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DENEYSEL MiGREN MODELi OLUSTURULAN SICANLARDA
TIMOKINON’UN ANALJEZIK ETKIiSi VE NOROGLIAL AKTIiVIiTE VE
OGRENME-BELLEK iLE iLiSKiSININ DEGERLENDIRILMESI

OZET

Migren, tekrarlayici ataklarla seyreden, tek tarafli ve zonklayici 6zellikteki bas agrisi
ile karakterize norovaskiiler bir bozukluktur. Bas agrisina, bir¢ok semptomla birlikte
dikkat eksikligi gibi kognitif bozukluklar da eslik edebilmektedir. Timokinon, ¢orek
otunun ana biyoaktif maddesidir ve yiizyillardir bitkisel bir ilag olarak
kullanilmaktadir. Giiniimiizde yapilan ¢alismalar ise timokinonun, antikanser,
antimikrobiyal, antiiflamatuvar, antihistaminik, antidiyabetik, gastroprotektif,
hepatoprotektif, kardiyoprotektif ve nefroprotektif etkileri olan bir bilesik oldugunu
ortaya koymustur. Tim bu etkileri yaninda antinosiseptif, noroprotektif ve
antioksidan aktiviteleri oldugu da bildirilmektedir. Calismamizda, migren modeli
olusturulan sicanlarda timokinonun agri, 6grenme-bellek ve noroglial aktivasyon
tizerindeki etkilerinin arastirilmast amaglandi.

Calismada, 3 aylik, agirliklar1 250-350 gram arasinda degisen 27 adet yetiskin erkek
Wistar albino tiirii sigan kullanildi. Migren modeli nitrogliserin (NTG) kullanilarak
olusturuldu. NTG, %0.9 izotonik serum fizyolojik (SF) ile diliie edilerek her bir
hayvan i¢in 10 mg/kg/l ml olacak sekilde hazirlandi. Kontrol (K) grubu (n=6),
nitrogliserin (NTG) grubu (n=7), timokinon (TQ) grubu (n=7) ve nitrogliserin ile
timokinon (NTG+TQ) uygulanan grup (n=7) olmak tizere 4 grup olusturuldu. K
grubu ve NTG grubuna 15 giin boyuncal ml misir yag: gastrik gavaj ile uygulandi.
TQ ve NTG+TQ gruplarina ise 15 gilin boyunca, misir yaginda ¢ozdiiriilen TQ 10
mg/kg/1 ml olacak sekilde gastrik gavaj ile uygulandi. NTG ve NTG+TQ gruplarina
1, 5,10 ve 15. glinlerde 10 mg/kg NTG intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandi. K ve
TQ gruplarma ise aynm giinlerde 0.3 ml SF i.p. olarak uygulandi. Hayvanlarin agn
esigini  belirlemek i¢in, gastrik gavajdan hemen Once ve 1i.p. enjeksiyon
uygulamasindan 2 saat sonra tail flick test gergeklestirildi. Deneyin 16. giiniinde,
ogrenme-bellek fonksiyonlarini degerlendirmek igin Morris su labirenti testi
uygulandi. Deneyin 22. giiniinde hayvanlar 10 mg/kg ksilazin i.p. ve 100 mg/kg
ketamin 1i.p. ile olusturulan genel anestezi altinda dekapite edildi ve beyinleri
cikarildi. Beyinlerin bir yarikiiresinin hipokampal bdolgesi Ogrenme-bellek ve
oksidatif stres belirteglerinin degerlendirilmesi amaciyla biyokimyasal analizlerde
kullanildi. Beyinlerin diger yarikiiresinin hipokampal bdlgesi ise noroglial
aktivasyonun degerlendirilmesi amaciyla immunohistokimyasal ¢alismalarda
kullanildi. Veriler tek yonlii varyans analizi uygulanarak Benforroni’nin ¢oklu
karsilagtirma testi ile degerlendirildi ve degerler + standart sapma olarak verildi.
P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Timokinon, Morris su labirenti testinde hayvanlarin platformu bulma siirelerini, TQ
(***p<0.001) ve NTG+TQ (*p<0.05) gruplarinda anlamli olarak azaltti. NTG
grubunun platformu bulma siiresinde ise anlamli bir artis (**p<0.01) oldugu
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belirlendi. Hipokampus dokusunda BDNF diizeyleri K grubu ile kiyaslandiginda,
NTG grubunda azaldigi belirlendi. BDNF seviyeleri NTG grubuna gore
kiyaslandiginda ise TQ ve NTG+TQ gruplariin ikisinde de arttigi, ancak bu artisin
sadece TQ grubunda anlamli (**p<0.01) oldugu belirlendi. CREB1 seviyelerinin K
grubuna gére NTG ve NTG+TQ gruplarinda azaldigi, ancak bu azalmanin sadece
NTG grubunda istatistiksel olarak anlamli (*p<0.05) oldugu tespit edildi. Gruplar
NTG grubuna gore kiyaslandiginda ise, hem TQ (***p<0.001) hem de NTG+TQ
(**p<0.01) gruplarinda anlamli bir artis oldugu goriildii. Hipokampus dokusunda
SOD diizeyleri degerlendirildiginde, TQ grubunda diger tiim gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli bir artig (***p<0.001) oldugu belirlendi. CAT
diizeylerinin de benzer sekilde, TQ grubunda diger tiim gruplara gére anlamli olarak
arttigr  (*p<0.05, ***p<0.001) goriildii. Immunohistokimyasal —boyamalar
degerlendirildiginde ise, GFAP pozitif hiicre sayisinin K grubuna kiyasla NTG, TQ
ve NTG+TQ gruplarimin iiciinde de istatistiksel olarak anlamli bigimde arttig
gorildii (sirayla ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05). Tail flick testinde ise grup i¢inde
ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi tespit edildi.

Calismamizin sonuglar1 degerlendirildiginde, deneysel migren modelinde timokinon
uygulamasinin; migren agrist iizerinde analjezik etkisinin olmadigi, mekansal
ogrenme ve bellek mekanizmasina BDNF ve CREBI seviyelerini artirarak katki
sagladigi, migrenle iligkili oksidatif stres lizerine SOD ve CAT seviyelerini artirarak
olumlu etki gosterdigi, migren ve oksidatif stres ile iliskili 6grenme-bellek defisitine
astrosit aktivasyonu ile olumlu etki edebilecegi, migrenle iligkili astroglial
aktivasyon tizerinde protektif etki gosterebilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Migren, Hipokampus, Timokinon, Agri, Ogrenme, Bellek,
Oksidatif Stres, Noroglial Aktivite, Astrosit
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ANALGESIC EFFECT OF THYMOQUINONE IN RATS WITH
EXPERIMENTAL MIGRAINE MODEL AND ITS RELATIONSHIP WITH
NEUROGLIAL ACTIVITY AND LEARNING-MEMORY

SUMMARY

Migraine is a neurovascular disorder characterized by unilateral and throbbing
headache with recurrent attacks. Headache can be accompanied by cognitive
impairments such as attention deficit along with many symptoms. Thymoquinone is
the main bioactive ingredient of black cumin and has been used as an herbal remedy
for centuries. Recent studies have shown that thymoquinone is a compound with
anticancer,  antimicrobial,  anti-inflammatory,  antihistamine,  antidiabetic,
gastroprotective, hepatoprotective, cardioprotective, and nephroprotective effects. In
addition to all these effects, it is also reported to have antinociceptive,
neuroprotective and antioxidant activities. In our study, we aimed to investigate the
effects of thymoquinone on pain, learning-memory and neuroglial activation in rat
model of migraine.

In the study, 27 adults male Wistar albino type rats aged 3 months, weighing
between 250-350 gram, were used. The migraine model was induced using
nitroglycerin (NTG). NTG was prepared by diluting with isotonic saline to be 10
mg/kg/1l ml for each animal. There were 4 groups as; control (K) group (n=6),
nitroglycerin (NTG) group (n=7), thymogquinone (TQ) group (n=7) and nitroglycerin
and thymoquinone (NTG+TQ) applied group (n=7). The K group and the NTG
group were administered 1 ml of corn oil with gastric gavage for 15 days. TQ and
NTG+TQ groups were treated with gastric gavage of 10 mg/kg/1 ml of TQ dissolved
in corn oil for 15 days. NTG and NTG+TQ groups were administered 10 mg/kg
NTG intraperitoneal (i.p.) on days 1, 5, 10 and 15". K and TQ groups were
administered with 0.3 ml saline i.p. on the same days. To determine the pain
threshold of the animals, tail flick test was performed just before gastric gavage and
2 hours after i.p. injection administration. On the 16™ day of the experiment, the
Morris water maze test was administered to assess learning-memory functions. On
the 22" day of the experiment, the animals were decapitated under general
anesthesia with 10 mg/kg xylazine i.p. and 100 mg/kg ketamine i.p. and their brains
were removed. The hippocampal region of a hemisphere of the brain was used in
biochemical analyses to evaluate markers of learning-memory and oxidative stress.
The hippocampal region of the other hemisphere of the brain was used in
immunohistochemical studies to evaluate neuroglial activation. The data were
evaluated by Benforroni's multiple comparison test by applying one-way analysis of
variance and the values were given as standard deviation £. P<0.05 value was
considered statistically significant.

In the Morris water maze test, thymoquinone significantly reduced the animals'
latency to find the hidden platform in the TQ (***p<0.001) and NTG+TQ (*p<0.05)
groups. There was a significant increase (**p<0.01) in the latency of the NTG group
to find the platform. When BDNF levels in hippocampus tissue were compared to the
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K group, it was determined that it was lower in the NTG group. When BDNF levels
were compared according to the NTG group, it was found that both TQ and
NTG+TQ groups increased, but this increment was only significant in the TQ group
(**p<0.01). CREB1 levels were found decreased in the NTG and NTG+TQ groups
compared to the K group. But it was statistically significant (*p<0.05) only in the
NTG group. When the groups were compared to the NTG group, there was a
significant increase in both the TQ (***p<0.001) and NTG+TQ (**p<0.01) groups.
SOD levels were evaluated in hippocampus tissue, and it was determined that there
was a statistically significant increase (***p<0.001) in the TQ group compared to all
other groups. CAT levels similarly increased significantly in the TQ group compared
to all other groups (*p<0.05, ***p<0.001). When immunohistochemical staining was
evaluated, it was seen that the number of GFAP positive cells increased statistically
significantly in all three of the NTG, TQ and NTG+TQ groups compared to the K
group (***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05, respectively). In the tail flick test, it was
found that there was no statistically significant difference within the group and
between the groups.

When the results of our study were evaluated, it was seen that the application of
thymogquinone in the experimental migraine model; It has been concluded that it does
not have an analgesic effect on migraine pain, contributes to the spatial learning and
memory mechanism by increasing BDNF and CREBL levels, has a positive effect on
migraine-related oxidative stress by increasing SOD and CAT levels, may have a
positive effect on migraine and oxidative stress associated with learning-memory
deficit with astrocyte activation, and may have a protective effect on migraine-
related astroglial activation.

Keywords: Migraine, Hippocampus, Thymoquinone, Pain, Learning, Memory,
Oxidative Stress, Neuroglial Activity, Astrocyte
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1. GIRIS ve AMAC

Bas agris1 toplumda sik goriilen saglik sorunlarindan biri olup, hayat boyu en az bir
kez bas agris1 yasayan kisi orant kadinlarda %99, erkeklerde %93, genel
popiilasyonda ise %90’1n {izerindedir [1]. Bas agrilar1, birincil bas agrilar1 ve ikincil
bas agrilar1 olmak tizere iki ana baslik altinda incelenmektedir [2]. Migren ise birincil
bas agrilar1 siniflamasinda yer almakta olup, genel popiilasyonun %10 undan
fazlasini etkiledigi bildirilmektedir [3]. Migren, tekrarlayici ataklarla seyreden, tek
tarafli ve zonklayict Ozellikteki bas agris1 ile karakterize nérovaskiiler bir
bozukluktur [4]. Migren bas agrisina otonomik, affektif, duyusal birgok semptomla
birlikte dikkat eksikligi, kelimeleri bulmakta zorlanma, gegici amnezi gibi kognitif
semptomlar da eslik etmektedir [5-7] Genizi vd., (2013) migren ve gerilim tipi bas
agris1 yasayan, 6-18 yas aralifindaki cocuk ve adolesanlarla yaptiklari bir
arastirmada, bas agrisi nedeniyle pediatrik noroloji klinigine basvuran ¢ocuklarin
%24.7’sinin 6grenme problemleri yasadigi gosterilmistir [8]. D’Andrea (1989) ve
Waldie (2002) ise, migreni olan ¢ocuklarda hafizanin bozuldugunu rapor etmistir

[9,10].

Noroglialar, genellikle néronlardan daha kii¢iik, onlarin 5-10 kati1 daha fazla sayida
olan ve uyarilamayan hiicrelerdir [11]. Noroglia hiicreleri, santral sinir sisteminin
(SSS) noroglial hiicreleri ve periferik sinir sisteminin (PSS) néroglial hiicreleri
olarak iki smifa ayrilmaktadir [12]. Astrositler, SSS’deki en biiyikk ndroglial
hiicrelerdir ve ndronlara destek olmanin yaninda bir¢ok dnemli islevleri vardir [13].
Astrositler, yaralanmayi takiben veya hastalik kosullar1 altinda aktive olabilirler ve
norolojik bozukluklarin patogenezine katilabilirler [14]. Chen vd., (2018) yaptiklar
deneysel noropatik agri modelinde, astrosit aktivasyonunu ve glial fibriller asidik

protein (GFAP) ekspresyonundaki artis1 gostermiglerdir [15].

Timokinon (TQ), ¢orek otunun ana biyoaktif maddesidir. Coérek otu Ortadogu,
Hindistan ve Kuzey Afrika’da yiiksek ates, oOksiirik ve bas agrisi gibi cesitli
rahatsizliklar i¢in geleneksel yontemlerle on yillardir kullanilmaktadir. Giiniimiizde

yapilan ¢alismalar ise ¢orek otu ve onun ana etken maddesi olan TQ’nun, bir¢ok



etkisinin yaninda antinosiseptif ve ndroprotektif etkilere sahip oldugunu da
bildirmektedir [16,17]. Parvardeh vd., (2018) yaptiklari deneysel bir g¢alismada,
TQ’nun doza bagli olarak antinosiseptif etkini gostermislerdir [18]. Meral vd., (2016)
yaptiklar1 bir caligmada ise, epilepsi gibi norolojik bozukluklarin patolojisinde
TQ’nun noroprotektif etkili bir bilesik oldugunu ortaya koymuslardir [19]. Yapilan
caligmalar, kronik toluene maruz kalan ratlarda TQ ve Nigella sativa verilmesinin
hipokampusdaki norodejenerasyonlarda morfolojik diizelme sagladigini ve tedavi

i¢in kullanimlarinin faydali olabilecegini bildirmektedir [20].

Bu bilgilerden yola c¢ikarak bu tez c¢alismasinda, deneysel migren modeli
olusturulmus siganlarda, TQ nun analjezik etkisi, noroglial hiicre aktivasyonu ve

ogrenme-bellek iizerindeki etkisini degerlendirmek amacglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Agn

Agn, kisiyi var olan veya olas1 bir doku hasarina kars1 uyaran, kompleks fizyolojik
siireclerden olusan ve ayni zamanda psikososyal boyutlari da bulunan ¢ogu kez
koruyucu 6zellik gosteren bir mekanizmadir. Uluslararasi Agr1 Aragtirmalar1 Dernegi
[International Association for the Study of Pain (IASP)] agriyt1 “Ger¢ek veya
potansiyel bir doku hasarma eslik eden veya bu hasar ile tanimlanabilen, sensoryal,
emosyonel ve hos olmayan bir duygu deneyimi” olarak tanimlanmaktadir. Agri, her
zaman kisisel bir deneyimdir ve biyolojik, psikolojik ve sosyal faktorlerden farkli

derecelerde etkilenmektedir [21].

Viicutta 6nemli bir alarm iglevi gbren ve agri1 tanimlamasi yapilirken agiklanmasi
gereken diger bir kavram ise “nosisepsiyon’dur. Nosisepsiyon, termal, mekanik ya
da kimyasal nedenlerle meydana gelen doku hasarinin nosiseptorler (doku
harabiyetine neden olan herhangi bir stimulusa yanit veren spesifik reseptorler)
tarafindan alinmasini,  alinan bilginin norofizyolojik mekanizmalarla SSS’ye
gotiirlilerek agr1 olarak algilanmasini ve algilanan tehdite kars1 koruyucu tepkilerin
harekete gecirilmesini saglayan siirece verilen isimdir. Boylece agri, dokunun hasar
gordiigli her durumda ortaya ¢ikmakta ve doku hasariyla olusan tiim agrilar
nosisepsiyon mekanizmasiyla gerceklesmektedir. Ancak agr1 doku hasar1 olmadan
yani nonnosiseptif nedenlerle de gelisebilmektedir. Diger bir ifadeyle; tiim
nosisepsiyon kaynakli uyarilar agri olusturmakta, fakat tiim agrilar nosisepsiyon
nedeniyle olusmamaktadir [22,23]. Bu nedenle nosisepsiyon agrinin en kisith tarifini
yapmakta kullanilmaktadir [24]. Koruyucu oOzellik gosteren ve nosisepsiyon ile
gerceklesen bu agri disinda gelisen agrilar ise patolojiktir. Koruyucu o&zelligini
kaybeden bu agrilarda periferik ve santral sensitizasyon meydana gelir ve agri

haraplanmamis bolgelere de yayilir [25].



2.1.1 Agn epidemiyolojisi

Agr1, giinlimiizde 6nemli ve kiiresel bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir.
Kiiresel Hastalik Yiikii Calismasi 2016, agrinin yiiksek Oonemini ve agriya bagh
hastaliklarin kiiresel engellilik ve hastalik yiikiiniin 6nde gelen nedenlerinden biri
oldugunu bir kez daha onaylamistir. Ayni ¢aligmada diinya ¢apinda en yaygin kronik
semptomatik durumun, tekrarlayan gerilim tipi bas agrisi oldugu ve 1.9 milyar kisiyi

etkiledigi bulunmustur [26].

Kronik agri, saglik sistemi i¢cinde Oonemini korumaya devam etmekte ve hastane
yatislarinin iki kat, acil servis kullaniminin ise bes kat artigiyla iligkilendirilmektedir
[27,28]. Farkli iilkelerde yapilmis 13 arastirmanin degerlendirildigi bir ¢alismada,
kronik agrinin prevalansi %10.1 ile %55.2 araliginda bulunmustur [29]. Arastirmalar,
ABD’deki yetiskinlerin %40’indan fazlasinin kronik agr1 yasadigini géstermektedir
[30]. Yetiskin Avrupa niifusunun yaklasik % 20’sinin de kronik agri problemi
yasadig1 bildirilmektedir [31]. Tirkiye’deki eriskinlerin agri prevalansi ise, 2001
yilinda yayinlanan bir prevalans calismasinda %63.7 olarak bulunmustur. Ayni
calismada, mevcut agrilarin %76.6’s1n1 kronik agrilarin olusturdugu gésterilmis olup,
calismaya katilanlarin ilk tanimladiklart agr1 yerleri ise %34.4 oranla bas bolgesi
olarak bildirilmistir [32]. 2011 yilinda yapilan diger bir ¢calismada ise, arastirmaya
katilanlarin %78.6’sinin son bir yil icerisinde agr1 yasadigi, %38.8’inin ise kronik

agr1 yakinmasinin oldugu gosterilmistir [33].

Bas agrilar ise, diinya ¢apinda yaygin olarak goriilen ve kisilerin yasam kalitelerini
ciddi 6lgiide diisiiren 6nemli bir saglik problemi olmaya devam etmektedir [34,35].
Bas agrilarinin 6nemli bir bolimiinii olusturan migren ise [36], diinya ¢apinda en
yaygin goriilen iiglincii hastalik olup, engellilige sebep olan en yiiksek altinci spesifik
etkendir [37]. ABD’de bas agris1 prevalansinin %13 oldugu tahmin edilmektedir
[38]. Avrupa iilkelerinde yapilmis arastirmalarin degerlendirildigi bir ¢aligmada ise,
bas agrist bozukluklarmin Avrupalilarin yaklasik %50’sini etkiledigi gosterilmistir
[39]. Migrenin ise, genel popiilasyonun %]15’inden fazlasim1 etkiledigi
diisiiniilmektedir [40]. Ulkemizde yapilan bas agris1 epidemiyolojisi ¢alismasinda
ise, migren prevalansi 15-55 yas araliginda %16.4 olarak bulunmustur [36].

Agrn, fiziksel ve duygusal yiikiine ek olarak topluma biiyiik bir maliyete de sebep

olmaktadir. Avrupa’da kronik agrinin bir yildaki maliyetinin 200 milyar avrodan



fazla oldugu [41], ABD’de ise, kronik agr1 nedeniyle olusan yillik ekonomik yiikiin
635 milyar dolara vardig1 ve kronik agris1 olan yetigkin sayisinin da 100 milyon
oldugu tahmin edilmektedir [42]. Migren nedeniyle olusan yillik maliyet ise
Ingiltere’de 2.25 milyar pound iken, ABD’de bu ekonomik yiikiin 23 milyar dolar
oldugu belirlenmistir [1]. Ulkemizde migrene bagl is giicii kayb1 nedeniyle olusan
ve 2002 yili rakamlarina gore hesaplanmis yillik tahmini ekonomik yiik ise yaklagik
270 trilyon TL’dir. Agr1 nedeniyle olusan ekonomik yiik, tetkik, tedavi, bakim gibi
primer saglik harcamalarinin yaninda, agriya bagli verim diisiikliigii ve ise gidememe
gibi nedenlerle olusan sekonder giderler olarak karsimiza ¢ikmakta ve iilkeler i¢in

Oonemini korumaya devam etmektedir [36].

2.1.2 Agrimin siiflandirilmasi

Agn taksonomisi i¢in ¢esitli siniflama sistemleri gelistirilmistir. Gelistirilen ilk
multiaksiyal sistem ise IASP’nin taksonomi alt komitesi tarafindan olusturulmustur.
Kronik agrili gévde boliimlerini, etkilenen sistemleri, agrinin 6zelliklerini ve tipini,
sliresini, siddetini ve etiyolojisini de kapsayan bu bes eksenli sistem Tablo 2.1°de yer

almaktadir [24].

Tablo 2.1 : IASP-Agr taksonomisi.

Agr1 Taksonomisi

I. EKksen: Bolge

I1. Eksen: Sistem

III. Eksen: Agriin gegici 6zellikleri ve olusum sekli

IV. Eksen: Hastanin siddet degerlendirmesi ve agr1 baglangicindan beri gegen zaman
V. Eksen: Etiyoloji

Tablo 2.2 : Agrinin eksen siiflamasi [43].

Agrinin Eksen Siniflamasi

I. Eksen: Bolgeler
e  Bas, yiiz ve agiz
Servikal bolge
Omuz ve iist ekstremite
Toraks bolgesi
Abdominal bolge
Sirt, bel bolgesi, sakrum ve koksiks
Alt ekstremiteler
Pelvik bolge
Anal, perianal ve genital bolge

Ug biiyiik bolgeden fazlas




Tablo 2.2 (devam) : Agrinin eksen siniflamasi.

Agrinin Eksen Siniflamasi

1. Eksen: Sistemler
e  Sinir sistemi (merkezi, periferik ve otonom) ve 6zel duyular, fiziksel rahatlik veya disfonksiyon
e Sinir sistemi (psikolojik ve sosyal)
e Solunum sistemi ve kardiyovaskiiler sistem
o Kas-iskelet sistemi ve bag dokusu
e  Kutan, subkutan dokular ve ilgili bezler (meme, apokrin bezler gibi)
e  Gastrointestinal sistem
e Genitoliriner sistem
e  Diger organlar veya visserler (tiroid, lenfatik, hemopoetik)
e  Bir sistemden fazlasi
IIL. Eksen: Agrimin Gegici Ozellikleri
Kayitli degil veya bilinmiyor
e Tek atak, smirh siire (Or. Anevrizma yirtilmasi, bilek burkulmasi)
e Siirekli veya neredeyse siirekli (Or. Sirt agris1)
e  Degisik siddette ama siirekli (Or. Intervertebral disk herniasyonu)
e Tekrarlayici, diizensiz (Or. Bag agris1, mikst tip)
e Tekrarlayici, diizenli (Or. Dismenore)
e  Paroksismal (Or. Trig. nevralji)
° Paroksismal ancak inatg1
e Diger kombinasyonlar
e Yukardakilerden higbiri
IV. Eksen: Agr1 Siddetinin Derecesi ve Agr1 Baslangicindan Beri Gecen Zaman
Kayitli degil veya bilinmiyor
Hafif:
. 1 ay veya daha kisa
e lay-6ay arasi
e  6aydan uzun

. 1 ay veya daha kisa
e lay-6ay arasi
e  Gaydanuzun
Siddetli:
. 1 ay veya daha kisa
e lay-6 ay arasi
e  6aydan uzun
V. Eksen: Etiyoloji
e Genetik veya konjenital hastalik (Or. Konjenital dislokasyon)
e  Travma, operasyon, yanik
e Infeksiyon, parazit
o Inflamatuvar (bilinen infeksiyon yok) immun reaksiyon
e Neoplazmlar
e Toksik, metabolik (Or. Alkolizm néropatisi, anoksi vaskiiler, nutrisyonel, endokrin), radyasyon
e  Dejenaratif, mekanik
o  Disfonksiyonel (psikofizyolojik nedenler dahil)
e  Bilinmeyen veya diger
e Psikolojik orijin (Herhangi bir fiziksel neden veya patofizyolojik mekanizma olmamalidir.)(Or.
Konversiyon, histeri, depresif haliisinasyon)

Agr siiflamasinda kullanilan diger bir sistemde ise agri, baglama siiresi,
mekanizmas1 ve kaynaklandigi bolgeye gore incelenmekte olup Tablo 2.3°de

gosterilmistir [44,45].



Tablo 2.3 : Baglama siiresi, mekanizmasi ve kaynaklandig1 bolgeye gore agri

siiflamasi.
Baslama Siiresi Mekanizmasi Kaynaklandig1 Bolge
Akut agri Nosiseptif agri Psikojenik agr1
Kronik agr1 Noropatik agri Somatik agr1
Deafferantasyon agrist Noropatik agr1
Reaktif agr Nosiseptif agr1
Psikosomatik agr1 Visseral agr1
Yiizeyel agr1
Derin agr1

Agrmin sinirlerin fonksiyonellikleri dikkate alinarak yapilan siniflandirmasi ise, bir

patoloji sonrasi fonksiyonlart degisen sinirlerle normal fonksiyon gdsteren sinirler

arasindaki farka dayanmaktadir. Bu siniflama da Tablo 2.4’de gosterilmistir [46,47].

Tablo 2.4 : Sinirlerin fonksiyonlarina gére yapilan agri siniflamasi.

Agr1 Siniflamasi

Derin agr1
Yiizeyel agr1

Yanstyan

Tetik noktalart (Trigger alanlar, miyaljezik noktalar)

agri

Agr siiflamasinda en sik kullanilan sistem ise, agriy1 ndrofizyolojik mekanizmasi,

stiresi, etiyolojisi ve bolgesine gore dort baslik altinda incelemekte olup Tablo 2.5’de

gosterilmistir [24].

Tablo 2.5 : Norofizyolojik mekanizmasi, siiresi, etiyolojisi ve bolgesine gore agri

siiflamasi.
Norofizyolojik Siireye Bagh Etiyolojik Bolgesel
Mekanizma
a) Nosiseptif a) Akut a) Kanser agrisi a) Basagnsi
b)  Somatik b) Kronik b)  Postherpetik b)  Yiizagnsi
c) Visseral nevralji c) Belagnsi
d) Noropatik c)  Orak hiicre d) Pelvik agn
(Nonnosiseptif) anemisine bagl
e Noropatik agri
. Merkezi d)  Artrit agrist
e  Periferik
e)  Psikojenik

2.1.2.1 Akut agn

Omurilige ileti hizlar1 6-30 m/sn olan miyelinli A-3 sinir lifleriyle hizli olarak

iletilirler ve agr1 sinyalleri termal ve mekanik uyarilarla baslatilir [23, 48]. A-3

lifleriyle iletilen akut agri, hizli ve keskin nitelikte olup her zaman nosiseptif 6zellik

goOsterir ve bireyin hasar yaratan etkeni hizla farketmesini saglar [23,49]. Keskin,

delici, elektrik agr1 gibi degisik adlarla da anilan akut agri, noksius stimulus



alindiktan 0.1 saniye sonra hissedilen agridir [23]. Akut agriya sebep olan

etkenlerden bazilari ise travma, enfeksiyon ve doku hipoksisidir [49].

2.1.2.2 Kronik agri

A-4 liflerinden daha kiigiik olan miyelinsiz C tipi liflerle 0.5-2 m/sn hizla yavas
olarak iletilirler [23,50]. A-3 lifleri gibi C lifleri de termal ve mekanik uyarilara
cevap verirler ancak, onlardan farkli olarak agri ¢ogu kez kimyasal uyarilarla
baglatilir [23,48]. Yavas agr1, yakici agr1 gibi adlarla da anilan kronik agri, noksius
stimulus alindiktan 1 saniye ya da daha uzun bir siire sonra baslar ve saniyeler i¢inde
yavas yavas artar [23]. Kronik agr1 genellikle periferik doku hasarmin ve
enflamasyonun ya da santral ve periferik sinir sistemindeki patolojik adaptasyonlarin

(noropatik agr1) sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir [51].

2.1.2.3 Nosiseptif agr1

Nosiseptif agr1, SSS disinda tiim doku ve organlarda bulunan nosiseptorler tarafindan
alinan uyaranlarin, agri ileten lifler ile 6nce omurilige, oradan talamusa son olarak da
serebral kortekse iletilerek burada agri olarak algilanmasiyla olusmaktadir.
Nosiseptif siniflama, somatik ve visseral agr1 olarak iki alt gruba ayrilmakta ve ikisi
arasindaki en temel farkliligi somatik agrinin somatik afferent liflerle, visseral
agrinin ise sempatik afferent liflerle taginmasi olusturmaktadir. Somatik agri ic
organlar disinda deri, kas ve eklemleri de igeren biitiin viicut bolgelerinde olusan
agridir ve daha yogun ve ac1 vericidir. Visseral agr1 ise yaygin ve zor lokalize edilen

bir agr1 olarak tanimlanmaktadir ve organlardan kaynaklanir [24,52].

2.1.2.4 Noropatik (nonnosiseptif) agri

Noropatik agri, norolojik bir yap1 veya islevin degismesi ile ortaya ¢ikmakta ve
nosiseptif agridan farkli olarak, devamli nosiseptif bir uyaranin olmamasina ragmen
agr1 tanimlanmaya devam etmektedir [24]. Multipl sklerozis, inme ve spinal kord
yaralanmalar1 santral néropatik agrinin en yaygin nedenleri arasinda bulunmaktadir
[53]. Periferik noropatik agri ise mekanik travma, metabolik hastaliklar, tiimor,
norotoksik kimyasallar ve enfeksiyon gibi nedenlerle meydana gelen lezyonlar

sebebiyle olusmaktadir [54,55].



2.1.3 Agrili uyaramn iletimi

Nosiseptorlerin uyarilmasiyla baslayan, noksius stimulusun iist merkezlere iletilme

siireci 4 asamada tamamlanir [25,49].

Transdiiksiyon: Nosiseptorler tarafindan alinan agr1 bilgisinin elektriksel sinyallere

dontstiirilmesi.

Transmisyon: Noksius stimulusun, sensoryal sinir sistemi boyunca periferden

yiiksek merkezlere dogru iletilmesi.

Modiilasyon: Agrili uyaranin spinal kord dilizeyinde endojen baskilama

mekanizmalart ile degistirilmesi.

Persepsiyon: Nosiseptif bilginin yiiksek merkezlere iletilip burada agri olarak

algilanmasi.

2.1.4 Agr1 anatomofizyolojisi

Nosisepsiyon, termal, mekanik ve kimyasal uyarilarin nosiseptorler tarafindan
alinmasiyla baslayan fizyolojik siirece verilen isimdir. Nosiseptorler, periferik
terminalleri noksius stimulusa duyarli primer afferent liflerin deri, subkutan doku,
periost, eklem kapsiilli, ¢izgili ve diiz kas, adventisya, plevra, periton, kafatasinin
falks1 ve tentoryumunda lokalize, kii¢iik kan damarlar1 ve mast hiicreleri kenarlarini
cevrelemis ciplak ve serbest sinir sonlanmalaridir ve hiicre govdeleri, dorsal kok
ganglionlarinda (DRG) ve trigeminal ganglionda bulunur [23,49,52,56]. ki temel
nosiseptor tipi vardir ve bunlar hizli agrinin iletildigi miyelinli Ad lifleri ile yavas
agrmin iletildigi miyelinsiz C liflerinin distal uglaridir [49,56]. A9 liflerinin uglar1 da
iki ana smnifa ayrilir ve termal ile mekanik uyarilari alir. C lifleri de termal ve
mekanik stimulusa yanit vermekle birlikte kimyasal stimuluslara karsi olan

duyarliliklar1 daha fazladir [56,57].

Nosiseptor tarafindan alinan uyari, reseptorde ilk olarak jeneratoér potansiyelini
olusturur ve olusan bu jenerator potansiyelinin esik degere ulagsmasiyla ilk aksiyon
potansiyeli meydana gelerek primer afferent sinir hiicresi ile spinal kord dorsal
boynuzuna iletilir [58]. Noksius stimulusun periferden iist merkezlere iletimi esas
olarak 3 ana sensoryal ndron grubu ile gergeklesir ki primer afferent sinir hiicreleri
bu yolun ilk noronudur [52]. Pseudo-unipolar tipte olan primer afferent liflerin

santral terminalleri spinal kordun dorsal boynuzundaki laminalarda sonlanir [56,59].



AJ ve C liflerinin sinaptik hedefi, lamina marginalis olarak isimlendirilen laminada |
ve substansiya jelatinoza olarak isimlendirilen lamina II ve III’de bulunan nosiseptif
spesifik (NS) hiicreler ile lamina V’de bulunan Wide Dynamic Range (WDR)
noronlaridir. Spinal kord dorsal boynuzundaki bu NS ve WDR néronlar ise spinal
ndronlar (projeksiyon noronlari) adini alir ve ikinci sira néron grubunu olusturarak,
primer afferent liflerden aldiklart agr1 bilgisini iist merkezlere iletirler [58]. Spinal
projeksiyon noronlar1 beyne spinotalamik, spinoretikiiler ve spinomezensefalik
yollarla projekte olurlar ve nosiseptif impulsu esas olarak bu ii¢ ¢ikan sistem ile {ist
merkezlere iletirler [52,59]. Spinotalamik yol norénlart iki ana demet olusturur ve
lateralde ilerleyen neospinotalamik yol ile medialde ilerleyen paleospinotalamik yol
olarak talamusa kadar ylikselir. Talamusun lateral ve medial ¢ekirdeklerinde
sonlanan noéronlar talamusda, agrili stimulusun birbirine sinapslarla iletildigi {i¢
asamali yolun 3. sira ndronlar1 olan ve agr1 bilgisini somatosensoryal kortekse
tastyan talamo-kortikal projeksiyon noron grubu ile sinaps yaparlar [52].
Spinotalamik yolun lateral kismi, talamusun lateral ¢ekirdegi ve somatosensoryal
korteks agrimin yer, siddet ve nitelik gibi diskriminatif o6zellikleri ile birlikte
algilanmasini saglar, spinotalamik yolun medial kismi, talamusun medial ¢ekirdegi
ve limbik sistemle ilgili beyin bolgeleri ise agrinin affektif 6zelliklerinin olusumunda
pay sahibidir [49,58]. Spinoretikiiler yol korteks, limbik sistem ve diensefalonu genel
bir uyaniklik i¢inde tutmak ve zararli uyarana kars1 genel bir alarm hali yaratmakla
[49], spinomezensefalik yol ise asir1 sicak ve soguk ile mekanik stimuluslarin sebep
oldugu nosiseptif bilgiyi tasimakla gorevlidir [52]. Spinomezensefalik yol ayrica,
periakuaduktal gri cevherle baglanti yaparak, inen inhibe edici sistemin

aktivasyonunda rol oynamasi agisindan da dnemlidir [60].

Doku hasar1 ayn1 zamanda, nosiseptorlerin duyarliligimi etkileyen ¢esitli kimyasal
maddelerin salgilanmasina da sebep olmaktadir. Bradikinin, histamin, serotonin,
potasyum, arasidonik asit zincirinin elemanlari, l6kotrienler ve prostoglandinler olan
bu kimyasallar ile, serbest sinir uglarindan salinan kalsitonin genine bagli peptid
(CGRP), norokinin A ve P maddesi gibi noropeptidler agrinin ortaya c¢ikisini
kolaylastirict etki olusturmaktadir [59,61]. Nosiseptorlerin uyarilmasiyla ortama
saliman bu noropeptidler vazodilatasyon ve plazma ekstravazasyonuna sebep olarak
O0dem olustururken, doku hasar1 ile agiga c¢ikan bradikinin ve serotonin ise

prostoglandin ile lokotrienlerin serbest hale gelmesine sebep olur. Ayrica, kan
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hiicrelerinden ve P maddesinin etkisi ile mast hiicrelerinden salinan histaminin de
etkisiyle sensitize edilen nosiseptorler, noksius stimulusa karsi daha duyarli hale
gelirler [49]. En yalin haliyle, bradikinin, serotonin, histamin, potasyum iyonlar1 ve
asetilkolin gibi kimyasal maddeler afferentleri direkt olarak uyarip agriya sebep
olurken, P maddesi ve prostaglandinler ise reseptér duyarliligini artirarak agr
iletimini kolaylastirici etki gosterirler [23,61]. Doku hasarinin serbest sinir

uclarindaki etkisi Sekil 2.1°de sunulmustur [58].
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Sekil 2.1 : Yaralanmanin serbest sinir uglarindaki etkisinin gosterimi, Yagci ve
Saygin (2019)’dan uyarlanmstir.

Noksius bilginin SSS’deki ilk duragi olan spinal kord dorsal boynuzunda, primer
afferent liflerin santral terminallerinden CGRP, P maddesi ve norokinin A gibi
noropeptidlerin yaninda gesitli norotransmitterler de salinir [56,59]. Glutamat, bu
santral terminallerden salinan eksitator bir amino asittir ve eksitatér amino asit
reseptor alt tirleri olan da-amino-3-hidroksi-5-metilisoksazol-4-propionik asit
(AMPA) ve N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin araciligiyla, hizli sinaptik
etki gostererek spinal kord dorsal boynuzunda bulunan ikinci néron gruplarini uyarir
[56,57,59]. Aspartat da, tipki glutamat gibi eksitatér bir amino asittir ve spinal kord
dorsal boynuzunda agrili uyaranin iletiminde rol alir. Spinal kord dorsal boynuzuna

ulasan afferent uyarilar ayni zamanda c¢esitli inhibitér mekanizmalar1 da aktive
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ederler. Bu mekanizmalar ile agrili uyaranin etkisi, spinal diizeyde azaltilmaya
calisilarak modiilasyona ugrar [25]. inen kontrol sistemleri ad1 verilen bu agr1 kontrol
mekanizmasinin i¢inde, periakuaduktal gri madde, lokus seruleus, nukleus retikiilaris
gigantoseliilaris ve nukleus retikiilaris paragigantoseliilaris gibi  yapilar
bulunmaktadir ve endojen opioid peptitler, serotonin, noradrenalin ve gamma

aminobutirik asit (GABA) gibi bircok norotransmitter kullanilmaktadir [52].

Agn bilgisi beyinde bir¢ok alanin aktive olmasina neden olmakta ve agri, bir¢cok
beyin alanmmin katilimiyla ortaya c¢ikmakta ve algilanmaktadir. Bu bolgeler,
serebellum, putamen, talamus, hipotalamus, primer ve sekonder somatosensor
korteksler, anterior insular korteks, anterior singulate korteks, prefrontal korteksler,

periaquaduktal gri cevher, amigdala ve hipokampustur [49,58].

2.1.5 Bas agrisi

Bas agrisi, bas ve cevresindeki agriya duyarli yapilarin uyarilmasiyla ortaya ¢ikan
hos olmayan bir algilamadir ve kendisi bir hastalik olabilecegi gibi diger sistemik
hastaliklarin seyrinde goriilebilen bir semptomda olabilir [62]. Beyin dokusunun
kendisi hemen hemen tamamen agriya karsi duyarsizken, intrakraniyal ve
ekstrakraniyal bir¢ok yapinin cesitli nedenlerle etkilenmesi bas agrisi olarak
algilanan siddetli agriya sebep olabilir [23]. Agriya duyarli intrakraniyal yapilar;
duramaterdeki vendz siniisler ve biiylik venler, kafatabanini 6rten duramater, falks
serebri ve tentorium serebelli, intrakaraniyal biiylik arterler ve menenjiyal arterler, 5,
9, 10. kraniyal sinirler, 1, 2, 3. servikal sinirlerin intrakraniyal ve ekstrakraniyal
pargalaridir. Ekstrakraniyal agriya duyarli yapilar ise; yiiz ve bastaki arter ve
arteriyoller, bas, yiiz ve boyun ¢izgili kaslari, kulak, burun, bogaz yapilari, disler,
buradaki mukoza ve periostal yapilar, orbita ve gozlerdir [62]. Bu yapilardan
kaynaklanan agrilar1 servikal spinal sinirler, 5, 7, 9 ve 10. kraniyal sinirler
tasimaktadir. Bas agrisina neden olan etkenler arasinda ise inflamasyon, travma,

traksiyon, kompresyon, malign infiltrasyon ve kafa i¢i basing artist sayilabilir [63].

2.1.6 Bas agrisinin siniflandirilmasi

Bag agrilarin1 genel olarak 2 ana sinifa ayirmak miimkiindiir. Bunlar, primer bas
agrilar1 ve sekonder bas agrilaridir. Primer bas agrilar1 basli basina bir hastalik olup,
SSS veya diger sistem hastaliklariyla iligkilendirilemeyen bas agrilaridir. Sekonder

bas agrilar1 ise, SSS veya diger sistem hastaliklartyla ortaya ¢ikan bir semptomdur
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[1,63]. Uluslararas1 Bas Agrist Dernegi (International Headache Society, IHS)
tarafindan ilk kez 1988’de yayimlanan bas agris1 siniflama c¢alismasi, 2004 ve 2013
yillarinda 2 kez revize edilmis olup, 2018 yilinda yenilenerek tekrar yayimlanmistir

[1]. Burada yapilan siniflamanin ana basliklar1 Tablo 2.6’da sunulmustur [64].

Tablo 2.6 : Bas agrisi siniflamasi.

Bas Agris1 Siniflamasi

Primer Bas Agrilari

1. Migren

2. Gerilim tipi bas agrist

3. Trigemino-otonomik sefaljiler

4.  Diger primer bas agrilari
Sekonder Bas Agrilar

1. Bas ve/veya boyun travmasina bagli bas agrisi
Kraniyal veya servikal vaskiiler bozukluklara bagli bas agrisi
Non-vaskiiler intrakraniyal hastaliklara bagli bas agrist
Madde kullanimi veya birakilmasina bagli bag agrisi
Enfeksiyonlara bagl bas agrisi
Homeostazis bozukluklarina bagli bas agrisi
Kraniyum, boyun, goz, kulak, burun, dis, siniis, agiz veya diger yiiz ve servikal yapilara bagh bas veya yiiz
agrilari

8.  Psikiyatrik bozukluklara bagl bag agrisi
Agril kraniyal néropatiler, diger yiiz agrilari ve bas agrilari

1. Agnli kraniyal noropatiler ve diger yiiz agrilar

2. Diger bas agris1 bozukluklar

No gk wN

2.1.6.1 Migrenin tamimi ve genel bilgiler

Tim bas agrilarmin %90°lik kismimi primer bag agrilari olusturmaktadir [63].
Yapilan arastirmalar toplumda en sik goriilen primer bas agrisinin ise gerilim tipi bag
agrist oldugunu gostermektedir. Fakat bunlarin cogu migren bas agris1 ile kombinedir
ve saf olarak en ¢ok goriilen primer bas agrist migrendir [1]. Migren; bas agrisinin 6n
planda oldugu, oksipital, supraorbital veya frontotemporal baslangicl, c¢esitli
semptomlarin eslik ettigi, genetik yatkinhigi olan kisilerde ¢esitli faktorlerle
tetiklenebilen, tekrarlayici, multifaktoriyel, noérovaskiiler, kronik bir primer bas
agrist tipidir [62,65]. Migren agrist genellikle tek tarafli, zonklayici karakterde,
fiziksel aktiviteyle artis gosteren, agriya siklikla bulanti, kusma ve fotofobi (1s18a
duyarlilik), fonofobinin (sese duyarlilik) eslik ettigi, orta veya siddetli 6zellik
gosteren agrilardir ve migren bas agris1 oncesi aura goriilebilir. Ana alt tipleri aurali

ve aurasiz migrendir [63].

Migren atagi prodrom donemi, aura donemi, bas agris1 donemi ve postdrom donemi

olmak iizere 4 evreden olugsmaktadir. Bunlar asagidaki sekilde 6zetlenebilir [62,66]:
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Prodrom donemi: Bas agrisinin baslamasindan saatler veya gilinler Oncesinden
gelisir ve konsantrasyon gii¢liigii, diisiincede yavaslama, uyku istegi, yorgunluk,
ofori, depresif belirtiler, irritabilite, hiperaktivite, esneme, istah degisiklikleri gibi
psikolojik, otonomik ve gastrointestinal semptomlar goriilebilir. Prodrom belirtileri
beyin sapinda dopaminerjik ¢ekirdekler, seratonerjik cekirdekler, hipotalamus ve

limbik korteks gibi farkli beyin yapilarinin islev degisikliklerini gostermektedir.

Aura donemi: Aura, agridan dakikalar once goriilen ve 5-60 dakika siiren gegici
fokal norolojik belirtilerdir. Bu semptomlar gorsel, duysal, motor, lisan ve beyin
sap1 bozukluklarini icermektedir. Bulanik gérme, parlak 1siklar, mikropsi, makropsi
gibi gorsel semptomlar, uyusma, hissizlik gibi duysal semptomlar, konusma
bozuklugu gibi motor semptomlar ortaya ¢ikabilmektedir. Aura evresi bas agrisindan

once baslayip agri ile devam edebilmektedir.

Bas agris1 donemi: Bas agrisi; meningeal perivaskiiler trigeminal afferentlerin
sensitizasyonuna bagli, tedavi edilmediginde 3 giline (4-72 saat) kadar siirebilen,
genellikle basin tek tarafinda hissedilen, lokalize ve zonklayic1 6zelliktedir. Agriya

bulanti1, kusma ve fotofobi, fonofobi eslik etmektedir.

Uyku degisikligi, aglik, stres, mensturasyon, alkol, koku (parfiim gibi keskin kokulu
maddeler), baz1 gidalar (peynir, nitrath yiyecekler gibi), yiiksek ses ve parlak 151k

gibi uyaranlar migren agrisini tetikleyebilmektedir.

Postdrom donemi: Agrinin azaldig1 ve yorgunluk, bitkinlik gibi belirtilerin ortaya

¢iktig1, bazen de rahatlamanin yasandigi donemdir.

2.1.6.2 Migren patofizyolojisi

Migren, multifaktdriyel nedenlerle ortaya ¢ikan bir hastalik olarak tanimlanmakta
olup kesin nedeni giiniimiizde de tam olarak bilinmemekte ve patofizyolojisi birden
fazla teori ile agiklanabilmektedir. Migren bas agris1 patofizyolojisinin temelinde ise
kraniyal kan damarlari, trigeminal afferentler ile onlarin santral projeksiyonlarindan
olusan trigeminovaskiiler sistem akvitasyonunun oldugu disiiniilmektedir [67].
Meninksler ve damar yapilart yogun bi¢imde trigeminal duyu lifleri ile inerve
edilmektedir ve Ao ve C lifleri ile meninkslerden alinan agri bilgisi bu sistem
vasitasiyla beyne iletilmektedir. Hiicre govdeleri trigeminal ganglionda bulunan
psodounipolar noronlarin periferik aksonlart biiyiikk serebral arterleri, piamater,

duramater ile meninks damarlarini inerve ederken, santral aksonlari ise trigeminal
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nukleus caudalisin (TNC) nosiseptif noronlarin yer aldigi laminalarina uzanir [68-
70]. Trigeminal sinirin periferik aksonlarinin uyarilmasiyla alinan agri bilgisi, santral
aksonlar ile ikincil néronlarin bulundugu TNC’ye iletilmektedir. Buradan ¢ikan agri
bilgisi, beyin sapinda trigeminal lemniskusda caprazlasarak 6nce talamusun ventral
posteromedial (VPM) nukleusuna, buradan da dgiinciil noronlarla primer
somatosensoryel kortekse, insular kortekse, limbik yapilara ve hipotalamusa
ulagsmaktadir [65,67,71]. Nosiseptif sinir liflerinin akson terminalleri CGRP, P
maddesi, pituiter adenilat siklaz aktive edici peptid (PACAP) ve norokinin A gibi
noropeptidleri igermektedir ve trigeminal sinirin uyarilmasi ayni zamanda akson
terminallerinden bu ndropeptidlerin meningeal perivaskiiler alana salinmasina ve
bunun sonucunda nérojenik inflamasyona sebep olmaktadir [69,71-74]. Bas agrisi
evresinde, olusumunda noropeptidler ile nitrik oksitin (NO) rol oynadigi,
duramaterde plazma protein ekstravazasyonu, artmis kan akimi, vazodilatasyon ve
mast hiicre degraniilasyonu ile gelisen bu norojenik inflamasyon ©6nemli rol
oynamaktadir. Bu durum ise perivaskiiler trigeminal sinir liflerinin daha fazla

uyarilmasina ve agriya sebep olan kisir dongiiye yol agmaktadir [66,75].

Migren fizyopatolojisinin anlasilmasindaki diger bir gelisme ise Serotonin
reseptorlerinin alt tiplerinin ve dagilimlarinin kesfidir. 5-HTigip reseptorleri
trigeminal aksonlarin periferik ve santral uclarinda yogun olarak bulunmakta ve
trigeminal aktivasyonu, ndropeptid salinimini ve norojenik inflamasyonu inhibe
etmektedir. 5-HT1g/1p reseptdr agonisti olan triptanlar ise etkin migren ilaglari olarak

kullanilmaktadir [76-79].

Aura, bas agrisindan 20-40 dakika once goriilen gegici norolojik defisittir. En sik
gorsel aura goriilmekle birlikte, duyusal veya motor auralar da goriilebilmektedir
[80]. Gorsel semptomlara bir oksipital lobdan kaynaklanan, yayilan néronal ve glial
eksitasyon neden olmaktadir ve son yillarda goriintiileme yontemleriyle yapilan
caligmalar, gorsel auraya sebep olan fizyopatolojik siirecin kortikal yayilan
depresyon (KYD) dalgalar1 oldugunu gostermektedir [66]. KYD, gri maddedeki
noranlar ve glia hiicrelerinden yavas yayilan depolarizasyon ve iyon degisikligi
durumundaki eksitabilitesi ile ardindan gelen hiperpolarizasyonla ilgilidir ve yavas
yayilan bu depresyon dalgalari serebral korteks boyunca ilerlemektedir [81-83]. Aura
ve migren bas agris1 arasindaki iligki ise, KYD’nin meningeal trigeminal sinir

uclarin1 aktive edebildigi gosterildikten sonra agikliga kavusturulabilmistir [84].
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Hipereksitabl noéronal yapilarin olusturdugu KYD ile olusan trigeminovaskiiler
sistem aktivasyonu, nosiseptif noronlarda agri uyarict olan CGRP, P maddesi ve
vazoaktif intestinal polipeptid (VIP) gibi néropeptidlerin salinmasina sebep olur ve
vazodilatasyon gelisir [85]. KYD sirasinda olusan depolarizasyon ile de,
ekstraselliiler ortama NO, potasyum, hidrojen, arasidonik asit, prostaglandinler ve
glutamat gibi vazoaktif ve nosiseptif iyonlar salinir [86-88]. Bu maddeler meningeal
membranlara ulasarak trigeminal sinir terminallerini stimiile ve/veya sensitize
etmektedir ve KYD dalgasi yayildik¢a depolarize olan periferik aksonlar artmaktadir.
Bu aktivasyon ile TNC’deki ikincil noronlar uyarilmakta ve bir siire sonra ikincil
noronlar daha diisiik sinaptik uyarilar ile aktive edilebilir hale gelmekte ve santral
sensitizasyon gelismektedir. TNC’deki santral trigeminovaskiiler ndronlarin
sensitizasyonu ise, bas bolgesinde normalde agrili olmayan uyaranlarin agri
olusturmasina yani allodiniye sebep olmaktadir. Agr ise, bilginin TNC’den yiiksek
merkezlere iletilmesiyle algilanmaktadir [65,89].

Yapilan caligmalar migren ataklar1 sirasinda beyinsapt yapilarinin  6zellikle
dorsolateral ponsun aktive oldugunu gostermekte, bu da ilgili yapilarin migren bas
agrisinda jenerator olarak gorev yaptigi goriisiinii  desteklemektedir [90-94].
Aktivasyon dorsal raphe nukleus, periakuaduktal madde (PAG) ve locus seruleusta
olmakta ve bu yapilar nosisepsiyon modiilasyonunda rol oynamakta ayni zamanda

kortikal néronal uyarilabilirligi etkileyebilmektedir [94,95].

Migren gelisiminde etkili olan diger bir faktor ise genetik yatkinliktir. Migrenli
kisilerin aile bireylerinde migren gelisme riski digerlerine gore 2-3 kat fazladir ve
familyal hemiplejik migren (FHM) tipinde belirlenen gen mutasyonlari, genetik
predispozisyonu gostermesi agisindan 6nemlidir [85,96]. FHM’de tanimlanan bu
genler ndrotransmitter salinimini, glia hiicrelerinin sinapslardan glutamat geri alimim
ve aksiyon potansiyeli olusumunu diizenlemektedir [97]. Migrende artmis
glutamaterjik sistem aktivitesi ise NMDA reseptorlerinde asir1 baglanmaya yol
acmakta ve agrn iletimini, allodini ve santral sensitizasyon gelisimini

giiclendirmektedir [98].

Migren patofizyolojisini 6zetleyen sematik gosterim Sekil 2.2°de sunulmustur [99].
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*Genetik yapi

*Tetikleyici faktorler ) Agrinin algilanmasi ve afektif
* Cevresel faktorler *Kortikal yayilan bilesenin olusmasi
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«Gidalar *Astrosit
«Stres dalgalanmasi
\ , Sensoryel korteks  Limbik korteks
Kortikal eksitabilitede degisiklik Talamus

I I

Diensefalik ve beyinsapi Beyinsapi trigeminal cekirdekte

yapilarinda aktivite degisikligi ) aktivasyon
Perivaskdler trigeminal sinir /
aktivasyonu ——) N\ (rojenik inflamasyon

Sekil 2.2 : Migren patofizyolojisi.

2.1.6.3 Deneysel migren modelleri

Gelistirilmis ve gecerliligi kabul edilmis hayvan modelleri, hem hastaliklarin
etyopatogenezini ¢ozebilmek hem de tedavi protokollerini gelistirebilmek agisindan
onemlidir. Migren patofizyolojisi hakkindaki mevcut bilgilerimiz ise, ¢ogunlukla
trigeminovaskiiler sistemin nosiseptif yollarmi incelemek ic¢in gelistirilen hayvan
modellerine dayanmaktadir [67,71,93]. Klinik Oncesi arastirmalarda ¢esitli kimyasal
tetikleyiciler kullanilarak migren modelleri olusturulmaktadir. Bunlardan biri
prostaglandin, histamin, serotonin ve bradikinin gibi inflamatuvar mediyatérlerin
birlikte trigeminal nosiseptorleri uyarmak i¢in kullanilmasidir [100]. Bu teknikle
trigeminovaskiiler ~sistem  aktivasyonu saglanarak ndrojenik  inflamasyon
olusturulmaktadir. Aura ve KYD migrenlilerin yaklasik %30’unda goriilen gegici
norolojik defisittir [L01]. Kemirgen modellerinde, serebral kortekse KCI enjeksiyonu
yapilarak ya da korteksin elektriksel veya mekanik olarak uyarilmasiyla KYD
dalgalar1 olusturulmakta ve trigeminal agr1 yollar1 iizerinde ¢alismalar yapilmaktadir.
Kemirgenlerde migren olusturmak i¢in kullanilan diger bir ydntem ise genetik

modeldir. Fareler  ilizerinde  yapilan  genetik  migren  ¢alismalari,
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FHM’de norotransmisyonda rol alan genlerde tanimlanan mutasyonlarin

modellenmesiyle yapilmaktadir [102].

Nitrogliserin modeli

Klinikte uzun bir gegmise sahip olan nitrogliserin (NTG), anstabil angina pektoris,
miyokard enfarktiisii ve kalp yetmezliginin tedavisinde kullanilan bir organik nitrattir
[103]. Deneysel migren modeli olusturmak i¢in yaygin olarak kullanilan modellerden
biri olan NTG, bugiline kadar gelistirilmis hayvan modelleri arasinda hiperaljezi ve
inflamasyon gelistirilen modeller arasinda en ¢ok kullanilanlardan biri olmustur
[102,104]. NTG’nin kemirgenlerde kullanimi, olusturdugu semptomlar nedeniyle
migreni etkili bir sekilde modelleyebilmektedir [105]. Bir NO donorii olan NTG,
kemirgenlere intravendz (i.v.), subkutan (s.c.) ve intraperitoneal (i.p.) yolla
uygulanmakta ve hiperaljezi olusturularak migren ile ilgili asir1 duyarlilik ¢alismalar
yapilmaktadir. Farelerde NTG infiizyonu termal ve mekanik allodiniye neden
olmakta [106-109], ayrica 1s18a karsi isteksizlige ve meningeal arterlerin
dilatasyonuna bagli olarak kan akiminda artisa da sebebiyet vermektedir [109,110].
Sicanlarda da NTG uygulamasi yine benzer sekilde fotofobi ve anksiyete benzeri
davraniglara sebep olmaktadir [111]. Kemirgenlere NTG uygulamasi TNC,
periakuaduktal gri madde, amigdalanin santral c¢ekirdegi ve hipotalamik
cekirdeklerde c-fos protein ekspresyonunu artirmakta ve NTG’nin kemirgenlerde
noronal aktivasyona neden oldugu saptanabilmektedir [111-113]. NTG dakikalar
icinde dural ve pial vazodilatasyona sebep olmakta [114-116], ayrica durada
inflamatuvar degisiklikleri ve mast hiicre degraniilasyonunu tetiklemektedir [117-
119]. Ratlara i.p. olarak uygulanan NTG’nin beyinsap1 ve trigeminal ganglionda CGRP
diizeyini de artirdig1 gosterilmistir [120]. NO, trigeminel néronlardan CGRP’nin sentezi
ve salinmasinda rol oynayan énemli bir sinyal molekiiliidiir ve migren semptomlarini
tedavi etmek icin CGRP’yi bloke etmek iizere tasarlanmis ilaglarin bir¢ogu, bir NO
donoérii olan NTG ile olusturulmus deneysel migren modellerinde etkili olmustur
[121,122]. Wang vd., (2016) [123] yaptiklar1 bir ¢alismada, yeni bir gastrodin
tiirevinin antimigren etkisini NTG ile olusturduklar1 deneysel migren modelinde
caligmiglar ve calismanin sonucunda gastrodin tlirevinin migren tedavisinde

kullanilabilecek bir ilag aday1 olabilecegini gostermislerdir.
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NTG’nin migren atagini kesin tetikleme mekanizmasi heniiz belli degildir fakat
yapilan ¢alismalar, NTG nin olusturdugu NO’nun ndéromodiilator etkileri ve NO-
cGMP yoluyla kan damarlarinin dogrudan gevsetilmesi yollariyla migren ataginin
baslayabilecegini gostermektedir [111]. Trigeminovaskiiler sistemin aktivasyonu
migren atagiin temelindeki anahtar faktordiir [67] ve dural afferent terminallerden
CGRP, P maddesi ve nérokinin A dahil olmak {izere vazodilatasyon ile inflamasyona
neden olan ¢oklu uyarict norotransmitterlerin salinmasini tetikler [124]. Norojenik
vazodilatasyon esas olarak CGRP ile gerceklesir ve migren patofizyolojisinde 6nemli
bir role sahiptir. Kisilerde CGRP migren atagi sirasinda juguler vende artmaktadir
[125]. Benzer sekilde NTG ile indiiklenen insan g¢alismalarinda plazma CGRP
konsantrasyonunun arttig1 [126], plazma CGRP diizeyindeki bu artigin ayn1 zamanda,
NTG verilen si¢anlarda da gergeklestigi bildirilmektedir [127]. NTG ile indiiklenen
trigeminovaskiiler sistem aktivasyonundaki oOnemli diger bir mediyatorde
PACAP’tir. Spesifik olarak PACAP-27 ve PACAP-38’in immunreaktivitelerinin,
NTG uygulamasi sonrasinda sigcanlarin TNC’sinde yiikseldigi bildirilmektedir [128].
Migren patofizyolojisinde 6nemli yeri olan faktorlerden biri de glutamat reseptorleri
(6zellikle NMDA) ve glutamat seviyelerinin artmasidir [111]. Plazma glutamat
seviyelerindeki bu artis, NTG enjeksiyonundan sonra sigcanlarda da gosterilmistir

[129].

2.1.6.4 Analjezi testleri

Hayvanlarda agri1 esiginin ve analjezinin degerlendirilmesi zor olmakla birlikte
nosisepsiyon ve analjeziyi 6l¢gmek amaciyla gesitli testler gelistirilmistir. Bu testler

termal, mekanik ya da kimyasal uyaranin kullanilmasiyla gerceklestirilmektedir
[130].

Kuyruk hareketi (tail flick) testi

Deneysel migren modeli olusturmak amaciyla en yaygin kullanilan yontemlerden biri
de NTG ile migren olusturma yontemidir. Preklinik ¢alismalarda trigeminovaskiiler
duyarliligi artirmak amaciyla kullamilan NTG, agn ile iligkili davraniglarin
incelenebilmesine de olanak saglamaktadir. Sicanlara 10 mg/kg olarak i.p. yolla
uygulanan NTG, 4 saat igerisinde hiperaljezik davraniglar1 tetiklemektedir ve

kemirgenlerde 4 saate kadar stirebilen allodini olusturmaktadir. NTG ile olusturulan
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termal sensitivite ise, kizildtesi 151n veya sicak su banyosu kullanilarak kuyruk

hareketi testi ile gosterilebilmektedir [105,108,131-133].

Termal uyaranin kullanildig: testlerden biri olan kuyruk hareketi testi ilk kez 1941°de
tamimlanmasina ragmen hala en ¢ok kullanilan testlerden biridir [134]. Kuyruk
hareketi testinde hayvanin kuyrugunun konuldugu alanin altinda bir fotosensor vardir
ve 151 kuyrugun belirli bir noktasina uygulanir. Hayvan agriy1 hissettigi an kugrugunu
ceker ve fotosensor aracilifiyla devre kapanir. Uygulamanin basladigi andan
kuyrugun c¢ekilmesine kadar gecen siire, o hayvanin agri esigini belirler. Doku
hasarma sebep olmamak i¢in sonlandirma siiresi belirlenmelidir. Testin en biiyiik
avantaji basit olmasi ve reaksiyon siiresinin ¢ok fazla bireysel degiskenlik

gostermemesidir [130].

2.2 Noroglial Hiicreler

Noroglia hiicreleri farkli yap1 ve fonksiyona sahip, sinir sisteminin homeostatik ve
savunma hiicreleri olarak tanimlanabilir. Bu hiicreler ayn1 zamanda sinir sistemini
islevsel durumda tutan destekleyici hiicrelerdir ve bu destek sinir sisteminin tiim
organizasyon diizeylerinde ortaya c¢ikmaktadir [12]. SSS’nin néroglial hiicreleri
astrositler, oligodendrositler, mikroglia ve ependimal hiicreler olmak iizere 4 gruba
ayrilir ve beyin ve medulla spinalisin total hacminin yaklasik yarisini olustururlar
[11]. PSS’nin noroglial hiicreleri ise Schwann hiicreleri ve uydu (satellite)

hiicreleridir [13].

2.2.1 Astrositler

SSS’deki noroglial hiicrelerin en biiyiikleri olan astrositler isimlerini yildiza benzer
sekillerinden almaktadir. Soluk ve diizensiz big¢imli ¢ekirdekleri, soluk
sitoplazmalari, kisa ve izole graniiler endoplazmik retikulumlari, sitoplazmalarindaki
ara filament demetleri (GFAP) elektron mikroskobik 6zellikleridir [13]. Astrositlerin
kiiciik bir hiicre gdvdesi ile hiicre govdesinden ¢ikan ve her yone uzanan dall
uzantilar1 bulunmaktadir. Astrosit uzantilarinin ¢ogu kan damarlarinin {izerinde
genigleyerek sonlanir ve kapillerlerin dis yiizeyleri lizerinde hemen hemen tam bir
ortli olustururlar [11]. Astrositlerin fibroz ve protoplazmik olmak iizere iki major tipi
bulunmaktadir [135]. Uzun ve ince uzantilara sahip fibroz astrositler fazla dallanmaz

ve genelde beyaz cevherde bulunurlar. Protoplazmik astrositler ise fibroz astrositlere
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gore daha kisa, kalin ve daha fazla sayida dalli uzantilara sahiptir ve yogunlukla gri

cevherde bulunur [13].

Dallanan uzantilari ile astrositler, sinir hiicreleri ve sinir fibrilleri i¢in destekleyici bir
ag olustururlar. Noronlar arasindaki sinaptik baglant1 yerlerini c¢evreler ve akson
sonlanmalarimi ilgisiz ndronlarin etkilerinden koruyarak elektriksel yalitict olarak
gorev alirlar [11]. Cok sayida K kanalina sahip olan astrositler, noral uyarilarin
iletimi sirasinda ekstraselliiler sivida artan K* iyonlarimin fazlasim ¢ekerek
ekstraselliiler sivinin iyonik dengesinin korunmasinda da rol alirlar [13]. Sinapslarda
salgilanan glutamat ve GABA gibi norotransmitterlerin dengesinin saglanmasinda da
gorev alan astrositlerin, bu norotransmitterleri absorbe ederek etkilerini sinirladiklar
gosterilmistir [11,13]. Sitoplazmalarinda glikojen depo eden astrositler, gerektiginde
bunu glikoza parcalayarak ndronlarin kullanmasi i¢in salgilarlar. Hastalik nedeniyle
noronlarin 6limiinii takiben ¢ogalirlar ve dnceden ndronlar tarafindan isgal edilen
alanlar1 doldururlar. Astrositler, komsu noronlar tizerinde trofik etkisi olan maddeler
de {iretebilirler. Ayrica, kan-beyin bariyerinin yapisinda da 6nemli rol oynarlar ve

gelisim sirasinda aksonlara yol gosterme de astrositlerin islevleri arasindadir [11,13].

2.2.2 Migren ve astrositler

Yapilan caligmalar astrositlerin inme, nobet gibi akut ve kronik noronal hastaliklarda
aktif rol oynadigin1 gostermektedir [136]. Kronik agrinin fizyopatolojisinde ndronal
mekanizmalara paralel olarak ndronal olmayan hiicrelerin 6zellikle glial hiicrelerin
de onemi artmistir. Son yillarda glial hiicreler ve agr1 arasindaki iliskiyi inceleyen
caligmalarda buna paralel olarak artmaktadir. Arastirmalar astrositlerin soma, dendrit
ve sinapslarla baglant1 kurabildigini gostermektedir ve ndron ve sinapslarla olan bu
yakin baglantilar, astrositlerin noronlar1 destekleme gorevi yaninda sinaptik iletiyi
diizenleme fonksiyonlarinin oldugunu da disiindiirmektedir [137]. Nitekim
astrositler, trombospondin gibi sinaps olusumunu diizenleyen faktorleri [138] ve
glutamat, ATP, D-serin gibi sinaptik iletimi diizenleyen transmitterleri de
salgilamaktadir  [138,139]. Ayrica astrositler, noronal aktiviteyi bir¢cok
norotransmitter reseptor eksprese ederek de etkilemektedir [140]. Astrositlerin
sinapslarla olan bu yakin iligkisi ise astrositik, presinaptik ve postsinaptik bolimleri

kapsayan ‘lglii sinaps’ tamimini ortaya c¢ikarmustir [141]. Astrositler ayrica,
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ckstraselliiler sividan K* alimi ile de noéral modiilasyonda 6nemli rol oynamaktadir

[137].

Agriya duyarli intrakraniyal yapilar trigeminal sinirin oftalmik dali ile innerve
edilmektedir ve agriya duyarli bu yapilar1 innerve eden afferentlerin aktivasyonunun
migren bas agrisina neden olan etkenlerden biri oldugu kabul edilmektedir [142,143].
Migren atagi trigeminovaskiiler sistemle birlikte, KYD ve kortikal eksitabilitenin de
rol oynadigi noronal ve vaskiiler degisikliklerle olusmaktadir [99]. Noronal,
vaskiiler ve glial hiicrelerin katildigi KYD’nin temeli ise, ekstraselliiler ve
intraselliiler alanlar arasindaki elektrolit degisimine dayanmaktadir ve astrositler de
bu iyon degisiminde rol alirlar [144]. Astrositler gap junctionlar1 vasitasiyla KYD
dalgasin1 K* kanallarinin acilmasi, Ca?* veya NMDA reseptor aktivasyonu yoluyla

yayabilir [82].

Astrositler ayrica, yaralanma ve diger patolojik durumlara tepki olarak reaktif hale
gelmektedir [135] Nitekim spinal kordda bulunan astrositler, periferik dokularda
veya sinirlerde olusan hasarin ardindan aktive olmakta ve agri yollarinda asiri
uyarilmay1 indiikleyen faktorleri salgilayarak agri algisinin olusmasmna katkida
bulunmaktadir. Bu aktivasyon GFAP ekspresyonunda artisa da neden olmaktadir
[145]. Astrosit ara filamentlerinin temel bileseni olan GFAP’1in upregiilasyonu ise,

primatlarda ve kemirgenlerde reaktif astrositlerin ayirt edici 6zelligi olarak kabul
edilmektedir [135].

2.3 Ogrenme-Bellek

En genel anlamda 6grenme yeni bilgiler edinme, bellek ise bu bilgilerin saklanmasi
olarak tanimlanabilir [146]. Ogrenme, edinilen tecriibelerle davranis ya da davranis
potansiyelinde degisiklige sebep olan siire¢ olarak adlandirilirken [147],
norofizyolojik anlamda ise Yyeni bilginin sinir sistemindeki sinaptik devreleri
etkinlestirerek noronlar arasindaki baglantilarin nitelik ve niceliklerini degistirmesi
olarak tamimlanmaktadir [148]. Bellek ise, bir olaym ya da bir deneyimin
kaydedildigi, depolandigi, saklandigi ve hatirlandigr sistemler kompleksini
kapsamaktadir [149]. Bilgilerin beyinde kaydedilmesi, tutulmasi ve hatirlanmasi
yetisi olan bellek, birbirini takip eden birka¢ asamadan meydana gelmektedir. Bu
stire¢ kazanim olarak adlandirilan ilk edinme asamasiyla baslar ve elde edilen bilgi,

sinapslardaki kimyasal baglantilar vasitasiyla kodlanir. Bilginin uzun siireli
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depolanmast i¢in yineleme ve iligkilendirme gibi yOntemleri gerektiren
konsolidasyon isleminden ge¢mesi gerekmektedir. Son asamada ise, depolanmis

bilgi kullanilmak tizere hatirlanarak tekrar geri ¢agrilir [150,151].

2.3.1 Bellek tiirleri

Bellek genellikle ii¢ grupta incelenmektedir ve bunlar asagidaki sekilde 6zetlenebilir
[148,151,152];

2.3.1.1 Kisa siireli bellek

Saniyeler en fazla dakikalar ile Olgiilen bellek tiirtidiir. Sinapslarda, néronlardan
saliman norotransmitterlerin birka¢ dakikaya kadar etkili olan kolaylastirma veya

inhibisyona neden olmasiyla olusur.

Anlik bellek (kayit bellegi)

Yeni bilgilerin aninda hatirlanmasidir ve uyaniklik ile konsantrasyona baglidir.

Calisma bellegi (isler bellek, working memory)

Hem bilginin kisa siireli depolanmasina hem de depolanmis bilginin ¢alistirilip
kullanilmasina izin veren alan olup, bilginin bilingli olarak islemlenmesini saglar.
Zihinsel sorgulama siirecinde kullanilan bellek tipi olup, kisi bilgiye dayanan bir
girisim planlarken bu bilgiyi genellikle ¢cok kisa siire i¢in hazir tutan kisa stireli

bellek niteligindedir.

2.3.1.2 Orta siireli bellek

Giinler ile haftalar arasinda degisen bir siire boyunca depolanir fakat daha uzun siire
depolanmak i¢in etkinlestirilmedik¢e giderek soner ve yok olur. Etkinlestirilen

bilgiler ise uzun stireli bellege doniistiiriiliir.

2.3.1.3 Uzun siireli bellek

Yillarca veya hayat boyu canli kalabilen bellek tirtidiir. Kisiye bilgi temeli saglayan
bellek alanidir ve zaman i¢inde olduk¢a sabit kalir. Bozulmaya belirgin sekilde
direngli olan uzun donem bellegi, birka¢ dakika Oncesinden onlarca yil Oncesine
kadarki kigisel hatiralar veya pratikle Ogrenilen becerileri igerir. Sinapslardaki

kimyasal degisikliklerin yan1 sira gergek yapisal degisikliklerin sinyal iletimini

23



baskilamasi veya gili¢lendirmesi sonucu olustugu diisiiniilmektedir. Uzun siireli
bellek de kendi i¢inde deklaratif bellek ve deklaratif olmayan bellek olarak iki

kisma ayrilir.

Deklaratif bellek (acik bellek, explicit bellek)

Agciklanabilir bellek olup, deneyimlerin, gerceklerin ve bilgilerin hatirlandig1r ve
biling diizeyine getirilebildigi bellektir. Kisinin kendisi i¢in 6nem derecesine gore
izleri kalan anilar1 igerir. Biling ya da en azindan farkindalik ile birliktedir ve
hatirlamas1 hipokampus, temporal loblar, neokorteks ve prefrontal korteksin
saglamligina baglidir. Bu bellek tiirii de genellikle, gergeklere ait semantik bellek
ve olaylara ait epizodik bellek olarak ikiye ayrilir.

Deklaratif olmayan bellek (ortiik bellek, implicit bellek)

Biling diizeyine getirilemeyen bellek tiirii olup, huy, yetenek ve klasik sartlanmalari
icine alan bellek tiiriidiir. Refleksif motor veya algisal becerilerin egitimi agisindan
onemlidir. Deklaratif olmayan bellek uyanikligi icermez ve korunmasinda genellikle
hipokampustaki siire¢ler rol almaz. Refleks yollarda oldugu gibi amigdala,

serebellum, striatum ve neokorteksin saglamligin1 da gerektirir.

Bu bellek tiiriiniin de birka¢ alt tipi vardir. Bunlar; neokortekse bagimli olan
hazirlama ve algisal bellek, striatumda islenen ve beceriler ile aliskanliklar1 igeren
prosediirel bellek, refleks yollarin aracilik ettigi asosiyatif olmayan 6grenme ile
elde edilen bilgiler, iki uyaran arasindaki iligkinin 6grenildigi ve klasik kosullanma
ile iligkili olan asosiyatif 6grenme ile elde edilen bilgilerdir. Asosiyatif 6grenme ile
olusan bu tip bellek ise duygusal cevaplar i¢in amigdalaya, motor cevaplar i¢in

serebelluma bagimlidir.

Bilgilerin duyusal sistemlerimizdeki anlik kaydini tanimlayan duyusal bellek ve
kiginin kendini uzayda yonlendirebilmesi yetisi olarak tanimlanan topografik bellek
gibi bilinen bagska bellek tiirleri de bulunmaktadir [151].

2.3.2 Ogrenme ve bellek mekanizmalari

Belirli sinaptik baglantilarin giiciinde degisiklik olmasi bellek mekanizmasindaki en
onemli unsurdur [152]. Yeni bir sey 6grenildiginde beyinde nérokimyasal, fiziksel

bir iz olusur ve kolaylastirilmis bu yolaklara bellek izleri denir [148,151]. Beyin,
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onemli bir bilgiyi bellek izi olarak giiclendirir ve depolarken, énemli olmayan

bilgilerle ilgili sinaptik yolaklar1 ise engelleyerek ihmal etmektedir [148].

Gegmis deneyime bagli olarak sinaptik islevde kisa ve uzun siireli degisiklikler
olusabilir ve presinaptik veya postsinaptik olusabilen bu degisiklikler, 6grenme ve
bellek gesitlerinin ortaya ¢ikmasini etkilemeleri agisindan olduk¢a dnemlidir. Alisma
(habitiiasyon), noral bir uyarinin defalarca tekrarlanmasi ile olusturulan basit bir
ogrenme seklidir. ilk kez uygulandiginda reaksiyon uyandiran bir uyaran, defalarca
tekrarlandiginda giderek daha az elektriksel sinyal olusturmaya baslar ve giderek
uyarana alisilir ve uyaran onemsenmez. Kalsiyum kanallarinin giderek artan oranda
kapanmas siirecine bagli olan habitiiasyon olay1, azalmis hiicre ici Ca* nedeniyle
presinaptik ugtan nérotransmitter salimiminin azalmasi ile olusmaktadir [148,152].
Duyarhlagsma, habitiiasyonun tersine uzun siire giiglii postsinaptik yanitlarin
olusumudur. Duyarlilasma gecgici bir yanit olarak olusabilir veya uyaranin
giiclendirilmesiyle kisa siireli veya uzun siireli bellek 6zelliklerini de gosterebilir.
Duyarlilagmanin kisa siireli uzamasi, cCAMP'nin daha fazla iiretilmesine yol acan

2+>

adenil siklazdaki Ca“"’un aracilik ettigi degisiklige baglidir. Uzun siireli giiclenme
(uzun siireli potansiyalizasyon, long-term potentiation, LTP) ise protein sentezini,

presinaptik ve postsinaptik sinirlerin ve baglantilarinin gelismesini igerir [152].

2.3.2.1LTP, LTD, NMDA reseptorleri ve 6grenme-bellek ile iliskileri

LTP, presinaptik uyariya postsinaptik potansiyel yanitin hizla gelisen kalici
giiclenmesidir. Uzun siireli baskilanma (long-term depression, LTD) ise, LTP’nin
tersidir ve sinaptik giicteki azalmayla karakterizedir. Presinaptik sinirlerin yavas
uyarilmasiyla olusur ve LTP’den daha az miktarda hiicre igi Ca®" artistyla birliktedir

[152].

Beynin 6grenme ve hatirlama fonksiyonlarinda islev géren ve beyindeki ndronlar ile
olusturduklart sinapslarin i¢ ve dis uyaranlara gosterdikleri yapisal ve fonksiyonel
degisiklikleri kapsayan noroplastisite olgusunun formlari olan LTP ve LTD, 6grenme
ve bellek olusumundaki 6nemli mekanizmalardir [152,153]. LTP ise, dgrenme ve
bellek olusumundaki noral mekanizmalarin temelini olugturmaktadir [154,155]. LTP en
detayli sekilde, beynin ndroplastisite 0zelligi en yliksek yapilarindan biri olan
hipokampusta [153], CA3 ve CAl bdélgelerindeki piramidal hiicrelerin schaffer

kollateralleri aracihigiyla yaptiklar: baglantida incelenmistir [152].
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Iyonotropik glutamat reseptdrleri ligand kapali iyon kanallaridir ve GluA (AMPA, a-
amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propionik asit), GluK (Kainat), GluN (NMDA,
N-Metil-D-Aspartat) ve GluD (0) reseptorleri olmak iizere birkag alt gruba ayrilirlar.
NMDA reseptorleri ise sinaptik ileti ve noroplastisite i¢in olduk¢a 6nemlidir [156] ve
LTP’nin olusmasina aracilik ederler [157]. Glutamat, SSS’de glutamaterjik sinapslarin
presinaptik terminallerinden saliman ve NMDA reseptor aktivasyonuna neden olan major
eksitator norotransmitterdir [156]. Istirahat membran potansiyelinde bir presinaptik sinir
hiicresinden salinan glutamat postsinaptik sinir hiicresindeki hem NMDA hem de
AMPA reseptorlerine baglanir. AMPA reseptorlerinin aktivasyonu Na‘un hiicre igine
girerek eksitatér postsinaptik potansiyelin (EPSP) olusumuna neden olur. Istirahat halinde
Mg*™ ile bloke edilmis olan NMDA reseptdrlerinin aktivasyonu icin glutamatin baglanmasi
yeterli olmayip, AMPA reseptorleri araciligtyla olusan EPSP birikimi ve presinaptik sinirin
tetanik uyarisma cevaben olusan membran depolarizasyonunun yeterli seviyeye
ulagmasi gerekmektedir. Depolarizasyon, NMDA reseptoriinden Mg™"*u atmaya yeterli
oldugunda postsinaptik sinir hiicresine Ca?* girisi olur (Sekil 2.3) [152]. Ca’‘da
noroplastisitede anahtar rol oynayan onemli bir hiicre i¢i sinyal molekiiliidiir [156] ve
LTP’yi indiikleyen sinapslarda postsinaptik Ca?" artigs NMDA reseptorlerinin
aktivasyonuyla gerceklesmektedir [158]. Postsinaptik hiicrede ki Ca?" artiss, LTP
olusumuna neden olan Ca?*/kalmodulin bagiml1 protein kinaz II (CaMKII) ve protein
kinaz C (PKC) aktivasyonuna yol agmaktadir. Aktiflesen CaMKII ise, nitrik oksit
sentazi (NOS) aktiflestirerek NO iiretimini saglamakta [152,159], retrograd olarak
presinaptik sinire gegen NO ise, glutamatin sinaptik araliga saliniminda uzun siireli
artisa neden olmaktadir [160]. Ote yandan hiicre i¢i Ca®" artis1, adenil siklaz
aktivasyonuna yol acarak CAMP artisina sebep olmakta ve artan cAMP de
norotransmistter ~ salimimint  hizlandirmaktadir.  Ayrica  cAMP,  genetik
transkripsiyonun  gerceklesmesinde de rol oynayarak  ndroplastisitenin
gerceklesmesine onemli katki saglamaktadir [161,162]. Sonug ise; glutamat salinimi,
hiicre i¢i Ca?" degisiklikleri, PKC gibi gesitli protein kinazlarin aktivasyonu, ndrotrofin
ekspresyonu, protein sentezi ve morfolojik degisiklikler gibi birgok hiicresel olayin

gercekleserek sinaptik iletimin kolaylasmasi ve LTP’nin olusmasidir [146].
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Sekil 2.3 : LTD ve LTP olusumunda rol oynayan baslica iyonotropik glutamat
reseptorleri, Liischer ve Malenka (2012)’den uyarlanmistir.

2.3.2.2 BDNF’nin 6grenme-bellek mekanizmasindaki islevi

Norotrofinler, santral ve periferik sinir sisteminin gelismesinde ve korunmasinda
onemli rol oynayan hiicre i¢i faktorlerdir [164]. Beyin kaynakli norotrofik faktor
(Brain Derived Neurotrophic Factor, BDNF) ise, ndronlarin gelisimine yardimec1
olan, sinaptik fonksiyonlari diizenleyen, santral ve periferik sinir sisteminin
noroplastisitesinde dnemli rol oynayan bir nérotrofindir [165,166]. BDNF, LTP gibi
sinaptik degisiklikleri modiile etmekte ve 6grenme, bellek stimulasyonu gibi néronal
aktivitelerden etkilenerek hipokampustaki ekspresyonu hizlica artmaktadir
[166,167]. Noronlarin kok hiicrelerden farklilasmasini da destekleyen BDNF’nin

programli hiicre 6liimlerinin engellenmesinde de rol aldigi bilinmektedir [165].

2.3.2.3 CREB’in 6grenme-bellek mekanizmasindaki islevi

cAMP protein kinaz A (PKA) aktivasyonuna yol acarak hiicre icinde gen
ekspresyonunun gerceklesmesinde 6nemli rol oynamaktadir. cAMP yanit eleman
baglayici protein (CAMP response element binding protein, CREB) ise cAMP’nin
islevini diizenleyen bir proteindir [168] ve bellek olusumunda oOnemli bir
transkripsiyon faktorii olarak kabul edilmektedir [146]. LTP siireci igin sinapslardaki
degisimleri etkileyen proteinlerin kodlanmasina aracilik eden CREB [169] ayrica,
BDNF ekspresyonunu diizenleyerek de 6grenme ve bellek mekanizmasina katkida

bulunmaktadir [170,171].
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2.3.3 Hipokampus ve 6grenme-bellek

Limbik sistemde yer alan ve temporal lobun medial yiizeyinin i¢ine dogru kivrilan
hipokampus, o6grenme, bellek, duygulanim, konumlama ve ydén bulmada 6nemli rol
oynayan bir gri cevher tabakasidir. Hipokampus subiculum, Cornu Ammonis ve gyrus
dentatus olarak isimlendirilen {i¢ kisimdan olugmaktadir. Cornu Ammonis kismi da
Cornu Ammonis 1 (CAL), Cornu Ammonis 2 (CA2), Cornu Ammonis 3 (CA3) ve
Cornu Ammonis 4 (CA4) olarak adlandirilan dort alandan olusur. Hipokampusun en
onemli gorevlerinden biri de 6grenmenin belirli ¢esitlerine aracilik etmesi ile kisa
stireli bellegi diizenlemesidir. Hipokampusun CA3 alaninin 6grenme ve bellegin
kalict hale getirilmesinde 6nemli rol oynadigi diistiniilmektedir [172]. Deklaratif
bellegin edinilmesinde ¢ok Onemli bir isleve sahip olan hipokampusun [146] basta
CA3 bolgesi olmak iizere hipokampal bolgedeki noral devrelerin epizodik bellek
olusumunda Gnemli bir rol istlendigi bilinmektedir [172-174]. Ogrenilmis bilgiler
hipokampusta kisa stireli depolanmasina karsin, hipokampusun bu bilgilerin uzun
siireli bellege aktarilirken pekistirilmesinde {stlendigi Oonemli islev, bu alanin
hasarlanmasindan sonra anterograd amnezi adi verilen yeni bellek olusumunda
bozukluklara neden olmaktadir. Hasardan oOncesine ait bellek kusurlari daha az

goriiliirken, yeni motor becerileri 6grenme de ise zorluk ¢ekilmemektedir [172].

2.3.4 Migren ve 6grenme-bellek

Migren ataklarla seyreden bir hastalik olup, biligsel performansin onceki veya
yaklasan migren ataklarindan gecici olarak olumsuz etkilenebilecegi, ayn1 zamanda
atak sonrast donemde de bilissel bozulmalar yasanabilecegi diistiniilmektir [175].
Migren hastalariin ndropsikolojik degerlendirmelerinin incelendigi 23 arastirmanin
dahil edildigi bir calismada; arastirmalarin ¢ogunda migren hastalarinin kontrollere
gore daha disik biligsel performansa sahip olduklarimin  bulundugu
degerlendirilmistir. Aymi1 ¢alismada, bildirilen en sik biligsel degisikliklerin ise
bozulmus gorsel ve isitsel hafiza, azalmis bilgi isleme hizi, yiiritici islev
bozukluklar1 ve dikkat eksikligi oldugu belirtilmistir [176]. Ayrica agr yolaklar da
g6z oniinde bulunduruldugunda, amigdala ve hipokampusun agriya verilen affektif
ve kognitif cevabin olugmasinda 6nemli yapilar olabilecegi ve trigeminal ¢ekirdekten
amigdala yoluyla hipokampusa olan indirekt projeksiyonlarin degismis kognisyona

katkida bulunabilecegi disiiniilmektedir [68]. Ancak literatiirde, migrenli hastalarin
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saglikli kontrol grubuna gore daha iyi biligsel performansa sahip oldugunu gdsteren

caligmalarin varligi [177] konunun heniiz netlik kazanmadigini diisiindiirmektedir.

2.3.5 Morris su labirenti testi

Prof. Dr. Richard Morris ve arkadaslar1 tarafindan tasarlanan Morris su labirenti
(Morris water maze, MWM) testi, sican ve fare gibi kiiciik kemirgenlerde
hipokampusa bagli mekansal 6grenme ve bellek arastirmalari i¢in kullanilmaktadir
[178]. NMDA reseptor islevleri ve hipokampal sinaptik plastisite ile iliskili glivenilir
bir test oldugu kanitlanmis olan MWM testi [179], deney hayvaninin gevresel
ipuclarmin yardimiyla, opaklastirilmis su dolu dairesel bir tankta gizlenmis
platformu, en kisa siirede ve en kisa yolu kullanarak bulmasi esasina dayanmaktadir
[180,181]. Modelde, hayvanlarin havuzdaki performansi, video kamera yardimiyla
bilgisayar programi kullanilarak takip edilerek kaydedilmektedir [179]. Bu sistemle
hayvanlarin platforma ulasma siireleri, yiizerken kat ettikleri mesafe ve platform

kadraninda gegirilen zaman gibi birgok 6l¢iim yapilabilmektedir [182].

2.4 Migren ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, 6zellikle hiicrede enerji iiretimi icin gerceklesen reaksiyonlar
sonucu olusan, kisa dmiirlii ve gii¢lii oksidan 6zellige sahip oksijen metabolitleridir.
Serbest radikallerin hiicrede birikmesi ya da c¢esitli nedenlerle antioksidan
seviyesinin azalmasi, bu radikallerin hiicre membranina, hiicre i¢i lipid ve proteinlere
ayrica niikleik asitlere hasar vermesine sebep olur. Hiicrede serbest radikallerin yol
act1ig1 yikimi engellemek igin kullanilan savunma mekanizmasini ise antioksidanlar
olusturmaktadir. Antioksidanlar, vitaminler gibi viicuda eksojen yolla alinabilirken,
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleri
gibi hiicresel olarak da iiretilebilirler [183,184].

Organizmada normal biyolojik sartlarda serbest radikaller ile antioksidanlar arasinda
bir denge vardir ve bu dengenin serbest radikaller lehine bozulmasi oksidatif stres
olarak adlandirilmaktadir. Oksidatif stresin birgok hastaligin patofizyolojisinde rol
oynadigi bilinmekte olup bunlardan bazilar1 ise kanser, norolojik, kardiyovaskiiler ve
inflamatuvar hastaliklardir [183,184]. Giinlimiizde migren patofizyolojisinde birgok
faktoriin rol oynadigi kabul edilmektedir ve oksidatif stres ile migren

tetikleyicilerinin baglantili olabilecegine inanilmaktadir [185]. Beyin metabolik
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faaliyetleri nedeniyle oksijen tiiketimi fazla bir organdir ve ayni zamanda iyi bir
serbest radikal ireticisidir [186]. Bu yiiksek oksijen gereksinimi ve kullanimi
sonucunda olusabilecek oksidatif dengesizlik, migren patofizyolojisinde ki
potansiyel bir etken olarak diisiiniilse de [187] daha fazla sayida ¢alismaya ihtiyag

duyulmasi nedeniyle heniiz netlik kazanmamustir [188].

2.5 Timokinon

Tohumlar1 ¢érekotu olarak bilinen Nigella sativa, 2000 yil1 askin siiredir bitkisel bir
ilag olarak kullanilmaktadir (Sekil 2.4). Daha ¢ok Bati Asya, Orta Dogu, Dogu
Avrupa ve Akdeniz tilkelerinde yetistirilen nigella sativa, Ranunculaceae ailesine ait
otsu bir bitkidir ve tohumlart Orta Dogu, Hindistan ve Kuzey Afrika’da oksiiriik,
astim, influenza, brongit, ates ve bas agris1 tedavisinde geleneksel olarak
kullanilmaktadir. Timokinon (TQ) ise nigella sativa tohumlarinin ugucu yaginda %
18.4-24 oraninda bulunan ana biyoaktif bilesendir. Tanimlanmig birgok yarari
bulunan TQ, 2-izopropil-5-metil-1,4-benzokinon kimyasal yapisina sahip, 164,204
g/mol molekiil agirhiginda bir bilesiktir [16,189,190].

Klinik  6ncesi yapilan c¢aligmalarda TQ’nun antikanser, antimikrobiyal,
antiiflamatuvar, antihistaminik ve immiinomodiilator Ozellikleri gosterilmistir
[191,192]. Ayrica antitussif, antidiyabetik, gastroprotektif, hepatoprotektif,
kardiyoprotektif ve nefroprotektif etkilere sahip oldugu da bildirilmektedir [16,193].
Tiim bu 6zellikleri yaninda antioksidan aktiviteye de sahip olan TQ nun, siiperoksit
ve hidroksil radikallerini igeren reaktif oksijen tiirlerine karsi siipliriiciisii etki
gosterdigi de bildirilmektedir [194]. TQ nun sinir sistemi {izerinde de koruyucu etkisi
oldugu yapilmis calismalarda bildirilmistir ve noroprotektif 6zelligi arastirilan bir
calismada serebral iskemi gibi noral rahatsizliklarda kullanilabilecek etkili bir bilesik
oldugu gosterilmistir (Sekil 2.5) [195]. Nigella sativa ve TQ’nun antinosiseptif
ozellikleri de arastirllmakta olup, noropatik agr1 gibi cesitli agr tiplerinde etkili

olduklari bildirilmektedir [196].
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Sekil 2.4 : Nigella sativa ve tohumlari, Amin ve Hosseinzadeh (2016)’dan

uyarlanmastir.
Antikanser Antidiyabetik
Nym
o CHs .
Antimikrobryal «— — Santral Smr
HC™ Ststemt Koruyucu
/" O\
Hepatoprotektif Antunflamatuvar

Sekil 2.5 : Timokinonun kimyasal yapisi ve bazi biyolojik aktiviteleri, EI-Far vd.,
(2018)’den uyarlanmastir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Deney Hayvanlari ve Etik Onaylar

Calismada deney hayvani olarak Bezmialem Vakif Universitesi Deneysel Uygulama
ve Arastirma Merkezi’nden temin edilen 3 aylik, agirliklar1 250-350 gram arasinda
degisen yetiskin erkek Wistar albino tiirii sican kullanildi (Sekil 3.1). Deney hayvani
sayist power analizi sonucunda; daha onceki ¢aligmalar referans alinarak ortalamalar
arasindaki fark 17.00 birim ve standart sapma 9.00 alindiginda, %95 giiven diizeyi ve
a = 0.05 anlamlilik seviyesinde, %80 gii¢ i¢in n1= n2= n3= n4= 6 olarak belirlendi.
Deney hayvani sayis1 Bezmialem Vakif Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 18.06.2020 tarihli ve 2020/58 sayili toplantisinda tekrar degerlendirildi
ve Oliim riski nedeniyle deney gruplarindaki sigan sayisi birer artirilarak nl= 6, n2=
n3= n4= 7 olacak sekilde degistirildi ve onandi. Bu nedenle ¢aligmaya 27 adet
hayvanla baslandi. Deney hayvanlar1 ¢calisma oncesinde ve deney siiresince 12 saat
aydinlik/12 saat karanlik siklusuna uyarak, 22 + 2 °C oda sicakligina sahip ortamda,
standart kafeslerde ve sayilari en fazla 4 olacak sekilde Bezmialem Vakif
Universitesi Deneysel Uygulama ve Arastrma Merkezi'nde barindirildi.
Beslenmeleri kisitlama uygulanmaksizin standart sican yemi ve musluk suyu
kullanilarak sagland1 (Sekil 3.2). Calisma icin Bezmialem Vakif Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan etik onay alindi (Tarih: 18.06.2020, Sayi:
2020/58).

Sekil 3.1 : Calismada kullanilan deney hayvanlari.
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Sekil 3.2 : Deney hayvanlarinin standart kosullarda barindirildig birim.
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3.2 Deneysel Uygulamalar

Deneye baslamadan bir giin 6nce tiim hayvanlarin agirliklart 6l¢iildii. Hayvanlar,
agirliklart dogru orantili olacak sekilde kontrol grubunda 6, deney gruplarinin her
birinde ise 7 si¢an olacak sekilde dort gruba ayrildi. Tiim gruplarin isimlendirilmesi
yapilarak, her bir gruptaki hayvan kuyruklarina isaretleme yapilmak suretiyle
numaralandirildi. Gruplar; kontrol (K) grubu, sadece nitrogliserin (NTG) uygulanan
grup, sadece timokinon (TQ) uygulanan grup ve NTG ile birlikte TQ (NTG+TQ)
uygulanan grup olacak sekilde olusturuldu.

NTG ve NTG+TQ gruplarinda migren modeli nitrogliserin (USP Reference
Standards Diluted Nitroglycerin 5*200 mg) kullanilarak olusturuldu. NTG, %0.9
izotonik sodyum kloriir soliisyonu (SF) ile diliie edilerek her bir hayvan i¢in 10
mg/kg/1 ml olacak sekilde hazirlandi. TQ (Aldrich Chemistry Thymoquinone 99%)
ise, misir yagi igerisinde ¢ozdiiriilerek her bir hayvan igin 10 mg/kg/1 ml olacak
sekilde hazirlandi. K ve NTG gruplarina 15 giin boyunca 1 ml misir yag: gastrik
gavaj ile uygulandi. TQ ve NTG+TQ gruplarina ise 15 giin boyunca 1 ml misir yagi
icerisinde 10 mg/kg TQ gastrik gavaj ile uygulandi.

33



Tiim hayvanlara 1, 5, 10 ve 15. giinlerde 6nce kuyruk hareketi testi (tail flick test)
uygulandi. Ardindan K ve NTG gruplarina misir yagi (1 ml, gastrik gavaj), TQ ve
NTG+TQ gruplarina TQ (10 mg/kg/1 ml, gastrik gavaj) uygulamasi yapildi. Bu
islemden 2 saat sonra, K ve TQ gruplarina SF (0.3 ml, intraperitoneal, i.p.)
uygulamasi, NTG ve NTG+TQ gruplaria ise NTG (10 mg/kg/1 ml, i.p.) uygulamasi
yapildi (Sekil 3.3). Bu islemlerden yine 2 saat sonra, tiim hayvanlara tail flick test
uygulanarak tiim test sonuglar1 kayit altina alind1. 2, 3,4, 6,7, 8,9, 11, 12, 13 ve 14.
giinlerde hayvanlara sadece gastrik gavaj ile TQ veya misir yagi uygulamasi yapildi.

Deneyin 16. giiniinde hayvanlarin mekansal 6grenme ve bellegini 6l¢mek i¢in Morris
su labirenti testine basland1 ve ilk 5 giin 6grenme periyodu, 6. giin test periyodu
olacak sekilde gergeklestirildi. Deneyin 22. giinlinde hayvanlar 10 mg/kg ksilazin
(i.p.) ve 100 mg/kg ketamin (i.p.) ile olusturulan genel anestezi altinda dekapite
edildi ve beyinleri ¢ikarildi. Beyinlerin bir yarikiiresi immunohistokimyasal
boyamalar igin, diger yarikiiresinin hipokampus bdlgesi ise biyokimyasal analizler

icin kuru tiiplere konularak ¢alisilan zamana kadar -80 °C’de saklandi (Sekil 3.4).

Gruplar ve gruplara yapilan uygulamalar 6zetle agsagida belirtilmistir.

1. Kontrol (K) Grubu (n=6): 15 giin boyunca 1 ml misir yag: gastrik gavaj ile
uygulanarak; 1, 5, 10 ve 15. giinlerde SF (0.3 ml, i.p.) uygulamas1 yapilan
grup.

2. Nitrogliserin (NTG) Grubu (n=7): 15 giin boyunca 1 ml misir yag: gastrik
gavaj ile uygulanarak; 1, 5, 10 ve 15. gilinlerde NTG (10 mg/kg/1 ml, i.p.)
uygulamasi yapilan grup.

3. Timokinon (TQ) Grubu (n=7): 15 giin boyunca 1 ml misir yagi icerisinde
10 mg/kg timokinon gastrik gavaj ile uygulanarak; 1, 5, 10 ve 15. giinlerde
SF (0.3 ml, i.p.) uygulamas1 yapilan grup.

4. Nitrogliserin+Timokinon (NTG+TQ) Grubu (n=7): 15 giin boyunca 1 ml
misir yagi icerisinde 10 mg/kg timokinon gastrik gavaj ile uygulanarak; 1, 5,

10 ve 15. giinlerde NTG (10 mg/kg/1 ml, i.p.) uygulamasi yapilan grup.
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Sekil 3.3 : intraperitoneal enjeksiyon uygulamasi.

15 giin bayunca her gin gazmik gavaj
<:| le nmer v (1 o) veya timokinn

(10 meke'l ml) uygulaman
10. Giin 15. Giim 16. Giin 11 Giin 22 Giin
Hayralam Tail ficktest  Tellficktest  Telficktet  Talficktey Momssuldbienf  Momismlabiren  Anesteri shds
tartilmaz, wyzulaman ygulamas wygulzmas mygulamay  CEStne m\ testinin bitmesi dekapitasyon,
Gruplandinimzsy (Ofrenms perfyody]  (Test periyody) Bayinlarin
Nuraraladninz l l l l (I 5 zim) (6. zim) —
Gumkzmgjie Govkemgjie Gumkewgle Gutkgagie
mervEa (o) mrvedlo) merys(iol) sy (o)
Taya Taya vEya Tava
1544T (0mgiglm) (0mgielm) (Wmghglm) (0mekelul) Cabslan
SONRA uygulamaz: uygulamas uyzulamas uygulamaz: kadar

1111 =

olarzk alarzk olarek olarsk
EF (0.3 mi) SF{0.3 mi) 5F (0,3 mi) SF (03 ml)
VEyR vEyR VEYR VEVR
1844T NTG NT NTG NTG .
N Wmgkelml) (10 Inf) (Wmgkzlml) (0mgkelod) Inmanchistokivryasal - Biyoidayasel
SONRA ( u‘%ﬂﬁm ( m, k!, uygulamas uyEulamas Boyamalar Analizlar

1T 11

Tail fick test Tail fick test Tail fick test Tail fick test
uygulamast uvgulamast uvgnlamas; wyzulamast

Sekil 3.4 : Deney protokolii.
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3.3 Kuyruk Hareketi Testi (Tail Flick Test)

Tail flick test cihazi, fare ve sican gibi kemirgenlerde agr1 esigini belirlemek i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Cihazda, hayvanin kugruguna radyant 1s1 uygulamak
icin tasarlanmis bir alan bulunmaktadir. Kuyrugun bu alana yerlestirilmesiyle manuel
olarak baslatilan 1s1 uygulamasi, hayvanin kugrugunu c¢ekmesiyle cihaz tarafindan
otomatik olarak sonlandirilmaktadir. Is1 uygulamasinin baslatildigi andan hayvanin
kuyrugunu c¢ekmesiyle sonlanan bu siirecte gecen zaman da cihaz tarafindan
otomatik olarak hesaplanmaktadir. Biz de ¢alismamizda agri esigini tespit etmek icin
tail flick test cihazi (UGO BASILE Tail Flick 37360) kullandik (Sekil 3.5).
Oncelikle doku hasarmi 6nlemek igin sonlandirma siiresi (cut off time) 15 sn olarak
ayarlandi. Ardindan 6l¢lim yapilacak hayvan Ol¢limiin hemen Oncesinde sabitleyici
icine alindi ve kuyrugunun 1/3’liikk distal kismi radyant 1s1 uygulanan alana
yerlestirildi. En dogru sonuca ulagmak adina cihaz yiizeyinin ve hayvanin
kuyrugunun kuru olmasina 6zen gosterildi. Hayvanin sakinlesmesi igin bir siire
beklendikten sonra 1s1 uygulamasi baslatildi. Her bir hayvan i¢in 3’er Ol¢iim
gerceklestirildi. Stimiilasyona baglanmasi ile kuyrugun cekilmesi arasindaki siire her
bir 6l¢iim icin kaydedildi ve Ol¢limlerin ortalamasi agri esigi olarak kabul edildi
(Sekil 3.6). Tail flick test, her bir hayvan i¢in deneyin 1, 5, 10 ve 15. giinlerinde
gastrik gavaj ile misir yag1 veya TQ uygulamasindan hemen 6nce ve i.p. olarak

uygulanan SF veya NTG uygulamasindan 2 saat sonra gerceklestirildi.

Sekil 3.5 : Tail flick test cihazi.
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Sekil 3.6 : Tail flick test cihazinda agr1 esigi dl¢iimii.

3.4 Morris Su Labirenti Testi

Morris su labirenti testi, kiigiik kemirgenlerde hipokampusa bagli mekansal 6grenme
ve bellek aragtirmalar i¢in kullanilmaktadir. Morris su labirenti, kesisen iki dikey
cizgi ile sanal olarak kuzey, giiney, dogu ve bati olmak iizere dort esit kadrana
boliinmiis dairesel siyah bir havuzdur (210 cm ¢apinda, 51 cm yiiksekliginde). Testi
uygulamak icin havuz 45 cm derinlige kadar su (23 +1 ° C) ile dolduruldu ve su,
hayvanin platformu gérmemesi icin toksik olmayan yesil ve mavi renkli gida
boyalar1 kullanilarak opaklastirildi. Bir kagis platformu (pleksiglastan yapilmis, 11
cm x 11 cm boyutlarinda) giiney kadranina, su yiizeyinin 2 cm altina gelecek sekilde
yerlestirildi ve tiim deney siiresince ayni konumda durmasi sagland1 (Sekil 3.7).
Labirentin etrafina deney siiresince sabit kalacak sekilde, hayvanlarin gezinmesine
ve platformun yerini Ogrenmelerine yardimci olmak amaciyla gorsel ipuglar
yerlestirildi (Uggen gibi geometrik sekiller). Hayvanlarin g¢evreden etkilenmemesi

icin deney alan1 bir perde yardimiyla deney siiresince sinirlandirildi.

Test, ilk 5 glin 6grenme periyodu ve son giin test periyodu olmak iizere toplam 6 giin
siirecek sekilde uygulandi. Ogrenme periyodunda, her bir sigan igin 5 giin boyunca
4’er deneme gerceklestirildi. Her denemede sican rastgele dort konumdan (kuzey,

giiney, dogu, bat1) birinden serbest birakildi. Hayvanin platformu bulana kadar 60
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saniye boyunca yiizmesine izin verildi. Ik giin platformu bulamayan hayvanlara,
platforma dogru yiizdiirmek ve c¢evredeki gorsel ipuglarini gostermek suretiyle
platform yeri tanitildi. Hayvanlar platform iizerine ¢iktiginda da 10 saniye boyunca
platformda beklemelerine ve ¢evredeki gorsel ipuclarini izlemelerine miisaade edildi.
Deney siiresince, hayvanlari takip etmek ve verileri kaydetmek i¢in bilgisayarli bir
video izleme sistemi (EthovisionXT11l Sistemi, Noldus Bilgi Teknolojisi,
Wageningen, Hollanda) kullanildi. Platforma ulasmak igin gecen siire, yiizme
yolunun uzunlugu ve yilizme hizi havuzun tamamini géren bu bilgisayarli video
izleme sistemi tarafindan deney siiresince kaydedildi. Test periyodunda (altinci giin)
platform kaldirildi ve hayvanlar sirayla platform kadraninin karsisindan suya
birakildi. Her bir hayvanin havuzda 60 saniye boyunca ylizmesine izin verildi.
Platform kadraninda harcanan zaman, gruplar arasinda karsilastirilmak iizere ayni

video sistemi tarafindan kaydedildi.

Kuzey

Kadram

3 2
Bat: Dogu

Kadram Kadram

Sekil 3.7 : Morris su labirenti, sanal olarak olusturulan kadranlar ve platformun
konumu.

38



3.5 Biyokimyasal Analizler

3.5.1 Numunelerin eldesi

Calisma icin 27 adet sigandan beyin doku 6rnekleri alindi ve kuru tiiplere konularak
calisilacak zamana kadar -80 °C’de saklandi. Deneylerin yapilacagi giin, esit
agirliktaki orneklerin tizerlerine 1’er mL fosfat tamponu (PBS, pH 7.4) eklendi.
Doku 6rnekleri homojenizasyon cihazinda 30 m/s ile 5 dakika boyunca homojenize
edildi (FastPrep-24 homogenizer, MP Biomedicals, Yeni Zellanda). Ornekler daha
sonra 10 dakika 10.000 x rpm’de santrifiij edildi. Ust siipernatantlar1 alinan
orneklerde Bradford yontemi ile total protein miktar tayinleri 595 nm dalga boyunda
plak okuyucuda (Thermo Scientific Multiskan FC, 2011-06, ABD) 6l¢iildii. Doku
homojenatlarinda cyclic AMP response element binding protein 1 (CREB1), brain
derived neutrophic factor (BDNF), catalase ve siliperoksid dismutase (SOD)
seviyeleri ticari olarak elde edilen kitler ile 6lgiildii.

3.5.2 Geregler

e Santrifiij (Niive NF1200, Niive NF1200R)

e Distile Su Cihaz1 (Niive Water Distiller-ND112)

o Vorteks (BioCote Voortex Mixer SA8, bibby scientific, UK)

e Orbital Karistirici (Biosan, OS-20, EU)

e Etiiv (Niive Cooled Incubator, ES120)

e Manyetik Karistirict (Stuart heat stir, CB162, bibby scientific, UK)

e -80°C Derin Dondurucu (New Brunswick Scientific. C54285 model)

e ELISA Okuyucusu (Thermo Scientific Multiskan FC, 2011-06, USA)

e ELISA Yikayicist (Thermo Scientific WellWash microplate washer, 2011-
08,USA)

e Pipet (1000, 500, 200,100,10 uL’lik; Gilson)

e 8’li Multipipet

e Pipet Uclar1 (1000, 200,100,10 ul’lik)

3.5.3 Kullamlan kitler

e Rat cyclic AMP response element binding protein 1 (CREB1), ELISA Kiti

(Elabscience Co. ABD, Cat Num: E-EL-R0289)
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Rat brain derived neutrophic factor (BDNF), ELISA kiti (Elabscience Co.
ABD, Cat Num: E-EL-R1235)

Catalase (CAT) activity assay kit (Elabscience Co. ABD, Cat Num: E-BC-
K031-S)

Total superoxide dismutase (T-SOD) Activity kit (Elabscience Co. ABD, Cat
Num: E-BC-K020-M)

3.5.4 CREBI test protokolii

Calismaya baglamadan once ornekler ve kit oda 1sisina getirildi.

7 adet standart; kitin igerisinden ¢ikan 20 pmol/mL’lik stok standardin seri
diliisyonu ile elde edildi. Ardindan 100 pl olacak sekilde her bir standart
pipetlendi.

Antikor ile kapli mikroplaktaki 6rnek kuyucuklarma 100’er pl o6rnek
pipetlendikten sonra mikroplak 90 dk 37 °C’de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan tiim kuyucuklara 100 ul ‘Biotinylated Detection Ab
workimg solution’ konuldu.

Mikroplak, 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyonun ardindan kit igerinde bulunan 30X lik yikama soliisyonu dsu
ile hazirlandiktan sonra, mikroplak 3 kez (350 pl) yikandi.

Tim kuyucuklara 100 pl ‘HRP conjugate working solution’ pipetlendi.
Ardindan mikroplak 37 C°’de 15 dakika 151k almayacak sekilde inkiibe edildi.
Tiim kuyucuklara 50 pl ‘Stop Solution’ pipetlendi.

Mikroplak bekletilmeden 450 nm absorbansda plak okuyucuda (Thermo
Scientific Multiskan FC, 2011-06, USA) okundu. Absorbanslarin
konsantrasyon degerleri; lineer olarak elde edilen standart grafigi ile

hesaplandi.

3.5.5 BDNF test protokolii

Calismaya baslamadan 6nce 6rnekler ve kit oda 1s1sina getirildi.

7 adet standart; kitin icerisinden ¢ikan 2000 pg/mL’lik stok standardin seri
diliisyonu ile elde edildi. Ardindan 100 pl olacak sekilde her bir standart
pipetlendi.

Antikor ile kapli mikroplaktaki 6rnek kuyucuklarina 100°er pl ornek
pipetlendikten sonra mikroplak 90 dk 37 °C’de inkiibasyona birakildu.

40



- Inkiibasyonun ardindan tiim kuyucuklara 100 pl ‘Biotinylated Detection Ab
workimg solution’ konuldu.

- Mikroplak, 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.

- Inkiibasyonun ardindan kit igerinde bulunan 30X lik yikama soliisyonu dsu
ile hazirlandiktan sonra, mikroplak 3 kez (350 ul) yikandi.

- Tim kuyucuklara 100 pl ‘HRP conjugate working solution’ pipetlendi.
Ardindan mikroplak 37 C°’de 15 dakika 151k almayacak sekilde inkiibe edildi.

- Tim kuyucuklara 50 ul ‘Stop Solution’ pipetlendi.

- Mikroplak bekletilmeden 450 nm absorbansda plak okuyucuda (Thermo
Scientific Multiskan FC, 2011-06, USA) okundu. Absorbanslarin
konsantrasyon degerleri; lineer olarak elde edilen standart grafigi ile
hesaplandi.

3.5.6 Katalaz aktivitesi test protokolii

Katalaz (CAT), organizmada hidrojen peroksiti verimli ve spesifik olarak
pargalayabilen bir enzimdir ve yardimci grup olarak demir porfirin ile baglayict bir
enzimdir. CAT vicuttaki hidrojen peroksiti temizler ve hiicreleri H202min
toksisitesinden korur. Ayrica formaldehit, formik asit, fenol ve etanol gibi belirli
sitotoksik maddeleri oksitleyebilir. Katalitik merkez yapisinin farkliligina gore, CAT
iki tipe ayrilabilir: bunlardan biri demir porfirin yapisi, ayrica demir porfirin enzimi
olarak bilinir; digeri manganez katalaz olarak da bilinen manganez iyonu igerir. CAT
solunum yapan organizmalarda yaygindir. Esas olarak hayvanlarin kloroplast,

mitokondri, endoplazmik retikulum, karaciger ve kirmizi kan hiicrelerinde bulunur.

Katalazin H202'yi pargaladiglr reaksiyon, amonyum molibdat tarafindan hizla
durduruldu. CAT aktivitesi, 405 nm'de sarims1 kompleksin tiretilmesiyle hesaplandi.
Calisma oncesinde reaktif 1 ve reaktif 2 37°C'de 10 dakika inkiibe edildi. Reaktif 3

uygulama soliisyonu 60 mL distele suda ¢6ziildii.

Deney sonunda alinan Katalaz ifadesi: 37°C'de dakikada 1 umol H202’1 ayristiran, 1

mg doku proteinindeki CAT miktari 1 unite olarak tanimlanir.

- Deney o6ncesinde ornekler ve kit oda 1sisina getirildi. Kontrol i¢in 100 pL
reaktif 1 kuyucuga pipetlendi.

- Doku homojenatlart 5’er uL kuyucuklara pipetlendikten sonra 200 pL reaktif
1 lizerlerine eklendi.

- Plak 37 °C’de 5 dakika inkiibe edildi.
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- Her kuyucuga 100 pL reaktif 2 eklendi ve 1 dakika boyunca 37°C'de
inkiibasyona birakild.
- Ardindan 50 pL reaktif 3 ve 50 uL reaktif 4 kuyucuklara pipetlendikten sonra
plak karisirilarak 10 dakika inkiibasyona birakildi.
Hesaplama: Katalaz aktivitesi (U/mL): AAx 32.5 / Cpr
1XV
32.5: Egimin karsilig1
Cpr: numunedeki total protein konsantrasyonu
3.5.7 Total SOD aktivitesi test protokolii
Stiperoksit dismutaz, hiicreleri asir1 siiperoksitten korumak icin oksijen metabolize
eden hiicrelerde bulunur. SOD'un etkisi altinda, iki siiperoksit anyonu oksijen ve
hidrojen peroksite doniistiiriiliir. Memelilerde ii¢ farkli SOD formu vardir: CuZn-
SOD, Mn-SOD ve EC-SOD (SOD'un hiicre dis1 bir formu). Cu-Zn SOD, hiicrelerin
sitoplazmik ve mitokondriyal membran bosluklarinda bulunurken, Mn-SOD

mitokondriyal matriste bulunur.

- Deney 0ncesi drnekler ve kit oda 1sisina getirildi. Kontrol kuyusu: 20 pL
distile su ve 20 pL enzim eklendi. Blank kontrol kuyusu: 20 pL distile su ve
20 pL enzim seyreltici pipetlendi.

- Diger kuyucuklara 20’ser uL numune ve 20 pL enzim calisma soliisyonu
pipetlendi.

- Her kuyucuga ¢ok kanalli bir pipet ile 200 puL substrat uygulama soliisyonu
eklendi ve karigtirildi.

- Plak, 37°C'de 20 dakika inkiibe edildi ardindan mikroplaka okuyucu ile 450
nm'de ol¢iim alindu.

Hesaplama: i= (Akontrol — Ablank kontrot) = (Asmek — Ablank kontrol) X %100

(Akontrol - Ablank kontrol)

T-SOD aktivitesi (U/mgprot): 1/ %50 X V1 X Cpr
V2

1: SOD inhibisyon orani (%).

V1: Toplam reaksiyon hacmi, 240 pL.

V2: Reaksiyona eklenen numunenin hacmi, 20 pL.
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Cpr: Numunenin protein konsantrasyonu, mgprot/mL.
3.6 Immunohistokimyasal Boyamalar

Astrosit aktivasyonunun immunofloresan ile belirlenmesi i¢in asagida belirtilen

islemler gerceklestirilmistir.

Astrositlerde bulunan ara filamanlardan olan GFAP néronal hasarda astrogliozis
veya astrosit hasarinin belirteci olarak kullanilmaktadir. Migren modelinde ve
TQ’nun tedavi etkinliginin astrogliozis lzerindeki etkisini O0lgmek i¢cin GFAP
immunohistokimyas1 yapildi. Ilk olarak elde edilen beyin dokularindan hipokampal
bolgeye denk gelen koordinatlarda kryostat yardimi ile 20 mikrometre kalinliginda
kesitler alind1 (Sekil 3.8, Sekil 3.9). Kesitler lam iizerine iyice yapistiktan sonra
boyamalar yapilincaya kadar -80°C’ye kaldirildr (Sekil 3.10).

Boyama yapilacag: giin -80°C’ye kaldirilan kesitler ¢ikarildi ve 37°C’de 30 dakika
boyunca inkiibe edilerek kurutuldu. Daha sonra kesitler 20 dakika boyunca %4’liik
paraformaldehid (PFA) soliisyonunda bekletilerek fikse edildi. PFA’dan alinan
kesitler 3 kere 5’er dakika olacak sekilde fosfat-saline tamponu ile karistirict
tizerinde bekletilerek yikandi. Antijenlerin serbestlesmesi i¢in kesitler 15 dakika
boyunca sitrat tamponunda kaynatildi ve bunu takiben 15 dakika boyunca sitrat
tampon igerisinde sogutuldu. Antijen serbestlestirilmesi yapilan kesitler yine 3 kere
5’er dakika olacak sekilde fosfat-saline tamponu ile yikandi. %0.3’1liik Triton igeren
fosfat-saline tamponu igerisinde %10’luk normal keg¢i serumu ile hazirlanmig
bloklama soliisyonu ile kesitler oda 1sisinda 1 saat boyunca inkiibe edildi.
Bloklamadan ¢ikan kesitler %2’lik nomal kegi serumu igeren fosfat-saline tampon
cerisinde hazirlanmis GFAP antikoru (1:100, GFAP conjugated Alexa 555, #3656,
Cell signaling) eklenerek gece boyu 4°C’de inkiibasyona birakildi. Ertesi giin kesitler
4 kere 5’er dakika olacak sekilde fosfat-saline tamponu ile karistirici iizerinde
bekletilerek yikandi. Cekirdek boyamasi icin kesitler iizerine igerisinde DAPI
bulunan kapatma medyumu ile kapatilarak kurumaya birakildi. Kuruyan kesitlerden
floresan mikroskopu (Zeiss mikroskop) altinda GFAP pozitif hiicreler goriintiilendi
ve hipokampal bolgedeki pozitif hiicreler sayildi.
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Sekil 3.8 : Kriyostat cihazi.

Sekil 3.9 : Kriyostat cihazinda kesit alma iglemi.
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Sekil 3.10 : Lam lizerine alinan kesitler.

3.7 istatistiksel Analiz

Elde edilen tiim veriler Instat Istatistiksel Paket Programi (Instat Graphad Software,
San Diago, CA, USA) araciligi ile analiz edildi. Veriler tek yonlii varyans analizi
uygulanarak Benforroni’nin ¢oklu karsilastirma testi ile degerlendirildi ve degerler +

standart sapma olarak verildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Tail Flick Testi Bulgular

Tim deney hayvanlarina 1, 5, 10 ve 15. gilinlerde, gavaj ile misir yag ve TQ
uygulamasindan hemen 6nce ve i.p. yolla NTG ve SF uygulamasindan 2 saat sonra
tail flick test uygulandi. Ancak 6l¢iim sonuglarinin grup i¢inde ve gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit edildi (P>0.05).

4.2 Morris Su Labirenti Testi Bulgular:

4.2.1 Deney hayvanlarinin 6grenme periyodunda platformu bulma siireleri

Morris su labirenti testinin 6grenme periyodunda siganlarin 5 giin boyunca, tankin
icindeki gizli platformu bulma siireleri kaydedildi. TQ grubunda 1. giine kiyasla
platformu bulma siiresinin 3. (**p<0.01) ve 4. (***p<0.001) gilinlerde anlaml1 olarak
azaldig1 belirlendi. NTG+TQ grubu da 1. giline kiyasla 3 ve 4. giinlerde anlamh
(*p<0.05) olarak azaldi. NTG grubunun platformu bulma siiresinin ise, 2. giline
kiyasla 3. (¥*p<0.05) ve 4. (**p<0.01) giinlerde anlamli olarak arttig1 tespit edildi
(Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 : Deney gruplariin (K; Kontrol, NTG; Nitrogliserin, TQ; Timokinon,
NTG+TQ; Nitrogliserin+Timokinon) Morris su labirenti testinin §grenme
periyodundaki platformu bulma siireleri (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
istatistiksel anlamlilik).

4.2.2 Deney hayvanlarinin 6grenme periyodunda katettikleri mesafe

Ogrenme periyodunda deney hayvanlarinin su tankinda Katettikleri mesafe
kaydedildi. Ancak katedilen mesafelerin, grup ic¢i karsilastirmalarda deneyin ilk
giiniine gore anlaml1 bir fark olusturmadig: tespit edildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 : Deney gruplarinin (K; Kontrol, NTG; Nitrogliserin, TQ; Timokinon,
NTG+TQ; Nitrogliserin+Timokinon) Morris su labirenti testinin 6grenme
periyodundaki katettikleri mesafe.

4.2.3 Deney hayvanlarimin 6grenme periyodundaki yiizme hizlari

Morris su tanki testinin 6grenme periyodunda deney hayvanlarinin ylizme hizlan
kaydedildi. Ancak yiizme hizlarinin, grup ici karsilastirmalarda deneyin ilk giiniine
gore anlamli bir fark olusturmadig tespit edildi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 : Deney gruplarinin (K; Kontrol, NTG; Nitrogliserin, TQ; Timokinon,
NTG+TQ; Nitrogliserin+Timokinon) Morris su labirenti testinin §grenme
periyodundaki ylizme hizlari.

4.2.4 Deney hayvanlarmmin test periyodunda platform boélgesinde gecirdikleri

siire

Moris su labirenti testinin 6. giiniinde (test periyodu) tankta bulunan gizli platform
kaldirild1 ve deney hayvanlarinin platform bolgesinde gecirdigi siire 6lgiilerek tankta
gecirdigi toplam siireye olan yilizdesi hesaplandi. Platform bdlgesinde gecirilen
stirenin kontrol grubuna gore kiyaslandiginda NTG (p<0.05) ve TQ (p<0.001)
gruplarinda anlamli olarak azaldig: tespit edildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 : Deney gruplarinin (K; Kontrol, NTG; Nitrogliserin, TQ; Timokinon,
NTG+TQ; Nitrogliserin+Timokinon) Morris su labirenti testinin test periyodunda
platform bolgesinde gegirdikleri siirenin tankta toplam gegirdikleri siireye yiizdesi

(*p<0.05, ***p<0.001, istatistiksel anlamlilik, Kontrol grubuna gore).

4.3 Biyokimyasal Bulgular

4.3.1 Hipokampus dokusunda BDNF diizeyi

Hipokampus doku 6rneklerinde, 6grenme-bellek mekanizmasini degerlendirmek igin
BDNF seviyesi olgiildii. BDNF seviyesi kontrol grubuna gore kiyaslandiginda, NTG
grubunda azalma oldugu fakat istatistiksel olarak anlamli olmadig tespit edildi. TQ
ve NTG+TQ gruplart yine kontrol grubuna gore kiyaslandiginda bir miktar artig
oldugu, fakat istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulundu. BDNF seviyeleri NTG
grubuna gore kiyaslandiginda ise hem TQ hem de NTG+TQ gruplarinda artis oldugu
fakat bu artisin sadece TQ grubunda istatistiksel olarak anlamli (**p<0.01) oldugu
tespit edildi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 : Deney gruplariin (K; Kontrol, NTG; Nitrogliserin, TQ; Timokinon,
NTG+TQ; Nitrogliserin+Timokinon) hipokampus BDNF diizeyleri (**p<0.01,
istatistiksel anlamlilik).

4.3.2 Hipokampus dokusunda CREBI1 diizeyi

Hipokampus doku 6rneklerinde, 6grenme-bellek mekanizmasini degerlendirmek igin
CREBI seviyesi o6l¢iildii. CREBI1 seviyesi kontrol grubuna gore kiyaslandiginda,
NTG ve NTG+TQ gruplarinda azalma oldugu, ancak bu azalmanin sadece NTG
grubunda istatistiksel olarak anlamli (¥p<0.05) oldugu belirlendi. Gruplar NTG
grubuna gore kiyaslandiginda ise hem TQ (***p<0.001) hem de NTG+TQ
(**p<0.01) gruplarinda anlamli bir artig oldugu tespit edildi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 : Deney gruplarinin (K; Kontrol, NTG; Nitrogliserin, TQ; Timokinon,
NTG+TQ; Nitrogliserin+Timokinon) hipokampus CREB1 diizeyleri (*p<0.05,
*#p<0.01, ***p<0.001, istatistiksel anlamlilik).

4.3.3 Hipokampus dokusunda SOD diizeyi

Hipokampus doku oOrneklerinde, hiicresel endojen antioksidan diizeylerini tespit
etmek i¢in siiperoksit dismutaz (SOD) diizeyleri 6lgiildii. SOD diizeyleri kontrol
grubuna gore kiyaslandginda, sadece TQ grubunda istatistiksel olarak anlamli
(***p<0.001) bir artis oldugu goriildii. Gruplar NTG grubu ile kiyaslandiginda ise,
yine TQ grubunda istatistiksel olarak anlamli (***p<0.001) bir artisin oldugu
belirlendi. TQ grubundaki SOD diizeyi artisinin NTG+TQ grubuyla kiyaslandiginda
da istatistiksel olarak anlamli (***p<0.001) oldugu tespit edildi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 : Deney gruplarinin (K; Kontrol, NTG; Nitrogliserin, TQ; Timokinon,
NTG+TQ; Nitrogliserin+Timokinon) hipokampus SOD diizeyleri (***p<0.001,
istatistiksel anlamlilik).

4.3.4 Hipokampus dokusunda CAT diizeyi

Hipokampus doku oOrneklerinde, hiicresel endojen antioksidan diizeylerini tespit
etmek icin katalaz (CAT) diizeyleri de ol¢iildii. CAT diizeyleri kontrol grubuna gore
kiyaslandiginda, sadece TQ grubunda istatistiksel olarak anlamli (***p<0.001) bir
artis oldugu belirlendi. Gruplar NTG grubu ile kiyaslandiginda ise, yine TQ
grubunda istatistiksel olarak anlamli (***p<0.001) bir artisin oldugu goriildi. TQ
grubundaki CAT diizeyi artisginin NTG+TQ grubuyla kiyaslandiginda da istatistiksel
olarak anlamli (*p<0.05) oldugu tespit edildi (Sekil 4.8).

53



150
% e %

* %% *

-

o

o
|

CAT U/mg protein
(%]
=
|

| | 1
0 O O
> &o"
<

Sekil 4.8 : Deney gruplariin (K; Kontrol, NTG; Nitrogliserin, TQ; Timokinon,
NTG+TQ; Nitrogliserin+Timokinon) hipokampus CAT diizeyleri (*p<0.05,
*#%p<0.001, istatistiksel anlamlilik).

4.4 Immunohistokimyasal Bulgular

Beyinlerin ~ bir  yarikiiresinin  hipokampal  bolgesinden  aliman  kesitlerde
immunohistokimyasal analizler yapildi. Yapilan immunofloresan boyama sonucunda
elde edilen GFAP pozitif hiicreler mikroskop altinda goriintiilenerek sayildi (Sekil
4.9). Gruplar kontrol grubuna gore degerlendirildiginde, GFAP pozitif hiicre
sayisinin NTG, TQ ve NTG+TQ gruplarinin iiclinde de istatistiksel olarak anlamli
bicimde arttig1 goriildii (sirayla ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05) (Sekil 4.10).
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Sekil 4.9 : Hipokampal bolgeden alinan kesitlerde Kontrol, TQ, NTG ve NTG+TQ
gruplarinda GFAP pozitif astroglial hiicreler.
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Sekil 4.10 : Deney gruplarinin (K; Kontrol, NTG; Nitrogliserin, TQ; Timokinon,
NTG+TQ; Nitrogliserin+Timokinon) hipokampal bolgesinden alinan kesitlerde
GFAP pozitif hiicre sayilar (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, istatistiksel
anlamlilik).
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5. TARTISMA

Migren, genetik yatkinligi olan kisilerde multifaktoriyel olarak ortaya ¢ikan
norovaskiiler bir hastalik olarak kabul edilmektedir [198]. Patofizyolojisi birden fazla
teori ile agiklanabilen migren hastaliginda, trigeminovaskiiler sistem aktivasyonu ve
norojenik enflamasyon onemli bir yer tutmaktadir. Trigeminovaskiiler aktivasyonun
neticesinde gelisen sensitizasyonun klinik yansimasi ise bas agrist ve allodini olarak

ortaya ¢ikmaktadir [199].

NTG, klinik Oncesi ¢aligmalarda trigeminovaskiiler duyarliligi artirarak migren
modeli olusturmak i¢in kullanilan yontemlerden biridir [200]. Kemirgenlerde NTG
kullanimi fotofobi ve agr1 davranigina sebebiyet vermektedir [201]. Hayvanlarda agri
deneyiminin degerlendirilmesi ise olduk¢a zordur. Agr1i kavraminin subjektif
olmasinin yaninda hayvan davraniglariyla iliskilendirmek de oldukga giictiir. Benzer
durumlarda benzer motor davranislarin sergilenmesi ve bu durumlara ¢ogu kez basit
refleks, vokalizasyon veya kagma ile yanit verilmesi deney hayvanlarinda agri
degerlendirmesini giiclestirmektedir [130]. Deney hayvanlarinin agris1 dogrudan
Ol¢iilemediginden indirekt agr1 dl¢limlerinden yararlanilmaktadir ve potansiyel bir
agr1 veya sikintinin gostergeleri olarak aglama, yiiz ifadesi, davranis ve durus, ses
degisiklikleri gibi bulgular kullanilmaktadir [202]. Ayrica NTG kullanilarak migren
modeli olusturulan bir calismada enjeksiyondan sonra hayvanlarda arka
ekstremitelerin yere yapistirilmasi, zor ve sarsak yiiriime, rahat pozisyonu arama,
kasinma, kulaklardaki damarlarin belirginlesmesi, anormal uyku, tiiylerin diklesmesi,
sese duyarliligin artmasi gibi agr1 belirtilerinin olustugu gosterilmistir [203]. Bizde
bu calismaya paralel olarak, NTG ile migren modeli olusturdugumuz sicanlarda

tilylerde diklesme olustugunu gozledik.

Tail-flick testinin analjezik ilaglarin farmakolojik etkilerinin arastirildigi ¢aligmalarda
yararli oldugu bildirilmektedir [204]. Calismamizda, siganlarda NTG uygulamasi ile
olusturulan deneysel migren modelinde agr1 olusup olusmadig ile birlikte siganlara

uygulanan TQ’nun analjezik etkisinin olup olmadigini aragtirdik. Bu amagla agr
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varliginin  degerlendirildigi  belirti  bulgularin  yaninda, analjezik etkinligi

degerlendirmek i¢inse tail flick testi kullandik.

TQ noroprotektif, antikonviilsan ve kas gevsetici gibi bir¢ok farmakolojik etkisi olan
benzersiz bir molekiildiir ve bildirilen birgok etkisinin yaninda noropatik agri gibi
cesitli agri tiplerinde etkili oldugu bildirilmektedir [18,196]. Celik vd., (2014)
noropatik agr1 modeli olusturduklar1 bir c¢alismada TQ’nun farkli dozlardaki
antinosiseptif etkisini incelemislerdir. Calismada, TQ’nun farkli dozlar1 arasinda
anlaml bir fark olmadig1 ve calismada kullanilan en diisiik dozun antinosiseptif etki
gortermesi agisindan yeterli oldugu gosterilmistir [205]. Calismamizda ise tail flick
test sonuglarinin, grup i¢i ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olusturmadig1 tespit edildi. Bu sonu¢, TQ’nun NTG ile olusturulan migren

modelinde analjezik etkisinin olmadigini diisiindiirmektedir.

Migren siklikla mitokondriyal bozukluklarla iliskilidir [206]. Mitokondriler, glikoz
ve oksijen kullanan enerji iireticileridir ve bu faaliyetleri sonucunda reaktif oksijen
tirlerinin agiga c¢ikmasina sebep olurlar [207,208]. Reaktif oksijen tiirlerinin
organizmada mitokondriyal bozukluklar nedeniyle asir1 iiretimi ise oksidatif stres
olusumuna katkida bulunmaktadir [208]. Oksidatif stresin migrenle iliskili oldugu
bildirilmektedir ve beynin yliksek enerji gereksinimi-mitokondri-oksidatif stres

licliisiinlin migren patogenezinde potansiyel bir etken oldugu diisiintilmektedir

[185,187].

Oksidatif stres, serbest radikaller ile antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki
dengenin bozulmasiyla olusmaktadir. Antioksidanlar oksidasyona karsi miicadele
eden maddelerdir ve bu islevi, serbest radikal iireten reaksiyon basamaklarina etki
ederek, reaktif oksijen konsantrasyonunu azaltarak, serbest radikal {iretimini baglatan
ilk radikali etkisiz hale getirerek ya da gecis metalleri ile selat olusturarak
gerceklestirirler. Tiim hayvansal ve bitkisel organizmalar serbest radikallerin
etkilerini onlemek i¢in endojen antioksidan sistemlere sahiptir [209]. SOD, CAT ve
GPx enzimleri ise endojen antioksidanlardir ve deneysel calismalarda antioksidan
belirteci olarak kullanilmaktadir. NTG ile migren olusturulan bir ¢alismada, Mn-
SOD seviyeleri 6l¢iilmiis ve NTG enjeksiyonundan sonra uygulanan dimetil fumarat
tedavisinin Mn-SOD aktivitesini artirdigi gosterilmistir. Bu sonug, dimetil fumarat
tedavisinin antioksidan enzim seviyesini ylikselttigi ve migrene bagl oksidatif stresin

azaltilmasinda 6nemli rol oynayabilecegi ile iliskilendirilmistir [210].
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TQ’nun farkli mekanizmalarla antioksidan aktivite gosterdigi yapilan ¢aligmalarda
bildirilmektedir. Deneysel nefropati olusturulan bir ¢alismada TQ’nun demir bagiml
lipit peroksidasyonunu engelledigi gosterilmistir [211]. Diger bir ¢alismada, sican
hipokampuslarinda iskemi ile néronal hasar olusturulmus ve iskemi 6ncesi kullanilan
TQ’nun yiiksek malondialdehit seviyesini digiirerek noroprotektif etki gosterdigi
bildirilmigtir [195]. Siganlarda norodejenarasyon olusturulan bir ¢alismada ise, TQ
tedavisinin deney gruplarinda SOD aktivitelerini artirdig1r gosterilmistir ve bu
sonuglarin  TQ’nun Parkinson hastaligi gibi oksidatif stresinde rol oynadig
norodejenaratif hastaliklarda noroprotektif etki gostermesi acgisindan anlamli
bulunmustur [212]. Sisplatin ile indiiklenen norotoksisite modelinde ise TQ’nun
benzer sekilde, SOD aktivitesini artirdigi ve lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi
bildirilmistir ve bu etkilerle oksidatif strese karsi kullanilabilecek noroprotektif etkili
bir bilesik oldugu gosterilmistir [213]. Biz de ¢alismamizda enzim antioksidanlardan
SOD ile birlikte CAT diizeylerini degerlendirdik. Calismamizda her ne kadar
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmasa da, SOD ve CAT diizeylerinin NTG+TO
grubunda kontrol ve NTG grubuna gore arttig1 belirlendi. TQ uygulanan grupta ise
diger tiim gruplara gore SOD ve CAT seviyelerinin her ikisinin de anlamli olarak
arttig1 bulundu. Bu bulgular, TQ’nun oksidatif stres iizerindeki noroprotektif etkisini

gosteren literatiirdeki diger ¢calismalarla uyumludur.

Cok sayida ¢aligma migrenli kisilerin migreni olmayanlara gére daha kot biligsel
performansa sahip olduklarin1 gostermektedir [214]. Yapilan bir ¢alismada,
tekrarlayan migren ataklari olan hastalarda hipokampal hacimde azalma oldugu
gosterilmistir [215]. NTG ile indiiklenen deneysel migren modelinde ise L-
arginin/NO yolunun Ogrenme ve bellegi bozabilecegi gosterilmistir [216].
Hipokampusa bagli mekansal 6grenme ve bellek arastirmalari i¢in kullanilan MWM
testi, mekansal Ogrenmenin degerlendirildigi O6grenme periyodu ve bellegin
degerlendirildigi test periyodu olmak iizere iki asamadan olusmaktadir. Inflamatuvar
mediyatorler kullanilarak olusturulan deneysel bir migren modelinde migrenin,
MWM testinde 6grenme ve bellek defisitine sebep oldugu gosterilmistir [217].
Calismamizda, migrenin  6grenme-bellek  fonksiyonlarma  olan  etkisini
degerlendirmek icin hayvan deneylerinde siklikla kullanilan MWM testini uyguladik.
Bizim ¢aligmamizin sonuglar1 degerlendirildiginde, 6grenme periyodunda platformu

bulma siiresinin NTG grubunda deneyin 3 ve 4. giinlerinde anlamli olarak arttig
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bulundu. Ayrica deneyin test periyodunda NTG grubunun platform kadraninda
gecirdigi siirenin kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde daha kisa oldugu
belirlendi. Calismamizda ayrica, hayvan deneylerinde 6grenme-bellek
mekanizmasinin degerlendirilmesi i¢in kullanilan BDNF ve CREBI1 diizeyleride
Olclilmiistir.  Calismamizin  hipokampus CREB1 ve BDNF diizeyleri
degerlendirildiginde ise, CREBI1 seviyesinin NTG grubunda kontrol grubuna goére
anlaml olarak azaldigi, BDNF seviyesinin ise istatistiksel olarak anlamli olmasa da
azalma gosterdigi belirlendi. Tiim bu bulgular, migrenin 6grenme ve bellek iizerine

olumsuz etkisini gosteren literatiirdeki diger verileri desteklemektedir.

Ortaya konmus pek ¢ok yarar1 olan TQ’nun, sinir sistemi iizerinde koruyucu etkisi
oldugu yapilan galigmalarda bildirilmektedir [190]. Ogrenme ve bellek bozuklugu
olusturulan si¢anlarda yapilan bir ¢aligmada, TQ’nun antioksidatif etki gosterek
O0grenme defisitini iyilestirdigi gosterilmistir [218]. Diger bir ¢alismada ise TQ nun,
CREB fosforilasyonunu uyararak yetiskin siganlarda CREB/BDNF yolagi ile bellek
gelisiminde rol oynadigi bildirilmistir [219]. Diger bir hayvan modelinde ise
TQ’ nun, MWM testinin test periyodunda platform kadraninda gegen siireyi artirarak
bellek defisitini iyilestirdigi  bulunmustur [220]. Calismamizin  sonuglari
degerlendirildiginde ise, hipokampal CREBI diizeyinin TQ grubu ile NTG+TQ
gruplarinda NTG grubuna gore anlamli olarak arttigi bulundu. Hipokampal BDNF
seviyesinin de benzer sekilde TQ ve NTG+TQ gruplarinda NTG grubuna gore arttig1
belirlendi. Bu veriler, TQ nun 6grenme ve bellek defisitine olumlu etkisini gdsteren
diger calismalarla paralellik gostermektedir. Ayrica ¢alismamizda, MWM testinin
O6grenme periyodundaki platformu bulma siirelerinin TQ ve NTG+TQ gruplarinda
azalma egiliminde olmasi, TQ’nun mekansal O6grenme {izerinde olumlu etkisi
oldugunu diisiindlirmektedir. Literatiirdeki verilerden farkli olarak c¢alismamizin
MWM testinin test periyodunda, platform kadraninda gecirilen siirenin TQ grubunda
kontrol grubuna gore kisaldigr bulunmustur. Bu durumun ise, gruptaki hayvanlarin
ilgisizligi veya motivasyon diisiikliigli gibi etkenler nedeniyle olusabilecegi

diistiniilmektedir.

Astrositler plastisitede 6nemli rol oynar ve 6grenme-bellek ile iligkilidir. Yapilan bir
calismada astrosit aktivasyonunun, sinaptik plastisite ve ayn1 zamanda hipokampusta
NMDA bagimli LTP’nin indiiklenmesinde rol oynadig1 gosterilmistir [221]. Astrosit

aktivasyonunun en 6nemli belirtisi ise GFAP protein ekspresyonunun asir1 artigidir
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[222]. Calismamizda; TQ grubunun GFAP pozitif astroglial hiicre sayisinin kontrol
grubuna gore artmasi, NTG+TQ grubunda da ayni sekilde GFAP pozitif hiicre
sayisinin kontrol grubuna gore artmasi, migrenin oksidatif stres ile birlikte 6grenme-
bellek ile iliskisi de degerlendirildiginde, migren modelinde astrosit aktivasyonunun
ogrenme-bellek ile de iliskili olabilecegi ve TQ nun CREBI ve BDNF seviyesindeki
artis ile beraber astrosit aktivasyonu ile de 6grenme ve bellegi destekleyebilecegini

diistindiirmektedir.

Bunun yanisira, reaktif astrositler c¢esitli bozukluklar ile de iliskilendirilmektedir
[223]. Kronik migren olusturulan ve astrosit yanitindaki degisiklerin arastirildig bir
caligmada, deney gruplarindaki GFAP pozitif hiicrelerin sham grubuna gore arttigi
gosterilmistir ve bu bulgu astrositlerin migren patogenezinde rol oynayabilecegi ile
iliskilendirilmistir [224]. Calismamizda da benzer sekilde NTG ve NTG+TQ
gruplarinda kontrol grubuna gére GFAP pozitif hiicre sayisinin arttigi, bu artigin
NTG grubunda NTG+TQ grubuna kiyasla daha fazla oldugu bulunmustur. Bu sonug,
astrositlerin migren pazofizyolojisinde etkisinin olabilecegini ve TQ’nun diizelme

saglayabilecegini diislindiirmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Caligmamizin sonuglart degerlendirildiginde deneysel migren modelinde TQ’nun;

1.
2.
3.

Migren agrisi lizerinde analjezik etkisinin olmadig,

Mekansal 6grenme tizerinde olumlu etkisinin oldugu,

Ogrenme-bellek mekanizmalarina BDNF ve CREBI1 seviyelerini artirarak
katk1 sagladigi,

Migrenle iligkili oksidatif stres iizerine, SOD ve CAT seviyelerini artirarak
olumlu etki gosterdigi,

Migren ve oksidatif stres ile iliskili 6grenme-bellek defisitine astrosit
aktivasyonu ile olumlu etki edebilecegi,

Migrenle iliskili astroglial aktivasyon iizerinde protektif etki gosterebilecegi

sonucuna varilmistir.
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