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OZET

Ilag Asir1 Kullanim Bas agris1 (IAKB) non-steroid anti inflamatuar ilaglar (NSAII) gibi agr1 kesici
ilaglarin uzun siireli kullanimi ile 6zellikle migren hastalarinda gelisen sekonder kronik bir bas
agrisidir. Yeni arastirmalarimiz néroinflamasyonun ve bagirsak gecirgenliginin dnemli roliinii
IAKBde gostermistir. Bu calismada IAKB ’nin patogenezinde trigeminal ganglionda (TG)
noroinflamasyonun ve ilag detoksifikasyonunda goérevli sulfotransferaz (SULT1A1) enzimindeki
degisikliklerin deneysel IAKB modelinde incelenmesi amagclandi. Klinik durumla uyumlu olarak disi
sicanlar tercih edildi ve NSAII (Piroksikam) oral yolla uygulanarak IAKB modeli olusturuldu.
Spraque Dawley cinsi siganlara (16 kontrol + 16 IAKB) 5 hafta siireyle giinliik oral NSAIl
(Piroksikam 10 mg/ kg) veya tasiyict (su 1 ml/kg) verildi. Agri ile iligkili davranislar degerlendirildi.
Tim davrams analizleri tedaviden once ve sonra tekrarlandi. Sigan trigeminal ganglionunda
kalsitonin geni ile iligkili peptid (CGRP) ve SULT1AL1 seviyeleri ile hiicresel yerlesimleri ve ayrica
inflamasyon ve mitokondrial stres belirtegleri olarak hipoksi ile indiiklenen faktor 1 alpha (HIF-10)
ile alarm ve proinflamatuvar protein high mobility group box 1 (HMGB1) immunohistokimya ve
Western Blot ile incelendi. Davrams deneyleri IAKB grubunda agr ile iliskili timarlama siireleri ve
kafa silkme sayilarinin ve periorbital mekanik allodininin kontrole kiyasla arttigini gosterdi.
Trigeminal ganglionun oftalmik dalinin immiinohistokimya incelemesi sonucunda; SULT1A1’in,
TG néron sitoplazmalarinda yerlestigi, uydu glial (SGC) hiicrelerde bulunmadig: goriildii. IAKB
grubunda SULTIA1’in kontrole kiyasla azaldigi saptandi. CGRP pozitif hiicrelerin trigeminal
ganglion néronlar1 oldugu saptandi. CGRP immiinoreaktif néron sayis1 IAKB grubunda kontrole
kiyasla istatistiksel anlamli artti. HMGB1 immiinoreaktivitesi ise noronlar ve SGC hiicrelerinde
pozitif bulundu. HMGB1; TG noéronlart ve uydu glial hiicrelerde (SGC) sitoplazma ve ¢ekirdekte
yerlesirken IAKB’de sitoplazmik translokasyon artt1. Western blot calismasi ise IAKB grubunda
kontrole kiyasla HMGBL protein miktarinin arttigina isaret etti.HIF-1a imminoreaktivitesi hem
noronlar hem de SGC hiicrelerinde pozitif bulundu. HIF-1a kontrol grubunda baskin olarak
sitoplazmik yerlesim gosterirken, IAKB grubunda uzun siireli ve diizenli piroksikam maruziyeti
cekirdege translokasyonun artmasina neden oldu. HIF-1a protein ekspresyon seviyeleri IAKB’de
kontrol grubuna gore yiiksek bulundu. IAKB TG néron ve uydu glialarda belirgin néroinflamasyona
ve nosiseptif noronlarda agr ile iliskili néropeptid CGRP artigina ve SULT1A1 azalmasina yol
agmaktadir. [AKB’ de trigeminal duyarlilasma ve nosiseptif yanitin idamesine néroinflamasyon ile
ila¢ ve ndrotransmitter metabolizmasindaki bozulma katkida bulunabilir.
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ABSTRACT

Medication Overuse Headache (MOH) is a secondary chronic headache that develops with long-term
use of painkillers such as non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), especially in migraine
patients. Our new research has demonstrated the important role of neuroinflammation and intestinal
permeability in MOH. This study aimed to examine neuroinflammation in the trigeminal ganglion in
the pathogenesis of MOH and changes in the sulfotransferase (SULT1AL) enzyme involved in drug
detoxification in an experimental MOH model. In accordance with the clinical situation, female rats
were preferred and an MOH model was created by oral administration of NSAID (Piroxicam).
Spraque Dawley rats (16 control + 16 MOH) were given daily oral NSAID (Piroxicam 10 mg/kg) or
vehicle (water 1 ml/kg) for 5 weeks. Pain-related behaviors were evaluated. All behavioral analyzes
were repeated before and after treatment. Calcitonin gene-related peptide (CGRP) and SULT1A1l
levels and their cellular localizations in rat trigeminal ganglion and also hypoxia-inducible factor 1
alpha (HIF-1¢) and alarm and proinflammatory protein high mobility group box 1 (HMGB1) as
markers of inflammation and mitochondrial stress were examined by immunohistochemistry and
Western blot. Behavioral experiments showed that pain-related grooming times and head shake
numbers and periorbital mechanical allodynia were increased in the MOH group compared to
control. Immunohistochemistry examination of the ophthalmic branch of the trigeminal ganglion
revealed that SULT1A1 was localized in the cytoplasm of TG neurons and was not found in satellite
glia (SGC) cells. SULT1A1 was decreased in the MOH group compared to control. CGRP positive
cells were found to be trigeminal ganglion neurons. The number of CGRP immunoreactive neurons
increased statistically significantly in the IAKB group compared to the control group. HMGB1
immunoreactivity was found positive in neurons and SGC cells. HMGBL localized in the cytoplasm
and nucleus in TG neurons and satellite glial cells (SGC), while cytoplasmic translocation increased
in IAKB. Western blot study indicated that HMGBL1 protein amount increased in the IAKB group
compared to the control group. HIF-1a immunoreactivity was found positive in both neurons and
SGC cells. While HIF-1a was predominantly cytoplasmic in the control group, long-term and regular
piroxicam exposure in the IAKB group caused increased translocation to the nucleus. HIF-1a protein
expression levels were higher in IAKB than in the control group. MOH causes significant
neuroinflammation in TG neurons and satellite glia and increases in pain-related neuropeptide CGRP
and decreases in SULT1A1 in nociceptive neurons. Neuroinflammation and impaired drug and
neurotransmitter metabolism may contribute to trigeminal sensitization and maintenance of
nociceptive response in MOH.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

% Yiizde

o Alfa

B Beta

°C Santigrat derece

pm Mikrometre

g Gram

mg/kg Miligram/Kilogram

mg/ml Miligram/Mililitre

Kisaltmalar Aciklamalar

CGRP Kalsitonin Genine Bagli Peptit

DAMP Damage-associated molecular pattern
(Hasarla iliskili molekiiler model)

DNA Deoksiribontikleik asit

HIFl-a Hipoksi ile Indiiklenen Faktor 1 alpha

HMGB1 High mobility group box 1

IAKB Ilag Asir1 Kullanim Bagagrisi

PBS Fosfat Tamponlu Salin

PFA Paraformaldehit

SGC Uydu Glia Hiicreleri

SULT 1A1 Sulfotransferaz

TBS Tris Tamponlu Salin

TG Trigeminal Ganglion



1. GIRIS

Migren 151k, ses ve kokuya asir1 duyarlilik, bulanti ve kusmanin da eslik ettigi, zonklayici1 ve
genellikle tek tarafli tekrarlayan bas agrisi ataklari ile giinliik yasam kalitesinin bozulmasina
ve is giicii kaybina neden olan norolojik bir hastaliktir [1]. Migren gibi primer bas agrisi
bozuklugu olan bireylerde analjezikler, steroid olmayan anti inflamatuar ilaglar (NSAII) ve
akut bas agrisi ilaglarinin sik ve diizenli kullanimi ile migren kroniklesmekte ve ilag asiri
kullanim bas agris1 (IAKB) olarak adlandirilan seconder bas agris1 gelismektedir. Toplumun
% 1-2 sini etkileyen IAKB’nin patogenezi heniiz tam olarak bilinmemektedir [2], [3], [4-
6]. Kullanilan ilaglarin IAKB gelismesine katkida bulunabilecek néroadaptif degisikliklere

yol agabilecegi ileri siiriilmektedir [5].

Kronik ilag kullanimina bagli olarak trigeminal sistemin merkezi diizenlemesinin bozulmasi,
agr1 duyarliligim artirabilir ve IAKB” ye katkida bulunabilir. Epizodik bas agrisindan kronik
bas agrisina doniisiimiin trigeminovaskiiler sistemin (TVS) aktivasyonu ile trigeminal
sistemin duyarliligini i¢erebilecegi ve triptanlar, opiatlar ve non-steroid antiinflamatuar gibi

ilaglarin bu duyarliligi kolaylastirabilecegi diisiiniilmektedir [5, 7-9].

Trigeminovaskiiler sistemin aktivasyonu primer duyu néronlarindan kalsitonin geniyle
iliskili peptid (CGRP) gibi noropeptidlerin salinmasina yol agar. Trigeminal gangliondan
salinan CGRP, periferik duyarlilig: siirdiirmek i¢in bitisik néronlar ve uydu glial hiicreleri
ile etkilesime girer ve ikinci derece noronlarin merkezi duyarliligini artirabilir [10]. CGRP,
norojenik inflamasyona neden olarak vazodilatasyon, artmis damar gecirgenligi, glial hiicre
aktivasyonu ve inflamatuar aracilarin artmasima neden olan mast hiicre degraniilasyonunu

tetikleyerek agr1 duyarliligini arttirir [11].

Siilfotransferazlar (SULT) 3'-fosfoadenozin 5'-fosfosiilfattan (PAPS) bir siilfonat grubunun
hormon, noérotransmitter, ilag ve ksenobiyotik bilesiklere aktarilarak siilfatlanmasini
katalizleyen Faz Il ilag metabolizmasinda gorevli enzim ailesidir [12]. Sitozolik SULT lar,
spesifik substratlarma gore fenol sulfotransferazlar (SULT1) ve hidroksisteroid
sulfotransferazlar (SULT2) olmak iizere iki alt aileye ayrilir [13]. SULT1 birgok ilag da dahil
olmak tizere kiiciik fenolik bilesiklerin, strojenlerin, katekolaminlerin ve ksenobiyotiklerin
konjugasyonunda yer alan en az sekiz izoformdan olusur. SULT1A izoformlari klasik ilag

metabolizmasinda gorevli alt ailedir [14]. SULT1A ailesinin en iyi tanimlanmis izoformlar1



SULT1A1 ve SULT1A3'ir. Beyinde SULT1AT1’ in ilag detoksifikasyonunda SULT1A3’
iin ise katekolamin metabolizmasinda, rol oynadigi varsayilmaktadir [15]. Ek olarak
SULT1Al'in beyindeki norotransmitterlerin  ve merkezi etkili ilaglarin lokal

metabolizmasindan sorumlu olabilecegi belirtilmistir [16].

SULT izoformlar1 yaygin bir doku dagilimina sahiptir ve karaciger, akciger, beyin, deri,
trombositler, meme, bobrek ve gastrointestinal doku dahil olmak iizere birgok dokuda ifade
edilir [17]. SULT1A izoformlar1 insanda trombositlerde [18], karacigerde [19],
gastrointestinal sistemde [20], beyinde [21] calisilmustir. Farelerde karaciger, mide, ince ve
kalin bagirsaklar ile beyin dokularindaki SULT izoformlarmin mRNA ifadeleri
gosterilmistir [22]. Siganlarda SULT ifadelerinin farkli beyin bolgelerinde ozellikle
kortekste bulundugu gosterilmistir [23]. Periferik sinir sisteminde trigeminal ganglionda

SULT ekspresyonu ile ilgili galisma bulunmamaktadir.

Yiiksek hareketli grup kutusu-1 (HMGBZ1; High Mobility Group Box 1); kromatin yapisinin,
DNA replikasyonunun, onarmminin ve transkripsiyonunun diizenlenmesinde rol oynayan
noronlar ve mikroglia ¢ekirdekleri de dahil olmak {izere ¢esitli hiicre ¢ekirdeklerinde ifade
edilen yaygm bir histon olmayan niikleer DNA baglayici proteindir [24],[25]. HMGBL1
cekirdekteki en hareketli proteindir ve 1-2 saniye iginde sitozole ulasabilir. HMGBL1'in
hiicredeki konumu, hiicre tipine, dokuya ve stres sinyallerine bagli olarak degismektedir [26-
28]. HMGB1 inflamasyon, bagisiklik ve hiicre 6liimiinde 6nemli bir hiicre dis1 proteindir.
HMGB1 ya nekrotik hiicrelerden pasif olarak serbest birakilir ya da sitoplazmaya
translokasyondan sonra nekrotik olmayan fakat stresli hiicrelerden aktif olarak salgilanir
[24]. Hiicre dist HMGB1, dogustan gelen bagisiklik sistemini uyarmak i¢in bir hasarla
iliskili molekiiler model (DAMP) gorevi goriir ve patojenle iliskili molekiiler model proteini
(PAMP) birlikte homeostazis bozukluklarina karsi “Alarmin” molekiilii olustururlar [29,
30], [31]. Alarminler, hiicre ya da doku stresi veya hasarmi bildirmek tizere hemen
saliverilen, dnceden olusturulmus endojen molekiillerdir. HMGB1'i aktif olarak salgilamak
tizere uyarilabilen hiicreler arasinda noéronlar, astrositler, ndroblastoma hiicreleri ve diger

timor hiicreleri bulunur [32].

HMGB1, Gelismis glikasyon son iiriinleri reseptorii (RAGE) ve Toll benzeri reseptor (TLR)

gibi birden fazla reseptorle etkilesime girerek inflamatuar yanitlart yonlendirir. Merkezi



Sinir Sistemindeki hiicre dist HMGB1, RAGE ve TLR' ler yoluyla glialar1 aktive ederek
inflamatuar molekiiller ile ortak hareket ederek néroinflamasyonu destekler [29].

Memeli hiicreleri hayatta kalmak igin Kkritik derecede oksijene ihtiyag duyarlar. Hiicresel
homeostazis bozuldugunda, oksijen seviyesinde azalma (hipoksi) ve oksidatif stres olusur.
Hipoksi ile indiiklenen faktor (HIF-1) hiicredeki oksijen seviyesine yanit olarak hiicresel
sagkalimla ilgili eritropoietin, glukoz tasiyicilari, glikolitik enzimler ve vaskiiler endotelyal
biiytime faktorii (VEGF) gibi genlerin uyarilmasini saglayarak anahtar diizenleyici rol oynar
[33], [34]. Sitoplazmada bulunan oksijene duyarl alfa (o)) ve g¢ekirdekte bulunan oksijene
direngli beta (B) olmak iizere 2 alt birimden olusan HIF1 heterodimer bir transkripsiyon
faktoridir [34], [35], [36]. Oksijenin yeterli oldugu normoksi durumunda sitoplazmik
HIF1a hidroksillenerek proteozomal yikima ugrar [37]. Hipoksi gelistiginde HIF-1a
hidroksillenemez, yikim1 engellenir boylece hiicre igi seviyesi artar ve HIF-1p alt birimi ile
heterodimer kompleks (HIF1) olusturarak bir dizi genin ifadesini aktive eder. HIF-1
kompleksi, anjiyogenez, glikoz ve enerji metabolizmasi, hiicre ¢ogalmasi ve hayatta
kalmasi, eritropoez ve demir homeostazinda rol oynayan genlerin hipoksiye duyarli arttirici
elementlerine (HRE'ler) baglanarak bu genlerin ekspresyonlarini uyarir [38], [39], [40], [41],
[42], [43].

Hipoksiye ek olarak, normoksik kosullarda ¢esitli proinflamatuar sitokinler tarafindan farkli
sinyal yollar1 kullanilarak HIF-1'in diizenlendigine dair kanitlar vardir. Birgok ¢alisma Nitrik
oksit (NO), Tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a), Interlokin-1p (IL-1B) gibi inflamatuar
proteinlerin diizenlenmesinin HIF1 ile iliskili oldugunu gostermistir [36], [44], [45], [46].
HIF1 aktivitesi, inflamasyonun baslatilmasi ve muhtemelen sonlandirilmasi sirasinda

onemli bir rol oynar.

HIF1 biitiin doku ve organlarda bulunur. Insan, sican ve farelerde; normoksik kosullarda
beyin, kalp, bobrek, karaciger, akciger, pankreas, plasenta, iskelet kas1 ve dalakta HIF-1a ve
HIF-18 mRNA’ sinin bulundugu, 30-60 dakika hipoksiye maruz birakilan farelerde beyin,
akciger ve bobrekte HIF-1(o+) mRNA’sinin bulundugu gosterilmistir [47].

HIF-1’in sadece hipoksi sirasinda meydana gelmedigi, inflamatuar kosullar altinda da
stirekli NO olusumu ile HIF-1 aktivasyonunu uyardigi gosterilmistir [48]. HIF-1a’nin

sitokin tarafindan aktive edilmesinin hipoksi ile ayni mekanizma yoluyla olmadigi



normoksik kosullarda hidrojen peroksit (H202), siiperoksit anyonu ve hidroksil radikali

birikimini yolu ile HIF-1alfa'nin translokasyonuna aracilik ettigi bulunmustur [49].

HIF-1o’ nin migrendeki rolii, farelerde Nitrogliserin (NTG) ile olusturulan kronik migren
modelinde HIF1’i aktive eden prolyl hidroksilaz inhibitorii Roxadustat uygulamasinin
migren benzeri davraniglari iyilestirdigi ve esas olarak HIF-1a/NF-«kB inflamatuar yolunun
aracilik ettigi merkezi agr1 duyarliliginin inhibe edildigi ve yine NF-xB yoluyla serum ve
trigeminal niikleus kaudalis (TNC) igindeki inflamatuar sitokin seviyelerinin azaldigi

gosterilmistir [50].

IAKB’li kronik migren hastalarinda hastalarinda, LPS, HMGB1, HIF-1a, IL-6 ve CGRP
serum diizeylerinin yiiksek oldugu gosterilmistir. Bagirsak gegirgenliginin artmasi ile
dogustan gelen bagisiklik ve proinflamatuar, nosiseptif yanitin artmasinin IAKB’nin
trigeminal duyarliliginda ve patofizyolojisinde rol oynayabilecegi Ongoriilmistiir [51].
COVID-19 bas agrisinda yiiksek serum HMGB1 seviyesinin inflamasyonla iliskisi
gosterilmistir [52]. Farkli NSAII tedavi uygulanan disi ve erkek sicanlarda yiiksek serum
LBP ve occludin seviyeleri ve artan beyin HMGBL1 ve IL-17 seviyeleri, sirasiyla sizdiran
bagirsak ve beyinde iligkili inflamasyonun kanit1 olarak rapor edilmistir [53], [54].

Bu ¢alismada IAKB ’nin patogenezinde trigeminal ganglionda gelisen noroinflamasyon ve
ilag detoksifikasyonunda gorevli sulfotransferaz (SULT1Al) enzimindeki hiicresel
degisikliklerin non-steroid anti inflamatuar ilag (NSAII) uygulamasi ile olusturulan deneysel
IAKB modelinde incelenmesi amaglandi



2. GENEL BILGILER
2.1. Ila¢ Asir1 Kullamim Bas Agris1 (IAKB)

Migren bulanti, kusma, 1s1k, ses ve koku gibi ¢evresel uyaranlara asir1 hassasiyetin eslik
ettigi, zonklayici ve genellikle tek tarafli tekrarlayan bas agrisi ataklari ile karakterize giinliik
yasam Kalitesinin bozulmasina ve is giicii kaybina neden olan nérolojik bir hastaliktir.
Genetik yatkinligi olan kisilerde migren, cevresel faktorler tarafindan tetiklenir. Kadinlarda
migren erkeklere oranla 3 kat daha fazla goriliir [1]. Stres, uyku diizeninin bozulmasi,
kadinlarda hormonal degisimler, hava degisiklikleri ve aglik migreni tetikleyen
faktorlerdendir. Migren hastalarinin tetikleyici faktorlerin de etkisiyle bas agrisi ataklarinin
siklasmasi ile artan akut ilag kullanimi epizodik migrenin (EP) kronik migrene (KM)
dontisimiinii tetikler [55], [56]. Kronik migren, bas agris1 tedavisi igin siklikla kullanilan
analjezikler, akut migren ilaglar1 ve steroid olmayan anti-inflamatuar ilaglarin diizenli ve sik
kullanim1 sonucu gelisen, toplumun %1-2” sini etkileyen ila¢ asir1 kullanim bas agrisi
(IAKB) olarak adlandirilan ikincil bir bas agris1 ile karmasik hale gelir [2], [3], [51].
Uluslararas1 Bas Agrist Toplulugunun Bas Agrist Smiflandirma Kurulu 3. Baskisinda IAKB;
“Akut veya semptomatik bas agris1 ilacinin 3 aydan uzun siire diizenli asir1 kullanimi (ayda
>10 giin boyunca triptanlar, ergot alkaloidleri, kombine analjezikler veya opioidler; ayda
>15 giin boyunca basit analjezikler veya nonsteroidal antiinflamatuar ilaglar (NSAII'lar);
veya ayda 10 giinden fazla birden fazla maddenin eszamanli kullanimi) sonucu gelisen, ayda

15 veya daha fazla giin ortaya ¢ikan bas agris1” olarak tanimlanmaktadir [57].

IAKB gelisiminde altta yatan mekanizmalar heniiz tam olarak bilinmemekte fakat merkezi
duyarlilasmanin 6nemli rolii oldugu diisiiniilmektedir. Analjezik kullanimi ile akut agri
tedavisi merkezi duyarlilasmaya yol agabilir, bu da migren ataklarinin esigini daha da
diisiirebilir ve kroniklesmeyi tesvik edebilir. Yapilan ¢alismalarda 6zellikle steroid olmayan
anti inflamatuar ilaglar1 (NSAII) asir1 kullanan IAKB hastalarinda agr1 diizenlenmesinde bir
farklilagsma oldugu, somatosensoriyel korteksin daha duyarli hale geldigi, anterior singulat
korteks ile orbitofrontal kortekste fonksiyonel metabolik bozulma gelistigi ve
trigeminovaskiiler sistemde duyarlilagma meydana geldigi gosterilmistir [58],[59], [60],
[61], [62],[63].



2.2. Trigeminovaskiiler Sistem

Trigeminovaskiiler sistem, besinci kranial sinir (CN V) olan trigeminal sinir noronlar1 ve
innerve ettikleri kranial kan damarlarindan olusur. CN V hem motor hem duyusal lifleri
igerir. Trigeminal néronlar psédounipolar yapida olup hiicre govdeleri trigeminal ganglionda

(TG) bulunur [64].

Migrenin  patofizyolojisinde trigeminovaskiiler sistemin (TVS) aktivasyonu ve
duyarlilasmasidir en ¢ok kabul géren mekanizmadir. Bu aktivasyon, kalsitonin geniyle
iligkili peptid (CGRP), P maddesi (SP), hipofiz adenilat siklaz aktive edici polipeptit
(PACAP) ve norokinin A (NKA) gibi ndrotransmitterlerin primer duyu noéronlarindan
salinmasima Yol acgar. Bu noérotransmiterler nérojenik inflamasyona neden olarak
vazodilatasyon, artmig damar gecirgenligi, glial hiicre aktivasyonu ve inflamatuar
medyatdrlerin iretiminin artmasina neden olan mast hiicre degraniilasyonunu tetikler. Ayni
zamanda kaudal trigeminal ¢ekirdekte (TNC) ikinci sira néronlar aktive olur ve bunlarin
aksonlar1 talamusa yiikselerek nosiseptif bilgiyi somatosensoriyel kortekse iletir [11]. ilag
asirt kullaniminda trigeminal sistem néronlarinin uyarilabilirliginin arttigi gosterilmistir.
Kronik ilag kullanimina bagli olarak trigeminal sistemin merkezi diizenlemesinin bozulmast,
agr1 duyarliligini artirabilir ve IAKB’ ye katkida bulunabilir. Epizodik bas agrisindan kronik
bas agrisina donisiimiin trigeminal sistemin duyarliligini icerebilecegi ve triptanlar ve

opiatlar gibi ilaglarin bu duyarlilig: kolaylastirabilecegi diisiiniilmektedir [7].

2.2.1. Trigeminal ganglion (TG)

Trigeminal ganglion (TG), medial kranial fossada dura mater kivrimi olan Meckel
boslugunda yer alir. TG’ dan oftalmik (V1), maksiller (V2) ve mandibular (V3) olmak {izere
ii¢ biiyiik periferik sinir dali ayrilir; her biri basin, yiizlin ve orofasiyal boslugun farkli
bolgelerinin duyusal innervasyonunu saglar [65]. Trigeminal ganglion {ist servikal dorsal
sinir koklerinden kaynaklanan duyusal néronlardan olusur. Bu néronlar dura mater, pial ve
serebral damarlari innerve eder. Kranial kan damarlarinin diizenlenmesinin yani sira kranial
agr1 iletiminde de rol oynar [66]. Trigeminal gangliyonlarda hiicre gdvdelerine sahip olan
somatosensoriyel noronlar ¢esitli termal, mekanik ve kimyasal uyaranlara yanit verirler. TG
temel olarak trigeminal sinirin psddo-unipolar primer afferent néron govdeleri ve glial

hiicrelerden (Schwann hiicre ve uydu glia hiicreleri) olusur. Néronlar ve glia hiicrelerine ek



olarak, periferik ve merkezi aksonlar, kollajen lifleri olusturan fibroblastlar, kiiciik kan
damarlar1 ve yerlesik mikroglia benzeri makrofajlar gibi ¢esitli bagisiklik hiicreleri TG
yapisinda bulunur [67]. Insan trigeminal ganglionlarida 20.000-35.000 néron ve yaklasik
100 kat daha fazla noéron dis1 hiicre sayilmistir [68].

Trigeminal ganglion noronlart yuvarlak ve merkezi konumlanmis ¢ekirdekgik ve kromatin
parcaciklari belirgin olarak goriilebilen ¢ekirdekleri sayesinde kesin olarak tanimlanabilirler.
Noronlar ¢apina gore kiigiik (<22 um), orta (22- 29 um) ve biiyiik (>29 um) boyutlu néronlar
olarak simiflandirilir [69]. Sicanlarda noéronlarin ¢aplar1 yaklasik 10 ila 60 um arasinda
degismektedir ve bunlarin %90'indan fazlasi, ¢apt 15 ila 35 pum olan kiigiik ve orta

biiytikliikteki noronlardir [70].

Trigeminal ganglion néron gévdeleri, uydu glial hiicreleri (SGC) tarafindan bir kilif seklinde
sarilarak morfolojik ve fonksiyonel birimler olustururlar. SGC' lerin sayist ve hacmi,
cevreledikleri ndron gdvdesinin hacmiyle ve ylizey alaniyla orantilidir. SGC’ler bir veya
bazen birkag¢ néronu birlikte sarabilir [71]. SGC' ler, gelismis organeller igeren yassilagmis
tek ¢ekirdekli hiicrelerdir. Cok sayida reseptdr, yapisma molekiilii ve iyon kanali
icermektedirler [72]. SGC o6zellikleri merkezi sinir sistemindeki astrositlerle benzerdir,
mikrogevreyi kontrol ederek noronlarin fonksiyonlarmin diizenlenmesinde rol oynar [73].
Noron ve SGC’ ler arasindaki hiicrelerarasi bosluk 20 nm c¢apindadir. SGC’ ler birbirleri ile

ve noronlarla bosluk baglantilar araciligiyla iletisim kurarlar [72].
2.3. Trigeminal ganglion hiicreleri ve Kalsitonin Geniyle iliskili Peptid (CGRP) iliskisi

Trigeminal noronlar, kalsitonin geniyle iliskili peptit (CGRP), hipofiz adenilat siklaz aktive
edici polipeptit (PACAP) ve P maddesi gibi ¢esitli noropeptitleri eksprese ederler. ATP,
nitrik oksit (NO), sitokinler ve norotrofik faktorler gibi sinyal molekiilleri TG néronlarindan
salinir, komsu noronlar veya SGC ile sinyal aligverisi gergeklesir. Bu sinyallesme
noropeptitler, reseptorler ve norotrofik faktorler gibi aracilar1 diizenleyen gen ekspresyonu
da dahil olmak tizere hiicre i¢i mekanizmalarla diizenlenir [74]. CGRP, migrende anahtar bir
role sahiptir. Insan trigeminal ganglionun néronlarinin %49' unun CGRP, %37’ sinin CGRP
reseptorii CLR ve %36' simin RAMPL'i eksprese ettigi gosterilmistir. Insan ve sican
trigeminal néronlarmin CGRP ve CGRP reseptorleri CLR ve RAMP1” i ifade ettikleri fakat



birlikte lokalize olmadiklari, glial hiicrelerde CGRP reseptor bilesenlerinin bulundugu ancak
CGRP’ nin bulunmadig bildirilmistir [75].

TG aktivasyonu ile bosluk baglantilar1 yoluyla néron-glia iletisimi, néronal CGRP’ nin
sitokinleri ve kemokinleri serbest birakmak igin bitisik SGC'leri aktive ettigi gosterilmistir
[76]. Trigeminal gangliondaki noéronal hiicre gdévdelerinin i¢inde veya yakininda artan
sitokin tiretimi ve salinimi, néronal sinyal arttirict olarak hareket ederek duyarlilasmaya yol
acabilir. TNF-a, IL-1B ve IL-6 dahil olmak tizere birgok onemli sitokin seviyesindeki

degisiklik migrenin patofizyolojisinde inflamasyon ile iligkilendirilmistir [77], [78], [79].
2.4. Deneysel Ila¢ Asir1 Kullamim Bas Agris1 Davramis Modelleri

Hayvan deney modelleri, migren ve IAKB’ de trigeminal sistemin isleyisine iliskin bilgi
saglamada kritik bir rol oynamaktadir [80]. IAKB hastalar: tarafindan yaygin olarak
kullanilan opioidler, triptanlar ve basit analjezikler gibi ilaglarla uzun siireli tedavi edilen
hayvanlarda P maddesi, CGRP, nitrik oksit (NO) ve serotonin gibi agr ile iliskili
molekiillerde degisiklikler oldugunu gosterilmistir [81], [82], [83]. Kortikal yayilan
depolarizayon (KYD) ile uyarilmis sican beyinlerinde analjezik parasetamol ile akut
tedavinin parietal korteks ve Kaudal Trigeminal Cekirdek’te c-Fos ekspresyonunu azalttigi
fakat uzun siireli (30 giin) parasetamol uygulamasmin c-Fos ekspresyonunda ve KYD
frekansinda artisa yol agtigi, trigeminal nosisepsiyonun ve Kortikal uyarilabilirligin
artmasinin IAKB’ nin altinda yatan bir mekanizma olabilecegi gosterilmistir [84]. Sicanlarda
6 gilin sumatriptan uygulamasi ile olusturulan diger ilag asir1 kullanim modelinde KYD
esiklerinin diistiigii rapor edilmistir [85]. Disi sicanlarda 5 hafta siiresince NSAII piroksikam
ile IAKB modeli olusturularak; periorbital mekanik geri cekilme esiklerinde diisiis, agri
benzeri davranislarda artis gozlenmistir. Ayrica IAKB’ nin bagirsak bariyerinin bozulmasi
yoluyla sistemik inflamasyonu etkileyerek serumda LBP, CGRP, IL-6, IL-17, occludin, VE-
cadherin ile beyinde IL-17 ve HMGBL1 gibi nosiseptif ve proinflamatuar molekiillerin
diizeylerindeki artigin IAKB gelisiminde rol oynayabilecegi gosterilmistir [53]. Baska bir
NSAIl mefenamik asit ile olusturulan IAKB modelinde migreni tetikleyen gida
maddelerinde bulunan SULT1A1 enzim inhibitorii hesperidinin NSAIl mefenamik asit ile
uygulanmasi ilag detoksifikasyonunda gorevli SULT1A1 enzimini birlikte inhibe etme yolu

ile CSD duyarliliginin ve agr1 benzeri davraniglarin arttigi bildirilmistir [86].



2.5. Basagrisinda Cinsiyet Farki, Menstriiel Siklus Degisimleri

Primer bas agrilari; gerilim tipi bas agrisi, migren ve kiime bas agris1 hem erkeklerde hem
de kadinlarda goriiliir, ancak cinsiyete 6zgii farkliliklar gosterir. Yetiskin kadinlarda migren,
erkeklere gore tic ila dort kat daha sik gortiliir. Kadinlarda 3:1 prevalansi ile diinya ¢apinda
bir milyardan fazla kisiyi etkilemektedir [87-89]. Migren patofizyolojisinde degismis
kortikal noronal uyarilabilirligi, trigeminovaskiiler sistemin aktivasyonu ve kortikal yayilan
depolarizasyonu (KYD), kalsitonin geniyle iliskili peptidin (CGRP) rolii, agr1 tiretiminde rol
oynayan beyin yapilar1 da her iki cinsiyette aynidir. Epidemiyolojik veriler, ergenlikten
baslayarak yasam boyunca kadinlarda hastaligin daha yiiksek bir insidansa sahip oldugunu
gostermektedir [87, 89] .

Bu cinsiyet farkini agiklamak i¢in bir dizi olas1t mekanizma onerilmistir; hormonal etkiler,
agriya verilen farkli tepkiler, beynin belirli bolgelerindeki yapisal ve islevsel farkliliklar ve
genetik faktorler, kadinda migren goriilme olasiligini artirirken, erkek ve kadin beyinleri
arasindaki bazi farkliliklar1 da yansitmaktadir. Trigeminovaskiiler sistemdeki ve merkezi
sinir sisteminin agr1 kontrol bélgelerindeki dstrojen reseptérlerinin dagilimi, bir kadinin adet
donemi, gebelik ve menopoz gibi tireme yasaminin farkli asamalarindaki degisen Gstrojen
seviyelerine bagli olarak uyarici veya inhibe edici aktiviteyi etkiler. Bunlar, norepinefrin,
dopamin ve GABA gibi norotransmitterler tizerindeki etki yoluyla bas agris1 agr1 esigi ve
CSD iizerinde ¢alisir. Ayrica opioid ve serotoninerjik sistemler tizerinde giiclii etkileri
vardir. Ostrojen yoksunlugu durumlarinda beta-endorfin konsantrasyonlarini azaltmak ve
serotonerjik tonu azaltmak, migren atagmin baslangicini kolaylastirabilecek daha fazla
noroendokrin  duyarlilik kazandirir [90]. Migrende cinsiyet hormonlarinin rolii
derinlemesine incelenmistir. Ergenlik oncesi ¢ocuklarda herhangi bir cinsiyet farki
olmaksizin %3-10 oraninda migren goriilme sikligt vardir [91, 92]. Ergenligin baglamasi ile
migren kadinlarda erkeklere gore 3-4 kat daha yaygin hale gelir. Bu da migrenin menstriiel
siklus, gebelik, menopoz gibi hormon dalgalanmalarindan etkilendigini disiindiirmektedir
[91, 93-95]. Plazma 0strojen diizeylerindeki diislis, aurasiz migren ataklarini
tetikleyebilirken, daha yiiksek Ostrojen diizeyleri koruyucu goriinmektedir. Bu etkilerin
temeli bilinmemektedir [88]. Kadinlarda hormonal dalgalanma bir tetikleyici olarak o kadar
belirlenmistir ki, adet migreninin teshisi i¢in Uluslararasi Bas Agrisi Tan1 Kiriterleri
icerisinde 6zel kriterler vardir. Adet migreni, adet kanamasinin baslangicindan 6nceki 2 giin

icinde ve en az ii¢ adet dongiisiinden ikisinde kanamanin 3 giiniine kadar ortaya ¢ikan bas
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agris1 olarak tanimlanir [96] . Bu bas agris1 genellikle adet 6ncesi strojen seviyesindeki ani

diisiise baglanir.

2.6. Sulfotransferazlar (SULT1A1)

Siilfonasyon ¢ok sayida ilag, ksenobiyotik ve endojen bilesigin metabolizmasinda 6nemli bir
reaksiyondur. Siilfotransferazlar (SULT) olarak adlandirilan bir enzim ailesi bu reaksiyonu
katalize eder [97].

Siilfotransferazlar (SULT) siilfat vericisi 3'-fosfoadenozin 5'-fosfosiilfattan (PAPS) bir
stilfonat grubunun hormon, nérotransmitter, ila¢ ve ksenobiyotik bilesiklere aktarilarak
stilfatlanmasin1 Kkatalizleyen Faz Il ilag metabolizmasinda gorevli enzim ailesidir [12].
Sitozolik SULT'lar, spesifik substratlarina gore fenol sulfotransferazlar (SULT1) ve
hidroksisteroid sulfotransferazlar (SULT2) olmak {iizere iki alt aileye ayrilir [13]. SULT1
birgok terapotik ilag da dahil olmak tizere kiigiik fenolik bilesiklerin, Ostrojenlerin,
katekolaminlerin ve ksenobiyotiklerin konjugasyonunda yer alan en az sekiz izoformdan
olusur. SULT1A izoformlari Klasik ilag metabolizmasinda gorevli alt ailedir [14]. SULT1A
ailesinin en iyi tanimlanmig izoformlart SULT1A1 ve SULT1A3'tiir. Beyinde SULT1A1’ in
ila¢ detoksifikasyonunda SULT1A3’ iin ise katekolamin metabolizmasinda, rol oynadigi
varsayilmaktadir. SULT1ALl ve SULT1A3 insan beyninden saflastirilmis ve dopamin ve
epinefrin de dahil olmak tizere beyinde bulunan bir¢cok endojen bilesigi ve bir¢ok terapdtik

ilact siilfonatladigi gosterilmistir [15].

SULT izoformlar1 yaygin bir doku dagilimma sahiptir ve karaciger, akciger, beyin, deri,
trombositler, meme, bobrek ve gastrointestinal doku dahil olmak iizere bir¢ok dokuda ifade
edilmektedir [17]. SULT1A izoformlar1 insanda trombositlerde [18], karacigerde [19],
gastrointestinal sistemde [20], beyinde [21] ¢alisilmistir. Farelerde karaciger, mide, ince ve
kalin bagirsaklar ile beyin dokularindaki SULT izoformlarinin mRNA ifadeleri
gosterilmistir [22]. Siganlarda SULT ifadelerinin farkli beyin bolgelerinde ozellikle
kortekste bulundugu gosterilmistir [23].
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2.7. Hipoksi ile Indiiklenen Faktér Alpha (HIF-1a)

Memeli hiicreleri hayatta kalmak igin Kkritik derecede oksijene ihtiyag duyarlar. Hiicresel
homeostazis bozuldugunda, oksijen seviyesinde azalma (hipoksi) ve oksidatif stres olusur.
Hiicrelerde oksidatif stresin zararli etkilerinden korunmak ve diisiik oksijen seviyesine
adaptasyon igin ¢esitli mekanizmalar bulunur. Hipoksi ile indiiklenen faktor (HIF-1)
hiicredeki oksijen seviyesine yanit olarak hiicresel sagkalimla ilgili eritropoietin, glukoz
tastyicilari, glikolitik enzimler ve vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) gibi genlerin
uyarilmasini saglayarak anahtar diizenleyici rol oynar [33], [34].

HIF1, fonksiyonel alfa (o) ve yapisal beta () olmak tizere 2 alt birimden olusan heterodimer
bir transkripsiyon faktoriidiir. Her alt birim, heterodimerizasyon ve DNA baglanmasindan
sorumlu bir N-terminal temel helix-loop-helix alani igerir. C-terminal islem alanlar1 hem
HIF-1a hem de HIF-1B'da bulunabilir. Her alt birim ayn1 zamanda AHR (aril hidrokarbon)
proteinleri de dahil olmak tizere bir dizi transkripsiyon faktoriinde bulunan bir PAS (Per,
ARNT, Sim) motifi icerir [34]. Hiicre sitoplazmasinda bulunan fonksiyonel o alt birimi
(Aryl Hidrokarbon Reseptorii) oksijene duyarli iken aryl hidrokarbon reseptor niikleer
translokator (ARNT) olarak da bilinen beta alt birimi yapisal olarak nukleusta ifade edilir ve
oksijene direnglidir [35], [36]. HIF-1a 120-kDa ve HIF-1 91/94- kDa molekiiler agirliga
sahiptir [98]. Oksijen varliginda alfa alt birimi Prolil Hidroksilaz Alan1 proteinleri (PHD)
olarak adlandirilan ve oksijen sensorii olarak gérev yapan proteinler tarafindan devamli
hidroksillenir. Oksijenin yeterli oldugu normoksi durumunda sitoplazmik HIF 1 o’ daki prolin
kalintilar1 PHD’ler tarafindan hidroksillenerek E3 ubikuitin ligaz enzim kompleksinin
substrat tanima alt birimi olan von-Hippel-Lindau proteini tarafindan taninir ve proteozomal
yikima ugrar [37]. Hipoksi gelistiginde PHD proteinlerinin aktivitesinin azalir, HIF-1a
hidroksillenemez, bozulmasi engellenir boylece hiicre i¢i seviyesi artar ve HIF-1( alt birimi
ile heterodimer kompleks olusturarak bir dizi genin ifadesini aktive eder. Proteolitik yikima
kars1 hiicrede stabilizasyonu artan o alt biriminin seviyesi tarafindan yonetilen HIF-1
kompleksi, anjiyogenez, glikoz ve enerji metabolizmasi, hiicre ¢ogalmasi ve hayatta
kalmasi, eritropoez ve demir homeostazinda rol oynayan genlerin hipoksiye duyarli arttirici
elementlerine (HRE'ler) baglanarak bu genlerin ekspresyonlarini uyarir [38], [39], [40], [41],
[42], [43].
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HIF1 biitiin doku ve organlarda bulunur. Insan, sigan ve farelerde; normoksik kosullarda
beyin, kalp, bobrek, karaciger, akciger, pankreas, plasenta, iskelet kas1 ve dalakta HIF-1a ve
HIF-18 mRNA’ sinin bulundugu, 30-60 dakika hipoksiye maruz birakilan farelerde beyin,
akciger ve bobrekte HIF-1(o+p) mRNA’sinin bulundugu gosterilmistir [47].

Hipoksiye ek olarak, normoksik kosullarda gesitli proinflamatuar sitokinler tarafindan farkli
sinyal yollar1 kullanilarak HIF-1'in diizenlendigine dair kanitlar vardir. Birgok g¢alismada
Nitrik oksit (NO), Timér nekroz faktérii-alfa (TNF-o), Interlokin-1p (IL-1B) gibi
inflamatuar proteinlerin diizenlenmesinin HIF1 ile iliskili oldugu gosterilmistir. HIF1
aktivitesi, inflamasyonun baslatilmasi ve muhtemelen sonlandirilmasi sirasinda 6nemli bir
rol oynar. [36],[44], [45], [46].

HIF-1o’nin sitokin tarafindan aktive edilmesinin hipoksi ile ayn1 mekanizma yoluyla
olmadig1 reaktif oksijen tiirlerine (ROS) duyarli bir yolun varligi ile diizenlendigini
aragtirmak icin HIF-lo’nin TNF-o’ya bagli diizenlenmesi arastirilmig ve TNF-o’nin,
normoksik kosullarda hidrojen peroksit (H202), siiperoksit anyonu (O(2-.)) ve hidroksil
radikali (.OH) birikimini yolu ile HIF-1alfa'nin translokasyonuna aracilik ettigi bulunmustur
[49]. Baska bir galismada HIF-1"in sadece hipoksi sirasinda meydana gelmedigi, inflamatuar

kosullar altinda da siirekli NO olusumu ile HIF-1 aktivasyonunu uyardigi gésterilmistir [48].

Kronik migrende, merkezi agri ve inflamatuar yollarin hassaslagsmasi 6nemli rol oynar.
HIF1-a’ nin migrendeki rolii, farelerde Nitrogliserin (NTG) ile olusturulan kronik migren
modelinde HIF1’i aktive eden prolyl hidroksilaz inhibitorii Roxadustat uygulamasinin
migren benzeri davraniglari iyilestirdigi ve esas olarak HIF-1a/NF-«kB inflamatuar yolunun
aracilik ettigi merkezi agri duyarliliginin inhibe edildigi ve yine NF-xB yoluyla serum ve
trigeminal niikleus kaudalis (TNC) i¢indeki inflamatuar sitokin seviyelerinin azaldigi
gosterilmistir. Roxadustat'n mikroglia aktivasyonunu inhibe ettigini gosteren in vivo
sonuglarla tutarli olarak, roxadustat (2, 10 ve 20 uM), HIF1'i inhibe ederek bir fare mikroglia
hiicre ¢izgisi olan LPS ile uyarilan BV-2 hiicrelerinde doza bagl olarak ROS olusumunu ve

inflamasyonu azalttigi gosterilmistir [50].
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2.8. High Mobility Group Box 1 (HMGB1) Proteinleri

Yiiksek hareketli grup kutusu-1 (HMGBZ1; High Mobility Group Box 1); kromatin yapisinin,
DNA replikasyonunun, onariminin ve transkripsiyonunun diizenlenmesinde rol oynayan
yaygin bir niikleer DNA baglayici proteindir [25]. Noronlar ve mikroglia ¢ekirdekleri dahil
olmak tizere gesitli hiicre ¢ekirdeklerinde eksprese edilen histon olmayan bir proteindir [24].
Tiim hiicrelerde, HMGBL1 ¢ekirdek ve sitoplazma arasinda hareket edebilir ve normal
HMGB1 kromatine baglanmak i¢in ¢ekirdeklerde birikir. HMGB1 ¢ekirdekteki en hareketli
proteindir ve 1-2 saniye iginde sitozole ulasir. HMGBL'in hiicredeki konumu, hiicre tipine,
dokuya ve stres sinyallerine bagl olarak degisir ve konumu fonksiyonlarinin anahtaridir.
HMGB1 esas olarak ¢ekirdekte bulunur ve kromatine baglanir, ancak hiicrenin dig
uyaranlarla aktivasyonundan sonra g¢ekirdekten sitoplazmaya yer degistirir ve daha sonra

hiicre dis1 bosluga salinir [26-28].

HMGBL1'in protein dizisi fare ve sigan arasinda %2100, kemirgen ve insan arasinda %99
homoloji gostermektedir [99]. Niikleer HMGB1, birgok DNA aktivitesiyle iliskili olayda
(6rnegin, DNA replikasyonu, onarimi, rekombinasyonu, transkripsiyonu ve genomik
stabilite) yer alir. Niikleer islevine ek olarak, HMGB1 inflamasyon, bagisiklik, hiicre
biiytimesi, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6liimiinde 6nemli bir hiicre dis1 rol oynar. HMGB1, 6li
veya dlmekte olan hiicreler tarafindan hiicre dis1 bosluga biiyiik miktarda salinir. Hiicre disi
HMGB1, inflamatuar, diiz kas hiicreleri, mezanjioblastlar ve kok hiicreleri ise alarak
dogustan gelen bagisiklik sistemini uyarmak igin bir DAMP islevi goriir. Ek olarak, hiicre
dist HMGBL, T hiicrelerinin, dendritik hiicrelerin ve endotel hiicrelerinin aktivasyonuna
veya baskilanmasia gii¢lii bir yanit tetiklemek igin bir bagisiklik adjuvani islevi goriir.
Aktive edilmis bagisiklik hiicreleri (6rnegin makrofajlar, monositler ve dendritik hiicreler)
ve endotel hiicreleri de HMGBL salgilar; bu da birden fazla reseptoriin etkilesimi sonrasinda
ek sitokin ve kemokinlerin salinmasima neden olan pozitif bir geri bildirim dongiisii
olusturur. Béylece HMGBL, stres altinda uzun siireli bir inflamatuar durumu siirdiiriir. Ilging
bir sekilde, hiicre dist HMGB1 antibakteriyel, hiicre biiyiimesi ve mitotik aktiviteye sahiptir.
Bu hiicre dist HMGBL1 aktiviteleri yalnizca reseptorler tarafindan degil, ayn1 zamanda
Redoks durumu ve yapisi tarafindan da aracilik edilir [31]. HMGB1, dogustan gelen
bagisikligi aktive eden “Alarmin” bir molekiildiir. Alarminler, hiicre ya da doku stresi veya
hasarina isaret etmek i¢in hemen salinabilen, 6nceden olusturulmus endojen molekiillerdir.

Hasarla iliskili molekiiler model proteini (DAMP) olan HMGB1 ve patojenle iliskili



14

molekiiler model proteini (PAMP) birlikte homeostazis bozukluklarina karsi alarmin
molekiilii olustururlar [29, 30]. HMGB1 ya nekrotik hiicrelerden pasif olarak serbest birakilir
ya da sitoplazmaya translokasyondan sonra canli fakat stresli hiicrelerden aktif olarak
salgilanir [24]. HMGB1'in aktif salgilanmasi, monositler, makrofajlar, dogal o6ldiiriicii
hiicreler, dendritik hiicreler, endotel hiicreleri, trombositler ve diger immiinolojik olarak
yetenekli hiicreler mikrop iliskili molekiiler desenlere (MAMP'ler), patojen iliskili
molekiiler desenlere (PAMP'ler) ve TNF, IL-1 ve IFN-y dahil olmak iizere endojen olarak
tiiretilen inflamatuar medyatorlere maruz kaldiginda gerceklesir. Ileri beslemeli
diizenlemeye katilan diger proinflamatuar medyatérler gibi, HMGB1 de kendi salinimini in
Vivo Ve in vitro baslatir. HMGBL'i aktif olarak salgilamak iizere uyarilabilen diger hiicreler
arasinda noronlar, astrositler, eritroldsemi hiicreleri, noroblastoma hiicreleri ve diger timor
hiicreleri bulunur. Monositler ve makrofajlar dahil ¢ogu hiicre, bazal kosullar altinda siirekli
olarak HMGB1 proteini ve mRNA ifade eder [32].

HMGB1, Gelismis glikasyon son iiriinleri reseptorii (RAGE) ve Toll benzeri reseptor (TLR)
gibi birden fazla reseptorle etkilesime girerek inflamatuar yanitlar1 yonlendirir. Merkezi
Sinir Sistemindeki hiicre dist HMGB1, RAGE ve TLR' ler yoluyla glialar1 aktive ederek

inflamatuar molekiiller ile ortak hareket ederek néroinflamasyonu destekler [29].

Enfeksiyoz ve steril inflamatuar hastaliklar1 olan hastalarda yiiksek diizeyde ekstraseliiler
HMGBL1 birikir. Ekstraseliiler disiilfir HMGB1, Toll benzeri reseptér (TLR)4 araciligiyla
baglanarak ve sinyal gondererek makrofajlar1 TNF ve diger inflamatuar medyatorleri

salgilamaya uyarir [100].

IAKB’li KM hastalarinda, LPS, HMGB1, HIF-1a, IL-6 ve CGRP serum diizeylerinin
yiiksek oldugu gosterilmistir. Bagirsak gecirgenliginin artmasi ile dogustan gelen bagisiklik
ve proinflamatuar, nosiseptif yanitin artmasmin IAKB’nin trigeminal duyarliliginda ve
patofizyolojisinde rol oynayabilecegi aym1 zamanda HMGB1’ in migren igin bir belirteg
olabilecegini Ongoriilmistir [51]. COVID-19 bas agrisinda yiiksek serum HMGBL1

seviyesinin inflamasyonla iligkisi gosterilmistir [52].

Farkli NSAII tedavi uygulanan disi ve erkek sicanlarda yiiksek serum LBP ve okliidin
seviyeleri ve artan beyin HMGBL1 ve IL-17 seviyeleri, sirasiyla sizdiran bagirsak ve beyinde

iliskili inflamasyonun kanit1 olarak rapor edilmistir [53], [54].
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma kapsaminda kullanilacak hayvanlar GUDAM (Gazi Universitesi Deney Hayvanlar
Uygulama ve Arastirma Merkezi) dan temin edildi. Deneylerde 200-250 gr agirliginda
Sprague-Dawley cinsi disi siganlar kullanildi. Sicanlar, rastgele segilerek dortlic gruplar
halinde sert zeminli, tabaninda 3-6 cm kalinhiginda talas bulunan 6zel hazirlanmis
kafeslerde, 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik dongii kullanilarak, 18-21 °C oda sicakliginda,
giin 1518101 gegirmeyen 6zel bir bolmede tutuldu. Yem ve suya sinirsiz erisimleri saglandi.
Deneysel calismalar Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Noropsikiyatri Egitim, Uygulama ve
Arastirma Merkezi Nérobilim Laboratuvari gerceklestirildi. Bu calisma, Gazi Universitesi
Rektorliigii Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan onaylandi (GU-ET-23.007).

3.1. Deney Gruplan

Deney kontrol (n=16) ve IAKB (n=16) olmak iizere 2 grup olarak planlandi. Klinikle
uyumluluk agisindan disi sicanlar kullanldi. IAKB modeli, NSAIi Piroksikam (10 mg/kg)
glinliik olarak suda taze ¢6zdiiriilerek 5 hafta boyunca oral sonda ile (1 ml/kg) her giin ayni
saate (10.00) siganlara verilerek olusturuldu [101]. Kontrol grubuna ise ayn1 miktarda su (1
ml/kg) tasiyici olarak verildi. Piroksikam dozlari haftalik viicut agirliklari oOlgiilerek

ayarlandi.
3.2. Ostrus Déngiisiiniin Evrelenmesi

Spraque Dawley cinsi disi siganlar temin edildikten sonra 1 hafta boyunca deney ortamina
ve arastirmaciya aligsmalar1 saglandi. Takip eden 2 hafta boyunca hergiin ayni saatte vajinal
lavaj yoluyla 6strus dongiilerinin tayini yapilarak kayit altina alindi. Ostrus dongiisii
asamalar1 her giin ayn1 saatte vajinal lavaj yoluyla 6rnekler toplanarak degerlendirildi.
Vajinal kanaldan hiicre toplamak i¢in damlalikli pipete 0,2 ml salin g¢ekildi. Pipetin ucu,
vajinal delige 5-6 mm derinlige kadar nazikge batirildi ve ardindan salin vajinaya akitildi 2-
3 kez al-ver yapilarak sivi bulaniklagincaya kadar yikandi. Toplanan numuneler, lam iizerine
ince bir tabaka seklinde yayilarak hava ile kurumasi saglandiktan sonra 2 dakika boyunca
%396 etil alkol ile seyreltilmis %0,1 Toluidin Mavisi ile boyand:r [102]. Fazla boyay1 yok
etmek i¢in su ile yikama yapildiktan sonra slaytlar DPX montaj soliisyonu kullanilarak

monte edildi ve 1s1k mikroskobu ile goriintiilendi.
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Disi ratlarda ostrus dongiisii proostrus, Ostrus, metostrus ve didstrus olmak tizere dort
asamadan olusur [101]. Prodstrus (Resim 3.1.A) esas olarak ¢ekirdekli epitel hiicrelerinin
yogun kiimeler halinde bir araya gelmelerine gore belirlendi. Cekirdekli epitel hiicreleri
koyu renkli bir ¢ekirdege sahip ve yuvarlak sekillidir. Prodstrus genellikle 14 ila 24 saat
siirer. Ostrus (Resim 3.1.B), cekirdeksiz, kornifiye epitel hiicrelerinin yogunlugu ile tayin
edildi. Cekirdeksiz epitel hiicreleri biiyiik ve diizensiz sekillidir. Toluidin Mavisi ile soluk
boyanir. Ostrus evresi yaklasik 48 saat siirer. Metdstrus (Resim 3.1.C) ¢ekirdekli ve
cekirdeksiz epitel hiicreleri ile nétrofillerin varligina goére tayin edildi. Notrofiller ¢ok kiigiik,
yuvarlak hiicrelerdir ve ¢ok loblu gekirdekleri ile ayirt edilirler. Metostrus genellikle 12 ila
24 saat siirer. Diostrus (Resim 3.1.D) notrofillerin baskinligina gore siniflandirildi; az sayida
veya hig epitel hiicresi mevcut degildi. Didstrus dongiiniin en uzun asamasidir ve genellikle

48 ila 72 saat stirer.

Resim 3.1. Sican 6strus dongiisii evrelemesini gosteren mikrograflar

Vajinal yayma preparatlarinda Prodstrus (A), ¢ekirdekli epitel hiicreleri ile karakterizedir.
Ostrus (B), kornifiye epitel hiicreleri yogun olarak goriiliir. Metostrus (C) yiiksek hiicre
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yogunlugu ve epitel hiicreleri ile nétrofillerin bir kombinasyonu ile karakterize edilir.
Diostrus (D), kiigiik boyutlu ve ¢ok loblu ¢ekirdekleri ile karakterize nétrofillerin yogunlugu

ile ayirt edilir. (Toluidin Blue boyamasi, X200, 6l¢ek ¢ubugu: 50um)

3.3. Davranis Deneyleri

Disi siganlara (hem kontrol hem IAKB grubu) tedavi éncesi agri ile iliskili spontan davranis
deneyleri ve von-Frey filamanlari ile periorbital mekanik allodini esiklerinin o6lglimii
yapilarak uygun olmayan hayvanlar yeni saglikli hayvanlarla degistirildi. Tiim siganlar,
temel 6lgtimlerden en az 3 giin 6nce test ortamina alistirildi. Davranis testleri giiniin ayni
saat diliminde ve ayni kisi tarafindan yapildi. Davranis deneylerine baslamadan 30 dk 6nce
sicanlar deneylerin yapilacagi odaya getirilerek ortama alismalar1 saglandi. Saglikli disi
sican Ostrus dongiisiinde prodstrus ve Ostrus evrelerinde agri esikleri metdstrus ve didstrus
asamalarina gore daha distiktiir [103]. Bu nedenle davranis testleri agri esiklerinin diisiik
olmadigr metostrus ve erken didstrus evreleri sirasinda yapildi [53]. Her iki grupta da
calismanin baslangicinda ve besinci haftanin sonunda davranis deneyleri tekrarlandi.
Baslangigtaki bazal degerler ile galismanin sonunda elde edilen degerler karsilastirildi.

3.3.1. Spontan davranis deneyleri

Bas ve yiiz bakimi1 (grooming), donma ve kafa silkme gibi agr ile iliskili spontan
davranislar, seffaf bir kafeste 10 dakika boyunca si¢anlar kendi ortamlarinda rahatga hareket
ederken kaydedildi. Kontrol ve IAKB grubu hayvanlarda kafa silkme, timarlama ve donma

stireleri izlenerek hem gruplar aras1 hem de tedavi dncesi ve sonrasi farklar degerlendirildi.

3.3.2. Periorbital mekanik allodininin degerlendirilmesi

Mekanik allodini von Frey filamanlar1 (Aesthesio® Precision Tactile Sensory Evaluators)
kullanilarak degerlendirildi. Uygulama agirliklar: 0,008 g ile 15 g arasinda degisen kalibre
edilmis bir seri monofilament g6zlerin orta rostral kismina 2,0 g'den baslayarak filamentler
yar1 dairesel biikiilene kadar 6-8 saniye siireyle uygulandi. Uygulamada "yukari-asagi"
metodu kullanildi [104]. Fialmanlarin uygulanma siireleri arasinda en az 2 dakika beklendi.
Kafay1 geri ¢ekme, kafa sallama ve timarlama pozitif yanit olarak kabul edildi. %50 geri
¢cekme esikleri https://bioapps.shinyapps.io/von_frey app/ adresindeki iicretsiz gevrimigi

hesap makinesi kullanilarak hesaplandi.
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3.4. Deneylerin Sonlandirilmasi ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Besinci haftanin sonunda ¢alismanin baslangicinda belirlenen 6strus dongiisiine gore erken
diostrus ve metdstrus giiniinde olan siganlara son piroksikam dozu verildi, davranis deneyleri
yapildiktan sonra vajinal lavaj ile dongiiniin evresi kesinlestirildi. Siganlar tartilarak
agirliklarina gore intramuskiiler (im) Ketamin (45 mg/kg) ve Ksilazin (5 mg/kg) enjeksiyonu

ile derin anesteziye alindu.
3.4.1. Western blot incelemeleri i¢in dokularin toplanmasi

Derin anestezi altindaki Siganlardan kardiyak kan alinarak sakrifikasyonlart gergeklestirildi.
Kafatas1 agilarak beyin c¢ikarildiktan sonra trigeminal ganglion dokulart soguk cerrahi
aletlerle toplandi. Bu islemler buz kaseti tizerinde gergeklestirildi. Tartilan dokular

etiketlenerek s1vi azot i¢inde donduruldu. Dokular -80 °C ‘de analiz giintine kadar saklandi.
3.4.2. Histolojik incelemeler icin dokularin toplanmasi

Derin anestezi altindaki Si¢anlar intrakardiyak perfiizyon ile 6nce 150 ml heparinli salin ile
ardindan soguk %4 liik paraformaldehit (%4 PFA, pH 7,4) soliisyonu ile kurban edildi. Once
kafatas1 acilip beyin disar1 alindiktan sonra trigeminal ganglion dokulari dikkatlice

cikarilarak %4 likk PFA soliisyonu igerisinde 48 saat post -fiksasyon uygulandi.
3.4.3. Histolojik incelemeler i¢in doku takibi
Doku takibi protokolii asagidaki sekilde gerceklestirildi:

Akarsuda 2 saat yikama

%50, 65, 75, 85, 96, 100 etil alkol serisinde 1’er saat dehidratasyon
Ksilen ile 2x30 dakika seffaflandirma

Etiivde (59 °C) erimis siv1 parafinde 3x1 saat infiltrasyon

a & w0 N e

Dokular1 parafine gomme, blok haline getirme ve etiketleme.
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3.5. Immiinohistokimya Cahismalar

Trigeminal ganglion dokularinin gomiildiigii parafin bloklardan rotary mikrotom (Leica
RM2245, Almanya) ile 4um kalinhiginda seri kesitler pozitif sarjli lamlar {izerine alindi.

Immiinhistokimya protokolii asagidaki sekilde gerceklestirildi:

Gece boyunca 59 °C etiivde ve ardindan 3x15 dakika ksilolde deparafinizasyon

%100, 96, 75, 50 alkol serisinde 10’ar dakika rehidratasyon

Sitrat tampon (pH 6.0) ile mikrodalga firinda (850 W) 15 dakika antijen geri kazanimi1

% 0,3’liik H20: ile endojen peroksidaz blokaji (10 dakika inkiibasyon)

Spesifik olmayan proteinlerin blokaji (TA-125-UB, Thermo Scientific, ABD) (30

dakika)

6. Anti- SULT1AL, anti- HMGBL, anti- HIF-1a poliklonal (1:1000 diliisyon, Elabscience,
ABD) ve CGRP monoklonal (1:1000 diliisyon, Santa Cruz Biotechnology, ABD) primer
antikorlari ile inkiibasyon (+4 °C’de nemli ortamda gece boyunca)

7. Biyontinli sekonder antikor (TP-125-BN, Thermo Scientific, ABD) inkiibasyonu (20
dakika)

8. Streptavidin peroksidaz enzim (TS-125-HR, Thermo Scientific, ABD) inkiibasyonu (20
dakika)

9. Di-aminobenzidin (DAB) kromojen-substrat kompleksi (TA-125-HDX, Thermo
Scientific, ABD) inkiibasyonu (3-5 dakika)

10. Sirast ile %75, 96, 100 etil alkol serisinde dehidratasyon

11. Ksilende 15 dakika bekletme ve ksilen bazli montaj ortami ile kapatma

o > W e

Primer antikor inkiibasyonundan 6nceki basamak harig biitiin basamaklar arasinda PBS ile

yikama yapildi.

Immiinfloresan cift boyama icin immiinohistokimya (IHC) protokoliinde gerceklestirilen
basamaklar ayn1 sekilde uygulandi. Farkli olarak primer antikorlara spesifik baglanan AF-
488 (yesil) ve Cy-3 (kirmizi) floresan bilesikleri ile isaretli anti-tavsan ve anti-fare sekonder
antikorlar ile 1,5 saat oda sicakliginda inkiibasyon yapildiktan sonra niikleer boyama igin
DAPI (mavi) kullanildu.
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Seconder antikorlarin spesifik baglanmasini test etmek igin inkiibasyonun ilk asamasinda
primer antikorlarin atlandigi kontroller kullanildi (Negatif Kontrol). DAB ile isaretlenen
negative kontrol drneklerinde hi¢ boyanma gozlenmedi. Immiinfloresan negatif kontrol

orneklerinde ise DAPI harig hi¢ floresan 1s1ma gézlenmedi.
3.6. Protein Diizeylerinin Ol¢iimii
3.6.1. Trigeminal ganglion doku érneklerinin homojenizasyonu

Sakrifikasyon sonrasi tartilarak toplanan ve -80 ° C’ de saklanan trigeminal ganglionlar kuru
buz dolu kap igine alindi. Her 1 gr doku i¢in 2ml T-PER doku proteini ektraksiyon reaktifi
(Thermo Fisher Scientific, ABD) ve her 1 ml reaktif icin 10 ul Proteaz Inhibitor kokteyl
(Thermo Fisher Scientific, ABD) karisimi dokularin agirliklarina gore hesaplanarak
sogutuldu. Hazirlanan karisim ve dokular igerisinde cam boncuklar bulunan 2 m1’lik soguk
tiipler (Bertin Technologies, Fransa) igine alindi ve 4° C ye sogutulmus doku homojenizatorii
(Bertin Technologies, Fransa) ile homojenize edildi. Tiipler 4° C’de 10.000g de 5 dk santrifiij
edildikten sonra supernatant kisimlari toplandi. Protein izolatlarinin protein miktarlar
(ug/ul) florometrik 1s1ma yontemi (Qubit 4 Fluorometer, Thermofisher Scientific, ABD)
kullanilarak olg¢iildii.

3.6.2. Western blot ile protein tayini

Trigeminal ganglion protein drnekleri her kuyucuga 20ug protein yiiklenecek sekilde lityum
dodesil siilfat (LDS sample buffer) ve 10X konsantrasyonda 500 mM dithiothreitol (DTT)
iceren tampon soliisyonlar1 ile hazirlanarak ticari olarak satin alinan %4-12 bis-tris jel
(Thermofisher Scientific, ABD) kuyucuklarina yiiklendi. Elektroforez yontemiyle 22 dakika
200 V’de proteinlerin jelde yiriimeleri saglandu. Jeldeki proteinler nitroseliiloz membranlara
aktarildi (The Power Blotter XL (Thermofisher Scientific, ABD). Dahili yiikleme kontrolii
olarak kullanilan B-actin, GAPDH gibi baz1 housekeeping proteinlerinin ifadelerinin belirli
deneysel kosullara yanit olarak degistigi artik bilinmektedir. Bu nedenle kantitatif analiz igin
son yillarda toplam hiicresel protein boyama yontemi ile toplam protein normalizasyonu
(TPN) siklikla tercih edilmektedir [105, 106]. Bu nedenle membranlara transfer edilen
toplam protein miktarin1 6lgmek ve normalizasyonu toplam protein yogunluguna gore

yapmak amaciyla membranlar No-stain protein etiketleme reaktifi (Thermofisher Scientific,
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ABD) ile 10 dakika boyunca inkiibe edildi. Deiyonize su ile yikama yapildiktan sonra %5
BSA (Bovine Serum Albumin) ile 1,5 saat protein blokaji ve ardindan SULT1A1 (1:500
diliisyon, Elabscience, ABD), HMGB1 (1:500 diliisyon, Elabscience, ABD), HIF-1a (1:500
diliisyon, Elabscience, ABD) tavsan poliklonal ve CGRP (1:500 diliisyon, Santa Cruz
Biotechnology, ABD) fare monoklonal primer antikorlari ile +4°C’ de gece boyunca inkiibe
edildi. TBS-T ile yikama sonrasinda HRP (Horse Radish Peroksidaz) enzimi ile konjuge
anti-tavsan ve anti-fare sekonder antikorlar1 (1:2000 diliisyon, Thermofisher Scientific,
ABD) ile oda 1sisinda 1,5 saat inkiibasyon yapildi. TBS-T ile yikama sonras1 kemiluminesan
yontemle immiinoreaktif protein bant yogunluklar1 ve toplam protein yogunluklari 6l¢iilerek

toplam protein normalizasyonu yapildi (iBright FL1500, Invitrogen, ABD).
3.7. immunhistokimya ve Immiinfloresan Gériintii Analizi

Hazirlanan preparatlar bilgisayar destekli 1sik ve epi-floresan mikroskobu (Axio Scope 5,
Zeiss, Almanya) ile degerlendirildi. Mikroskoba bagli kamera (Axiocam503, Zeiss,
Almanya) ile goriintiileri alindiktan sonra bilgisayar yazilim programi (Zeiss ZEN 3.9 blue
edition) kullanilarak analizleri yapildi. Trigeminal sinirin oftalmik dali bas agrisi ile iliskili

oldugundan yalnizca V1 dalindaki néron ve SGC’ler analiz edildi.

Immiinpozitif hiicreler ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij) iicretsiz yazilimi kullanilarak elle
sayildi. Her hayvandan ii¢ kesit ve her kesitten 20x objektif ile ¢ekilen fotograflarda 100
hiicre sayildi. Trigeminal ganglion noronlarinda c¢ekirdege veya sitoplazmaya
translokasyonlarin analizi; CTCF (Corrected Total Cell Fluorescence) yogunluk analizi
CTCF = Entegre Yogunluk — (Secili hiicrenin alam X Arka plan ortalama floresans)
formiiliine gére gerceklestirildi; Ilk olarak, noéronlarm cekirdekleri DAPI goriintiileri
iizerinde (kor analiz gerceklestirmek amaciyla HIF-o kanali kapali iken rastgele segilen
noron g¢ekirdekleri) serbest ¢izim araci kullanilarak tanimlandi. Daha sonra DAPI kanali
kapatilarak isaretlenen ¢ekirdek alaninin ortalama floresan yogunlugu degeri isaretlenen alan
degeri ile ¢arpildi ve entegre yogunluk hesaplandi. Ug farkli arka plan alanindan alinan
floresan yogunlugunun aritmetik ortalamasi yine ayni ¢ekirdek alani ile ¢arpildi ve entegre
yogunluk degerinden c¢ikartildi. Daha sonra ayni formiille hiicrenin tamaminin

(¢ekirdek+sitoplazma) yogunlugu hesaplanarak, ¢ekirdek yogunluguna oranlandi.


http://imagej.nih.gov/ij
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3.8. istatistiksel Analiz

[statistiksel analizler GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., CA, ABD) ile yapildi.
Veriler ortalama + SEM olarak sunuldu. Verilerin normalligi Kolmogorov-Smirnov testi ile
degerlendirildi. Degiskenler, t-test ile degerlendirildi. P degeri <0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. iAKB’nin Davrams Uzerine Etkisi

Piroksikam veya tasiyiciya 5 haftalik maruziyetten sonra, kafa timarlama (bas-yiiz
temizleme) davranisinin toplam siiresi (p < 0,001), donma davranisinin toplam siiresi (p <
0,001) ve kafa silkme sayis1 (p < 0,001) kronik piroksikam grubunda kontrole kiyasla 6nemli
dlciide daha yiiksekti. Periorbital mekanik geri ¢ekilme esikleri de IAKB grubunda kontrol
grubuna kiyasla 6nemli 6l¢tide daha diistiktii (p = 0,001) (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. IAKB ve kontrol grubu disi sicanlarmin agr ile iliskili davranis ve periorbital
mekanik allodini bulgulari;
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Kontrol grubuyla kiyaslandiginda IAKB grubunda; toplam donma siiresi (A), toplam kafa
timarlama siiresi (B) ve kafa silkme sayis1 (C) anlaml yiiksektir. IAKB grubunda kontrol
grubuna kiyasla periorbital mekanik geri ¢ekme esikleri anlamli olarak daha diisiik
bulunmustur (D) (sirayla p<0.001, p<0.001, p<0.001 ve p=0.001). Veriler ortalama + SEM
olarak sunulmustur. Verilerin normalligi Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirildi.

Istatistiksel analiz t-test ile yapildi.
4.2. Immiinhistokimya ve Western Blot Bulgulari
4.2.1. Trigeminal ganglionun hiicresel yapisi

Parafine gomiilmiis trigeminal ganglion dokularindan alinan 4 um kalinligindaki horizontal
kesitlerde c¢ekirdeklerin yerlesimi Hematoksilen boyamasi ile incelendi. Trigeminal
ganglion Oftalmik (1), Maksiller (V2) ve Mandibular (V3) boliimdeki kiimelenmis primer
afferent noron govdeleri ve bu 3 sinir dalina gore diizenlenmis periferik ve merkezi akson
uzantilarindan olusmaktadir. Oftalmik ve maksiller dallar birbirine yakin mandibular sinir
dal1 ise digerlerinden ayrilmis goriiniimdedir (Resim 4.1). Primer afferent ndron govdeleri
yuvarlak ve merkezi konumlanmis ¢ekirdekleri, ¢ekirdegin merkezinde yer alan
cekirdekgikleri ve néron gdvdelerinin etrafin1 saran uydu glial hiicreleri (SGC) ile belirgin
olarak gozlenmektedir. Noronlar, ¢aplarina gore kiiciik (10- 20 um), orta (20- 40 pm) ve
biiyiik (> 40 pum) olarak siiflandirilmustir. Periferik ve merkezi akson uzantilar1 Schwann
hiicreleri tarafindan sarilmaktadir (Resim 4.2). Trigeminal ganglion noronlari ve uydu glial
hiicrelerini belirlemek ve yerlesimlerini incelemek amaciyla néron belirteci olarak BllI-
tubulin ve SGC belirteci olarak Glutamin Sentetaz (GS) ile immiinohistokimyasal boyama
yapildi. Noron govdelerinin sinirlart ve noron sitoplazmalari BIII-tubulin ile belirgin olarak
gozlenmektedir (Resim 4.3.A, C). GS pozitif SGC hiicreleri boyanmayan néron govdelerini
bir kilif seklinde sarmaktadir (Resim 4.1.B, D).
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Resim 4.1. Trigeminal ganglion kesitinde trigeminal sinir dallarinin mikrografi

Trigeminal ganglion horizontal kesiti noronal belirteg NeuN ile immiinofloresan (yesil)
isaretlenmistir. Oftalmik (V1), maksillar (V2) ve mandibular (\V3) sinir néronlarina ait hiicre

govdelerinin (yesil floresan) yerlesimi gosterilmektedir (bitylitme x10)
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Resim 4.2. Sican trigeminal ganglion kesitinde trigeminal hiicre ¢ekirdekleri

Trigeminal ganglion néron govdeleri yuvarlak ve merkezi konumlanmis ¢ekirdekleri ve
cekirdegin merkezine konumlanmis ¢ekirdekgikleri (beyaz oklar) ve noron govdelerini saran
SGC hiicrelerinin ¢ekirdekleri (beyaz ok baslar1) belirgin olarak gézlenmektedir. Noronlar,
caplarma gore kiigiikk (10- 20 pm), orta (20- 40 pum) ve biiyik (>40 um) olarak
siiflandirilmaktadir (sirasiyla; *: kiiciik, **: orta, ***: biiyiikk noéronlar). Periferik ve
merkezi akson uzantilar1 Schwann hiicreleri tarafindan sarilmaktadir (Siyah ok baslar)
Trigeminal ganglion kiigiikk kan damarlar1 ve endotel hiicre ¢ekirdekleri siyak oklar ile

gosterilmektedir. (Hematoxylene boyama, Olgek ¢ubugu: 50pum)



27

Resim 4.3. Trigeminal ganglion néron ve uydu glial hiicrelerinin temsili mikrografi

Sican trigeminal ganglion Kesitleri néronal sitoplazma belirteci BIII-tubulin ve uydu glial
hiicre belirteci glutamin sentetaz (GS) i¢in immiinohistokimyasal yontemle boyandi. Primer
afferent noron sitoplazmalar1 ve akson uzantilar1 BIII-tubulin igin immiinoreaktiftir (A, C).
Boyanmayan noéronlar GS pozitif uydu glial hiicreler ile ¢evrilidir (B, D). Uydu glial hiicreler
noronlarin etrafinda ince bir kilif olusturur. (A, B; x20 ve C, D; x40 objektif biiyiitme ile
cekilmistir) (Olgek ¢ubuklari: 50um).

4.2.2. Trigeminal ganglion hiicrelerinde CGRP yerlesimi, ITAKB ile degisimi ve
Western blot bulgular:

Agn ile iliskili noropeptit CGRP’nin immiinohistokimyasal incelemeleri sonucunda
trigeminal ganglion néronlarinin ¢ekirdek zari etrafindan baglayarak sitoplazma igine
dagildigi, kiigiik ila orta boyuttaki noronlarda ve C lifleri oldugu disiiniilen baz1 ince
aksonlarda pozitif oldugu gozlendi (Resim 4.4, Resim 4.5). CGRP immiinoreaktivitesi
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graniiler bir goriiniimde ve néron sitoplazmasi ile sinirliydi. Kontrol grubunda siklikla kiigiik
boyutlu néronlar CGRP pozitif iken piroksikam maruziyeti sonras1 daha fazla sayida orta
boyutlu néronda immiinopozitiflik saptandi. IAKB trigeminal ganglionunda (Resim 4.4.B,
D ve Resim 4.5.B) CGRP pozitif néron sayisinin kontrol grubuna (Resim 4.4. A, C ve Resim
4.5.A) kiyasla artmis oldugu belirgindi. CGRP immiinopozitif pozitif hiicre yiizdeleri her iki
grupta kiyaslandiginda IAKB grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
artis gosterdi (Sekil 4.2). Immiinohistokimya bulgularma paralel olarak trigeminal ganglion
doku protein &rneklerinde western blot sonuglar1 IAKB grubunda kontrole kiyasla CGRP

ifade diizeylerinin attig1 gorildii (Sekil 4.3).

Resim 4.4. Trigeminal ganglion kesitlerinde CGRP immiinoreaktivitesini gosteren temsili
mikrograflar

Kontrol ve IAKB grubunda kiiciik ve orta boyutlu trigeminal néron sitoplazmalart CGRP
i¢cin immiinopozitiftir. Peri-niikleer baslayip noronal sitoplazmada dagilan graniiler desenler
her iki grupta da belirgindir. IAKB trigeminal ganglionunda (B, D) CGRP pozitif néron
sayis1 kontrol grubuna (A, C) kiyasla artmis goriinimdedir. Siyah oklar CGRP pozitif
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noronlari isaret etmektedir. (A, B; x20 ve C, D; x40 biiyiitme objektif ile ¢ekilmistir). Olgek

cubuklart: 50um.

CGRP DAPI CGRP/ DAPI

B

Resim 4.5. Trigeminal ganglion hiicrelerinde CGRP yerlesimi

CGRP pozitif hiicreler kirmiz1 floresan (Cy3) ile isaretlenmistir. Cekirdekler mavi (DAPI)
ile karsit boyanmigtir. Ust sira kontrol ve alt sira IAKB grubuna ait temsili fotograflardir.
IAKB trigeminal néronlarinda (B) CGRP pozitif hiicre dagilim yogunlugu kontrol grubuna
(A) kiyasla artmis goriiniimdedir. Olgek gubugu: 20 um.

CGRP IMMUNPOZITIF NORON SAYISI
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Sekil 4.2. IAKB’nin trigeminal ganglionda CGRP immiinopozitif hiicre say1lar:
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Kontrol grubu ile karsilastirildiginda IAKB trigeminal ganglionlarnda CGPR
immiinopozitif ndron sayisi yiiksek bulunmustur. Veriler ortalama = SEM olarak

gosterilmektedir. Verilerin normalligi Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirildi.

[statistiksel analiz t-test ile yapildi (p<0.001).
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Sekil 4.3. Trigeminal ganglion doku protein lizatlarinda CGRP ifadeleri

Western blot ile TG lizatlarinda tespit edilen CGRP protein ekspresyon diizeyleri IAKB
grubunda diizeyi kontrol grubuna kiyasla artmistir. Ug¢ bagimsiz deneyden alinan temsili
goriintii gosterilmektedir (a). CGRP ekspresyonunun kantitatif analizi (b), CGRP bant
yogunluklarinin toplam protein yogunluklarina normalizasyonu ile yapilmistir (a). Veriler +
SEM olarak gosterilmektedir. Verilerin normalligi Kolmogorov-Smirnov testi ile

degerlendirilmis ve istatistiksel analiz t-test ile yapilmistir (p=0.001).

4.2.3. Trigeminal ganglion hiicrelerinde SULT1A1 yerlesimi, IAKB ile degisimi ve
Western blot bulgular:

SULT1A1’in immiinohistokimyasal incelemeleri sonucunda trigeminal ganglion néron
sitoplazmalarinda yaygin ve homojen dagildigi ek olarak akson uzantilarinda
immiinoreaktifti. Uydu glial hiicrelerde SULT1A1 immiinoreaktivite gostermedi (Resim
4.6, Resim 4.7). SULT1AL TG néronlarinda tirozin hidroksilaz (TH) ile es yerlesim gosterdi
(Resim 4.8). Trigeminal ganglion doku protein lizatlarinda yapilan western blot sonuglari
IAKB grubunda kontrole kiyasla SULT1A1 ifade diizeylerinin azaldigin1 gosterdi. (Sekil
4.4).
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Resim 4.6. Trigeminal ganglion kesitlerinde SULT1Al immiinoreaktivitesini gosteren
temsili mikrograflar

Kontrol (A) ve IAKB (B) grubu trigeminal ganglion noronlarinda sitoplazma ve afferent
uzantilarda SULT1A1 immiinoreaktivitesi goriilmektedir. Goriintiiler on alt1 sicani temsil

etmektedir (sekiz kontrol ve sekiz IAKB). Olgek ¢ubuklari: 50um.

Kontrol

IAKB

Resim 4.7. Trigeminal ganglion hiicrelerinde SULT1AL yerlesimi

Sican trigeminal ganglion kesitleri SULT1Al (yesil) ve GS (kirmizi) igin g¢ift
immiinofloresan boyandi. Ust sira kontrol grubunu alt sira IAKB grubunu temsil etmektedir.
SULT1AL her iki grupta da néronlarda immiinoreaktiftir. Uydu glial hiicreler SULT1A1 i¢in
negatiftir. TAKB trigeminal ganglion noéronlarinda SULT1A1 pozitif hiicre dagilim
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yogunlugu kontrol grubuna (A) kiyasla hafif azalmis goriiniimdedir. Olgek ¢ubuklari: 20
um. (GS: Glutamin sentetaz)

KONTROL

[AKB

Resim 4.8. Trigeminal ganglionda SULT1A1 ve TH ¢ift immiinofloresan boyamasi

Sican trigeminal ganglion kesitleri SULT1Al (kirmizi) ve TH’a (yesil) karsi primer
antikorlarla ¢ift immiinofloresan boyandi. Ust sira kontrol grubunu alt sira IAKB grubunu
temsil etmektedir. SULT1AL ve TH her iki grupta da TG néronlarinda immiinoreaktiftir.
Olgek gubuklart: 20 pm. (TH: Tirozin Hidroksilaz)
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Sekil 4.4. Trigeminal ganglion dokularinda SULT1A1 ifadeleri
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Western blot ile TG lizatlarinda tespit edilen SULT1A1 protein ekspresyon diizeyleri. IAKB
grubunda SULT1A1 protein ifade diizeyi kontrol grubuna kiyasla azalmistir. U¢ bagimsiz
deneyden alinan temsili goriintii gosterilmektedir (a). SULT1Alekspresyonunun kantitatif
analizi (b), SULT1AL bant yogunluklarinin toplam protein yogunluklarina normalizasyonu
ile yapilmistir (8). Veriler + SEM olarak gosterilmektedir. Verilerin normalligi Kolmogorov-

Smirnov testi ile degerlendirilmis ve istatistiksel analiz t-test ile yapilmistir (p=0.04).

4.2.4. Trigeminal ganglion hiicrelerinde HMGB1 yerlesimi, IAKB ile degisimi ve
Western blot bulgular:

HMGB1’in TG hiicrelerindeki yerlesimini tespit etmek ic¢in hiicre tipine spesifik cift
immiinofloresan boyamalar gerceklestirildi. Immiinohistokimya incelemeleri sonucunda
HMGB1!’in kontrol grubu trigeminal ganglion néron ve uydu glial hiicrelerinde
cekirdeklerde yogun olmakla birlikte sitoplazmada da yerlestigi goriildii (Resim 4.9, Resim
4.10). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda piroksikam maruziyeti sonrasi gelisen IAKB ile
HMGB1 hemen biitliin noéronlarda yogun sitoplazmik immiinoreaktivite gosterdi.
HMGB1’in kontrol ve IAKB gruplarinda hiicrealt1 yerlesimlerinin farklihk gdstermesi
nedeniyle ¢ekirdek ve sitoplazma floresan yogunluklari 6lgiildi. HMGB1’in sitoplazmik
tasinmasini kantifiye etmek amaciyla néron ¢ekirdeklerinin ortalama floresan yogunluklari
toplam hiicrenin ortalama floresan yogunluklarma orani hesaplandi. IAKB grubunda
kontrole kiyasla HMGB1’ in sitoplazmik translokasyonunda anlaml artig goriildii (Resim
4.5) Immiinhistokimya bulgular: ile paralel olarak trigeminal ganglion doku protein
orneklerinde western blot sonuglari IAKB grubunda kontrole kiyasla HMGB1 ifade
diizeylerinin istatistiksel anlaml1 (p=0,01) arttigin1 gosterdi (Sekil 4.6).
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Kontrol

[AKB

Resim 4.9. Trigeminal ganglion néronlarinda HMGBL1 yerlesimi

Kontrol (iist sira) ve IAKB (alt sira) trigeminal ganglionlar1 HMGB1 (yesil) ve ndron
belirteci B Il tubulin’e (kirmizi1) karsi primer antikorlar ile boyandi. Hiicre ¢ekirdekleri
DAPI (mavi) ile isaretlendi. Oklar néron ¢ekirdeklerini isaret etmektedir. Kontrol TG noéron
cekirdeklerinde yogun gorilen HMGB1 immiinoreaktivitesinin IAKB grubu néron
cekirdeklerinde azaldigi ve yogun sitoplazmik reaktiflik verdigi gériilmektedir. Olgek

cubuklart: 20 um.

IAKB ile TG NORONLARINDA

HMGB1'in SITOPLAZMIK YER DEGISIMI
. 0.207 PO
2
2 T
g? 0.15-
oI
¥ 0.10-
< 2
§%
SO
5 0.054
=
(O]
=
* 0.00-

KONTROLIAKB

Sekil 4.5. Niikleer HMGBL1 floresan yogunlugunun kantifikasyonu
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TG noronlarinda, HMGBI’in sitoplazmaya yer degisiminin ortalama floresan
yogunluklarinin  analizi IAKB grubunda kontrole kiyasla HMGB1 sitoplazmik
translokasyonunun arttigin1 gostermektedir. Niikleer HMGBL1 floresan yogunlugu hiicrenin
(¢ekirdek ve sitoplazma) floresan yogunluguna gore normalize edilmistir; (p=0,001). Veriler
+ SEM olarak gosterilmektedir. Verilerin normalligi Kolmogorov-Smirnov testi ile

degerlendirilmis ve istatistiksel analiz t-test ile yapilmistir.

KONTROL

IAKB

Resim 4.10. Trigeminal ganglion uydu glial hiicrelerde HMGB1 yerlesimi

Kontrol ve IAKB trigeminal ganglion kesitleri HMGBI1 (yesil) ve SGC belirteci GS’ye
(kirmizi) kars1 primer antikorlar ile boyandi. Hiicre ¢ekirdekleri DAPI (mavi) ile isaretlendi.
HMGB1, kontrol grubu (iist) uydu glial hiicre ¢ekirdek ve sitoplazmalarinda zayif
immiinoreaktivite gortermektedir. IAKB grubunda (alt) HMGB1 SGC sitoplazmalarinda
immiinopozitif, ¢ekirdeklerde ise negatiftir. Oklar SGC ¢ekirdeklerini isaret etmektedir
Olgek gubuklart: 20 um. (GS: Glutamin Sentetaz, SGC: Uydu glial hiicre)
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Sekil 4.6. Trigeminal ganglion dokularinda HMGBL1 ifade diizeyleri

IAKB ve Kontrol grubunun HMGB1 ekspresyonunun Western blot analizi. Ug bagimsiz
deneyden alinan temsili goriintii gosterilmektedir (a). HMGBZlekspresyonunun kantitatif
analizi (b), HMGB1 bant yogunluklarinin toplam protein yogunluklarina normalizasyonu ile
yapilmigtir. IAKB grubunda HMGBI1 protein ifade diizeyi kontrol grubuna kiyasla artmugtir
(p=0,01). Veriler £ SEM olarak gosterilmektedir. Verilerin normalligi Kolmogorov-

Smirnov testi ile degerlendirilmis ve istatistiksel analiz t-test ile yapilmistir.

4.2.5. Trigeminal ganglion hiicrelerinde HIF1-0. yerlesimi, IAKB ile degisimi ve
Western blot bulgular:

HIF1l-o’nin imminohistokimyasal incelemeleri sonucunda kontrol grubu trigeminal
ganglion néron ve uydu glial hiicrelerinde sitoplazmada immiinoreaktif oldugu (Resim
4.11.A). Piroksikam maruziyeti sonrasi gelisen IAKB ile hem néronlarda hem de SGC’ lerde
cekirdege translokasyonun arttigi goriildii (Resim 4.11.B). Trigeminal ganglionda HIF-1a
ifade eden hiicre tiplerini ve hiicre alti yerlesimini belirlemek amaciyla, hiicreye 6zgii
belirteglerle HIF-1a'nin ¢ift immiinofloresan boyama islemi gergeklestirildi. HIF-1a ndronal
belirteg PIII-tubulin (Resim 4.12) ve uygu glial hiicre belirteci Glutamin Sentetaz (GS)
(Resim 4.13) ile birlikte boyandi HIF-1a, kontrol grubu TG ndéronlarinda ve ndronlart
cevreleyen SGC’ lerde sitoplazmada zayif immiinoreaktivite gorterirken IAKB grubunda
hem noron hem de SGC’lerde ¢ekirdek translokasyonu ve g¢ekirdekte stabilizasyonu arttig:
goriildii (Resim 4.14). HIF-a 'min sitoplazmadan ¢ekirdege tasmmasimi kantifiye etmek

amaciyla noronlarda floresan yogunluk analizi yapildi. Noron cekirdeklerin ortalama
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floresan yogunluklar1 toplam hiicrenin ortalama floresan yogunluklarmna oram1 IAKB
grubunda kontrole kiyasla ¢ekirdek translokasyonunda anlamli artis gosterdi (Sekil 4.7).
HIF1-a ve CGRP c¢ift boyamasi; niikleer HIF1-o immiinoreaktivitesi gosteren TG néronlari
CGRP pozitif néronlarla kolokalize oldugu goriildii (Resim 4.15). Trigeminal ganglion doku
protein &rneklerinde western blot sonuglarrmiz IAKB grubunda kontrole kiyasla HIF1-a.

ifade diizeylerinin istatistiksel anlamli (p=0,01) arttigin1 gosterdi (Sekil 4.8).

Resim 4.11. Trigeminal ganglion kesitlerinde HIF1l-o. immiinoreaktivitesini gosteren
temsili mikrograflar

HIF1-a kontrol grubunda (iist sol ve A) TG néronlarinda sitoplazmik dagilim gosterirken,
IAKB grubunda (iist sag ve B) hem néronlarda (oklar) hem SGC’lerde (ok baslar1) cekirdek
immiinopozitifligi géstermektedir. Gorlintiiler grup basina Sekiz sigandan alinan temsili TG

mikroskop goriintiileridir. Olgek ¢ubuklari: 20 pm.
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Resim 4.12. Trigeminal ganglion néronlarinda HIF1-a yerlesimi

Kontrol (iist sira) ve IAKB (alt sira) trigeminal ganglionlar1 HIF1-a (yesil), néronal belirteg
B 11 tubulin’e (kirmiz1) kars1 primer antikorlar ile boyandi. Hiicre gekirdekleri DAPI (mavi)
ile isaretlendi. HIF-1a, kontrol grubu TG néronlarinda sitoplazmada zay1f immiinoreaktivite
gortermektedir. IAKB grubunda HIF1-0 néron cekirdeklerinde yogun pozitiflik
gostermektedir. Oklar noronlar1 ok baslar1 ise SGC ¢ekirdeklerini isaret etmektedir Olgek

cubuklari: 20 pm.

iAKB'de TG NORONLARINDA
HIF1-o'nin GEKIRDEGE YER DEGiSimi

0.3- %k 3k %k

HIF1-@ igin floresan yogunlugu
(Cekirdek/N6ron)

Kontrol [AKB

Sekil 4.7. Niikleer HIF-1a floresan yogunlugunun kantifikasyonu

HIF1l-a’nin TG néronlarinda IAKB ile cekirdege yer degisiminin ortalama floresan
yogunluklarinin analizi IAKB grubunda kontrole kiyasla Hif1 o nin sitoplazmadan cekirdege

dogru artmis translokasyonunu gostermektedir. Niikleer HIF-o floresan yogunlugu hiicrenin
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(¢ekirdek ve sitoplazma) floresan yogunluguna gore normalize edilmistir; p<0,001; Veriler
+ SEM olarak gosterilmektedir. Verilerin normalligi Kolmogorov-Smirnov testi ile

degerlendirilmis ve istatistiksel analiz t-test ile yapilmistir.

Kontrol

[AKB

Resim 4.13. Trigeminal ganglion uydu glia hiicrelerinde HIF1-a yerlesimi

Kontrol ve IAKB trigeminal ganglion kesitleri HIF1-a (yesil) ve SGC belirteci GS’ye
(kirmizi) kars1 primer antikorlar ile boyandi. Hiicre ¢ekirdekleri DAPI (mavi) ile isaretlendi.
HIF-1a, kontrol grubu (iist) TG uydu glial hiicre ¢ekirdeklerinde negatif, sitoplazmada ise
zay1f immiinoreaktivite gortermektedir. IAKB grubunda (alt) HIF1-o SGC cekirdeklerinde
immiinopozitiftir. Ok baslar1 SGC ¢ekirdeklerini isaret etmektedir Olgek cubuklart: 20 um.
(GS: Glutamin Sentetaz, SGC: Uydu glial hiicre)
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Resim 4.14. Trigeminal ganglion SGC ve néron hiicrelerinde HIF1-a’nin IAKB ile
cekirdeklere yer degisimi

HIF1-a (yesil) ve SGC belirteci GS (kirmiz1) i¢in immiinofloresan ¢ift boyama 6rneklerinde;
Kontrol grubunda (iist) HIFl-a néron ve SGC g¢ekirdeklerinde immiinoreaktiflik
gostermezken IAKB grubunda (alt) hem noéron hem de SGC hiicre ¢ekirdekleri HIFI-a
immiinoreaktiftir. Cekirdekler DAPI (mavi) ile isaretlenmistir. Beyaz oklar noron

cekirdeklerini, sar1 oklar ise SGC ¢ekirdeklerini gostermektedir. (Olgek ¢ubuklari: 10um)
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Sekil 4.8. Trigeminal ganglion dokularinda HIF-1a ifade diizeyleri

[AKB ve Kontrol grubunun HIF1-o ekspresyonunun Western blot analizi. U¢ bagimsiz
deneyden alinan temsili goriintii gosterilmektedir(a). HIF1-o ekspresyonunun kantitatif

analizi (b); HIFl-o bant yogunluklarinin yiiklenen toplam protein yogunluklarina
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normalizasyonu ile yapilmistir. {AKB grubunda HIF1-a protein ifade diizeyi kontrol
grubuna kiyasla artmigtir (p=0,01). Veriler = SEM olarak gosterilmektedir. Verilerin
normalligi Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirilmis ve istatistiksel analiz t-test ile

yapilmaistir.

KONTROL

IAKB

Resim 4.15. Trigeminal ganglionda HIF1-o ve CGRP ¢ift immiinofloresan boyamasi

Sican trigeminal ganglion kesitleri HIF1-o (kirmizi) ve CGRP’ye (yesil) karsi primer
antikorlarla ¢ift immiinofloresan boyandi. Oklar niikleer yerlesimli HIF1-o. immiinoreaktif
néronlarin CGRP ile es lokalizasyonunu gdstermektedir. Ust sira kontrol grubunu alt sira

[AKB grubunu temsil etmektedir. Olgek ¢ubuklari: 20 pm.
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5. TARTISMA

Bu calisma ile ilk kez ilag Asir1 Kullanim Bas agris1 (IAKB) gelisiminde trigeminal ganglion
noron Ve uydu glial hiicrelerinin ndroinflamasyon ile iligkisi gosterilmistir. Non streroid anti
inflamatuar olarak se¢ilen piroksikama bes haftalik maruziyet kafa timarlama, kafa silkme
ve donma gibi agn ile iliskili davranislarin artmasina, periorbital mekanik agr1 esiklerinin
azalmasma yol agmistir. Kullanilan JAKB modelinde klinik ile uyumlulugu arttirmak igin
ilk kez disi sicanlar tercih edildi ve NSAII olan Piroksikam agiz yoluyla uygulandi. Ayrica
agr1 esik degisimini etkileyen menstruel dongiiyii kontrol etmek i¢in deney hayvanlari
dongiiniin metdstrus ve erken didstrus giinlerinde incelendi. Immiinohistokimyasal
caligmalarda 6zellikle bas agrisi ile yakin iligkili olan trigeminal ganglionun oftalmik dali
incelendi. IAKB patogenezinde dogal immiin yamt ve alarm proteni HMGB1 ile
mitokondrial stres ve inflamatuvar yanit proteini HIF-1a’ nin TG néron ve uydu glial
hiicrelerde arttigi ve sitoplazma-gekirdek arasi translokasyon degisikliklerine yol agtigi
gosterildi. Migren patogenezinde en 6nemli noropeptid olan CGRP nin IAKB’de TG
noronlarinda arttig1 immiinohistokimya ve western blot analizleri ile gosterildi. Ek olarak bu
caligmada ilk kez IAKB gelisiminde trigeminal ganglionda ilac detoksifikasyonunda gorevli
sulfotransferaz (SULT1AL) enzim diizeyinin azaldig: tespit edildi.

IAKB hayvan modellerinde mekanik agri esiklerinin degistigi gosterilmistir. On bir giinliik
sumatriptan enjeksiyonu farelerde hem periorbital hem de pengelerde mekanik allodiniyi
tetiklemistir [107]. Bir 5-HT1F ve 5-HT1B/1D reseptor antagonisti olan lasmiditan veya
sumatriptanin 2 hafta boyunca uygulanmasi hem periorbital hem de arka pengelerde 6nemli
kutanoz allodiniye neden olmustur [108]. NSAII ile IAKB modeli ilk defa grubumuz
tarafindan olusturulmustur. Ik ¢alismamizda NSAII mefenamik asitin intraperitoneal
enjeksiyonla dort hafta siireyle uygulanmasi siganlarda periorbital mekanik ¢ekilme
esiklerinde azalma, timarlanma, donma ve bas sallama sayisinda artis ile sonuglandigini
gosterdik [86]. Bu calismada ilk kez NSAII piroksikami oral yolla uygulayarak IAKB
modeli olusturduk. Piroksikamin tekrarlanan oral uygulamasi periorbital mekanik duyarlilig
arttirdi. Kafa timarlama, kafa silkme ve donma gibi agr1 benzeri davranislarin artmasi ile

sonuclandi.

Bugiine kadar yapimis IAKB modeli calismalar1 erkek kemirgenler iizerinde

gerceklestirilmistir. Klinikte TAKB kadinlarda 3-4 kat daha fazla goriildiigii igin Klinik



44

uyumlulugu arttirmak amaciyla bu ¢alismada disi siganlar tercih edilmistir. Disi siganlarda
ostrus dongiisii dort evreden olugmaktadir. Dongiintin evrelerine gore degisen Ostrojen
seviyeleri agr1 esiklerini degismektedir. Prodstrus ve Ostrus evrelerinde agri esiklerinin
azaldigr gosterilmistir [109]. Bazi migren modellerinde periorbital agr1 esikleri
degerlendirilirken disi kemirgenlerin dongii evreleri analiz edilmeden c¢alisma
tamamlanmistir [110]. Bu calismada 6strus dongiisiindeki agr1 esiklerindeki farkliliklarin
agr1 davranigina olan etkisini dislamak i¢in disi si¢anlar sadece met6strus ve erken didstrus

giinlerinde degerlendirmeye alindi.

Bas agrisinda anahtar rolii olan trigeminal ganglion ve trigeminal sinirin oftalmik dali bu
caligmanin odagidir. Trigeminal ganglionlarin yapisinda bipolar néron somalar1 ve
noronlarin etrafim1 kilif seklinde saran merkezi sinir sistemindeki astrositlere benzer
gorevleri olan uydu glial hiicreler yer almaktadir. Siganlarda néronlarin ¢aplar1 yaklasik 10
ila 60 pm arasinda degismektedir ve bunlarin %90"indan fazlasi, ¢ap1 15 ila 35 um olan
kiigiik ve orta biiytikliikteki noronlardir [70]. Bu ¢calismada Sigan TG noronlari ¢aplarina gore
kiiciik (10-20 um), orta (21-40um) ve biiyiik (40 um den biiyiikk) néronlar olmak tizere
siniflandirildi. Trigeminal néronlar biiyiik ve merkezi yerlesmis ¢ekirdekleri ile belirgin
sekilde ayirt edilmektedir. Noronlarin etrafi ndronun ¢api ve biiyiikliigi ile orantili olarak
artan sayida SGC ile sarilmis durumdadir. TAKB patogenezinde TG’ daki degisiklikler daha
once arastirilmamistir. Bu ¢alismada TG’da noronlar ve uydu glial hiicrelerin IAKB
stirecinde inflamatuar molekiiller ve nosisepsiyon agisindan SULT1Al, CGRP, HMGBL1 ve
HIFla molekiillerindeki degisikliklikler incelendi.

llag ve ksenobiyotiklerin metabolizmasinda gérevli viicutta yaygmn bulunan enzim
ailesinden SULT1AZ1’in TG da hiicresel yerlesimini ve IAKB ile degisimini ilk kez
gosterdik. SULT1AL siganlarda merkezi sinir sisteminde sulfotransferazlarin en 6nemli
izoformudur [111]. Literatirde SULT1A1 ile ilgili calismalar kisithdir. Onceki
calismamizda mefenamik asit ile olusturulan IAKB modelinde beyin dokusunda SULT1A1
enzim aktivitesinin azaldigi ve KYD esiklerinin diistiigii beyin uyarilabilirliginin arttigini
saptadik. Bu ¢alismada ise SULT1A1’in TG’daki hiicresel dagilimi ve IAKB ile olan
degisimine odaklandik. SULT1A1’in TG’ da sadece noronlarda yer aldigr ve SGC’ lerde
bulunmadig: tespit edildi. SULT1A1 immiinoreaktivitesinin néronal sitoplazmada homojen
dagildig: ve kiigiik, orta, biiyiik boyuttaki tiim TG noronlarda mevcut oldugu goriildii. IAKB
ile néronal yerlesiminde degisiklik olmadigi gézlendi. SULT1AL protein miktarinin ise
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IAKB ile azaldig: tespit edildi. Bu sonuglar daha énceki mefenamik asit calismanz ile
benzerlik gostermektedir. TG néronlarinda SULT1AL’in katekolamin sentezinde kritik roli
olan TH ile kolokalize olmasi SULT1A1l enzim degisikliklerinin nosiseptif ganglion
hiicrelerinde dopamin gibi nérotransmitterlerin metabolizmasini etkileyecegine isaret
etmektedir. TG’da IAKB siirecinde azalmis olan SULT1A1l ndrotransmitter

metabolizmasinda bozulmaya yol agacak ve nosiseptif uyarinin idamesinde rol alacaktir.

Nosiseptif bir noropeptid olan CGRP’nin TG néronlarinda sentezlenmesi ve trigeminal sinir
uclarindan salinmas1 migren bas agrisinda anahtar bir rol oynamaktadir. IAKB hastalar
tarafindan yaygin olarak kullanilan opioidler, triptanlar ve basit analjezikler gibi ilaglarla
uzun siireli tedavi edilen hayvanlarda P maddesi, CGRP, nitrik oksit (NO) ve serotonin gibi
agri ile iliskili molekiillerde degisiklikler oldugunu gosterilmistir [81], [82], [83]. Birgok
klinik ve Klinik dncesi ¢galisma CGRP’nin bas agris1 sirasinda arttigini bildirmistir [5, 51,
54, 112]. Bu ¢alismada trigeminal ganglion ndronlarinda periniikleer bolgede baskin olmak
tizere kii¢iik ve orta boyutlu noéronlarin sitoplazmalarinda CGRP ifade edildigi goriildi
IAKB ile CGRP pozitif néron sayisinin ve CGRP protein diizeyinin arttig1 gosterildi.
CGRP’nin trigeminal ganglion uydu glial hiicrelerinde bulunmadigi ve IAKB ile bu
durumun degismedigi tespit edildi. IAKB ile ortaya ¢ikan bas agris1 davranis1 ve periorbital
agr1 esiklerindeki azalmaya TG’ da CGRP artisinin eslik etmesi trigeminal nosiseptif
aktivasyonun varhigin1 IAKB de dogrulamaktadir. Trigeminal ganglion néronlarinda CGRP
ile HIFla niikleer translokasyonunun kolokalize olmasi nosiseptif ganglion néronlarinin
mitokondrial stres ve inflamatuar yanitina isaret etmektedir. Bu anlamli kolokalizasyonu

hem ganglionda hem de IAKB de ilk kez gosterdik.

Hiicre dis1 ytiiksek hareketlilik grubu kutu-1 proteini (HMGB1), sinir hasar1 ve kanser
kaynakli agrinin patogenezinde énemli roller oynar. HMGBI, ndbet, iskemi ve kronik agri
dahil olmak {izere c¢esitli patofizyolojik kosullarda néroinflamatuvar siireglerin aracilik
etmesinde anahtar bir faktor olarak gosterilmistir COVID-19 bas agrisinda yiiksek serum
HMGBI seviyesinin inflamasyonla iligkisi gosterilmistir [31, 79, 85, 113]. Ancak, ilag asir1
kullanim bag agrisinda trigeminal HMGB1'in katilim1 daha 6nce incelenmemistir. Bununla
birlikte, kronik piroksikam maruziyetinin trigeminal ganglionda HMGB1 ekspresyonuna ve
salinimina yol agip agmayacagi bilinmemektedir. Mevcut ¢alismada, kronik piroksikam
kullaniminin trigeminal ganglion noronlarinda ve Uydu Glial hiicrelerde HMGBI

ekspresyonunu artirdigini bulduk.
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HMGB1, esas olarak ¢ekirdekte bulunan DNA replikasyonu, transkripsiyonu ve onariminda
rol alan niikleer bir proteindir. Hasarla iliskili herhangi bir tehdit veya stres durumunda
sitoplazmaya ve ekstraseliiler ortama salinarak giiclii bir proinflamatuvar molekiil gérevi
gormektedir. HMGB1 in TG’ da hiicresel yerlesimi daha Once incelenmemistir.
Bulgularimiz HMGB1 in TG noéronlarinda ve SGC’ lerde mevcut oldugunu, noéronal
yerlesimin hiicre boyutlarina gore belirgin farklilik gdstermedigini isaret etti. Kontrol grubu
TG’ larinda hiicre ¢ekirdeklerinde baskin olan HMGB1’in IAKB gelisiminde sitoplazmik
yerlesiminin belirgin hale geldigi gdzlendi. HMGB1 protein diizeylerinin de IAKB’ de
anlamli artis gostermis olmas1 hasar ile iliskili bu alarm proteininin bes haftalik IAKB
gelisiminde kronik olarak yiiksek kaldigini ve inflamasyonun idamesinde katkisi oldugunu
diisindiirmektedir. Alarm durumunda sitoplazmaya gegcerek HMGBI1’in hasar-stres
tehdidine kars1 hiicreyi koruyucu roliiniin devreye girdigi de dikkate alinmalidir [113]. Bes
haftalik siirede gelisen IAKB patogenezinde TG néronlarinda HMGB1 artis1 ve sitoplazmik
yer degisimi kronik bir stres ve tehdit algis1 karsisinda hiicre hasarin1 azaltmaya ve hiicreyi
korumaya yénelik aktivasyona isaret edebilir. Ote yandan ekstraseliiler HMGB1’in giiclii

proinflamatuar rolii de IAKB’ de kronik bas agrisinin idamesinde rol oynayabilir.

IAKB’li kronik migren hastalarinda LPS, HMGB1, HIF-l1a, IL-6 ve CGRP serum
diizeylerinin yiiksek oldugu gosterilmistir. Bagirsak gecirgenliginin artmasi ile dogustan
gelen bagisiklik ve proinflamatuar, nosiseptif yanitin artmasinin {AKB’nin trigeminal
duyarhiliginda ve patofizyolojisinde rol oynayabilecegi Ongériilmiistiir [19]. Onceki
calismalarimizda farkli ilaglarla IAKB modellerinde sistemik dolasimdaki inflamatuvar
molekiil artislart ve beyin dokusunda inflamasyon gosterildi. Kronik migrenli IAKB
hastalarinda serumda LPS, LBP, VE-cadherin, occludin, HMGB1, HIF-1a, IL-6 ve CGRP
serum seviyelerinin yiikselmesi bagirsak asir1 gegirgenligi ve inflamatuar yanitin hastalarda
ilk kez kanitlanmasini saglamistir. Bagirsak gegirgenliginde artigin ve buna bagli nosiseptif
ve/veya inflamatuar yanitin, NSAII asir1 kullanim bas agrisinin nérobiyolojisinde potansiyel

bir altta yatan faktor olabilecegini géstermistir.

Farkli NSAIl’ler ile olusturdugumuz IAKB modellerinde disi ve erkek siganlarda yiiksek
serum LBP ve occludin seviyeleri ile beyinde HMGB1 ve IL-17’nin artan seviyeleri, sizdiran
bagirsak ile iligkili beyinde inflamasyonun kaniti olarak yayimladik [53], [54]. Mevcut
caligma inflamasyonun yalnizca gegirgen bagirsak ile iliskili olarak sistemik dolagimdan

kaynaklanan degil ayn1 zamanda trigeminal ganglionun kendisinde de ekstraseliiler ortama
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salman HMGB1’in IAKB patogenezinde bas agrisin siirdiiriilmesinde rolii oldugunu

gostermektedir.

Hipoksi ile indiiklenen faktér (HIF-1) hiicredeki oksijen seviyesine yanit olarak hiicresel
sagkalimla ilgili onemli bir transkripsiyon faktoriidiir. HIF-1"in aktivasyonu oksijene duyarli
“a” alt biriminin stabilizasyonuna baglidir. Normoksik kosullarda sitoplazmik HIF-1a alt
birimi diizenli olarak yikima ugramaktadir. Oksijen seviyesindeki azalma ile HIF-1la
proteolitik olarak yikilamaz ve birikerek ¢ekirdege yer degistirip “p” alt birimiyle birleserek
HIF-1’in aktivasyonunu saglar. HIF-1’in sadece hipoksi ile degil inflamatuar kosullar altinda
stirekli NO olusumu ile hidrojen peroksit (H202), siiperoksit anyonu (O(2-.)) ve hidroksil
radikali (.OH) birikimi ile de aktivasyonunun saglandigi gosterilmistir [49], [48].
Calismamizda HIF-10 immiinoreaktivitesi hem néronlar hem de SGC hiicrelerinde pozitif
bulundu. HIF-1a kontrol grubunda zayf sitoplazmik yerlesim gosterirken, IAKB grubunda
uzun siireli ve diizenli piroksikam maruziyeti ¢ekirdege translokasyonun artmasina neden
oldu. HIF-1a protein ekspresyon seviyeleri IAKB’de kontrol grubuna gére yiiksek bulundu.
HIF1 a degisimleri, mitokondriyal disfonksiyon asir1 ROS iiretimi ve oksidatif stresle iligkili
olabilir. HIF-1a, hipoksik kosullara uyumu ayni zamanda mitokondriyal fonksiyonu ve
metabolizmayi diizenler. HIF-1a mitokondri aracili oksidatif stresin zararli etkilerini telafi

etmek igin salinir.

HIF-1o’ nin migrendeki rolii, farelerde Nitrogliserin (NTG) ile olusturulan kronik migren
modelinde HIF1’1 aktive eden prolyl hidroksilaz inhibitorii Roxadustat uygulamasinin
migren benzeri davranislari iyilestirdigi ve esas olarak HIF-1o/NF-«B inflamatuar yolunun
aracilik ettigi merkezi agr1 duyarliliginin inhibe edildigi ve yine NF-kB yoluyla serum ve
kaudal trigeminal cekirdek (TNC) igindeki inflamatuar sitokin seviyelerinin azaldigi

gosterilmistir [50].

Serumda HIF-1a artisinin, migren bas agrisi kroniklesmesinde mitokondriyal stres ve
inflamasyonun ile iligkili olabilir. Yakin zamanda migrenli ila¢ kullanmayan c¢ocuklarda
yiksek HIF-la, FGF-21, GDF-15, CGRP ve PACAP-38 eslik ettigi gosterilmistir
Mitokondriyal metabolizmanin ve migrenle iliskili CGRP ve PACAP-38 gibi
noropeptidlerin diizenleyicisi olan HIF-1o’nin migren ataklari sirasinda dolagimda artmis

seviyeleri bu noropeptid diizeyleriyle pozitif korelasyon goéstermistir [112]. HIF-1a
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diizeyleri IAKB’li kronik migren hastalarinda yiiksek bulunmustur. HIF-1a'daki artis kronik

migrende mitokondriyal sikint1 ve inflamasyonla iligkili olabilir [51].

Giincel ¢alismalar 1s181nda IAKB de varlig1 gosterilen sistemik dolasimdaki inflamasyon ve
bu calismada gosterilen trigeminal ganglion inflamasyonu arasindaki olasi baglanti
mekanizmalari arastirilmaya degerdir. IAKBde trigeminal duyarlilasma ve nosiseptif yanitin
devamliliginda ndroinflamasyon ile ilag ve norotransmitter metabolizmasindaki bozulma

katkida bulunabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

10.

11.

Bu calismada ilk kez ilag Asir1 Kullanim Bas agris1 (IAKB) gelisiminde trigeminal
ganglion noron ve uydu glia hiicreleri incelendi ve noroinflamasyonla iligkisi gosterildi.
Kullanilan IAKB modelinin Klinik uyumlulugunu arttirmak icin ilk kez disi sicanlar
tercih edildi ve NSAII olan Piroksikam agiz yoluyla uygulandi. Ayrica agri esik
degisimini etkileyen menstruel dongiiyii kontrol etmek i¢in deney hayvanlarit dongiiniin
metdstrus ve erken didstrus giinlerinde incelendi.

Agn ile iliskili davranis deneyleri IAKB grubunda timarlama siireleri ve kafa silkme
sayilarinin artigin1 gosterdi. Periorbital mekanik agr1 esikleri IAKB grubunda kontrole
kiyasla anlaml1 azald1.

Immiinohistokimyasal ¢alismalarda 6zellikle bas agris1 ile yakin iliskili olan trigeminal
ganglionun oftalmik dali incelendi.

IAKB patogenezinde dogal immiin yanit ve alarm proteini HMGB1 ile mitokondriyal
stres ve inflamatuar yanit proteini HIF-1o’nin trigeminal ganglion néronlari ve uydu
glial hiicrelerde arttigi ve g¢ekirdek-sitoplazma arasi translokasyon degisimleri
gosterildi.

Bu calismada IAKB *nin patogenezinde trigeminal ganglionda ilag detoksifikasyonunda
gorevli sulfotransferaz (SULT1AL) enzimin miktarinda azalma tespit edildi.
SULTI1A1’in; TG néron sitoplazmalarinda yerlestigi, uydu glia (SGC) hiicrelerinde
bulunmadig1 gériildii. TAKB grubunda SULT1A1’in kontrole kiyasla azaldig: saptandh.
CGRP pozitif hiicrelerin trigeminal ganglion néronlari oldugu saptandi. CGRP
immiinoreaktif néron sayis1 IAKB grubunda kontrole kiyasla istatistiksel anlaml1 artt1.
HMGB1 immiinoreaktivitesi ise noronlar ve SGC hiicrelerinde pozitif bulundu.
HMGB1; TG noronlart ve uydu glia hiicrelerinde (SGC) sitoplazma ve gekirdekte
yerlesirken IAKB’de sitoplazmik translokasyon artt1. Western blot ¢alismas: ise IAKB
grubunda kontrole kiyasla HMGBL1 protein miktarinin arttigina isaret etti.

HIF-10 immiinoreaktivitesi hem ndronlar hem de SGC hiicrelerinde pozitif bulundu.
HIF-1a kontrol grubunda baskin olarak sitoplazmik yerlesim gosterirken, IAKB
grubunda uzun siireli ve diizenli piroksikam maruziyeti c¢ekirdege translokasyonun
artmasina neden oldu. HIF-1a protein ekspresyon seviyeleri IAKB’de kontrol grubuna
gore yiiksek bulundu.

IAKB; TG néron ve uydu glial hiicrelerde belirgin néroinflamasyona ve nosiseptif

noronlarda agri ile iligkili noropeptid CGRP artigina ayni zamanda SULT1AL
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azalmasina yol agmaktadir. IAKB’ de trigeminal duyarlilasma ve nosiseptif yanitin
devamliliginda noéroinflamasyon ile ilag ve ndrotransmitter metabolizmasindaki

bozulma katkida bulunabilir.
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