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1. OZET

Absans Epilepside Duyusal Noronlarda Kalsiyum Homeostazisi ve
Sinyallesmesinin Genetik Epileptik WAG/RIj Sicanlardan izole Edilen Trigeminal

Gangliyon Hiicrelerinde Incelenmesi

Epilepsi sendromlarinda migren gibi bas agrist goriilme sikliginin fazla olmasi,
epileptogenezin agr1 duyarlilasmasina neden olabilecegini diisiindiirmektedir. Trigeminal
gangliyon (TG) noronlar tipik nosiseptorlere 6rnek olup; agri/nosisepsiyonla alakali
reseptor ve iyon kanallarinin ¢ogunun ifade edildigi bu yapilar bas ve yiiz bolgesi ile
alakali sinyallerin baglamasinin ilk kademesini teskil eder. Bu siiregte, hiicre i¢i serbest
kalsiyum ([Ca*?];) seviyesindeki artis agr1 olusum ve iletiminde kritik 6neme sahiptir.
Epileptiklerde yiiksek seyreden migren/bas agrisinin TG ile temsil edilen nosiseptorlerin
aktivasyon mekanizmasindan mi1 yoksa bu agrinin santral islenmesinden mi
kaynaklandig1 bilinmemektedir. Bu amacla TG noronlarda kalsiyum homeostazisi ve
algojenik ajanlara [Ca*?]; artis1 cevaplar1 WAG/Rij epileptik ve saglikli Wistarlar arasinda
karsilastirildi.

Yetiskin WAG/Rij (absans epileptik nobet gegiren) ve Wistar siganlardan izole
edilen TG’ler enzimatik ve mekanik islemlerle TG néronlarina ayristirilarak kiiltiire
edildi. Daha sonra kalsiyuma duyarl: floresan boya olarak fura-2 AM ile yiiklenen TG
noronlart; kapsaisin (1 uM, aci biberin etken maddesi, algojenik ajan olarak), yiiksek
hiicre dis1 KCI (60 mM, non-spesifik membran depolarizasyonu) ve ATP (100 mM,
purinerjik agonist olan algojenik ajan) ile uyarildi. Bu uyarilarla indiiklenen [Ca*?);
(Eksitasyon: 340 nm/380 nm, emisyon @ 510 nm) cevaplari, dijital mikroskobik goriintii
analiz sistemiyle kayit edildi ve kalsiyum kanal blokeri diltiazemin [Ca*?]i cevaplar
tizerine etkisi, ajanlar uygulanmadan dnce 50 saniye (S) 6n-muamale yapilarak incelendi.
Hiicrelerin 340 nm/380 nm floresan oraninda artis [Ca*?]i belirteci olarak kullanildi.

Bulgularn istatistiksel degerlendirilmesinde Student t-testi kullanildu.

WAG/RIj sigan TG hiicreleri ATP uygulamasia [Ca*?]; diizeyinde artisla cevap
verdi. Normal kosullarda WAG/Rij si¢anlardan izole edilen TG hiicrelerinde pik ATP
cevabit 340 nm/380 nm orami [1.40+0.17 (n=19)] diizeyinde iken; diltiazem ile On-
muamele sonrasi bu cevap [1.284+0.12 (n=10)] diizeyinde baskilanmis olarak ger¢eklesti

(p<0.05). Wistar si¢anlardan izole edilen TG néronlarinda bazal sartlardaki pik ATP



cevabr [1.66+0.21 (n=14)] oranindayken diltiazem On-muamelesi sonrasi bu deger
[1.274£0.16 (n=14)], yani anlamli diizeyde diisiiktii (p<0.005). TG néronlarinin nosiseptif
uyaran kapsaisine cevabi WAG/Rij grubunda [2.78+0.52 (n=9)] Wistar grubunda ise
[2.42+0.79 (n=20)] olarak tespit edildi (p<0.05). Hem Wistar hem WAG/Rij si¢an

duyusal noronlar1 nosiseptif uyarilara [Ca*?]; artis1 ile cevap verdi.

Bu tez calismasmin bulgular: epileptik WAG/Rij siganlarin TG néron nosiseptif
kalsiyum sinyallerinin saglikli Wistarlarinkine benzer oldugunu gostermektedir.
Epilepside daha yiiksek olan bas agrisinin olusmasina TG ndronlarinda kalsiyum

sinyallesmesinin anlamli deredece aracilik etmedigi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Agri, epilepsi, migren, trigeminal gangliyon



2. SUMMARY

Investigation of Calcium Homeostasis and Signalling in Absence Epilepsy Using
Trigeminal Ganglion Cells Isolated from Genetic Epileptic WAG/Rij Rats

The high incidence of comorbidities of migraine headache and epilepsy syndromes
suggest that epileptogenesis may cause pain sensitization. Trigeminal ganglion (TG)
neurons, are typical nociceptors, express most of the ion channels and receptors involved
in nociception/pain, and their activation represents the first stage in pain signals from the
orofacial region. In this process, the increase in intracellular free calcium ([Ca*?];) level
has a critical role in the generation and transmission of pain signals. It is not clear whether
the increased incidence of migraine/ headache in epileptics arises from altered activation
of peripheral nociceptors, represented by TG neurons, or from central mechanisms of this
signaling pathway. For this purpose, it was aimed to determine whether there is a
dissimilarity in calcium homeostasis and [Ca*?]i responses to algogenic agents in TG
neurons from epileptic WAG/RIj and healthy Wistar rats.

TGs were obtained from adult WAG/RIij and Wistar rats by enzymatic and
mechanical procedures and isolated TG neurons were cultured. Then, the cells were
loaded with the calcium-sensitive fluorescence dye, fura-2 AM and effects of capsaicin
(1 uM, algogenic agent, the ingredient of hot pepper), high extracellular KCI (60 mM,
non-specific membrane depolarizing agent), ATP (100 mM, the purinergic agonist,
algogenic agent) on [Ca*2]i in TG cells from epileptic and normal rats were investigated.
Response ratios to excitation (excitation: 340 nm/380 nm, emission@ 510 nm) were
recorded and quantified by using digital microscopic image analysis system. Effects of
calcium channel blocker diltiazem (10 pM) to [Ca*?]; level responses were investigated
by applying about 50 seconds (s) via pre-treatment before adding agents. The 340 nm/380
nm fluorescence ratios are regarded as an indicator of [Ca*?]; levels. Student t-test was

used for statistical analysis of data.

The TG neurons from WAG/RIj rats responded to the ATP application by increase
in [Ca*™?]i. Under normal recording conditions, the peak of [Ca*?]i response was
[1.40+0.17 (n=19)] which was significantly attenuated by after diltiazem pre-treatment to
[1.28+0.12 (n=10)] (p<0.05). The TG neurons from Wistar group, the peak response to
ATP was [1.66+0.21 (n=14)] and highly significantly attenuated to [1.27+0.16 (n=14)]



after diltiazem pretreatment (p<0.005). The [Ca*2]i responses of TG neurons to capsaicin
was [2.784+0.52 (n=9)] and attenuated to [2.42+0.79 (n=20)] after diltiazem pretreatment
(p<0.05).

TG neurons from both epileptic WAG/RIij and healthy Wistars responded to
nociceptive stimuli by the increase in [Ca*?]i. The data from this thesis study indicates
that the calcium signaling responses of TG neurons from WAG/RIj and Wistars were very
similar in general terms. Calcium signaling in TG neurons may not play a significant role

in the high incidence of headache in epilepsy.

Keywords: Epilepsy, migraine, pain, trigeminal ganglion



3. GIRIS VE AMAC

Epilepsi hastalarinda migren ve fibromiyalji gibi agr1 sendromlar1 sik goriilen
komorbid durumlardir (1, 2). Migren prevelansinin epilepsi hastalarinda %160 daha
yiiksek olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (2). Epilepsi ve migren ile iliskili artan sayida ortak
genetik mutasyon ve polimorfizm tanimlanmistir (3, 4). Epilepsi ve migren bu kadar i¢
ice olmasma ragmen bu komorbiditenin mekanizmasi heniiz bilinmemektedir (5).
Epilepsi, tek bir odak kaynagi olmaktan ziyade bir noronal agin (epileptik ag)
disfonksiyonu olarak diisiiniiliir. Epilepsinin karakteristik spontan nobetleri, belirgin
herhangi bir sebep olmaksizin ndronal agmn uyarilabilirlik esiginin diismesinden

kaynaklanmaktadir (6, 7).

Yiiz ve bas bolgesindeki duyu ve agri hissini tagiyan trigeminal sinirin oftalmik dali
migren gibi primer bas agrilarinda 6nemli rol oynamaktadir. Trigeminal vaskiiler sistem
(TVS), hiicre govdeleri ipsilateral TG i¢inde yer alan primer néronlardan olusur. Cevresel
olarak bu néronlar dura materi ve serebral ve meningeal vaskiiler sistemi innerve
etmektedir (7, 8). Santral lifler, periferik bilgilerin talamus ve serebral kortekse tasinmasi
nedeniyle agr1 algilamasi saglayan kaudal beyin govdesinde trigeminal ¢ekirdegin i¢inde
sinapslar olusturur (9, 10). TG ndronlarinin aksonlart yaygin olarak TRPV1 reseptorleri,
purinerjik ve peptiderjik norotransmitterlerle uyarilabilen reseptdrler ve ayrica voltaj
kapil kalsiyum kanallar1 gibi bir¢ok iyon kanali bulunduran C polimodal nosiseptorleri
icerirler (11). Bu duyusal noronlar nosiseptif bir uyaranla (yiiksek hiicre dis1t KCI, ATP,
kapsaisin, vb.) uyarildiklarinda aksiyon potansiyelleri atesleyerek mesaji1 beyine iletir ve
agr1 algilanmasini saglarlar. Purinerjik reseptorler, adenozin trifosfatin (ATP) hiicre
disina baglanmasina yanit olarak plazma potasyum, sodyum ve kalsiyum gibi katyonlara
gecirgen, membran iyon kanallaridir. ATP’nin P2X ve P2Y tipi reseptorler aracilign ile
hem beyinde hem de sempatik gangliyonlarda sinaptik iletimde rol aldig: bilinmektedir
(12, 13).

Vaniloid reseptéor TRPV1 1997°de tanimlanmis ve karakterize edilmistir (14) ve
transient reseptor potansiyeli (TRP) kanallarinin genis ailesinin bir iiyesidir (15).
TRPV1, dogrudan kapsaisin ve benzer kimyasal maddeler (vaniloidler), diisiikk pH ve

zararli sicaklik diizeyindeki uyarilar (43°C’nin {izerinde) tarafindan aktive edilir (16).



Esas olarak TG nosiseptorlerinde ve dorsal kok gangliyonunda (DKG) eksprese
edilmektedir (17, 18).

Bu tez ¢alismasinin amaci; WAG/Rij ve Wistar sigan TG noronlarinda ATP ve
kapsaisin ile indiiklenmis hiicre i¢i kalsiyum sinyallerini incelemek, bu sinyallerin
epileptik ve non-epileptik siganlarda farkli olup olmadigini belirlemek ve bu yolla
epilepside yaygin olan bas agrisinda primer duyusal néronlar olarak TG noronlarinda
nosiseptif kalsiyum sinyallesmesi arasinda bir fark olup olmadigina yani TG noronlari ile
temsil edilen birinci sira nosiseptorlerde sinyal olusumu bakimindan fark olup olmadigina

yonelik deneysel veri ortaya koymaktir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Epilepsi
4.1.1. Tamim

Epilepsi santral sinir sisteminde, kortikal veya subkortikal bolgelerde yer alan
néron gruplarinin ani, anormal ve hipersenkronize desarjlari sonucu ortaya c¢ikan,
genellikle tekrarlayici nitelikte nobetlerle karakterize klinik bir tablodur. Epilepsi belirli
bir hastalik ya da sendromdan ziyade, beyinde ¢esitli patolojik siire¢lerden kaynaklanan
semptomlar biitiiniidiir (19). Epilepsi nobeti; motor, duyusal, duygusal, bilissel, otonom
ve siklikla pozitif (fokal ve/veya jeneralize kasilmalar ve haliisinasyonlar gibi) bazen de

negatif (¢cevreyle olan iliskinin kesilmesi) belirtilerle ortaya ¢ikar (20).

Epilepsi; ndrobiyolojik, kognitif, psikolojik ve sosyal sonuglarla birlikte, epileptik
ndbet olusturmaya kalict bir yatkinlik ile karakterize olan bir beyin hastaligidir. Epilepsi

tanist konulabilmesi igin en az bir epileptik nébetin ortaya ¢ikmasi gerekmektedir (19).

Epileptogenezis, beyinde meydana gelen molekiiler ve hiicresel degisiklikler
kaskadiin tetiklenmesiyle spontan ndbetlerin olusmasina neden olan beyin hasari

stirecini ifade etmektedir (21).
4.1.2. Epidemiyoloji

Yakin zamanda yapilan ¢aligmalara gore, diinya ¢apinda 70 milyon insan epilepsi
hastas: bulunmakta ve bunlarin % 90’a yakini gelismekte olan {ilkelerde yasamaktadir.
Gelismekte olan iilkelerde yapilan ¢aligmalarda kirsal bolgelerde epilepsi prevalansi

ortalama % 1.54 iken, kentsel bolgelerde ise % 1.03 civarina diistiigii goriilmektedir (22).

Kiiresel olarak, her yil tahmini 2.4 milyon insana epilepsi tanis1 konmaktadir.
Yiiksek gelirli iilkelerde, yillik yeni vaka sayisi, her 100 000 insanda 30 ila 50 arasinda
degismektedir. Diigiik ve orta gelirli iilkelerde bu rakam yaklasik olarak iki katina
cikmaktadir. Bu, muhtemelen; sitma ve norosistiserkoz gibi endemik durumlar, karayolu
trafik yaralanmalar1 ve dogum sirasindaki yaralanmalar, tibbi altyapidaki varyasyonlar,
koruyucu saglik programlari ve bunlarin erisilebilirligi riskin artmasina neden olur (23).
Gelismis iilkelerde epilepsi prevalansi, 1 000 kisi basina 4 ila 6 vaka arasinda degisirken
gelismekte olan iilkelerde bu say1 1 000 kisi basina 14 ila 57 vaka arasinda degismektedir

(24-26). Diinyanin baz1 bolgelerinde norosistiserkoz gibi spesifik enfeksiyon hastaliklari



siklikla epilepsiye neden olur (27). Epilepsi insidansi1 geligmis tilkelerde, ¢ocuklarda ve
yaslilarda en yiiksek oranlara c¢ikmaktayken gelismekte olan iilkelerde ise erken

yetiskinlik doneminde pik yapmaktadir (28).
4.1.3. Etiyoloji

Epilepsi i¢in, dogumda ya da herhangi bir yasta meydana gelen kafa yaralanmalari,
kromozomal/genetik sendromlar, dogustan gelisen metabolizma sendromlari, merkezi
sinir sistemi (MSS) tiimorleri ya da enfeksiyonlar1 gibi bilinen ve ayrica nedeni
bilinmeyen birgok risk faktorii vardir. Enfeksiyondan kaynaklanan epilepsi, diisiik gelirli
tilkelerde major morbidite ve mortalite nedenidir. Herpes simplex viriisii en yaygin ve en

siddetli viral ensefalittir (29).
4.1.4. Siiflandirma

Uluslararas1 Epilepsiyle Savas Ligi (ILAE) siniflandirma komisyonu “Epilepsiler
ve Epileptik Sendromlarin Siniflama” ile epilepsi sendromlarini Ozetlemistir. Bu
smiflama epileptik ndbetlerdeki farkliliklari, etiyolojik faktorleri, yas faktoriinii, nobet
tipini ve elektroensefalogram (EEG) bulgularini goz 6niine alarak epileptik sendromlari
siiflandirmistir (Tablo 1) (30).

Epilepsi nobetleri degisik tiplerde olabilir;

Fokal nobetler; serebral hemisferin sinirl bir bélgesindeki ndronlarin aktivasyonu
sonucunda olusur ve yiiz, kol veya bacaktaki kasilmalar ile karakterizedir. Parsiyel
ndbetlere (basit parsiyel) biling kaybi eklendiginde kompleks parsiyel nobetler olarak

adlandirilir.

Duyu ile ilgili nobetler; korteksin duyu ile ilgili bolgelerinden kaynaklanan
nobetlerdir ve kaynaklandigi korteks bolgesine gore beden yarisinda uyusukluk,
ignelenme, karmncalanma ya da bunun yaninda isitsel, gorsel ve tad duyusu ile ilgili

haliisinasyonlar hissedilebilir.

Otonom ndbetler; kizarma, terleme, kusma, renk solmasi, pupillalarda dilatasyon
gibi otonomik belirtilerle karakterize nobetlerdir. Jeneralize ndbetler (konvulsif ve non-
konvulsif) her iki hemisferden kaynaklanir. Nobetler sirasinda biling bozulabilir ve ¢ift
taraflt motor belirtiler olabilir. Farkli anatomik yapilar tarafindan olusturulan klonik yada

tonik tutulumlar ile nobetlerin klinik tablosu belirlenmektedir (20, 31).



Tablo 1. Epilepsi nobet tiplerinin genisletilmis siniflandirilmas: (ILAE’den, 30)

Fokal Nobetler Jeneralize Nobetler Diger Nobetler
Bilingli/Bilingsiz Motor Motor

Motor Tonik-Klonik Tonik-Klonik
Otomatizm Miyoklonik Epileptik Spazmlar
Atonik Miyoklonik-Tonik-Klonik  Non-Motor
Klonik Miyoklonik-Atonik Davranissal
Epileptik Spazmlar Atonik

Siniflandirilmayanlar

Hiperkinetik Epileptik Spazmlar

Miyoklonik Absans

Tonik Tipik

Non-Motor Atipik

Otonomik Miyoklonik

Davranigsal Gozkapagi Miyoklonisi

Bilingli

Duygusal

Duyusal

Fokalden bilaterale tonik klonik nobetler

4.2. Absans Epilepsi

Absans Epilepsi, beraberinde gegici bir biling kayb1 ve motor aktiviteyi kisa siireli
durdurmay1 getiren generalize non-konvulsif ataklarla karakterize 6zel bir epileptik
sendromdur. Absans nobetlere genellikle, hafif otomatizm veya uzuvlari, géz kapaklarini

ve goz kiiresini etkileyen orta siddette tonik veya klonik kasilmalar eslik eder (32).

Tipik absans nobetleri EEG’ye bilateral, senkronize ve diizenli 3-Hz diken-dalga
desarjlar1 (DDD) ile yansir, postiktal depresyon olmaksizin aniden baslayip sona erer. Bu
nobetler ilk 6nce 5-7 yas civarinda baslar ve daha sonra sessiz uyaniklik, dikkatsizlik ve
uyku ile uyanis arasindaki gegislerde diizenli olarak ortaya ¢ikar. Genellikle 10-20 s’den
daha az siirer, ancak bazi hastalarda sik olarak ortaya cikabilir. Absans nodbetlerin

farmakolojik duyarlilig1 oldukca essizdir: epilepsinin diger birgok formunda etkisiz olan



etosiliksimid ve ayni zamanda bazi genis spektrumlu antiepileptik ilaglar (6rn. valproat ve

daha az etkinlik i¢in lamotrijin) tarafindan bastirilirlar.

Absans epilepside hiicresel mekanizmada temel neden; T tipi kalsiyum kanallarinda
diisiik siddetli akimlar olmasidir ve etosiiksimid bu kanallar1 bloklayarak anti-absans etki
saglar (33-35). Aksine, jeneralize konvulsif ve parsiyel ndbetlere karsi oldukea etkili olan
karbamazepin ve fenitoin ile siddetlenirler (32). Absans nobetlerin yaninda bilissel ve
duyussal komorbiditeler de tanimlanmistir ancak baska norolojik bozukluklarla iligkili

degildir (36).

Absans nobetler ilk kez 1705 yilinda Poupart tarafindan tanimlanmis ve Tissot
tarafindan “petits acces’s” (hafif nobet) olarak isimlendirilmistir. 1824 yilinda ise isim
Calmeil tarafindan absans nobetler olarak degistirilmistir (37). Tipik absans nobetleri
genellikle ¢ocukluk caginda goriilmekle birlikte, eriskin yaslarda da devam edebilir ve
cok nadir de olsa eriskinlikte ilk kez ortaya ¢ikabilir (38). Baslangi¢ yas1 genellikle 3-15

yas arasi olup prevelansi kizlarda biraz daha siktir (39).
4.2.1. Absans Epilepsi Deneysel Modelleri

Deney hayvanlar1 ve deney hayvanlarindan elde edilen doku veya hiicreler
kullanilarak olusturulan deneysel modeller, insanda meydana gelen patofizyolojik
stiregler ve hastalik tablolarini ¢alismak i¢in en uygun platformlardir. Epilepsi konusunda
yapilacak bir calismada hastalarin ¢ogu agr1 yanitim etkileyebilecek antiepileptik ilag
aliyor olacagindan epilepsi hastalartyla homojen bir ¢aligma grubu olusturmak oldukg¢a

zordur. Bu amagla kullanilan hayvan modelleri yararl bir alternatiftir (40).

Ideal bir epilepsi modelinde, spontan olarak tekrarlayan ndbetler olmali ve bu
nobetler insanda varolan ndbetlere benzemeli; EEG’nin bi¢imi, ilgili epilepsi ¢esidinin
orneklerine benzemeli; nobetlerin frekansi, ilaglarin etkisini test etmeye yetecek Olgiide
olmali; antiepileptik ilaglarin  farmakokinetidi  insandakine benzer olmaly;
antiepileptiklerin etkili olduklar1 plazma ve beyin seviyeleri, insanda ilgili ndbeti 6nleyen

seviye kadar olmalidir (41).

Absans epilepside patogenezi ve farmakolojik profili aydinlatmak igin gerek
genetik gerek kimyasal ajanlarla olusturulan birgok model kullanilmaktadir. Absans tip,
konviilsif olmayan ndbet kriterlerini tasiyan ve en c¢ok kullanilan deneysel modeller

arasindadir ve spontan spike-wave dalga desarjli genetik hayvan modelleri olan WAG/Rij
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(Wistar albino Glaxo/Rijswijk) ve GAERS (Strazburg laboratuari kokenli genetik absans
epileptik sican) susu sicanlar bu modeller arasinda yer almaktadir. Wistar sicanlarin
kardes-kardes ¢iftlestirilmesiyle iiretilmistir ve EEG kayitlarinda bilateral, diizenli diken-
dalga desarjlar1 bulunmaktadir. GAERS ve WAG/Rij susu genetik modelleri,
norofizyolojik, farmakolojik ve davranigsal olarak insan absans epilepsisinin 6zelliklerini
gostermektedir (42, 43).

4.2.1.1. Genetik Absans Epilepsili WAG/Rij Sicanlar

Absans epilepsi modeli i¢in Wistar Albino Glaxo tiirii, Rijswijk, Hollanda’da 1986
yilinda yetistirilmistir (44, 45). Susun ad1 genellikle WAG/Rij olarak kisaltilir. WAG/RIj
susu, 100 kusak kardes-kardes ¢iftlestirilmesiyle elde edilen homozigot bir sican soyudur
(43, 46). Bu nedenle bu susun fareleri, absans epilepsi genetik altyapisini ve kalitimini
incelemek i¢in belirgin bir olanak sunmaktadir (40). inbred olarak iiretilen tiim yetiskin
WAG/R]j susu siganlarin EEG’lerinde eslik eden klinik belirtilerle DDD’ler oldugu
saptanmustir (Sekil 1). 6 aylik tiim disi ve erkek siganlarin kortikal EEG’lerinde ortalama
5 s siiren (1-30 s), 7-10 Hz frekansinda desarjlar goriilmektedir (47).

DDD’ler 2-3 aylik WAG/Rij siganlarin kortikal EEG’lerinde goriilmeye baslarken,
daha erken yaslarda olugsmamaktadirlar. Her saatte yaklagik 16-18 desarj olmakla beraber
bir giin igerisinde 300-400 desarj goriilmektedir (48).
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Sekil 1. WAG/Rij sicanlarin frontal EEG ile kaydedilen epileptik aktiviteleri
(Sitnikova’dan, 49)

DDD’ler bilateral olarak simetrik ve tiim cortexe jeneralizedir (50-52). WAG/RIj
sicanlardaki bu nobetlere yiizde miyoklonik jerkler, biyiklarin seyirmesi, solunumda

hizlanma, kafa sallama hareketi ve siklikla goz seyirmeleri eslik etmektedir (42).
4.3. Orofasiyal Duyular

Insan ve diger omurgalilarda, orofasiyal bolgeden elde edilen duyular, diger
somatik dokulardaki uyaranlarin 6tesinde bir 6neme sahiptir. Trigeminal afferent sistemi,
agiz ve burun delikleri, burun mukozasi, dil ve disler, ¢igneme kaslari, ekstra-okiiler
kaslar, agiz ve burun deligini ¢evreleyen mukokutandz birlesme dokulari, kornea,
yiizdeki deri ve altta yatan destekleyici dokular iceren bu kompleks alanda hem genel

hem de tek somatik duyusal fonksiyonlari innerve edecek sekilde diizenlenmistir (53).

Basin  kraniyal = sinirleri, viicudun omurilik sinirlerinin islevsel olarak
homologlaridir. Tipk1 omurilik sinirlerinin, bedensel ve visseral duyusallig1 saglamasinin
yani sira, viicudun motor innervasyonunu da sagladigi gibi, kraniyal sinirler de ayni islevi

yiiz ve kafa bolgesinde yapar (54).

Kraniyal sinirler (kafa ¢iftleri), beyin veya beyin sapindan ¢ikan ve bas ve boyun

bolgesi ile ilgili fonksiyonlar1 innerve eden sinirlerdir. Insanda, 12 ¢ift kraniyal sinir
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bulunmaktadir. Bu sinirler tanimlayict 6zel isimler alir ve MSS’den ¢ikis sirasina gore
rostro-kaudal sirada Romen rakamlariyla numaralandirilirlar. Trigeminal sinir, tim
kraniyal sinirlerin en biiyiiglidiir ve bas ve yiiziin duyusal bilgi aktarimini ve ¢igneme
kaslarinin motor innervasyonunu saglar. Bu karisik sinir, ponsun kenarindan kiigiik bir

motor ve genis bir duyusal kokle ortaya ¢ikar (55).

Agzin, ylz ve kafa derisinin duyusal innervasyonu besinci kraniyal (trigeminal)
sinire baglidir. Bu nedenle bu sinirleri etkileyen hastaliklar, duyusal kayiplar ve
orofasiyal agr1 gibi ciddi etkilere neden olabilmektedir. Ayrica trigeminal sinir, ¢igneme
kaslarmin motor kontroliinii de saglar. Yedinci kraniyal sinir yiiz mimik kaslarin1 kontrol
eder, bu nedenle sinir (alt motor noron lezyonlar1) veya merkezi baglant1 (iist motor néron
lezyonlar1) lezyonlar yiiz zayifligina yol agabilir. Tablo 2’de gosterildigi lizere, yiiz siniri
impulslarini; goézyasi bezlerine, tiikiiriik bezlerine, orta kulaktaki ilizengi kemiginin
(stapes) stapedius kasina tasir ve ayrica tad duyusunu anterior dilden iletir, bu nedenle bu

siniri tutan lezyonlar tat, isitme, gdzyasi ve tiikiiriigi etkiler (53).
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Tablo 2. Kraniyal sinirler (Felix’den, 56)

Sinir Yapisi Fonksiyonlar:
I Olfactory Duyusal Koku alma
Il Optic Duyusal Gorme

1l Oculomotor Duyu ve motor Gozdeki kaslar1 inerve eder.

IV Trochlear Duyu ve motor Superior oblique g6z kasini inerve
eder.

V  Trigeminal Duyu ve motor Yiz ve agiz duyulari; Cigneme
kaslarinin ¢alismasi

VI  Abducens Duyu ve motor Lateral lectus g6z kasini inerve
eder.

VIl  Facial Duyu ve motor Lacrimal glandlar ve salivary
glandular gibi yiiz ifadesi kaslarini
innerve eder.

VIl Vestibulo-cochlear  Duyusal Denge ve duyma

IX  Glossopharyngeal Duyu ve motor Farinkse yutma eylemi igin yardim
eder,

X Vagal Duyu ve motor Visseral organlarin  duyusu ve
parasempatik motor regiilasyonu

Xl Accessory Duyu ve motor Kafa, boyun ve omuzlar1 hareket
ettiren kaslar1 innerve eder.

X1l Hypoglossal Duyu ve motor Dil kaslarini innerve eder.

4.4. Trigeminal Sistem

4.4.1. Memelilerde Trigeminal Sistemin Fonksiyonel Anatomisi

Kraniyal sinirlerin besincisi ve en kalini olan trigeminal sinir, karma (duyu ve

motor) bir sinirdir ve bas bolgesinin 6nemli bir kismini, agiz mukozasini, nazal kaviteyi,

paranazal siniisleri, dura materin ¢cogunu, cerebral arterleri duyusal olarak innerve eder

ve basta ¢igneme kaslar1 olmak tizere birgok kasin motor innervasyonunu saglar (57).
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Latince uglii, ligliz anlamina gelen “tria” ve coklu anlamimna gelen “geminus”
terimlerinin birlesiminden tiiretilmistir. Gozle goriilebilen ii¢ biiyiik dala ayrildigi igin ilk
olarak 18. ylizyllda Winslow 1732’de bu siniri Fransizca “nerf trijumeau” olarak
isimlendirmis ve daha sonra Latice’ye “nervus trigeminus” olarak ¢evrilmistir (58, 59).
Trigeminal sinir, beyine ponsun ventral lateral ylizeyinden ¢ikar ve birka¢ milimetreden

sonra TG’ye girer (60).

Baslangigta ponstan, kalin bir duyusal kok (portio major) ve ince bir motor kok
(portio minor) olmak {izere iki koke ayrilarak yukari ¢ikar. Duyusal kok, hiicre govdeleri
TG’de bulunan duyusal noéronlarin birlesmesiyle olusurken, motor kok lifleri ise pons
icinde bulunan hiicre govdelerinden kaynaklanir. Ponsun govdesini lateralden terk
ettikten sonra, duyusal ve motor kokler, tenjiyum serebelli altindan anteriordan gegerek,
orta kranial fossa tabaninda Meckel Magaras1 olarak adlandirilan temporal kemige
gomilii bulunan biiylik bir gangliyon olan TG’ye ulasir (61). Burada, duyusal
gangliyonik noronlarin periferik uglari; oftalmik sinir, maksiller sinir ve mandibular
sinirin duyusal kismi olmak {izere ii¢ ana dala ayrilir (Sekil 2). Bu dallar bas ve yiize
dagilarak, agri-1s1, basing-dokunma ve vibrasyon duyularini merkezi sinir sitemine tasir;
mandibular sinir’in iginde innerve ettigi kaslara giden motor aksonlar da bulunmaktadir

ve buradaki proprioseptif lifler mezensefalik niikleustan elde edilir (57, 62).

Oftalmik sinir, goz, burun, 6n alin ve kafatasinin tepe noktasinin gerisine kadar olan

kismi innerve eder (63).

Trigeminal ganglion

sensory root

motor root > 3 g
N. ethmoidalis

N. infraorbitalis

N. lingualis

Sekil 2. Insanda trigeminal sinirin ii¢ ana dal1 Ve dnemli yandallari (Gray’den, 64)
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Maksiller Sinir, yanak ile agiz boslugunun tist kismini kapsayan bolgenin duyusal
innervasyonunu saglar (65). Mandibular Sinir, alt geneden kulak alt1 bolgeye kadar olan
yiiz bélgesini, agiz boslugunu, dili duyusal olarak innerve eder ve trigeminal sinirin

motor dali ile birlikte foramen ovalden kafatasini terk eder (66).

Trigeminal sinirin her ii¢ dali da dura materi innerve eder. Trigeminal sinirin
duyusal dali genisleyerek TG’yi olusturur ve bu gangliyonda agr1, 1s1, basing ve temas

duyularimi ve proprioseptif bilgiyi alan néronlarin hiicre gévdeleri yer almaktadir (67).
4.4.2. Nervus Trigeminus’un Dallari
4.4.2.1. Oftalmik Sinir (Nervus Ophtalmicus)

Oftalmik sinir, tamamen duyusaldir ve diger iki bolimden daha kiiciiktiir.
Tentoryum serebelli, dura mater ve falx cerebri’ye; frontal, sfenoid ve etmoidal siniisler
ve nazal kavitenin mukozal membran kisimlarina; lakrimal bez, konjonktiva, iris, kornea

ve siliyer cisime; burun dorsumu, alin, iist goz kapaklarmin derisine genel bir his verir

(68).

Oftalmik sinir, TG’nin (gasserian gangliyon) anteromedial yoniinden ortaya ¢ikar
(69). Kavernoz siniisiin inferiorundan, troklear sinirin asagisindaki lateral duvara gomiili
oldugu yerde asagi dogru girer (70). Kavernoz siniis i¢inde, oftalmik sinir, okiilomotor,
trochlear ve abdusens sinirlerine ince dallar vererek, bu yapilar tarafindan innerve edilen
kaslara duyu verir (71, 72). Bu seviyede, ayn1 zamanda, ¢aprazlayan, trochlear sinire
yapisan ve tentoryum serebelli’ye ve beynin arka kutbundaki dura’ya dagitilan
tekrarlayan dallar verir. Superior orbital fissiire (SOF) girmeden 6nce oftalmik sinir,
tentorial sinir adi verilen kiigiik tekrarli intrakraniyal bir dal verir (oftalmik sinirin
meningeal dali). Bu sinir, tentorium cerebelli ve falx cerebriye kaynak saglar (54). Sinir
daha sonra SOF’un i¢inden gecen ve esas amaci yiiziin iist kisimlarini innerve etmek olan
iic dala ayrilir. Bu dallar frontal, nasociliary ve lakrimal sinirlerdir. Kii¢lik olmasina
ragmen, SOF, orta kranial fossa ile yoriingeyi birbirine baglayan 6nemli bir doniim
noktasidir. Daha biiyiik ve daha kiigiik kanatlarla sfenoid kemigin govdesi arasinda
laterali en dar, mediali en genis tiggen sekilli bir bosluktur (73). SOF, okiilomotor,
trochlear ve abdusens sinirleri, internal karotid sempatik sinirler ve superior ve inferior

oftalmik damarlar dahil olmak tizere bir dizi baska nérovaskiiler yapr igerir.
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Oftalmik sinirin spesifik dallar1 asagidaki gibidir (Sekil 3):

1. Frontal sinir: Frontalis ve frontal kemik, frontal siniisler ve iist g6z kapagi bolgesi
tizerinde kafa derisinin cildini innerve eden supraorbital ve supratrochlear sinirler olarak

sonlanir (74).

2. Lacrimal sinir: Lakrimal bez, konjonktiva ve iist goz kapaginda duyusal

innervasyon saglar.

3. Nasociliary sinir: Nazal mukoza zarini, paranazal siniisleri besler ve ayni

zamanda korneal g6z kirpma refleksinin aferent dongiisiinde yer alir (75).

4. Meningeal dal (tentorial sinir): Oftalmik sinirin intrakranial kismindan ¢ikar. Bu

dal falx serebri (supratentorial boliim) ve tentoryum serebelliye ulasir (57).

Supraorbital

Supratrochlear
Infratrochlear

Zygomatico-
temporal A o

Vz Zygomaticofacialm

Infraorbital

V, External nasal

V3 Buccal

Great auricular
Cza

Transverse cervical

Vi Mental

Sekil 3. Oftalmik, maksiller ve mandibular sinirin yandallar: (Standring’den, 76)

4.4.2.2. Maksiller Sinir (Nervus Maxillaris)

TG’nin 6n-orta kismindan, oftalmik ve mandibular sinir arasindan ¢ikan trigeminal
sinirin orta kalinliktaki dalidir. Yalmiz duyusal lifler tagiyan bu dal yliziin orta boliimii;
alt goz kapaklari, burnun yan taraflari, iist dudak derisi ile nazofarinks, maksiler siniis,

tonsiller, yumusak ve sert damak, iist ¢ene dis ve dis etlerinin duyusal innervasyonunu
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saglar (77). Maksiller sinirin intrakraniyal dallarindan en 6nemlisi, orta kranial fossanin
dura materini besleyen orta meningeal sinirdir. Maksiller sinir, TG’den ¢iktiktan sonra,
foramen rotundumdan ge¢cmeden Once maksilladaki posterior yiizeye gecer ve inferior
orbital catlaktan yoriingeye girerek, pterygopalatin fossaya girer, infraorbital foramende

kafatasinin anteriorunda sonlanir (74, 77).

Maksiller sinir de kavernz siniis i¢inden geger. Genel olarak, alt gozkapagindan
itibaren alt agizin siiperior derisinin yani sira nazal kavite ve paranazal siniislerin alt

kismini innerve eder.
Maksiller sinirin spesifik dallar1 asagidaki gibidir:
1. Orta meningeal dal: Dura’ya uzanir.

2. Alveoler sinirler (6n, orta ve arka superior alveoler sinirler): Maksillada ve dis

etindeki tlim tist dislerin duyusal innervasyonunu saglar.

3. Zigomatik sinir: Alin derisini (zygomaticotemporal sinir yoluyla) ve yanak
cikintis1 lizerindeki alani (maksilla), arteriordan, (zigomatikofasiyal sinir yoluyla)
innerve eder. Bu sinir ayrica lakrimal bezi innerve etmek igin fasiyal sinirin parasempatik

post gangliyonik lifleri ile birlikte ilerler.

4. Palatine sinirler (daha biiylik ve daha kiigiik palatin sinirler, ayn1 zamanda
nazopalatin sinir): Gingivayi, agiz ¢atisinin mukoz membrani (biiyiik palatine sinir ile),
yumusak damagi (uvulay1 igeren), tonsilleri (kiigiik palatine sinir ile), superior anterior

alt1 disin etrafindaki damaga ait yapilar1 (naso-palatine sinir ile) innerve eder.

5. Faringeal sinir: Mukoza i¢in nazofarenks saglayan isitme tiipiiniin arkasina gegen

kiiciik bir dal.

6. Infraorbital sinir: Alt goz kapagi ve st dudak arasini innerve etmek igin

maksilladaki infraorbital foramenlerden ¢ikar.

7. Alt palpebral sinir: Alt goz kapagmin yani sira konjonktivanin cildini innerve

eder.

8. Ustiin labial sinir: Superior dudak ve agiz mukozasinin derisini innerve eder.

9. Dis burun dallar1 (74, 77).
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4.4.2.3. Mandibular Sinir (Nervus Mandibularis)

Mandibular Sinir, duyusal ve motor dallar tagiyan karma bir sinirdir. Ayni zamanda
trigeminal sinirin ti¢ dalinin en biiytigiidiir. Duyusal kok, gangliyonun lateralinden ortaya
¢ikar, motor boliimii daha derine uzanir. Genel olarak, mandibular sinir, bagl disler,
temporomandibular eklem (TME), agiz mukozasi ve dilin anteriorunun tgte ikisi
(posterior) (ligte biri glossopharyngeal sinir tarafindan) dahil olmak iizere, mandibula
tizerinden alt yiizii duyusal olarak innerve eder (74, 77). Ayn1 zamanda, temporalis ve
masseter, medial ve lateral pterygoidler olan ¢igneme kaslarini ve tensor veli timpani,
tensoOr veli palatini, mylohyoid ve digastrik anterior gobek gibi daha kiigiik kaslar1 da

innerve eder (78).

Mandibular sinir, infratemporal fossaya girer, sfenoid kemikte foramen ovale’den
gecer ve bu noktada daha kiigiik bir anterior ve daha biiyiik bir posterior govdeye boliiniir.
Ana govde bu noktada iki dal verir. Birincisi meningeal bir daldir ve orta kranial fossanin
menenjinden innervasyon almak icin foramen spinosumdan geger. Ikincisi, tensér veli
palatini ve tensor timpaniyi beslemek i¢in medial pterygoidi ve ayrica otik gangliyona bir
dal veren kiiclik bir kas dalidir. Mandibular sinirin ana gévdesinden, bu iki kiiciik dal

verildikten sonra iki ana boliim ortaya ¢ikar: anterior ve posterior boliim (79, 80).
Anterior Bolim:

1. Masseter sinir: Temporalis tendonuna posteriordan girerek, bu dal masseteric

kasina derinden uzanir.

2. Derin temporal sinirler: Genelde bundan iki dal ortaya ¢ikar-bir 6n ve arka

boliim. Bazen, iigiincii (orta) bir dal bulunabilir.
3. Lateral pterygoid sinir: Bu dal kasin derin yiizeyine girer.

4. Bukkal dallar: Mandibular sinirin anterior bolimiinden gelen bu bukkal dal,
lateral pterygoid baglarin arasindan gegerek, o bolgeden duyusal bilgiyi almak i¢in yanak
zarma gecen temporalis tendonu altindan gegmekte, ikinci ve tiglincii az1 diglerinin yani

sira yanak {lizerine uzanmaktadir (60).
Posterior Boliim:

1. Auriculotemporal sinir: Bu dalin iki kokii vardir ve orta meningeal arter ile

yakindan iligkilidir. TME’ nin arkasinda postero-superiordan gecer. Yiizeysel temporal
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damarlarla yakindan iligkilidir ve temporal bolgeye ulagsmadan once parotis bezine
sekretomotor lifler verir ve buradan duyumsal bilgiyi alir, ayrica pinna ve dis

kulakgiklarin iist yarisini alir (81).

2. Lingual sinir: Bu sinir, iki tiir bilgiyi tasir-dilden gelen duyu igin trigeminal sinir
ile iligkili (genel somatik afferent) fakat ayn1 zamanda onunla birlikte yiiz siniri dalindan
bir kol da tasir-6zel duyu i¢in korda timpani siniri dilin 6n iicte ikisinden elde edilen tat
lifleri, aym1 zamanda submandibular gangliyona karsi pre-gangliyonik parasempatik
lifler. Lingual sinir dnce lateral pterygoid kasin altindan gecer, korda timpani siniri alir

ve daha sonra medial pteridid arasinda geger ve daha sonra dile dogru gecer (82).

3. Inferior alveolar sinir: Bu bir ¢ift motor ve duyu siniri. Lateral pterygoidin medial
yiiziine gecer ve mandibular foramene girmeden hemen 6nce, motor branslara kikirdak
kaslarinin mylohyoid ve anterior gobegine yol agar. Mandibular foramene girdikten sonra
tiim alt disleri ve alveolar sirtlar1 besler. Anterior olarak gectikten sonra zihinsel foramen
yoluyla mandilden ¢ikar ve zihinsel sinir haline gelir. Bu sinir, cilde ¢ene hissi verir. Bu
sinir dis pratiginde ¢ok 6nemlidir, ciinkii alt dislerde veya ilgili yapilarda prosediirler

uygulanacaksa tam sinir blogu saglamak i¢cin mandibular foramene girerken anestezi

edilen sinirdir (83).
4.4.3. Trigeminal Sinirin Merkezi Anatomisi

Trigeminal sinirin merkezi anatomisi, bu sinire ait gangliyonlar, kokler,
cekirdekler, yolaklar, baglantilar ve projeksiyonlarin karmasik fakat Onemli bir
kesigimidir.
4.4.3.1. Trigeminal (Gasserian, Semilunar) Gangliyon ve Meckel Magarasi

Oftalmik, maksiller ve mandibulardan gelen periferal duyusal aksonlar, orta kranial

fossaya dogru dorsal olarak giderek, siklikla semendon gangliyon veya gasserian

gangliyon olarak adlandirilarak TG’de birlesirler (Sekil 4).
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Gasserian ganglion V1, Ophthalmic division

V2, Maxillary division

V3, Mandibular division

Sekil 4. Gasserian gangliyonu ve dallar1 (Waldman’dan, 84)

Avusturyali tip 6grencisi Anton Hirsch, 1765’de mentortii ve profesorii olan Johann
Lorenz Gasser’in serefine bu yapiyr “Gasserian Gangliyon” olarak adlandirmistir (85).
TG, MSS disindaki en biiyiik hiicre govdesi toplulugudur ve beyin sapindan proksimal
duyusal kokiin (portio major) genislemesidir. Meckel Magarasi olarak adlandirilan dural
bir kat i¢inde, temporal kemigin petroz apeksindeki bir girintide yer alir ve tiim trigeminal

duyu noéronlarinin kok hiicre gévdelerini igerir (86).

Trigeminal sinirin motor kokii (portio minor), gangliyonun yakininda olmasina
ragmen iceri girmez. Daha ziyade, ponslardan ortaya ¢ikarak medial ve inferiordan
gizlice geger. Motor kokii kafatasindan cikmak i¢in foramen ovale’in yakinindaki

mandibular sinirin ¢evresel duyusal lifleriyle birlesir.

TG mediolateral ¢apta 1-2 cm uzunlugunda diiz bir yapidir. Somatotopik olarak
organize edilen yaklasik 124 000 sinir lifinden olusur (87). Temporal kemikte karotis
kanali ile ortaya ciktiktan sonra sadece Meckel magarasindan medial ve inferiorda yer
alan internal karotid arterin (KA) yatay segmenti tarafindan vaskiiler olarak beslenir (86,
88). Gangliyondaki unipolar hiicreler merkezi ve periferik siireglere sahiptir. Merkezi
islemler, gangliyonun konkavitesinden dorsal olarak ¢ikan ve duyusal kok olarak lateral,
ventral pons’a girmek i¢in temporal kemigin siiperior petrosal siniisiinden gecen liflerdir.
Periferik yollar, gangliyonun ventral digbiikeyligini terkeden ve iiclii trigeminal
dallanmalarindan birine bdliinen liflerdir. S6z konusu Meckel magarasi, hilal seklindeki
TG’nin, duyusal ve motor koklerinin ve arka kranial fossadan araknoid membranin

genislemesini i¢eren bir dural ¢ikintidir (86, 88, 89).
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Kavernoz siniis Meckel magarasinin iistiin, anterior ve medial yonlerini sinirlar ve
magara neredeyse orta kraniyal fossanin tabanina ulasir (88). Araknoid membran TG’nin
anterior kismina siki sikiya yapismis olsa da, trigeminal kokiin beyin sapindan ¢iktiktan
sonra yerlestigi subaraknoid bosluk (trigeminal sarnici) bulunmaktadir (90). Meckel
magarasinin tam meningeal limiti tartigmali olsa da, ¢ogu, posterior kranial fossanin
duragan meningeal tabakasinin, orta kranial fossanin posteromedial kismina, trigeminal
izlenim ile ayrismasindan olusan oval bir girinti oldugu konusunda hemfikirdir ve beyin

omurilik sivisi igerir (89, 91).
4.4.3.2. Trigeminal Sinir’in Niikleuslar1 ve Baglanti Yolaklari

Trigeminal sinirin niikleusu {i¢ ayr1 birim olarak diisiiniilebilir: motor niikleus (6zel
viseral efferent); duyusal mezensefalik niikleus (genel somatik afferent); ve asil duyusal
niikleusun ve omurilik niikleusunun (genel somatik afferent) iki ayri1 cekirdeginden

olusan duyusal niikleer kompleks (92).
4.4.3.3. Motor Niikleus

Motor niikleus, ventrikiil tabanindan, okiilomotor, trokearer ve abdusens sinirlerin
cekirdeginden biraz daha uzaga yerlesmistir. Ana duyusal ¢ekirdege medial uzanir.
Mesensefalik kokiinden elde edilen lifler, motor ¢ekirdekteki liflerle yakindan iliskilidir
ve hem motor hem de mezensefalik lifler, sinirin mandibular boliimiinde ileriye dogru

ilerler.
4.4.3.4. Mesensefalik Niikleus

Cogu olmasa da, trigeminal mezensefalik kompleksin ¢ogunda néronlar tek
kutuplu, duyusal gangliyon hiicrelerine benzer birincil afferent hiicrelerdir (53). Bununla
birlikte, duyusal gangliyon hiicrelerinden farkli olarak, bu noéronlarin hiicre govdeleri,
MSS iginde kalmistir. Bunlar noral krestten kaynaklanan MSS’deki tek birincil duyu
noron hiicresi govdeleridir (93). Posterior komissiirden rostilde trigeminal motor
cekirdeginin seviyesine kaudal olarak uzanan merkezi gri cevher kenarinda bir kolon
olustururlar. Bu néronlarin ¢ogu fonksiyonda proprioseptiftir ve reseptdr terminalleri
cigneme kaslarinda germeye cevap verirler. Diger mezensefalik noronlar dis destekli

dokulari innerve eder (94-96).
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4.4.3.5. Trigeminal Duyu Niikleer Kompleksi Ana Duyusal Niikleus

Ana duyu ¢ekirdegi, trigeminal niikleer kompleksin en rostral kismini olusturur
(ayr1 mezensefalik ¢ekirdek hari¢) ve motor g¢ekirdegin lateralinde yer alir (97). Bu
niikleus ig¢indeki noronlarin c¢ogu, talamusun kontralateral niikleusu ventralis
posteromedialis’e (VPM) uzanir. Bu lifler ana duyusal niikleusun ventromedial
kenarindan ortaya ¢ikar ve trigeminal lemniscusta yiikselmek igin karst beyinkokiini

geger (98).

Niikleusun dorsomedial kisminda daha kiiciik néron popiilasyonu, oral yapilardan
bir girisle, ipsilateral VPM’ye kadar uzanir. Fonksiyonel ve anatomik olarak ana duyu
cekirdegi ve kontralateral yiikselen ¢ikintilar medulladaki cuneate ve gracile niikleuslari
ve talamik baglantilar1 ile benzerdir. Cuneate ve gracile ¢ekirdekleri, dorsal boynuz duyu
noronlarindan dokunma bilgisi alir ve daha sonra, medial lemniscusun talamusa ulagsmasi

i¢in inen ve ¢ikan lifleri génderir (93).
4.4.3.6. Spinal Niikleus

Omuriligin ¢gekirdegi, omuriligin ikinci servikal koke kadar uzandigi ve substantia
jelatinosa ile birlestigi uzun bir niikleusdur (97). Memelilerde, bu ¢ekirdek ti¢ ayr1 boliim

halinde boliinebilir: niikleus oralis, niikleus polaris ve niikleus kaudalis (92).

Bu ¢ekirdeklerin her biri, inen spinal trigeminal yolla tiim trigeminal kdklerden
girdi alir. Sinirin ti¢ boliimiiniin her birinden gelen lifler, en ventral olarak yerlesmis olan
oftalmik boliimden ve en dorsal olarak yer alan mandibulardan gelenler ile bu alanda

somatotopik olarak diizenlenmistir. insanlarda oftalmik béliinme en uzak kaudal uzanr.

Spinal trigeminal sistemin ¢ekirdegi, oncelikle bilingli olarak agri ve sicaklik olarak
algilanan diirtiilerin iletimi ile ilgilidir. Niikleus kaudalis hala trigeminal nosiseptif liflerin
temel sonlandirmasi olarak kabul edilmesine ragmen, daha fazla rostral subniikleusun

orofasiyal yapilardan nosiseptif bilgi aldigina dair kanitlar vardir (99).
4.4.3.7. Trigeminal Niikleus ve Diger Beyin Sap1 Alanlar1 Arasindaki Yollar

Tegmentumdaki kisa noéronlardan olusan bu yollar, cesitli trigeminal duyu
cekirdeklerini, okiiler motor c¢ekirdegi, trigeminal sinirin motor ¢ekirdegi, yiiz,
glossopharyngeal, vagal, hipoglossal ¢ekirdek ve vestibiiler ¢cekirdegi dahil, beyin sapinin

motor ¢ekirdekleriyle birlestirir. Bu diffiiz sistemin yiikselen bilesenleri, hipotalamusun
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dorsal kismindan, talamusun ventromedyal niikleusuna dogru multisinaptik yollar ile
yavasca yukari ¢ikar, bu sayede serebral korteksin birgok bolgesine dagilirlar. Trigeminal
niikleus i¢indeki hiicreler, superior koliculus, serebellar korteks ve derin niikleuslara

kollateral aksonlar gonderir (100, 101).
4.4.3.8. Trigeminal Niikleus’tan Talamus’a Giden Yollar

Ana duyu cekirdeginden ve trigeminal sinirin spinal kanal c¢ekirdeginden ¢ikan
yollar, 6nemli bir ikincil sistem olan trigeminal sinirin ventral sekonderinden ¢ikan yolu
olusturur (trigeminotalamik yol veya ventral trigeminal yol). Bu traktusun fasikiilleri, agr1
ve sicaklik impulslarin ileterek ve trigeminal c¢ekirdeklerin her seviyesinden ortaya
cikarak, orta hattan, ortaya ¢iktig1 néronlarin hiicre govdelerinin oniindeki énemli bir
mesafede capraz ilerlemek i¢in doner. Gegisten sonra, bu demetler yavas yavas beyin
sapinin yanal kisminda birikirler, béylece ponsa ulastiklarinda, iizerinden gecerler ve
medial lemiscusun diger bilesenleri ile dorsal olarak birbirine karigirlar. Medial lemniscus
orta beyin seviyesinde dorsal olarak kaydiginda, trigeminal sinirin ventral sekonder
yiikselen yolu mediale uzanir. Sistem talamusun VPM cekirdeginde sona ermektedir

(102).

Daha yiiksek merkezlere kadar tamamen ayr1 bir projeksiyon sistemi, trigeminal
sinirin ana duyusal ¢ekirdeginden geger. Bu, trigeminal sinirin (trigeminal lemniscus veya
dorsal trigeminal yol) dorsal sekonder yilikselme yolu olup, ana duyusal c¢ekirdegin
kokeninden sonra, ponsun orta-dorsal tegmental bolgesine salinir. Cogu lifler capraz
sekildedir, ancak dorsomedial aksonlar ipsilateral kalir. Trigeminal sinirin dorsal
sekonder ylikselen yolu, kirmiz1 niikleusa dorsal uzanir ve medial lemniscusun orta iist
beyin seviyelerinde medial uzanir. Kismi eksilmesi, trigeminal periferik koklere zarar
gelmedikge veya trigeminal ¢ekirdekte (ponsta) hasar gormedikce yiiziin bir tarafinda
daha hassas dokunma duyarliligini kaybetmeyi imkansiz kilar. Bir kanalin boliimii yiiziin
her iki tarafindaki dokunma duyarliligin1 ortadan kaldirmazken, iki tarafli boliim yiiziin

her iki tarafindaki ayrime1 dokunma duyarliliginin kaybolmasina neden olur (103).

Yiizden gelen agr1 uyaranlari, trigeminal sinirin ventral sekonder yiikselen yolu
aracilifiyla talamusa iletilir. Bu yolun ¢ekirdegi kismi ve cekirdegi en azindan ikinci

servikal segmentin seviyesine kadar uzanir. Boyundan gelen agr1 uyarilari, spinalkordda
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C1 ve C2’ye girer. Trigeminal sinirin spinal ¢ekirdegi ile ayn1 bolgede yer alan ikinci

dereceden noronlar, yanal spintalamik yolla talamusa agr1 diirtiilerini aktarirlar.

Klinik olarak, yiizdeki agri hissi, boyundaki agri ile iliskili olabilir. Servikal
hastalik, yiiz agris1 iiretebilir ve ylizdeki trigeminal sinirin uyarilmasi oksipital agriya
neden olabilir. Taren ve Kahn, mediiller traktotomili hastalarin yaptiklari ¢alismalardan,
yiize (veya servikal bolgeye) yonelik agr1 uyaranlarinin talamusa iki olas1 anatomik yola
sahip olduklarini; lateral spinotalamik yolun ve trigeminal sinirin ventral sekonder
yiikselen yolunun herbirinin sonucudur. posterior ventral talamusun belirli kisimlarinda
sonlanma. Ayrica, yiiz ya da servikal bolgeden gelen agr1 uyaranlarinin, yiikselen bir

servikotalamik yolaga karisabilecegini one siirmiislerdir (103, 104).
4.4.3.9. Kortikofil Liflerden Trigeminal Niikleus’a Uzanan Yollar

Kortikofugal lifler trigeminal sinirin ana duyusal ¢ekirdegine ve trigeminal sinirin
spinal kanalinin ¢ekirdeginin alt boliimlerine dogru uzanir. Bu lifler, frontal, temporal,
paryetal ve oksipital bolgeler de dahil olmak iizere serebral korteksin genis alanlarindan
kaynaklanir. Lifler hem ipsilateral hem de kontralateraldir, ¢apraz demetleri baskindir.
Bunlar muhtemelen fonksiyonel olarak birincil ¢ekirdege yansitilan duyu impulslarinin
inhibisyonu ile ilgilidir.

Trigeminal sinirin motor c¢ekirdegi c¢ekirdege ulasan liflerin ¢ogunlugunun

gecmesine ragmen, her iki taraftaki kortikiilbar yollarindan lif alir (105).
4.4.4. Trigeminal Somatosensasyon

Somatik duyunun bes farkli alt tipi vardir: sicaklik duyusu (sicaklik ve soguk),
propriyosepsiyon (statik pozisyon ve uzuvlarin hareketi ve viicut), ayirt edici dokunma
(nesnelerin seklini ve yapisini tanimak i¢in gereklidir ve cilt {izerindeki hareketleri)
nosisepsiyon (tipik olarak agr1 veya kasint1 olarak algilanan doku hasar1 veya kimyasal

tahris) ve kemosensasyon (106).
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Sekil 5. Primer afferent trigeminal néronlarinin yolaklar1 (Molavi’den, 107)

Trigeminal ndronlarin uyarilmasi, periferal innervasyon alaninda (6rnegin burun ve
ag1z boslugu veya cildin stratum granulosum ve stratum spinosumunda meydana gelir,
burada terminaller serbest (¢iplak) sinir ug¢lart olarak sona erer veya néronal olmayan

yapilar tarafindan kapsiillenir (108).

Kapsiillii terminaller tipik olarak dokunma ve propriyosepsiyon gibi somatik
duyular algilarken, serbest sinir uglarina (nosiseptorler) sahip ndronlar agrili ve termal
duyulart algilarlar (Sekil 5). Ayrica, miyelinli ve biyiik capli aksonlar (Aa)
mekanoreseptorlerin ve proprioseptorlerin terminal kapsiillerini innerve ederken, sicaklik
ve nosisepsiyona aracilik eden ndronlar, kiiclik capli ve myelinsiz ya da ince miyelinli

aksonlara sahiptir (63, 109, 110).
4.4.5. Termosensasyon

Insan viicudu, soguktan sicaga genis bir araliktaki birgok sicakligi algilar. Bu
sicakliklardan ise sadece 43°C ve 15°C’nin iizerindeki degerler termal duyumlari

uyandirmakla kalmaz, ayn1 zamanda baskin bir agr1 hissine de neden olur (111, 112).

Sicakliga duyarli néronlarin terminalleri genellikle dis ¢evreye (deri, nazal
mukoza ve kornea) maruz kalan dokularda bulunur. Bununla birlikte, sicaklik

tespitinin molekiiler mekanizmasi uzun siire gizem konusu olmustur.
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Genel olarak, tiim kanallar ve enzimler dogal olarak sicakliga duyarhdir, fakat
TRP siiper ailesinin bazi kanallar1 gergek sicaklik algilama uzmanlar1 olarak ortaya

c¢ikmistir: TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPMS ve TRPA1 (113-116).
4.4.6. Nazal Trigeminal Kemosensasyon

Omurgali kemosensasyonu temel olarak koku alma ve tad alma sistemi ve ayni
zamanda genel kimyasal duyular1 algilamayi (trigeminal duyu) igerir. Bu sistemler
fonksiyonel ve anatomik yonlerden farklidir ancak hepsinde ortak olan bir 6zellik,
¢evrede bulunan kimyasal ipug¢larinin saptanmasidir. Koku sistemi u¢ucu maddelerin ana
detektorii iken, genel kimyasal duyu ek olarak, genel olarak koku ve koku alma hissine
katkida bulunur, ¢iinkii ¢cogu koku verici de trigeminal tepkileri ortaya ¢ikarir (117).
Trigeminal kokenli koku tespiti ve ayirt etme yetenegi, olfaktor sinir fonksiyonundan
yoksun olan anormik hastalar ilizerinde psikofizik calismalarda ve sayisiz hayvan

caligmasi ile kanitlanmigtir (118, 119).

Evrimsel bakis agisindan, koku alma ve trigeminal sistemler farkli amaglar i¢in
evrimlesmis gibi goriinmektedir. Olfaksiyon sadece gida mevcudiyeti ve kompozisyon
hakkinda bilgi vermekle kalmaz, ayni zamanda es se¢iminde ve yirtict hayvanlarin
saptanmasinda da 6nemli bir rol oynar. Tersine, intranazal trigeminal sistemin, yagami
tehdit eden maddelerin potansiyel olarak solunmasini 6nlemek i¢in inspirasyonu refleks
olarak durdurabilen, solunum yollarinin bir parcgasi olarak hareket ettigi diistiniilmektedir
(120). Bu nedenle, baskin bir intranazal trigeminal alginin, batma, yanma veya keskin

duyumlari kapsayan bir agr1 olmasi sasirtict degildir.

Burun i¢i trigeminal lifler burun boslugu boyunca dagilir ve Ad ve C liflerinden
kaynaklanan intraepitelyal serbest sinir uglari olarak tanimlanir. Nazal kavitenin
trigeminal innervasyonu anterior etmoidal sinir, nazopalatin sinir ve infraorbital sinirin i¢
burun dallart ile saglanir (121). Bu liflerin bilyiik bir kisminin nosiseptif 6zellige sahip

oldugu diisiiniilmektedir (122, 123).

Polimodal nosiseptorlerin uyarilmas: sadece duyusal bilgiyi beyne iletmek i¢in
merkeze yollanan aksiyon potansiyelinin ateslenmesine sebep olmaz ayrica “akson
refleksi” denilen uyarilan terminalin periferal uzantilarindan substans P ve kalsitonin
gene iliskili faktor (CGRP) gibi ¢esitli noéropeptitlerin salinima da sebep olur (124, 125).

Bu peptitler, vazodilatasyon, plazma ekstravazasyonu ve artan glandiiler sekresyon dahil
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olmak iizere innerve edilmis bolgede lokal degisikliklere neden olur (124, 126, 127). Tiim
bu faktorler, hem {ist hem de alt solunum yollarindaki hava akimi paterninin
acrodinamigini etkiler (128). Bu tiir tepkiler, 6dem ve hemorajik akcigerler, dermal
irritasyon, dispne, konsolidasyon, sismis alveoller ve alveoler septa riiptiire yol acan bazi

trigeminal uyaricilara uzun siireli maruziyet koruyucu niteliktedir (118).

Pek ¢ok durumda, bitkilerin ot¢ullardan korunmak i¢in ustaca savunma stratejileri,
kapsaisin, izotiyosiyanatlar ve tiosemfinatlar gibi kimyasal ajanlarin tiretimine dayanir.
Bunlar, trigeminal burun ve agiz bosluklarinda agr1 yolunun primer afferent sinir lifleri
tizerindeki eksitatuvar TRP kanallarin1 hedefleyerek davraniglart etkiler. Yiiksek

konsantrasyonlarda bu maddeler tahris ve iltihap olustururlar (129-131).
4.4.7. TRP Kanallari

Gegici reseptor potansiyeli (TRP) iyon kanal ailesi, mayadan insana eksprese edilen
50’den fazla katyon gecirgen kanal igerir. Amino asit homolojisine dayanan TRP siiper

ailesi yedi alt aileye ayrilabilir:
e TRPC (“Kanonik™),
e TRPV (“Vanilloid”),
e TRPM (“Melastatin”),
e TRPP (“Polikistik™),
e TRPML (“Mucolipin™),
e TRPA (“Ankyrin”) ve
e TRPN (“NOMP”) (132).

Hayvan genomlar1 10 ila 50 homolog tasir, ancak tiim alt aileler tiim hayvanlarda
mevcut degildir. Memelilerde, TRPN disindaki tiim alt aileler bulunabilir ve TRP kanal

ailesinin tiyeleri ¢esitli hiicre tipleri ve dokularinda eksprese edilir.

TRP’ler, voltaj gecisli iyon kanallarina benzer bir molekiiler yapiya sahiptir, her alt
tinite genellikle alt1 transmembran proteini (6TM) ve TMS ve TM6 arasinda katyon
gecirgen gozenekler olusturmak icin kisa, hidrofobik bir stre¢ tarafindan olusturulan
varsayilan gozenek bolgesi igerir (Sekil 6). TM4, bir¢ok voltaj kapili iyon kanalinda

voltaj sensori i¢in gerekli olan pozitif yiiklii kalintilarin tamamindan yoksundur (133).
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Sekil 6. TRP kanallarinin yapisi1 (Blackshaw’dan, 134)

TRP kanallari, néronal ve néronal olmayan hiicrelerde birgok role sahip olsa da,
gérme, duyma, tat alma, koku alma, feromon duyumu, mekanosensiyon ve termosensiyon
icin gerekli olan (bir tiir ya da bir digerinde) duyusal isleve bariz olarak katilmaktadirlar
(116, 135). TRP kanallari, ¢ok farkli uyaranlarin birgok tiirii tarafindan aktive edilirler.
Cok sayida harici veya dahili sinyal i¢in entegratorlerdir ve bu nedenle ¢ok islevli hiicre
sensorleri olarak islev gortirler. Hiicresel sensorler olarak rollerinden dolayi, bir¢ok TRP,
terapotik miidahale icin iyi hedefleri temsil etmektedir. Bu nedenle, son zamanlardaki
calismalar, saglik ve hastalik konusundaki rollerini daha iyi dogrulamak ve ilag¢ kesfinde
baslangic noktalar1 saglamak icin bu kanallarin islevsel ve farmakolojik

karakterizasyonuna odaklanmaistir.

Bazi TRP kanallar1 intraseliiller akimlardaki degisikliklere tepki olarak aktive
edilebilir. Beyin felci, epilepsi, bas ve spinal travma ve dejeneratif norolojik kosullar
nedeniyle olusan beyin hasarinda 6nemli rol oynayan oksidatif stres ve oksijen serbest
radikalleri tarafindan tetiklenebilir (136, 137). TRP’ler ayrica, noropatik agri, hiperestezi
(dokunma duyarlilig1 veya diger dogal uyaranlara kars1 artmis duyarlilik), hiperaljezi
(agriya anormal duyarlilik), allodini (zararsiz uyaranlara tepki olarak agri duyumlari) ve

kendiliginden yanma gibi rahatsizliklarda agr1 islev bozukluguna dahil olurlar.

Vaniloid reseptor TRPV1 1997°de tanimlanmis ve transient reseptor potansiyeli
(TRP) kanallariin genis ailesinin bir tiyesidir (14, 15). TRPV1, TRP kanal ailesinin diger
tiyelerinin tipik bir ligand-kapili, iceri dogru dogrultucu, nonspesifik katyon kanalidir.
Kapsaisin, ikinci ve iiglincii transmembran bolgelerine bitisik kanalin bir hiicre igi
bolgesine baglanarak TRPV 1’1 aktive eder (129). TRPV1, dogrudan kapsaisin ve benzer

kimyasal maddeler (vaniloidler), diisiik pH ve zararli sicaklik diizeyindeki uyarilar
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(43°C’nin lizerinde) tarafindan aktive edilir (16). Esas olarak TG nosiseptorlerinde ve
DKG primer somatosensor ndronlarin bir alt kiimesi tarafindan eksprese edilmektedir
(17). TRP kanallar1, ya dogrudan Ca*? girisini artirarak (farkli kanallarda Ca*? icin
secicilikleri olsa bile) ya da dolayli olarak voltaj bagimli iyon kanallarinin aktivasyonunu
tetikleyen hiicre depolarizasyonuna neden olarak, [Ca*?]i degisiklikler meydana getiren

bir hiicre sinifidir.

Cok sayida doku ve hiicre tipinde eksprese edilebilir ve fosfatidilinositol fosfatlar,
ornegin, fosfatidilinositol 4,5 bisfosfat (PIP2) tarafindan aktive edilebilir ve Ca*? ile
modiile edilebilir (138). TRP kanallarinin ¢ogunun ER ve Golgi membranlarinda da
lokalize oldugu ve TPC (iki-gbzenekli kanallar) olarak da tanimlanan TRPML’lerin,
endosomlardan NAADRP ile aktive edilmis hiicre ici Ca*? salmimina aracilik ettigi ileri
stiriilmelidir (139, 140).

4.4.8. Purinerjik Reseptorler

ATP ile agilan iyon kanallar1 iyonotropik P2X reseptorleri olarak adlandirilirken
ATP ile aktive olan G proteini bagl reseptorleri P2Y ailesine aittirler. P2X reseptor ailesi
yedi alt iiyeden olusur ve TG’nin de i¢inde bulundugu kiiciik nosiseptif duyu

noronlarindan eksprese edilen yedi liyeden biri de P2X1 reseptoriidiir (141).

Duyu noronlarinda homomerik P2X3 ve heteromerik P2X3/P2X2 reseptorleri hizli
ATP sinyal yolagimin ana transdiiserleridir. Ekstraseliler ATP’nin ana kaynagi
muhtemelen noéronlar oldugu kadar non-ndronal hiicrelerdir. P2X reseptorlerinin agri
mekanizmasindaki rolii iyi bir sekilde agiklanmistir ve belirli ATP reseptorleri, dzellikle
P2X3 tipi, bas agrisinda 6nemli bir rol oynayabilir (142). P2X3 reseptorleri, diisiik
ekstraseliiler ATP konsantrasyonlariyla bile desensitize olur. Bu desensitizasyon durumu,
P2X3 reseptoriiniin ekstraseliiler dongiisiindeki olas1 bir atesleme ile ekstraseliilerdeki

Ca*? ve Mg*? iyonlari tarafindan modiile edilir (143).

Desensitizasyon, kalici agr1 nedeniyle bu reseptorlerin uzun siireli aktivasyonunun
rastgele olugmasini Onleyebilir. Knock-out farelerde yapilan aragtirmalarda P2X3
reseptOriiniin sensitizasyonu takip eden hiperaljezi gibi bir agri mekanizmasina dahil
olduguna dair kanitlar 6ne siirmektedir. P2X3 reseptor aktivasyonunun pronosiseptif
etkisi ayn1 zamanda inflamatuar medyatérlerle giiglendirilir. Ornegin, CGRP purinerjik

sistemle etkilesime girmek icin ortaya ¢ikar. CGRP, P2X reseptorlerinin ATP’ye cevabini
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giiclendirirken P2Y reseptorlerinin aktivasyonu da indirekt olarak kiigiik capli DRG ve
trigeminal néronlarindan CGRP salinimini tetikler. Trigeminal sinir terminalleri yliksek
oranda P2X3 reseptorii icerir ve migren, dis agris1 gibi kronik agr1 durumlari trigeminal

duyu noronlarinin sensitizasyonuyla iliskili olabilir (144).
4.5. Agr1 ve Nosisepsiyon

Uluslararas1 Agr1 Aragtirma Derneginin tanimina gore agri; gercek veya potansiyel
doku hasariyla iliskili, hos olmayan duyusal ve emosyonel bir deneyim; olarak
tamimlanmistir. Bu tanima gore, sensoriyel ve emosyonel bilesenler agriyr meydana

getirmektedir. Bu bilesenler ile agri; siddet, siire ve yerlesim olarak algilanir (145).

Birden fazla bilesenli ve kisinin deneyimleri ile ilgili subjektif bir olgu olan agrinin;
baslamasi, algilanmasi, iletimi ve agriya karsi verilen yanitlar bir dizi karmasik
mekanizma sonucu gelisir. Agri, karmagik bir olgu olmasina ragmen, sinirlerle kaph
viicut ylizeyinde yiizde ve i¢ organlarda, duyusal sinirlerdeki elektriksel aktiviteye

dayanan periferal bir kokene sahiptir.

Agr1, jeneralize bir reseptdriin zararli uyaricilar (zararli 1s1, yogun basing, kuvvetli
tahris edici kimyasallar) tarafindan aktive edilmesi ile spesifik duyusal noronlar
tarafindan MSS’ye iletilir (106, 146). Nosiseptif noronlar, cogunlukla, miyelinsiz, yavas
iletimli C-lifleri ve zayif miyelinli, daha hizli, Ad lifleri gibi kiigiik veya orta caph
hiicrelerden olusur. Ilk agr1 olarak adlandirilan hizl, akut ve keskin agri, agirlikli olarak
AQd lifleri tarafindan iletilirken, daha yayilan bir agr1 olan gecikmis veya ikinci agr1 C
lifleri tarafindan iletilir (147).

Sinir sistemi, gevresel ve endojen kimyasal irritanlarin yani sira ¢ok ¢esitli termal
ve mekanik uyaranlari algilar ve yorumlar. Siddetli oldugunda, bu uyaranlar akut agriya
neden olur ve kalic1 yaralanma durumunda, agr iletim yolunun hem periferik hem de
MSS bilesenleri muazzam bir plastisite sergiler, agr1 sinyallerini arttirir ve agirt duyarlilik
uretir. Plastisite koruyucu refleksleri kolaylastirdigi zaman faydali olabilir, ancak
degisiklikler devam ettiginde, kronik bir agri durumu ortaya c¢ikabilir. Genetik,
elektrofizyolojik ve farmakolojik c¢aligmalar agri tireten zehirli uyaranlarin tespiti,

kodlanmasi ve modiilasyonunun altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 aydinlatmaktadir

(148).
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4.5.1. Orofasiyal Agn

Orofasiyal agri, fasiyal agrinin eslik ettigi oral yapilardan kaynaklanan agriyi
igerir. Yiiz bolgesi orbitomeatal ¢izginin altinda, boynun iistiinde ve kulaklarin 6n
kisminda yer alan boélgeyi icerir. Bununla birlikte, kraniyofasiyal bolge yiiksek

yogunluklu anatomik yapilara sahiptir ve agr1 genellikle bir alandan digerine yayulir.

Orofasiyal agrinin prevalansit %17 ila %26 arasindadir, bunun %7 ila %11’i
kroniktir (149). Trigeminal sistem, kraniofasiyal duyusal innervasyonun ¢ogunu saglar
ve spesifik fizyolojik 6zellikler ve agr1 durumlari ile iliskilidir (Tablo 3). Ornegin,
trigeminal nevralji veya migren gibi agr1 sendromlari, bolgeye 6zgiidiir ve trigeminal
sinir yaralanmasi yanitlari, spinal sinirlerdekinden farklidir. Dahasi, trigeminal sinir
anatomik olarak iligkili ancak menenjler, kraniyofasiyal vaskiilatiir, gézler, kulaklar,
disler, oral yumusak dokular, kaslar ve TME gibi fonksiyonel olarak cesitli organlari
innerve eder. Beyin sapinda, trigeminal duyu ¢ekirdegi iist servikal dermatomlarla iist

tiste gelir (150).

Tablo 3. Orofasiyal agrinin farkli tanilara gore siniflandirilmasi (Okeson’dan, 151)

Intrakraniyal agr1 bozukluklari Neoplazm, anevrizma, apse, hemoraji, hematom,
0dem

Primer basagrist bozukluklari Migren, migren varyantlari, kiime bas agrisi,
paroksismal hemikrania, kranial arterit,
(norovaskiiler bozukluklar)carotodynia, gerilim
tipi basagrisi

Norojenik agr1 bozukluklart Paroksismal nevraljiler (trigeminal,
glossopharyngeal, nervus intermedius, superior
laringeal)  Siirekli  agri  bozukluklar1  (de-
afferentation, norit, postherpetik nevralji, post-
travmatik ve cerrahi sonrasi nevralji) Sempatik
olarak devam eden agr1

Intraoral agr1 bozukluklart Dis kiispesi, periodontium, mukogingival dokular,
dil

Temporomandibular bozukluklar Masticator kas, TME, iliskili yapilar

Miskili yapilar Kulaklar, gozler, burun, paranazal siniisler, bogaz,
lenf diigtimleri, tlikiiriik bezleri, boyun
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4.5.2. Migren
45.2.1. Tanim

Migren, birkag¢ saatten giine kadar siiren yogun tek tarafli zonklayan bas agrisinin
tekrarlayan ataklari ile karakterize bir bas agrisinin alt tipidir (152, 153). Uluslararasi
Bas Agris1 Dernegi (IHS) tarafindan bas agrilari; birincil bas agrilar1 ve ikincil bas agrilart
olarak siniflandirilmaktadir (154).

Migren, birincil bas agrilarindan biridir ve migren tipi bas agrisina; norolojik,
gastrointestinal ve otonomik degisikliklerin belirli kombinasyonlar1 eslik edebilir. Migren
tanisi, bas agrisinin karakterine ve eslik eden belirtilere gore konulur (155). Migren,
ailesel Ozellik gosteren bir hastaliktir ve periyodik, siklikla tek tarafli, zonklayici bas
agrisi ile karakterize olup daha ¢ok cocukluk ¢aginda, ergenlikte veya erken eriskin yasta

baslayabilir ve ilerleyen yaslarda ise azalan siklikta tekrarlar (156).
4.5.2.2. Migren Patofizyolojisi

Bag agris1 alaninda son 30 yildir yapilan temel ve klinik arastirmalarla migren
patofizyolojisi ve tedavi anlayis1 biiyiik Olgiide gelismesine ragmen migren tipi bas

agrisinin kesin nedeni hala tam anlagilamamustir.

Yakin zamana kadar, bas agrilarinin vaskiiler ya da kas kokenli oldugu
diistiniilmiistiir, ancak son on yilda yapilan arastirmalar, sik ya da kronik bas agrist olan
bir¢ok hastanin tamamen vaskiiler ve tamamen kas kokenli olmasiin yanisira ikisinin
karisimina sahip oldugu ve bas agrilarinin stirekli bir sekilde bir yerlerde oldugunu
gostermistir. Migren, bazen de yiiz ve g¢ene agrilarina neden olabilen vaskiiler bas
agrilariin en sik goriilenidir. Findik, ¢ikolata ve kirmiz1 sarap gibi yiyeceklerle ve stres;

uyku eksikligi; veya aglik ile tetiklenebilir. Migren kadinlarda daha yaygindir (157).

Bu teorilerden en eskisi Thomas Willis tarafindan ortaya atilan vaskiiler teoridir ve
bas agrisinin serebral ve meninks arterlerindeki vazodilatasyon sonucu olustugunu
savunmustur. 20. ylizyilda Graham ve Wolf bu teoriyi gelistirmisler ve migrenin
baslangicta olusan vazokonstriksiyonu takiben rebound vazodilatasyon aracili vaskiiler

bir olay oldugu savunmuslardir (158).
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Dura mater, vendz siniisler, meningeal ve pial arterler gibi agrili hassas intrakranial
yapilar, trigeminoservikal sinirlerin afferent duyusal dallari tarafindan yogun bir sekilde

innerve edilir (159).

Kan damarlar, trigeminal afferentler ve bunlarin santral projeksiyonlarindan
olusan bu yapiya trigeminovaskiiler sistem (TVS) denir (160). Trigeminal afferentlerin
hiicre govdeleri TG’de bulunur. Temel olarak Ad ve C tipi nosiseptif lifler, beyinlere agri
sinyallerinin iletilmesinden sorumludur. Trigeminoservikal ndéronlarin  merkezi
projeksiyonlari, trigeminoservikal kompleks (TCC) igindeki ikinci derece nosiseptif
noronlar lizerinde son bulur (161). TCC, rostral ponslardan iist servikal spinal kord
seviyesine uzanir. TCC’de bulunan nosiseptif noronlar diger tarafa gegmekte, rostradal
olarak yiikselmekte ve talamik cekirdekteki iiclincii dereceden ndronlarda, ozellikle
ventralposteromedial (aynt zamanda posterior ve parafasikiiler) c¢ekirdegin icinde
sonlanmaktadir. Talamik noronlar, bas agrisinin bilingli bir sekilde algilanmasi ve agriya
bagli davraniglari ve otonomik yanitlar1 modifiye etmeleri i¢in birincil somatosensor

korteks, insular korteks, limbik yapilar ve hipotalamus ile iligkilidir (153).

Migren bas agrist sirasinda, TVS duyarli hale gelir ve uzun bir siire boyunca asir1
aktif kalir. Aktive edilen perivaskiiler nosiseptif aferentler, vasoaktif mediatorleri (esas
olarak CGRP, P maddesi, nérokinin A ve hipofiz adenilat siklaz aktive edici polipeptit)
serbest birakir, mast hiicre degraniilasyonunu tetikler ve dura materda steril norojenik
inflamasyona neden olur (162). Ek olarak, TCC ile istiin tiikiiriik niikleusu arasindaki
mono-sinaptik refleks ark, dural kan damarlari etrafinda parasempatik sinir uglarini aktive
eder ve vazodilatasyona neden olur (152). Norojenik inflamasyon muhtemelen nosiseptif
aktiviteyi stirdiiriir ve afferentleri hassaslastirir. TVS’nin migren bas agrisina aracilik
ettigi iyi belirlenmis olmakla birlikte, bu aktivasyondan sorumlu tetikleyici uyaranlarin
dogast su anda belirsizdir. Migren fireteci teorisi, migrenin TCC’nin epizodik

aktivasyonunun neden oldugu birincil bir bozukluk oldugunu 6ne siirmektedir (163).

Bir bagka teori, TCC aktivasyonunun, kortikal yayilan depolarizasyon (KYD),
aura’nin aurali nedeni gibi zararl intrakranyal bir olguya ikincil oldugunu 6nermektedir
(152).
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4.6. Epilepsi ve Agr1

Bas agris1 ve 6zellikle migren, ¢ogu zaman epilepsiye baglidir. Migren ve epilepsi,
muhtemelen, genetik olarak belirlenmis, eksitatdor ve inhibitor faktorler arasindaki
dengesizligin, beyin fonksiyonu ve otonomik semptomlarin degismesine neden oldugu
bozukluklardir. Epidemiyolojik, genetik ve patofizyolojik caligmalardan migren ve

epilepsi arasinda bir iligki olduguna dair ikna edici kanitlar vardir (164).

Epidemiyolojik ¢alismalar, migren ve epilepsiyi ortak ve komorbid olan
bozukluklar olarak ortaya koymustur, ancak ¢ogu zaman birbirlerinden farklidirlar. Her
ikisi de elektrik transmembran gradyentlerinin patofizyolojide ve klinik belirtilerde
onemli bir rol oynadigi bozukluklardir. Bu nedenle, iyon kanali ve ndrotransmiter
reseptor genlerindeki farklt mutasyonlar, Ortlisen epilepsi ve migren sendromlari
iretebilir. Bu ozellikle ailesel hemiplejik migrende belirgindir. Her iki bozuklugu tedavi

eden ilaglar da altta yatan ortakliklar ve farkliliklara 1s1k tutmaya yardimci olurlar (165).
4.7. TG Noronlarinda Kalsiyum Sinyallesmesi ve Homeostazisi

TG nodronlar1 omurgali organizmalarin yiiz ve bag bolgesi nosiseptif innervasyonun
biiyiik bir cogunlugunu saglar. Memelilerdeki tlim duyusal afferent néronlar gibi, TG

noronlar1 yalanci-tek kutupludur.

Thalamus

Satellite

Glial Cells Nociception

Allodynia

Peripheral
Tissues

Trigeminal

Axon injury or Nucleus

inflammatory
stimuli

Sekil 7. TG néronu (Durham’dan, 166)

Bu dallarmn biri gangliyondan ayrilir ve duyusal uyaranlarin elektriksel aktiviteye
doniistiiriildiigi cesitli periferal dokulardan birine girer (Sekil 7). Digeri ise MSS’ye girer
ve sinaptik baglantilar yapar. Periferik duyusal sinir terminallerinde baglatilan elektriksel

aktivite, MSS’ye gitmeden once iki kola ayrilma noktasini gegmelidir (166).
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Ca*?, noronlarda gen eckspresyonu, aksiyon potansiyelinin ateslenmesi
norotransmitter saliverilmesi gibi birgok olayda 6nemli rol oynar. Diger hiicreler gibi
noronlarda hem ekstraselliiller hem de intraselliiler kalsiyum kaynaklarini1 kullanirlar.
Kalsiyum, MSS’de migrasyon, sinaptogenezis gibi olaylarda rol almanin yani sira
apoptozis olayinda da etkin rol oynar. Noronal siiregte ikincil haberci olarak goren alan
kalsiyum seviyesindeki artig, hiicre digindan reseptor-aracili veya voltaj-kapili iyon
kanallarindan hiicre i¢ine kalsiyum girmesiyle ya da hiicre i¢i depolardan kalsiyumun

salinmasiyla gerceklesir (167-169).

Duyusal afferent noéronlarin Ca*? homeostazisi ile ilgili mekanizmalar hakkinda
bildiklerimizin ¢ogu, dorsal kok gangliyon ve nodoz gangliyon noron hiicre govdelerinin
calismalarindan gelmektedir. Aksine, TG noronlarinda Ca*? homeostazisi hakkinda ¢ok

az sey bilinmektedir.
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5. GEREC ve YONTEM

Hayvanlar {izerinde bir prosediir gerceklestirilmeden, hayvanlar hizli bir sekilde
dekapite edildi. Ardindan TG’ler sabit hava akimli biyogiivenlik kabini igerisinde
diseksiyon mikroskobu yardimiyla ¢ikarilarak, hiicre kiiltiiri hazirlanmak {izere

enzimatik ve mekanik ayristirma gerceklestirildi.
5.1. Kiiltiir Soliisyonlar1 ve Kullamlan Ajanlar

Hiicre kiiltiirti i¢in kiltiir vasati olarak 5.2’de belirtilen soliisyonlar ve enzim olarak
kollegenaz, tripsin ve hiicre besleme igin sinir biiyiitme faktori kullanildi. Primer hiicre
kiltiri. hazirlanmasina uygun nitelikteki biitin bu ajanlar ticari olarak (Sigma

firmasindan) temin edildi.
5.2. Kiiltiir Vasati

Fosfat Tamponlu Fizyolojik Tuzlu Su (PBS), (Gibco)

Norobazal-A Medyumu (NBA), (fenol kirmizist icermeyen, Gibco)
5.3. Hiicre Kiiltiirii icin Genel Prensipler

Sigcan TG hiicrelerinin primer kiiltiirlerinin hazirlanmasi ve bu kiiltiire edilmis
hiicrelerin saklanmalar sirasinda olas1 kontaminasyonlara kars1 gerekli asepsi kurallarina
uyularak, diseksiyon ve enzimatik ayristirma islemleri sabit akimli glivenlik kabini
icerisinde gerceklestirildi (ESCO, Laminar Flow Cabinet). Bunun disinda kullanilan

biitlin gereg ve sollisyonlar ya steril olarak saglandi ya da uygun sekilde sterilize edildi.

5.4. Lamel Yiizeyi Kaplama

HCI igerisinde tutulan cam lameller kiiltir yapimindan bir giin 6nce HCIl’den
cikarilip steril distile su ile yikanip yarim saat etanolde (Thermo Scientific, Almanya)
bekletildikten sonra steril distile suda yikanarak sabit akimli giivenlik kabini igerisinde
steril bir kurutma kagidi tizerinde kurutuldu. Bu sirada 100 pL poli-D-lizin (Sigma; 25
mg/mL stok soliisyon) stogu iizerine 5 mL distile su ilave edildi ve olusan bu siv1 ¢ap1 15
ml’lik falkon tiiplere bdliinerek, kullanilmak tizere -20°C’ye kaldirildi. Kuruyan lameller
biiyiilk bir petriye alinarak, iizerlerine yaklasik 300 plL hazirlanmis poli-D-lizin
soliisyonundan eklendi ve 37°C’de %95 Oz + %5 CO; ihtiva eden inkiibatérde (Thermo
Scientific, Forma STERI-CYCLE CO: Incubator, Almanya) 1 saat bekletildi. Daha sonra

lameller inkiibatorden alindi ve Laminar flow igerisinde steril su ile yikanarak tekrar

37



kurutuldu. Her bir lamel iizerine 100 pL laminin (Sigma) ilave edilmek suretiyle kiiltiir
tablasi inkiibatore kaldirildi. Ayni giin NBA kiiltiir vasati ve PBS 50 mL’lik steril birer
plastik falkon tiip i¢inde inkiibatore yerlestirildi. Diseksiyon cerrahi seti ile birlikte
diseksiyon mikroskobu dezenfekte edilerek sabit akimli giivenlik kabinine alinarak yarim

saat ultraviyole (UV) 151k altinda bekletildi.
5.5. Primer Noron Hiicre Kiiltiirii Hazirlanmasi

TUBITAK-1001-214S/206 numarali projeden temin edilen WAG/RIj ve Wistar
siganlar dekapite edilerek hayvanin kafasi trigeminal gangliyonlari ¢ikarilmak iizere

biiyiik bir petri kabina yerlestirildi.

Sekil 8. TG’lerin beyin uzaklastirildiktan sonra doku i¢inde ve diseke edildikten sonraki
gorunimii

Sekil 9. Diseke edilmis ve mekanik olarak kismen boliinmiis gangliyonlar
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Egik uclu forseps ile kafa ters ¢evirilerek beyin kafatasindan ayrildi ve kafatasinin
anterior bolgesinde paralel bir sekilde iki adet bulunan TG’ler ince uclu forceps ve yayl
makas yardimiyla alt ve iist baglantilarindan koparilarak diseke edildi ve igerisinde PBS
bulunan petri kabinda toplandiktan sonra iki gangliyon da temizlenerek dérde boliindii
(Sekil 8, Sekil 9). Yavas, dairesel hareketlerle petri kabi sallanarak gangliyonlarin bir
araya toplanmasi saglandiktan sonra NBA bir pastor pipeti ile ¢ekilerek 900 pL’lik
(37°C’de inkiibe edilmis) kiiltiir vasat1 ile 100 puL kollagenaz (Sigma, %0.125) ilave
edilerek 45 dakika siireyle inkiibe edildi. Siirenin bitiminde hiicre, soliisyon ve enzim
karigimi inkiibatorden alinarak PBS ile {i¢ defa yikandi. Bundan sonra 900 pL PBS ve
100 puL tripsin (Sigma, %0.25) eklenerek 15 dakika boyunca inkiibe edildi. Ardindan
steril 15 mL’lik falkona aktarilarak NBA ile her seferinde tiip yavasga alt {ist edilerek ii¢
defa yikandi. Ardindan ucu daraltilmis steril cam bir pastor pipeti yardimiyla pipetaj
yapilarak gangliyonlar mekanik olarak tek hiicrelere ayristirildi. Hemen ardindan hiicre

kiiltiir vasati siispansiyonuna kiiltiir vasati ilave edilip 5 mL’ye tamamlandi.

Bir giin 6nce poli-D-lizin ile hazirlanmis {izerlerinde laminin bulunan lamellerin
inkiibe edildigi petri kaplarindan laminin pipet yardimiyla cekilerek yaklasik her bir
petriye 300 pL hiicre siispansiyonu eklendi ve inkiibe edildi. Her lamele 20 pL sinir
biiyiitme faktorii (NGF, Sigma) ilave edildi ve bir aksam i¢in inkiibatore kaldirildi. TG
hiicreleri 24 saat sonra Ca?* gériintiileme kayitlar1 i¢in kullanilmaya baslandi. TG hiicre

kiiltiirline ait drnek bir 151k mikroskobik goriintiisii sunulmustur (Sekil 10).

Sekil 10. TG hiicre néronlarmin 1s1tk mikroskobu altindaki goriintiisii
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5.6. Goriintiileme icin Kullamlan Ajanlar

Kiiltiire hiicreler kalsiyum duyarli floresan boya ile boyandi. Bu islem karanlik
ortamda hiicre dis1 kayit ¢ozeltisi igerisinde gergeklestirildi. Hiicre dis1 kayit ¢ozeltisi:
135 mM NaCl, 5.9 mM KCl, 1.5 mM CaClz, 1.2 mM MgClz, 11.5 mM Glukoz, 11.6 mM
HEPES, 310-320 mOsm osmalarite sukroz icermek tizere hazirlandi.

Hiicre kdiltiiriini ihtiva eden lameller kayit cemberine yerlestirildikten sonra 1mL
hiicre dis1 kayit ¢6zeltisi igerisinde ya kisa siireli (30 S) yiiksek hiire dis1 KCI (60 mM),
kapsaisin (1 uM) ve ATP (100 mM) ile uyarildi ya da diltiazem 50 s 6n muamele olarak

uygulandiktan sonra bu test ajanlar1 uygulandi.
5.7. Hiicre ici Kalsiyum Goriintiileme ve Goriintii Analizleri

Kiiltire edilen hiicreler bir giin inkiibe edildikten ve lamele iyice yapismasi
saglandiktan sonra kalsiyum goriintiileme deneylerinde kullanildi. Hiicrelerin aksonal ve
dentritik uzantilar gelistirmesi floresan kalsiyum goriintiilleme hesaplamalarini

etkileyebilecegi igin goriintiilleme deneylerinde genellikle bir giinliik hiicreler kullanildi.

Petriden dikkatlice ince uclu forceps yardimiyla alinan lameller mikroinkiibasyon
kayit cemberine aktarilarak NBA kiiltiir vasati ile yikandi ve 1 mL’lik NBA’ya 1 uL fura-
2-AM (5 uM, Molecular Probes, Ingiltere) ile floresan boya yiiklemesi karanlik ortamda
yapild1 ve oda sicakliginda 45 dk inkiibe edildi. Yiiklemeyi takiben hiicreler 45 dakika
sonunda NaCl esasli ekstraseliiler kayit soliisyonu ile en az ii¢ kez yikanarak hiicre
disindaki boya uzaklastirildi. Kalsiyum goriintiileme deneyleri 1 mL’lik hiicre dis1 kayit
soliisyonu kullanilarak gerceklestirildi. Biitiin deneyler oda sicakhiginda (22°C)
gerceklestirildi ve biitiin deneysel islemler hiicrelerin floresan isaretleyici ile

yiiklenmesinden maksimum bir saat igerisinde tamamlandi.
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Sekil 11. Kalsiyum goriintiileme sistemi

Kalsiyum goriintiileme sistemi aracilifiyla bir polikromatdr 151k kaynagindan
gonderilen 15181n filtre seti 340 nm ve 380 nm filtrelerden (Chroma, ABD) gegerek
mikroskop optikleri (Axiovert, Zeiss, 40X objektif, NA=1.4) aracilig1 dual eksitasyon ve
510 nm’de emisyon gerceklestirildi (Sekil 11). Floresan goriintileri yiksek hizli
sogutmali dijital bir kamera araciligi ile veri kazanim-yazilim programina (Visiview)

kayit edildi.

Floresan oran analizleri offline olarak, cevap veren hiicrelerde ilgi alan1 se¢imleri
yapilarak  Visiview yazilm progranmi araciligiyla gerceklestirildi ve [Ca*?]
hesaplanmasinda 510 nm’de emisyon gerceklestirilerek 340 nm eksitasyonda elde edilen
floresan yogunlugunun 380 nm eksitasyon elde edilen floresan yogunlugunu oranlanmasi

(dual uyart: 340 nm/380 nm, emisyon: 510 nm) esas alindu.

Calismada hiicre kiiltiiri iizerinden kayit alinirken sirayla KCl1 (60 mM),
kapsaisin(1 uM) ve ATP(100 mM) uygulandi ve hiicre cevaplari kaydedildi. Ayrica hiicre
kiiltiiriine diltiazem(10 uM) uygulandi ve sonrasinda KCI, kapsaisin ve ATP hiicre
cevaplar goriintiilendi. KCI, kapsaisin uygulandiktan sonra 2 dk ve ATP uygulandiktan

sonra hiicrelerin [Ca*?]; toparlanma siireleri yaklasik 5 dk kayt edildi.
5.8. Istatistiksel Analiz

Biitiin veriler ortalama+SD olarak sunuldu. Verilerin karsilastirilmasi SPSS
programinda yapildi ve Student t-testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi; p<0.05
anlamli, p<0.005 yiiksek derece anlamli olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

Bu tez calismasinin gerceklestirildigi deneysel kosullarda, kalsiyuma duyarl boya
olan fura-2 ile yiikklenmis TG noronlarindan dakikalarca (45-60 dk) stabil floresan
sinyalleri kayit edilebilmektedir. Hiicreler, floresan kalsiyum goriintiileme sistemi

kullanilarak hiicre i¢i serbest kalsiyum diizeyi degisiklikleri takip edildi.

TG hiicrelerinin non-spesifik depolarizasyon olarak yiiksek KCI (60 mM),
purinerjik agonist ATP (100 mM) ve ac1 biberin etken maddesi olan kapsaisin (1 uM) ile
uyarilarak [Ca*?)i seviyeleri yaklasik 5 dk kayit edildi.

Bir diger protokolde ise kalsiyum kanal blokeri diltiazemin (10 uM) 50 s akut
uygulanmasini takiben hiicrelere ya KCI ya ATP ya da kapsaisin uygulandi ve [Ca*?];
cevaplari kayit edildi.

WAG/RIj sican TG hiicreleri KCI uygulamasini takiben [Ca*?]; diizeyi Wistara
oranla anlaml bir diisiis gosterdi; WAG/Rij [1.27£0.06 (n=7)], Wistar [1.45+0.22
(n=11)]. Diltiazemle 50 s akut uygulama sonrasinda WAG/Rij sicanlarda [Ca*?]i cevabi

tamamen inhibe olmazken Wistar siganlarda neredeyse tamamen inhibe oldu.

Normal kosullarda WAG/Rij siganlardan izole edilen TG hiicrelerinde pik ATP
cevabt 340 nm/380 nm orani [1.40+0.17 (n=19)] diizeyinde iken; diltiazem ile 6n-
muamele sonrasi bu cevap [1.284+0.12 (n=10)] diizeyinde baskilanmis olarak gergeklesti
(p<0.05). Wistar siganlardan izole edilen TG noéronlarinda bazal sartlardaki pik cevabi
[1.66+0.21 (n=14)] oranindayken, diltiazem 6n muamelesi sonras1 bu deger [1.27+0.16

(n=14)], yani yiiksek anlamlilik derecesinde diistiktii (p<0.005).

TG noronlarinin nosiseptif uyaran kapsaisin cevab1 WAG/Rij grubunda [2.78+0.52
(n=9)]; Wistar grubunda ise [2.42+0.79 (n=20)] olarak tespit edildi. Diltiazemle 6n-
muamele sonrasi WAG/Rij pik cevabi [1.77+0.35 (n=11)] iken Wistarda [1.97+0.52
(n=12)] bulundu.

42



6.1. WAG/Rij ve Wistar TG Hiicrelerinde Depolarizasyonla Indiiklenen [Ca*?];

Cevaplan

WAG/RIj ve Wistar floresan boya fura-2 AM ile yiiklenmis TG noron hiicrelerinde,
yiiksek KC1 (60 mM) ile uyarilan [Ca*?]i cevaplari incelendi. Tki grupta da floresan orani
degisikligini gosteren O6rnek bir deney uygulamasina ait orijinal kayitlar asagida
sunulmustur (Sekil 12, Sekil 13). WAG/Rij ve Wistar TG hiicre kiiltiirii ortaminda KC1
(60 mM) uygulamasmin [Ca*?]; diizeyine etkisi normalize floresan orani1 (340 nm/360
nm) degerleri; bazal, pik ve [Ca*?]i toparlanma degerleri olarak karsilastirildi (Sekil 14).
WAG/Rij grubunda pik seviyesinde [Ca*?]i cevabinda Wistar’a oranla anlaml1 bir diisiis
goriildii (p<0.05). Hata gubuklari standart sapmay1 gostermektedir.

Bazal KCl (60mM)

Sekil 12. WAG/Rij TG néronlarina KCI (60 mM) uygulamasinin [Ca*?]i diizeylerine
etkisi

Bazal KCI (60mM)

Sekil 13. Wistar TG noronlaria KCI (60 mM) uygulamasinin [Ca*?]; diizeylerine etkisi
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Sekil 14. WAG/Rij ve Wistar TG kiiltiir ortaminda KCI (60 mM) uygulamasimin [Ca*?];
diizeyine etkisinin karsilagtirilmasi

6.2. WAG/RIij ve Wistar TG Hiicrelerinde Purinerjik Agonist ile Indiiklenen [Ca*?];

Cevaplan

WAG/RIj ve Wistar floresan boya fura-2 AM ile yiiklenmis TG ndron hiicrelerinde,
purinerjik agonist ATP (100 mM) ile uyarilan [Ca*?]i cevaplari incelendi. Iki grupta da
floresan orani degisikligini gosteren 6rnek bir deney uygulamasina ait orijinal kayitlar
asagida sunulmustur (Sekil 15, Sekil 16). Wistar vee WAG/Rij TG hiicre kiiltiirii
ortaminda ATP (100 mM) uygulamasinin [Ca*?]; diizeyine etkisi normalize floresan orani
(340 nm/360 nm) degerleri; bazal, pik ve [Ca*?]itoparlanma degerleri olarak karsilastirild:
(Sekil 17). WAG/RIj grubunda pik seviyesinde ve toparlanma seviyesinde [Ca*?]i
cevabinin Wistar’a oranla yiiksek derece anlamli olarak diistiigii goriildii (p<0.005). Hata

cubuklar1 standart sapmay1 gostermektedir.
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Bazal ATP(100mM)

Sekil 15. WAG/RIj TG néronlarma ATP (100 mM) uygulamasmin [Ca*?]i diizeylerine
etkisi

Bazal ATP(100mM)
Sekil 16. Wistar TG néronlarina ATP (100 mM) uygulamasinin [Ca*?]; diizeylerine etkisi

ATP (100 mM)

— WAG/R”

l o — Wistar |
o 13T
E 0.0001
=
(=)
o0
o
o
E 0.0001
g -
=

5. 0.0001
on
3 | 0.0001 0.001
E ®
g ®
( ]
g : !
2 “ ! 1 i :
\ . N - .

S 104 g ' N 7
<A
() L
N T
=
=)
5 0,00 - T ? : ' : : l
Z Bazal Pik 1 2 : )

Zaman (dk )

Sekil 17. WAG/Rij ve Wistar TG kiiltiir ortaminda ATP (100 mM) uygulamasinin [Ca*?);
diizeyine etkisinin karsilagtirilmasi
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6.3. WAG/Rij ve Wistar TG Hiicrelerinde Kapsaisin ile Indiiklenen [Ca*Z];

Cevaplan

WAG/RIj ve Wistar floresan boya fura-2 AM ile yiiklenmis TG noron hiicrelerinde,
kapsaisin (1 pM) ile uyarilan [Ca*?]i cevaplari incelendi. Iki grupta da floresan orani
degisikligini gosteren Ornek bir deney uygulamasina ait orijinal kayitlar asagida
sunulmustur (Sekil 18, Sekil 19). Wistar ve WAG/Rij TG hiicre kiiltiirii ortaminda
kapsaisin (1 pM) uygulamasmin [Ca*?]i diizeyine etkisi normalize floresan orani1 (340
nm/360 nm) degerleri; bazal, pik ve [Ca*?]i toparlanma degerleri olarak karsilastirild:
(Sekil 20). WAG/RIj grubunda [Ca*?]i toparlanma seviyesinde Wistar’a oranla anlaml
bir artig goriildii (p<0.05). Hata gubuklar1 standart sapmay1 gostermektedir.

Bazal kapsaisin (1uM)
Sekil 18. WAG/RIj TG néronlarina kapsaisin (1 pM) uygulamasinin [Ca*?]; diizeylerine
etkisi

Bazal kapsaisin (1uM)
Sekil 19. Wistar TG néronlarina kapsaisin (1 uM) uygulamasmnin [Ca*?)i diizeylerine
etkisi
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Sekil 20. WAG/Rij ve Wistar TG kiiltiir ortaminda kapsaisin (1 pM) uygulamasinin
[Ca*?]i diizeyine etkisinin karsilastirilmasi

6.4. WAG/Rij ve Wistar TG Hiicrelerinde Akut Diltiazem Uygulamasi sonrasi

Depolarizasyonla indiiklenen [Ca*2]i Cevaplar1

WAG/RIj ve Wistar floresan boya fura-2 AM ile yiiklenmis TG ndron hiicrelerinde,
membran depolarizasyonu ile indiiklenen [Ca*?]; cevaplar1 incelendi. WAG/Rij ve Wistar
TG hiicre kiiltiirii ortaminda KCI (60 mM) uygulamasimin [Ca*?]i diizeyine etkisi ile 50 s
diltiazem akut uygulamasinin [Ca*?]i diizeyine etkisi normalize floresan oranmi (340
nm/360 nm) degerleri; bazal, pik ve [Ca*?]i toparlanma degerleri olarak karsilastirildi
(Sekil 21, Sekil 22). Hiicreler KCI uygulamasiyla artmis [Ca*?]i cevabi verirken,
diltiazemin akut uygulamasi sonrasi bu cevap WAG/RIj grubunda anlamli derecede diistii
(p<0.05). Wistar grubunda akut diltiazem uygulamas1 sonras1 [Ca*2]i cevaplar1 yiiksek

anlamlilik derecesinde diistii (p<0.005). Hata ¢ubuklar standart sapmay1 gostermektedir.

47



WAG/Rij
—=—KClI

. 209 e KCl + Diltiazem

g

g KCI (60mM)

oo

@

E . .

& Diltiazem

& 157 (10uM)

B 0.008

i l T

= J s

E 1,0 4 . % = ,*”ff::—:;,, —— l

o T T

N =

=

£

2 0,00 y T T T ¥ T : T y T ) T T T
0 30 60 90 120 150 180 210

Zaman (s)

Sekil 21. WAG/RIj sigan TG noéronlarinda KCI (60 mM) uygulanan ve 50 s diltiazem (10
uM) én-muamelesinden sonra KCI uygulanan iki grubun [Ca*2]i cevaplarinin

karsilastirilmast
Wistar
—un—KClI
e KCIl + Diltiazem
2,0 KCI1 (60mM)
0.0001
1,5 Diltiazem
(10uM) I

| L

1,0 4 .! T 7 i

0,00 4————— LA R T L NI L B3P P T T r T I

Normalize Floresan Orani (340nm/380nm)

Zaman (s)

Sekil 22. Wistar sigan TG noronlarinda KC1 (60 mM) uygulanan ve 50 s diltiazem (10
uM) én-muamelesinden sonra KCI uygulanan iki grubun [Ca*?]i cevaplarinin
karsilastirilmasi
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6.5. WAG/RIij ve Wistar TG Hiicrelerinde Akut Diltiazem Uygulamasi sonrasi

Purinerjik Agonist ile indiiklenen [Ca*?]i Cevaplar1

WAG/RIj ve Wistar fura-2 AM ile yiiklenmis TG noron hiicrelerinde, purinerjik
agonist ATP (100 mM) ile indiiklenen [Ca*?]i cevaplari incelendi. WAG/Rij ve Wistar
TG hiicre kiiltiirii ortaminda ATP (100 mM) uygulamasinin [Ca*?]; diizeyine etkisi ile 50
s diltiazem akut uygulamasimin [Ca*?]; diizeyine etkisi normalize floresan orami (340
nm/360 nm) degerleri; bazal, pik ve [Ca*?]i toparlanma degerleri olarak karsilastirild:
(Sekil 23, Sekil 24). WAG/RIj grubunda akut diltiazem uygulamasi sonrasi ATP ile
indiiklenen [Ca*?]i cevaplari, 90. s’de (pik) anlaml1 derecede diistii (p<0.05). Wistar
grubunda diltiazemin akut uygulamas1 ile ATP uygulamasi sonras1 [Ca*?]i cevabu, pik ve
toparlanma seviyesinde yiiksek derecede anlamlilikla diistii (p<0.005). Hata ¢ubuklari

standart sapmay1 gostermektedir.
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Sekil 23. WAG/RIj sican TG noronlarinda ATP (100 mM) uygulanan ve 50 s diltiazem
(10 puM) on-muamelesinden sonra ATP uygulanan iki grubun [Ca*3);
cevaplarinin karsilagtirilmasi
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Sekil 24. Wistar sigan TG néronlarinda ATP (100 mM) uygulanan ve 50 s diltiazem (10
uM) én-muamelesinden sonra ATP uygulanan iki grubun [Ca*?]i cevaplarinin
karsilastirilmast

6.6. WAG/RIij ve Wistar TG Hiicrelerinde Akut Diltiazem Uygulamasi sonrasi

Kapsaisin ile Indiiklenen [Ca*?]; Cevaplar

WAG/RIj ve Wistar fura-2 AM ile yiiklenmis TG néron hiicrelerinde, kapsaisin (1
uM) ile indiiklenen [Ca*?)i cevaplar incelendi. WAG/Rij ve Wistar TG hiicre kiiltiirii
ortaminda kapsaisin (1 pM) uygulamasmin [Ca*?]i diizeyine etkisi ile 50 s diltiazem akut
uygulamasinin [Ca*?]i diizeyine etkisi normalize floresan orami (340 nm/360 nm)
degerleri; bazal, pik ve [Ca*?]i toparlanma degerleri olarak karsilastirildi (Sekil 25, Sekil
26). WAG/RIj grubunda akut diltiazem uygulamasi sonras1 kapsaisine verdikleri [Ca*?];
cevabi 90.s,120.s ve 150.s’de anlamli diizeyde baskilandi (p<0.05). Wistar grubunda akut
diltiazem uygulamasi sonrasi kapsaisinin meydana getirdigi [Ca*2]i cevabi 90. s’de (pik)

anlamli derecede diistii (p<0.05). Hata ¢ubuklari standart sapmay1 gostermektedir.
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Sekil 25. WAG/RIj sigan TG noéronlarinda kapsaisin (1 uM) uygulanan ve 50 s diltiazem
(10 puM) on-muamelesinden sonra ATP uygulanan iki grubun [Ca*?];
cevaplarinin karsilagtirilmasi
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Sekil 26. Wistar sican TG noronlarinda kapsaisin (1 uM) uygulanan ve 50 s diltiazem (10
uM) on-muamelesinden sonra kapsaisin uygulanan iki grubun [Ca*Z;
cevaplarinin karsilagtirilmasi
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6.7. WAG/Rij ve Wistar TG Hiicrelerinde Akut Diltiazem Uygulamasi sonrasi

Purinerjik Agonistle indiiklenen [Ca*2]i Cevaplar1

Kalsiyum goriintiilemede floresan oranlarinda (340 nm/380 nm) meydana gelen
[Ca*?)i degisiklikleri grafik altinda kalan alan (AUC) degerleri olarak belirlendi. Sekilde
fura-2 AM ile yiiklenmis TG sinir hiicrelerinde 100 mM ATP uygulamasinin meydana
getirdigi floresan orani degisikligini gosteren tipik bir deney uygulamasina ait ortalama
verilerden gelistirilmis grafik sunuldu (Sekil 27). Diltiazemin (10 uM) 50 s siireyle
uygulanmasmin ardindan ATP uygulamasi sonrasi sitoplazmik serbest kalsiyum
konsantrasyonu her iki grupta da anlamli derecede etkilendi. Diltiazemin akut uygulamasi
ATP’nin meydana getirdigi hiicre i¢i kalsiyum artisin1 anlamli diizeyde baskiladi
(p<0.05). Hata gubuklar1 standart sapmay1 gostermektedir.
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Sekil 27. WAG/Rij ve Wistar TG noronlarinda [Ca*?]; cevaplar
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6.8. WAG/Rij ve Wistar TG Hiicrelerinde Akut Diltiazem Uygulamasi sonrasi

Kapsaisin ile Indiiklenen [Ca*?]i Cevaplar1

Kalsiyum goriintiilemede floresan oranlarinda (340 nm/380 nm) meydana gelen
[Ca*?)i degisikliklerin grafik altinda kalan alan (AUC) degerleri olarak belirlendi. Sekilde
fura-2 AM ile yiiklenmis TG sinir hiicrelerinde 1 uM kapsaisin uygulamasinin meydana
getirdigi floresan orani degisikligini gosteren tipik bir deney uygulamasina ait ortalama
verilerden gelistirilmis grafik sunuldu (Sekil 28). Diltiazemin (10 uM) 50 s siireyle
uygulanmasimin ardindan kapsaisin uygulamasi sonrasi sitoplazmik serbest kalsiyum
konsantrasyonu WAG/Rij grubunda anlamli diizeyde diistii. Diltiazemin akut uygulamasi
WAG/Rij grubunda kapsaisinin meydana getirdigi hiicre i¢i kalsiyum artigsini anlaml
diizeyde baskiladi (p<0.05). Hata ¢ubuklari standart sapmay1 gostermektedir.
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Sekil 28. WAG/Rij ve Wistar TG néronlarinda [Ca*?]i cevaplari
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7. TARTISMA ve SONUC

Bu tez calismasinda bas/yliz bolgesi duyularini tasiyan noronlarin (170), hiicre
govdelerinin primer kiiltiiri yapilarak; bu néronlarda nosiseptif kalsiyum sinyallesmesi,
epileptik WAG/Rij ve saglikli Wistarlarda karsilastirmali olarak incelendi. Elde edilen
bulgularin epilepside migren ve bas agrist goriilme durumunda santral mekanizmalarin
mi1, TG 6zelinde periferal mekanizmalarin m1 rol oynadigina yonelik hiicresel diizeyde
kanit olma potansiyeli vardir. Arastirmanin bulgulari epileptiklerden izole edilen duyusal
noronlarm ATP ve KCl ile indiiklenen [Ca*?]i cevaplarinin pik deger bakimmdan Wistar
sicanlarinkinden anlamli derece diisiik oldugu; kapsaisin cevaplarinin ise WAG/Rij
epileptiklerde daha yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. Bununla birlikte agoniste
[Ca*?]i cevabinin ortaya ¢ikmasi ve sinyalin siiresi bakimindan gruplar arasinda anlamli

bir fark yoktu.

Birgok sinyal iletim yolaginin diizenlenmesinde [Ca*?]i birincil faktordiir ve
seviyesi temel olarak Ca*? salinim mekanizmas: tarafindan belirlenir. Bu sistem yoluyla
plazma membrania aktif Ca*? akis1 ya yiiksek afiniteli diisiik kapasiteli Ca*2-ATPaz
(PMCA) ya da diisiik afiniteli yiiksek kapasiteli Na*-Ca*2 antiporter: (NCX) yoluyla olur
(171). Na*-Ca*? antiporteri, substrat iyonlarin elektrokimyasal gradyentine bagh olarak,
Bir Ca' icin ii¢ Na*’nin elektrojenik degisimini katalize eden ¢ift yonlii bir tastyicidir
(171-174). Bu degistiriciler, hem uyarilabilir hem de uyarilamayan hiicrelerde [Ca*?);
konsantrasyonunun diizenlenmesinde Onemli bir rol oynar ve hiicre zarindaki Na*
konsantrasyon gradyenti vasitastyla Ca*?’yi hiicre disina pompalar (172,179). NCX1,
NCX2 ve NCX31 igeren memeli NCX’leri, li¢ ayr1 gen tarafindan kodlanan multigen
stiper ailesi SLC8’1 olusturur (171,173,180).

Aralarinda DKG ve kraniyal sinirlerin de yer aldigi periferal sinir sisteminin
somatoduyusal noronlar periferal organlardan MSS’ye bilgi (agr sinyali dahil) iletirler.
Orofasiyal bolgenin zararli ve zararsiz uyaranlarina ait bilgiler genelde TG néronlart ile
taginir. Hem DKG hem de TG néronlarinin mekanosensitif ve nosiseptif alt tipleri vardir
(181). AB-ndronlari ve Ad-ndronlari ile miyelinsiz C lifleri agri iletiminden sorumlu olup;
C liflerinin yaklasik %90’1, Ad liflerinin ise %80’i nosiseptif sinyalleri tasirken AP
liflerinin yaklasik %801 nosiseptif olmayan bilgileri tasir (182).
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Zararli uyarilar ve sinir hasari noronlarda cesitli iyon kanallar1 ve reseptorleri
aracilig1 ile [Ca*?]i artisina yol agar. Néronlarda [Ca*?)iartis1 uyarilma icin gereklidir
(183) ancak asir1 artist hiicre Sliimiine yol agar. Sonugta [Ca*?]; aralarinda nosisepsiyon
ve agrinin da oldugu (184) pek cok sinyal transdiiksiyonu igin gereklidir ve bu tez

caligmasinda hiicre i¢i kalsiyum artis1 agri/nosiseptif sinyal belirteci olarak kullanildu.

Aci biberin etken maddesi kapsaisin uygulamasinin TG noronlarinda kalsiyum
artisina yol actig1; tavuk (185), fare (186) ve sigan (187) TG noronlarinda gosterilmistir.
Primer duyusal néron olan dorsal kok gangliyonlarinda da kapsaisinin nosiseptif hiicre
ici kalsiyum sinyallerine yol agtig1 bildirilmistir (188). Bu tez calismasinin bulgular
bahsedilen literatiir bulgulari ile uyumludur. Genetik epileptik sican modeli olan
WAG/Rij siganlardan TG néron kiiltiirii ve kapsaisine [Ca*?]i cevabi literatiirde yer
almamaktadir. Bu durum bulgular1 kiyaslamaya imkan vermese de, tez arastirmasinin

0zgiin yonlerinden birini ortaya koymaktadir.

Bu tez ¢alismasinda kapsaisinin etki mekanizmasi ele alinmadi ancak kapsaisinin
nosiseptif sinyal tetikleme mekanizmasi bilinmektedir. Solanaceae familyasindan olan
bitkisel bir dogal wvaniloid olan kapsaisin (trans-8-metil-N-vanilil-6-nonenamid-
C18H27NO3) kimyasal olarak protoalkaloid grubundadir. TRPV 1 kanallarini aktive ederek
hiicrede depolarizasyon ve kalsiyum artis1 yaptigina inanilmaktadir (189, 190). Kapsaisin
agri tedavisinde kullanilmaktadir; ancak etki mekanizmas: farklidir (191, 192).
Kapsaisin segici olarak TRPV1 kanalin1 aktive eder (193). Nosiseptorlerin ucunda bolca
bulunan bu iyon kanali kalsiyuma kars1 gegirgendir. Bu yolla kalsiyum girisi ilk asamada
agriya yol agar, bu evreyi uzun siire etkili bir analjezik evre takip eder. Bu uygulama taktil
duyularda degisime yol agmaz. Kapsaisin uygulamasina kisa ve uzun siireli cevaplar
nosiseptif terminallerde hem fonksiyonel hem de yapisal degisiklikler sonucu gelisir.
Topikal uygulanan kapsaisinin agri dindirici mekanizmasinin temeli primer duyusal
noron uglarinda P maddesi tiikenmesine yol agmasi olarak kabul edilmektedir. P maddesi
agr1 sinyallerinin beyine iletilmesini saglar ve eklemlerde inflamatuar sitokinleri aktive
eder. Kapsaisinin ayni1 zamanda ilgili bolgelerde duyusal ndron yogunlugunu azalttig1 da
ileri siiriilmiistiir (194). Kapsaisinin bu klinik etkisi de dikkate alinmali ancak hem klinik
arastirmalarda hem de duyusal néronlarda agr1 sinyallerini baslatmak i¢in model olarak

kullanim1 yaygindir (195) ve bu arastirmada nosiseptif uyar1 amaciyla kullanildu.
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Aralarinda ATP nin de yer aldig1 hiicre dig1 niikleotitler agr1 sinyallesmesinde kritik
rol oynar. TG noronlarinin ATP dahil endojen nosiseptif uyaricilarla hiperaktivasyonu
migrene yol agar (196, 197). Bir hiicre dis1 norostimiilator olarak ATP metabotropik P2Y
ve iyonotropik P2X reseptorlerini aktive eder (198). Duyusal noronlardaki P2X
reseptorleri (P2XR) agri iletiminde rol oynar (199). P2X reseptorleri (P2X1-7), 6zellikle
agr1 ileten kiigiik capli TG néronlarinda bolca bulunur ancak orta ve biiyiik ¢capli TG
noron alt tiplerinde de mevcuttur (200,201).

Bu tez ¢alismasinda hem normal saglikli hem epileptik hayvanlardan izole edilen
TG noronlart ATP ile uyariya artmis hiicre i¢i serbest kalsiyum diizeyi ile yanit verdi. Bu
etki fare (202) ve sigan TG noéronlarinda (203) ATP yanitlar ile uyumludur. WAG/RIj
epileptik sigan TG primer néron kiiltiiriinde ATP yanitt denenmemistir ve bu kisim tezin
0zglin bulgular olarak literatiire kazandirma potansiyeli olan kisimdir. Hem pik amplitiit
hem de AUC degerleri bakimindan epileptik WAG/RIj hayvanlardan izole edilen TG

noronlarinin ATP cevab1 Wistarlarin kalsiyum artig1 cevabindan diisiiktii.

Bu bulgular, epileptik ve saglikli sicanlarin TG néron nosiseptif kalsiyum
sinyallerinin benzer oldugunu yani epilepside ortaya ¢ikan artmis bas agris1 ve migrende
TG noéronlarinin  duyarlilik farkinin  anlamli  bir katkisinin  olmayabilecegini

distindiirmektedir.
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