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OZET

Migren bas agrisi, toplumsal maliyeti fazla olan ve etkili tedavilere
gereksinim duyan en sik goriilen agr1 sendromlarindan birisidir. Dura mater sinirler
tarafindan yogun bir sekilde innerve edilmistir ve ¢ok sayida mast hiicresi tarafindan
kusatilmigtir. Trigeminal nositeptif aktivasyondan dolayr dura materde meydana
gelen norojenik  inflamasyonun migren patofizyolojisinde roli  oldugu
disiiniilmektedir. Ayrica migren sempatik yetmezlik ile de iliskilendirilmistir. Bu
calismada, kisa siireli sempatektominin dura mater mast hiicre sayis1 ve trigeminal
nukleustaki c-fos ekpresyonu iizerine etkilerini arastirmak amaglanmistir.
Deneylerde 20 erkek sigan kullamilmistir. Birinci grup sempatektomize; anestezi
altinda boyun orta hat boyunca kesilerek sol siiperior servikal sempatik gangliyon
cikarildi. Anesteziden uyandiktan sonra siganlara kendi kafeslerinde bes giin
boyunca yeterli yiyecek ve su verilerek takip edildi. Ikinci grup sham opere;
gangliyon ve sinirlere dokunuldu fakat ¢ikarilmadi. Ugiincii grup kontrol; hicbir
uygulama yapilmadi.  Dordiincii grup, pozitif kontrol; c- fos ekspresyonunu
indiiklemek icin iki farklt model kullanildi. Birinci modelde nazal mukozaya % 5’
lik 50 pl formalin uygulandi ve ikinci modelde 0,3 ml non-heparinize otolog kan
tiiberkiilin siringa ile bir dakika boyunca sisterna manga igine enjekte edildi (1 ml).

Sicanlar anestezi altinda 6nce fosfat tampon (PBS) soliisyonu daha sonra da
% 4’ lik paraformaldehit kullanilarak intrakardiyak perfiize edildi. Dura mater
toluidin mavisi ile boyandi ve beyin sap1 c-fos i¢in indirek immiinohistokimyasal
olarak isaretlendi. Verilere Kruskal-Wallis testi uygulandiktan sonra Dunn ‘un ¢oklu
grup karsilastirmalar1 testi kullanilarak istatistiksel analiz yapildi. Sempatektomi,
dura materde, hem ipsilateral hem de kontralateral tarafta mast hiicre sayisini
anlamli derecede artirdi (p<0,01) ve trigeminal nukleusta ayni tarafta c-fos
ekpresyonunu da anlamli derecede artirdi. Kisa siireli sempatektominin neden oldugu
mast hiicre sayisinda meydana gelen degisme, mast hiicre-sinir etkilesiminin ve
ndrojenik inflamasyonun bir kanitidir. Mast hiicre sonuglar1 ile birlikte trigeminal
nukleustaki c-fos aktivitesi, siiperior servikal gangliyonektominin deneysel migren

modeli olabilecegini gdstermektedir.
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ABSTRACT

Migraine headache is one of the most common pain syndromes, with high
societal costs, still requiring more efficient treatments. Dura mater is densely
innervated and invested by plenty of mast cells. Neurogenic inflammation in dura
mater due to trigeminal nociceptive activation has been implicated for
pathophysiology of migraine. Migraine is also associated with sympathetic
insuffiency. In this study it is intended to investigate the effects of short-term
sympathectomy on number of mast cells in dura mater and c-fos expression in
trigeminal nucleus. In the experiments 20 male sicans were used. Group 1
Sympathectomized: Under anaesthesia, left superior servical sympathetic ganglion
removed via incision by center line at neck area. Rats recovered in individual cages
with tap water and food available ad libitum for five days. Group 2 Sham: Ganglion
and nerves were exposed but not dissected. Group 3 Control: No treatment was done.
Group 4 Positive control: Two different models were used for inducing c-fos
expression. One is 50 pl % 5 formalin applied to nasal mucosa, and second is otolog
0.3 ml of autologous non-heparinized blood was injected into the cisterna magna

over about 1 min via a tuberculin syringe (1 ml).

Under deep anaesthesia, rats were perfused intracardiacally with phosphate
buffer saline (PBS), followed by 4% paraformaldehyde. Dura maters stained with
toluidine blue, and brainstems were labelled by indirect immunohistochemistry for c-
fos. Statistical analysis was performed using Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s
multiple comparison test. Sympathectomy significantly increased number of mast
cells in ipsilateral and contralateral dura maters (p<0.001) and the c-fos expression in
ipsilateral side trigeminal nucleus. Change in number of mast cell by short term
sympathectomy is a proof of mast cell-nerve interaction and neurogenic
inflammation. Together with results of mast cells and the c-fos activity in trigeminal
nucleus suggests that superior cervical ganglionectomy can be experimental model

of migraine.
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1. GIRIS

Bas agrisi, yaygin olarak goriilen bir semptom olup, hekimlerin en sik
karsilastiklar1 ve dogal olarak kendilerinin ve yakinlarinin da en ¢ok etkilendigi bir
saglik sorunudur. Bas agrilarinin dnemli bir boliimii migren ve gerilim tipi bas agris1
ozelliginde olan stiregen (kronik) agrilardir. Bu bas agrilar1 kisiyi, yasaminin 6nemli
bir boliimiinde hem agr1 6zelligi ile hem de agrinin dolayli ve dolaysiz sonuglari ile
etkileyebilmektedir. Agriya bagh isgiicii kaybi, bas agrisinin neden oldugu saglik

harcamalar1 ve iliskili ekonomik gotiiriilere de yol agmaktadir.

Gelismis iilkelerde migren prevalans ¢alismalar1 bu tiir bas agrisinin erigkin
kadinlarda %12-24; erkeklerde ise %5-12 oranlarinda gorildiigiini gostermektedir
(Siva, 2002). Ulkemizde gerceklestirilen ¢ok merkezli bir bas agris1 epidemiyolojisi
calismasinda, 15-55 yas grubunda migren prevalansi %16.4 olarak bulunmus olup bu
oran kadmlar i¢cin %21.8, erkekler icin %10.9'dur. Bu degerler goreceli olarak
yliksek izlenimi vermekle birlikte yakin zamanda batida yapilmis g¢alismalar ile
uyumludur. Toplumumuzda migrenin en ¢ok goriildiigii yas grubu 30-39 olarak
bulunmustur. Migrenle karsilagilma siklig1 ¢ocukluk doneminde anlamli bir cinsiyet
farki gostermezken, puberteden sonra kadinlarda artmakta ve eriskin niifusta kadin-

erkek orani, 2/1'e ulasmaktadir.

Giliniimiizde migren tedavisi sempatomatik yani bas agrismin giderilmesi ve
profilaktik yani ataklarin Onlenmesi seklindedir. Maalesef tam iyilesme cure
saglayan bir tedavi heniiz mevcut degildir. Bunun en 6nemli nedenlerinden biri

migren patofizyolojisinin tam olarak anlagilamamasidir.

Dura mater nosiseptor aktivasyonu ile olusan norojenik inflamasyon, migren
gibi primer basagrilarinin fizyopatolojisinden sorumlu tutulmaktadir (Lewis 2003;
Peroutka 2005). Deri, sinoviya gibi pek ¢ok organda mast hiicrelerinin norojenik

inflamasyona katildig1 gosterilmistir (Theoharides ve ark. 2005).

Yapilan bir ¢alismada uzun siireli bilateral superior servikal ganglionektomi

uygulanarak serebral ve menengial damarlarinda sempatik denervasyon olusturulan



sicanlarin dura mater mast hiicre davraniglarini degistirdigi gosterilmistir (Bergerot
ve ark. 2000). ilaveten bir vaka sunumunda sempatik refleks distrofi nedeniyle
gangliyon blokaji yapilan hastada migren gelistigi bildirilmistir (Spierings 2003;
Belena ve ark. 2006). Son yillarda migren tipi basagrilarmin trigeminal duysal

liflerin aktivasyonu sonucu gelistigi gosterilmistir (Levy ve ark 2007).

Sunulan arastirmada kisa siireli sempatektominin trigeminal niikleus c-fos
aktivitesi ve dura mast hiicreleri lizerine etkisi arastirilarak migren bir sempatik
yetmezlik midir sorusuna yanit aranacak ve migren fizyopatolojisine ve dolayisiyla

tedavisine katki saglayacak bilgiler elde edilmesi planlanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Dura materin anatomisi

Dura mater periosteal ve meningeal olmak {izere iki yapraktan olusmustur
(sekil 2.1). Bu yapraklar vendz sinuslarin olusma yerleri hari¢ birbirlerine sikica
yapigmiglardir (Snell, 2000; Gokmen, 2003). Endosteal yaprak (lamina externa)
kafatas1 kemiklerinin i¢ yiliziini doseyen periosteumdur. Bu tabaka foramen
magnumu gecerek medulla spinalisi 6rten dura mater ile devam etmez. Kafatasi
kemiklerindeki deliklerin kenarlar1 ¢cevresinden gecerek bu kemiklerin dis tarafindaki
periosteum ile devam eder. Suturlarda siitural baglarla devam eder. Basis kranii
kemiklerine sikica yapismustir. Esas dura mater meningeal yaprak (lamina
interna)’tir. Beyini tamamen saran siki gii¢lii fibr6z bir zar olup foramen magnumdan
gecerek medulla spinalisin dura materi olarak devam eder. Bu yaprak kafatasi
deliklerinden gegen kranial sinirlere tubuler kiliflar olusturur. Kafatasmin disinda bu
tabaka sinirlerin epineuriumu ile kaynasir. Meningeal yapragin igeri dogru
gonderdigi dort bolme, cavitas craniiyi beynin alt bolimlerinin yerlestigi ve
aralarinda baglantilar olan bosluklara ayirir. Bu bolmelerin gorevi, bas hareket ettigi
zaman hizlanma ve yavaglama ile ilgili olarak beynin yer degistirmesini
engellemektir.

Falx cerebri iki beyin hemisferi arasinda orta hatta uzanan orak seklinde bir
dura mater kivrimidir. Falx cerebelli kiiciik orak seklinde bir dura mater kivrimi olup
crista occipitalis internaya yapisarak one dogru beyincik hemisferi arasinda uzanir.
Sabit arka kenar1 sinus occipitalisi igerir. Diaphragma sellae kiigiik, sirkiiler bir dura
mater kivrimi olup sella turcicanin ¢atisin1 olusturur. Ortasindaki kiigiik delik,

hypophysis cerebrinin sapinin gegisine izin verir.
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Sekil 2.1 Dura materin anatomik yapisi

2.2. Dura Materin Damarlan

Dura matere arteria carotis interna, arteria maxillaris, arteria pharyngea
ascedens ve arteria vertebralislerden ¢ok sayida arter gelmektedir (Snell, 2004).
Klinik acisindan en Onemlisi, kafa travmalarinda zarar gdren arteria meningea
mediadir. Arteria meingea media fossa infratemporaliste arteria maxillaristen ayrilir.
Cavitas craniiye foramen spinosumdan gegerek girer ve duranin endosteal ve
meningeal tabakalar1 arasinda uzanir (sekil 2.2 ve 2.3). Arter temporal kemigin
squamoz pargasimin {ist yiizeyinde bir olukta ileriye ve dis yana dogru ilerler. On dal
pariatal kemigin On-alt agisinda derin oluklar veya tiinellerde ve kabaca beynin gyrus
precentralisinin ¢izgisine uygun olarak ilerler. Arka dal arkaya biikiilir ve dura
materin arka kismini besler. Meningeal venler duranmn endosteal tabakasinda
uzanirlar. Vena meningea media, arteria meningea medianin dallarini izler ve plexus
venosus pterygoideus veya sinus sphenoidalise drene olurlar. Venler arterlerin dis

yanlarinda uzanirlar.
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Sekil 2.2 Kafatas1 ve dura mater tabakalarina giden meningeal damarlarin

iliskilerinin goriildiigii basin sag tarafi (Snell, 2000).
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B
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Sekil 2.3 Kalvarya ortadan kaldirilmis basin iistten goiiniisii. Dura materin endosteal
tabakas1 ortadan kaldirilmis; meningeal tabakanimn altindaki sinus sagittalis superior’

un i¢ yiizli ortaya ¢ikarilmistir (Snell, 2000).



2.3.  Dura Materin innervasyonu

Nervus trigeminusun dallari, nervus vagus, ilk ii¢ servikal spinal sinir ve
truncus sympathicusun dallar1 dura matere gelirler (Drake ve ark. 2007). (sekil 2.4).
Durada ¢ok sayida gerilmeye duyarli duysal sinir sonlanmalari vardir ki dura
gerildiginde bas agris1 hissedilir, tentorium cerebellinin st tarafinda nervus
trigeminusun duysal uglar1 uyarildiginda basin ayni tarafindaki deri bolgesinde
yanstyan agri hissedilir. Tentoriumun alt tarafindaki duranin sinir sonlanmalari
uyarildiginda boyunun arkasinda ve sacgli derinin arkasinda nervus occipitalis

majorun dagilma alani boyunca yansiyan agri olusur (sekil 2.4).
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Sekil 2.4 Trigeminal nukleusa giden agr1 yolagi



2.4. Dura materi Etkileyen Sensorial, Sempatik ve Parasempatik Sinirler

Sensorial sinirler mukoza cevresinin stimiilasyonunu alir, parasempatik ve
sempatik reflekse, lokal parasempatik yanita ve lokal noropeptidlerle ndrojenik
inflamasyona neden olur (Kabakgi, 1999). Sensorial, parasempatik ve sempatik
sinirlerin her biri, Kklasik noéropeptidler igerirler (asetilkolin, norepinefrin v.b.).
Sensorial noronlarda substans P (SP), norokinin A (NKA), kalsitonin gen-related
peptid (CGRP) bulunur. Parasempatik néronlar baslica asetilkolin (Ach), vasoaktif
intestinal peptid (VIP) ihtiva eder. Sempatik noronlarda ise norepinefrin, ndropeptid
Y (NPY) vardir. Bir tek ndronun depolarizasyonu tiim periferik ve santral
noropeptidlerin  kombinasyonunun sekresyonunu saglar. Ciinkii bu mediatorler
sinerjistik, antagonist veya otoregiilator etki gostereceklerdir. Dura materi etkileyen
sensorial, sempatik ve parasempatik sinirler ve nérotransmiterleri tablo 2.1°de toplu

halde verilmistir.



Tablo 2.1 Dura Materi Etkileyen Sensorial, Sempatik ve Parasempatik

Sinirler ve Norotransmitterleri

Trigeminal sinirler Parasempatik sinirler Sempatik sinirler

Trigeminal gangliyon  Sfenopalatin gangliyon Superior servikal
gangliyon

a. Takikininler a. Asetilkolin a. Norepinefrin
Substans P,
Norokinin A,
Noropeptid K,
Norokinin B
b. Calcitonin b. Vasoaktif b. Noropeptid Y
gene-related peptid intestinal peptid
C. Gastrin-

releasing peptid



2.4.1. Sensorial Sinirler

Iki tip sensorial sinir lifleri fonksiyon yapar. A lifleri, C lifleri. Bu néronlar
inflamatuvar mediatorler, histamin, bradikinin, serotonin, potasyum ve hidrojen ile
stimiile edilir. Inflamatuvar reaksiyonda SP ¢ok &nemli rol iistlenir. SP, NK 1
reseptoriine baglanarak etkisini gosterir (Kabakgi, 1999).

NKI1 reseptorleri, epitel, damarlar, glandlar ve diiz kas hiicreleri iizerinde
bulunur ve vazodilatasyon, permeabilite artisi, glandiiler sekresyon, diiz kas
kontraksiyonuna neden olur. SP ayrica postganglionik parasempatik aktiviteyi
stimiile eder, kolinerjik ndral yanit1 arttirr. SP dogrudan dogruya cesitli hiicrelerin
fonksiyonunu modiile eder. T lenfositlerin proliferasyonunu saglarken, makrofajlar:
aktive eder. Notrofillerin ve makrofajlarin fagositozu ve kemotaksisi artar,
immunoglobulin M ve A sentezi fazlalasir. Endotel hiicrelerinin proliferasyonunu
stimiile eder, monositlerden c¢esitli sitokinlerin sentezini arttirir (IL-1, IL-6, TNF).
NKA bir diger 6nemli takikinindir ve diiz kas kontraksiyonunda etkisi dominanttir.
Takikininlerin sentezini aci biberin baharati olan kapsaisin ve sigara i¢cimi arttirir,
yanma hissi ve agriya neden olur. Takikinin antagonistleri bir ¢ok kinetik ¢alisma
ile gosterilmistir. CP 96345 bir reseptdr antagonistidir. NK1 reseptoriinii bloke
ederek SP'min baglanmasini 6nler. Ayn1 zamanda kalsiyum kanal antagonisti olarak
da gorev yapar. CGRP sensorial afferent sinirlerde takikininlerle beraber bulunur.
CGRP-1 (CGRP) ve CGRP-II (CGRP-B) olmak tizere iki sekilde bulunur ve her iki
sekilde de vazodilatatordiir. Kalsitonin ile ayn1 gen tarafindan sentezi kontrol edilir.
CGRP ve metabolitleri eozinofillere kemotaktiktir. CGRP ayni zamanda
antiinflamatuvar etkiye sahiptir. Hidrojen peroksit olusumunu ve makrofajlarin
antijen sunumunu inhibe eder. GRP, 27 aminoasitli bir peptid olup GRP 10 veya

néromedin C ve bir amfibian peptid olan bombesin ile ayni striiktiire sahiptir.

2.5.  Nervus Trigeminus Anatomisi (V. Kranial Sinir)

Nervus trigeminus en biiyiik kranial sinir olup, hem duyusal hem de motor

lifler icerir. Bagm biiyiik boliimiiniin duyusal siniri olan nervus trigeminus, ¢igneme



kaslar1 dahil bir ¢ok kasin motor siniridir (Snell, 2000). Genel somatik afferent
(GSA) lifleri, yiiz ve kafanin ©6n yarisindan, burun ve agiz boslugunun
mukozasidan, paranasal siniislerden, membrana tympanicanin bir kismindan, géz ve
konjuktivadan, fossa kranii anterior ve mediadaki dura materden duyu uyarilarini
tagir. Branchial efferent (BE) lifleri ise ¢igneme kaslari, tensor tympani, tensor veli
palatini, mylohyoideus ve M. digastricusun venter anteriorunu innerve eder. Nervus
trigeminus, ponsun anterolateral yiiziinden biiyiikge duyu ve daha kii¢iik motor kok
halinde ¢ikar. Bu kokler, fossa krani posteriordan, one dogru fossa krani mediaya
dogru, temporal kemigin petroz pargasmin medial ucu tizerinde seyreder. Fossa krani
mediada sinirin duyu kokii ganglion trigemini olarak genisler. Spinal ganglionlara
benzer olarak n. trigeminusun duyu hiicre govdeleri ganglion trigeminalede bulunur.
Ganglion trigeminale, temporal kemigin petroz parcasinin On yiiziinde
(impressiovtrigeminalis), duradan olusan magaras1 (cavum meckeli) igerisinde yer
alir. Motor kokii ise daha altta yerlesmistir ve duyu kokiinden tamamen ayridir. Bu

noktada ganglion trigeminalenin 6n kenarindan n. trigeminusun 3 terminal dali ¢ikar.

Asagidan yukar1 dogru:

1. Nervus ophthalmicus (oftalmik dal [V1])

2. Nervus maxillaris (maxillar dal [V2])

3. Nervus mandibularis (mandibular dal [V3])

2.5.1. Nervus Trigeminusun Terminal Dallar

2.5.1.1. Nervus ophthalmicus [V1]

Nervus ophthalmicus [V1], cavernous siniisiin lateral duvarmin durasi
icerisinde seyreder ve fossa craniiyi terk eder ve fissura orbitalis siiperiordan orbitaya
girer. Nervus ophthalmicus g6z, konjuktiva, orbita icerigi, lacrimal bez dahil tiim
yapilarin duyusunu tasir. Ayni zamanda, nazal bosluktan, siniis frontalis ve siniis

ethmoidalis, iist g6z kapagi, burun sirti, scalpimn 6n kismmin duyusunu tasir (Snell,

2000; Drake, 2007; Gokmen 2003).
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2.5.1.2. Nervus maxillaris [V2]

Nervus maxillaris [V2], cavernds siniisiin lateral duvarmin dura materi
icerisinde m. ophthalmicusun hemen altinda 6ne dogru seyreder, cavitas craniiyi
foramen rotundumdan terk eder ve ptrygopalatin fossaya girer (Snell, 2000). Nervus
maxillaris [V2], fossa crani anterior ve fossa cranii medianin durasindan,
nasopharynx, damak, burun boslugu, list ¢ene disleri, maxiller siniisten, burun

kanatlarinin derisinden, alt géz kapagi, yanak ve {ist dudaktan duyu tagir.

2.5.1.3. Nervus mandibularis [V3]

Nervus mandibularis [V3], ganglion trigeminalenin alt kenarindan ¢ikar ve
fossa craniiyi foramen ovaleden terk eder (Snell, 2000). Nervus trigeminusun motor
kismi da foramen ovaleden gecer ve n. mandibularisin [V3] duyu kismi ile
craniumun diginda birlesir. Nervus mandibularis [V3] n. trigeminusun motor lif
iceren tek dalidir. Craniumun disinda motor lifleri ¢igneme kaslarini- m. temporalis,
m. masseter, m. pterygiodeus medialis ve m. pterygoideus lateralis ayn1 zamanda m.
tensor tympani, m. tensor veli palatini ve m. digastricusun venter anterior ve m.
mylohyoideusu innerve eder. Nervus mandibularis [V3], ayn1 zamanda yiiziin alt
kismimin derisinden, yanak, alt dudak, kulak, dis kulak yolu, temporal bolgeden, dilin
2/3 6n kismindan, alt ¢ene disleri, cellula mastoidea, yanak mukozasi, mandibula ve

fossa cranii media durasinin duyusunu tasir (Drake, 2007).

2.5.2. Nervus Trigeminusun Cekirdekleri

Nervus trigeminusun 4 ¢ekirdegi vardir: Nucleus principalis nervi trigemini, Nucleus
spinalis nervi trigemini, Nucleus traktus mesencephali nervi trigemini, Nucleus
motorius nervi trigemini (Snell, 2000).

Nucleus Principalis Nervi Trigemini; Bu ¢ekirdek ponsun arka boliimiinde, nucleus
motorius nervi trigemini’ nin diginda bulunur. Asagiya dogru nucleus spinalis nervi
trigemini ile devam eder.

Nucleus Motorius Nervi Trigemini; Bu ¢ekirdek pons’ ta nucleus principalis nervi

trigemini’ nin i¢ tarafinda yer alir.
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Nucleus Spinalis Nervi Trigemini; Yukariya dogru ponsta yer alan nucleus
principalis nervi trigemini ile asagiya dogru ise tiim medulla oblangata boyunca
uzanarak medulla spinalisin list boliimiinde ikinci servikal segmente kadar ulagir.

Nucleus Tractus Mesencephalici Nervi Trigemini; Bu ¢ekirdek aqueductus cerebrinin
cevresinde, gri maddenin dig parg¢asinda yer alan unipolar sinir hiicrelerinin
olusturdugu kolonlardan meydana gelir. Asagida pons i¢ine nucleus principalis nervi

trigeminiye kadar uzanir.

2.6. Kolinerjik Parasempatik Sistem

Sensorial sinir stimiilasyonunun en 6nemli fonksiyonu parasempatik refleksi
arttrmasidir (Kabake1, 1999). Glossofaringeal, vagal ve spinal yardimci motor
noronlar, farinks, larinks ve {ist Ozefagus c¢izgili kas refleksini kontrol eder.
Preganglionik parasempatik stimiilasyon ile Ach agiga c¢ikar. Postganglionik
parasempatik ndronlardan Ach, VIP ve VIP ile alakali peptidler senteze edilir. SP ve
diger takikininler, prostoglandin ve diger l6kotrienler artan bir depolarizasyona,
NPY, histamin H3, muskarinik M2, adrenerjik B2 reseptorleri, depolarizasyonunun
azalmasima neden olur. Invivo muskarinik reseptorler Ach aktivitesi gosterirler.
Bilinen bes muskarinik reseptorden tigii (M1 -M3) farmakolojik olarak aktiftir.

Menengial damarlar parasempatik inervasyonu sfenopalatin gangliyondan alir.

2.7.  Adrenerjik Sempatik Sistem

Sempatik sistem, normal deri ve mukozanin egzersiz ve diger streslere
saglikli yanit vermesini kontrol eder (Kabakgi, 1999). Preganglionik sempatik sinir
lifleri, iist, orta, alt servikal ganglionun post ganglionik hiicreleri ile sinaps yapar.
Sempatik refleks vazokonstriksiyona neden olur. Sempatik sinirler norepinefrin ve
ndropeptid tirozin Y sentezlerler. Her ikisi de ¢ok gii¢lii damar spazmina yol acar.
Adrenerjik etki alfa ve beta reseptorler araciligi ile gelisir. Alfa reseptorlerin a-1, o-
2, beta reseptdrlerin 81, 32, 83, subgruplar1 bulunur. Norepinefrinin yaninda siirrenal

medullasindan salgilanan adrenalin de fizyolojik dengede Onemli rol oynar.
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Fizyolojik olarak epinefrin kuvvetli bir diiz kas gevseticisidir Serebral ve menengial

damarlar sempatik inervasyonunu superior servikal gangliyondan alir.

2.8.  Siiperior Servikal Gangliyon

Inferior, middle ve siiperior olmak iizere ii¢ servikal sempatik gangliyonun en
biiyiigiidiir (Snell, 2000; Drake, 2007). C I ve C II servikal vertabra bolgesinde
biiyiikk bir ganglion cervicale superius, truncus sympathicusun ist ucunu belirler.
Bunun dallar1 sunlardir.

1. A. Carotis externa ve a. Carotis interna tarafinda plexus olusturan sinirler (n.
caroticus internus, n. carotici interni)

2. C1-C4 servikal spinal sinirlere giden rami communicantes grisei

3. Pharyxe ve larynxe giden sinirler (rami laryngopharyngei)

4. Kalbe giden n. cardiacus cervicalis superior.

Kavernoz pleksus Maksillar sinir

R —— %
Vidian sinir Sphenopalatin
gangliyon

Karotid pleksus

P
Birinci /\V A
i

servikal e ) )
Ust servikal gangliyon

sinir // _
Z o . . ..
Superior kardiyak sinir

5 A T‘FOrta servikal gangliyon
(/ Il Orta kardiyak sinir

|
&\
A)
/ \ #~ Alt servikal gangliyon
Sekizinci O// /\z\ SefvIKal:ganeuyor
servikal P » Inferior kardiyak sinir
Birinci L

torasik sinir

Sekil 2.5 Siiperior servikal ganglion (Testut ve Lasarjet 1971).
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2.9. Horner Sendromu

Horner sendromu ya da Bernard-Horner syndrome sempatik sinir sisteminin
hasari ile seyreden klinik bir sendromdur. Pupil, iist goz kapag, fasial ter bezleri ve
fasial damarlara giden sempatik liflerde lezyon bi¢iminde agiklanir (Snell, 2000;
Drake, 2007; Gokmen 2003).

Bu sendromun bulgular1 sunlardir: (1) Gézbebeginin daralmas: (miosis), (2)
ist goz kapagmin diismesi (ptosis), (3) enophtalmus, (4) deri arteriollerinin
vasodilatasyonu ve (5) terleyememe (anhydrosis) tiim bu semptomlar, bag ve boynun
sempatik innervasyonunun kesilmesi ile ortaya ¢ikar. Patolojik nedenler,
hypothalamustan birinci torakal segmentle columna lateralisteki sempatik merkeze
inen tractus reticulospinalisin kesilmesine neden olan beyin sap1 veya medulla
spinalisin servikal boliimiiniin lezyonlaridir. Bu lezyonlar multiple sclerosis ve
syringomyelide goriiliir. Ganglion stellatumun bir boyun kaburgasi ile ¢ekilmesi
veya metastazik lezyonlarda ganglionun katilimi sempatik yolun periferik boliimiinii
etkiler.

Horner sendromlu tiim hastalarda miosis ve ptosis mevcuttur (Snell, 2000).
Ancak birinci ndron (merkezi sinir sistemi igerisindeki tractus reticulosipnalis lifleri),
ikinci néron (preganglionik lifler) ve {li¢lincii noron (postganglionik lifler) lezyonlari
ayirt edilmelidir. Ornegin, birinci ndron lezyonuna (merkezi Horner sendromu) isaret
eden klinik bulgular viicudun kontralateral hiperestezisi ve viicudun tiim yarisimin
anhidrozu. Ikinci néron katiminm isaretleri (preganglionik horner sendromu) yiiz ve
boyunda anhidroz ile yiiz ve boynun flasidir. Ugiincii néron katilimimimn isaretleri ise
(postganglionik Horner sendromu) vyiiz agrisi veya kulak, burun veya boyun

hastaligidir.

2.10. Dura mater mast hiicreleri

Hemen hemen her organda bulunan dura materde bol miktarda bulunan mast
hiicreleri ¢ok islevli efektor hiicelerdir (Tore ve Tuncel, 209; Crivellato ve ark.,
2003). Mast hiicre aragtrmalarmim tarihi Leipzig Universitesi Tip Fakiiltesinde bir
Ogrenci olan Paul Erlich tarafindan bu hiicrelerin kesfiyle baslamistir. O, diger

hiicrelerden kolaylikla ayirt edilebilen anilin-reaktif grantiler hiicreleri gézlemledi ve
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onlar1 Yunanca bir kelimeden gelen ve anlami gégiis (meme) olan “mastos” olarak
isimlendirdi. O, bu hiicrelerin beslenmeyi sagladigin1 ve fibroblastlardan
orjinlendigini 6nermisti. Bilinmektedir ki mast hiicreleri, kemik iligindeki pluripotent
hemopoietik hiicrelerden orjinlenmektedir ve beslenmeyi saglamazlar, bununla
birlikte bu hiicreler dokularin tropizmini igcermektedirler. Mast hiicreleri uzun
Oomiirlii, tliim damarlanmis dokularin igine genis bir sekilde dagilmis ve cevresel
etkilere maruz kalan ylizeylerin yakininda, ciltte, gastrointestinal ve solunum
yollarinda Gzellikle bol bulunmaktadir. Bu dokularda, mast hiicreleri, kan
damarlarinin yanlarinda, epitelde, diiz kaslar ve sinirlere komsu olarak bulunurlar.

Farkli mast hiicre heterojenitesi kemirgen ve insanlarda gozlemlenmistir.
Kemirgenlerde mast hiicreleri, bag doku mast hiicreleri (CTMC), mukozal mast
hiicreleri (MMC) ve ara tip mast hiicreleri olarak siniflandirilmaktadir. Kemirgen
mast hiicre Ozellikleri tablo 2.2’de verilmistir (Metcalfe, 1997; Krishnaswamy,
2006). Bununla birlikte insanlarda mast hiicreleri, triptaz, kimaz veya hem triptaz
hem de kimaz gibi proteaz enzimlerin temeli tizerine smiflandirilirlar. Triptaz kimaz
iceren alt tipi ciltte ve kiigiik intestinal submukozada, daha fazla bulunur. Kimaz
icerenler akcigerde ve ince bagwrsak mukozasinda bulunur ve boylece en ¢ok
kemirgen MMC’sine benzemesi uygundur. Sadece kimaz iceren, intestinal
submukozada ve nazal mukozada daha az siklikta bulunur.

Mast hiicrelerinin geleneksel olarak inflamatuvar olduklar1 diistiniiliir. Onlar,
hiicre ylizeyine, spesifik antijen tarafindan ¢apraz bagl Fc epsilon reseptor I’e IgE
baglandiginda aktive edilirler, arasidonik metabolitlerin, sitokinlerin ve kemokinlerin
yeniden sentezini ve mast hiicre degraniilasyonunu baslatirlar. Bununla birlikte mast
hiicreleri inflamatuar cevaplar esnasinda noropeptitler gibi Fc epsilon RI dan
bagimsiz uyarilara cevap da verebilirler. Mast hiicreleri dokunun yeniden
sekillenmesini, doku korumasini ve homeostasisi onemli derecede etkilemektedir.
Mast hiicreleri, yara 1iyilesmesinin {i¢ fazinda, inflamatuar reaksiyonda,

anjiojenesizde ve extraselliiler matrix re-absorbsiyonunda 6nemli rol oynar.
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Sekil 2.6 Mast hiicresinin SEM (taramali elektron mikroskobu) ve TEM
(transmisyon elektron mikroskobu) goriintiisii (Theoharides ve ark. 2001).

2.10.1. Mast Hiicrelerinin Morfolojik Ozellikleri

Mast hiicreleri insanda yaklastk 30 pm, kemirgenlerde 3.5-22 pum
biiylikliiglinde olup sitoplazmalarinda yaklasik 50-500 salgi graniilii igeren
hiicrelerdir (Ercan ve Cetinel, 2008). (sekil 2.6). Genellikle gastrointestinal sistem
mokozasinda, solunum yollarinda, deride, mesanede ve merkezi sinir sisteminde kan
ve lenf damarlarma ve periferik sinir sistemine komsu bdlgelerde yerlesirler.
Histolojik olarak toluidin mavisi gibi metakromatik boyalarla, kloroasetat esteraz
aktivitesiyle, alsiyan mavisi-safranin ikili boyamasi ile ve antitriptaz ve anti-kKimaz
immunohistokimya teknikleri ile gosterilebilirler.

Mast hiicreleri doku icindeki lokalizasyonlarina bagli olarak polihedral,
fusiform, oval ve dikdortgen sekillerinde bulunabilir. Nukleuslar1 da genellikle
yuvarlak veya oval olup periferik yayilmis heterokromatini vardir. Mast hiicreleri,
histokimyasal 6zellikleri, histamin depolarmin durumu, proteoglikan ve noétral
proteazlar1 igeren graniil durumu ve tetikleyici ve inhibe edici ilaglara kars1 verdikleri

yanitlara gore alt tiplerine ayrilir (tablo 2.2).
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Bag doku mast hiicreleri safranin pozitif graniiller igerir ve submukozal
alanlarda lokalize olurlar, mukozal mast hiicreleri de mukozal alanda lokalize olup
safranin negatiftirler. Bu iki hiicre farkli proteinazlar1 sentezleyebilme
yetenegindedir. Mukozal mast hiicreleri interlokin IL-3 ve IL-4’ten etkilenirken bag

doku mast hiicreleri bu interlokinlerden etkilenmezler.

Tablo 2.2 Sigan mast hiicre 6zellikleri (Metcalfe ve ark. 1997)

Ozellikler Periton Boslugu Mast Intestinal Mukoza Mast
Hiicresi Hiicresi

Alternatif Isimler Bag doku mast hiicresi, Mukozal mast hiicresi,
tipik mast miicresi atipik mast hiicresi

Biiyiikliik 10-20 um 5-10 um

Formaldehit fiksasyonu Direngli Hassas

Boyanma Safranin Alcian blue

Gelisiminde T-hiicresine Hayir Evet

bagimlilik

Proteaz icerigi

Proteoglikanlarin
molekiiler biiyiikligi

Histamin
5-Hidroksitriptamin
Prostaglandin D,
Lokotrien C4

Fc,RI agregasyonu

tarafindan aktive edilmesi

Bilesik 48/80 tarafindan
aktive edilmesi

Substans-P tarafindan
aktive edilmesi

Sodyum kromoglikat

tarafindan inhibe edilmesi

Kimaz (RMCP I)
Heparin 750-1,000 kDa

10-20 pg/hiicre

1-2 pg/hiicre
+

Evet
Evet

Evet

Evet

RMCP: rat mast hiicresi proteazidir
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Kimaz (RMCP 11)

Kondroitin siilfat di B 100-
150 kDa

1 pg/hiicre

< 0,5 pg/hiicre
+

++

Evet

Hayir

Hayir

Hayir



2.10.2. Mast Hiicrelerinin Gelisimi

Mast hiicreleri, kemik iliginde CD34+ pluripotent kok hiicrelerden meydana
gelirler (Tore ve Tuncel, 2009; Gurish ve Boyce, 2006). (sekil 2.7). CD34+, Fc.RI-,
Kit+ olarak kan yoluyla sirkiile olurlar; fakat hiicreler faklilasmamistir ve dokulara
goc ederler, burada Kit-Ligand (kok hiicre faktorii: SCF olarak da bilinir) ve diger
lokal olarak iiretilmis sitokinlerin varliginda olgunlasirlar. Mast hiicreleri, SCF
olmadiginda programlanmis hiicre 6liimiine ugrarlar. Mast hiicreleri, fibronektin ve
laminin gibi 6zgiil bag doku komponentlerine yapisirlar. SCF mediyator salinimini
ve mast hiicrelerinin bag doku matriksine adhezyonunu regiile edebilir. Mast hiicre
gelisiminin diizenlenmesi ve fenotipi lizerine mikrogevre de Onemlidir. Farkh
lokalizasyondaki mast hiicreleri, onlarin histokimyasal, altyapisal ve fonksiyonel
ozellikleri bakimindan ¢esitlilik arz eder. Mast hiicresi eksik fareye kiiltiire alinmis
olgunlasmamis mast hiicreleri enjekte edilmis ve bulunduklar1 dokular i¢in spesifik
olgun fenotipler elde edilebilmistir. Kiiltiire alimmis mast hiicreleri, anatomik
yerlesime bagli olarak ya CTMC ya da MMC fenotipinde mast hiicrelerini artirabilir.
Sadece alcian mavisi ile boyanmis glandular mide mukozasinda gelismesinin aksine
temsilci olarak CTMC (%50-30 WBBG6F1-+/+ fareden elde edilen peritonal mast
hiicreleri) nin intravendz enjeksiyonu, kiiltiire alinmis mast hiicreleri ile elde
edilenlere benzer sonuglar vermistir, mast hiicreleri peritonal boslukta, ciltte, dalakta
ve berberin siilfat ve safranin ile boyanmis WBB6F1-W/W alicilarin glandular mide
kas tabakasi propriasinda gelismislerdir (Krishnaswamy ve ark. 2006). Mast

hiicrelerinin gelisimi sekil 2.7°de sematize edilmistir.
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Sekil 2.7 Mast hiicre gelisim Yyolagi: Mast hiicreleri gelisimi miyeloid yol
boyunca once CMP’ler yoluyla sonra GMP’ ler yoluyla ilerler. Kemik
iliginde GMP’ ler, MCP ve BaP’ larin onciileridir. BMCP’ ler sadece dalakta
bulunur ve kiiltiirde miyeloid biiyiime faktorleri iginde MCP ve BaP’ lara
farklilagirlar. HSC: hemopoietik kok hiicre; CLP, genel lenfoid progenitor;
MEP, megakaryosit eritrosit progenitér; NK, natural killer hiicreler (Gurish
ve Boyce, 2006).

2.10.3. Mast Hiicre Mediyatorleri

Mast hiicreleri, c¢esitli uyaranlara cevap olarak c¢ok sayida vazoaktif,
nosiseptif ve proinflamatuar molekiiller sekrete ederler. Mast hiicrelerinden salian
baz1 mediyatdrler mast hiicrelerinin graniillerinde preformasyon edilir ve depolanir
(Tore ve Tuncel, 2009; Krishnaswamy ve ark. 2006; Metcalfe ve ark. 1997).
Histamin, serotonin(5-HT), renin, adenozin, heparin, triptaz, kimaz, elastaz,
karboksipeptidaz A ve B, katepsin, beta-galaktosidaz, beta-glukoronidaz, matrix
metalloproteinaz (MMPs), 6zellikle MMP-1 ve MMP-9, eizonofil ve nétrofil igin

kemotaktik faktorler mast hiicreleri icinde depolanir ve mast hiicre degraniilasyonu
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tizerine ortama salinir (tablo 2.3 ve 2.5). Diger taraftan platalet aktive edici faktor
(PAF), prostaglandin D2 (PGD2), 16kotrien B4 (LTB4), LTC4, LTD4, tromboksan
A2 ve B2 gibi ¢esitli lipit mediyatorler ihtiyag aninda sentezlenmektedir (tablo 2.5).
Dahasi, mast hiicrelerinin nitrik oksit (NO) ve cesitli sittokinleri TNF-alfa,
Interferon-gama, interlokin(IL); 1L-1,IL-2,IL-3,IL-4,1L-5,IL-6,1L-9,1L-10,1L-13,IL-
16, transforming biiyiime faktorii (TGF-beta) ve diger biiyiime faktorleri; vaskiiler
endotelyal biiytime faktori (VEGEF), koloni stimulan faktér (CSF), granulosit-
monosit koloni stimulan faktér (GM-CSF), sinir biiyiime faktorii (NGF) ve temel
fibroblast biiyiime faktorii (b-FGF)’ nii salgiladigi da bildirilmistir. Mast
hiicrelerinden salian sitokinler ve islevleri tablo 2.4°te verilmistir. Mast hiicrelerinin
degraniile olmasi onlar1 6liime goétiirmez, hem insan hem de kemirgenlerde bulunan
mast hiicrelerinin, degraniilasyonlarmi takiben graniillerini yeniden olusturduklari
bildirilmistir. Mast hiicreleri, kortikotropin-releasing faktor (CRF), endorfin (beta-
EP), kininler (bradikinin), somatostatin (SS), substans-P, vazoaktif intestinal peptit
(VIP), urokortin (UCN) ve néromedin U (NMU) gibi néropeptitleri de igerir. Her bir
mast hiicre mediyatorii birden fazla fonksiyona sahiptir ve mediyatorlerin biyolojik
etkileri birbiri lizerine eklenebilir. Bu mediyatorler mast hiicre davraniglarini otokrin
etkiyle degistirirler; komsu sinirleri, endotel ve damar diiz kas fonksiyonlarmi ise
parakrin etkiyle degistirirler, endokrin etkiyle de organ fonksiyonlarini uzaktan

kumanda ederler.
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Tablo 2.3 Graniillerinde hazir bulunan bazi mediyatorler ve islevleri

(Tore ve Tuncel 2009; Theoharides ve ark. 2001; Krishnaswamy, 2006).

Mediyator Islev
Histamin Damar gegirgenligini artirir (H1 ve H2)
Diiz kaslar1 kasar (H;)

Prostaglandin tiretimine katkida bulunur (H;)
PMN hiicre kemokinezini artirir (Hy)
Eozinofil C3b reseptorlerini artirir (Hy)
Fibroblast ve endotelyal hiicre bilyiimesini artirir
(Hy)

Baskilayici T-lenfositlerini stimiile eder (H2)
Bazofil histamin salinimin1 azaltir (H2)
Lenfokin salinimini azaltir (H2)

PMN gociini azaltir (H2)

Gastrik asit tretimini artirir (H2)

Mukus tiretimini artirir (H1 ve H2)
Noronlar stimiile eder (H1 ve H3)

Heparin Antitrombin III ve Platelet faktor [V’ e baglanir
kompleman aktivasyonunu azaltir

Endotelyal hiicre gogiinii artirir

Fibroblast biiylime faktorlerine baglamir
Plazminojen aktivator, fosfolipaz A2 ve
trigliseritlerin salinimini artirir

Kollajene fibronektin baglanmasina katkida

bulunur
Triptaz, kimaz ve nétrofil elastaz aktivitesini
diizenler

Kemotaktik Faktorler:

ECF-A Eozinofil ve nétrofillerin deaktivasyonu ve

ECF-Oligopeptidler kemotaksisi
Eozinofil ve nétrofillerin deaktivasyonu,
kemotaktik atraktani

Triptaz Proteolizis, C3a iiretimi,yliksek molekillii
kininojenlerin inaktivasyonu

Kimotripsin benzeri Proteolizis, anjiotensin doniisiimii

proteaz

Avrilsiilfatazlar Aromatik siilfatlarin ve siilfonlarin boliinmesi

N-Aseiil B-D Glukozamin artiklarmin ayrilmasi

Glukozaminidaz

B Glukuronidaz Glukronid artiklarmin bolinmesi
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Tablo 2.4 Mast hiicreden salinan sitokinler ve islevleri (Tore
Theoharides ve ark. 2001; Krishnaswamy, 2006).

2009;

Sitokin

islev

TNF- a

Fibroblast biiyiime ve kemotaksisini artirir
PGE; ve kollajenaz iiretimini artirir

PMN cell kemotaksisini, fagositozu, ve
stiperoksit tiretimini artirir

T hiicresi sinif Il antijen and IL-2 reseptor
ekspresyonunu artirir

Mast hiicresinden histamin ve triptaz salinimini
artirir

Langerhans hiicreleri ve endotelyal hiicreler
iizerinde adezyon molekiilii ekpresyonunu
indiikler

Tiimor hiicresi sitotoksisitesini indiikler
Eizonofil sitotoksisitesini artirir

IL-4

Fibroblast proliferasyonunu, kemotaksisini ve
matrix protein iiretimini artirir

IgE iiretimini artirir

B-hiicre proliferasyonunu artirir

B hiicre IL-6 iiretimini artirir

T-hiicre proliferasyonunu artirir

Makrofajin yok etme aktivitesini ve sitokin
iiretimini azaltir

IL-5

Eozinofil kemotaksisini, biiylimesini ve hayatta
kalmasini artirir

IL-6

IgE iiretimini artirr
T —hiicre biiyiime ve farklilagsmasini saglar
Havayolu mukus tliretimini artirr

IL-8

PMN hiicre kemotaksisini artirir
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Tablo 2.5 Gerektiginde sentez edilen mediatérler (Tore ve Tuncel 2009;
Theoharides ve ark. 2001; Krishnaswamy, 2006).

Mediyator Fonksiyon
PGD; Vazodilatasyon
Damar gegirgenliginde artis
Diiz kaslarda kontraksiyon
Bronkokonstriiksiyon
Notrofil kemotaksisinde artig
Platelet agregasyonunda azalma
LTC4, LTD4 Vazodilatasyon
Diiz kaslarda kontraksiyon
Damar gegirgenliginde artis
PG ve LTE4 iiretimine katkida bulunur
PAF Vazokontriiksiyon
Damar gegirgenliginde artis
PMN ve monosit kemotaksisinde artis

2.10.4. Mast Hiicre Reseptorleri ve Uyaranlan

Mast hiicreleri, hiicresel cevaplarin genis bir spektrumunu baslatan ¢cok sayida
ve farklilikta yiizey reseptorlerine sahiptirler (T6re ve Tuncel 2009). Bazi reseptorler
mast hiicre aktivasyonunu module ederken, bazilar1 inhibitordiirler. Aktive edici ana
reseptor, Fc-epsilonRI, IgE-bagli erken hipersensitif reaksiyonlara katilan bir
reseptordiir. Fc-epsilon-RI  bagli mast hiicreleri aktivasyonunu igeren sinyal
transdiiksiyon yollar1 yaygin bir bi¢imde ¢alisilmistir. IgE kanda c¢ok kisa yar1 dmre
sahip olmasina ragmen, mast hiicreleri {izerine baglandiginda yar1 émrii 2 aydan
uzundur. IgE i¢in yiiksek affiniteye sahip reseptorlere ek olarak, mast hiicreleri de
IgG reseptorleri, Fc-gamaRI, Fc-gamaRIIA ve B ve Fc-gama RIIIA’y1 ekpresse
ederler. Mast hiicrelerinin iizerinde bulunan reseptorler ve bunlarin ligandlar1 sekil

2.8’de verilmistir.
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Thrombin, B.tryptase
IgG PAR1, PAR2 Histamine  Lipopeptide
Fcyl, FcylIA-B, FcyIIIA H Peptidoglycan
s - i 12,34 Lipopolysaccharide
TLR 1,2,3,4,5,6,7,9

Ige
FcgRI

Mast cell neuropeptide mediators

MRG
Corticostatin
Somatostatin

Neuromedin U

ubstance
NK1 CRF
RP1 NTR1 .
PACAP Substance P ggRP e s o Urocortin

Neurotensin

Sekil 2.8 Mast hiicre noropeptit mediyatorleri, reseptorleri ve ligandlart. NMU;,
Noromedin U, CRF; kortikotropin releasing faktdr, NT; Norotensin, VIP; Vazoaktif
Intestinal peptit, cGRP; Kalsitonin gene related peptit, NK; Norokinin, beta-EP;
Endorfin, PACAP; Pituitar Adenilat siklaz-aktive edici polipeptit, SS; Somatostatin,
UCN; Urokortin, TLR: Toll benzeri reseptor, PAR; Proteinaz-aktive edici reseptor,
MRG; Mas related gene, NTR; Norotensin reseptor ( Tore ve ark. 2009).

Mast hiicrelerini uyaran birgok faktér vardir. Bunlardan mast hiicre
degraniilasyonuna sebep olanlar arasinda dncelikle IgE ve antijenler gelir. Diger mast
hiicre uyaranlar1 arasinda anafilatoksinler (C3a and C5a), bakteriler (Escherichia
coli), kimyasallar (deterjanlar, besin katki maddeleri/ preservatifleri),
ksenodstrojenler, radyolojide kullanilan kontrast maddeler, sitokinler (IL-1, IL-2, IL-
4, TNF-a), ilaclar (lokal anestetikler, néromuskiiler baglant1 blokerleri, opioidler),
serbest radikaller, biiylime faktorleri (NGF: sinir bliylime faktorii, SCF: kok hiicre
faktorii), hormonlar (ACTH, CRH, 6stradiol, parathormon) néropeptitler (bradikinin,
CGRP, NT, SP, VIP, nérotransmitterler (asetilkolin), fiziksel sartlar (soguk, egzersiz,
basing), radyasyon, toksinler (bakteriler, bocekler, bitkiler, vb) ve viriisler (kizamik,

grip vb) sayilabilir (Ercan ve Cetinel, 2008). Mast hiicreleri, VIP, noropeptit Y, SP,
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CGRP, proopiyomelankortin (POMC), galanin, NMU, putiuter adenilat siklaz-aktive
edici polipeptit (PACAP), norotensin (NT) ve CRF gibi néropeptitler i¢in de
reseptorler eksprese ederler ayrica bu noropeptidleri kendileri sentez de edebilir.
Sinirlere yakin olarak yerlesmis mast hiicrelerinin iizerinde ndropeptit reseptorleri
gormek sasirtict degildir. Bu durum mast hiicre davrasmin kompleksligini

artirmaktadir.

2.10.5. Mast Hiicrelerinin Fizyolojik ve Patofizyolojik Olaylardaki

Rolleri

Mast hiicreleri iireme islevlerine de katilmaktadir. Inek uterusunda
miyometriyum, perimetriyum ve endometriyum dokularinda Ostriis ve didstriis
donemlerinde mast hiicre sayilarmm degistigi gosterilmistir (Eren ve ark. 1999).
Aydin ve Tuncel, sigan Gstriis siklusunda beyin, uterus ve ovaryum mast hiicrelerinin
siklusun evrelerine gore sayilarmmi ve igeriklerini degistirdigini gdstermislerdir
(Aydin ve Tuncel, 1998).

Mast hiicrelerinin yara iyilesmesinde de fizyolojik rolleri vardir; yara
iyilesmesinde etkili olan biiyiime faktorlerinden TNF ve |okosit kaynakli biiyiime
faktorii (LDGF) ilgili baska hiicreler tarafindan salgilanmasinin yaninda mast hiicreleri
tarafindan da salgillanmaktadir. Yara iyilesmesi sirasinda goriilen hipertrofik skar
olusumunda yine mast hiicrelerinin rolleri vardir. Yara iyilesmesinin inflamasyon fazinda
yaraya substrat girisi saglanmasi i¢in mast hiicrelerinden histamin salgilanarak
vazodilatasyon ve kapiller permeabilite artisi olur.

Mast hiicreleri erken tip asir1 duyarlilik reaksiyonlarinda santral rol oynarlar.
Mast hiicrelerine Fc parcalariyla tutunmus olan IgE bir antijenle karsilasip ¢apraz
bag olusturunca, kalsiyumun hiicre i¢ine girmesine neden olan biyokimyasal olaylar
zinciri baglar. Hiicre membrani aktive olur. cAMP diizeyi artar, mast hiicrelerinde
daha once iiretilip, depolanmis veya yeni tiretilen mediatorlerin salinimi gerceklesir
(sekil 2.9). Boylece immiin yanitin erken fazi olusur. Bu donemde olusan
semptomlar mast hiicrelerinin bulundugu organa ve igerdigi mediatorlere gore

degisir.
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Sekil 2.9 Mast hiicre aktivasyonunun semasi (Apaydin ve ark. 1999)

Mediator salinimi sonucu damar gegirgenligi artar, adhezyon molekiilleri

indiiklenir, kemotaktik faktorlerin etkisiyle dokuda notrofil, mononiikleer hiicreler ve
daha az oranda eozinofiller toplanir. Boylece allerjik reaksiyonun ge¢ donemi baglar
(Apaydmn ve ark. 1999). Ayrica herhangi bir nedenle doku hasarindan sonra doku
tamiri siirecince dokunun yeniden sekillenmesinde (remodelling) ve ilgili dokuda

damarlarin yeniden olusturulmasinda (anjiyogenez) rol oynarlar. Sekil 2.10’da mast

hiicre uyaranlar1 ve mediyatorlerinin katildig1 olaylar verilmistir.
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Sekil 2.10 Mast hiicrelerinin Fizyolojik olaylardaki rolleri (Maurer ve ark.
2003)

Mast hiicreleri dahili non-alerjik hastaliklarin fizyopatolojilerinde aktif rol
oynamaktadirlar (He, 2004). Ornegin, kronik obstriiktif pulmoner hataligi, bu
hastalikta epitelyal ve bronsiyal bezlerde mast hiicre hiperplazisi ve bronko alveolar
lavaj sivisinda histamin ve triptaz salinimi bulunmustur; kor pulmonale hastaligi,
bronsektazi hastali§i, akut solunum sikintis1 sendromu, bronsiolitis obliterans
organize pnomoni, Kistik fibrozis hastaligi, interstisyel akciger hastahigi, silikozis
hastaligi, sarkoidoz hastali§i, akciger kanserinde mast hiicre hiperplazisi,
tiiberkiilozda mast hiicre degraniilasyonu, gastrit, karsinom, chron hastahigi,
karaciger sirozu, hepatit, pankreatit, ateroskleroz, miyokard infarktiisii, konjenital
kalp hastaligi, miyokardit, kardiyomiyopati, diyabet, tiroidit, osteoporoz,
glomerulonefrit, multipl skleroz, romatoid artrit, osteoartrit gibi hastaliklarda da mast

hiicrelerinin rol oynadig1 saptanmustur.
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2.10.6. Mast Hiicreleri ve Noropeptitlerin Cift Yonlii Etkilesimi

Biyolojik sistemlerde uzaysal iliskiler kagmilmaz ¢ift yonli etkilesimi
dogurur (Tore ve Tuncel, 2009; Dimitriadou ve ark. 1987). Mast hiicreleri ile sinirler
her dokuda ¢ok yakin komsuluk igindedir. Mast hiicre sinir iletimini
etkileyebilmekte, sinir hiicreleri mast hiicre davranisini degistirebilmektedir. Ekstrem
bir 6rnek olarak, mast hiicre graniil igerigi, transgraniilasyon yoluyla duyusal
sinirlere girebildigi gosterilmistir. Boylece mast hiicreleri duyusal gegisi
degistirebilirler. Bu, mast hiicreleri ve noropeptitlerin karsilikli etkilesiminin
tanimlanmasina yeni bir boyut kazandirmistir. Noropeptitler ndrotransmitter
maddelerin iyi bilinen genis bir smifin1 temsil ederler, alisilmisin disinda farkli
fonksiyonlar1 modiile ederler. Noropeptitler hem periferik noronlarda hem de
merkezi sinir sisteminde ve de mast hiicrelerinde iiretilirler. Noropeptitler, plazma
ekstravazasyonunu, o6demi, sitokinlerin salinimmi, iyilesmeyi ve inflamatuar
hiicrelerin proliferasyonunu modiile etmektedirler. Diger taraftan onlar, saglikh
doku iizerinde ve hasarli dokunun tamiri esnasinda trofik etkilerini gdsterirler.

Noropeptitlerin iltihaplanmis dokuda biiylime faktorleri gibi davrandigi
onerilmistir (Tére ve Tuncel 2009). Inflamasyonda ¢ift yonlii fonksiyonlar1 vardir,
kroniklik ve doku iyilesmesi arasindaki dengeyi ayarlayabilirler. Noropeptitler,
periferik ve santral diizeyde nosisepsiyon {izerinde ©onemli etkilere sahipler.
Inflamasyonda néral gelismeler iizerine bilgilerin artmasi norojenik inflamasyon
fikrine gotiirmektedir, durum bodyle olunca ndropeptitler, mast hiicreleri ve mast

hiicre mediyatdrleri parakrin aktivasyonun iiclii sa¢ ayagini olusturmaktadirlar

2.11.C-fos Geni ve Fos Proteinleri

c-fos geninin transkripsiyonunu ilk kez 1984 yilinda Mike E. Greenberg ve
Ed B. Ziff biiyiime faktorleri (growth faktorler) ile stimiile ettikleri fibroblastlarda
gosterdiler (Keklikoglu, 2004). c-fos geninin transkripsiyonu, hiicreleri etkileyerek
biiylime ve farklilasmay1 saglayan ¢ok sayida etken tarafindan hizla ve gegici olarak
saglanir. Bu yiizden c-fos geni hiicrede herhangi bir uyarana kars1 ilk yanit veren

genlerdendir (Immediate-Early Gene, IEG veya Early Responses Gene, ERG). Bu
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gruba giren genler hiicre biiylimesi (growth), c¢ogalmasi (proliferasyonu),
farklilagmasi (differansiasyon) ve hiicrenin programli 6liimii (apoptosis) ile ilgili
transkripsiyon faktdrleridir. IEG (Immediate-Early Gene) grubundan olan c-fos geni
cekirdeksel (niiklear) bir transkripsiyon faktoriidiir ve niiklear {igiincii ulak veya
hiicresel islevler yoOniinden ana anahtar (cellular master switch) olarak
diistiniilmektedir. Bir diger tanimlama ile ‘gekirdeksel protoonkojen (nuclear
protooncegene)’ olan c-fos hiicre c¢ogalmasi ve farklilasmasi sirasinda, gen
expresyonunun agamali diizenlenmesi ile ilgilidir. Fos proteinleri bu c-fos geninin
irlinii olan c¢ekirdek proteinleridir. Bunlarin hiicredeki ekspresyonu ve birikimi
herhangi bir etki olmaksizin goriilebilir ancak bu ekspresyonu ve birikim ¢esitli
uyarilara yanit olarak hiicre aktivasyonu ile birlikte artar.

Fos proteinleri yine bir IEG olan c-jun geninin iirettigi Jun proteinleri ile birlikte
transkripsiyon faktor kompleksi Activator Protein-1 (AP-1) in komponentleri olarak
birlikte islev goriirler. Fos proteinlerinin ekspresyonu tipik olarak gecicidir. Ancak
bu ailenin bazi1 {yelerinin ekspresyonundaki yiiksekligin devaminin kronik
stimiilasyonlar tarafindan uyarildigi rapor edilmistir. Bu Fos benzeri (Fos-like)
proteinler Fra (kronik-Fos akrabasi antijen, chronic-Fos related antigen) olarak
adlandirilirlar. AP-1 (Activator Protein-1); Fos proteinleri (c-Fos, Fos B, Fra 1 ve Fra
2), Jun proteinleri (c-Jun, Jun B ve Jun D) ve bazi ATF proteinlerinden (ATFa, ATF-
2 ve ATF-3) olusmustur. Fos proteinleri, Jun proteinleri ile stabil dimerler olusturur.
Oysa Jun proteinleri homodimerler veya Fos ve ATF proteinleri ile heterodimerler
olusturabilir. Biitiin AP-1 proteinleri fosfoproteinlerdir ve hiperfosforilasyon ve
defosforilasyon onlarin  DNA-baglanma ve transaktivasyon aktivitelerini
etkileyebilir. AP-1 Kompleksin tiyeleri degisik gen ekspresyonlarini modiile ederler.
Bu komponentler c¢ogalma, farklilasma, programli Olim ve onkojenik

transformasyon gibi ¢ok sayida hiicresel siireclerle kritik olarak ilgilidir.
2.11.1. c-fos Islevi
c-fos transkripsiyonu ¢ok ¢esitli mitojenler ve farklilasmay1 uyaran maddeler

tarafindan uyarilabilir ve bagimsiz olarak yeni protein sentezi meydana getirir

(Keklikoglu, 2004). Bu yiizden bu tiir genler protoonkojenler ve bunlarin iiriinii olan
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proteinler de onkoproteinler olarak adlandirilirlar. Kanser gelisiminde Fos
proteinlerinin katkisi oldugu bilinmektedir. Bazi timor tiplerinde c-fos ve c-jun
diizeyinin artt1ig1 gosterilmis ve bu artigin artan hiicre ¢ogalmasinin bir kanit1 olacagi
icin tiimOr olugsmasinda (tiimorogenesiste) dnemli bir rol oynadig: ileri siiriilmiistiir.
Ancak protoonkojenler yalniz kotii huylu gelisim (malignite) ile birlikte degildir,
normal bilylime ve farklilagmay1r da diizenlerler. Gelisimsel anomalilerin
protoonkojenlerin uygun olmayan aktivasyonuyla yiikksek diizeyde onkoprotein
iiretmelerine veya protoonkojenlerin anormal {iretimine yol agan bir mutasyona baglh
olabilecegi ileri siirtilmiistiir.

Tim AP-1 proteinleri bliyiime faktorlerine hiicresel yanitin bazi ydnlerini
diizenlerler. c-fos Protoonkojeninin biiyiime faktorleri (GF) tarafindan olusturulan
uyarilarin hiicre dis1 ortamdan hiicre ¢ekirdegi i¢ine iletilmesinde temel rolii
oynadigma inanilmaktadir. c-fos bazi uyar1 gesitlerini takiben ilgili ndron
topluluklarinin ¢ekirdeklerinde Fos proteinlerini uyarir. Bu yiizden c-fos gibi IEG’
lerin ekspresyonunun merkezi sinir sisteminde ndronal aktiviteyi yansitan bir model
oldugu diisiiniiliir ve néronal aktivite gostergesi olarak kullanilirlar. Bu 6zelliginden
hangi etkinin, merkezi sinir sistemindeki hangi néronlarda aktivite degisikligi
yaptiginin saptanmasinda yani ndronal haritalama yonteminde yararlanilir.

c-fos gibi IEG’lere NGF (Neuron growth factor) aksiyonu i¢in gereksinim oldugu
ve 6rnegin hasarlanmis retinal ganglion hiicrelerinin rejenerasyonlariyla ilgili oldugu,
bu yiizden néronlarm canliligmi siirdiirmesi ve rejenerasyonunun anlasilmasi i¢in c-
fos un diizenledigi biyolojik olaylar zincirinin kesin tanimlanmasina ¢ok gereksinim
oldugu bildirilmektedir. c-fos Hiicrelerin hiicre dis1 degisikliklere verecegi yanitin
biliyiikliglinii saptamada da fonksiyonel bir gosterge (marker) olarak yaygin

kullanlir.

2.11.2. Etki Mekanizmalar

c-fos un transkripsiyonu bazi nérohormonal etkilerle Intron 1 de lokalize olan
intragenik bolge tarafindan kontrol edilir (Keklikoglu, 2004). Bu kontrolde etkin olan

CRE (CAMP/Ca+2 response -yanit- element) ve SRE (serum response -yanit-

element) dir. Bunlar ¢esitli hiicre dis1 uyarilara yanitta c-fos transkripsiyonunun
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diizenlenmesi i¢in gereklidir. GF, c-fosu ERK (Hiicre dig1 uyar: ile ilgili kinaz,
extracellular signal related kinase) aktivasyonu yoluyla uyarir. SRE (serum response-
yanit-element) degisik biiyiime ve gelisimi uyaran sinyaller yoluyla c-fos’un
transkripsiyonal aktivasyonundan sorumludur. SRE ile SRF (serum response-yanit-
factor) arasindaki etkilesim bu transkripsiyonun diizenlenmesinde dnemlidir.

c-fos Transkripsiyonu biiyiime faktorleri ile uyarildiktan sonra 10 dk.
icerisinde en {iist diizeye ulagir ve TRE (tetradecanol phorbol acetate-yanit-element)
araciligr ile hedef genlerin transkripsiyonunu aktive eder. PEK (Proenkephalin) ve
TH (tyrosine hydroxylase) genleri c-fos’ un potansiyel hedefleridir. Pek ¢ok hiicre
dist etkenin c-fos transkripsiyonunun hizli ve gecici olarak artmasmi saglamasina
karsin, bazi gegici, ndral ve hormonal stimiilasyonla bu transkripsiyonun
azaltilabilecegini gdsteren ¢aligmalar vardir. Ornegin, somatostatinin c-fos
ekspresyonu ve MAP-kinase (Mitojenle aktive edilmis protein kinaz,) aktivitesini
baskilayici1 etkisi oldugu gosterilmistir. Ayrica hiicrenin yaslanmasiyla AP-1
transkripsiyon faktoriin kompozisyonunda ve DNA baglanma kapasitesinde 6nemli
degisiklikler olur. Hiicresel yaslanma; gen ekspresyonundaki proliferatif kapasite
degisiklikleri, c-fos’un serumla uyarilabilirligindeki bozukluk ve SRF’nin baglanma
aktivitesindeki bozukluk gibi ¢ok sayidaki fenotipik degisikliklerle karakterizedir. Bu
degisiklikler yasli hiicrelerde transkripsiyonun potansiyel aktivatorii olan c-fos
ekspresyonunu azaltan etkenlerdir.

Sonug olarak, c-fos geni ve Fos proteinlerinin growth faktorleri, mitojenler ve
pek ¢ok hiicre dis1 etkenle ekspresyonunun artmasi ve bu artigin hiicredeki biiylime,
cogalma, farklilasma ve programli 6liim gibi ¢ok 6nemli biyolojik siireclerle ilgisi
yiiziinden, bu gen ve proteinler ozellikle dogumsal anomalilerin, onkojenik
transformasyonun ve normal gelisimin degerlendirilmesi yoniinde yapilacak hiicresel
ve genetik caligmalarda Onemli bir anahtardwr. Ayrica c-fos aktivitesi ndronal

aktivasyonu gostermesi agisindan ndronal isaretleyici olarak kullanilmaktadir

(Keklikoglu, 2004).
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2.10. Migren Tamim

Migren cesitli norolojik, gastrointestinal ve otonomik degisikliklerle
karakterize primer epizodik bas agris1 bozuklugudur. Tibbi ve popiiler literatiire gore,
bas agrisi tetikleyicileri, rahatlatan faktorler ve migren bilesenlerini olusturan bas
agrisy, aura, prodrom, bulanti, kusma iyilesme ve ailevi egilim gibi Ozellikler

tanmimlanmustir (Patterson ve ark.1993).

2.12.1. Migren Fizyopatolojisi

Migren fizyopatolojisine dair bugiine kadar c¢ok sayida teoriden
bahsedilmistir; teknolojinin ilerlemesi ve klinikte teshis i¢in ileri diizeyli teknolojik
cthazlarin ortaya ¢ikmasi ve diinyanin degisik yerlerinden bilim adamlarmin entegre
olarak caligmasi ile gelistirilmistir.

Migren fizyopatolojisinde son yillara kadar vaskiiler teori hakimdi; ancak son
zamanlarda bunun yerini entegre ndrovaskiiler teori almistir. Vaskiiler teoriye gore
migren belirtileri kranyal damarlardaki vazospazm ve vazodilatasyon ile ortaya
cikmaktadir. Norovaskiiler teoriye gore ise oncelikle néronal aktivasyon olur ve buna
vaskiiler degisiklikler eslik eder (Lewis, 2003). Yine bu teoriye gbre ndronal
aktivasyon sonucu agriya duyarli kan damarlar1 genislemekte ve bu da trigeminal
nukleusta sinirsel aktivasyona yol a¢gmakta ve agr1 gelismektedir. Bu yaklasimin
sonucu olarak trigeminal sinirden noropeptitlerin salmimini onlemek {iizere yeni
antimigren ilaclar1 gelistirilmistir. Migren agrisinin olugsmasinda iki mekanizmanin
oldugu diistiniilmektedir, bunlar; Meningeal damarlarda nérojenik inflamasyonun
olusmas1 ve santral ve periferik trigeminal sinirin afferentlerinin daha duyarli hale
gelmesi.

Trigeminal sinir oftalmik dali aracilig: ile pia, araknoid ve dura materdeki
damarlari, intrakranial damarlarin proksimalini yogun bir bigimde innerve etmektedir
(Cagirici, 2005). Trigeminal aksonlarin ve agr1 duyusunu tasiyan reseptorlerin damar
cevresindeki yerlesimi nedeniyle meninksler ve biiyiikk damarlar agriya duyarli iken
trigeminal inervasyondan yoksun beyin parankiminde agr1 duyusu bulunmamaktadir.

Kiigtik capli trigeminal sinir liflerinin bir kism1 aksonal dallanma nedeniyle hem pia-
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araknoid (orta serebral arter) hem de dural damarlar1 (orta meningeal arter) innerve
etmektedir. Trigeminal sinirin periferik aksonlarinin aktivasyonu agri duyusunu
trigeminal gangliona ve santral aksonlar1 aracilig1 ile 2. néronlarmni olusturan C2’den
bulbusa dek uzanan trigeminal nucleus kaudalise (TNC) iletir (sekil 2.4). Periferik
trigeminal aksonlarin aktivasyonu bir yandan da antidromik olarak igerdigi
noropeptidlerin (CGRP, substance P, Norokinin A) perivaskiiler alana salinmasi ile
vazodilatasyon, kan akimi artis1 ve protein ekstravazasyonuna yani norojenik
inflamasyona neden olur (sekil 2.11).

Bu vazodilatasyon ve 6dem perivaskiiler trigeminal aksonlarmm daha fazla
uyarilmasina ve beyin sapindaki trigeminal niikleusta artmig c-fos ekspresyonuna yol
acarak daha fazla agriya yol agmaktadir. Bugiin migren modellerinde norojenik
inflamasyonun varligi gosterilmistir. Etkin bir tedavi edici ilag olan triptanlarla
norojenik inflamasyon bloke edilmektedir. Ataklar sirasinda CGRP diizeylerinin
yiiksek bulunmasi da periferik trigeminal aktivasyonun bir gdstergesidir. Agrinin
TNC’den 6n beyin bolgelerine iletilmesi sirasinda beyin sapindaki ¢oklu sinaptik
baglantilar1 nedeniyle superior salivator niikleus uyarilmakta pterigopalatin ve otik
ganglia aracilig1 ile parasempatik aktivasyona (NO ve VIP salinimi) ve bu yolla da
vazodilatasyona neden olmaktadir. Agr1 duyusu TNC’den ¢ikarak beyin sapinda orta
hatt1 caprazlayip trigeminal lemniskusu olusturarak talamusta sonlanir, daha sonra
birincil somatosensoriyel korteks ve singulat kortekse ulasir. Agriya eslik eden
afektif ve emosyonel durumdan ise parabrakial nukleus, talamusun intralaminar
niikleusu, amigdala ve insuler korteksi i¢gine alan farkli bir yolagm aktivasyonu
sorumludur.

Beyin sap1 yapilarinin migren ataklari1 sirasinda aktive oldugu pozitron
emisyon tomografi (PET) ve fonksiyonel manyetik rezonans goriintiilleme (fMRG)
caligmalariyla gosterilmis, buna dayanarak beyin sapmin migren jeneratorii
olabilecegi de oOne siirlilmiistiir. Trigeminovaskiiler nosiseptif uyarilarin
akomodasyonunda lokus seruleus ve dorsal rafe c¢ekirdekleri gibi aminerjik beyin
sapt ¢ekirdeklerinin Onemli rol oynadigi goriintileme calismalariyla ortaya
cikarilmistir. Bu yapilar serebral kan akimini diizenleyebilmekte ve kortikal noronal
uyarilabilirligi etkileyebilmektedir (Bolay ve ark., 2002). Trigeminovaskiiler sistemi

dolayli veya dogrudan etkilemesiyle de agrinin ortaya ¢ikabilecegi bir ihtimal olarak
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goriilmektedir. Ancak bagka bazi agrili durumlarda da ayni beyin sap1 bolgesinde
aktivasyonun gdzlenmesi, s6z konusu bdlgenin migrene ne kadar 6zgiil oldugunun
sorgulanmasina yol a¢mustir. Goriintilleme yontemleri ile saptanan beyin sapi
aktivasyonu agrinin modulasyonu ile daha iliskili gibi gériinmektedir.

Migren patofizyolojisine aciklik getiren bir diger gelisme de serotonin
reseptorlerinin alt tiplerinin ve dagilimlarinin kesfi ile birlikte vazokonstriktor
ozellikleri nedeniyle kullanilan ergot alkaloidlerinin SHT-IB/D reseptor agonisti
oldugunun anlasilmasidir. Daha sonra bu reseptorlerin spesifik agonisti olan
triptanlar etkin migren ilaglar1 olarak gelistirilmistir. SHT-1IB/D reseptorleri
trigeminal akson ucglarinda yogun olarak bulunmakta ve trigeminal aktivasyonu ve
dolayli olarak ndropeptid salmimini ve ndrojenik inflamasyonu inhibe etmektedir.
Ergotamin, dihidroergotamin ve sumatriptan 5-HTIA reseptorii agonisti olup akut
migren tedavisinde etkilidir. Migrende koruma tedavisinde kullanilan pizotifen,
metiserjid ve siproheptadin de 5-HT2 antagonisti olarak etkisini gostermektedir.
Migrenli olgularin beyinlerinin nitelik ve nicelik agisindan migrenli olmayan
olgulardan farkli oldugu distiniilmektedir. Migrenli hastalarda transkraniyal
manyetik stimiilasyonla yapilan caligmalarda beyinin uyarilma esiginin daha diisiik
oldugu ve antiepileptik ilaglardan valproatla bunun normale ¢evrildigi gosterilmistir.
Bu degisiklikler 6zellikle aurali migrenlilerde daha belirgin saptanmaistir.

Migren genetik olarak multifaktoriyel bir hastalik olarak ele alinmaktadir.
Olduk¢a heterojen bir hasta grubunun olmasi da genetik c¢alismalar
giiclestirmektedir. Ancak aurali migrenin en agir formunu olusturan otozomal
dominant gegen ailesel hemiplejik migren hastalar1 gibi homojen alt gruplarin
genetik incelemesi hastaligin patogenezine ait ¢ok 6nemli kesiflerin yapilmasini
saglamstir. Ailesel hemiplejik migren hastalarinda yaklasik ailelerin yarisinda 19.
kromozomda yer alan ndronal P/Q tipi kalsiyum kanallarinin a-la alt iinitesini
kodlayan CACNAIA genindeki missense mutasyon mevcuttur. Son zamanlarda
ikinci AHM gen (AHM2) mutasyonu 1. kromozomda (1g23) Na/K-ATPaz geninde
saptanmistir. Diger kanal patolojilerinin de migren patofizyolojisinde yer almasi
olasidir. Aurasiz migrende daha farkli genlerin etkilenebilecegi diisiiniilmektedir

(Cagirici, 2005).
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2.12.2. Nérojenik Inflamasyon ve Migren

Molekiiler farmakolojideki 6nemli son ilerlemeler norojenik inflamasyondaki
molekiiler yollar1 aydmliga kavusturmustur (Peroutka, 2005). Trigeminal
noronlardan endotelin-3 (ET-3) ve takikinin salinimi, endotelyal hiicreler iizerindeki
endotelin reseptor tip-B ve takikinin reseptor-1 in aktivasyonu yoluyla dural vaskiiler
permeabiliteyi ve vazodilatasyonu tetiklemektedir.

Endotelyal hiicre reseptdr stimulasyonu hiicresel kontraksiyona ve plasma
protein extravazasyonuna neden olmaktadwr ki bu nitrik oksitle indiklenmis
vazodilatasyonun ve nodrojenik inflamasyonun en taninmis gostergesidir. Aksine,
trigeminal noronlardan kalsitonin CGRP salinmasi (ndrojenik inflamasyon fizyolojik
komponentinin bir anahtaridir) vaskiiler permeabiliteyi etkilememekte; fakat
vaskiiler diiz kaslarin direk gevsemesi (endotelyum bagimsiz) yoluyla ndrojenik

vazodilatasyonu indiiklemektedir (sekil 2.11).

MIGREN KRIZININ AKSON REFLEKSI

GANGLION 2,
TRIGEMINALE ﬁ
NOROPEPTITLER (CGRP.....)

TRIGEMINAL A T L ' o i
&E%%EK ) : . k
3
e

STERIL INFLAMSYON

KAN
DAMARI

Sekil 2.11 Migren krizinin akson refleksi. 1,2,3: antegrad agri1 duyusunun
duyusal liflerle tasmmasi; 2° ve 3 retrograd norojenik (steril) inflamasyon

olusumu.
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1910°da Bruce, deneysel hayvan modellerinde konjuktival keseye hardal yagi
uygulanmasmin inflamasyon {rettigini ve bunun duysal sinir ablagasyonuyla
bloklanabildigini gostermistir (Bruce, 1913).

Bu ilk, duyusal noronla indiiklenmis reaksiyon c¢alismalari, norojenik
inflamasyon fikrine gotiirdli, bu durum hem vazodilatasyon hem de artmis vaskiiler
permeabiliteye istinaden periferde kapsaisine duyarli duysal noronlar tarafindan
noropeptitlerin ~ “retrograt” salimmmdan meydana gelmektedir. NoOrojenik
inflamasyon boylece, sinir sistemi tarafindan tetiklenen inflamasyonun fizyolojik bir
prosesi olarak fark edildi. Lokal kan akis1 ve vaskiiler permeabilitenin kiigtik lifli
duysal noronlar (C lifleri ve bazi Ad lifleri) tarafindan modulasyonu olmaktadir.
Molekiiler seviyede bu modulasyon, SP, NKA, ET-3 ve CGRP noropeptitlerin
periferik salinimi tarafindan ayarlanmaktadir. Kemirgenlerde duysal sinirlerin direk
kimyasal, termal veya elektriksel stimulasyonu, vazodilatasyon ve takikininler
tarafindan hakim olarak modiile edilen wvaskiiler permeabilite degisikliklerini
tetiklemektedir.

Norojenik inflamasyon ve migren arasindaki olasi iliski ilk kez Dalessio
tarafindan Onerilmistir o, migrenin steril lokal inflamator reaksiyon ile iliskili
vazodilatasyonun bir sonucu olarak meydana geldigini belirtmistir (Dalessio, 1974).
1984’ te Moskowitz migren bas agrilar1 i¢in bir mekanizma onerdiginde bu iliskiyi
genisletmistir ki trigeminal terminallerden substant-P veya diger néropeptitlerin
depolarizasyonla indiiklenmis salimimini igermektedir ve akson refleksi ile bu
noropeptitlerin vaskiiler permeabiliteyi artirdigi ve serebral kan damarlarimi dilate
ettigi kabul edilir (sekil 2.11). Migrenin nérojenik inflamasyon teorisi (Moskowitz ve
Macfarlane, 1993) norojenik inflamasyon hayvan modellerinin gelistirilmesiyle
onemli derecede ilerletilmis olup bu modeller sayesinde kimyasal, elektriksel veya
immiinolojik uyarmayi1 takiben PPE ortaya c¢ikarildi. Vaskiiler permeabilite
degisiklikleri inflamasyon ile tutarlidir ve trigeminal néronlardan salinan substans-P
tarafindan tetiklenir, bunun CGRP tarafindan indiiklenen nérojenik vazodilatasyonda
smirlayict veya onemsiz bir rolii olmas1 yoniiyle migren patofizyolojisinde anahtar
bir rol oynadig:1 farz edilir. Migren patofizyolojisinde esas bir bilesen olarak

norojenik inflamasyonun devam eden genis c¢apta kabuliine ragmen migren
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patofizyolojisinde dural norojenik inflamasyonun kesin rolii ¢6ziime kavusmus
degildir. Baz1 etkili antimigren ajanlar hayvanlarda trigeminal stimulasyonu takiben
dural norojenik inflamasyonu inhibe etmektedir. Son on yilda, gesitli tartigmalara
ragmen migrende norojenik inflamasyonun iliskisi gelistirilmistir. Bu tartigmalar,
sayisiz ilaglar hayvanlarda ndrojenik inflamasyonun PPE bilesenini bloke etmesine
dayanmaktadir. Norojenik inflamasyon iki fizyolojik koldan meydana gelmektedir,
yani, plazma protein ekstravazasyonu ve norojenik vazodilatasyon. Trigeminal
ndronlardan noropeptitlerin salinmasimni farkl ajanlar uyarabilir veya inhibe edebilir.
Hem endotelyum hem de vaskiiler diiz kaslar farkli olarak ndrojenik
inflamasyona katkida bulunabilir. Ornegin endotelyum bir haberci olarak NO
kullanilmasi1 yoluyla vazodilatasyonu ilerletebilir aksine vaskiiler diiz kaslar ise direk
olarak vazodilatasyona katkida bulunabilir. Migrende norojenik inflamasyonun iki
farkli fizyolojik bilesenin anlagilmast migren patofizyolojisinin daha iyi
anlasilmasina olanak verecektir ve bu bilgi migrenle miicalede terapatik ajanlar1 daha
iyl kullanmada Ogretici olabilir. Migrende ndrojenik inflamasyonun objektif bir
degerlendirmesi norojenik inflamasyonun insan sartlarinda ¢esitli laboratuar
modellerinden elde edilen bilgiyi degerlendirme kabiliyeti saglamalidir. Sekil 2.12°

de norojenik inflamasyonun komponentleri sematize edilmistir.
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Sekil 2.12 Norojenik inflamasyonun komponentleri (Moskowitz ve
Macfarlane, 1993)

Kemirgenlerde periferik duyusal sinirlerin uyarilmasini takiben postkapiller
veniillerde PPE (sekil 2.12) ortaya ¢ikmaktadir. PPE’ye arteriollerin dilatasyonundan
kaynaklanan artmis kan akimi eslik eder. Mast hiicre mediyatorleri bu olaya aracilik
etmektedirler.  CGRP ve SP’ nin farkli molekiiler mekanizma yoluyla
vazodilatasyonu indiikklemesinin aksine PPE i¢in sorumlu mediyator SP’dir. Belirli
bir bicimde norojenik inflamasyonun PPE bileseni, postkapiller veniilllerin ve
toplardamarlarin endotelyal hiicreleri tizerinde Tacrl’in takikinin aktivasyonu
sonucudur. Tacrl aktivasyonunun ikincisinde endotelyal araliklar (Diameterde 0,5-
1,5 mikron) plazma proteinlerinin ekstravazasyonuna izin vermektedir. SP’ye
cevapta olusan bu araliklar, endotelyal hiicrelerin interselliiler baglantilarinda
yerlesmiglerdir ve tamamen geri doniisiimliidiirler. SP ile indiiklenmis
vazodilatasyon, endotelyum bagimlidir ve NO salinimindan kaynaklanmaktadir. Gen

nakavt caligmalari, takikininlerin norojenik inflamasyonun PPE bileseninin primer
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mediyatdrleri oldugu konusunda bilgi vermektedir. Ornek olarak, fare preprotakinin
A (Tacl) geninin kesilmesi hem SP hem de norokinin-A (NKA) iiretimi igin
alternatif splayslara ugrayabiliyor, norojenik inflamator cevaplari bozuyor; fakat
non-norojenik inflamatuar uyariy1 etkilemiyor. Farede Tacl eksikliginde, norojenik
inflamasyonun minimum oldugu bildirilmistir, 6yle ki fare kulagina kapsaisinin
topikal uygulamasmi takiben PPE son derece azalmistir. Bu gozlemlerle tutarli

olarak farede Tacrl eksikligi, kapsaisine cevapta PPE gelisiminde basarisiz olmustur.

2.12.3. Nérojenik inflamasyonda CGRP ile Indiiklenmis

Norojenik Vazodilatasyon

CGRP duyusal noronlardan salinan giiglii bir vasodilatordiir, siklikla takikinin
ve ET-3 ile sinkronizedir ve norojenik vazodilatasyonun (NV) primer mediyatoriidiir
(Peroutka, 2005). NV kemirgenlerde norojenik inflamasyonu indiikleyen uyar1 (ters
uyarma, kapsaisin) tarafindan indiiklenebilmesine ragmen o ilk once CGRP ile
indiiklenmis vaskiiler diiz kaslarin gevsemesi ile ayarlanir. Daha belirgin bir bi¢cimde,
CGRP, G proteini ile birlesmis vaskiiler diiz kas ftizerindeki adenil siklaz
stimiilasyonuna bagli reseptorlerin direk uyarilmasi yoluyla NV’yi indikliiyor.
Boylece CGRP’nin vasodilator etkisi insanlarda endotelyuma bagl degildir. Migren
patofizyolojisinde norojenik inflamasyonun varsayilan rolii ilk kez 35 yil 6nce
onerildi. Hipotez, migrenin dura i¢inde ikinci bir infkamasyonla sonug¢lanan
trigeminal duyusal noronlardan SP ve diger noropeptitlerin salinimi ile karekterize
edilmesi durumunu gelistirdi. Bu hipotez genis c¢apta ilerledi, fakat tamamlanamadi,
1990°da kabul edildi ve 10 yildan daha fazla siiredir imkan dahilinde migrene yeni
terapatik yaklasimlarin gelistirilmesine yardimci oldu. Cogunlukla, presinaptik
trigeminal ndron terminalleri iizerinde yerlesmis inhibitor reseptdrlerin uyarilmasiyla
olusan dural norojenik inflamasyonun farmakolojik inhibisyonu iizerinde g¢alisildi.
Bununla birlikte bu G-protein kenetli reseptorler (5-HTR1B, ADRAIA) tiim
duyusal noropeptitlerin salimimini inhibe etmektedir.

Sonug olarak bu mekanizma hem PPE’yi hem de NV’yi bloke etmektedir.
Boylece tiim duyusal ndropeptit saliiminin presinaptik inhibisyonu yoluyla hareket

eden farmakolojik ajanlar hem PPE hem de NV’yi inhibe etmektedir. Aksine, NI'nin
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PPE ve NV bilesenlerini farkli sekilde inhibe edebilen farmakolojik yaklasimlar
tespit edilmistir. Boyle ajanlar NI’ nin fizyolojik bilesenlerinden birinin veya her
ikisinin analiz edilip edilemeyecegini miimkiin kilar, bu da migren patofizyolojisini
icerir. Ornegin, kemirgenlerde ndrojenik inflamasyon, ii¢ farkli farmakolojik
yaklasim ile inhibe edilebilir, selektif olarak PPE’yi inhibe eder; fakat CGRP ile
indiiklenmis NV’ yi etkilemez. Spesifik olarak, ilaclar endotelyal hiicreler tizerindeki
TACR1 ve EDNRB reseptorlerini bloke eder, endotelyal hiicre aracili PPE ve
vazodilatasyon indiiklenmesinden takikininleri ve ET-3’1 selektif olarak onler; fakat
CGRP salinimi tarafindan indiiklenen NV iizerine higbir etkiye sahip degildir.
Ugiincii bir farmakolojik mekanizma, CP-122,288 ve 4991W93 gibi ajanlari igerir ki
bu ajanlar trigeminal ndronlar i¢inde ekstravazasyon reseptorleri etkisi gostererek
PPE’yi onlerler; fakat NV’yi onleyemezler. Bu ii¢ mekanistik yaklasimin hepsi insan
migren ¢aligmalarinda arastirildi. Toplamda sekiz farmakolojik ajan gelistirilmistir ki
bunlar preklinik kabiliyette dural PPE’yi selektiff olarak inhibe etmekte; fakat
trigeminal indiiklenmis NV’yi inhibe edememektedirler. Bu ajanlar “Migrenin
Noérojenik Inflamasyon Teorisi” ile son derece ilskilidirler ¢iinkii onlarin PPE’ yi
inhibisyon yetenegi var; fakat NV’de inhibisyon yetenegi yoktur, eger PPE migren
patofizyolojisinde bir rol oynuyorsa onlar insanlarda antimigren ajan olarak etkili
olabilirler. Boylece bu ilaglar, “Migrenin Nérolojik Inflamasyon Teorisi”ni test
etmede kullanilan ekipmanin gii¢lii bir setini olusturmaktadir.

Migren patofizyolojisinde CGRP ile indiiklenmis NV’nin bir rolii oldugu,
selektif CGRP reseptor antagonisti kullanilarak yapilan klinik ¢alismalar sonucu
desteklenmistir. Olcegepantin basladiktan sonra 6 saate kadar migren akut
tedavisinde etkili oldugu bildirilmistir (Sixt ve ark., 2009). Migrenli 126 hastada
BIBN 4096 BS’in uluslararasi, ¢ok merkezli, rastgele klinik denemesinde hastalar ya
plasebo almislar ya da 0,25 ve 10 mg arasinda intravendz olarak 10 dakikay1 askin
peryotlarda BIBN 4096 BS almislardir. Bir grup swrali uyarlanmis tedavi isi
dizayninda minimum sayida hasta, bu tedaviye maruz birakilacak sekilde kullanildi.
2,5 mg doz 6nemli bir cevap orani uyandirdi (plasebo, p=0,001). BIBN 4096 tiim bir
grup olarak %60 oraninda bir cevaba sahipti. Pozitif bir etki 3 dakika sonra ortaya
c¢ikt1 ve sonraki birkag saat iginde artti. Tiim yan etkilerin oran1 2,5 mg ilag dozundan

sonra %25°ti. Ciddi yan etki yoktu. Arastirmacilar, akut migren atag: tedavisinde
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CGRP antagonisti BIBN 4096 BS’nin etkili oldugu sonucuna vardilar (Peroutka,
2005).

Giiniimiizde kullanilan nérojenik inflamasyon hayvan modelleri, dura materin
mekanik, kimyasal ve elektriksel uyarilmasini igermektedir. Bunun igin kafatasini

acmak gerekmekte ve oldukga invasif modellerdir.
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3. GEREC VE YONTEMLER
Abant izzet Baysal Universitesi, Hayvan arastirmalar1 yerel etik kurulu
tarafindan etik onay alinmistir ( 04.03.2009, 2009/04).
Calisma Abant izzet Baysal Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri

tarafindan desteklenmistir. [Proje numarasi: 2009.08.01.321].

3.1.  Gere¢ ve Yontem

Calisma i¢in 20 adet Sprague-Dawley erkek sigan “Kobay deney hayvanlari
laboratuart AS” Ankara’dan temin edildi. Seyahat ve yeni ortama adaptasyon igin bir
hafta Fizyoloji laboratuarinda istegi kadar yem ve su tiiketerek 12 saat karanlhik 12
saat aydinlik periyotlarinda tutuldu. Calisma i¢in siganlar 4 gruba ayrildi. Bunlar:

1. Sempatektomize: 6

2. Sham-opere: 6

3. Kontrol: 6

4. Pozitif kontrol: 2

3.2.  Hayvan Gruplarina Uygulanan Islemler

3.2.1. Sempatektomize

Ketamin (ketalar, Pfizer, 60 mg/kg), Xylazine (Rompun, 5 mg/kg)
intramiiskiiler uygulanarak sicanlar anestezi edildi. Enjeksiyonu takiben si¢anlarin
ac1y1 hissetmedigi geri ¢ekme refleksi ve kornea refleksi ile kontrol edildikten sonra,
steril laboratuar sartlarinda boynun ventral kismindan girilerek 1 ¢m agildi. Daha
sonra arteria karotisin bifurkasyon yaptigi alan bulundu ve bunun altinda olan sol
stiperior servikal sempatik ganglion pregangliyonikleri ve postganglionikleri
kesilerek ¢ikarildi, bu iglem resim 3.1°de gosterilmistir. Sonra 3/0 siitiir ile kapatildi.
2 saat sonra anesteziden uyanan hayvanlar bireysel kafeslere konarak yem ve su
verildi ve 5 giin takip edildi. Operasyonun basarili olup olmadig1 operasyondan sonra
uyanan sicanlarin sol gdz kapaklarmin diismesi (ptosis) ile kontrol edildi. Resim
3.2’de sol siiperior servikal gangliyonu ¢ikarilmis siganin sol goziinde ptosis oldugu

goriilmektedir.
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Resim 3.1 Sempatektomi islemi: Siiperior servikal gangliyonun ¢ikarilmasi

Resim 3.2 Sol goz kapag: diigmiis sigan (ptosis)
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3.2.2. Sham-Opere

Rastgele segilen 6 sican anestetize edildi. Boynun ventral kismindan disekte
edildi, sol siiperior servikal sempatik ganglion bulundu ve ganglion ¢ikarilmadan
acilan boyun bolgesi tekrar dikildi. 2 saat sonra anesteziden uyanan hayvanlar

bireysel kafeslere konarak yem ve su verildi ve 5 giin takip edildi.

3.2.3. Kontrol
Higbir isleme tabii tutulmadi.

3.2.4. Pozitif kontrol

Iki sicana trigeminal nukleus kaudaliste c- fos immnohistokimyasal
isaretlemeyi test etmek tizere Nozaki ve ark. tarifledigi iki farkli model uygulandi.
(Nozaki ve ark. 1992). Nazal mukozanmn kimyasal zararli madde ile stimiilasyonu
beyin sapmin trigeminal niikleus interpolaris’ inde 6zellikle subnukleus kaudalis’ in
lamina | ve I1’sinde c-fos ekpresyonu ile sonuglanmaktadir (Herrera, 1996). Birinci
modelde nazal mukozaya % 5°lik 50 pl formalin uygulandi ve ikinci modelde 0,3 ml
non-heparinize otolog kan tiiberkiilin siringa ile bir dakika boyunca sisterna magna
icine yumusak bir kateter ( 0,28 mm internal diamater) ile enjekte edildi (1 ml).
Sonra bazal sisterna i¢inde kanmn kolay akmasini kolaylastirmak i¢in hayvanlar 30
dakika bas asag1 tutuldu. 40 dakika sonra siganlar perflize edildi.

Deneyler tamamlandiktan sonra 5. giinde tiim siganlara intrakardiak

perfiizyon-fiksasyon islemi uygulandi.

3.3.  Perfiizyon-Fiksasyon

Biitlin gruplar ayni perflizyon islemine tabi tutuldu. Perflizyon islemi ig¢in

PBS (fosfat buffer saline ph:7,4) ve % 4’lik paraformaldehit (PAF) kullanildi.
Soliisyonlar uygulama esnasinda taze olarak hazirland1.
PBS’ in hazirlanisi:

1. NaCl8gr./L

2. KC10,2gr./L

3. NaHPO4 1,44 gr./L

4. KH,PO,0,24 gr./L pH:7,4
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Bir litre PBS kaynatilarak ve 40 gr. PAF eklenerek ¢oziinmesi saglandi. Elde edilen
cozeltiden 100 ml. ve PBS’ den 50 ml. her bir hayvanin perfiizyonunda kullanild:.
Perflizyon islemimde Once aneztezi uygulandi sonra hayvan sirt {istii yatirildi ve
thoraks bolgesinden agilarak kalbe ulasildi. Sadece beyin ve beyin sapi1 perflizyonunu
saglamak icin abdominal aorta ve inferior vena kava klemple sikistirildi. Sol
ventrikiil apeksten kateterize edilip 6nce 50 ml PBS yavas bir sekilde 1 saat siireyle
perfiize edildi. Ardindan 100 ml %4’lik soguk PAF iki saat boyunca verildi.

Asagidaki resimde perfiizyon islemi goriilmektedir.

Resim 3.3 Perflizyon iglemi
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3.4. Dura mater ve Beyin Sapinin Eksizyonu

Perflizyon islemi tamamlanan sicanlarin kafalar1 kesilerek kafa derileri
yiiziildii ve medulla spinalis tarafindan yaklagilarak ince uglu bir pensle kafatasi,
dura matere zarar vermeden uzaklastirildi. Once dura mater, sonra da beyin sap1
¢ikarilarak daha onceden hazirlanmis olan ve icinde % 4’liik PAF bulunan siselere

konularak etiketlendi. Resim 3.4’te dura materi ¢ikarilmis sigan beyni gosterilmistir.

Resim 3.4 Dura materi ¢ikarilmis sigan beyni

3.5. Dura materin Boyanmasi

Fiksatiften ¢ikarilan her bir dura mater, lam iizerine alinarak tiim doku yayma
preparatlar yapildi. Preparatlar boyama kabmin {izerine yerlestirilerek mast

hiicrelerini gézlemlemek i¢in Toluidin mavisi ile boyama yapildi.
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Boyama prosediirii:

1. Stok Toluidin mavisi soliisyonundan 5 ml. ve % 1’lik NaCl ¢ozeltisinden 45
ml. karistirildl ve glisayel asetik asit ile pH: 2,5’e ayarlanarak 50 ml. boyama
soliisyonu hazirlandi.

2. Fiksatiften ¢ikarilan dura materleri yikamak tizere 1L. PBS hazirlandi.

Dura materler fiksatiften ¢ikarildi ve PBS ile yikama yapildi.

4. Boyama kabinin iizerine yerlestirilen lamlar tizerine, dura materleri
kaplayacak kadar Toluidin mavisi soliisyonu damlatildi ve 10 dak. inkiibe
edildi.

Ug kez distile su ile yikand.

% 95’ lik alkolde 1 dak. bekletildi.
% 100’ lik alkolde 1 dak. bekletildi.
Xylene’ de 1 dak. bekletildi.

© 0o N o O

Uzerine entellan damlatilarak lamel ile kapatildu.

3.6.  Dura Mast Hiicrelerinin Sayilmasi

Dura materdeki mast hiicreleri, 10x objektif ile Olympus CX21 151k
mikroskobunda her preparat i¢in 5 sol taraf ve 5 de sag taraf olmak tizere toplam 10
alanda sayildi, graniile, degraniile durumlar1 40X objektif ile degerlendirildi ve

fotograflar c¢ekildi.

3.7.  Beyin sap1 preparatlarimin hazirlanmasi ve kesitlerin alinmasi

Histolojik doku takibi yapildiktan sonra parafin bloklar hazirlandi. Bu
bloklardan mikrotomla 10 p kalinhiginda beyin sapmin trigeminal nucleus caudalis
(TNC) bolgesinden kesitler alinarak polizinli lamlar iizerine yerlestirildi. Dogru
yerden kesitlerin alinmasi i¢in sigan anatomi kitabindan alinmig ve sigan beyninin
trigeminal nukleus kaudalis bolgesini gdsteren beyin haritalarindan yararlanilmistir
(Paxinos ve Watson 1997). ilk blokta 10 kesitte Hematoksilen eozin boyama ile

dogrulama yapilmustur.
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3.8. Immiinohistokimyasal Boyama Prosediirii

Bu prosediir trigeminal nucleus caudalis’ te herhangi bir norojenik
inflamasyon durumunda veya nosisepsiyon sirasinda ekspressiyonu artan proto-
onkojenlerden olan c-fos’un ekpressiyon iiriiniinii gézlemlemek amaciyla yapilmustir.
Mitsikostas ve ark.’larinin boyama prosediirii modifiye edilerek kullanilmistir
(Mitsikostas ve ark., 1998).

Boyama Prosediirii:
1. Polizinli lamlar tizerine aliman TNC kesitleri deparafinizasyon-dehidratasyon
islemlerine tabi tutuldu:
1. Etiivde 60 dak. bekletildi.
2. Xylene’ de 3 dak. bekletildi.
3. Xylene ve % 100’ likk alkolde 3 dak. bekletildi.
4. % 100’ likk alkolde 3 dak. bekletildi.
5. % 96’ lik alkolde 3 dak. bekletildi.
6. % 70’ lik alkolde 3 dak. bekletildi.
7. % 50’ lik alkolde 3 dak. bekletildi.
8. Distile su ile yikama yapild.

2. Istenmeyen antijenler, preparatlar sodyum sitrat buffer ( 10 uM 2,94 gr./L. %
0,05 Tueen, pH: 6)’dan gecirildi, 350 Watt mikrodalga firinda 5 dak.
bekletilerek maskelendi.

Kesitler, 0,1 M PBS (Sigma P3280) ile 2 kez 10’ ar dak. yikandi.

4. Kesitler, % 4’lik BSA (bovine serum albumine, Sigma A4553) ve % 0,25
tritonun PBS i¢inde ile hazirlanan soliisyonda 30 dak. bekletildi.

5. Kesitler, blok soliisyonla diliie edilmis primer antikor ile bir gece inkiibe
edildi (PBS 0.1 M; 0.1 % BSA; 0.3% Triton X-100; 2% serum (anti c-fos
1/5000, Abcam, AB 62147)

6. Ertesi giin kesitler PBS ve % 0,025 triton ile hazirlanan soliisyonla 3 kez
15’er dak. yikandi.

7. Kesitler, % 0,05 H,07” in, A soliisyonu (PBS + % 0,025 triton + % 1 BSA)
icinde 5 dakika bekletildi.

8. Kesitler, PBS ve % 0,025’lik tritonla hazirlanmis soliisyonla 1 kez yikandi.
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9. Kesitler, A soliisyonunda sekonder antikorun (Anti-sheep 1/2000, Abcam AB

6895) ¢oziinmesiyle elde edilen soliisyonda 2 saat inkiibe edildi.

10. Kesitler, PBS ile 3 kez 15’er dak. yikama islemine tabi tutuldu.
11. Kesitler, 2 saat ABC (Vector laboratuar, PK 7200) soliisyonunda inkiibe

edildi.

12. Kesitler, PBS ile 3 kez 5’er dak. yikama islemine tabi tutuldu.

13. Diamino benzamid (DAB % 40’lik Sigma D 0426) kromojeni ve % 0,003
H,0;’ ile 5 dakika inkiibe edildi.

14. Kesitler sirasiyla dehidrate edildi.

1.
2.
3.
4.
S.

Distile su 2 dak.

% 70’ lik alkol 2 dak.
% 90’ lik alkol 2 dak.
%100’ liik alkol 2 dak.
Xylene 2 dak.

15. Kesitler, entellan ile kapatildi.

Kesitlerde c-fos pozitif néron sayisi, olympus CX21 151k mikroskobu ile sayildi ve

fotograflar1 ¢ekildi.

49



4. BULGULAR
4.1. Mast hiicreleri
Dura mater mast hiicreleri sayimi1 Toulidine mavisi ile boyamasindan sonra
sol ve sag durada her bir preparat i¢in 5’er alanda 10’luk okiiler ile yapilmustir.

Meningeal damarlar referans alinarak segilen sayim alanlar1 sekil 4.1°de verilmistir.

Siiperior sagittal siniis

v

Meningeal arter dallari —J» |,

<— Transvers siniis

Sekil 4.1 Dura mater sayim alanlar1 (Bergerot’dan modifiye edilerek

alinmustir).

Gruplara ait dura mater fotograflar1 farkli biiytitmelerde resim 4.1, 4.2, 4.3,
4.4’de verilmistir.

Gruplara ait toplam mast hiicre sayilar1 grafik 4.1°de verilmistir. Mast hiicre
sayimi sonucu elde edilen veriler One-way ANOVA Kruskal Wallis testi ile
karsilastirildi. Gruplar arasi fark anlamli ¢ikti. Dunn'nun ¢oklu grup karsilagtirmalar1
uygulandi. Her bir grupta grup i¢i sol ile sag degerleri arasinda fark bulunmadi. Mast
hiicre sayilart agisindan laterilizasyon saptanmamistir. Kontrol ve sham gruplari
arasida da fark yok iken opere grupta hem ipsilateral (p<0,001) hem de kontralateral

tarafta (p<0,01) mast hiicre sayisinin anlamli diizeyde arttig1 bulundu (grafik 4.1).
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Resim 4.1 Dura mater mast hiicrelerinin 10X gortiniimi (sham)

Resim 4.2 Dura mater mast hiicrelerinin 10X gériiniimii(opere)
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Resim 4.3 Dura mater mast hiicrelerinin 40X goriiniimi (Sham)

Gangliyonektomi, mast hiicre graniile/degraniile yilizdelerinde bir degisiklige
yol agmamustir. Sempatektomi uygulanmis bir siganin dura mater mast hiicrelerinde
%15 oraninda degraniilasyona ugradigi bulundu, opere olan diger siganlarda ve diger

guruplarda gézlenmemesi bireysel farklilik olarak degerlendirildi (resim 4.4).

Resim 4.4 Degraniile ve graniile mast hiicresi 100X. a) degraniile mast hiicresi b)

graniile mast hiicresi
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Grafik 4.1. Dura mater toplam mast hiicre sayisi. *(p< 0,001), ** (p< 0,01)

Istatiksel olarak anlaml diizeyde diger gruplardan farkli (n=6).
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4.2. c-fos

c-fos indirek immuno histokimyasal isaretlemesi i¢in beyin sap1 kesitlerinden
trigeminal kaudal nukleusu (TNC) iceren alanlardan 5 kesit saymm igin kullanildi.
TNC igeren kesitler sigan beyin atlast kullanilarak bregmadan 14,60 mm ile 13,24
mm arasindaki bolge secildi. Sekil 4.2’de bregmadan 13,80 mm uzakliktaki kesit ve
icerdigi niikleuslar goriilmektedir (Paxinos ve Watson 1997). Niikleusun sematik

gosterimi sekil 4.3°te verilmistir.

[' Br ~ 1380 mm
Interanral — 4,80 mm | .cgnu* ) !

Sekil 4.2 Sican beyin atlasindan kaudal trigeminal niikleus (Paxinos ve Watson ,
1997).

Kaudal trigeminal nukleus

Sekil 4.3 Bregmadan 13,80 mm uzakliktaki beyin sap1 kesitinde kaudal trigeminal

niiklesun sematik gosterimi.
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Gruplara ait c-fos isaretlemisinin farkli biiylitmelerdeki fotograflart resim
45, 4.6, 4.7, 4,8 4.9 ve 4.10°da verilmistir. c-fos pozitif néronlar DAB ile boyama
sonucu koyu lacivert noktalar olarak izlenmektedir. Pozitif kontrollerde yogun c-fos
ekspresyonu gozlenmistir (resim 4.7, 4.8). Gerek kontrol gerekse sham opere grubun
c-fos aktivasyonu yok denecek kadar azdi ( resim 4.5 ve 4.6). c-fos pozitif
noronlarinin sayisi grafik 4.2°de verilmistir.

c-fos pozitif ndron sayilarindan elde edilen veriler One-way ANOVA Kruskal
Wallis testi ile karsilastirildi. Gruplar arasi fark anlamli ¢ikti. Opere gruptaki c-fos
pozitif ndron sayilar1 ipsilateral tarafta kontrol gruplarma gore anlamli derecede
artmis bulundu (p<0,001). Kontrol ve sham gruplar1 sol ile sag degerleri arasinda
fark bulunmazken (resim 4.5 ve 4.6) unilateral sempatektominin sol taraftaki c-fos
pozitif néron sayisini anlamh diizeyde arttirdigi bulundu (resim 4.9 ve 4.10, grafik
4.2 p<0,001).

Osol
40

W sag

c-fos pozitif néron sayisi

T = |

kontrol sham opere

Gruplar

Grafik 4.2 TNC’de c-fos pozitif ndron sayis1 *(p< 0,001) istatiksel olarak anlamli
diizeyde diger gruplardan farkli (n=6).
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Resim 4.5 TNC’de c-fos immiin isaretleme, Kontrol X10 biiyiitme. DAB ile boyama
sonucu koyu lacivert noktalar nadiren izlenmektedir.

Resim 4.6 TNC’de c-fos immiin isaretleme, Sham X10 biiyiitme. DAB ile boyama
sonucu koyu lacivert noktalar nadiren izlenmektedir.
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Resim 4.7 TNC’de c-fos immiin isaretleme, Pozitif Kontrol-1 X10 biiyiitme. DAB
ile boyama sonucu koyu lacivert noktalar ¢ok yogun izlenmektedir.

Resim 4.8 TNC’ de c-fos immiin isaretleme, Pozitif Kontrol-2 X10 biyiitme. DAB
ile boyama sonucu koyu lacivert noktalar ¢ok yogun izlenmektedir.
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Resim 4.9 TNC’de c-fos immiin isaretleme, Opere sol taraf X 10 biiyiitme. DAB ile
boyama sonucu koyu lacivert noktalar yogun izlenmektedir.

Resim 4.10 TNC’de c-fos immiin isaretleme. Opere sol taraf X40 biiyiitme. DAB ile
boyama sonucu koyu lacivert noktalar olarak izlenmektedir
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5. TARTISMA

Dura mater sfenopalatin gangliyondan parasempatik, trigeminal gangliyondan
duyusal ve superior servikal gangliyondan sempatik inervasyon almaktadir (Keller ve
ark. 1989; Delephine ve Aubineau 1997). Sfenoplatin ve trigeminal gangliyonun
elektriksel uyarilmasi1 dura materde plazma protein ekstravazasyonuna neden oldugu
bulunmustur (Dimitriadou ve ark.. 1991; Delephine ve Aubineau 1997). Dura
materin norojenik inflamasyonun otonom sinir sitemi ile iligkili oldugu ve primer bas
agrilarinin etiyopatogenizine katildig: ileri siiriilmektedir. Peroutka, migreni bir
kronik sempatik sinir sistemi hastalig1 olarak tarif etmektedir (Peroutka 2004). Pek
cok klinik ve deneysel veriler sempatik bozuklugun migrenle iliskili oldugunu
gostermektedir. Migrende sempatik disfonksiyon, sempatik ko-transmitter
dengesizligiyle iliskilidir. Migren atagi dopamin, prostoglandin, ATP, adenozin gibi
sempatik ko-transmitterlerin saliniminda artigla iliskili olarak sempatik noradrenalin
depolarinin bosalmasiyla karekterizedir. Migrenli kisilerde noradrenalin diizeyi
normal Kkisilere gore daha az bulunmustur. Deneysel olarak sempatektominin
trigeminal noronlarda c-Jun’u, trigeminal noronlarda CGRP’i indiikledigi
gosterilmistir. (Bolden 1996; Bolden et al. 1997). Migren, sempatik distrofili hastada
tedavi olarak uygulanan gangliyon blokaji sonrasi bir komplikasyon olarak da
gbzlenmistir (Springies 2003; Belena ve ark. 2006). Springies kedilerde kimyasal
sempatektominin serebral kan akimini arttirdigini gostermistir. Migrenlilerle yapilan
klinik bir arastirmada, Yildiz ve arkadaslari, migrendrlerde fasiyal sempatik deri
cevaplarini incelemisler. interiktal (atak arasi) donemlerde ve ataklarda sempatik
hipofonksiyon ve atak sonrasi1 donemde sempatik hiperfonksiyon gelistigini
bulmuslar (Yildiz ve ark. 2008). Bu calisgma da migren ataklarmin sempatik
islevlerde azalma ile birlikteligine klinik bir kanit saglamaktadir.

Siganlarda uzun siireli sempatektominin dura mater mast hiicrelerine
etkisinin arastirildigi bir ¢alismada sempatektomiden 15, 30 ve 60 giin sonra mast
hiicre sayilarinin, dura histamin diizeylerinin anlamlh arttig1 ve dura tirozin
hidroksilaz aktivitesinin azaldigi bulunmustur (Bergerot ve ark. 2000). Bizim
calismamizda sempatektominin 5 giin sonraki etkilerine bakilmistir ve kisa siireli

sempatektominin de mast hiicre sayisini arttirdig1 bulunmustur. Migren basagrisinin
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stres ile tetiklendigi géz Oniine alinirsa sempatik sistem ve mast hiicrelerinin migren
ile iligkili olmadigin1 diisiinmek imkansizdir. Mast hiicreleri stres ile aktive olmakta,
sempatik sinir sitemi de viicudun strese kars1 koymasida en 6nemli sistemdir. Viicut
strese kars1 koyamadiginda bas agris1 ortaya ¢ikiyor denebilir. Theoharides ve ark.
mast hiicrelerin sorumlu oldugu alerji, ekzema, astim ve iritabl barsak sendromu gibi
hastaliklar1 olanlarda migrenin yiliksek insidansda bulundugunu gostermistir
(Theoharides ve ark. 2005). Mast hiicrelerden salinan vazodilator mediatorler
bradikinin, histamin, NO, VIP, VEGF, TNF-alfa migrenin vazodilator fazi ile
iliskilendirilmistir. Histamin uygulamas1 siddetli bas agrismi indiiklerken, VIP
uygulamasi bas agrist olusturmamistir (Theoharides ve ark. 2005; Rahmann ve ark.,
2008). Bir diger vazodilator mast hiicre mediatorii NO hastalik ve saglikta 6nemli
rolleri gosterilmis, son yillarda en ¢ok arastirilmis molekiildiir. Migreni de igeren
primer bas agrisi hastaliklarin etiyopatogenzinden sorumlu tutulmaktadir, NO
inflizyonu (gliseril trinitrat [GTN 0,5-2 mg/kg/dak]) migrendrlerde hemen kisa sureli
bas agrisima yol agmaktadir ve kontrol gruplarinda bas agrisi daha az yogunlukta
olmaktadir (Offenhauser ve ark. 2005; Olesen 2008). Migrenli hastalarda NO ile
indiiklenmis bas agris1 5 saatten fazla siirmiistiir. Sik bas agris1 ¢eken hastalara
ekzojen NO denenmis, bas agrisi epizodlar1 tekrar etmis, agri, beyni NO’e duyarh
hale getirmis ve dural kan damarlarinda vazodilatasyon yapmustir. Uzun siiren veya
tekrarlanan nosiseptif giristen dolayr beyinde ve periferde ndronal uyarilabilirlik
artmistir. (Oshinsky ve ark. 2007). Tore ve arkadaslar1 kisa siireli sempatektominin
dura mater NO diizeylerini artirdigin1 bulmuslardir (Toére ve ark. 2009). Ancak bu
NO néronal kaynakli mi, endotel kaynakli m1 yoksa mast hiicre kaynakli m1 bu
heniiz bilinmemektedir.

Sunulan c¢alismadan elde edilen sonuglara gore akut sempatektomide dura
mast hiicre sayisinda ve trigeminal nukleus kaudalis c-fos aktivitesinde anlamli bir
artig goriilmiistiir. c-fos hedef genlerin transkripsiyonunu diizenleyen niiklear bir
fosfoproteindir ve hiicresel fonksiyonun uzun siireli degisimlerinde rol oynar
(Morgan ve Curron 1991). c-fos beyinde travma, iskemi, genel ndbetler, yangi, direk
elektriksel stimiilasyon, yayilan depresyon ve birkag farmakolojik ajanla
indiiklenebilir, ayrica 1s18a cevap gibi fizyolojik stimiilasyonla da indiiklenebilir.

Beyin sapinda ve spinal kordda c-fos proteini zararli ve zararsiz periferal uyariyla
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indiiklenebilir. Devam eden ve uzun siireli stimiilasyon c¢ok giicli cevap
olusturabilmekte ve c-fos proteini igeren hiicre sayisi, uyarmin siddetiyle dogru
orantili olarak artmaktadir. c-fos bir néronal aktivasyon gostergesidir (Morgan ve
Curron 1991).

Dura materin kimyasal, mekanik ve elektriksel uyarilmasi trigeminal duysal
sistemi aktive etmektedir (Nozaki, 1991; Bolden, 1997). Trigeminal gangliyonun
elektriksel olarak stimiile edilmesi dural plazma ekstravazasyonuna yol agmis ve
TCN’ de c-fos mRNA ekpresyonunu artirmistir. Nazal mukozanin kimyasal zararh
stimiilasyonu beyin sapmda trigeminal beyin sapmin niikleus interpolarisinde
ozellikle subnukleus kaudalis’ in lamina I ve II sinde c-fos ekpresyonu ile
sonuclanmaktadir (Herrera ve ark. 1996). Subaraknoid bosluk trigeminal
gangliyondaki ndronlarin afferent aksonlar1 ile innerve edilir, bu aksonlar néropeptit
icerirler. Kan veya inflamasyon kaynakli meningial irritasyon inflamasyon; agir bas
agrisi, bulanti, kusma ve otonomik stabilitenin bozulmasiyla karekterizedir. Bu
semptomlar ve isaretler trigeminovaskiiler sistemi kapsayan kiiclik trigeminal
afferent aksonlarm (miyelinsiz) kimyasal stimiilasyonu sonucu geligebilir. Kanit1 ise
kan enjeksiyonundan sonra noropeptit sayisinin artmasidir. Otolog arteriyel kan ve
serobrospinal sivinin cisterna magna’ ya verilmesiyle beyin sapinda c-fos protein
ekpresyonu incelenmis c-fos poteinleri iki saatte pik yapmustir, sekiz saat iginde
azalmistir. TNC i¢inde, nukleus solitarius traktus’ ta, area postremada, ependim’ de
pia ve araknoid mater’ de ekpresse olmustur. Otolog kan verilen hayvanlarin NTC’
sinde serebrospinal sivi benzeri bir sivi verilenlerden daha fazla c-fos ekpresyonu
vardir. Subaraknoid bosluktaki kan beyin sap1 néronlarinda c-fos ekpresyonunu
aktive i¢in etkili bir uyaricidir. Bu c-fos ekpresyonu, bas agrisi 6zellikleriyle iliskili
subaraknoid bosluga zararli kimyasallarin girmesinden sonra beyin sap1 bolgelerinde
tonik aktivasyonu yansitabilir (Nozaki ve ark. 1991). Bu sebeple g¢alismamizda
pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Dura ve onun kan damarlar1 trigeminal sensor
afferentler tarafindan innerve edilir ve aktive edildiginde vazodilatasyon ve PPE
sonucu noropeptit, SP ve CGRP salar. Trigeminal lifler TCN ye uzanan medulla
oblangata i¢cinde uzanir ve daha yiiksek beyin merkezinde sekonder sensér néronlarla

sinaps yaparlar. Migren atagi sirasinda bu yolun aktivasyonu agriy1, bulantiy1 artirir.
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c-fos erken geninin ekspresyonu, spinalde ve sefalik nosiseptif yolda noéronal
aktivite isaretleyicisi olarak kullanilmaktadir. Trigeminal nucleus kaudalis iginde c-
fos ekpresyonu, kortikal yayilan depresyonun indiikksiyonundan sonra trigemino-
vaskiiler mekanizmalar yoluyla tetiklenmektedir. Agrinin yayilmasinda glutamat rol
oynamaktadir, NMDA reseptor antagonistleri analjezik olarak is gorebilirler. NMDA
reseptor  antagonistleri agri-hayvan modellerinde anti-nosiseptif  bir  etki
sergilemektedirler. (Mitsikostas ve ark. 1998)

Ayrica daha oOnceki calismalardan elde edilen; beyne penetre olan NKI1
reseptor antagonistlerinin dural ekstravazasyon blokaji ve nosiseptif yollarin
inhibisyonu yoluyla anti migren etki olusturmus olmalar1 ve SHT1D reseptorlerinin
TNC’de c-fos ekpresyonunu azaltmistir (Sixt ve ark. 2009). Kapsaisin ile induklenen
trigeminal kaudal niikleus c-fos aktivitesinin cGRP antagonisti olcegepant ile
engellendigi gosterilmistir. Biiylik olasilikla sempatektomi ile olusan noérojenik
inflamasyona da cGRP i¢eren duyusal liflerin aktivitesinin artis1 neden olmustur.

Mast hiicresiyle indiiklenmis nosiseptor etkilesimi spinal trigeminal
nukleusun aktivasyonundaki distisle ilgilidir (c-fos ekspresyonundaki bir artma
tarafindan belirlenmektedir) (Levy ve ark. 2007). Dural mast hiicre degraniilasyonu,
trigeminal agr1 yolunun uzun siireli aktivasyonuna yol agmakta ve migren gibi bas
agrilarinin temelinde bu yatmaktadir. Trigeminal gangliyonun elektriksel uyarilmasi
sonucu, meningial nosiseptorler aktive olmakta ve dural mast hiicrelerinin graniil
iceriginin salinmasini kuvvetlendirmektedir. Aktive olmus meningial nosiseptorler,
substans-P gibi noropeptitlerin ve kalsitonin gen-related peptidin salinimini ortaya
¢ikararak dural mast hiicrelerinin aktivasyonunu tetikler. AKtif olmus mast
hiicrelerinden norojenik inflamasyon sirasinda inflamator molekiillerin salinima,
meningial nosiseptorleri daha fazla uyarir, bu durum da uzun siireli bas agrist olan
migreni kuvvetlendirir. Trigeminovaskiiler sistem aktivasyonu ve dural mast
hiicreleri arasinda spesifik bir baglant1 vardir.

Yaptigimiz c¢alismada akut sempatektomiye bagli c-fos ekpresyonunda
anlamli artig bulunmustur; bu sonu¢ migren fizyopatolojisini anlamamiza katki
saglamaktadir. Daha 6nce yapilmis ¢alismalarla da biiyiik paralellik gostermektedir.

Fakat tedaviyi gelistirmek de mekanizmay1 ortaya koymak kadar dnemlidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢alisma sonucunda sempatektomize sican gruplarinda kontrol ile
sham opere gruplar1 arasinda mast hiicre sayisi bakimindan anlamli fark goriilmez
iken sol gangliyonektomize hem sol taraf i¢in hem sag taraf i¢in mast hiicre sayisini
anlamli diizeyde artirmustir. Ayrica trigeminal nukleus kaudalisteki c-fos ekpresyonu,
kontrol gruplarina gore opere grupta anlamli derecede artmustur.

Opere grupta hem mast hiicre sayismin artist hem de c-fos ekpresyonunun
anlamli artigi, dural vazodilatasyonun ve buna bagli olarak gelisen norojenik
inflamasyonun dolayisiyla trigeminal liflerle tasinan nosisepsiyonun ve mast hiicre-
sinir ¢ift yonlii etkilesiminin kanitidir. Ayrica otonom sinir siteminin duyusal sinir
sistemini etkiledigi, duysal bilgiyi degistirdigini gostermektedir. Sonuclar diger
arastirmacilarm konu ile ilgili ¢aligmalari ile paralellik gostermektedir.

Calisma migren etiyopatogenezine dolayisiyla tedavi seceneklerine yeni bilgi
saglamistir.

Deneysel migren modelleri durameterin kimyasal, elektriksel ve mekanik
uyarilmasma dayanan kafatasi agilarak uygulanan invasif yontemlerdir.
Gangliyonektomi her ne kadar operasyon ile saglansa da kiiciik bir cerrahi girisimdir
ve uzun siireli deneylerde rahat¢a kullanilabilir. Bu baglamda deneysel migren
modeli olarak kullanilabilir.

Klinikte yapilacak olan migren arastirmalarinda sempatik sistem ve mast
hiicreleri degerlendirmeye alinmalidir.

Mast hiicrelerini module etmek veya vazodilatasyon yapan mediatorlerini

antagonize etmek migren tedavilerinde bir segenek olarak denenebilir.
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