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I. GIRIS

Kronik basagrisi, toplumun biiyilik bir kismini etkileyen ve erigkinlerde agriya eslik
eden bulgular nedeniyle yasam kalitesini azaltan, is giiclinde azalmaya ve ekonomik
kayiplara neden olan onemli hastaliklardan biridir. Migren, kronik basagrilar1 arasinda
paroksismal nitelikte, genetik yatkinlig1 olan kisilerde daha sik goriilen noérovaskiiler bir
hastaliktir. Toplumun yaklagik % 15-20’sini etkilemektedir. Migren olgular 6zellikle aurasiz

migren kroniklesebilmekte ve giinliik bas agrilarina dontisebilmektedirler (47).

Migrenin etyopatogenezi yapilan pek ¢ok calismaya ragmen tam olarak
aydmlatilamamistir. Beyinde agriya duyarli yapilardan kaynaklanan inflamasyon, gerilme,
vaskiiler dilatasyon, kas kasilmalar1 ve beyin sapindaki degisiklikler migren basagrisininin
olusumunda rol oynamaktadir. Trigeminovaskiiler sistemin aktivasyonu migren basagrisinin
esasint tegkil eder. Trigeminal sinir, oftalmik dali aracilig1 ile pia, araknoid ve duramaterdeki
damarlari, intrakranial damarlarin proksimalini innerve etmektedir. Trigeminal sinirin
periferik aksonlarinin aktivasyonu, trigeminal ganglion ve santral uzantilar1 araciligi ile agri
duyusunu beyin sapindaki trigeminal niikleus kaudalis’e (TNC) iletir. Periferik trigeminal
liflerin aktivasyonu bir yandan da antidromik olarak icerdigi kalsitonin gen iligkili peptid
(CGRP), substance P, Norokinin A gibi noropeptidlerin perivaskiiler alana salinmasi ile
vazodilatasyona, kan akimi artis1 ve protein ekstravazasyonuna yol acarak norojenik
inflamasyona neden olmaktadir (49). Bu vazodilatasyon ve 6dem, perivaskiiler trigeminal

aksonlarin daha fazla uyarilmasina ve buna bagli olarak da daha fazla agriya yol agar (24).



Kroniklesmenin baslamasiyla basagrisinin ozellikleri de degismeye baglar. Bas
agrilar1 siklastikca siddetinin yaninda, eslik eden fotofobi, fonofobi, bulanti, kusma gibi
belirtilerin de siddeti ve siklig1 azalmaktadir. Trigeminal sinirin siklikla oftalmik dalinda
allodininin saptanmasi kroniklesme sirasinda agrinin noropatik karakter alabilecegini de

gostermektedir (56).

Trigeminovaskiiler sistem aktivasyonunun basagrisindaki rolii bilinmesine ragmen
kronik basagrisinda trigeminovaskiiler sistem aktivasyonunu ile ilgili literatiirdeki deneysel
model sayist simirhidir (46). Bu calismada sicanlarda farkli bir kronik basagrisi modeli
olusturmay1 amagladik. Trigeminal sinirin oftalmik dali olan nazosilier sinir ligasyonu
uygulanarak olusturulan kronik basagris1 modelinde, deneklerin davranmis degisiklikleri von
Frey filamentleri, firga ve termal cevap olarak degerlendirilirken; doku kesitlerinde de TNC

c-fos ekspresyonu incelendi.



II. GENEL BIiLGILER

IL.1. BASAGRISI VE TRIGEMINOVASKULER SiSTEM iLiSKiSi

Basagrilar1 toplumda en sik goriilen agri sendromlar1 arasinda yer almaktadir.
Basagrisi ve eslik eden bulgular, yasam kalitesini azaltmakta, erigkinlerde ciddi diizeyde is

gliciinde azalmaya ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Basagrisi, intrakranial ve ekstrakranial agriya duyarh yapilarin ¢esitli nedenlerle

uyarilmalar1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir (43).

Bas bolgesindeki agriya duyarli yapilar:

1)  Ekstrakranial yapilar: Sacli deri, deri altt yag dokusu ve arterleri, bas ve
boyunda bulunan kaslar, periost, gdz, kulak, burun, sintisler, disler, 5, 9, 10.
kafa ¢iftleri ve ilk ii¢ servikal spinal sinirin ekstrakranial kisimlar1

2) Intrakranial yapilar: Intrakranial arterlerin proksimal kisimlart  (Willis
poligonu c¢evresi), meningeal arterler, vendz siniisler, biiyiik venler, kaide
durasi, tentorium serebelli, falks serebri, 5, 9, 10. kafa ¢iftleri ve ilk g

servikal sinirin spinal kisimlaridir.

Buradan anlasilacagi gibi dura ve pianin biiyiik boliimii, kemik yapi, ependim ve

koroid pleksuslar agriya duyarl degildirler.



Trigeminovaskiiler sistem aktivasyonunun basagrisindaki rolii bilinmektedir.
Trigeminal sinir, oftalmik dali araciligi ile pia, araknoid ve duramaterdeki damarlari,
intrakranial damarlarin proksimalini innerve etmektedir. Meninksler ve biiylik damarlar,
trigeminal aksonlarin ve nosiseptorlerin perivaskiiler lokalizasyonu nedeniyle agriya
duyarhdirlar. Kiiclik capli trigeminal aksonlarin bir kismi dallara ayrilarak hem orta

serebral arteri hem de dural damarlar1 innerve etmektedir.

Trigeminal sinirin periferik aksonlarinin aktivasyonu, trigeminal ganglion ve santral
uzantilar1 araciligl ile agr1 duyusunu beyin sapindaki 2. ndronlarmi olusturan C2’den
bulbusa uzanan TNC’e iletir. Periferik trigeminal liflerin aktivasyonu bir yandan da
antidromik olarak icerdigi CGRP, substance P, Norokinin A gibi ndropeptidlerin
perivaskiiler alana salinmasi ile vazodilatasyona, kan akimi artis1 ve protein
ekstravazasyonuna yol acarak norojenik inflamasyona neden olmaktadir (49). Bu
vazodilatasyon ve Odem, perivaskiiler trigeminal aksonlarin daha fazla uyarilmasina ve
daha fazla agriya yol agar (24). Agr1 duyusu TNC’den c¢ikarak beyin sapinda orta hatta
caprazlasip trigeminal lemniskusu olusturarak, talamusun VPM niikleusunda sonlanir ve
primer somatosensdriel korteks ve singulat kortekse ulasir. Agriya eslik eden affektif ve
emosyonel semptomlardan parabrakial niikleus, talamusun intralaminer niikleusu, amigdala

ve insliler korteksi i¢ine alan farkli bir yolagin aktivasyonu sorumludur.

Agrinin TNC’den rostral beyin bolgelerine iletilmesi sirasinda beyin sapindaki
superior salivator niikleus uyarilmakta, pterigopalatin ve otik ganglion araciligi ile NO ve
VIP salinimi, parasempatik aktivasyon ve vazodilatasyon gelismektedir (2, 5, 6). Ust

servikal koklerden gelen duyu lifleri TNC’deki duyu lifleri ile interferans yapmakta ve



islevsel konverjans nedeniyle nosiseptif uyarilar boyuna veya yiiz ve kafadaki trigeminal
reseptif alana yansiyabilmektedirler. Kiime basagrisi ve paroksismal hemikrania gibi
trigemino-otonomik basagrilarinda yogun bi¢imde ifade edilen refleks parasempatik

aktivasyonun, migrende de aktive olduguna dair deneysel ve klinik bilgiler bulunmaktadir.

Trigeminovaskiiler nosiseptif uyarilarin modiilasyonunda locus seruleus ve dorsal
raphe c¢ekirdekleri gibi beyin sap1 ¢ekirdekleri, hipotalamus ve korteksi de igeren cesitli
beyin yapilari rol oynamaktadir. Bu c¢ekirdekler beyin kan akimini ve kortikal ndronal
uyarilabilirligi etkileyebilmektedir. Migren ataklar1 sirasinda PET ve fMRI ile yapilan

goriintiilemelerde beyin sap1 aktivasyonunun belirgin oldugu gosterilmistir (63).

Migren, paroksismal nitelikte, genetik yatkinligi olan kisilerde daha sik goriilen
norovaskiiler bir hastaliktir. Migren, toplumun yaklasik % 15-20’sini etkilemektedir (47).
Tiirkiye’deki prevalansi kadinlarda %22, erkeklerde ise %11 olarak saptanmistir. Migren
tanisi, basagrisi Ozellikleri ve beraberinde bulunan diger belirtilerin retrospektif
degerlendirilmesi ile konulur. Fiziksel muayene ve laboratuvar incelemeleri genellikle

normaldir.

Migren, genetik yatkinligi olan kisilerde endojen ve/veya ekzojen faktorlerle
tetiklenen norovaskiiler olaylar zinciri sonucu ortaya ¢ikmaktadir (60, 66). Bu olaylar zinciri
sirasinda trigeminovaskiiler sistemin aktivasyonu migren basagrisinin esasini teskil eder.
Son yillarda elde edilen bilgiler 15181nda, migren patofizyolojisinde vaskiiler teoriden
uzaklasilmig integre norovaskiiler teori benimsenmistir. Vaskiiler teori, kranial damarlardaki

vazospazm ve vazodilatasyon ile migren semptomlarinin ortaya ¢iktigini one siirerken;



norovaskiiler teori migren basagrisinda ndronal aktivasyona ikincil olarak vaskiiler
degisikliklerin goriildiigiinii 6ne stirmektedir (45). Noronal olaylar sonucunda agriya duyarli
yapilardaki kan damarlar dilate olmakta, bu da daha fazla trigeminal sinir aktivasyonu,
CGRP, SP gibi ndropeptid salinimi ve agriya yol agmaktadir. Bu tiir bir yaklasim, yeni
tedavi segeneklerini, trigeminal sinirden néropeptid salinimini 6nleyecek yeni anti-migren
ilaclarinin gelistirilmesini saglamistir. Uzun siire periferik trigeminal aktivasyonun bir
gostergesi olarak kabul edilen ataklar sirasinda yiiksek CGRP diizeyi, daha hassas
yontemlerle yapilan yeni ¢alismalarda teyit edilememistir. Periferik kanda CGRP artiginin

gosterilememesi, lokal trigeminovaskiiler aktivasyon olasiligini diistindiirmektedir.

Migren ataklar sirasinda PET ve fMRI calismalariyla beyin sap1 yapilarinin aktive
oldugu gosterilmis, buna dayanarak beyin sapinin migreni olusturan bolge olabilecegi 6ne
striilmiistiir. Beyin sap1 aminerjik ¢ekirdekleri serebral kan akimimi diizenlemekte ve
kortikal noronal uyarilabilirligi etkileyebilmektedir, trigeminovaskiiler sistemi dolayli veya
dogrudan etkilemesiyle de agriy1 ortaya cikarabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak baska bazi
agrili durumlarda da ayni beyin sap1 bolgesinde aktivasyonun gozlenmesi, séz konusu
bolgenin migrene ne kadar spesifik oldugunun sorgulanmasina yol agmistir. Goriintiileme
yontemleri ile saptanan beyin sap1 aktivasyonu daha ¢ok agrinin modulasyonu ile iliskili

gibi goriinmektedir.

Migren atagi basagrisi ile birlikte 4 farkli evreden olusmaktadir. Bu evreler

basagrisindan giinler ya da saatler dnce ortaya ¢ikan prodrom evresi, aurali migren atagi ise



agridan dakikalar once goriilen aura donemi, basagrisi ve sonrasinda goriilen iyilesme

donemidir.

Migren hastalarinin yaklasik % 8-77’sinde prodromal semptomlar goriilmektedir.
Semptomlar degiskenlik gosterebilir ve basagrisindan saatler ya da giinler dncesinde ortaya
cikabilir. Yorgunluk, asir1 uyku hali, depresyon, istahsizlik, konsantrasyon giicliigii,
huzursuzluk, hiperaktivite, agir1 susama, sik idrara ¢ikma, diyare, konstipasyon, 1513a ve sese
hassasiyet gibi prodromal belirtiler goriilebilir. Prodromal belirtilerin limbik sistem,

hipotalamus ve beyin sapindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Aura, cogunlukla basagrisindan dnce ortaya cikan, gecici fokal norolojik defisittir.
Genellikle 5-20 dakika i¢inde ortaya cikar ve cogunlukla 1 saatten kisa siirer. En sik gorsel
aura olmakla beraber duyusal, motor ya da konusma auralar1 veya beyin sap1 bozukluklar1

goriilebilir.

Basagrisi, % 60 oraninda tek taraflidir. Baslangicta siklikla frontotemporal ve
retroorbital bolgededir. Genellikle zonklayici nitelikte, orta-agir siddettedir; fiziksel aktivite
ile artig gosterir (68). Atak siiresi ortalama 4-24 saat olmasina ragmen 72 saate kadar
uzayabilir (28). Siklikla bulanti, kusma agriya eslik eder. Basagrisi ile birlikte 151k ve sese

kars1 hassasiyet goriiliir.

Diizelme evresi hastalarin ¢ogunda uzun siirelidir. Duygu durum bozukluklari,
giicsiizliik, yorgunluk, istahsizlik siklikla goriiliir (68). Bu belirtilerin sebebi tam olarak

bilinmemektedir.



II. 2. BASAGRISI iLE ILISKiLi SANTRAL SENSITiZASYON

Migrene eslik eden hiperaljezi ve allodini uzamis agrili uyaran sonrasinda
intrakranial damarlarin genislemesi ve trigeminal sinirin spinal niikleuslarinda sensitizasyon

ile ortaya ¢ikar (24).

Migrende santral sensitizasyon, siklikla hastalarin yiiz ve sagli derisinin mekanik ve
termal uyarist sonrasinda allodini goriilmesine neden olmaktadir (11, 20, 27, 32, 33 36, 62).
Allodini dura ve deriden gelen duyusal uyarilar ile mediiller arka kok nosiseptif
trigeminovaskiiler ndronlarin sensitizasyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir (10). Buna bagh
olarak zararsiz uyarilar migren sirasinda sensitize olduklarinda trigeminovaskiiler ndronlarda
dramatik aktiviteye yol agarken, migrenin goriilmedigi durumlarda yani sensitize degillerken
cok az cevap goriilmekte ya da hi¢ cevap olugsmamaktadir. Bu hipersensitivite tiras olma, sag

tarama, soguk hava, gozliik, kontakt lens, kiipe veya kolye takarken belirginlesebilir.

Santral sensitizasyonun, travma sonrasi agr1 hipersensitivitesindeki rolii ilk kez sigan
spinal kordunda gdsterilmistir (65). Daha sonra c¢esitli insan ve hayvan modellerinde de
benzer ¢alismalar yapilmistir (29, 35, 37, 48, 57). Santral sensitizasyonda, spinal kordun arka
kokiindeki nosiseptif noronlarda uyarilabilirlik, sinaptik gili¢ artar ve reseptif alan
inflamasyon veya travmanin boyutundan daha fazla yer kaplar (42, 64). Buna bagli olarak
santral sensitizasyonda klinik olarak agri esiklerinde azalma ile birlikte agri bolgesinin

disinda asir1 agr1 cevabi goriilmektedir.

Santral sensitizasyon, mediiller arka kok derin laminalarindaki trigeminovaskiiler

noronlarda da olusmaktadir. Migren basagrisinin patogenezinde de bu sensitize néronlar rol



oynamaktadirlar (12). Sigan durasina inflamatuar ajanlarin uygulanmasi trigeminovaskiiler
yolag1 aktive etmektedir ve bunun sonucunda intrakranial dura ve periorbital bolgeden gelen
uyarilar1 alan medullar arka kdk néronlarinin uzun siireli sensitizasyonu olusur. Bu néronal
sensitizasyon sonucunda duranin mekanik, cildin mekanik ve termal uyariya cevabinin esigi
diismekte ve uyarilabilen alanlar genislemektedir (10). Anestezi altindaki hayvanlarda

santral sensitizasyon olustugunda kan basinci ve kalp hizinda artis goriilmektedir (14).

Sicanlarda go6zlendigi gibi insanlarda da migrende, mediiller arka kok ndéronlarinda
olusan sensitizasyona bagli olarak periorbital bolgede allodininin goriilmesi beklenebilir.
Kantitatif sensoriyal testler kullanilarak, migren atagi baslangicindan sonra 1 ile 2 saat icinde
hastalarin agr ile ayni tarafta yiizlerinde % 79 oraninda mekanik ve termal allodini gelistigi
gosterilmistir ( 9). Yiizde kars1 tarafta ve her iki kolda 4 saat icinde allodini
goriilebilmektedir (11). Hayvan caligmalarina gére mediiller arka kok sensitizasyonu ile
periorbital reseptif alanda allodini goriiliirken, muhtemelen talamusta tiglincii sira nosiseptif

ndronlarin sensitizasyonu ile allodininin goriildiigii alanin arttig1 diisiiniilebilir.

Sensitizasyonla ilgili yapilan caligmalarda siganlarda sensitizasyon sonrasi
“grooming” adi verilen davranigin arttigi gosterilmistir (17, 61). Agriya verilen bir yanit
olarak ortaya ¢ikan bu davranis, sicanlarin ellerini yalayarak agriyan bdlgelerine siirmeleri

seklindedir. Sensitizasyon gelistiginde bu hareket tekrarlayan sekilde ortaya ¢ikmaktadir.



I1.3. KRONIiK GUNLUK BASAGRISI

Migren olgulari, 6zellikle aurasiz migren kroniklesebilir ve giinliik bas agrilarina
doniigebilirler. Kronik giinliik basagrisi tanimi kronik migren, kronik gerilim tipi basagrisi ve
ilag asir1 tiiketimi basagrisin1  kapsamaktadir. Toplumda yaklasitk % 4 oraninda
goriilmektedir. Kronik giinliik basagrisinin yaklasik % 75 kadar1 migren, % 10’u gerilim tipi

basagrisindan gelismektedir (56).

Kronik migrenlilerin ¢ogunda onlu yirmili yaslarda baslayan genellikle aurasiz
epizodik migren ataklar1 bulunmaktadir (40, 55). Kroniklesmenin baslamasiyla basagrisinin
ozellikleri de degismeye baslar. Bas agrilar1 siklastikca siddetinin yaninda, eslik eden
fotofobi, fonofobi, bulant1 ve kusma gibi belirtilerin de siddeti ve siklig1 azalmaktadir (39,

41).

Kronik migren gelisimi i¢in olas1 risk faktorleri arasinda basagrist sikliginin fazla
olmasi, kadin cinsiyet, sismanlik (viicut kitle indeksinin > 30 olmas1), uyku apne sendromu,
stres, fazla kafein tiiketimi, ila¢ asir1 kullanimi, depresyon, kafa travmasi, daha dnceden var

olan migren hikayesi ve egitim diizeyinin diisiikliigli bulunmaktadir (56).

Kroniklesme siirecinde periferik ve santral sensitizasyonun artmasinin, agri
modiilasyonunun azalmasinin ve sinaptik reorganizasyonun Onemli rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Trigeminal sinirin siklikla oftalmik dalinda allodininin saptanmasi
kroniklesme sirasinda agrinin ndropatik karakter alabilecegini de gostermektedir (56). Bu
siiregte santral mekanizmalardaki degisiklikler de onemlidir. Beyin sapinda rostroventral

medulla, periakuaduktal gri madde (PAG) gibi nosiseptif ve antinosiseptif ndronlar1 iceren

10



modiilator yapilarda, dengenin nosisepsiyon yoniinde bozuldugu diistiniilmektedir. Bu
durumda fiziksel ve psikolojik stres de nosisepsiyonun artmasina yol acabilmektedirler (60,
66). Ayrica trigeminal nosiseptif ndronlarda sensitizasyon sonucu allodini ve tetik noktalar
ortaya ¢ikmaktadir (65). Allodini siklikla tek tarafli basagrisi olanlarda basagrisi ile aym

tarafta goriilmektedir. Tedavi sonras1 bu semptomlar ortadan kalkmaktadir (56).

Akut basagrisinin bir¢ok deneysel modeli olmasina karsin, kronik basagrisinda pek
fazla model bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalar i¢inde kronik basagris1t modeli olarak sadece
Oshinsky ve arkadaslarinin uyanik siganlarda, epizodik dural stimiilasyon ile olusturduklar
model bulunmaktadir (46). Bu durum da kronik basagrisinin ayrintili ¢calisilmas: ve farkl

tedavi yontemlerinin gelistilmesinde kisitliliga neden olmaktadir.

I.4. DENEYSEL BASAGRISI MODELLERi VE TRIiGEMINAL NUKLEUS

KAUDALIS’TE C-FOS EKSPRESYONU

Hayvan modelleri, primer basagris1 ndrobiyolojisinin anlasilmasinda 6nemli bir role
sahiptir. Modellerde, insan calismalarina gore deneysel degiskenlerin kontrolii daha kolay
olmasina ragmen, direkt sendrom degil yaklasik sikayetler incelenmektedir. Hayvan
modellerinde klinik sendromun hipotetik bir resmi olusturulur ve klinik, fonksiyonel

goriintiileme caligmalari ile test edilir (1).

Markowitz ve arkadaslar1 (38) trigeminal afferentlerin elektriksel veya kimyasal

uyarist sonucu olusan ndrojenik inflamasyon ve periferdeki nosiseptorlerin aktivasyonu ile
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durada ve konjuktivada plazma protein ekstravaazsyonu goriiliirken beyinde goriilmedigi

tespit etmislerdir.

Primer norovaskiiler basagrilarinda kranial vendz noéropeptidlerin ¢alisiimasi
trigeminal aktivasyonun ispat edilmesinde 6dnemlidir (21). Hem insanlarda hem de hayvan
modellerinde, trigeminal ganlion aktivasyonu ile substans P ve CGRP diizeyleri artmaktadir
(26). Superior sagital siniisiin uyarilmasi ile CGRP diizeyi artarken substans P’nin artmadigi
gosterilmistir, ayrica siganlarda trigeminal ganglion stimiilasyonu ile CGRP’in arttig1 tespit

edilmistir (13, 26, 69).

Gine domuzlarinin oftalmik sinirlerinin nazosilier dalindan alinan kayitlarla, duranin
innervasyonunu saglayan primer afferentlerin diisiik pH’dan, inflamatuar ajanlardan,
kapsaisinden ve yiiksek veya diisiik 1sidan etkilendigi gosterilmistir (8). Daha sonra periferal
sensitizasyon icin si¢an durasina inflamatuar mediatdrler uygulanarak duranin mekanik
uyarilara esiginin  diisiiriilmesi saglanmstir  (58). Intrakranial duranm kimyasal
sensitizasyonu sonucu da, trigeminal noronlarin hem dura hem de yiizdeki paylasilan reseptif

alanlar1 nedeniyle fasial uyariya cevap artmaktadir (10).

C-fos geni bir uyarana kars1 ilk yanit veren onkogenlerden biridir. C-fos geni erken
cevap geni olarak da adlandirilir. Bir uyar1 sonrasinda 5 dakika i¢inde baslayan 15-20 dakika
devam eden aktive mRNA ekspresyonu olur. Ekspresyon maksimum diizeyine 30-45.

dakikada ulasir (16, 44).

AP-1 adli promotor bdlgenin uyarilmasi ile c-fos geni aktive olur ve bu uyarilma ile

matriks metalloproteinazlari, biiyiime faktorleri, sitokinler gibi ge¢ proteinlerin sentezi
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saglanir (25). Bu genler hiicre biiylimesi, farklilagsmasi1 ve apopitozisle iliskili genlerdir. C-
fos proteini santral sinir sisteminde ndronlarda ve glia hiicrelerinde normalde diisiik
seviyelerde bulunmaktadir (44). C-fos ekspresyonu ise ndronal aktivitenin gdstergesi olarak

kullanilmaktadir (19, 30, 34, 44, 54).

Agriya spesifik olarak nosiseptif uyarilarla TNC’de c-fos ekspresyonunun olustugu
gosterilmistir (7). Trigeminovaskiiler sistemin aktivasyonu ile TNC’de bulunan ikinci sira
noronlarda c-fos ekspresyonu meydana gelmektedir. Trigeminal reseptif alanlardan agri
bilgisinin taginmasiyla ilgili primer afferent liflerden TNC lamina I ve II’deki hiicreler direkt
sinaptik uyar1 almaktadir. C-fos ekspresyonunun, TNC’de goriilmesi i¢in trigeminal sinirin
innerve ettigi meninks, trigeminal ganglion ve siiperior sagital siniis gibi intra ve
ekstrakranial yapilarin mekanik, kimyasal veya elektriksel olarak uyarilmasi gerekmektedir (
44). Kortikal yayilan depresyon (CSD) ile depresyonun olusma seklinden bagimsiz olarak
(mekanik, kimyasal veya elektriksel) c-fos proteini indiiklenmektedir (6, 31). Kortikal
yayilan depresyon sonrasinda c-fos hiicreleri, ipsilateral lamina 1 ve II’de oOzellikle de
trigeminal sinirin oftalmik dalinin sonlanma yeri olan ventral TNC’de artmaktadir.
Laboratuvar hayvanlarinda TNC’deki c-fos uyarilmas: insanlardaki vaskiiler basagrisinin
modeli olarak kullanilmaktadir (44). TNC’de c-fos ekspresyonunu diizenleyen 5-HTg, 5-
HTp, 5-HTir, 5-HT2s, NK-1, GABAs, NMDA, AMPA, tip 3 metabotropik glutamat
reseptorleri ve opioid p reseptorleri gibi birgok reseptdr bulunmaktadir. Triptanlar SHT1B,
SHTI1D, SHTIF reseptorleri; ergot alkoloidleri SHT1A, SHT1B, SHT1D, SHT1F reseptorleri

tizerinden etki gostermektedirler.
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TNC’de eksprese olan c-fos hiicrelerinin laminar dagilimi ve yogunlugu, uyarinin
yerine ve sekline gore farklilik gostermektedir. Trigeminal ganglion stimiilasyonu, c-fos m-
RNA ekspresyonu veya TNC’in ylizeyel laminalarinda c-fos indiiksiyonuna yol agmaktadir

(44).

NO donorii olan nitrogliserinin ¢aligmalarda, inflizyon seklinde verildiginde migren
basagrisina yol actigi bilinmektedir (59). Bu gibi tetikleyiciler de beyin sapt TNC

ndronlarinda c-fos ekspresyonuna yol agmaktadirlar (50, 51).
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III. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma “Gazi Universitesi Deney hayvanlar1 Etik Kurulu”ndan etik kurul onay1
alindiktan sonra Gazi Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan desteklenerek (01/2007-91), Gazi Universitesi Noropsikiyatri Egitim, Uygulama

ve Aragtirma Merkezi Norobilim Laboratuvari’nda gerceklestirildi.

II1.1. Denekler

Calismamizda 200-250 gram agirhiginda, eriskin erkek Wistar siganlar kullanildi.
Sicanlar ti¢lii veya dortlii gruplar halinde tabaninda 3-6 cm kalinliginda talag bulunan sert
zemine sahip seffaf kafeslerde tutuldular. Kafesler, disaridan gelen 15181 gecirmeyen, 12
saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde aydinlatilan, igerisinde 1sinin 22+2°C oldugu
0zel bir boliimde saklandi (Resim 1ve 2). Sicanlar cerrahiden en az 7 giin dncesinden,

arastirma bitimine kadar bu sartlar altinda tutuldular.

Sicanlarin sag nazosilier sinirlerine ligasyonu uygulanirken, sol taraflarina ise sham

operasyonu uygulandi.
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Resim 1: Kafeslerin tutuldugu boliim Resim 2: Kafes ortaminda siganlar

II1.2. Cerrahi, Basagris1 Modelinin Olusturulmasi

Basagrisi modeli, trigeminal sinirin oftalmik dalinin ug¢ dallarindan biri olan

nazosilier sinir ligasyonu yapilarak olusturuldu.

Bir gece oéncesinden ag¢ birakilan siganlara 50 mg kg intraperitoneal ketamin %10
(Ketalar™)-ksilazin %2 (Rompun®) karisiminin enjeksiyonu ile anestezi verildi. Daha sonra
cerrahi uygulanacak saha tirag edildi ve sicanlar elektrik kontrollii 1sitic1 battaniye {izerine,

pron pozisyonda stereotaksik ¢ergeveye yerlestirildi (Resim 3).
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Resim 3: Anestezi sonrasi stereotaksik cerceveye yerlestirilmis sigan

Cilt antisepsisi saglandiktan sonra, sag orbita cukurunun 2-3 mm medialinden cilt ve
cilt altt1 dokularin insizyonu gerceklestirildi. Frontal sinir, cerrahi mikroskop altinda,
fasyanin kiint diseksiyonu ile belirlendikten sonra, orbita i¢ine dogru sinirin trasesi takip
edilerek sag nazosilier sinir lokalize edildi. Sag nazosilier sinir, 5-0 ipek cerrahi siitur ile
yaklasik 1 mm uzakliktaki iki ayr1 noktadan sikica baglandi (Resim 4-5). Sham operasyonu
icin ise deneklerin sol orbita ¢ukurunun 2-3 mm medialinden insizyon agilarak, nazosilier

sinir lokalize edildikten sonra ligasyon uygulanmadi.
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Resim 4: Cilt insizyonu ve frontal sinir Resim 5: Nazosilier sinirin ligasyonu

Islem sirasinda deneklerin rektal 1s1s1 kontrol edildi. Kanama kontrolii yapildiktan
sonra cilt ve cilt alt1 dokular uygun sekilde kapatilarak cerrahi islem sonlandirildi (Resim 6).
Cerrahi insizyon bolgesine Emla krem® (AstraZeneca) uygulandiktan sonra denekler

kafeslerine alinarak uyanmalar1 beklendi.
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Resim 6: Cilt insizyonun kapatilmasi

I11.3. Davranissal Testler

Tiim si¢anlarin cerrahiden sonraki 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 35. ve 40. giinlerde
periorbital bolgeleri, taktil allodini yoniinden von Frey filamentleri, firca allodinisi i¢in sulu
boya firgasi ile bilateral olarak degerlendirildi. Ayrica ayni giinlerde siganlarin periorbital

bolgelerinin bilateral termal cevaplari belirlendi.
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IIL.3.A. Sicanlarin davrams testlerinin gerceklestigi diizeneklere yerlestirilmesi

Sicanlar, tahtadan yapilan 50 cm yiikseklikte ve 8 cm ¢apindaki diizeneklere
yerlestirildi (Resim 7). Daha sonra siganlarin bu ortama aligmalari i¢in yaklasik 30 dakika

beklenildi. Bu sirada eger sicanlar, diizenekten atlarlarsa nazik¢e kuyruklarindan tutularak

tekrar yerlestirildi.

d

=
.

Resim 7: Davranis testlerinin gerceklestigi diizenek
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I11.3.B. Von Frey filamentleri ile degerlendirilen mekanik allodini

Diizenek iistiinde durmaya alistiktan sonra, siganlarin periorbital bdolgelerine,
gittikce artan siddette 0,04 gramdan 10 grama kadar kuvvet uygulayabilen degisik

boyutlardaki von Frey filamentleri uygulandi (Resim 8).

Resim 8: Takdil allodini i¢in kullanilan von Frey filamentleri

Von Frey filamentleriyle taktil allodini, Chaplan ve arkadaslarinin daha onceden
tamimladig1 “up-down metodu” ile degerlendirildi (15). inceleme 2 gram kuvvet uygulanan
von Frey filamenti ile baglatildi. Siganlarin periorbital bolgesindeki cildine cerrahiden
sonraki 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 35. ve 40. giinlerde Once sinir ligasyonu yapilmayan
taraf, daha sonra ligasyon yapilan taraf olmak iizere bilateral dl¢iim icin farkli von Frey

filamentleri semisirkiiler bi¢imde biikiilene kadar 6 saniye siiresince toplam 6 kez
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uygulandi (Resim 9). Sicanlarin baslarini ¢ekmeleri pozitif yanit olarak kabul edildi. Eger
uygulanan filamente yanit alinamazsa uyar1 bir kademe artirilarak bir numara biiylik von
Frey filamentine gecildi. Buna karsin, yanit alinmasi durumunda bir kii¢iik boyutlu filament
kullanildi (up and down yontemi). Sicanlarin baslarmi geri ¢ekme esik (withdrawal
threshold) degerleri, yanit paternlerine dayanilarak Dixon’un nonparametrik istatistik

yontemi ile hesaplandi (15).

Resim 9: Takdil allodininin von Frey filamentleri ile degerlendirilmesi
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II1.3.C. Firca ile degerlendirilen mekanik allodini

Firga allodinisi degerlendirmek i¢in 2 no’lu fir¢a kullanildi. Sicanlarin periorbital
bolgesindeki cildine cerrahiden sonraki 12. 15, 18, 21, 24, 27, 30, 35 ve 40. giinlerde 6nce
sinir ligasyonu yapilmayan taraf, daha sonra ligasyon yapilan taraf olmak tizere bilateral

firga uygulandi (Resim 10). Siganlarin baglarin1 gekmeleri pozitif yanit olarak kabul edildi.

Resim 10: Firca ile allodininin degerlendirilmesi
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II1.3.D. Termal esik degerlerinin degerlendirilmesi

Sicanlarin termal uyariya yanitlarin1 degerlendirmek icin cerrahiden sonraki 12, 15,
18, 21, 24, 27, 30, 35 ve 40. giinlerde 5 watlik 1.0 cm ¢apindaki 1s1 kaynag1 periorbital
bolgelerine temas ettirilerek 1s1 35°C’den baslayarak yavas yavas artirildi (Resim 11).
Baglarimi ¢ekmeleri pozitif yanit olarak kabul edildi ve bu yaniti verdikleri 1s1 degerleri

kaydedildi.

Resim 11: Termal cevap i¢in kullanilan alet ve siganda termal cevabin degerlendirilmesi
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I11.4. Perfiizyon ve dokularin hazirlanmasi

Nazosilier sinir ligasyonunun 45. giinlinde, bilateral periorbital bdlgelerine 8’er
dakika firga uygulandiktan 2 saat sonra, siganlara letal doz (100 mg kg') tiyopental
intraperitoneal verilerek, perflizyona alindi. Perfiizyonda transkardiak 100 mL heparinli %
0.9’Iuk NaCl ardindan, 300-350 mL 0.1 M PBS %4 paraformaldehit kullanilarak fiksasyon
saglandi. Paraformaldehit soliisyonu 500 mL distile su i¢cinde 40 gr paraformaldehit olacak
sekilde hazirlandiktan sonra agzi kapatilarak 60 °C” de 1sitildi. Magnetik karigtiricida (ARE
Heating magnetic stirrer) 10 dakika boyunca karistirtlirken NaOH eklendi ve soliisyon
berrak hale getirilip sogumaya birakildi. Fosfat tamponu i¢in 450 mL distile suya 0.144 gr
KH,PO4, 9 gr Na,HPOj, eklendi. Daha 6nce hazirlanan 500 mL’lik soliisyonla karistirilip
distile suyla 1000 mL’ye tamamlandi. Soliisyon pH’s1 pH 6lger (pH 211 Mikroprocessol

pHmeter) ile 7.4’e ayarlandu.

Kardiyak perfiizyon sonrasi beyin, beyin sap1 ve ist servikal dokular +4 °C’de 48
saat boyunca paraformaldehit soliisyonunda bekletildi. Daha sonra %30 siikroz soliisyonu
icine konulan dokular dibe ¢oktiikten sonra (yaklasik 3 giin i¢inde) spinal kanalin ventraline
mikroskop altinda ince bir kesi yapilarak sol taraf isaretlendi, sliding mikrotomla (Leica)

kuru buz ile donduruldu ve 50 um’lik kesitler alindi.
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I1L.5. C-Fos immiinohistokimyasal calisma

Boyamalarda elde edilen kesitlerin yaninda pozitif kontrol (kortikal spreading
depresyon) ve negatif kontrol grubu ayni anda boyandi. Kesitler 0.1 M PBS’de 3 kez 10’ar
dakika yikandiktan sonra, 10 mL PBS ve 100 pm %30 H,O, karistirilarak hazirlanan
soliisyonla oda sicakliginda 30 dk boyunca H,O, blokaji yapildi. Kesitler tekrar 3 kez 10’ar
dakika yikandiktan sonra, 9800 uL PBS, 200 pL ke¢i serumu ve 30 pL tritonX karistirilarak
hazirlanan soliisyonla oda sicakliginda 2 saat boyunca protein blokaji uygulandi. Daha sonra
primer antikor agamasina ge¢ildi ve blokaj soliisyonuna ilave edilen 1/5000 diliisyonda c-fos
antikoru ile (Calbiochem, USA) +4 °C’de 1 gece bekletildi. Ertesi giin 3 kez 10 dk PBS’de
yikama sonrasinda sekonder antikor asamasinda, ImL % 2’lik ke¢i serumu, 1/600
biyotinilated rabbit IgG, % 0.3 triton X’le hazirlanan soliisyonda oda sicakliginda 2 saat
bekletildi. Tekrar 3 kez 10’ar dakika PBS’de yikandiktan sonra, 5 mL PBS i¢ine 1 damla A,
1 damla B soliisyonuyla oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Tekrar PBS’le yikama
yapildiktan sonra kesitler hafif kahverengi olana dek 1-5 dakika bekletildi ve boyanmalari
saglandi. Diaminobenzidin (DAB) asamasi sonrasi kesitler yikandiktan sonra lam {izerine
dizilerek kurumaya birakildi. Dokular kuruduktan sonra 10 dk % 75°lik alkolde, 10 dk %
90’lik alkolde, 10 dk % 100’lik alkolde bekletildi. Daha sonra 10 dakika kurutulmaya
birakildi. Dokular 10-20 dakika ksilen soliisyonunda bekletildikten sonra, kapatma
soliisyonu (vecta mount) damlatilip lamelle kapatildi.  C-fos pozitif hiicreler 151k
mikroskopunda (Nikon ECLIPSE TE 2000-U) sayildi. Sayimlar rat anatomi atlasina
bakilarak trigeminal niikleus kaudaliste (obeks 2-2.5 mm altindaki beyin sapinda) nosiseptif

laminalarda (lamina 1ve 2) yapildi.
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IIL.6. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIiRME

[statistiksel ~ de@erlendirme SPSS  15.0 bilgisayar programi  kullamlarak
gergeklestirildi. Nazosiliyer ligasyon uygulanan ve uygulanmayan taraflar arasinda
istatistiksel karsilastirmalar normal dagilima benzerlik gosteren varyasyon katsayist % 10
altindaki degiskenler i¢in bagimli gruplar Student-t, normal dagilmayan ve ordinal
degiskenler icin Wilcoxon, dikotom degiskenler icin ise McNemar testi kullanilarak
yapilmistir. Yiiksek derecede korelasyon gosteren zamanlar arasinda ¢oklu karsilastirma igin
ek diizeltme uygulanmamustir. Istatistiksel anlamlilik igin tip bir hata sinirt %5 olarak

kullanilmustir.
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IV. BULGULAR

IV. 1. Von Frey filamentleri ile degerlendirilen mekanik allodini

Operasyon oncesinde kontrol oOl¢limlerinde, sag ve sol taraftaki von Frey esik

degerlerinin her ikisinin de ortancasi 10 (10-10) gram olarak tespit edildi.

Operasyondan sonra 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 35. ve 40. giinlerde nazosilier sinirin
baglandig1 sag taraftaki von Frey esik degerlerinin ortancasi sirasiyla 1.91 (0.11-5.31), 1.91
(1.01-5.31), 2.81 (1.01-5.31), 1.01 (0.21-2.09), 1.01 (0.21-2.81), 2.09 (0.21-5.31), 1.91
(0.21-2.09), 1.91 (0.21-1.91), 1.91 (0.21-2.81) gram iken; nazosilier sinirin baglanmadig1 sol
tarafta ise 10 (10-10), 10 (10-10), 10 (10-10), 10 (2.81-10), 10 (2.81-10), 10 (10-10), 10
(5.31-10), 10 (5.31-10), 10 (5.31-10) olarak tespit edildi. Sag taraf von Frey esik degerleri

sol taraf von Frey esik degerlerine gore anlamli azaldig: tespit edildi (p<0.05).

Operasyondan sonra 12. 15, 18, 21, 24, 27, 30, 35. ve 40. gilinlerde nazosilier sinirin
baglanmadig1 sol taraftaki von Frey esik degerleri, kontrol degeri ile karsilastirildiginda
anlamli fark saptanmadi. Operasyondan sonra 12. 15, 18, 21, 24, 27, 30, 35. ve 40. giinlerde
nazosilier sinirin baglandig1 sag taraftaki von Frey esik degerleri, kontrol degeri ile

karsilastirildiginda ise 12. giinden itibaren anlamli olarak azaldig1 tespit edildi (p<0.05).
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Tablo I: Von Frey esik degerlerinin karsilastirilmasi [Ortanca (En diisiik- En yiiksek)]

Nazosilier ligasyon +

Nazosilier ligasyon -

(NL+) (NL-)
Kontrol 10 (10-10) 10 (10-10)
12. giin 1.91 (0.11-5.31) *# 10 (10-10)
15. giin 1.91 (1.01-5.31) *# 10 (10-10)
18. giin 2.81 (1.01-5.31) *# 10 (10-10)
21. giin 1.01 (0.21-2.09) *# 10 (2.81-10)
24. giin 1.01 (0.21-2.81 *# 10 (2.81-10)
27. giin 2.09 (0.21-5.31) *# 10 (10-10)
30. giin 1.91 (0.21-2.09) *# 10 (5.31-10)
35. giin 1.91 (0.21-1.91) *# 10 (5.31-10)
40. giin 1.91 (0.21-2.81) *# 10 (5.31-10)

* p<0.05 NL+ ve NL- karsilastirildiginda
# p<0.05 kontrol degeri ile karsilastirildiginda

Von Frey (gram)

Glnler

—o—NL+ —=— NL-

* p<0.05 NL+ ve NL- karsilastirildiginda
# p<0.05 kontrol degeri ile karsilastirildiginda

Sekil I : Von Frey esik degerlerinin karsilagtirilmasi (Ortanca)
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IV. 2. Termal esik degerleri

Operasyon Oncesinde kontrol dlglimlerinde, termal esik degerleri sol tarafta 38.74 +
0.15 °C olarak degerlendirilirken; nazosilier sinirin baglanacag: sag tarafta 38.73 + 0.14 °C
idi. Operasyon oOncesinde kontrol dlglimlerinde sag ve sol taraf arasinda anlamli fark

saptanmadi.

Operasyondan sonra 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 35 ve 40. giinlerde nazosilier sinirin
baglanmadigi sol taraftaki termal esik degerleri 38.11 + 0.30 °C, 38.69 + 0.60 °C, 39.2 + 1.13
°C, 38.43 £ 0.46°C, 39.26 £ 0.27°C, 39.21 £ 0.69 °C, 39.21 £ 0.33°C, 38.91 + 0.26 °C, 39.17
+ 0.35 °C iken; nazosilier sinirin baglandigi sag tarafta ise 35.9 + 0.61 °C, 35.89 + 0.65 °C,
36.03 £ 0.58 °C, 35.7+ 0.67 °C, 35.89 + 0.54 °C, 35.71 + 0.67 °C, 35.34 + 0.44°C, 35.18 +
0.55°C, 35.61 + 0.43 °C olarak tespit edildi. Sag ve sol taraf arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark saptandi (p<0.05).

Operasyondan sonra 15, 18, 21, 24, 27, 30, 35. ve 40. giinlerde nazosilier sinirin
baglanmadigi sol taraftaki termal esik degerleri kontrol degeri ile karsilastirildigina anlaml
fark saptanmadi. Operasyondan sonraki sadece 12. giinde nazosilier sinirin baglanmadigi sol
taraftaki termal esik degerleri, kontrol degeri ile karsilastirildiginda anlamli olarak azaldig:

saptand1 (p=0.0055).

Operasyondan sonra 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 35. ve 40. giinlerde nazosilier sinirin
baglandig1 sag taraftaki termal esik degerleri kontrol degeri ile karsilagtirildigina ise 12, 15,
18, 21, 24, 27, 30, 35. ve 40. giinlerdeki degerlerin kontrol degerine gore anlamli olarak

azaldig1 tespit edildi (p<0.001).

30



Tablo II: Termal esik degerlerinin kargilagtirilmasi (Ort £ SS)

Nazosilier ligasyon +

Nazosilier ligasyon -

(NL+) (NL-)
Kontrol 38.73+0.14 38.74 £ 0.15
12. giin 35.97 £0.61 *# 38.11 £ 0.30#
15. giin 35.89 £0.65 *# 38.69 + 0,60
18. giin 36.03 £0.58 *# 39.2+1.13
21. giin 35.7+£0.53 *# 38.43+0.46
24. giin 35.89 £0.54 *# 39.26 +£0.27
27. giin 35.71 £0.67 *# 39.21 +£0.69
30. giin 35.34 £ 0.44 *# 39.21 +£0.33
35. giin 35.18 £0.55 *# 38.91+0.26
40. giin 35.61 £0.43 *# 39.17+0.35

* p<0.05 NL+ ve NL- karsilastirildiginda

# p<0.05 kontrol degeri ile karsilastirildiginda
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Is1

Ginler

—o— NL+ —=— NL-

* p<0.05 NL+ ve NL- karsilastirildiginda
# p<0.05 Kontrol degeri ile karsilastirildiginda

Sekil II: Termal esik degerlerinin karsilastirilmasi (Ort + SS)

IV. 3. Firca ile degerlendirilen mekanik allodini

Firca ile mekanik allodini degerlendirildiginde operasyondan sonra 12. giinden
itibaren farklilik goriilmeye baslanmistir. Yapilan istatistik testinin anlamlilik derecesi
istatistiksel onemlilik sinirma yakindir (p=0.063, Mc Nemar testi). 40. giine kadar ufak
degismeler olmakla birlikte 40. giinde de bu farklilik korunmaktadir (p=0.063). Sag ve sol

taraf arasinda maksimum fark 18. giinde gozlenmistir (p=0.031).
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Tablo III: Firca ile degerlendirilen mekanik allodininin karsilastirilmasi (% pozitif cevap)

Nazosilier ligasyon + Nazosilier ligasyon -
(NL+) (NL-)
Kontrol 0 0
12. giin 71.4 0
15. giin 571 0
18. giin 85.7 0
21. giin 71.4 0
24. giin 71.4 14.3
27. giin 71.4 0
30. giin 71.4 14.3
35. giin 66.7 16.7
40. giin 83.3 0
100
80 -
& 60 -
©
S 40 -
LL
20
0

18 21 24

Ginler

‘—0—NL+ —-—NL-‘

27

30 35 40

Sekil I1I: Firga ile degerlendirilen mekanik allodininin karsilastirilmasi ( % pozitif cevap)
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Sicanlar, operasyondan 12 giin sonra hiperaljezi ve allodini yoniinden
degerlendirilirken 12. glinden itibaren nazosilier sinirin baglandig1 sag tarafa von Frey
filamentleri, firga veya termal uyar1 uygulandiktan hemen sonra “grooming” davraniglarinin

o tarafta belirgin olarak arttig1 gozlendi.

IV. 4. TNC Kkesitlerindeki C- fos sayimlari

Degerlendirilen TNC kesitlerinde, nazosilier sinir ligasyonunun uygulanmadigi
tarafta az sayida c-fos pozitif noron saptandi. Bu ndéronlarin belirli bir kiimelenme
gostermeden tiim laminalarda daginik oldugu gozlendi. Nazosilier sinir ligasyonunun
uygulandigi tarafta ise lamina I ve II’de c-fos pozitif ndronlarin nazosilier sinir ligasyonunun

uygulanmadig: tarafla karsilastirildiginda daha fazla oldugu tespit edildi.

Nazosilier sinir ligasyonunun uygulandig tarafta, lamina I ve II’de c-fos pozitif
noronlarin sayis1 30.63 + 4.49 iken; nazosilier sinir ligasyonunun uygulanmadig: tarafta ise
7.93 £ 1.69 olarak bulundu, iki taraf arasinda istatistiksel agidan anlamli fark oldugu tespit

edildi (p=0.042, Wilcoxon testi).
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40

35 1
30 -
25 -

c-fos sayisi
N
o
|

Sekil 4: Nazosilier sinir ligasyonunun uygulandigi tarafta (NL+) ve uygulanmadigi tarafta
(NL-) Lamina I-IT’deki c-fos pozitif hiicre sayis1

Sekil 5:  Nazosilier sinir ligasyonunun uygulandigi tarafta Lamina I-II’deki c-fos pozitif
hiicre dagiliminin (A), nazosilier sinir ligasyonunun uygulanmadig: tarafta c-fos
pozitif hiicre dagilimina (B) gore belirgin sekilde artmis oldugu goriildii.
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40. giindeki firca allodinisine cevaplar Lamina I-II’deki c-fos pozitif hiicre sayimi ile
degerlendirildiginde ise nazosilier sinir ligasyonun uygulandig1 sag taraftaki c-fos hiicre
sayisinin, sol tarafla karsilagtirildiginda anlamli olarak ytiksek oldugu ve hepsinin firga

testinde allodini yanit verdigi gozlendi.
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V. TARTISMA

Calismamizin sonucunda nazosilier sinir ligasyonu uygulanan tarafta, sham
operasyonun yapildig1 tarafla karsilastirildiginda; 12. giinden itibaren von Frey esik
degerlerinde ve termal esik degerlerinde anlamli olarak azalma oldugu ve bu azalmanin 40.
giinde de devam ettigi saptandi. Ayrica nazosilier sinir ligasyonu uygulanan tarafta 12.
giinden itibaren fir¢aya pozitif cevap yiizdelerinin, sham operasyonun yapildig: tarafa gore
daha yliksek oldugu tespit edildi. Operasyondan 45 giin sonra perfiizyon yapilarak
TNC’deki c-fos ekspresyonu incelendiginde ise sinir ligasyonunun uygulandigi tarafta
lamina I ve II’de c-fos pozitif nodronlarin sayisinin, nazosilier sinir ligasyonunun

uygulanmadig tarafa gére anlamli olarak yiiksek oldugu saptandi.

Trigeminovaskiiler sistem aktivasyonunun basagrisindaki rolii bilinmektedir (22, 24,
49). Buna ragmen trigeminovaskiiler sistem aktivasyonunu ile ilgili ¢ok fazla deneysel
model bulunmamaktadir. Homojen grup saglanmasinin gii¢liigii, bazi islemlerin ve
incelemelerin uygulanmasinin miimkiin olmamasi gibi nedenler, klinikte bagagrisi ile
arastirma yapmakta zorluklara yol agmaktadir. Bu nedenle bu alandaki gelismeler ancak
hayvan deneyleri ile miimkiin olmaktadir. Basagris1 mekanizmalarinin incelenmesi, agriy1
tetikleyen uyaranlarin saptanmasi ve uygun tedavi segeneklerinin gelistirilmesi igin ¢esitli
hayvan modelleri olusturulmustur. Bu nedenle biz de bu ¢alismada farkli bir deneysel kronik
basagris1t modeli olusturarak deneklerin davranis degisikliklerini, ndropatik agr1 belirtilerini

ve TNC’deki c-fos ekspresyonunu arastirdik.
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Hayvan modellerinde agri1 bulgularinin yani sira uyar1 sonucu olusan bazi davranig
bozukluklarinin degerlendirilmesi agrinin karakterini  belirlemekte, mekanizmalarini
anlamakta ve yeni tedavi segeneklerinin belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Santral
sensitizasyon sonrasinda olusan hiperaljezi ve allodini gibi davranis bozukluklarinin
belirlenmesi de bu nedenle 6nemlidir. Biz de bu nedenle ¢alismamizda nazosilier sinir
ligasyonu sonrasinda, deneklerin mekanik ve termal uyarilara verdikleri cevaplardaki

degisiklikleri degerlendirdik.

Santral sensitizasyonun, travma sonrasit agr1 hipersensitivitesindeki rolii ilk kez sigan
spinal kordunda gosterildikten sonra ¢esitli insan ve hayvan modellerinde de benzer
calismalar yapilmistir (29, 35, 37, 48, 57, 65). Santral sensitizasyonda klinik olarak agri

esiklerinde diisme ile birlikte agr1 bolgesinin disinda asir1 agri cevabi goriilmektedir (42, 64).

Basagrisi ile birlikte yiizde de agrili bolgeler goriilebilmektedir. Meninkslerdeki
nosiseptorlerinin, basagris1 patofizyolojisinde onemli rolii oldugu bilinmektedir. Beyin
cerrahisinde intrakranial ameliyatlarda, uyanik hastalarda meninkslere mekanik ve
elektriksel uyar1 uygulandiginda yiizde de uyar1 olustugu goriilmiistiir. Bu durum derin ve
yilizeyel afferent uyarilarin spinal ve mediiller arka kokteki ortak santral ndronlarda
birlesmesine baglidir. Meninkslerden ve ylizden gelen trigeminal nosiseptif afferentler

mediiller arka kokteki spinal trigeminal niikleuslara ulasmaktadirlar (22).

Mediiller arka kok derin laminalarindaki trigeminovaskiiler noronlarda, santral
sensitizasyon, olusabilmektedir. Migren basagrisinin patogenezinde bu sensitize néronlarin
roliiniin oldugu diisiiniilmektedir (12). Sican durasina inflamatuar ajanlarin uygulanmasi ile

trigeminovaskiiler yolak aktive olmakta ve bunun sonucunda intrakranial dura ve periorbital
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ciltten gelen uyarilar1 alan medullar arka kék ndronlarinin uzun siireli sensitizasyonu
saglanmaktadir (10, 52). Bu noronal sensitizasyon sonucunda duranin mekanik, cildin
mekanik ve termal uyartya cevabinin esigi diismekte, siddeti artmakta ve uyarilabilen alanlar

genislemektedir (10).

Noropatik agri modelleri icinde parsiyel siyatik sinir ligasyon ve kronik
konstriksiyon hasar1 modelleri siklikla kullanilirken, trigeminovaskiiler sistemin aktivasyonu
ile ilgili fazla deneysel model bulunmamaktadir (3, 18, 53). Yapilan calismalarda siklikla
duranin kimyasal veya elektriksel stimiilasyonu ile ilgili modeller kullanilmaktadir (10, 22,
46, 67). Kronik konstriksiyon hasar1 olusturmak i¢in ise infraorbital sinir ligasyon modelleri
tercih edilmistir (17, 61). Oysa basagrisina aracilik eden trigeminal aktivasyonda, oftalmik
dalin 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir (22). Bu nedenle ¢alismamizda trigeminal sinirin

oftalmik dal1 olan nazosilier sinir ligasyonu ile trigeminal aktivasyon olusturmay1 amacladik.

Hiperaljezi ve allodininin belirlenmesi i¢in mekanik, soguk ve sicak uyarilarin
uygulandigi diizenekler bulunmaktadir. Oshinsky ve arkadaslar1 (46) uyanik siganlarda,
epizodik dural stimiilasyon uyguladiklari ¢alismalarinda, i¢ ¢cap1 8 cm, uzunlugu 25 cm olan
plastik tiipten olusan bir diizenek kullanmislardir. Bu diizenekte sicanlarin ileri geri hareket
etmeleri miimkiin degilken, ancak zorlukla kendi etraflarinda donebilmeleri miimkiin
olabilmektedir. Deseure ve arkadaslar1 (17) tarafindan yapilan, infraorbital sinirin kronik
konstriksiyonu sonrast davranis degisikliklerinin degerlendirildigi calismada ise siganlar
24x14x17 cm’lik plastik kafeste 10 dakika tutulup bu ortama alistirildiktan sonra
40x40x30 cm’lik daha biyiikk bir kafese alinmislardir. Calismamizda sicanlarin

bulunduklar1 ortam nedeniyle olusabilecek stres davraniglarindan da kacinmak igin daha
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once de kullanilan bir diizenekte calismamizi gerceklestirmeye karar verdik. Bu nedenle
davranis testleri, tahtadan yapilan 50 cm yiikseklikte ve 8 cm c¢apindaki diizeneklerde
uyguland1 (23). Sicanlarin bu diizeneklere kisa siirede alistiklar1 ve hatta bir siire sonra

uyuduklar1 gozlendigi i¢in bu ortamin ek bir stres olusturmadigini diisiiniiyoruz.

Hiperaljezi degerlendirilmesinde kullanilan diizeneklerde uygulanan uyariya
cevabin normal mi, yoksa hiperaljezi mi oldugunu ayirt etmek her zaman miimkiin
olmayabilir. Bu nedenle klinikte allodiniyi degerlendirmekte genellikle takdil allodini tercih

edilmektedir.

Burstein ve arkadaslari (10), duranin kimyasal stimiilasyonu ile fasial uyariya beyin
sapindaki trigeminal noronlarin cevabini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, von Frey
filamentleri ile durada mekanik stimiilasyona duyarliligin arttigini tespit etmislerdir.
Yamamura ve arkadaglar1 (67) yaptiklar1 ¢alismada, sicanlarin duralarinin uyarilmasi ile
olusan santral sensitizasyon sonucunda agrisiz uyarilara kars1 bile artmis kardiyovaskiiler
ve trigeminal ndronal yanit gelistiini gostermislerdir. Oshinsky ve arkadaglar1 (46) uyanik
sicanlarda, epizodik dural stimiilasyon uyguladiklar1 calismalarinda yine GTN sonrasi

periorbital von Frey esiklerinin diistiigiinii gdstermislerdir.

Calismamizda operasyondan sonra 12. giinden itibaren sensitizasyon gelismesine
bagl olarak, nazosilier sinirin baglandig1 sag taraftaki von Frey esik degerleri, nazosilier
sinirin baglanmadig1 taraftaki esik degerlerine goére anlamli olarak azaldig1 saptandi
(p<0.05). Diger ¢alismalarda von Frey filamentleri ile tespit edilen hiperaljezi ve allodini

cevaplar1 benzer sekilde nazosilier sinir ligasyonu sonrasinda da goriilmiistiir. Insanlarda da
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migren atag1 sirasinda esiklerin diistiigii ve bunun sonucunda da sensitizasyonun olustugu

gosterilmistir (9, 11, 12).

Termal cevap da santral sensitizasyonun degerlendirilmesinde kullanilmaktadir.
Burstein ve arkadaslar1 (10), duranin stimiilasyonu ile beyin sapindaki trigeminal
noronlardaki fasial uyar1 cevabinin arttigini gosterdikleri c¢alismalarinda, néronlarin
cogunda kiitandz 1s1 hassasiyetinin arttigini saptamislardir. Yamamura ve arkadaslar1 (67)
da yaptiklar1 ¢aligmada, si¢anlarin duralarinin uyarilmasi ile olusan santral sensitizasyon

sonucunda termal uyartya verilen cevap esiginin diistiigiinii gdstermislerdir.

Yaptigimiz ¢alismada, benzer sekilde operasyondan sonra 12. giinden itibaren
sensitizasyonla uyumlu olarak, nazosilier sinirin baglandigi sag taraftaki termal esik
degerlerinin, nazosilier sinirin baglanmadig1r taraftaki termal esik degerleri ile
karsilastirildiginda anlamli olarak azaldig: tespit edildi (p<0.05). Operasyondan sonra 15.
giinden itibaren nazosilier sinirin baglanmadig1 sol taraftaki termal esik degerleri kontrol
degeri ile karsilastirildigina anlamli fark saptanmadi. Operasyondan sonraki sadece 12.
giinde nazosilier sinirin baglanmadig1 sol taraftaki termal esik degerleri kontrol degeri ile
karsilagtirildigina anlamli olarak azaldigi saptandi (p=0.0055). Bu farkin nedeni 12. giinde
insizyona bagl periferik hassasiyetin devam etmesi olabilir. 15. giinden sonra ise insizyonun

iyilesmesi ile periferik hassasiyet kaybolmasi nedeniyle farkin kayboldugunu diisiiniiyoruz.

Brush allodini de mekanik allodininin degerlendirilmesinde kullanilan yontemlerden
biridir. Ellrich ve arkadaglarinin (22) siganlarda yaptiklari bir ¢alismada, orta serebral arter
yakinlarindaki parietal duramaterin elektriksel uyaris1 sonrasinda; trigeminal sinirin

supraorbital, infraorbital ve mental dallarina ait dermatomlarinin firga ve forsepsle
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uyarilmasi ile olusan degisiklikler degerlendirilmistir. Burstein ve arkadaglari (10), duranin
kimyasal stimiilasyonu ile fasial uyariya beyin sapindaki trigeminal néronlardaki cevabin
degerlendirdikleri c¢aligmalarinda, noéronlarin  ¢ogunda firgaya yamitin arttigini
saptamislardir. Yamamura ve arkadagslar1 (67) da yaptiklar1 ¢alismada benzer sekilde,
siganlarin duralarinin uyarilmasi ile olusan santral sensitizasyon sonucunda fir¢caya verilen

cevabin arttigini géstermislerdir.

Calismamizda da firca ile mekanik allodini degerlendirildiginde operasyondan sonra
12. giinden itibaren farklilik goriilmeye baslanmistir. Yapilan istatistik testinin anlamlilik
derecesi istatistiksel 6nemlilik sinirina yakindir (p=0.063, Mc Nemar testi). 40. giine kadar
ufak degismeler olmakla birlikte 40. giinde de bu farklilik korunmaktadir (p=0.063). Lamina
[-II’deki c-fos pozitif hiicre saymmi degerlendirildiginde ise nazosilier sinir ligasyonun
uygulandigi sag taraftaki c-fos hiicre sayisinin, sol tarafla karsilastirildiginda anlamli olarak

yiiksek olmasi ile birlikte hepsinin firga testinde allodini yanit verdigi gozlendi.

Sensitizasyonla ilgili yapilan cesitli ¢aligmalarda sicanlarda sensitizasyon sonrasi
“grooming” adindaki davranisin artip artmadigi incelenmistir (17, 61). Calismamizda da
benzer sekilde, operasyondan sonra nazosilier sinirin baglandig1 sag tarafta 6zellikle von
Frey filamentleri, firca veya termal uyari uygulandiktan hemen sonra ‘“grooming”
davranisinin belirgin olarak arttigt gozlendi. Agriya verilen bir yanit olarak ¢ikan bu
davranis sensitizasyon gelistiginde artmaktadir. Bu davranisin degerlendirilmesi onceden
planlanmadigindan sinir ligasyonu Oncesi ve sonrasi; sag veya sol taraftaki sayisal
farkliliklar belirlenmedi. Ancak bu konuda ileride yapilacak g¢alismalarm, bu farkliliklarin

degerlendirilmesine yardimei olabilecegini diisiiniiyoruz.
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Calismamizda nazosilier sinir ligasyonunun uygulandig tarafta von Frey esiginin ve
termal esigin azaldigi, firgaya karsi gelisen allodini ylizdesinin ise arttig1 tespit edilmistir. Bu
degisikliklerin ilk ne zaman ortaya ¢iktig1 ise belirlenememistir. Ayrica 40. giinde halen von
Frey esiginin, termal esigin diisiikliigii ve fir¢aya karsi gelisen allodininin devam ettigi
goriilmiistiir.  Yapilacak daha wuzun siireli c¢alismalarla bu belirsizliklerin = de

aydinlatilabilecegini diisilinliyoruz.

Basagris1 modellerinde trigeminovaskiiler sistemin aktivasyonunu kanitlamak i¢in
basagrisi ile iligkili beyin sap1 c¢ekirdeklerinde nosiseptif noronlardaki c- fos ekspresyonu
kullanilmigtir (7). Trigeminovaskiiler sinirin aktivasyonu ile beyin sapindaki ikinci sira
noronlarda c-fos ekspresyonunun incelenmesi spesifitesi ve sensitivitesi yliksek bir
yontemdir. Biz de bu amagla c-fos ekspresyonu goéstermek i¢in c-fos immiinokimyasal

yontemi kullanmayn tercih ettik.

Filipkowski ve arkadaslar1 (23) sicanlarda yaptiklari calismada firca ile uyari
verdiklerinde veya yeni bir ortama koyduklarinda, her iki durumda da c-fos ekspresyonunun
olustugunu gostermislerdir. Bester ve arkadaslari (4) da siyatik sinir hasar1 sonrasinda
yiizeyel arka kokte c-fos ekspresyonunun indiiklendigini tespit etmislerdir. Trigeminal sinir
tarafindan innerve edilen intra veya ekstrakranial yapilarin mekanik, elektriksel veya
kimyasal olarak uyarilmasi ile trigeminal niikleusta c-fos ekspresyonu indiiklenebilmektedir.
Migrendeki CSD’de TNC’de c-fos ekspresyonu tespit edilmistir. Trigeminal niikleusun
elektriksel uyarist ile unilateral c-fos mRNA veya TNC’de ylizeyel seviyeler c-fos
ekspresyonu gosterilmistir. Bu ¢alismamizin sonucunda, nazosilier sinir ligasyonunun beyin

sapt TNC’de anlamli oranda c-fos aktivasyonuna yol agtig1 gdsterilmistir. Nazosilier sinir
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ligasyonunun uygulandig: tarafta c-fos dagiliminin TNC kesitlerinde nosiseptif laminalarda
yogunluk gdostermesi ve Ozellikle de trigeminal sinirin oftalmik dalinin aktivasyonu
acisindan anlamlhidir. Nazosilier sinir ligasyonunun uygulandigi tarafta c-fos dagilimim
ylzeyel laminalarda daha fazla olarak goriilmistiir. Nazosilier sinir ligasyonunun
uygulanmadig tarafta ise c-fos dagiliminin tiim laminalarda seyrek oldugu goriilmiistiir. Bu

da nazosilier sinir ligasyonu ile c-fos ekspresyonunun olustugunu gostermektedir.

Sonug olarak caligmamizda ilk kez, trigeminal sinirin oftalmik dali olan nazosilier
sinir ligasyonu uygulanarak, sinir ligasyonu yapilan tarafta von Frey esiginde, termal esikte
azalmanin ve fir¢ca allodinisi ile karakterize TNC’deki c-fos ekspresyonunda artmanin
goriildiigii bir kronik basagris1 modeli olusturulmustur. Calismamizda uyguladigimiz kronik
basagrisi modelinin gelistirilmesinin, gelecekte klinikte yeni tedavi stratejilerinin

olusturulmasinda katkilar1 olacagini diisliniiyoruz.
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VI. OZET

Trigeminovaskiiler sistem aktivasyonunun basagrisindaki rolii bilinmesine ragmen
kronik basagrisinda trigeminovaskiiler sistem aktivasyonunu ile ilgili literatiirdeki model
sayist smnirlidir. Bu nedenle ¢alismamizda ratlarda farkli bir kronik basagrisi modeli
olusturmay1 amacladik.

Etik kurul karar1 alindiktan sonra trigeminal sinirin oftalmik dali olan nazosilier sinir
ligasyonu uygulanarak olusturulan kronik basagrist modelinde 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 35
ve 40. glinlerde deneklerin davranis degisiklikleri von Frey testi, firca allodinisi, 1s1 testi ile
degerlendirildi. Ayrica nazosilier sinir ligasyonundan 45 giin sonra TNC’deki c-fos
ekspresyonu incelendi.

Calismanin sonucunda nazosilier sinir ligasyonu uygulanan tarafta periorbital
bolgede, sham operasyonun yapildigi tarafla karsilagtirildiginda 12. giinden itibaren von Frey
esik degerlerinde ve termal esik degerlerinde anlamli olarak azalma oldugu saptandi, bu
azalma 40. giinde de devam etmekteydi. Ayrica nazosilier sinir ligasyonu uygulanan tarafta
12. giinden itibaren fircaya pozitif cevap yiizlerinin, sham operasyonun yapildigi tarafa gore
daha yiiksek oldugu tespit edildi. Operasyondan 45 giin sonra TNC’deki c-fos ekspresyonu
incelendiginde ise sinir ligasyonunun uygulandigi tarafta lamina I ve II’de c-fos pozitif
noronlarin sayisinin, nazosilier sinir ligasyonunun uygulanmadig: tarafa gére anlamli olarak
ylksek oldugu saptandi. Bu modelin gelistirilmesinin, gelecekte klinikte yeni tedavi

stratejilerinin olusturulmasinda katkilar1 olacagini diisiiniiyoruz.
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VII. SUMMARY

The role of trigeminovasculer activation in headache is known but in literature there
is only a few models observing the trigeminovasculer activation in chronic headache. For
this reason in the following research it is aimed to compose a different model of chronic

headache.

As the Ethics Committee approval was obtained, after performing a chronic headache
model with ligation of nasociliary nerve, ophthalmic branch of trigeminal nerve; responses
of the rats to von Frey ligaments, brush and termal stimulation is evaluated on the 12, 15, 18,

21, 24,27, 30, 35, 40™ days. Also the c-fos expression in the TNC is examined after 45 days.

As a result, after 12 days in the right periorbitary regions of the rats, where the
nasociliary nerve ligation performed, the thresholds to von Frey ligaments and termal
stimulation are reduced compared to the left periorbitary regions; and on the 40™ day these
results are still continuing. Also the percentages of the positive responses to brush are higher
in the right periorbitary regions compared to the left regions of the rats. After 45 days, when
the c-fos expression in the TNC examined, the number of c-fos positive neurons in the
lamina I and II are found to be higher in the right periorbitary regions compared to the left
regions. We believe that in the future the improvement of this model will give raise to the

new treatment modalities in the clinical usage.
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