ilacin geri gelmesi 6nlenmis oldu.

5. intraserebroventrikiiler Yolla Uygulanan CDP-kolin’in NRM’taki ACh ve Kolin
Seviyeleri Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada CDP-kolin’in NRM’taki kolin ve ACh seviyeleri tizerine etkisi in vivo
mikrodiyaliz yontemi kullanilarak 6l¢iildii. Mikrodiyaliz yontemi, beynin ve diger bazi
organlarin ¢esitli bolgelerinde ektraselliiler ortamdaki endojen madde miktarlarini1 6lgmeye
olanak saglamaktadir. Sivi i¢indeki ¢ozlinmiis maddelerin yar1 gegirgen bir zar yardimai ile
cok yogun olduklar1 ortamdan az yogun olduklar1 ortama ge¢meleri kuralina dayanan bu
yontemde; beyinde bulunan ancak diyaliz sivisinda olmayan maddeler yar1 gecirgen
membrani difiizyon ile gecerek toplanan 6rneklere (diyalizat) gegcmektedir. Toplanan
orneklerde analiz edilmek istenen molekiller HPLC (High Performance Liquid
Chromatography; Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi) ve kapiller elektroforez gibi hassas
Olcum sistemleri kullanilarak analiz edilir. Santral veya periferik yolla ila¢ verildikten veya
diyaliz sivisina ilag eklendikten sonra, incelenen beyin bolgesindeki norotransmitter ve

metabolitlerdeki degisimler gozlenebilir (241) (Sekil-15).
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Membran

Sekil-15: (A) Diyaliz probunun sematik gosterimi. (B-C) Kapiller ve membran arasindan

stvinin gegisi ve diyalizatin toplanmasi.

5.1. In vivo Mikrodiyaliz

In vivo beyin mikrodiyalizi i¢in siganlarin NRM bélgelerine, béliimiimiizde gelistirilen
ve Kendi yaptigimiz problar yerlestirildi. Mikrodiyaliz problari PPD igne uglari (26 G),
kapiller boru (OD 165, ID 99, Polymicro), epoksi yapistirict ve plastik gubuklardan imal
edildi. Prob implantasyonu ile birlikte sag ventrikiile CDP-kolin enjeksiyonu yapmak igin
i.s.v kanll implant edildi (Sekil-16).

Sekil-16: Intraserebroventrikiiler kaniil ve intra-NRM mikrodiyaliz probu implantasyonu

In vivo mikrodiyaliz deneyleri anestezinin etkilerinden kaginmak icin cerrahi islemden 24
saat sonra yapildi. Deney giinii kafesinden alinan sicanlar deney yapilacak laboratuvara

getirilip ortama adaptasyon i¢in herhangi bir islem yapilmadan 1 saat bekletildi. Bir saatin
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sonunda sigcanin NRM bolgesine yerlestirilen diyaliz probuna giris kaniilii takilip hazirlanan
Modifiye Krebs soliisyonu (CSF; pH=7.4; 148 mM NacCl, 3.0 mM KClI, 1.4 mM CacCl,, 0.8
mM MgCl,, 1.3 mM NaH;PQOy,, 0.2 mM Na;HPQ,) ile 2 ul/dk hizinda diyaliz yapildi. Krebs
solusyonunun igine ACh’i dlgebilmek igin daha 0nceki ¢alismalarda rapor edildigi gibi (242)
asetilkolinesteraz inhibitorl olan fizostigmin (10 uM) ilave edildi. Onar dakika araliklarla
toplanan iki bazal 6rnegin ardindan mikrodiyaliz probu ile birlikte sag ventrikiile yerlestirilen
i.s.v kantil aracilig1 ile CDP-kolin enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyonu takiben 60 dk boyunca
10’ar dakikada bir 6rnek toplanmustir.

Diyalizatlarda ACh ve kolin analizi enzimatik kolon ve elektrokimyasal dedektor
donanimi olan HPLC (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA) cihazi ile yapilmistir. Mobil
faz 0.5 M NaH;PO4 (pH 8.5)" tir (Sekil-17).

Sekil-17: HPLC cihazi

6. Istatistiksel Degerlendirmeler

Calismada istatistiksel islemlerde SigmaPlot® (versiyon 11.0) bilgisayar programi
kullanildi. Istatistiksel degerlendirmeler iki yonliit ANOVA’y1 takiben Student-Newman-
Keuls test kullanilarak yapildi. Elde edilen veriler “ortalama + standart hata” seklinde verildi.
Anlamlilik P degeri ile gosterilerek, karsilastirilan gruplar arasindaki degerlerin istatistiksel
6lglsu olarak sunuldu. P’nin 0.05’ten kiigiik oldugu degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05 ifade etmektedir.
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BULGULAR

1. Intraserebroventrikiiler Yolla Uygulanan CDP-kolin’in Akut Agridaki Analjezik
Etkisinde NRM’a Uygulanan Kolinerjik Reseptor Antagonist On Tedavilerinin
Etkisi

NRM’un agr ile iliskili oldugunu gosteren ¢alismalardan yola ¢iktigimiz icin ilk olarak
calismamizda CDP-kolin (1umol/0.5 pl) intra-NRM yolla uygulandi. CDP-kolin
uygulamasini takiben birinci dakikadan itibaren si¢anlarda siddetli konvulsiyon gelistigi
gozlendi. Bu nedenle ¢alisma protokolii degistirilerek CDP-kolin’in i.s.v; antagonistlerin ise
intra-NRM yolla uygulanmasina karar verildi.

Akut agri modelinde i.s.v yolla uygulanan CDP-kolin’in bilinen analjezik etkisinde (7-8)
NRM’taki kolinerjik sistemin roliinii arastirmak igin CDP-kolin (1umol/10 ul) veya tuzlu su
(10 ul) enjeksiyonundan 15 dk énce intra-NRM yolla nonspesifik kolinerjik muskarinik
reseptOr antagonisti atropin siilfat (1 pg/0.5 pl; intraNRM), nonspesifik kolinerjik nikotinik
reseptor antagonisti mekamilamin (3 pg/0.5 ul; intraNRM), spesifik o7 nAChR antagonisti
MLA (5 pg/0.5 pl; intraNRM) veya tuzlu su (0.5 pl; intraNRM) 6n tedavileri uygulandi.
CDP-kolin enjenksiyonunu takiben 5, 10, 15, 30, 45 ve 60. dakikalarda mekanik pence ¢cekme
yanitlari ol¢iildii.

Mekanik pence ¢cekme testinde i.s.v yolla tuzlu su veya CDP-kolin uygulamasi dncesi
NRM’a atropin, mekamilamin, MLA veya tuzlu su uygulanan siganlarin kontrol pence gekme
yanit1 esik degerleri ortalamasi1 141.4+2 g (n=40) olarak 6l¢iildii. Intra-NRM tuzlu su 6n
tedavisini takiben i.s.v tuzlu su enjeksiyonu yapilan sicanlarin mekanik pence ¢ekme yaniti
esik degerleri 5. dakikada 137.6+3.3 g (n=4) olarak 6l¢ulirken; CDP-kolin enjeksiyonu
yapilan siganlarin penge ¢gekme yanit1 esik degerleri 5. dakikada 503.5+22 g (n=7) olarak
Olculdi. Buna gore iki yonlit ANOVA analizine gore, mekanik pence cekme testinde tuzlu su
0n tedavisini takiben uygulanan CDP-kolin tedavi [F(1,9)=53.724; P<0.001], zaman
[F(1,6)=37.390; P<0.001] ve tedavi-zaman iliskisi bakimindan [F(1,6)=37.334; P<0.001]
istatistiksel olarak anlamli analjezik etki meydana getirdi. S0z konusu etki enjeksiyonu
takiben 15 dakika devam etti, 30 dakika sonra geri dondii (Sekil-18).
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Sekil-18: Intra-NRM tuzlu su 6n tedavisini takiben i.s.v yolla uygulanan CDP-kolin’in akut agri modelinde,
mekanik penge ¢ekme testindeki analjezik etkisi
Mekanik pence ¢ekme testinde, kontrol penge gekme yanit1 esik degerleri alindiktan sonra intra-NRM tuzlu su
(0.5 wl) 6n tedavisini takiben CDP-kolin (1 umol/10 pl;isv) veya tuzlu su (10 pl; isv) uygulanarak 5, 10, 15, 20,
30, 40, 50 ve 60. dakikalarda penge ¢cekme yanit1 esik degerleri 6lgiildii. Degerler 7 siganin ortalama + standart
hatast olarak verildi. Istatistiksel degerlendirmeler iki yonlii ANOVA’y1 takiben Student-Newman-Keuls testi
ile yapildi. **p<0.01, ***p<0.001; tuzlu su grubuna gore anlaml farki gostermektedir.

Atropin, mekamilamin ve MLA 6n tedavileri sonras1t CDP-Kkolin enjeksiyonu yapilan

siganlarda ise penge ¢ekme yanit1 esik degerleri 5. dakikada sirasiyla; 501.0 + 44.6 (n=5); 184

+ 7.6 (n=7) ve 213 + 14.5 g (n=5) olarak Olculdi. Yapilan iki yonlii varyans analizinden elde

edilen sonuclara gére mekamilamin CDP-kolin’in analjezik etkisini neredeyse tamamen
Onlerken [F(1,12)=72.371; P<0.001], MLA 06n tedavisi bu etkiyi belirgin sekilde azaltti
[F(1,10)=22.273; P<0.001], (Sekil-20 ve 21). Bununla birlikte atropin 6n tedavisi CDP-
kolin’in analjezik etkisini degistirmedi [F(1,10)=0.685; P<0.427], (Sekil-19).

Atropin, mekamilamin ve MLA 0n tedavilerinin, tek baslarina mekanik penge ¢ekme

yanit1 esik degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadi (P> 0,05)

(Sekil-19, 20 ve 21).
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Sekil-19: Intraserebroventrikiiler yolla uygulanan CDP-kolin’in akut agri modelindeki analjezik etkisinde intra-NRM yolla uygulanan
atropin on tedavisinin etkisi

Mekanik pence ¢cekme testinde, kontrol penge ¢cekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra intra-NRM yolla atropin (1 pg/0.5 pl) veya tuzlu
su (0.5 pl) én tedavileri uygulandi. 15 dakika sonra CDP-kolin (1 pmol/10 pl) veya tuzlu su (10 pl) enjekte edildi. ikinci enjeksiyondan
sonra 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 ve 60. dakikalarda pence ¢cekme yaniti esik degerleri 6l¢iildi. Degerler 5 siganin ortalama =+ standart hatasi
olarak verildi. Istatistiksel degerlendirmeler iki yonlii ANOVA’y1 takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapildi.

600

500 4 —O— tuzlu su + tuzlu su
- —@— tuzlu su + CDP-kolin
g —/\— Mekamilamin + tuzlu su
5 —A— Mekamilamin + CDP-kolin
<~ 400 +
N
“un
11}
o 300 o
£
X
)
O
o 200 A
O
c
)
o

100

0 T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70

zaman (dakika)

Sekil-20: Intraserebroventrikiiler yolla uygulanan CDP-kolin’in akut agri modelindeki analjezik etkisinde intra-NRM yolla uygulanan
mekamilamin 6n tedavisinin etkisi

Mekanik penge ¢ekme testinde, kontrol penge ¢ekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra intra-NRM yolla mekamilamin (3 pg/0.5 ul) veya
tuzlu su (0.5 pl) 6n tedavileri uygulandi. 15 dakika sonra CDP-kolin (1 umol/10 pl; i.s.v) veya tuzlu su (10 pl; i.s.v) enjekte edildi. Ikinci
enjeksiyondan sonra 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 ve 60. dakikalarda pence ¢cekme yanit1 esik degerleri 6lgiildii. Degerler 7 siganin ortalama +
standart hatasi olarak verildi. Istatistiksel degerlendirmeler iki yonlii ANOVA’y1 takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapildi. **p<0.01,
***p<(0.001; kontrol grubuna gére anlamli farki gostermektedir.
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Sekil-21: intraserebroventrikiiler yolla uygulanan CDP-kolin’in akut agri modelindeki analjezik etkisinde intra-
NRM yolla uygulanan MLA 6n tedavisinin etkisi

Mekanik penge ¢ekme testinde, kontrol penge ¢ekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra intra-NRM yolla
MLA (10 ug/0.5 ul) veya tuzlu su (0.5 pl) 6n tedavileri uygulandi. 15 dakika sonra CDP-kolin (1 umol/10 pl;
i.5.v) veya tuzlu su (10 pl; i.s.v) enjekte edildi. ikinci enjeksiyondan sonra 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 ve 60.
dakikalarda penge ¢cekme yanmiti esik degerleri 6lgiildii. Degerler 5 sigamin ortalama + standart hatasi olarak
verildi. Istatistiksel degerlendirmeler iki yonlic ANOVA’y1 takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapildi.
***p<0.001; kontrol grubuna gore anlamli farki géstermektedir.

2. Intraserebroventrikiiler Yolla Uygulanan CDP-kolin’in Akut Agridaki Analjezik
Etkisinde NRM’a Uygulanan Nalokson On Tedavisinin EtKisi

Intraserebroventrikiiler yolla uygulanan CDP-kolin’in akut agr1 modelinde olusturdugu
analjezik etkide NRM’taki opioiderjik sistemin roliinii arastirmak amaciyla, CDP-kolin
(1umol/10 pl) veya tuzlu su (10 ul) enjeksiyonundan 15 dk 6nce intra-NRM yolla nonspesifik
opioid reseptor antagonisti nalokson (1 pg/ 0.5 pl) veya tuzlu su (0.5 pl) uygulandi. CDP-
kolin enjenksiyonunu takiben 5, 10, 15, 30, 45 ve 60. dakikalarda mekanik pence ¢cekme
yanitlar 6l¢iildii.

Mekanik pence cekme testinde i.s.v yolla tuzlu su veya CDP-kolin uygulamasi dncesi
NRM’a nalokson veya tuzlu su uygulanan siganlarin kontrol penge ¢gekme yaniti esik degerleri
ortalamasi 145.8 + 2.3 g (n=20) olarak olculdu. CDP-kolin enjeksiyonu 6ncesi nalokson 6n
tedavisi yapilan sicanlarin mekanik penge ¢ekme yaniti esit degerleri 5. dakikada 262.5+29.5
g (n=5) olarak Ol¢iiliirken; tuzlu su 6n tedavisi yapilan siganlarin penge ¢ekme yaniti esik
degerleri 5. dakikada 503.5+22 g (n=7) olarak 6l¢tldu. Buna gore nalokson 0n tedavisi

mekanik pence ¢cekme testinde CDP-kolin ile ortaya ¢ikan analjezik etkiyi istatistiksel olarak
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anlamli [F(1,10)=22.015; P<0.001] sekilde azaltirken tek basina mekanik penge ¢ekme yaniti
esik degerlerinde anlamli bir degisiklige neden olmadi (P> 0,05) (Sekil-22).
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Sekil-22: Intraserebroventrikiiler yolla uygulanan CDP-kolin’in akut agr1 modelindeki analjezik etkisinde intra-
NRM yolla uygulanan nalokson 6n tedavisinin etkisi

Mekanik pence cekme testinde, kontrol pence ¢ekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra intra-NRM yolla
nalokson (1 pg/0.5 ul) veya tuzlu su (0.5 pl) 6n tedavileri uygulandi. 15 dakika sonra CDP-Kkolin (1 pmol/10 pl;
i.s.v) veya tuzlu su (10 pl; i.s.v) enjekte edildi. Ikinci enjeksiyondan sonra 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 ve 60.
dakikalarda pence ¢ekme yamit1 esik degerleri 6l¢giildii. Degerler 5 siganin ortalama + standart hatasi olarak
verildi. Istatistiksel degerlendirmeler iki yonli ANOVA’y1 takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapildi.
***p<0.001; kontrol grubuna gére anlamli farki gostermektedir.

3. Intraserebroventrikiiler Yolla Uygulanan CDP-kolin’in Akut Agridaki Analjezik
Etkisinde NRM’a Uygulanan CGP-35348 On Tedavisinin EtkKisi

Akut agri modelinde i.s.v yolla uygulanan CDP-kolin’in olusturdugu analjezik etkide
NRM’taki gabaerjik sistemin roliinii aragtirmak amaciyla, CDP-kolin (1umol/10 ul) veya
tuzlu su (10 ul) enjeksiyonundan 15 dk dnce intra-NRM yolla GABAg reseptdr antagonisti
CGP-35348 (3 pg/0.5 ul) veya tuzlu su (0.5 pl) uygulandi. CDP-kolin enjeksiyonunu takiben
5,10, 15, 30, 45 ve 60. dakikalarda mekanik penge ¢ekme yanitlar1 Sl¢iildii.

Mekanik pence cekme testinde i.s.v yolla tuzlu su veya CDP-kolin uygulamasi dncesi
NRM’a CGP-35348 veya tuzlu uygulanan siganlarin kontrol penge cekme yaniti esik
degerleri ortalamasi 146 + 2.4 g (n=20) olarak o6lctldi. CGP-35348 6n tedavisini takiben
CDP-kolin enjeksiyonu yapilan siganlarin pence ¢ekme yaniti esik degerleri 5. dakikada
240£21.6 g (n=5) olarak 6l¢ulurken; tuzlu su 6n tedavisini takiben CDP-kolin enjeksiyonu

yapilan siganlarin penge ¢gekme yanit1 esik degerleri 5. dakikada 503.5+22 g (n=7) olarak
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Olculdi. Buna gore CGP-35348 6n tedavisi mekanik pence ¢cekme testinde, CDP-kolin ile
ortaya ¢ikan analjezik etkiyi istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide azaltirken [F(1,10)=29.441;
P<0.001] CGP-35348 6n tedavisi tek bagina mekanik penge ¢ekme yaniti esik degerlerinde bir
degisiklige neden olmadi (P> 0,05) (Sekil-23).
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Sekil-23: Intraserebroventrikiiler yolla uygulanan CDP-kolin’in akut agr1 modelindeki analjezik etkisinde intra-
NRM yolla uygulanan CGP-35348 6n tedavisinin etkisi

Mekanik penge g¢ekme testinde, kontrol penge ¢ekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra intra-NRM yolla
CDP-35348 (3 pg/0.5 pl) veya tuzlu su (0.5 pl) 6n tedavileri uygulandi. 15 dakika sonra CDP-Kolin (1 pmol/10
ul; i.s.v) veya tuzlu su (10 pl; i.s.v) enjekte edildi. ikinci enjeksiyondan sonra 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 ve 60.
dakikalarda pence ¢ekme yaniti esik degerleri 6l¢iildii. Degerler 5 siganin ortalama + standart hatasi olarak
verildi. Istatistiksel degerlendirmeler iki yonlii ANOVA’y1 takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapildi.
***n<0.001; kontrol grubuna gore anlamli farki géstermektedir.

4. intraserebroventrikiiler Yolla Uygulanan CDP-kolin’in Akut Agridaki Analjezik
Etkisinde NRM’a Uygulanan Metiserjid On Tedavisinin Etkisi

Intraserebroventrikiiler yolla uygulanan CDP-kolin’in akut agr1 modelinde olusturdugu
analjezik etkide NRM’taki serotonerjik sistemin roliinii arastirmak amaciyla, CDP-kolin
(1umol/10 pl) veya tuzlu su (10 ul) enjeksiyonundan 15 dk 6nce intra-NRM yolla nonspesifik
serotonerjik reseptor antagonisti metiserjid (5 pg/0.5 pl) veya tuzlu su (0.5 pl) uygulandi.
CDP-kolin enjeksiyonunu takiben 5, 10, 15, 30, 45 ve 60. dakikalarda mekanik pence ¢ekme
yanitlar 6l¢iildii.

Mekanik pence cekme testinde i.s.v yolla tuzlu su veya CDP-kolin uygulamasi dncesi

NRM’a metiserjid veya tuzlu uygulanan siganlarin kontrol penge ¢ekme yaniti esik degerleri
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ortalamasi 147.9 + 2.3 g (n=20) olarak 6lculdu. Metiserjid 6n tedavisini takiben CDP-kolin
enjeksiyonu yapilan siganlarin mekanik penge ¢ekme yaniti esit degerleri 5. Dakikada
189+10.4 g (n=5) olarak 6l¢ulirken; tuzlu su 6n tedavisini takiben CDP-kolin enjeksiyonu
yapilan siganlarin penge gekme yaniti esik degerleri 5. Dakikada 503.5+22 g (n=7) olarak
Olculdi. Buna gore metiserjid 6n tedavisi mekanik pence cekme testinde, CDP-kolin ile
ortaya ¢ikan analjezik etkiyi neredeyse tamemen engellerken [F(1,10)=30.962; P<0.001] tek
basina mekanik penge ¢ekme yaniti esik degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklige neden olmadi (P> 0,05) (Sekil-24).
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Sekil-24: Intraserebroventriliiler yolla uygulanan CDP-kolin’in akut agri modelindeki analjezik etkisinde intra-
NRM yolla uygulanan metiserjid 6n tedavisinin etkisi

Mekanik penge g¢ekme testinde, kontrol penge ¢ekme yaniti esik degerleri alindiktan sonra intra-NRM yolla
metiserjid (5 pg/0.5 ul) veya tuzlu su (0.5 pl) on tedavileri uygulandi. 15 dakika sonra CDP-kolin (1 pmol/10 pl;
i.5.v) veya tuzlu su (10 pl; i.s.v) enjekte edildi. Ikinci enjeksiyondan sonra 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 ve 60.
dakikalarda penge g¢ekme yanit1 esik degerleri 6l¢iildi. Degerler 5 siganin ortalama + standart hatasi olarak
verildi. Istatistiksel degerlendirmeler iki yonlii ANOVA’y1 takiben Student-Newman-Keuls testi ile yapild.
***p<0.001; kontrol grubuna gore anlamli farki gostermektedir.

5. Intraserebroventrikiiler Yolla Uygulanan CDP-kolin’in NRM’taki ACh ve Kolin
Konsantrasyonu Uzerine EtkKisi
Intraserebroventrikiiler yolla uygulanan CDP-kolin’in NRM’taki ACh ve kolin seviyeleri
lizerine etkisini arastirmak i¢in mikrodiyaliz ¢alismasi yapildi. Iki ardisik bazal mikrodiyaliz
orneginin toplanmasinin ardindan i.s.v yolla CDP-kolin veya tuzlu su enjeksiyonu yapildi.
Nukleus rafe magnustaki bazal ekstraseliler kolin diizeyi 1466.725 fmol/10 dk olarak

hesaplanirken diyalizatlarda asetilkolin tespit edilemedi. Nukleus rafe magnustaki
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ekstraseliler kolin duizeyi CDP-kolin (1umol/10 ul; i.s.v) enjeksiyonunu takiben 10 dakika
sonra artt1, 20 dakika sonra en yiiksek diizeyine (15367.8 fmol/10 dk) ulasti. Yapilan iki
yonlu varyans analizine gore i.s.v CDP-kolin’in NRM’taki ekstraseluler kolin seviyesini
tedavi [F(1,7)=5.609; P<0.05], zaman [F(1,7)=3.614; P<0.01] ve tedavi-zaman iliskisi
[F(1,7)=3.813; P<0.01] bakimindan anlamli olarak arttirdig1 goriildii. S6z konusu artig
enjeksiyondan 30 dakika sonra geri dondii (Sekil-25).
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Sekil-25: Intraserebroventrikiiler yolla uygulanan CDP-kolin’in NRM’taki kolin konsantrasyonuna etkisi

Onar dakika arayla ardisik olarak toplanan 2 diyalizat 6rneginin ardindan i.s.v yolla CDP-kolin veya tuzlu su
uygulandi. Uygulamayi takiben 60 dk boyunca 10 dakikada bir 6rnek toplandi. Degerler 5 siganin ortalama =+
standart hatas1 olarak verildi. Istatistiksel degerlendirmeler iki yonlic ANOVA’y1 takiben Student-Newman-
Keuls testi ile yapildi. *p<0.05, ***p<0.001; tuzlu su grubuna kiyasla anlamli farki géstermektedir.
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TARTISMA ve SONUC

Calismamizda akut agri modelinde CDP-kolin’in (i.s.v) neden oldugu analjezik etki
NRM’a uygulanan mekamilamin, MLA, nalokson, CGP-35348 ve metiserjid 6n tedavileri ile
azalirken (Sekil-20-24), atropin 6n tedavisi CDP-kolin’in s6z konusu analjezik etkisini
degistirmemistir (Sekil-19). Buna ek olarak yapilan mikrodiyaliz ¢aligmasinda i.s.v yolla
uygulanan CDP-kolin NRM’ta kolin diizeylerini arttirmistir (Sekil-25).

Calismamizda ilk olarak CDP-kolin (1 pumol/10 pul) i.s.v yolla uygulanmis ve mekanik
penge ¢ekme testi ile analjezik etki degerlendirilmistir. Kullanilan CDP-kolin dozu, akut agr1
modelinde kullanilan CDP- kolin dozlar1 géz oniine alinarak segilmistir. Elde edilen
sonuclara gore akut agr1 modelinde intra-NRM tuzlu su 6n tedavisinin ardindan i.s.v yolla
uygulanan CDP-kolin’in analjezik etkisi ve etkinin zaman profili daha 6nceki bulgularimizla
uyumlu bulunmustur (7-9).

L-Ek, M-EK, B-Ep ve DynA gibi opiat peptidlerin (243) yani sira 5- HT, ACh,
noradrenalin (NA) ve adrenalin gibi nérotransmitterlerin (104,117,244) NRM’un analjezik
etkisine aracilik ettigi bilinmektedir. Yang ve arkadaslart NRM’a enjekte edilen nonspesifik
opioid reseptdr antagonisti nalokson, 5-HT reseptor antagonisti siproheptadin, nonspesifik
muskarinik reseptor antagonisti atropin, o reseptor antagonisti fentolamin ve 3 reseptor
antagonisti propranololin NRM’a uygulanan AVP’in indiikledigi analjeziyi azalttigini
gostermistir (89). Biz de ¢aligmamizda 6ncelikle NRM’ta bulunan kolinerjik reseptorlerin
I.s.v. yolla uygulanan CDP-kolin’in analjezik etkisindeki rolinu incelemeyi hedefledik. Bu
amagla ilk olarak nonspesifik nikotinik reseptdr antagonisti mekamilamin ve nonspesifik
muskarinik reseptér antagonisti atropin CDP kolin (1umol/10 ul) injeksiyonundan 15 dakika
once inta-NRM yolla uygulandi. Atropin CDP-kolin’in analjezik etkisinde herhangi bir
degismeye yol agmazken (Sekil-19); mekamilamin 0n tedavisi s6z konusu etkiyi belirgin
derecede azaltmistir (Sekil-20). Kullanilan antagonist dozlar1 daha 6nceki ¢alismalardan
se¢ilmistir. Buna gore kullanilan atropin dozu muskarinik reseptorleri bloke etmesi i¢in
yeterli bir dozdur (179,229-230). Bununla birlikte intra-NRM yolla uygulanan atropin CDP-
kolin (i.s.v)’in analjezik etkisini degistirmemistir. Elde ettigimiz bu bulgulara gére CDP-
kolin’in akut agrt modelindeki analjezik etkisine NRM’ta bulunan nAChR’leri aracilik
etmektedir. Bu sonuglarimiz NRM’ta bulunan kolinerjik sistemin agr1 modiilasyonunda rol
oynadigimi gosteren ¢alismalar ile uyumlu bulunmustur. Brodie ve Proudfit NRM’a karbakol
enjeksiyonunun analjezi meydana getirdigini gostermistir (17). Iwamoto sicanda termal agr1

modeli kullanarak yaptig1 ¢alismada NRM’a direkt olarak yapilan nikotin uygulamasinin
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analjeziye neden oldugunu ortaya koymustur (18). Yeni bir nikotinik reseptor agonisti olan
ve agr1 ¢alismalarinda hedef molekiil olarak siklikla kullanilan ABT-594’Un akut termal agr1
modelinde NRM’taki nAChR’lerini aktive ederek analjezik etki meydana getirdigi
gosterilmistir (19). Buna ek olarak Abe ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada da morfinin
neden oldugu analjezik etkide NRM’taki kolinerjik néronlarin araciligi gosterilirken (20) bir
baska ¢alismada interiktal ve postiktal analjezide NRM’ta bulunan hem nikotinik hem de
muskarinik reseptorlerin anahtar rol oynadig1 goriilmiistiir (229). Bizim ¢aligmamizda
NRM’ta bulunan nAChR’leri CDP-kolin’in analjezik etkisine aracilik ederken muskarinik
reseptorlerin bu etkide bir rolii olmadigi goriilmektedir.

Nikotinik reseptorler araciligiyla saglanan analjezide santral sistemde yaygin olarak
bulunan nikotinik a4B2 ve nikotinik a7 reseptdr alttiplerinin major role sahip oldugu
bilinmektedir (2,18-19,26). CDP-kolin’in hidroliz iirinii kolin a7 nAChR alt tipine agonistik
etki gostermekte ve spesifik a7 NAChR antagonistlerinden MLA ve a-bungaratoksin (o.-
BTX) kolinin analjezik etkisini engellemektedir (6). Daha dnceki ¢aligmalarimizda CDP-
kolin’in analjezik etkisinin MLA; antihiperaljezik etkisinin a-BTX tarafindan inhibe
edildigini, dolayistyla CDP-kolin’in olusturdugu analjezide o7 nAChR alttipinin araciligi
oldugu gosterilmistir (9-10). Bu ¢alismamizda da i.s.v. yolla uygulanan CDP-kolin’in
analjezik etkisinde NRM’ta bulunan a.7 nAChR’lerinin rolinu belirlemek amaciyla NRM’a
MLA 0n tedavisi uygulanmis ve elde ettigimiz bulgulara gére MLA 6n tedavisi CDP-kolin’in
analjezik etkisini azaltmistir (Sekil-21). Bununla birlikte MLA 0n tedavisi ile elde edilen
analjezik etki azalmasinin mekamilamin 6n tedavisi sonuglar1 ile karsilastirildiginda daha az
oranda oldugu goriilmiistiir. Nukleus rafe magnus bélgesinde sadece a7 nAChR alttipinin
degil ayn1 zamanda 0432 nAChR alttipinin de bulunmasinin bu sonugta rol oynayabilecegi
distintilmistiir. Nitekim Bitner ve arkadaslar1 yaptiklari ¢calismada NRM’taki serotonerjik
noronlarin nAChR alttipi olan o4 reseptorlerini igerdigini immiinohistokimyasal analizler ile
goOstermistir (19). Ayni zamanda NRM’taki a42 nAChR’lerinin nikotinin supraspinal
analjezik etkilerine aracilik ettigi de kanitlanmustir (2,18-19,245-247).

Enkefalin, endorfin ve dinorfinden olusan endojen opiat peptid ailesinin analjezi ile
iligkili oldugu bilinmektedir (248). Ayrica RVM’da yer alan NRM’tan inen inhibitor
projeksiyonlar opioidlerin neden oldugu analjezi ile iligkilidir (60,80-81). Buna ek olarak
NRM’un hasarlanmasi sonucu sistemik veya intra-NRM ve intra-PAG yolla uygulanan
opioidlerin analjezik etkisinin azaldig: bilinmektedir (53). Dickenson ve arkadaslarinin

yaptig1 ¢alismada morfinin NRM’a mikroenjeksiyonu analjezi olusturmus ve sistemik ve
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intra-NRM yolla nonspesifik opioid reseptor antagonisti nalokson uygulamasi sdz konusu
analjeziyi azaltmistir (83). Vazquez ve arkadaslari iv yolla uygulanan dipironun indiikledigi
analjezide NRM’taki endojen opioidlerin etkili oldugunu (249), Yang ve arkadaslar1 da
NRM’a opioid reseptdr antagonisti uygulamasinin intra-NRM AVP uygulamasinin neden
oldugu analjeziyi azalttifin1 gozlemlemistir (89). Bu delillerden yola ¢ikarak, akut agrida
santral yolla uygulanan CDP-kolin’in analjezik etkisine NRM’taki endojen opioiderjik
sistemin aracilik edebilecegini diisiindiik ve CDP-kolin uygulamasindan dnce nonspesifik
opioiderjik reseptdr antagonisti olan nalokson 6n tedavisi uyguladik. Intra-NRM yolla
uygulanan nalokson mekanik pence ¢cekme testinde CDP-kolin’in analjezik etkisini belirgin
bir sekilde azaltt1 (Sekil-22). Bu bulgu laboratuvarimizda yapilan, CDP-kolin’in analjezik ve
antihiperaljezik etkisinde opioid reseptdrlerinin araciligi oldugunu gdsteren diger calismalari
da desteklemektedir (240,250). Bilindigi gibi opioiderjik sistem ve endojen opioidler, agrinin
inhibisyonundan sorumlu primer néronlarin aktivasyonunu artirarak NRM’tan inen inhibe
edici yolaklar1 aktive etmektedir. Sonug olarak CDP-kolin’in neden oldugu analjezik etkinin
nalokson 6n tedavisi ile azalmasi bize NRM’tan spinal korda uzanan inhibe edici yolaklarin
aktivasyonunun CDP-kolin’in meydana getirdigi analjezik etkide aracilig1 olabilecegini
diistindiirmektedir.

Calismamizin bir sonraki asamasinda NRM’ta bulunan gabaerjik sistemin CDP-kolin’in
analjezik etkisindeki roliinii aragtirdik. Santral sinir sisteminin ana inhibitor nérotransmiteri
olan GABA ve gabaerjik sistemin agriy1 diizenlemesi ile ilgili ¢eliskili bulgular mevcuttur.
Agrinin inhibisyonundan sorumlu olan NRM’un primer néronlarinin GABA-aracili sinaptik
aktivasyon ile inhibe oldugu, NRM’un sekonder néronlarinin ise gabaerjik interndronlar
oldugu ve agriy1 fasilite ettikleri belirtilmistir (84). Ayni zamanda rafe ¢ekirdeklerindeki
serotonerjik ndronlarin gabaerjik inhibitdr sistemin etkisi altinda oldugu bilinmektedir (32).
Diger yandan santral sinir sisteminin bazi1 bolgelerinde gabaerjik ndronlarin kolinerjik
nikotinik reseptorler ihtiva ettigi (251-253) bilinmektedir ve bu néronlarin ACh ve kolin gibi
kolinerjik agonistlerin analjezik etkilerine aracilik ettikleri diisiiniilmektedir (254). Nitekim
daha 6nce laboratuvarimizda yapilan ¢aligmalarda CDP-kolin’in analjezik ve antihiperaljezik
etkinligi GABAg reseptor antagonisti CGP-35348 tarafindan ortadan kaldirilmigtir (240,250).
Eldeki verilerden yola ¢ikarak uyguladigimiz CGP-35348 (intra-NRM) 6n tedavisi CDP-
kolin’in analjezik etkisini inhibe etmistir (Sekil-23). Elde ettigimiz bu sonu¢ NRM iginde
yerlesik olan GABAerjik sistemin merkezi yolla uygulanan CDP-kolin’in analjezik etkisinde

rolii bulundugunu diisiindiirmektedir.
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Antagonist ¢alismalarimizin son basamaginda akut agrit modelinde merkezi yolla
uygulanan CDP-kolin’in analjezik etkisinde NRM’taki mevcut serotonerjik sistemin
araciligimi arastirdik. Bilindigi gibi serotonin periferik ve santral sinir sisteminde agri
kontrolunde 6nemli rolu olan bir norotransmitterdir (255) ve yapilan deneysel agri
calismalarinda hem akut hem de kronik agr1 modellerindeki etkileri oldukga genis sekilde
arastirnllmistir (256-258). Buna ek olarak anotomik, elektrofizyolojik ve farmakolojik
calismalar gostermistir ki serotonin, agri modiilasyonunun en 6énemli yolaklarindan birisi
olan PAG-RVM-spinal kord yolagin1 hem inhibe hem de fasilite edebilmektedir (255,259-
260). Rostral ventromedial medulladaki serotonerjik hiicrelerin agriy1 ¢ogaltan ‘on’ veya
agriy1 inhibe eden ‘off” hiicre grubundan olmadigi (95) iddia edilse de bazi ‘on’ hiicrelerin
norotransmiter olarak serotonini kullandigi bilinmektedir (261-264). Son yillarda yapilan
calismalar agrinin inhibisyonunda RVM’da yer alan ve NRM’tan inen serotonerjik yolaklarin
rolii iizerinde yogunlasmis ve spinal korda ulasan serotonerjik iletilerin ana kaynaginin
RVM’da yer alan NRM oldugu ortaya konmustur (265-268). Periakuaduktal gri madde ve
NRM’un elektriksel yolla uyarilmasi ile olusan analjezik etki NRM’tan inen serotonerjik
yolaklarin analjezi ile ilgisi oldugunu kanitlayan 6nemli bir bulgudur (269-274). Diger bir
calismada da 5-HT antagonistlerinin intratekal yolla uygulanmasinin NRM’un
stimulasyonunun neden oldugu analjeziyi azalttig1 bildirilmistir (101). Viisanen ve
Pertovaara’nin yaptig1 ¢alismada ise noropatik siganlarda primer korteksin stimulasyonu ile
indiklenen analjeziye RVM’dan spinal korda uzanan serotonerjik liflerin spinal 5-HT14
reseptor araciligiyla katkida bulunduklari gosterilmistir (275). Bu bulgularin 1s18inda biz de
calismamizda nonspesifik serotonerjik reseptor antagonisti metiserjid 6n tedavisi uyguladik.
intra-NRM yolla uygulanan metiserjid merkezi yolla uygulanan CDP-kolin’in analjezik
etkisini neredeyse tama yakin sekilde onlemistir (Sekil-24). Laboratuvarimizda daha 6nce
Hamurtekin ve Gurun tarafindan yapilan ¢alismada akut agri modelinde i.s.v. yolla
uygulanan metiserjid, i.s.v yolla uygulanan CDP-kolin’in analjezik etkisini degistirmemistir
(250). Bununla birlikte laboratuvarimizda yapilan bir diger ¢alismada ise kronik siyatik sinir
ligasyonu uygulanarak olusturulmus olan néropatik agrt modelinde amigdalaya uygulanan
metiserjid amigdala i¢ine uygulanan CDP-kolin’in antihiperaljezik etkisini ortadan
kaldirmistir (240). Bizim bu ¢alismamizdan elde ettigimiz sonuglar CDP-kolin’in analjezik
etkisinde NRM’ta bulunan serotonerjik sistemin 6nemli rolii oldugunu gostermektedir.

Yukarida verilen sonuglara dayanarak son olarak ¢aligmamizda i.s.v. yolla uygulanan
CDP-kolin’in NRM’taki kolin ve ACh seviyeleri {izerine etkisi arastirildi. Bu amagla NRM
icine mikrodiyaliz probu yerlestirildi. Elde ettigimiz sonuglara gére CDP-kolin (1umol/10 pl;
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I.5.v) enjeksiyonunu takiben NRM’taki ekstraselliler kolin diizeyleri artis gosterirken ACh ise
Ol¢iilememistir (Sekil-25). Diyalizatlarda ACh 6lciilememesinin teknik nedenlerden dolay1
oldugunu diisiinmekteyiz. Laboratuvarimizda daha dnce Savci ve arkadaslari tarafindan
yapilan mikrodiyaliz ¢aligmasinda i.s.v. yolla uygulanan CDP-kolin’in hipotalamus ve lateral
serebral ventrikilde kolin diizeyini artirdigi gosterilmistir (179). Ayni arastirmacilarin
yaptiklar1 bir 6n ¢alismada ise i.s.v yolla CDP-kolin uygulamasini takiben lateral serebral
ventrikil ve corpus striatumda ACh seviyesinde artis oldugu gozlenmistir. Calismamizda
CDP-kolin (i.s.v)’in NRM’ta kolin dlzeylerini artirtyor olmasi su ana kadar elde ettigimiz
bulgularla uyumludur. Buna gore ventrikil i¢ine verilen CDP-kolin siratle hidroliz olmakta
ve NRM’ta artan kolin bu bolgedeki kolinerjik nérotransmisyonu arttirmaktadir.

Sonug olarak NRM’un ve burada bulunan kolinerjik, opioiderjik, GABAerjik ve
serotonerjik sistemin i.s.v yolla uygulanan CDP-kolin’in analjezik etkisinde 6nemli rolleri
bulunmaktadir. CDP- kolin uygulamasini takiben NRM bélgesinde artan kolinin dncelikle a7
nAChR olmak tizere diger nAChR’ler araciligi ile opioiderjik, GABAerjik ve serotonerjik
sistemi aktive ettigi diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada elde ettigimiz veriler, NRM’un santral
yoldan verilen CDP-kolin’in, analjezik etkilerine aracilik ettigini ilk kez ortaya koymasi
bakimindan 6nemlidir. Bulgularimiz NRM’un ve nAChR’lerinin analjezik ila¢ gelistirmede
onemli birer hedef olduklar1 diisiincesini pekistirmektedir ve CDP-kolin ile elde ettigimiz
veriler agrinin farmakolojik tedavisi konusunda yapilacak daha sonraki arastirmalara 151k

tutacaktir.
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