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OZET

Ex-vivo sican meningeal preparasyonlarinda gecici reseptor potansiyel
kanallarimin kalsitonin gen-iliskili peptid salinim iizerine etkileri ve

mekanizmalarinin arastirilmasi

Migren kisitlayici etkileri olan bir ndrovaskiiler hastaliktir. Dura mater migren
bas agrisinin kaynaklandig1 yer olarak kabul edilmektedir. Dural trigeminal duysal
sinirlerin periferik uclarindan salinan CGRP noérojenik inflamasyona yol acarak
migren patofizyolojisinde dnemli bir rol oynamaktadir. Dural afferentlerde bulunan
gecici reseptor potansiyel (TRP) ve voltaja duyarli potasyum (K*v) kanallar1 bu
sinirlerin uyarilma esigini ve bunun sonucunda CGRP salinimini modiile ederek
migren agrisinda fizyolojik bir gorev tstlenebilir. Sunulan c¢aligmada, ex-vivo si¢an
meningeal preparasyonlarinda TRPV1, TRPV4, TRPA1, TRPMS ve K*v kanallarinin

CGRP salinimu iizerine etkileri ve mekanizmalar1 arastirilmistir.

39 erigkin wistar erkek si¢an (78 hemiskull) 13 gruba boliindii (n=6 hemiskull).
Ex-vivo meningeal hemiskull preparasyonlar1 hazirlandi. Farkli gruplardaki bu
preparasyonlara, TRPV1 (1 uM,kapsaisin), TRPV4 (100 uM,4aPDD), TRPA1 (300
uM,Cinnamaldehyde) ve TRPMS (300,uM Mentol) agonistleri ve antagonistleri (10
uM kapsazepin, 10 uM GSK-2193874, 50 uM HC-030031 ve 10 uM AMTB) ve K*v
kanal agic1 (10 uM,Retigabine) uygulandi. Stiperfiizatlardaki CGRP igerigi ELISA ile
Olctildii. Veriler paired t-testi ile analiz edildi.

TRPV1, TRPV4, TRPAL ve TRPMS8 agonistleri meningeal preparasyonlarda
CGRP salmimint anlamli tetiklerken(P<0.05) bu etkiler antagonistleri olan
kapsazepin, GSK-2193874, HC-030031 ve AMTB tarafindan 6nlendi. Ayrica K*v
kanal acic1 Retigabine meningeal preparasyonlardaki bazal CGRP salinimini anlaml
azaltti(P<0.05) ve TRPV1, TRPV4, TRPAI ve TRPMS reseptor agonistlerinin yol
act1igt CGRP salinimini 6nledi.

Bulgularimiz TRPV1, TRPV4, TRPA1 ve TRPMS kanallarinin migren bas
agrisimin  fizyolojisindeki fonksiyonel iglevlerini ve K'v kanallarinin nosiseptif
ateslemeyi kontrol etmede 6nemli fizyolojik gorevleri oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
Farmakolojik olarak uygun TRP reseptor antagonistleri ve K*v kanal agicilarinin
gelistirilmesi ileride migren tedavisinde yeni ve alternatif terapdtik yaklagimlar

arasinda yer alabilir.

Anahtar Kelimeler: Migren, dura mater, CGRP, TRP kanallar1, K*v kanal agic1.



ABSTRACT
Investigation of effects and mechanisms of transient receptor potential channels

on calcitonin gene-related peptide release in ex-vivo rat meningeal preparations

Migraine is a disabling neurovascular disease. Duramater is regarded as origin
of migraine. CGRP released from peripheral terminals of dural trigeminal sensory
nerves plays key role in migraine pathophysiology by causing neurogenic
inflammation. Transient-receptor-potential (TRP) and voltage-gated potassium (K*v)
channels in dural afferents may have physiologic roles in migraine by modulating
excitation threshold of the nerves and ultimately CGRP release. We investigated
effects and mechanisms of TRPV1, TRPV4, TRPAL, TRPM8 and K*v channels on

CGRP release in ex-vivo rat meningeal preparations.

39 adult wistar male rats were divided into 13 groups(n=6 hemiskull). Ex-vivo
hemisected meningeal preparations were made. Preparations were treated with
TRPVI(1 uM,capsaicin), TRPV4(100 uM,4aPDD), TRPA1(300
uM,Cinnamaldehyde) and TRPM8(300,uM Menthol) agonists and antagonists(10 uM
capsazepine, 10 pM GSK-2193874, 50 uM HC-030031 and 10 uM AMTB) and K*v
channel opener(10 pM,Retigabine). CGRP contents in superfusates were measured

using ELISA. Data were analyzed with paired t-test.

While agonists; TRPV1, TRPV4, TRPAL and TRPM8 induced significantly
CGREP release(P<0.05), these effects were prevented by antagonists capsazepine,
GSK-2193874, HC-030031 and AMTB, respectively in meningeal preparations. K*v
channel opener, Retigabine alone decreased basal CGRP release (P<0.05), and it
prevented CGRP release induced by TRPV1, TRPV4, TRPAL and TRPMS receptors

in meningeal preparations.

Results revealed that TRPV1, TRPV4, TRPALl and TRPM8 channels have
physiologic roles for migraine and K*v channel opener has important roles to
controlling nociceptive firing in migraine. Development of pharmacologic TRP
receptor antagonists and K*v channel openers may be one of novel and alternative

therapeutic approaches in migraine treatment, in the future.

Keywords: Migraine, dura mater, CGRP, TRP channels, K*v channel opener.
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1. GIRIS

Kalsitonin gen iligkili peptit (CGRP) sinir sisteminde biiylik oranda
sentezlenen 37 amino asitli bilinen en giiglii endojen vazodilatdr bir ndropeptittir.
Insanlarda CGRP’ nin 0-CGRP ve B-CGRP olmak iizere iki izoformu vardir ve bu
izoformlar benzer biyolojik etkilere sahiptir. Ancak a-CGRP viicut boyunca primer
afferent sinir liflerinde bulunurken B-CGRP ekpresyonu baglica enterik sinir sistemi
ile stnirlidir. insanda trigeminal gangliyon néronlarinin % 40’ 1 CGRP pozitiftir (1).
CGRP etkilerini CGRP1 ve CGRP2 olmak iizere iki reseptdrii iizerinden
gostermektedir. Bu reseptorler G-protein kenetli reseptorler olup adenil siklaz
enzimini aktive ederek hiicre ici cAMP olusumuna yol agarlar. CGRP kraniyal
arterlerin beyin sapina uzanan perivaskiiler afferentlerinde bulunmaktadir. Trigeminal
liflerin periferik ve merkezi terminallerinin uyarilmas: bu sinir uglarindan CGRP
salinimina yol agar. Salinan CGRP kranyal kan damarlarini dilate eder ve duysal
iletimi uyarir (2). Meningeal ve serebral damarlar baglica CGRP igeren duysal sinirler
ile innerve edilmistir (3). Trigeminal meningeal duysal liflerin aktivasyonu sonucu
salinan CGRP, dura materde bulunan mast hiicrelerini degraniile ederek migren

patofizyolojisinde rolii olan nérojenik inflamasyon olusumuna katkida bulunmaktadir
(4).

Migren diinya genelindeki niifusun yaklasik % 15’ inde goriilen kompleks
norovaskiiler bir primer bas agris1 hastaligidir (5). Tek tarafli, zonklayict bas agrisi,
151k ve sese asirt duyarlilik, mide bulantisi ve kusma gibi semptomlarla karakterize
olan migrenin patofizyolojisi hala tam olarak anlagilamamistir. Migren patofizyoloji
hakkinda ¢ok sayida teori ileri siiriilmiistiir ancak bunlarin ortak noktas1 migren atagi
sirasinda trigeminovaskiiler sistemin aktivasyonu ve bu aktivasyonu takiben CGRP
salinimi ile serebral ve meningeal damarlarda vazodilatasyon ve nosisepsiyonun
ortaya ¢ikmasidir. Trigeminal duysal sinirlerin merkezi ve periferik dallarindan CGRP
salindig1 ve CGRP’ nin vazodilator ve nosiseptif etkilerinin migren patofizyolojisinde
onemli bir rol oynadig1 iyi bilinmektedir (5, 2). Meninksler bas agrilarinin orijinlendigi
(olusumundan sorumlu tutulan) en 6nemli yapilardan biridir ve trigeminal sinirler

tarafindan innerve edilmistir (6). Beyin parankiminde nosiseptorler bulunmamaktadir



ve bas agrisinin dura mater, dural ve serebral damarlar1 innerve eden trigeminal duysal

sinirlerin uyarilmasiyla basladigi kabul edilmektedir (7).

CGRP migren bas agrisinda nosisepsiyonun iletilmesini saglayan
trigeminoservikal kompleks yolagindaki nosiseptif iletimde ©Onemli bir rol
oynamaktadir (7,8). Yapilan ¢aligmalar, migren bas agrisi fazinda eksternal jugular
vende CGRP seviyelerinin yiikseldigini ortaya ¢ikarmustir (9). Artmus CGRP, migren
ataklarina yol agan norovaskiiler yolagi tetikleyerek, tipik zonklayict migren agrisina
yol agan, meningeal ve ekstrakraniyal damarlarda norojenik inflamasyona ve
vazodilatasyona neden olmaktadir. Ayrica CGRP dura materdeki mast hiicrelerini
degraniile ederek mast hiicrelerinden perivaskiiler bosluga agriy1r ve inflamasyonu
tetikleyen mediyatorlerin salinimina yol agarak migren patofizyolojisinde dolayli bir
role de sahiptir (4,10). Akut migren ataklar1 sirasinda kraniyal dolasimda CGRP
miktarinin arttig1 ve triptan (migren tedavisinde kullanilan ilag) uygulamasindan sonra
bunun normal seviyelerine dondiigii bildirilmistir (11). Ayrica intravendz CGRP
infiizyonunun da migrenli hastalarda bas agrisina yol actig1 ve bunu takiben triptan
uygulamasinin ise CGRP seviyelerini normal diizeylerine dondiirdiigii bilinmektedir
(11). CGRP, akut migren atagi sirasinda salinan su anda giivenilebilir tek
ndrotransmitter olarak kabul edilmekte ve bu sebeple periferik kanda CGRP artis1, bir

migren biyomarkari olarak kabul edilmektedir (7,12,13).

Migren tedavisinde halen kullanilmakta olan triptanlar 5S-HT1B/1D/1F reseptor
agonistleridir. ~ Trigeminal gangliyon/duysal sinirler bol miktarda 5-HT1B/1D
reseptorleri ekpresse etmektedir. Migren tedavisinde kullanilan triptanlardan
sumatriptan dilate olmus kraniyal arterleri 5-HT 1B reseptorleri araciligiyla konstrikte
ederken 5-HT1D reseptorleri araciligiyla trigeminal duysal sinirlerin periferik ve
merkezi uglarinda CGRP salinimini ve nosiseptif iletimi bloke etmektedir (14). Ancak
giin gectikge trigeminal duysal sinir terminallerinden CGRP salinimini tetikleyen veya

bloke eden farkli mekanizmalar ortaya ¢ikarilmaktadir.

CGRP salmimmi modiile eden fizyolojik mekanizmalardan biri de gegici
reseptor potansiyel (transient receptor potential, TRP) iyon kanallaridir. TRP kanallar1
membran iyon kanallariin genis bir ailesi olup c¢esitli endojen ve ekzojen uyarilara

cevap verirler. Mediyatorler, 1s1, ekstraselliiler ozmolarite ve pH degisiklikleri gibi i¢



uyaranlar ve sili biberi gibi bircok dogal iirlinlerden olusan dis uyaranlara cevap
verebilen bu iyon kanallari viicutta cesitli agr1 durumlarn ile iligkilidir. TRP
kanallarimin TRPC (kanonikal), TRPM (melastatin), TRPV(vanilloid), TRPA
(ankirin), TRPP (polisistin) ve TRPML (mukolipin) olmak iizere 6 alt ailesi vardir.
TRP kanallar1 non-selektif iyon kanallaridir, hiicre i¢ine Na* ve Ca*? girisine yol
acarak membran depolarizasyonuna ve hiicre i¢i ikinci haberci sinyal kaskadinin
aktivasyonuna katkida bulunurlar. Gérme, tat, isitme ve somatoduysal sistemlerde
(agrili uyaranlar vb) bu duyularin algilanmasinda 6nemli rolleri vardir. Bu fizyolojik
fonksiyonlarmin yaninda bas agrilariin patofizyolojisinde TRP kanallarinin rolii
olduguna dair kanitlar giin gectik¢e artmaktadir (15). TRP kanallar1 dural afferentlerin
CGRP sentezleyen alt gruplarinda ekspresse edilmektedir. TRP kanallarinin
aktivasyonu nosiseptif afferent liflerin eksitasyonunu giiclendirmektedir ve agriya yol
acmaktadir. Duysal sinir terminallerinden CGRP ekzositoz ile salinmaktadir ve
ekzositoz i¢in membranin depolarize olmasi gerekmektedir. TRP kanallar1 hiicre igine
Na* ve Ca2* girisine yol agarak membranin depolarizasyon siiresini uzattigindan
dolay1 bu kanallarin aktivasyonu CGRP salinimina yol acabilir ve blokasyonu ise

CGRP ekzositozunu onleyerek migren tedavisinde yeni bir secenek olabilir.

TRP kanallarinin ¢ok sayida alt tipi bulunmasina ragmen yapilan calismalar
TRPV1, TRPV4, TRPA1 ve TRPMS&’ in migren patofizyolojisinde rolii olabilecegini
onermislerdir (15). TRPV1 kanali zararl 1s1 ve sili biberinin ac1 ve yakici tadindan
sorumlu olan kapsaisin ile aktive edilmekte ve agrili yangi duyusuna neden olmaktadir.
TRPV1 kanali endojen molekiillerden anandamid, N-arasidonoil dopamin (NADA) ve
lipoksijenaz yolaginin ¢esitli lipit iiriinleri tarafindan aktive edilmektedir (16). TRPV1
nosiseptif sinir liflerinin periferik ve merkezi terminallerinde agri gecisinin
aktivasyonunu ve duyarliligini giiclendirmektedir (17). Dural sinir liflerinde ve
trigeminal gangliyondaki ndron govdelerinde TRPVI kanallarimin  oldugu
gosterilmistir. TRPV1 aktivasyonunun dural damarlar1 dilate edebilecegi ve ayrica rat
dura materine kapsaisin uygulamasinin bas agris1 ile uyumlu olarak trigeminal
gangliyon noronlarinda ERK (ekstraselliiler sinyal ile diizenlenmis kinaz) aktivasyonu

ve davranigsal cevaplar olusturdugu bildirilmistir (18,19).



Dural afferent sinir liflerinde sentezlenen diger bir TRP kanali olan TRPMS&’
in (transient receptor potential melastatin 8) migren hastalarinda gen varyasyonlari
bulunmustur ve migren patofizyolojisi ile iliskili oldugu 6ne siirtilmistiir (20). Ancak
TRPMS’ in migren bas agrisi ile iliskili dural afferentler {lizerindeki etkisi heniiz

bilinmemektedir.

Migren ile iliskili oldugu diisiiniilen en ilgi ¢cekici TRP kanallarindan biri olan
TRPAL1 (transient receptor potential ankyrinl) periferik duysal noéronlarda (dural
trigemeninal afferentlerde) ve primer afferent liflerin merkezi terminallerinde
bulunmaktadir. TRPA1 ¢ok sayida ekzojen ve endojen madde tarafindan aktive
edilmektedir, bunlar arasinda gevresel irritanlar; formaldehit, akrolin, sigara dumani,
dogal iirlinler; izotiyosiyanatlar, sinnamaldehit, allisin ve endojen oksidatif ve nitratif
stres driinleri nitro-oleik asit, hidroksi nonenal ve reaktif prostaglandinler (16,21)
bulunmaktadir ki bu iiriinler ayn1 zamanda bas agrisina da yol agmaktadir. TRPAI
kanallarinin bas agrilarinin patofizyolojisindeki roliine dair gittik¢e artan kanitlar
mevcuttur. Meningeal afferentler {lizerindeki TRPA1 kanallar1 aktivasyonunun

norojenik vazodilatasyona ve bas agrilarina katkida bulunabilecegi bildirilmistir (21).

TRP kanallarindan TRPV4 ise mekanik uyar1 ve ekstraselliiler ozmolaritedeki
degisikliklerle aktive olmaktadir. Dural afferentler mekonosensitiftir (22) ve mekanik
uyarilmanin trigeminal dural afferentlerde bulunan TRPV4 kanali araciligr ile
olustuguna dair ¢alismalar mevcuttur (23). Migrendeki zonklayici tipteki agrinin bu
sinirlerdeki TRPV4 kanallarinin 6kslirme ve hareket etme sonucu mekanik olarak
uyarilmasindan kaynaklanabilecegi iddia edilmektedir (15). Farkli bir ¢alismada
hipotonik soliisyonlar ve TRPV4 aktivatorii 4-oPDD dural afferentlerde TRPV4
benzeri akimlar olusturmus ve ayrica ratlarda dural TRPV4 aktivasyonu bas agrisi ile
uyumlu olan davraniglarin ortaya ¢ikmasma yol agmistir (24). Bu bulgulara

dayanilarak TRPV4’ iin migren agrisinda rolii olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (16).

Bunlarin disinda voltaj bagimli potasyum (Kv*) kanallarinin da ndéronal
uyarilabilirlilikle iligkili oldugu bildirilmistir (25). Kv* kanallar1 membran
potansiyelleri ve aksiyon potansiyelinin dnemli fizyolojik diizenleyicileridir (25). Bu
durum o6zellikle nosiseptif duysal nodronlarda agrinin kontrolii i¢in Onemlidir.

Trigeminal sinir terminallerinde bulunan Kv* kanallarinin agilmasi membran



potansiyelini aniden diisiirerek CGRP gibi néropeptitlerin ekzositoz yoluyla salinimini
bloke eder. Bu nedenle voltaj bagimli potasyum kanal agici molekiiller noropatik

agrinin giderilmesinde biiylik 6neme sahiptir.

Dura mater

¥

Vazodilatasyog

Nosisepsiyon

Sekil 1. Meningeal trigeminal sinir terminallerinde nosisepsiyonun modiilasyonunda TRP ve K*v

kanallarinin olasi rolii.

Bu bilgiler dogrultusunda sunulan ¢alismanin hipotezi sekil 1’ de sematize
edildigi gibi meninksleri (kraniyal dura mater) innerve eden trigeminal duysal sinir
terminallerinde bulunan TRPV1, TRPV4, TRPA1 ve TRPMS8 kanallarinin
aktivasyonunun bu sinir terminallerinden CGRP salmimina yol agarak migren
patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynayabilecegi ve bu aktivasyonun Kv* kanallarinin
acilmasi ile onlenebilecegi seklindedir. Sunulan ¢alismada, bu hipotez dogrultusunda
siganlardan elde edilen ex-vivo meningeal preparasyonlara (hemikranyumlarda)
TRPV1, TRPV4, TRPA1 ve TRPMS&’ in agonistleri, antagonistleri ve Kv*-kanali



acicis1 topikal olarak uygulanarak meninksleri innerve eden tigeminal duysal
sinirlerden CGRP salinimi1 {izerine etkileri ve mekanizmalarinin arastirilmast

amagclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Migren

Migren 1sik ve sese asir1 duyarlilik, mide bulantisi, kusma ve siirekli
tekrarlayan, genellikle tek tarafli, zonklayici rutin fiziksel aktivite ile uyarilarak
kotiilesen ve birkag saat hatta birkag giin siirebilen bas agrisi semptomlari ile kendini
gosteren norovaskiiler bir hastaliktir (7,26,27) Genel toplumda prevelans: yaklasik %
15-16 olup ¢ogunlukla 22 ile 55 yaslari arasindaki bireylerde ortaya ¢ikmaktadir (28).
Cogunlukla cocukluk caginda baslamasina ragmen, ozellikle ergenlik caginda,
erkeklere nazaran kadinlarda 3 kat1 daha fazla goriilmektedir (29). Giincel verilere
gore kadinlarin % 8’ i ve erkeklerin % 6’ s1 migrenden muzdarip olup bu oran giin

gectikge artmaktadir (27,30).

Uluslararas1 Bag Agris1t Dernegi (IHS) Bas Agrist Siniflandirma Komitesinin
yayimladig1 bas agrisi hastaliklari i¢in simiflama ve teshis kriterlerine gore yaygin ve
klasik migren olarak siniflandirilan migren, kendi icerisinde de aurasiz ve aural
migren olarak iki alt gruba ayrilmaktadir (31). Baz1 durumlarda, bas agris1 herhangi
bir uyari isareti vermeden baslar ve uyku ile sonlanir (27). Bas agrisinda prodromal
fazda, 1518a, sese ve kokuya anormal duyarlilik, yorgunluk, 6fori, depresyon, sinirlilik,
yeme istegi, kabizlik, boyun tutulmasi, artan esneme gibi belitiler goriilebilmektedir
(27,32,33) ve bas agrisindan once veya agri ile ayni anda ortaya ¢ikan aura fazi bazi

norolojik semptomlara aracilik etmektedir.

Migrenin aura belirtileri yavas yavas ortaya ¢ikmakta olup, uyarict 6zelligi
olusturarak daha sonra tamamen kaybolur (27). Aura belirtileri pozitif (kazanilan)
veya negatif (kaybedilen) fonksiyonlar seklinde olmaktadir. Bu fonksiyonlar eger
gorsel korteksi etkilerse parlak 151k ve skotom meydana gelebilmekte,
somatosensoriyel korteks etkilendiginde ise ylizde ve ellerde karincalanma ve hissizlik
duyusu olusabilmektedir. Bazal ganglion veya motor korteks etkilenmesine bagh
olarak titreme ve tek tarafli kas zayiflig1 gozlenirken konusma alani etkilendiginde ise
sozciikleri sdylemekte zorluk (afazi) olusmaktadir (34). Bas agrisi ilerledik¢e mide
bulantisi, kusma, burun tikanikligi, burun akintisi, lakrimasyon, pitozis, esneme, sik
idrara ¢ikma ve ishal gibi otonom belirtiler; depresyon ve sinirlilik gibi duygusal

belirtiler, dikkat eksikligi, kelimeleri bulmakta zorluk, ge¢ici amnezi, tanidik ortamlari
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bulmada zorluk gibi biligsel belirtiler ve ayrica fotofobi, osmofobi, kas gerginligi ve
kutandz allodini gibi duyusal belirtiler ortaya ¢ikmaktadir (35-37). Migren atagini
yetersiz uyku, 0Ogiin atlama, stresli yada stres sonrasi donemler, hormonal
dalgalanmalar, alkol, baz1 yiyecekler, 151k, giiriiltii, yada bazi kokular gibi stresorler
tetikleyebilmektedir (27).

2.2. Migren patofizyolojisi

Migren patofizyolojisini anlamaya yonelik calismalar uzun yillardir devam
etmektedir, ancak patofizyoloji tam olarak anlagilamamistir. Su ana kadar yapilan
caligmalar migren agrisinin ¢ok faktorlii oldugu ve migren patofizyolojisinin tek bir
mekanizma ile agiklanamayacagi sonucuna varmislardir (26,38). Ancak migren
patofizyolojisinden sorumlu oldugu one siiriilen ve en ¢ok kabul goren yaklasimlar;
vaskiiler, norovaskiiler (norojenik inflamasyon) ve kortikal yayilan depresyon
teorileridir (38). ilk defa 1930’ larin sonunda Wolff tarafindan onerilen vaskiiler
teoriye gore (39) migrenin nobetlerarasi doneminde dnce serebral vazokonstriiksiyon
meydana gelmekte daha sonra ise vazokonstriiksiyonun yerini vazodilatasyon
almaktadir, boylece vasodilatasyon sirasinda perivaskiiler sinirlerin uyarilmasiyla da

agr1 baglamaktadir (38,39).

Wolff, migren hastalarmin ekstrakranyal (temporal) arterlerinin caplarini
oOlgerek bunlarin genislemis oldugunu bulmustur. Bu hastalar agriy1 hafifleten ve hala
giiniimiizde de migren tedavisinde kullanilan vazokonstriktorler (ergotamin) ile tedavi
edilerek bu hastalarda arteryel dilatasyonun azalmasi saglanmistir (40). Bas agris1 ile
sonuglanan daha sonraki olaylar tam olarak anlasilamamis olsa da artmis vaskiiler
pulsasyon mekanoreseptdrleri aktive edebilmektedir. Bu durum sonug olarak agriya
ve diger iliskili semptomlara neden olan CGRP’ nin salimimia ve perivaskiiler
sinirlerin aktivitesinin artmasina yol agmaktadir (41,42). Karotid arteriovendz
anastomozlarin dilatasyonunun migren patogenezinde rol oynadigi bulgusu
dogrultusunda, kranyoselektif vazokonstriksiyon olusturan maddelerin migren
tedavisinde potansiyel bir terapdtik kullanima sahip olabilecegi diislintilmektedir.

Anestezi altindaki kopekler ve domuzlarda ergot alkaloidleri (ergotamin ve



dihidroergotamin) ve triptanlar (sumatriptan ve ikinci nesil triptanlar) kopek ve domuz
karotid damarlarinda giiglii vazokonstriksiyon olusturmaktadir (43). Karotid
arteriovendz anastomozlar ve temporal ve orta meningeal arterleri de i¢ine alan daha
ileri c¢aligmalar, 5-HTIB reseptorlerinin sumatriptana cevap olarak kraniyal
vazokonstriksiyona aracilik ettigini gostermistir (44). Sumatriptan giiniimiizde migren

tedavisinde hala etkin bir sekilde kullanilan ilaglar arasinda yerini korumaktadir.

Migrenin norovaskiiler (n6rojenik) teorisine gore bazi patolojik degisiklikler
oncelikle noronal aktivasyona yol agmakta daha sonra ise buna bagli vaskiiler
degisiklikler gelismektedir (45). Noronal aktivasyon, meninksler gibi agriya duyarli
yapilardaki damarlarda dilatasyona, bu damarlarin genislemesi ise onlari innerve
etmis olan trigeminal duysal sinirlerin mekanik olarak asir1 bir sekilde uyarilmasina
ve bu aktivasyon sonucu trigeminal duysal sinir uglarindan salinan CGRP ve SP gibi
vazoaktif ve pronosiseptif noropeptitlerin norojenik inflamasyona ve agriya yol

a¢gmasina neden olmaktadir (46).

Moskowitz (47) daha once, pia mater ve dura mater damarlarindaki
trigeminovaskiiler aksonlardan agr1 ve steril inflamasyona yol agan vazoaktif
peptitlerin salindigini gdstemistir. Bu norojenik inflamasyon sirasinda, trigeminal
ganglion uyarilmakta ve bu uyarim plazma protein ekstravazasyonuna yol agmaktadir.
Norojenik teoriye gore, migren bas agrisina yol agan noronal bir fonksiyon bozuklugu
vaskiiler degisikliklere yol agmakta ve bu degisiklikler 6zellikle beyni ¢evreleyen bir
membran olan dura materin inflamasyonu ile sonuglanmaktadir. Boylece meydana
gelen norojenik dural inflamasyonun, dural kan damarlarini innerve eden primer
duysal sinir terminallerinden salinan inflamatuar ndropeptidlerin etkinligi sonucu
ortaya ¢iktig1 diisiniilmektedir. Beyni cevreleyen dura mater, intrakranyal agriyi
tasiyan afferentlerin biiyiik ¢cogunlugu tarafindan innerve edilmistir. Bununla uyumlu
olarak dural stimiilasyonun insanda bas agrisina yol agtig1 bildirilmistir (45). Duysal
noronlarin uyarilmasi veya inflamasyonu, inflamasyon peptidlerinin (dural dokuda
CGRP ve SP) salinnmina yol acar. Bu peptidler de lokal cevap olarak noérojenik
inflamasyona yol agmaktadir. Norojenik inflamasyon, meningeal duyu liflerinin
uyarilmast igin gerekli olan nosiseptif uyarilma esigini diistirmektedir (48). Migrenin
norojenik dural inflamasyon teorisine gére migren sirasinda dura materden salinan

inflamauar noropeptidler, vaskiiler sistem {izerinde vazodilasyona, plazma protein
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ekstravazasyonuna, endotelyal degisikliklere, platelet kiimelesmesine ve daha sonra
serotonin ve diger mediyatorlerin salinmasing, l6kositlerin adezyonuna ve boylece
inflamasyonun gelismesine yol agmaktadir (49). CGRP, nérojenik inflamasyonun bu
basamaklarinda inflamasyonu kolaylastirici bir rol oynamaktadir (50). P maddesi,
NKI1 reseptorlerinin aktivasyonu yoluyla ekstravazasyona neden olsa da, CGRP'nin
salimimi, dural kan akimim arttirarak SP’ nin etkilerini arttirmakta ve normal olarak
SP’ yi metabolize edebilen hiicre dis1 enzimi inhibe etmektedir. Bu nedenle, bu iki
duysal néropeptid, agrili dural noérojenik inflamasyonu olusturma konusunda birlikte
hareket etmektedir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada, migren atagi sirasinda CGRP’nin
kranial vendz konsantrasyonunda artiglarin oldugu ve migren tedavisinde kullanilan
serotonerjik agonistlerin, bu artmis CGRP konsantrasyonunu normale déndiirdiigii
bildirilmistir (51). Bu teori, sumatriptan gibi serotonerjik agonistlerin, meninksleri
innerve eden trigeminal duysal afferent néronlardan SP ve CGRP’ nin salinmasini

onleyerek migrendeki akut agriy1 hafiflettigi yoniindeki bulgular desteklemektedir.

Kortikal yayilan depresyon teorisine gore ise serebral korteks veya diger beyin
alanlarindaki bir odakta, ekstraselliiler K* ve glutamat artis1 ve ayrica intraselliiler Na*
ve Ca*? artisi ile karakterize olan, ndronal ve glial depolarizasyon dalgas1 baslamakta
ve bu dalga yavas bir sekilde tiim serebral korteks boyunca bir kag dakika siireyle
ilerlemekte ve bunu uzun siireli olarak néronal aktivitenin baskilanmasi izlemektedir
(52,53). Kortikal yayilan depresyonun ayni zamanda migren aurasinin altinda yatan
norofizyolojik etken oldugu da diistiniilmektedir. Dolayisiyla aura, beyinde yavas bir
sekilde yayilan ve noronlarin aktivitesini gegici olarak baskilayan elektriksel bir

anormallik olarak tanimlanmaktadir (54).

Insanda KYD’ yi baslatan mekanizma tam olarak bilinmezken; stres,
uykusuzluk gibi fizyolojik veya duygusal olaylarin, KYD’ nin olusumunda rolii
olabilecegi ileri siiriilmiistir. KYD’ de, ektraselliiler potasyum, glutamat, ATP ve
hidrojen 1yonlarindaki asir1 artisin, intaselliiler sodyum ve kalsiyum seviyelerindeki
artis ile baglantis1 bulunmaktadir (27,38, 55). Yapilan bir ¢alismada KYD’nin
olusturdugu metabolik strese bagl olarak, néron hiicre membranindaki Panx1 isimli
iyon kanallarinin agildig1 ve inflamasyonun sinyal iletim yolagini harekete gegirdigi
ortaya c¢ikarilmistir (54). Ac¢ilan Panx1 kanali sayesinde ndronlardaki bazi enzimler

aktiflenerek proinflamatuar mediyatorler sinifinda yer alan high-mobility grup box-1
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(HMGB1) ve kaspaz-1 ‘in ekpresyonuna yol agmakta ve stres esnasinda alarm gorevi
goren bu molekiiller, baska bir dizi molekiilii beyin damarlar etrafindaki sinir uglarina
dogru salgilatarak trigeminal sinirin uyarilmasini saglamaktadir (54). Bu da meningeal

vazodilatasyona ve uzun siireli bas agrisina yol agmaktadir.

Her ne kadar migrenin bu ii¢ teorisi farkli zamanlarda migren agrisinin altinda
yatan mekanizmalar1 agiklamak i¢in ayr1 ayri ortaya ¢ikmis olsa da son zamanlardaki
calismalar, bu ii¢ teorinin ortak noktasinin migren agrisindan esas olarak
trigeminovaskiiler sistemin aktivasyonunun sorumlu oldugunu one siirmektedir.
Dolayistyla trigeminovaskiiler sisteminin asir1 aktivasyonuna yol acan endojen ve
ekzojen faktdrler migren agrisin1 baslatmaktadir. Bu sebeple trigeminovaskiiler
sistemin isleyisini anlamak migren patofizyolojisini anlamak ve migren tedavisi

acisindan oldukga 6nemlidir.

2.3. Kalsitonin gen-iliskili peptid ve migren patofizyolojisindeki rolii

Kalsitonin peptit ailesi, kalsitonin, amilin, CGRP ve adrenomedullin olmak
lizere en az bes liyeden olusmaktadir (56). CGRP 37 amino asitli vazodilator bir
ndropeptittir. Insanlarda CGRP’ nin a-CGRP ve B-CGRP olmak iizere iki izoformu
vardir ve bu izoformlar benzer biyolojik etkilere sahiptir. Ancak aCGRP viicut
boyunca primer afferent sinir liflerinde bulunurken BCGRP ekpresyonu baglica
enterik sinir sistemi ile sinirlidir. CGRP’ nin baglandigit CGRP1 ve CGRP2 olmak
tizere iki reseptorii vardir. Bu reseptorler G-protein kenetli reseptorler olup adenil
siklaz enzimini aktive ederek hiicre ici cAMP olusumuna yol agarlar. Trigeminal
meningeal duysal liflerin aktivasyonu sonucu salinan CGRP, dura materde bulunan
mast hiicrelerini degraniile ederek migren patofizyolojisinde rolii olan ndrojenik

inflamasyon olusumuna katkida bulunmaktadir (5).

2.3.1. CGRP dagilim ve lokalizasyonu

CGRP, periferik ve santral sinir sistemlerinde ve kardiyovaskiiler sistemde

yaygin olarak bulunur (57). Periferik olarak, CGRP arka boynuz hiicrelerinde bol
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miktarda bulunur. Primer afferent noronlarda, CGRP genellikle SP ile birlikte
bulunurken, motor néronlarda asetilkolin ile birlikte depolanmis olarak bulunmaktadir
(58). Kardiyovaskiiler sistemde, CGRP igeren sinir lifleri arterlerin ¢evresinde daha
¢ok bulunmakta ve ¢ogunlukla adventisya ve medyanin birlesiminde lokalize
olmaktadir (57,59). Ayrica CGRP igeren sinir lifleri atriyumlarda ventrikiillerden daha
fazladir; sag atriumda sinoatrial diiglim, atriyoventrikiiler diiglim ve ozel iletim
sisteminde lokalizedir (57). Periferde CGRP' yi igeren sinir lifleri siklikla diiz kaslar
ile iligkilidir: (i) parotid bezinin salgi kanallar1 dahil olmak iizere gastrointestinal
sistemin biiyiikk ¢ogunlugunda, midenin fundik bezlerinin epiteli {izerinde, endokrin
hiicreler (ii) akcigerler, (iii) tiroid bezi (C hiicrelerine yakin), (iv) dalak damari ve

siniizoidler, (v) insan derisi ve (vi) hipofiz bezinde bulunmaktadir (60-62).

2.3.2. CGRP'nin fizyolojik gorevleri

CGRP igeren sinir liflerinin ve viicuttaki reseptorlerinin genis dagilimi, CGRP'
nin viicudun fizyolojik islevlerinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigini
diisiindiirmektedir. Ornegin, kardiyovaskiiler sistemde, kalp hizi, kardiyak kasilma
glicti, koroner kan akimi1 ve mikrovaskiiler gegirgenligi artirma ve kapasitans kan
damarlarinda vazodilatasyon olusturma yetenegine sakiptir (57,63,64). Vaskiiler
tonusu ve anjiyogenezi diizenlemektedir. Merkezi sinir sisteminde, CGRP motor,
duyusal ve entegratif sistemleri modiile etmektedir (65). Buna gore, CGRP: (i) agri
algilamasimi modiile etmekte ve (ii) genel olarak, SP'nin ve ayni zamanda primer
aferent liflerden eksitatdor amino asitlerin salimimi arttirarak eksitator etkileri
gi¢lendirmektedir (65-67). Efferent sinir liflerinde, CGRP, kolinerjik noronlarda
asetilkolin ile birlikte bulunmaktadir ve bdylece asetilkolin yanitinin yani sira
salinmasin1 da modiile etmektedir (67). CGRP' nin aracilik ettigi ilave biyolojik
fonksiyonlar sunlardir: (i) hipofiz hormon sekresyonunu diizenlenmek, (ii) pankreatik
enzimleri salgilatmak, (ii1) gastrik asit sekresyonunu kontrol etmek; (iv) gida alimini
azaltmak, (v) bazi insiilin islevlerinin antagonizmasi, (vi) biiyiime faktorii benzeri
fonksiyonlar, (vii) kemik yeniden sekillenmesi ve (viii) gebelik sirasinda

komplikasyonlarin 6nlenmesidir (58, 68).
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2.3.3. CGRP reseptor yapisi

CGRP reseptorii bir heterotrimerdir. Kalsitonin reseptdrii benzeri reseptor
(CLR veya CRLR) olarak adlandirilan 7 bolgeli transmembran biiyiik bir peptide;
aktivite degistirici protein (RAMP1) olarak adlandirilan ve CGRP’ye 6zel ligand
baglanma bolgesini olusturan kiigiik tek bir transmembran peptid eklenmistir. Buna ek
olarak reseptor protein bileseni (RCP) olarak adlandirilan kiigiik bir hiicre i¢i bilesen
bu yapinin hiicre i¢i sinyal iletimi mekanizmasma baglanmasi icin gereklidir. Bu
mekanizma islev yapmak i¢in esas olarak G proteini Gs ve adenilat siklaz1 kullanir,
bunun sonucunda da cAMP seviyelerinde yiikselme meydana gelir. Aktivite degistirici
proteinler (RAMP) birbirleriyle baglantili kiigiik (148-175 aminoasitli) proteinlerdir.
Bu proteinler kalsitonin reseptor benzeri reseptdriin (CLR) hiicre yiizeyine ¢ikmasina,
reseptordeki glikozilasyon durumunun saptanmasina ve CGRP i¢in bu reseptdriin
goreceli olarak yakinliginin belirlenmesine olanak saglar. Sekil 2.1° de CGRP reseptor
yapisi gosterilmistir (69). CGRP reseptorleri, migren patolojisinde 6nemli bir rolii
oldugu diisiiniilen sinirlerde ve ayrica kardiyovaskiiler ve immiin sistem gibi farklh
hiicre ¢esitlerinde bulunmaktadir. Bulundugu yerler; damar genislemesine neden
olduklar1 serebral vaskiiler yumusak kas doku, degraniilasyonu tetikledigi dural mast
hiicreleri, CGRP’ nin ikinci sira nosiseptif ndronlarda bir modiilator oldugu trigeminal
sinirin merkezi terminalleri, CGRP’ nin taktil (dokunsal) uyariya karsi merkezi
sensitizasyonda benzer rol oynadigi spinal trigeminal niikleus kaudalis ve omuriligin

dorsal boynuzu olarak siralanabilir.
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Sekil 2.1. Ug alt birimden olusan CGRP reseptér kompleksi. Russo (69)’ dan ahnmstir.
CGRP, Kalsitonin gen- iligkili peptid; CLR: kalsitonin benzeri reseptéor, RAMP1:

reseptor aktivite-degistirici protein 1, RCP: reseptor bilesen proteini.

Merkezi sinir sisteminde CGRP i¢in yiiksek ve diisiik baglanma bolgelerinin
oldugu bildirilmistir (70,71). Arka kok gangliyonunda ve diger ndronlarda, CGRP
reseptorleri, SP, noradrenalin, noéropeptit Y, vazoaktif intestinal peptid gibi
norotransmitterler ve ndro-modiilatorlerin reseptorleri ile birlikte bulunurlar (65,72).
Ayrica, nonadrenerjik ve kolinerjik olmayan lifler ve koroner damarlarda, CGRP
reseptorleri sirasiyla tasikinin ve SP reseptorleri ile birlikte bulunmaktadir (73). CGRP
baglanma bolgeleri en ¢ok kalpte ve kan damarlarinda bulunmaktadir (57). Kalpte,
CGRP i¢in yiiksek afiniteli baglanma bolgeleri atriyal ve ventrikiiler alanlarda
bulunmaktadir (57).
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2.3.4. CGRP aracili sinyal iletim mekanizmalari

CGRP'nin olusturdugu vaskiiler cevaplar hem endotele bagimli hem de
endotelden bagimsiz mekanizmalar araciligiyla gergeklesmektedir (58). Endotel
bagimli yolda CGRP adenil siklaz isimli enzimi aktive eder ve bdylece cAMP
seviyelerini arttirir. cAMP seviyelerindeki bu artis nitrik oksit sentaz enzimini aktive
eder ve bu da nitrik oksit seviyesini arttirmaktadir. Nitrik oksit, guanil siklaz'1 aktive
ederek diiz kas hiicrelerine etki eden ve diiz kas gevsemesine yol acan siklik guanozin
monofosfat (¢cGMP) sentezine yol acar (58,74). Ote yandan, endotelden bagimsiz
yolda (6rnegin insan iskelet kas arteri), CGRP endotele etki etmeden diiz kas
hiicrelerindeki CGRP reseptorlerine direkt olarak baglanir, adenil siklaz'r aktive eder
ve bunun sonucunda vaskiiler gevsemeye yol acan cAMP diizeylerini artirir (58).
CGRP' nin olusturdugu yanitlar, cAMP, nitrik oksit-cCGMP ve K* kanallar1 da dahil
olmak tizere birden ¢ok ikinci haberciyi kapsamaktadir (65,75).Bununla birlikte, ilgili
ikinci haberciden bagimsiz olarak, CGRP' ye bagh vazodilatasyondan sorumlu olan
mekenizma igin son ortak yol olarak hiicre i¢i kalsiyumun azalmasi onerilmistir (58).

Sekil 2.2° de CGRP aracili sinyal iletim mekanizmalari gosterilmistir (76).
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Sekil 2.2. CGRP aracili vazodilatasyonun mekanizmalari. Arulmozhi ve ark. (76)’ dan alimmistir.
Diiz kas hiicreleri iizerindeki CGRP reseptorlerinin aktivasyonu, adenilat siklaz aktivasyonu ile
CAMP iiretimine yol acar. Hiicre ici cCAMP konsantrasyonundaki artis daha sonra K* kanallarim
acan ve sitozolik Ca*? konsantrasyonunu azaltan mekanizmalar1 aktive eden protein kinaz A'y1

(PKA) uyarir.

2.3.5. Migren Bas Agrisinda CGRP

Serebral oligemiyi, arteryovendz anastomozlar da dahil olmak iizere
muhtemelen bu kan damarlarini sinirlendiren sinirlerdeki aktivite degisikliklerine
bagl olarak, kranyal kan damarlarinin refleks agrili vazodilatasyonu takip eder
(43,77). Bu nedenle migren agrisi, agri olusturan yapilarin nosiseptorlerinin endojen
agri  kontrol yollarimin islevindeki azalma ile birlikte aktiflesmesinden
kaynaklanmaktadir (14). Kan damarlarindaki bu nosiseptif bilgi, trigeminal
niikleustaki merkezi néronlara iletilir ve bu da agr1 sinyallerini bas agris1 duyusunun
algilandig1 yiiksek merkezlere iletir. Buna ek olarak, trigeminal sinirlerin stimiilasyonu

da CGRP salinimina yol acabilir ki bu durum nosiseptif uyarilari merkezi sinir
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sistemine aktararak hali hazirdaki mevcut vazodilatasyonu gii¢lendirmektedir (41, 77,
78). Migrende CGRP aracili agr1 iletimi sekil 2.3* de gosterilmistir (79).

Cranial dura mater Trigeminal ganglion Spinal trigeminal
nucleus
%, NO
MCopam. " O\ AS/C
207 < & ,
‘.g ; \e GABA
4 $28 CGRP —<‘ -
cGRrP('
/e
N
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Sekil 2.3. Migren agrisinin olusmasindaki nosiseptif siireclerde rol oynayan kranyal dura
mater, trigeminal gangliyon ve spinal trigeminal c¢ekirdekteki olaylarin sematik gosterimi,
Messlinger (79)’ den alinmistir. MC: mast hiicresi, CGRP: kalsitonin gen-iligkili peptid, HA:
histamin, NO: nitrik oksit.

2.3.6. Migrende biyolojik bir markir olarak CGRP

Migren bas agrist trigeminovaskiiler sistemin aktivasyonu ile yakindan
iligkilidir. Bu nedenle trigeminal ganglion/duyu sinirlerinin gesitli tiirlerde uyarilmasi
(insanlar dahil), kranial kan damarlarin1 genisleten ve duysal sinir iletimini uyaran
CGRP' nin salinmasina yol agmaktadir (3). Ayrica CGRP benzeri immiinreaktivite,
trigeminal nukleusta ve miyelinsiz trigeminal duysal sinir liflerinde bol miktarda
eksprese edilmektedir (78). Boylece, serebral damarlarin baslica CGRP igeren duyu
sinirleri tarafindan innerve edildigi bilinmektedir (3). Migren ataklar1 sirasinda plazma
norotransmitter  konsantrasyonlarint  6lgmeyi amaglayan klinik  c¢alismalar

gerceklestirilmistir (3, 14). Boylece, migren bas agris1 fazinda, juguler venéz kanda
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CGRP' nin plazma konsantrasyonlari yiikselmis olarak bulunmustur (14). Ayrica
yapilan ¢alismalar; 1) migren hastalarinda plazma CGRP konsantrasyonlari ile migren
bas agris1 arasinda kuvvetli bir korelasyon bulundugunu (ii) CGRP' nin intravendz
inflizyonunun migren benzeri bir bas agrisi olusturdugunu (iii) baslangigtaki CGRP
diizeylerinin belirgin olarak daha yiiksek oldugunu ve (iv) migren ataklari sirasinda
plazma CGRP diizeylerindeki degisikliklerin, bas agrisi yogunlugu ile anlamli
korelasyon gosterdigini bildirmislerdir (12, 80). Son yillardaki arastirmalar, migren
bas agrist ile iliskili gili¢lii bir vazodilatator olan nitrik oksitin CGRP ile giiglii bir
korelasyona sahip oldugunu gostermistir (12, 81, 82). Migrenliler nitrik oksite asir
duyarhdirlar ve nitrik oksitin vaskiiler etkilerine kismen trigeminal sinir liflerinden
salinan CGRP aracilik etmektedir (82, 83). Ayrica intravendz nitrik oksit infiizyonu,
plazma CGRP diizeylerinde bir artisa yol agan migren benzeri bir bas agrisi
olusturmustur (12). Dolayisiyla, yukaridaki deliller, trigeminal sinirlerden CGRP
saliiminin vendz kan 6rneginde dlgiilebilen migren i¢in giivenilir bir belirteg oldugu
yoniindeki kanitlar1 giiglendirmektedir. Buna gore, bu markordeki azalma, insanlarda

migren agrisinin azaldigi yoniindeki tahminlerin temelini olusturmaktadir (3, 12).

2.3.7. Trigeminovaskiiler sistem

Trigeminovaskiiler sistem, hiicre govdeleri trigeminal gangliyonda bulunan ve
serebral damarlar1 innerve eden ndronlardan olusmaktadir. Gangliyon, bipolar
hiicreler, perifer lifin damar ile olusturdugu sinaptik baglant1 ve diger kafa yapilari,
ozellikle de agr1 olusumuna yol acan biiyiik serebral damarlar1 ve ayrica dura mater ve
kaudal beyin sapini i¢ine almaktadir. Migren atagimin bas agrisi1 fazinin, piyel,
araknoid ve dural kan damarlarin1 innerve eden nosiseptdrlerin yani sira biiyiik
serebral arterler ve siniislerin aktivasyonundan da kaynaklandigi diistiniilmektedir
(84). Bu yapilarin mekanik, elektriksel veya kimyasallarla (proenflamatuvar
molekiiller, kan veya enfeksiyon) uyarilarak aktive edilmesi, migren agrisinda ve bag
agrisinda en sik goriilen mide bulantisi, zonklama, fotofobi ve fonofobi gibi bulgulara
cok benzer semptomlara yol agmaktadir. Intrakranyal damarlar ve meninkslerin

nosiseptif innervasyonu, SP ve CGRP gibi vazoaktif ndropeptitleri iceren, miyelinsiz
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C-lifleri ve ince miyelinli Ad liflerinin aksonlar1 tarafindan saglanmaktadir. Bunun
icin somalar1 trigeminal gangliyonda bulunan bu sinirler, trigeminal sinirin oftalmik
dalindan (V1) ve daha az oranda maksiller (V2) ve mandibular (V3) dallarindan dura
matere ulagmaktadir (22, 85, 86). Dura materin ek innervasyonu iist servikal (C1-C2)

dorsal kok gangliyonundaki noronlar tarafindan saglanmaktadir (87).

Meningeal duysal afferentlerin merkezi uzantilari, trigeminal traktus tizerinden
beyin sapina girer ve spinal trigeminal ¢ekirdegi (SpVC) ve iist servikal spinal kord
(C1-C3) terminallerinde sonlanarak kaudale ge¢mektedir. Anatomik ve
elektrofizyolojik ¢aligmalar, A3 ve C nosiseptif primer afferentlerin biiyiik
cogunlugunun yiizeysel katmanlarda (lamina I ve II) sonlandigini ve bazi Ad liflerinin
SpVChin V tabakasinda sonlandigini gostermektedir (88-90). Bu meningeal
nosiseptorler, bitisik deri ve kaslara ilave girdi alan trigeminovaskiiler SpVC
noronlarina yakindir (89). Trigeminovaskiiler sistemin ana bilesenleri sekil 2.4” de

gosterilmistir (69).
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Sekil 2.4. Trigeminovaskiiler sistem. Russo (69)’ dan ahnmistir. Trigeminal gangliyondaki primer
afferent noronlarin periferik uclar1 meningeal damarlarda, merkezi uclari ise trigeminal niikleus
kaudalistedir. Trigeminal niikleus kaudalisteki ikinci sira néronlar1 da posterior talamusa
uzanirlar. Sfenopalatin gangliyon da meningeal damarlarin refleks parasempatik

innervasyonunu saglar. SPG: Sfenopalatin gangliyon, TNC: trigeminal niikleus kaudalis.

Bas agrisinin baglangicindan 6nce veya sonra, sinirlilik, yorgunluk, uyku hali,
abartil1 duygusal tepkiler, mide bulantis1 ve istah kayb1 gibi migren bas agrisi ile iliskili
birgok semptom ortaya ¢ikabilmektedir. Muhtemelen, migren baslangicindan 6nce
ortaya ¢ikan semptomlarin (yani, prodromlar), kortikal, diensefalik ve/veya beyin sap1
yapilarindaki anormal ndronal aktivite ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Aksine,
migren baslangicindan sonra ortaya ¢ikan semptomlarin en muhtemel agiklamasi
(daha yaygin ve daha tutarlidir), meninkslerden kaynaklanan intrakranyal agri
sinyalleri ile duysal, duygusal, endokrin ve otonomik fonksiyonlarla iliskili
supramediiller beyin yapilarinin uyarilmasidir. Bu nosiseptif bilgi, SpVC' deki ikinci
sira trigeminovaskiiler néronlara iletilmektedir. SpVC' den parabrasiyal bolgeye (PB),
anterior hipotalamik (AH), lateral hipotalamik (LH) ve periferik (PeF) hipotalamik
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alanlara, lateral preoptik niikleusa (LPO), zona incerta'ya ve ventral posteromedial

(VPM), posterior (Po) ve parafasikiiler (Pf) talamik ¢ekirdeklere iletilmektedir (89).

2.4. Dura mater

Meninksler agirlikli olarak hiicre govdelerinin trigeminal gangliyonda
bulundugu afferentler tarafindan sinirlendirilirler. Trigeminal sinir beyin sapindan tek
bir sinir kokii olarak ¢ikan, trigeminal gangliyonu gecen besinci kranyal sinirdir ve
gangliyondan ayri sinir dallar1 olarak uzaklasmaya devam etmektedir. Gangliyondan
V1, V2 ve V3 alt boliimlerine ayrilarak c¢ikan ii¢ ana dal vardir. Birinci boliim, V1,
oftalmik sinir olarak da adlandirilir ve burun, goziin iistiindeki alanlar ve kafa derisini
innerve etmektedir. ikinci bdlim V2 veya maksiller sinirdir ve goziin altindaki
bolgeleri ve agzin iistiinde ve mandibulay1 innerve etmektedir. Son olarak, V3, agzi ve
¢ene ve yliziin alt boliimlerini sinirlendiren mandibular sinirdir. V1 dali migrenle en
iliskili olan trigeminal sinir boliimiidiir, bu dal meninkslerin (dura ve kan damarlarinin)
innerrvasyonunun ¢ogunlugunu saglamaktadir. Bu trigeminal afferentler, beyin sapina
afferent girdilerini gonderir ve medulla igine inerek spinal trigeminal ¢ekirdek veya
trigeminal niikleus kaudalis (TNC) olarak bilinen dorsal medulla bodlgesi ig¢inde
bulunan ikinci sira néronlar ile sinaps yapmaktadir. Nukleus kaudalis, beyin sapinda
obex'in altinda bulunur ve trigeminal ¢ekirdegin en kaudal kismidir. (91). Niikleus
kaudalisteki ¢oklu projeksiyonlar, ayni interndronlar1 paylasabilir ve afferentler
arasindaki capraz gecise izin verebilir ve trigeminal sistemde iletilen agri i¢in bir temel
olusturabilir (92). ikinci sira ndronlarm aksonlar1 trigeminotalamik yolu olusturur ve
sonra talamusun ventroposteromedial g¢ekirdeginie ulasarak yiikselir. Daha sonra

talamustan kortikal bolgelere uzantilar verirler.

2.5. Dural afferentler

Dura mater ile kafatas1 arasinda migrene katkida bulunan herhangi bir
etkilesim olup olmadigi bilinmemektedir ancak dura materi innerve eden bazi

afferentler Ozellikle de suturlarda kafatasina ulasan dallar gonderir (93, 94). Dura
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matere uygulanan irrite edici kimyasallarin kemirgenlerde dural afferentleri
duyarlilagtirdig1 ve bas agris1 davraniglarina neden oldugu gézlemlenmis ve bdylece
dural innervasyonu saglayan noronlarin bas agrisinda potansiyel bir rol oynadigi
gosterilmistir (95, 96). Bu hiicreler tarafindan salinan faktorler arasinda
proinflamatuvar sitokinlerden interlokin-6 (IL-6) da bulunur. Dura mater ayrica mast
hiicreleri ve makrofajlar gibi néronal olmayan diger hiicre tiplerini de icermektedir.
Dura materde ¢ok sayida arter vardir, en belirgin orta meningeal arter (MMA) ve bu
arterden c¢ikan dallardir. Mast hiicrelerinin ¢ogunlukla dura i¢indeki kan damarlar
etrafinda toplandig1 bilinmektedir ve migren patofizyolojisinde dnemli bir rol oynadigi
bilinmektedir (97-99). Mast hiicreleri ayn1 zamanda dura igindeki afferentlerle
dogrudan temas halinde bulunur ve bu da olasi bir modiilasyona izin verebilmektedir
(97, 99). Meningeal mast hiicrelerinin degraniilasyonunun dural afferentleri aktive
ettigi ve duyarhilastirdigi daha once gosterilmistir (99, 100). Mast hiicre
degraniilasyonu, insanlarda migren ile iligkili oldugu bilinen faktérler (stres hormonu
kortikotropin salic1 faktér (CRF), kalsitonin gen iligkili peptid (CGRP) salinimi1 ve
nitrogliserin infiizyonu ve ayrica estrojen) tarafindan ortaya ¢ikarilmaktadir (100-102).
Mast hiicrelerinin degraniilasyonu, dural afferentlerin duyarlilasmasina katkida
bulunan histamin, serotonin ve protonlar gibi faktorlerin salinmasina neden
olmaktadir. Dura matere inflamatuar ¢orba adi verilen ve histamin, serotonin,
bradikinin ve PGE2’ den olusan bir inflamatuar mediyator kokteyli uygulamasi,

kemirgenlerde yaygin kutan6z allodiniye neden olmaktadir (96, 103, 104).

Migren atagini baslatan olaylar bilinmemekle birlikte, atagin baslamasinda
trigeminovaskiiler sistemin nihai aktivasyonunun 6nemli oldugu bilinmektedir (96,
105, 106). Trigeminovaskiiler aktivasyon, dural kan damarlarinin norojenik
vazodilatasyonuna, proinflamatuvar mediatorlerin salinmasina, mast hiicrelerinin
degraniilasyonuna ve plazma protein ekstravazasyonuna neden olan dural afferentlerin
terminallerinden SP, nérokinin A ve CGRP' gibi ¢ok sayida eksitatdr nrotransmitterin
salinimini tetiklemektedir (96, 107-109). Meninksleri innerve eden bu primer
nosiseptorlerin aktivasyonu ayrica migrene katkida bulunan merkezi devrelerdeki
patolojik degisikliklere de yol agmaktadir. Migren ataklari sirasinda ataksiz donemlere
kiyasla hastalarda IL-6 gibi sitokinlerin, CGRP gibi néropeptitlerin ve beyin kaynakli
norotrofik faktor (BDNF) gibi biiylime faktorlerinin yiiksek oldugu daha onceki
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caligmalarda gosterilmistir (96, 110-112). Migren agrisinin, lokal, steril meningeal
inflamasyon ve ardindan intrakranyal damarlar1 innerve eden trigeminal primer
afferent nosiseptif noronlarin aktivasyonu sonucu olustugu kabul edilmektedir.
Bununla birlikte, bu inflamatuar hasarin kaynagi ve meningeal nosiseptdrlerin
aktivasyonuna katkida bulunan endojen faktorler biiyiik Olg¢lide tartismali olarak
kalmaktadir. Meningeal nosiseptorlerin anatomik, biyokimyasal ve elektrofizyolojik
Ozelliklerinin anlagilmasinda kaydedilen ilerlemelere ragmen, bu ndronlarin bir
migren atagi sirasinda nasil faaliyete gegtigi iyi anlagilamamigtir. Ancak dural afferent
sinir terminallerinde bulunan iyon kanallarinin endojen maddeler aracilig: ile aktive

edilerek noisepsiyonun basladig1 kabul edilmektedir.

2.5.1. Dural afferentlerde bulunan iyon kanallari

2.5.1.1. Asit algilayan iyon kanallari (ASIC'ler)

ASIC'ler, hiicre dis1 proton konsantrasyonundaki artiglarla aktive edilen, voltaj-
duyarsiz katyonik kanallardir (113). ASIC ailesi, 4 iiyeden (ASIC1-4) olusur (114).
Fonksiyonel ASIC kanallari, heteromerik veya homomiiltimerik kanallar olarak
meydana gelirler. Bu kanallarin farkli alt birimi bilesimi, farkli farmakolojiye, mevcut
kinetik ve pH degisimlerine duyarliliga neden olmaktadir (114). ASIC'ler sinir
sisteminde yaygin olarak ekpresse edilmektedir. ASICla ve ASIC2 alt birimleri
merkezi sinir sisteminde ekspresse edilirken, neredeyse tiim ASIC alt birimleri
periferik duyu noéronlarinda bulunur (115-117). Tiim alt birimler arasinda, ASIC3 alt
birimi, ¢esitli nedenlerden dolay: 6zellikle ilgi ¢ekicidir. ASIC3, ndtr pH'da veya notr
pH civarinda pH degerlerine yanit vermesine izin veren bir hassaslik sergiler. Gegici
pik akimmna ek olarak ASIC3, fizyolojik agidan ilgili bir pH' ya cevap olarak,
duyarlilig1 azaltan bir akim da iiretir ve bdylece uzun siireli ve yavas asitlenmeyi tespit
edebilir (118). ASIC3, duyu noronlarinda yiiksek oranda eksprese edilir ve ¢evresel
dokulardaki pH degisimlerini belirleme roliiyle tutarlt olan ¢evresel etkiyle siirlidir
(114, 119). ASIC3'ii ekspresse eden periferik duyu néronlari, kolon ve kalp gibi iskelet

kaslart dahil olmak iizere viseral organlari innerve eder (120-123). ASIC3
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kanallarinin, angina, postoperatif agri, ¢esitli GIS rahatsizliklar1 ve kas agris1 dahil
olmak tizere bu dokularla iligkili agrili durumlar1 modiile ettigi diisiiniilmektedir (118,
120, 122-125). Migren ile ilgili olarak, dural afferentlerdeki ASIC' lerin dura materde
azalmuis hiicre dis1 pH' nin bir sensorii oldugu 6nerilmistir (126). ASIC3 ekspresyonu
¢ogu trigeminal noronda bulunur ve dural afferentlerin yaklasik % 80'T ASIC3
icermektedir (127, 128).

2.5.1.2. P2X kanallan

P2X reseptorleri, hiicre dist ATP' nin baglanmasina yanit olarak aktive olan
ligand kapili iyon kanallaridir (129). Yedi P2X alt tipi tanimlanmistir ve bu
fonksiyonel kanallar homomerik ve heteromiiltimerik olarak meydana gelirler (129).
P2X3, 7 alt tip arasinda, ¢esitli agr1 kosullarinda, periferik duysal afferentler tarafindan
yiiksek oranda eksprese edildiginden dolayi arastiricilar tarafindan yogun bir sekilde
caligilmistir (6, 130-133). Dural afferentlerin yaklasik % 50' si P2X2 veya P2X3 veya
her iki reseptorii ekspresse etmektedir ve ayrica trigeminal duysal sinir hiicrelerinin
% 401 P2X2 reseptorlerini ve heteromerik P2X2/3 reseptorlerini ekspresse etmektedir
(134). P2X3 ekspresse eden trigeminal duysal noronlar, dorsal kok ganglion
noronlarindaki  Ozelliklere kiyasla bazi benzersiz norokimyasal 6zellikler
sergilemektedir. Dorsal kok gangliyonunda (% 98-99) P2X3 ve IB4 hemen tamamen
birlikte bulunurlar ancak, trigeminal ganglionda P2X3 ifade eden néronlarin sadece %
64' i IB4 pozitiftir (134-137). Bu, P2X3 reseptorlerinin trigeminal gangliyonda
peptiderjik afferentlerde eksprese edildigini ve artmis CGRP salimina katkida
bulundugu kabul edilmektedir.

2.5.1.3. Kalsiyum ile aktive olan potasyum kanal (BKCa veya MaxiK)

Dural afferent sinir uglarinda ifade edilen, nosiseptif sinyalizasyonun
aktivasyonunu dogrudan baglatabilen iyon kanallarina ek olarak, trigeminal sinyal
yolaginda eksprese edilen diger kanallar da trigemino-servikal kompleksin

hiperaktivitesine katkida bulunabilmektedir. Buna 6rnek, BKCa veya MaxiK olarak
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da bilinen biiyiik iletkenlige sahip kalsiyum ile aktiflestirilen potasyum kanallaridir.
MaxiK kanali beyinde, hem de ndron gdovdesinde, hem de dendritler ve aksonal
terminallerde eksprese edilmektedir (138). En yiiksek ekspresyon seviyesi aksonal
terminallerde g6zlenir ve sinaptik terminallerde noronal MaxiK proteininin en bol
oldugu kabul edilmektedir (138). Noronal hiicre govdesinin aktivasyonu sonucu aktive
olan MaxiK kanallari, néronlarin hiperpolarizasyonunu tetikler ve boylece ndronal
eksitasyonu azaltir (138). Buna ek olarak, aksonal terminallerde yer alan MaxiK'nin,
Ca2* girisinin modiilasyonu yoluyla hassas bir sekilde ayarlanmis norotransmitter
modiilasyonunu sagladigi bulunmustur (138). Presinaptik voltaj kapili kalsiyum
kanallarina ¢ok yakin yerlesim gosteren MaxiK kanallarinin, aktive oldugunda
presinaptik aksiyon potansiyelini sinirlandirdigi ve bu nedenle presinaptik Ca2*
girisini azalttigt ve bunun da ndrotransmiter salimmmini azalttigi disiiniilmektedir
(139). Boylece, MaxiK, merkezi sinir sisteminin periferik merkezden yiiksek
merkezlerine agr1 iletimi modiilasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Migren ile
ilgili olarak, MaxiK'nin aktivasyonunun, hem sinaptik terminaller hem de hiicre
govdeleri iizerinde, ndrotransmitter salinimin1 ve daha sonra dorsal boynuz sinir
hiicrelerinin aktivasyonunu Onleyerek noéronal ateslemeyi azaltmak igin g¢alistig

varsayllmaktadir (140).

2.5.1.4. Gegici reseptor potansiyel kanallar1 (TRP kanallar)

TRP kanallari, 1s1, ozmolarite degisiklikleri, protonlar ve ¢esitli dogal {iriinler
de dahil olmak tizere cesitli uyaranlara cevap veren endoplazmik retikulumun yani sira
hiicresel membranda sentezlenen bir grup iyon kanallaridir (141-143). Memeli TRP
kanallari; TRPK, TRPM, TRPV, TRPA, TRPP, TRPM olarak alt1 ana gruba
ayrilmaktadir (144). TRP kanallariin aktivasyonu hiicre igine Ca2* ve Na* akisi
saglayarak bununun sonucunda hiicrenin depolarizasyonuna yol acar (141). TRP
kanallarinin gorsel, tatl, koku, isitsel, mekanik, termal, ozmotik uyaranlar ve ¢evresel
irritanlarin algilamasinda 6nemli bir rol oynadiklar1 bildirilmistir (145). Dolayisiyla,
TRP kanallari, migren patofizyolojisinde zararli uyaranlari agr1 duyusuna doniistiirme

konusunda ozellikle 6nemlidirler.

25



2.5.1.5. Gegici reseptor potansiyel ankyrin-1 (TRPA1)

Migrenle alakali olarak, bas agris1 patofizyolojisinde en ¢ok rol alan TRP
kanali TRPA1'dir. TRPA1, ¢evresel irritanlar olan akrolein, klor, formaldehit ve sigara
dumani, sinnamaldehit, izotiyosiyanatlar ve allisin gibi dogal {iriinler ve 4-
hidroksinonenal, nitro-oleik asit ve reaktif prostaglandinler gibi endojen maddeler de
dahil olmak {izere ¢esitli maddeler ile aktive edilmektedir. Bunlarin bir¢ogu genellikle
migrenin tetikleyicisidir (146-148). Preklinik c¢alismalar, TRPA1'in bas agrisi
patofizyolojisine katkida bulundugunu 6nermektedir. TRPA1, kemirgenlerde dural
afferentlerde ekspresse edilmektedir (104). Akrolein de dahil olmak iizere TRPAI
agonistleri nazal mukozaya uygulandiginda, meningeal kan akiminda ve CGRP
diizeylerinde bir artisa yol actigi ve bunun TRPA1 antagonisti tarafindan bloke
edilebildigi gosterilmistir (149).

2.5.1.6. Gegici reseptor potansiyel vanilloid 1 kanah (TRPV1)

TRPV1, trigeminal ve dorsal kok gangliyon noronlarinda, miyelinsiz C lifleri
ve ince miyelinli A lifleri iizerinde bulunmaktadir ve dogrudan kapsaisin ve zararli
sicakliklarla (42 °C'nin istiinde) aktive edilmektedir (150-152). Ek olarak,
ekstraseliiler protonlar, artrit, inflamasyon ve diger yaralanma sekillerindeki gibi
ortaya ¢ikan doku asidozu TPRV1'in kapsaisin'e ve zararl sicakliga cevabini 6nemli
Olgiide giiglendirmektedir (153). Bircok ¢alisma, migrenin olusumu ve
patofizyolojisinde TRPV1'in roliine odaklanmistir. Fonksiyonel g¢alismalar ayrica
TRPV1 ile CGRP'nin saliimi arasindaki etkilesimi de aydinlatmaktadir. Afferent
aktivasyon tizerine sinir terminallerinden saliman CGRP, migren bas agrisinin
olugmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Giiglii bir vazodilatatordiir olan CGRP’ nin
inflizyonu migren atagmi tetiklemektedir (154). Kapsaisin' in bolus seklinde
enjeksiyonunun TRPV1 aracilt CGRP salinimi yoluyla dural damar genislemesine Yol

actig1 daha once bildirilmistir (155).
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2.5.1.7. Gegici reseptor potansiyel vanilloid 4 kanah (TRPV4)

Dural afferentlerin  mekanik uyarilara ve ekstraselliiler ozmolarite
degisimlerine karsi duyarli olmalar1 (156) mekanik ve ozmotik duyarli TRPV4
kanallarin1 ekspresse ettiklerini gostermektedir (157-160).

2.5.1.8.Gegcici reseptor potansiyel melastatin 8 (TRPM8)

TRPM alt ailesi sekiz iiyeden olugsmaktadir: TRPM1-M8. TRPMS kanali, hem
soguk sicakliga, hem de mentol gibi sogukluk hissi uyandiran kimyasal maddelere
duyarlidir (161-163). TRPMS8 kanallari, mentol, icilin ve 26 °C' nin altindaki
sicakliklar1 igeren kimyasal sogutucu ajanlar tarafindan aktive edilmektedir ve bu
nedenle soguk uyaranlarin algilanmasi ile ilgili oldugu onerilmektedir. Bu hipotezi
destekleyen bazi calismalar, TRPM8 geninden yoksun farelerin, soguk uyaranlara
yanit olarak ciddi davranigsal eksiklikler gosterdigini bildirmislerdir; bunlar arasinda,
arka penceye aseton uygulamasina verilen cevaplarin azalmasi, 1lik ve soguk yiizeyleri

ayirt etme yetenegi ve icilin kaynakli sigramada azalma sayilabilir (164-166).

2.6. TRP kanallar1 ve agr1

Gegici Reseptor Potansiyeli (TRP) ailesine ait membran proteinleri olan bu
kanallar, molekiiler detektor/doniistiiriiciilerin ana grubunu olusturur. TRP' ler,
nispeten yliksek Ca2* gecirgenlige sahip selektif olmayan katyon kanallaridir ve hem
plazma zarinda hem de hiicre i¢i organel membranlarinda ¢ok c¢esitli hiicre / doku
tiplerinde eksprese edilirler (167,168). Ayn1 zamanda, voltaja duyarli K* kanallarina
benzeyen 6-transmembran  (6-TM) segment polipeptid alt birimlerinin
tetramerlerinden olusan 6zdes zar topolojisini paylasirlar. Alt1 alt aileden olusuan bu
kanallar; kanonikal (TRPC), vanilloid (TRPV), ankirin (TRPA), melastatin (TRPM),
polisistin (TRPP) ve mukolipin (TRPML) olarak siniflandirilmistir (167, 168). Genel

olarak, TRP kanallari, gorme, isitme, koku alma, tat ve dokunma, zararlidan zehirli
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uyaranlara kadar genis bir yelpazedeki en ¢ok bilinen duyusal modalitelerin birincil
donistiirticiileridir ve bu nedenle duyusal biyolojide en ¢ok c¢alisilan reseptor
ailelerinden biridir (168-170). TRP kanallarindaki ¢esitlilik esas olarak bunlarin
sitoplazmik N- ve C-terminalindeki en biiylik amino asit dizisi farklilik diizeyine
baghdir. Belirli nosiseptif modaliteleri algilama ve doniistirme kabiliyetlerine
dayanarak, yalnizca ti¢c TRP alt ailesi, TRPV, TRPA ve TRPM iiyeleri "nosiseptif TRP
kanallar1" kategorisine dahil edilmistir. Belirli zararli ve/veya agr iireten uyaranlara
gore nosiseptif TRP kanallarinin harekete gecirilmesi, agrinin fizyolojik ve
patofizyolojik kosullar altinda transdiiksiyonunun belirlenmesinde temel bir
yontemdir. Buna ek olarak, kanal fonksiyonunun yani sira, nosiseptif TRP kanallarinin
gen ekspresyonundaki degisiklikler, ¢ok ¢esitli patolojik kosullar altinda periferik
nosiseptif ve agr1 islenmesinde kritik oldugu diisiiniilmektedir. Agr1 ve migren
patolojisinde nosiseptif TRP kanallarinin roliinii tanimlamak i¢in ¢ok sayida kapsamli
calismalar yapilmis oldugundan, bunlar yeni nesil analjezikler ve anti-migren ilag

gelistirme konularinda cazip hedefler olusturmaktadir (170-176).
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Sekil 2.5 Memeli duyu noronlar iizerindeki cesitli nosiseptif gecici reseptor potansiyeli

(TRP) kanallarimin spesifik aktivatorlerini ve modiilatorlerini gosteren sema. Mickle ve
ark. (177)° dan ahmmstir. 5-HT: serotonin, ATP: adenozin trifosfat; BK: bradikinin,
CGRP: kalsitonin gen-iliskili peptid; CNP: C-tipi natriiiretik peptid, GFR: biiyiime

faktorii reseptorii; GPCR: G-protein kenetli reseptor, IL: interloki, LM: lipid aracilari,
LPA: lisofosfatidik asit, LTB4: Iokotrien B4; NGF: sinir biiyiime faktorii, P38MAPK:
p38 mitojenle aktive protein kinaz, PG: prostaglandinler, PKA: protein kinaz-A, PKC:

protein kinaz-C, PTHrP: paratiroid hormonu ile ilgili peptid, ROS: reaktif oksijen

tiirleri, RNS: reaktif azot tiirleri, SP: P-madde, Src: Src-tipi protein kinaz, TRPA1, gegici

reseptor potensiyeli ankirin-1, TRPMS8: gecici reseptor potensiyeli melastatin-8, TRPV1:

gecici alic1 potansiyel vanilloid-1; TRPV4: ge¢ici reseptor potensiyeli vaniloid-4.

TRPV1, TRPAL, TRPV4 ve TRPM8' i incelemek icin genetik knockdown ve

knockout stratejileri kullanilmistir. Agr1 arastirmasi agisindan, TRP kanal sahasindaki
odagin biiyiik kismi, duyu noronlarinda ifade edilen kanallarin islevsel etkinligi
tizerinde olmustur. Mekanik olarak, bu odak, sicaklik sensorleri ve dogal madde
etkilerinin aracilar1 gibi TRP kanallarinda biiyiik dlciide yer almistir. Bununla birlikte,
TRP kanallarinin, kalsiyum salinimiyla aktive edilmis akimlarin mediatorleri olarak
erken tanim1 da dahil olmak iizere, diger TRP kanal fonksiyonlari tanimlanmistir.

Buna ek olarak, TRP kanallar1 merkezi sinir sisteminin hiicrelerinde ve agr
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sinyallerinin tiretilmesi, algilanmas1 ve islenmesine katilan ¢esitli, non-ndronal hiicre

tiplerinde bulunmaktadir.

2.6.1. TRP kanallar1 ve mekanik agri

TRP kanal ailesinin iiyeleri, periferik duysal mekanotransdiiserlerin 6nemli bir
boliimiini temsil etmektedir (178). Drosophila ve insanla yapilan ¢alismalarda TRP
kanal siiper ailesinin mekanotransdiiksiyonda ve agr1 benzeri durumlarda potansiyel
olarak mekanik nosisepsiyon veya asir1 duyarlilikta rol oynadigini diisiindiirmektedir
(179). Ancak, bugiine kadar yapilan ve memelilerin ¢alismalarindan elde edilen
kanitlar tam degildir. Baz1 ¢alismalarin sonuglari, mekanik nosisepsiyonda TRPA1'in
roliinii ileri siirse de, diger raporlar bu roliin net olmadigin1 ve daha fazla agikliga
kavusturulmasi gerektigini gostermektedir (180-182). TRPA1 ve TRPV4’ iin isitsel
tily hiicrelerinde birer transdiiserler oldugu diisiiniilmektedir (183,184). Sinyal
entegratorleri olarak, baz1 fizyolojik uyaranlar bir kanalin diger uyaranlara aktarimini
etkileyebilmektedir. Ornegin sicaklik, TRPV4'iin kimyasal, ozmotik ve mekanik
uyarilarla uyarilmasi kanalin cevabini etkilemektedir (kanal oda sicakligindan 37 °C'
de bu uyaranlara daha fazla tepki verir) (185, 186). Simdiye kadar yapilan herhangi
bir ¢alisma, TRPV1'in dogrudan mekanik aktivasyonunu gostermemistir. Bununla
birlikte, ilging anatomik ve fizyolojik kanit, TRPV1'in mekanik olarak uyarilan
cevaplara dahil olabilecegini ileri siirmektedir. Diisiik esik mekano-duyarli tepkilere
aracilik ettigi Onerilen Meissner korpiiskiilii, TRPV1 immiin-reaktivitesi gdsteren
duysal liflerde bulunmaktadir. Bu gézlem, TRPV1 eksprese eden liflerin mekanik asirt
duyarlilikla ilgili olabilecegine dair bazi kanitlar saglamaktadir (187). TRPV1
antagonistleri ve TRPV1 antisens oligoniikleotidi inflamasyon ve sinir hasariyla

uyarilan mekanik asir1 duyarlilikta etkinlik gostermektedir (188-190).
2.6.2. Ortopedik periferik ve spinal proseslerde TRP kanallarinin rolleri
Nosiseptif yolaklarin aktivasyonu, tekrarlayan uyaranlara bagl olarak yanitta

ilerleyici bir artis olarak ortaya cikan bir faaliyete bagli olarak modifiye

edilebilmektedir. Buna genellikle aktiviteye bagh plastisite veya sensitizasyon denir
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(191). Genellikle agr sistemleri ile ilgili iki tiir duyarlilik vardir bunlar; nosiseptor
sinir terminallerinin otosensitizasyonu ve dorsal boynuz néronlarinin hassaslagmasi ve
sinyalizasyon. Her iki tiir hassasiyet de TRP ailesinin tiyeleri igin gegerlidir.
Nosiseptor otosensitizasyonu TRPV1'in yukarida agiklandigi gibi biitlinlestirici
Ozelliklerinden  dolayr  merkezdedir. TRPV1 ayrica,  nosiseptorlerin
depolarizasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir. TRPV1 kanallarinin aktivasyonu
lokalize sodyum ve kalsiyum iyon akisi ile sonuglanir ve bu da yayilimsiz néronal
jenerator potansiyellerine neden olmaktadir (192). Bu gibi jenerator potansiyelleri
yeterince giiglii oldugunda, noéronal depolarizasyon olusmaktadir. Bu molekiiler
entegrasyon, kendiliginden kanal duyarliligiyla (diger bir deyisle yukarida tarif
edildigi gibi fosforilasyon ile) birlestirildiginde, hiperaljezik durumda nosiseptif
noronal transmisyon ile yakindan baglantili goriilmektedir. Hardal yag1 uzun siiredir
C-liflerinin selektif aktivatorii olarak kullanilmaktadir ve TRPA1 kanallarin segici
bir etkinlestiricisidir (193). TRPA1 ve TRPV1'in birlikte ekspresse edildigi duyu
noronlarinda TRPA1 kanallarinin hem termal hem de mekanik asir1 duyarhilikla ilgili

merkezi sensitizasyonda nemli bir rol oynadigi kabul edilmektedir.

2.6.3. Inflamatuar agrida TRP kanallarinin potansiyel rolii

TRP kanallar1 ve agr lizerine yapilan arastirmalar biiylik oranda nosiseptif
isleme yonlerine odaklanmistir. Bununla birlikte, duysal néronlar, ndérojenik
inflamasyonda da rol oynamaktadir. SP ve CGRP gibi néropeptidlerin, periferik
vazodilatasyon ve bagisiklik hiicreleri tizerindeki etkileri sonucunda duysal liflerin
periferik ucundan salinmast ve bu yanitlarin, trigeminal ganglion ndronlarinin
periferik sinir u¢larindan salinan CGRP' nin progesteronun etkilerine aracilik ettigi ve
migreni de igeren bazi bozukluklara katkida bulundugu diistiniilmektedir (194).
Kapsaisin deneysel norojenik inflamasyonu tetiklemek icin yaygin olarak
kullanildigindan, TRPV1 bu siiregte 6nemli bir rol oynamaktadir (195). TRPV1
antagonisti olan kapsazepin bir enterit modelinde inflamasyon gelisimini 6nemli
o6l¢iide inhibe etmistir (196). TRPV1 mast hiicrelerinde de (197) sentezlenir ve duyu

ndronlarinda oldugu gibi TRPV1 sensitizasyonunun bu hiicrelerin aktivasyonuna
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aracilik edebilecegi diisiiniilmektedir. Mast hiicrelerinden histamin, serotonin ve
proteazlarin salinmasi, artmis lokal kan akim1 veya 6dem araciligiyla ve nosiseptorleri

harekete gecirerek hiperaljeziye katkida bulunabilmektedir.

2.6.4. Migren patofizyolojisinde TRP kanallarmin rolii

TRPV1, TRPM8 ve TRPAL kanallarmin migren patofizyolojisi ile iliskili
oldugu distiniilmektedir. Trigeminal noronlarda TRPV1'in ifadesi ve islevinin
modiilasyonu, bu kanalin migren patofizyolojisinin gelismesinde rol aldigini
onermektedir (173). Noronlarda TRPV1 aktivasyonu trigemino-vaskiiler uyarimin
olusmasinda 6nemli bir néropeptid olan CGRP'nin salinmasina yol agmaktadir (173).
Ayrica TRPV1 antagonistlerinin sicanlarda migren benzeri semptomlarin
hafifletilmesinde etkili oldugu gosterilmistir (198). Bu temel ve preklinik bulgulara
dayanarak, migren bas agrist durumlari i¢in klinik arastirmalarda bir dizi TRPV1
modiilatorii aragtirilmistir. Su ana kadar, tesvik edici sonuglar veren tek ilag, epizodik
kiime bas agris1 durumlari igin, kanal agonisti olan zukapsaisin olmustur (199). Diger
taraftan TRPM8' in bir gen varyantinin kadinlarda migren duyarlilig: ile pozitif bir
korelasyon gosterdigi bulunmustur (200). Bununla birlikte, bu varyantin TG
noronlarinda herhangi bir islevsel ve nosiseptif degisiklige neden olup olmadig:
bilinmemektedir ve migren patofizyolojisine dogrudan katilimi heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. TRPAT1, trigeminal noéronlarda sentezlenmekte ve dural
afferentlerde lokalize olmaktadir ve TRPA1 aktivasyonunun farelerde bas agrisi
benzeri davranislara neden oldugu bildirilmistir (104, 201). Bir NO dondrii olan
nitrogliserin gibi deneysel ilaglar, migreni tetikleyici 6zellikleri nedeniyle kapsamli
olarak incelenmistir. Hem insanlarda hem de hayvanlarda, NO, TRPA1'i dogrudan S-
nitrozilasyon yoluyla aktive eder ve dolayisiyla trigeminal uyarilma ve migren i¢in bir
mekanizma gorevi gorebilmektedir (171). Baska bir yeni ¢alisma, kemirgenlerde
trigeminal sinir-sikistirma yaralanmasi modeli altinda monosit/makrofaj kaynakli
oksidatif stres kosullar1 yoluyla TRPAT aktivasyonunun 6nemli roliinii géstermistir
(202). Dolayl olarak, kiime tipi bas agris1 ve migrende TRP kanallarinin roliinii 6ne

stiren ilk bulgulardan biri, kapsaisin'in nazal mukoza iizerine topikal olarak
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uygulanmasinin agriya karst duyarsizlastirici etkisi oldugunu gostermistir (203, 204).
Kapsaisin tedavisi tekrar tekrar uygulandiktan sonra hem kanal aktivasyonundan gelen
aferent yolu, hem de nosiseptif sinyaller gonderdigi "duysal noropeptid salinimina"
yol agan "efferent" fonksiyonunu desensitize etmektedir (205). Trigeminal sinirde,
kapsaisin, duyarsizlasmaya, periferik ve muhtemelen santral sinir uglarinin
islevsizlesmesine neden olmaktadir, boylece dura mater’ deki SP/NKA' ya bagl
plazma protein ekstravazasyonu, meningeal arteriollerin CGRP bagimli dilatasyonu
ve afferent nosiseptif uyarilarin 6nlenmesi saglanir. TRPV4 plazma membraninin
gerilmesine ve mekanik distansiyona neden olan hipoozmotik uyaranlar tarafindan
uyarilir. Bu etki ilke olarak bas agris1 ataklar1 sirasinda migren hastalarinda sikca
rastlanan zonklama agris1 ile iliskilendirilebilirse de bas agris1 modelinde TRPV4'i
destekleyen hicbir kanit bildirilmemistir. Buna karsilik, TRPA1 ile migren arasinda
olast bir iliski hakkinda son zamanlarda bir dizi gozlemsel bulgu elde edilmistir. Bu
acidan, sigara dumani, amonyum klortir, formaldehit, klor, sarimsak ve digerleri gibi
yakin ge¢gmiste TRPA1 agonistleri olarak tanimlanan baz1 bilesiklerin duyarli kisilerde
migren ataklarini tetikledikleri bildirilmistir (206-209).
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Sekil 2.6. CGRP salilmminin veya CGRP reseptor aktivasyonunun modiilasyonu acisindan
antimigren ilaglarin muhtemel etki mekanizmalarinin sematik gosterimi. Benemei ve ark. (171)’

dan alinmstir.

2.6.5. Gegici reseptor potansiyeli V1 (TRPV1)

TRPV1 periferik nosiseptorlerde asir1 derecede eksprese edilir (150, 151).
Noronal TRPV1 ekspresyonunun, primer duyu gangliyonundaki nosiseptorlerle sinirli
oldugu ve merkezi sinir istemindeki ekspresyonunun kaudal hipotalamus dahil sadece
ayr1 beyin bolgeleri ile sinirlt oldugu ve bu kanalin termoregiilasyonda rolii oldugu
bildirilmistir (210). TRPV1 kanali, zararli 1s1 ve insanlarda yanma hissi olusturan
biberlerin 6zii olan kapsaisin gibi kimyasal maddeler tarafindan aktive edilir (152).
Etkinligi, distik hiicre dis1 pH ile gliglenmekte ve bu kanalin iskemik ve inflamatuar
olaylara bagli olarak agriya neden oldugu diistiniilmektedir (153). Dolayisiyla TRPV1
kanallari, agr1 olusturan nosiseptorlerin aktivasyonuna neden olabilecek uyarilarin
dontstiiriiciileridir (211). TRPV1 kanali ayn1 zamanda nosiseptif sinyalizasyonun bir
molekiiler integratoriidiir. TRPV1'in, nosiseptif liflerin merkezi terminallerinde

bulundugu ve aktivitesinin, postsinaptik agr1 aktarim yollarinin aktivasyonunu ve
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duyarliligini arttirdig1 bilinmektedir (212). Klinik olarak, dural sinir liflerinde ve ayni
zamanda dura materden geriye doniik olarak etiketli trigeminal gangliyon hiicresi
govderlerinde TRPV1 gosterilmistir (213). Kapsaisin, dural damarlar1 TRPV1
araciligiyla genisletmekte (155) ve kapsaisin'in sigan dura materine uygulanmasi,
trigeminal ganglion néronlarinda ERK aktivasyonuna yol agmakta ve bas agrisi ile
tutarli davranissal tepkiler olusturmaktadir (18, 19, 214). Sumatriptan TRPV1 kanalini
da inhibe edebilmektedir (215). Bu nedenle TRPV1'in modiilasyonu, sumatriptanin
migren i¢in etkinligi olan mekanizmalar arasinda sayilabilir. TRPV1, anandamid gibi
endokannabinoidler, N-arasidonil dopamin (NADA) gibi endovanilloidler ve
lipoksijenaz yolaginin gesitli lipid tiriinleri ile de aktive edildigi ve ayrica bradikinin,
sinir biiyiime faktorii ve prostaglandinlerle modiile edildigi bilinmektedir TRPV1'i
hedef alan potansiyel terapiler arasinda agri, idrar kacirma diirtiisii, astim, oksiiriik,
irritabl bagirsak sendromu ve digerleri sayilabilir (216). TRPV1'in aktivasyonu
baslangigta 1s1 ve agr1 hissi olusturur, ancak devaminda nosiseptif sinyalleri ileten
aferent liflerin uzun siire devam eden duyarsizlagsmasina neden olabilmektedir. Bunun
sonucu olarak, desensitizasyon stratejisi, kapsaisin kremi (Zostrix) ve yiiksek
konsantrasyon yamalar1 (Qutenza) gibi kapsaisin igeren ajanlar, TRPV1 terapisinde
kullanilmistir. Bunlara ek olarak alternatif bir strateji ise kanaldaki transdiiksiyonu
antagonistlerle engellemektir. Desensitizasyon yoluyla tiim nosiseptorde islevin
inhibisyonunu tesvik eden agonistlerin aksine, TRPV1 antagonistleri sadece kanalin
aktivasyonunu bloke eder ve diger potansiyel pronosiseptif mediatorlerin etkilerini
engellemezler. TRPV1 antagonistleri olarak birgok molekiil gelistirilmis ve bunlarin
bazilari insan denemelerine gegmistir (217). Bununla birlikte, migren i¢in TRPV1'e
dayali tedaviler gelistirilmistir. Burun i¢in TRPV1 agonisti Sivamid, migrende etkili
olmus ve kiime bas agris1 ataklar sikligin1 azaltmistir (218). Ayrica intranazal
kapsaisin uygulamasi migren i¢in de etkili olmustur. Bununla birlikte, burun
boslugundaki TRPV1 aktivasyonuna bagl gelisen yan etkiler sonucta bu ajanlarin
klinik potansiyelini sinirlandirmaktadir (219). TRPV1 antagonistleri, bas agris1 ile
ilgili bir¢ok klinik 6ncesi modelde de test edilmistir, ancak sonuglar tutarsiz olmustur.
Sistemik olarak verilen bir TRPV1 antagonisti SB-705498, mekanik, elektriksel ve
kimyasal uyarilarla duranin uyarimini takiben niikleus kaudalis'teki noronal aktiviteyi

azaltirken diger bir TRPV1 antagonisti kapsazepin araciligiyla, kapsaisinin
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olusturdugu dural damar genislemesi 6nlenmistir (155, 213). Buna karsilik, bagka bir
TRPV1 antagonisti olan A993610' un sistemik uygulanmasi, benzer deneylerde higbir
etkiye sahip degildir (220).

2.6.6. Gegici reseptor potansiyeli V4 (TRPV4)

Dural afferentler mekanik uyariya duyarli olduklart ve ekstraselliiler
ozmolarite degisiklikleri ile uyarilabildiginden, bas agrismma katkida bulunan
stireglerde, dural afferentlerde bulunan mekano ve ozmo-duyarli TRPV4 kanalinin
migren bas agrisi ile iligkili olabilecegi birg¢ok aragtirmada vurgulanmistir (84,156).
TRPV4 mRNA’ si, trigeminal gangliyon ndronlarinda eksprese edilmektedir ve
TRPV4 aktivasyonunun fonksiyonel etkileri trigeminal néronlarda in vitro olarak
gosterilmistir (221). Calismalarda TRPV4'ten yoksun olan fareler hem ozmotik hem
de basing hissinde bir kayip sergilemistir (23, 222). TRPV4, proinflamatuvar
mediatorler tarafindan duyarli hale getirilebilir ve inflamasyon kosullarinda mekano-
duyarlilig artirilabilir. Bag agrisinda TRPV4'iin roliinii destekleyen en dogrudan kanit,
TRPV4'in hipotonik soliisyonlara ve TRPV4 aktivatorii 4aPDD'ye cevaben retrograd
olarak isaretli dural afferentler {izerinde meydana gelen akimlara benzer,
potansiyellere yol actigini gosteren g¢alismadan gelmistir (24). Dural TRPV4'in
sicanlarda aktiflestirilmesi de bas agrisiyla tutarli davranis cevaplarina yol agmistir
(24). Ozmolaritede degisikliklerin bas agrisina katkida bulunup bulunmadigi
bilinmemekle birlikte, 6ksiiriik, hapsirma, rutin fiziksel aktivite veya pozisyonda veya
durusta basit degisikliklerle birlikte ani bag hareketlerini takiben intrakraniyal basingta
meydana gelen degisikligin duranin mekanik uyarimimna yol agarak migren
hastalarinda bas agrisini1 kotiilestirdigi bilinmektedir (223). TRPV4 bu yanitlara
katkida bulunabilir ve bu nedenle TRPV4 temelli tedaviler, migren hastalarinda

mekanik olarak uyarilan agriy1 hafifletebilir.

2.6.7. Gegici reseptor potansiyeli Al (TRPA1)

Migren ile iliskili oldugu onerilen en ilgi ¢ekici TRP kanallarindan biri

TRPAL'dir. TRPAL, kolonu innerve eden sinirler de dahil olmak tizere periferik duyu
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noronlarinda ve solunum sisteminin tahrisini bildiren solunum yollarini innerve eden
noronlarda eksprese edilmektedir (224). TRPV1 ile duyu néronlarinda siklikla
ekspresse edilmektedir ve ayrica TRPV1 gibi TRPA1’ in aktivasyonu da SP ve CGRP
salimmasina yol acgabilir (172). TRPAZL1'l aktive edebilen mediatérler primer
afferentlerin merkezi terminallerinde eksprese edilebilir. Periferik duyu sinir
hiicrelerinin aktivasyonunun hem lipoksigenaz hem de sitokrom P450-epoksijenaz
tirlinlerini merkez terminallerde serbest biraktig1r ve her ikisinin de TRPA1'1 aktive
edebilecegi diisiintilmektedir (225). TRPA1 antagonistlerinin bir¢ok preklinik agri
modelinde etkinligi gosterilmistir (254). Kanalin aktivasyonu, ¢evresel irritanlar olan
formaldehit, akrolein, klor ve sigara dumani ziitii, izotiyosiyanatlar, sinnamaldehit ve
allisin gibi dogal iiriinler ve oksidatif endojen yan iiriinler gibi ¢esitli digsal ve endojen
maddeler tarafindan ve nitro-oleik asit, 4-hidroksinonenal ve reaktif prostaglandinler
tarafindan uyarilmaktadir (207, 221). Bu TRPAL aktive edicilerin bazilarinin migrenin
tetiklenmesinde rol oynayabilecegi ve aslinda g¢evresel TRPAI1 aktivatorlerinin
bazilarinin iyi bilinen migren tetikleyicileri oldugu sonucuna varilmistir (146-148).
Bas agris1 patofizyolojisinde TRPA1'in rolii oldugunu kanitlayan preklinik ¢aligmalar
gittikge artmaktadir. Kemirgenlerde tespit edilen dural afferentlerde TRPA1

immiinreaktivitesi ve fonksiyonel TRPA1 benzeri akimlar bulunmustur (104, 226).

2.6.8. Gegici reseptor potansiyeli M8 (TRPMS)

Farelerde, trigeminal gangliyon (TG) ve dorsal kok gangliyonunda (DRG)
primer afferent néronlardaki TRPMS8 ekpresyonu, embriyonik 14.5 giin civarinda
baslamakta ve 18.5 giine kadar eriskin primer afferent néronlarda bulunan seviyeye
ulagsmaktadir (227). Yetiskin farelerde TRPMBS, kiigiik ¢apli primer afferent néronlarin
farkl1 bir popiilasyonunda bulunur. Bununla birlikte, TRPMS igeren primer afferent
noronlarin yalnizca kiigiik bir ylizdesi, CGRP ve TRPV1 kanallarin1 ekpresse
etmektedir (164). TRPM8' i ekpresse eden TG popiilasyonunda, néronlarin yaklagik
yarist TG'nin V3 bdliimiinde lokalizedir ve geriye kalan yaris1 V1 ve V2 boliimleri
arasinda esit olarak dagilmistir (197, 226). TRPMS siiperior servikal ganglionun
sempatik néronlarinda ekspresse edilmemektedir (228). TRPMS kanallarini ekpresse
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eden primer afferent noronlar diizenli olarak cilt, agiz boslugu, disler, tat tomurcugu
ve kornea da dahil olmak {izere soguk uyaranlara sahip birgok periferik dokuyu innerve
eder. Dudaklar, ¢igneme kaslar1 ve temporomandibular eklemler ¢cogunlukla TRPMS8
eksprese eden liflerden yoksundurlar. TRPMS, kalin bagirsak ve mesane gibi derin

dokulara uzanan primer afferent néronlarda da ekpresse edilir (229).

PAIN %74 TRPMS
‘ fv’t‘ activation
?2?? ,a
.. 2 TRPMS
“ activation
)2 B2
e
PAIN 3,
AR e TR, t':é'} Inflammation
B TNC TG DURA

Sekil 2.7. Dura mater’ deki TRPMS8 aktivasyonunun pronosiseptif veya antinosiseptif
olabileceginin sematik gosterimi. Dussor ve Cao (20)’ dan ahimmstir. TNC: trigeminal

niikleus.
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2.7. Voltaj bagimh potasyum kanallar

Voltaja bagimli/duyarl iyon kanallariin birden fazla tipi néronal uyarilma ile
iligkilidir. Bunlar arasinda, voltaja duyarli potasyum (K*v) kanallari, nosiseptif duyu
noronlar1 gibi eksitasyonun meydana geldigi dokularda membran potansiyelleri ve
aksiyon potansiyelinin 6nemli fizyolojik diizenleyicileridir (230, 231). Dorsal kok
ganglionu (DRG) ve trigeminal gangliyon (TRG) néronlari, yavas inaktive edici, hizli
inaktive edici ve yavas olmak lizere ii¢ farkli K'v kanalin1 degisik miktarlarda
sentezlerler. Sirasiyla tetractilamonyum (TEA), 4-aminopiridin (4-AP) ve o-
dendrotoksin (a-DTX) K*v kanallarin1 bloke etmektedir (232, 233). Periferik sinir
yaralanmasi ve inflamasyon, K*'v kanallarmmn yogunlugunu belirgin sekilde
disiirmekte ve noropatik / inflamatuar agri gelisiminde rol oynamaktadir. K'v
kanallarinin ag¢ilmasi hiicre zarmin hiperpolarizasyonu ve hiicre eksitabilitesinde
sonugta bir diigiise yol ag¢tigi igin, bu tiir agr1 yolaklar1 i¢in gesitli K*v kanallar
potansiyel hedefler olabilirler. Cesitli agr1 modelleri kullanilarak yapilan son
caligmalar, néropatik ve inflamatuvar agrida, voltaj kapilit KCNQ / Kv7 kanal1 agici
ve kalsiyum ile aktive edilen (KCa) veya ATP'ye duyarli potasyum (KATP)
kanallarinin potansiyel terapotik hedefler oldugunu bildirmistir (234, 235). Primer
afferentlerdeki aksiyon potansiyellerinin soma ve periferik ve merkezi terminallerden
salinan norotransmitter miktarini etkiledigi iyi bilinmektedir (233, 234). Aksiyon
potansiyeli siiresi ve atesleme frekanslarmin artmasi, voltaja duyarli Ca*? kanallarinin
acik kalma siiresini uzatir ve hiicre govdelerinden ve/veya periferik ve merkezi
terminallerden salinan norotransmitter miktarinda bir artisa neden olmaktadir. Bu
nedenle, merkezi terminallerden salinan norotransmitter miktarinin artirilmasi
muhtemelen trigeminal spinal nukleus néronlarinda ikinci sira nosiseptif néronlarin
asir1 aktivasyonuna katkida bulunmaktadir (236, 237). Ayrica TG néronlarinin hiicre
govdesinden salinan norotransmitter / ndromodiilatorlerin (6rnegin SP) parakrin veya

otokrin mekanizma ile artirilmasi, komsu TG noronlarini aktive edebilir.
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2.7.1. Voltaj bagimh potasyum kanal agicilari ve migren

Levcromakalim ve pinasidil gibi sentetik Katp kanal agicilari, klinik
calismalarda olumsuz yan etki olarak bas agrisina neden olmaktadir. Bununla birlikte,
néronal Katp kanallarmin ag¢ilmasinin, agri hayvan modellerinde antinosiseptif
mekanizmalarda yer alan bir olay oldugunu gostermektedir. Daha Once yapilan
caligmalarda, kromakalim ve pinasidil'in merkezi olarak uygulanmasinin subkutan
morfinin tetikledigi antinosisepsiyonu giiglendirdigi bildirilmistir (238-240). Buna ek
olarak, morfin ve metadon da dahil olmak iizere gii¢lii antinosiseptif ajanlarin,
supraspinal, spinal ve periferik seviyelerde Katp kanallarinin aktivasyonu yoluyla
noronal eksitabiliteyi azalttigi gosterilmistir (238, 241). Ayrica calisamlardna gelen
bilgiler, Katp kanal agicilarmin antinosiseptif etkilere orta derecede endojen opioid
salmimiyla aracilik edebilecegini de dnermektedir (242, 243). Boylece, klinik deneyler
sirasinda verilen sentetik Katp kanal agicilari, muhtemelen duysal néronal Kate
kanallariyla dogrudan etkilesimi igermeyen bir mekanizma ile bas agrist
olusturmaktadir. Bu nedenle antinosisepsiyonu sadece periferik olarak degil de
merkezi olarak uygulandiginda olusturabilirler. Fizyolojik kosullar altinda bu kanal
acicilarin kan-beyin bariyerini gecemedikleri onerilmektedir (243, 244). Diger
taraftan trigeminal sistemin noronal yapilari arasinda TG, kan-beyin bariyerinin

disinda bulunur ve klasik Katp kanal agicilari igin serbestge erisilebilirdir.

2.8. Mevcut migren tedavileri

Migrenin heniiz tam olarak iyilesme saglayan etkin bir tedavisi
bulunmamaktadir (245-250). Mevcut migren tedavisi tipik olarak abortif ve
profilaktik seklindedir. Bas agris1 baslangicinda veya aura fazinda abortif ajanlarin
agriy1 durdurdugu veya azaltigi kabul edilmektedir. Profilaktik terapilerde ise 5 in
tizerinde olan aylik atak sayilari diisiiriilmektedir (96). Abortif terapilerde en yaygin
kullanilan ilaglar triptanlar ve nonsteroid anti-infilamatuvar ilaglardir (NSAID) (251-
253). SHT1b ve SHT1d agonist ailesini igeren triptanlar mevcut olup bunlarin da
sumatriptan, zolmitriptan, rizatriptan, eletriptan, ve naritriptan gibi dyeleri

bulunmaktadir. Migren icin yazilan recgetelerin %80 den fazlasini, tek basina bu

40



triptanlar  olusturmaktadir (248-250). Triptanlar bu kadar yaygin olarak
kullanilmalarina ragmen tamamen etkili olamamaktadir. Ornegin;10 mg rizatriptan
alan hastalarin %40 1inda ve 2.5 mg frovatriptan alan hastalarin %12 sinde agrinin 2
saat sonra ancak kaybolabildigi bildirilmistir (251). Ayrica, triptanlar vazokonstriktif
ozellige sahip olduklar1 i¢in hastalarda yan etki olarak anormal kan basincina ve
kardiyovaskiiler komplikasyonlara yol actiklarindan dolayr kullanimi azaltilmak
istenmektedir (252). Bir diger sorun ise bas agrilarinda asir1 doz triptan kullanilmasidir
Triptanin asir1 kullanimu ile bas agris1 daha da kotlilesmekte veya etkisi gectikten sonra
bas agrisi frekansinda artma olmaktadir (248, 253, 254). Bundan dolay1, akut tedavide
triptanlarin  giinlik kullanim i¢in koruyucu ajan olarak kullanilmasi tavsiye
edilmemektedir (96). Bas agrilarinda asir1 kullanilan ilaglarin yani sira, NSAIQ® ler
veya asetaminofen gibi ilaglar da migren hastalari tarafindan kullanilmaktadir (255,
256). Yukarida belirtildigi gibi, profilaktik migren tedavisinde migren ataklarini
Oonlemek i¢in ya da frekansi azaltmak igin giinlik olarak verilmektedirler. Sik
kullanilan profilaktik ajanlar arasinda antiepileptikler de vardir. Bunlar topiramat,
gabapentin, valproat veya propranolol gibi beta blokoérlerdir. Ayrica amitriptilin gibi
antidepresanlar da kullanilmaktadir. Hastalarin %40-50 sinde propranolol, valproate
ve topiramatin kullanimi migren sikliginda %50 azalmaya neden olabilmektedir
(251). Ancak, profilaktik tedavide kullanilan ilaglara (propranolol haricinde) bagli
olarak ¢ok sayida olumsuz yan etki olmasindan dolay: hastalar tarafindan genellikle
iyi tolere edilememektedir. Bu yan etkiler arasinda biligsel fonksiyonlarda onemli
Ol¢iide azalma, bulanti, kusma, kilo artis1 ve yoksunluk belirtileri bulunmaktadir (96,
246, 249). Her iki ajan tiirli i¢in de yukarida belirtilen istatistikler dikkate alindiginda

birgok hastada rahatlama gézlemlenmektedir.

2.8.1. Migren tedavisinde yeni hedefler
2.8.1.1. CGRP antagonistleri

CGRP mekanizmasini bloke edici, antagonistler, "gepanlar" ya da monoklonal
antikorlar, gelismekte olan tedaviler igerisinde bazi avantajlara sahip olan bir ilag

grubunu olusturmaktadir. Bu avantajlardan birincisi, serebral veya koroner vaskiiler
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hastalig1 olan hastalar tarafindan diger migren terapilerinin kullanilmasini engelleyen
vazokonstriktor etkileri bulunmamaktadir. Tkincisi, antihipertansifler, anti-depresanlar
ve antiepileptikleri igeren 6nleyici tedbirlerin aksine belirli bir migren mekanizmasini
hedeflemektedirler. Ugiinciisii, CGRP'yi veya reseptdriinii hedef alan hem akut hem
de Onleyici tedavi icin gelistirilen ¢esitli ajanlarin en verimli smifi olarak

goriilmektedirler (255).

2.8.1.2. Serotonin 5SHT1F agonistleri

Triptanlar, 5-HT1B reseptorleri vasitasiyla vazokonstriiksiyona yol agabilen
giiclii serotonin 5-HT1B /ID reseptor agonistleridir. 5-HT1F reseptorlerinin
aktivasyonu, vaskiiler etkileri olmayan trigeminal nukleus kaudaliste, noronal
aktivasyonun bir belirteci olan c-Fos ekspresyonunu azaltmaktadir. Boylece, segici 5-
HT1F reseptor agonistleri, kontrendikasyonlar1 triptanlara eslik etmeyen baska bir
akut migren tedavi smifinda yer almaktadir. LY333470'in akut migren i¢in etkili
olmasina ragmen bas donmesi ve uyusukluk gibi yiiksek merkezi sinir sistem ile iligkili

yan etkileri bulunmaktadir (256).

2.8.1.3. Aside duyarh iyon kanallar:

Aside duyarli iyon kanallari (ASIC'ler) protonlara cevap veren ve
aktiflendiginde Na® veya Ca2" ge¢isini saglayan noronal kanallar olarak
tanimlanmaktadir. ASIC1 mekanik iletimden noroproteksiyona kadar uzanan cesitli
stireglerde gorev alan ve merkezi sinir sisteminde bulunan bir aside duyarli kanaldir
(257, 258). Amilorid, kortikal yayilan depresyonu bloke eden nonspesifik bir sodyum
kanal1 inhibitoriidiir, migren patofizyolojisinde 6nemli olan uzun siireli baskilanmay1
takiben olusan uyar1 dalgas1 bir ASIC1 mekanizmasi vasitasiyla gerceklesmekte ve
ASIC1 gen delesyonlu farelerde bu durum ortadan kalkmaktadir (259).
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2.8.1.4. Glutamat reseptor antagonistleri

Glutamat beynin baslica eksitator norotransmitteridir ve metabotropik ve
iyonotropik reseptorleri vardir. Bunlardan N-metil-D-aspartat (NMDA), a-amino-3-
hidroksi-5-metil-4-izoazolpropiyonik  asit (AMPA) ve kainat iyonotropik
reseptorlerindendir. Glutamat, trigeminal gangliyonda 5-HT/1D/1F reseptorlerini
sentezleyen noronlardan salinir ve trigeminovaskiiler aktivasyon, merkezi duyarlasma
ve kortikal yayillan depresyon da dahil olmak iizere hem migren hem de aura

patofizyolojisinde rol oynamaktadir (260-263).

2.8.1.5. Nitrik oksit sentaz inhibitorleri

Nitrik oksit sentaz (NOS), trigeminovaskiiler liflerde CGRP salinimina neden
olabilen gaz formundaki vazodilatator nitrik oksit (NO) tiretilmesine aracilik eden bir
enzimdir (263). NO dondrii olan nitrogliserin inflizyonlari, insanlarda spontan ataklara
benzeyen bas agrisim tetikleyebilmektedir (264). Ug¢ farkli NOS tanimlanmistir
bunlar; endotelyal (eNOS), noronal (nNOS) ve indiiklenebilir (iNOS) fromlardir. Bir
INOS inhibitorii olan GW274150° nin migrenin akut veya Onleyici tedavisi i¢in

etkinlik gostermede basarisiz oldugu bildirilmistir (263-266).

2.8.1.6. Gegici reseptor potansiyel kanallar (TRP)

Gegici reseptor potansiyeli (TRP) kanallari, 1s1, soguk veya kapsaisin gibi
belirli kimyasal maddeleri de igceren bir dizi uyariya yanit veren iyon kanallarinin stiper
ailesinin tiyeleri i¢inde yer almaktadir. Trigeminal gangliyonda CGRP ile birlikte
bulunan vaniloid (TRPV1) ve ankirin (TRPAT) reseptdrlerini igeren bir takim alt
tipleri vardir (149, 267). Bu kanallardan TRPV1, TRPA1, TRPV4 ve TRPMS’ in
migren patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynadigina dair ¢aligmalar giin gectikce
artmaktadir. Mevcut bulgular TRP antagonistlerinin ileride migren tedavisi i¢in umut

vadedici ajanlar olduguna dikkat ¢ekmektedir. Ancak bu konudaki galismalar heniiz
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cok yeni ve sayica yetersiz oldugundan TRP kanallar1 antagonistlerinin migren
tedavisinde kullanilabilmeleri i¢in ¢ok sayida deneysel ve klinik ¢alismaya ihtiyag

vardir.
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3.  GEREC VE YONTEMLER

Sunulan ¢alismada 39 adet 180-200 gram agirliginda wistar erkek sican
kullanilmistir. Her bir 6rnek i¢in kranyum iki yariya boliindiigiinden sonugta ¢alisma
78 ornek iizerinden gercgeklestirilmistir. Sicanlar ve ¢alismada kullanilan sarf
malzemeler Abant izzet Baysal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)
Birimi tarafindna desteklenen 2017.08.02.1212 nolu proje kapsaminda temin
edilmistir. Calisma i¢in Abant izzet Baysal Universitesi, Hayvan Arastirmalar1 Yerel
Etik Kurulu’ndan etik onay alinmistir (karar no: 2017/09). Calismada kullanilan
sicanlar, Abant izzet Baysal Universitesi, Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden satin alinmistir ve ex-vivo calismalar Abant izzet Baysal Universitesi,
Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dalinda bulunan Arastirma Laboratuarinda

gerceklestirilmistir.

3.1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler

TRPV1 agonisti Capsaicin, TRPM8 agonisti Menthol, TRPA1 agonisti
Cinnamaldehyde, TRPV4 agonisti 4a-Phorbol 12,13-didecanoate (4aPDD), TRPV1
antagonisti Capsazepine, TRPAL antagonistti HC-030031, TRPM8 antagonisti
AMTB, TRPV4 antagonisti GSK-2193874 ve voltaj kapili Kv'-kanal agicisi
Retigabine Sigma-Aldrich firmasindan (Schnelldorf, Germany) ve CGRP Elisa Kitler

ise ELABscience (Wuhan, P.R. China ) firmasindna satin alind1.

3.2. Deney gruplari ve uygulanan islemler

3.2.1. Agonist gruplar

1. TRPV1 grubu (n=3 sican=6 hemikranyum): Bu gruptaki siganlardan
elde edilen ex vivo hemiskull (n=6) preparasyonlarina 6nce yikama yapilmak
amaciyla (stabilizasyon i¢in) 300 ul yBOS konularak 15 dakika boyunca +37 °C’

de inkiibe edildi. Bu islem 2 kez tekrarlandi1 ve yikama iglemi sonrasinda bu sivi
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atild1. Yeniden yBOS (kontrol igin, 300 pl) uygulanip 37 °C' de 15 dakika inkiibe
edildi, bu s1v1 ependorf tiipe alinarak CGRP analizi i¢in -80 °C de saklandi, ayn1
preparasyona TRPV1 agonisti olan Capsaicin (1uM, 300 ul) (329) uygulanip 37
°C' de 15 dakika inkiibe edildi ve daha sonra bu sivi1 da alinarak CGRP analizi i¢in
-80 °C de saklandi. Bu grubun olusturulmasindaki amag¢, TRPV1 kanalinin
meninkslerde total CGRP salinimina etkisini arastirmakti.

2. TRPA1 grubu (n=3 sican =6 hemikranyum): Bu gruptaki si¢anlardan
elde edilen ex vivo hemiskull (n=6) preparasyonlarna dnce yikama yapilmak
amaciyla (stabilizasyon igin) 300 ul yBOS konularak 15 dakika boyunca +37 °C’
de inkiibasyon yapildi. Bu islem 2 kez tekrarlandi ve yikama islemi sonrasinda bu
stvi atildi.Yeniden yBOS (kontrol i¢in, 300 pl) uygulanip 37 °C' de 15 dakika
inkiibe edildi, bu sivi alinarak CGRP analizi i¢in -80 °C de saklandi, ayni
preparasyona giiclii bir TRPA1 agonisti olan Cinnamaldehyde (300 uM, 300 ul)
(149) uygulanip 37 °C' de 15 dakika inkiibe edildi ve daha sonra bu sivi da alinarak
CGRP analizi igin -80 °C de saklandi. Bu grubun olusturulmasindaki amag,
TRPAT kanalinin meninkslerde total CGRP salinimina etkisini arastirmakti.

3. TRPMB8 grubu (n=3 sigan =6 hemikranyum): Bu gruptaki siganlardan
elde edilen ex vivo hemiskull (n=6) preparasyonlarina dnce yikama yapilmak
amaciyla (stabilizasyon i¢in) 300 ul yBOS konularak 15 dakika boyunca +37 °C’
de inkiibasyon yapildi. Bu islem 2 kez tekrarland1 ve yikama islemi sonrasinda bu
stvi atildi.Yeniden yBOS (kontrol, 300 ul) uygulanip 37 °C' de 15 dakika inkiibe
edildi bu sivi alinarak CGRP analizi i¢in -80 °C de sakland1 ayni preparasyona
TRPMS8 agonisti olan Menthol (300 uM, 300 ul) (330) uygulanip 37 °C' de 15
dakika inkiibe edildi ve daha sonra bu siv1 da alinarak CGRP analizi i¢in -80 °C de
saklandi. Bu grubun olusturulmasindaki amag, TRPMS kanalinin meninkslerde
total CGRP salinimina etkisini arastirmakti.

4. TRPV4 grubu (n=3 sican =6 hemikranyum): Bu gruptaki sicanlardan
elde edilen ex vivo hemiskull (n=6) preparasyonlarina once yikama yapilmak
amaciyla (stabilizasyon ig¢in) 300 ul yBOS konularak 15 dakika boyunca +37 °C’
de inkiibasyon yapildi.Bu islem 2 kez tekrarland1 ve yikama islemi sonrasinda bu

sivi atildi.Yeniden yBOS (kontrol, 300 pl) uygulanip 37 °C' de 15 dakika inkiibe
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edildi bu sivi alinarak CGRP analizi i¢in -80 C de saklandi, ayn1 preparasyona
giiclii TRPV4 agonisti olan 4a-Phorbol 12,13-didecanoate (4aPDD, 100 uM, 300
ul) (331) uygulanip 37 °C' de 15 dakika inkiibe edildi ve daha sonra bu sivi da
alinarak CGRP analizi i¢in -80 °C de saklandi. Bu grubun olusturulmasindaki

amag, TRPV4 kanalinin meninkslerde total CGRP salinimina etkisini arastirmakti.

3.2.2. Antagonist gruplar

1. Capsazepine + TRPV1 grubu (n=3 sigan =6 hemikranyum): Bu
gruptaki siganlardan elde edilen ex vivo hemiskull (n=6) preparasyonlarina dnce
yikama yapilmak amaciyla (stabilizasyon i¢in) 300 pl yBOS konularak 15 dakika
boyunca +37 °C’ de inkiibasyon yapildi. Bu islem 2 kez tekrarlandi ve yikama
islemi sonrasinda bu sivi atildi.Sonra bir TRPV 1 antagonisti olan Capsazepine (10
uM, 300 pl) (329) uygulandi 37 °C' de 15 dakika inkiibe edildi TRPV1 reseptori
bloke edildi ve bu siv1 alinarak CGRP analizi i¢in -80 °C de saklandi, bu islem de
2 kez tekrarland1 sonrasinda ayni preparasyona Capsazepine (10 pM) ve TRPV1
agonisti Capsaicin (1 uM) (329) birlikte uygulanip 37 °C' de 15 dakika inkiibe
edildi ve ardindan bu s1v1 alinarak CGRP analizi i¢in -80 C de saklandi. Boylece
meninkslerden muhtemel total CGRP saliniminin TRPV1 reseptorii iyon kanallar
tizerinden gerceklesip gergeklesmedigi dogrulanacakti.

2. HC-030031 + TRPA1l grubu (n=3 sican =6 hemikranyum): Bu
gruptaki siganlardan elde edilen ex vivo hemiskull (n=6) preparasyonlarina énce
yikama yapilmak amaciyla (stabilizasyon i¢in) 300 ul yBOS konularak 15 dakika
boyunca +37 °C’ de inkiibasyon yapildi.Bu islem 2 kez tekrarlandi ve yikama
islemi sonrasinda bu s1v1 atildi.Sonra bir TRPA1 antagonisti olan HC-030031 (50
uM, 300 pl) (149) uygulandi 37 °C' de 15 dakika inkiibe edildi TRPA1 reseptori
bloke edildi ve bu siv1 alinarak CGRP analizi i¢in -80 °C de saklandi, bu islem de
2 kez tekrarland1 sonrasinda ayni preparasyona HC-030031 (50 uM) ve TRPA1
agonisti Cinnamaldehyde (300 uM, 300 pl) (149) birlikte uygulanip 37 °C' de 15
dakika inkiibe edildi ve ardindan bu sivi alinarak CGRP analizi i¢in -80 °C de
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saklandi. BOylece meninkslerden muhtemel total CGRP saliniminin TRPAI
reseptorii iyon kanallari iizerinden gergeklesip gerceklesmedigi dogrulanacakti.

3. AMTB + TRPMS8 grubu (n=3 sigan =6 hemikranyum): Bu gruptaki
siganlardan elde edilen ex vivo hemiskull (n=6) preparasyonlarina 6nce yikama
yapilmak amaciyla (stabilizasyon i¢in) 300 pul yBOS konularak 15 dakika boyunca
+37 °C’ de inkiibasyon yapildi.Bu islem 2 kez tekrarlandi ve yikama islemi
sonrasinda bu sivi1 atildi.Sonra bir TRPM8 antagonisti olan AMTB (10 uM) (332)
uygulandi1 37 °C' de 15 dakika inkiibe edildi TRPMS reseptori bloke edildi ve bu
stv1 alinarak CGRP analizi i¢in -80 °C de saklandi, bu islem de 2 kez tekrarlandi
sonrasinda ayni preparasyona AMTB (10 uM) ve TRPMS agonisti Menthol (300
uM, 300 pl) (330) birlikte uygulanip 37 °C' de 15 dakika inkiibe edildi ve ardindan
bu siv1 alinarak CGRP analizi i¢in -80 C de saklandi. Boylece meninkslerden
muhtemel total CGRP saliniminin veya blokasyonunun (TRPMS reseptorii CGRP
saliniminin aktivasyonun aksine blokasyonuna da yol acabilir) TRPMS8 reseptorii
iyon kanallar1 izerinden gerceklesip gerceklesmedigi dogrulanacakti.

4. GSK-2193874 + TRPV4 grubu (n=3 sican =6 hemikranyum): Bu
gruptaki siganlardan elde edilen ex vivo hemiskull (n=6) preparasyonlarina énce
yikama yapilmak amaciyla (stabilizasyon i¢in) 300 ul yBOS konularak 15 dakika
boyunca +37 °C’ de inkiibasyon yapildi.Bu islem 2 kez tekrarlandi ve yikama
islemi sonrasinda bu siv1 atildi. Sonra bir TRPV4 antagonisti olan GSK-2193874
(10 uM, 300 pl) (333) uygulandt 37 °C' de 15 dakika inkiibe edildi TRPV4
reseptori bloke edildi ve bu sivi alinarak CGRP analizi i¢in -80 °C de saklandi, bu
islem de 2 kez tekrarland1 sonrasinda ayni preparasyona GSK 2193874 (10 uM)
ve TRPV4 agonisti 4aPDD (100 uM, 300 ul) (331) birlikte uygulanip 37 °C' de
15 dakika inkiibe edildi ve ardindan bu sivi alinarak CGRP analizi i¢in -80 °C de
saklandi. BOylece meninkslerden muhtemel total CGRP salinnminin TRPV4

reseptOrii iyon kanallar1 tizerinden gergeklesip gerceklesmedigi dogrulanacakti.
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3.2.3. Retigabine gruplari

1. Retigabine (n=3 si¢an =6 hemikranyum): Bu gruptaki si¢anlardan elde
edilen ex vivo hemiskull (n=6) preparasyonlarina 6nce yikama yapilmak amaciyla
(stabilizasyon i¢in) 300 ul yBOS konularak 15 dakika boyunca +37 °C” de inkiibe
edildi. Bu islem 2 kez tekrarland1 ve yikama islemi sonrasinda bu sivi atildi.
Yeniden yBOS (kontrol igin, 300 ul) uygulanip 37 °C' de 15 dakika inkiibe edildi,
bu s1vi kontrol olarak ependorf tiipe alinarak CGRP analizi i¢in -80 °C de saklandi.
Daha sonra voltaj kapili Kv+ kanal1 agicisi olan Retigabine (10 uM, 300 ul) (334)
uygulandi1 37 °C' de 15 dakika inkiibe edildi ve bu s1vi alinarak CGRP analizi igin
-80 °C de saklandi. Bu grubun olusturulmasindaki amag, Kv+ kanal agicisi
Retigabine’ in meninsklerdeki trigeminal sinir u¢larindan salinan CGRP’ nin bazal
salinimi lizerine etkisini arastirmakti.

2. Retigabine + TRPV1 grubu (n=3 sigan =6 hemikranyum): Bu
gruptaki sicanlardan elde edilen ex vivo hemiskull (n=6) preparasyonlarina nce
yikama yapilmak amaciyla (stabilizasyon i¢in) 300 ul yBOS konularak 15 dakika
boyunca +37 °C’ de inkiibasyon yapildi.Bu islem 2 kez tekrarlandi ve yikama
islemi sonrasinda bu sivi atildi.Sonra volta; kapili Kv+ kanali acgicisi olan
Retigabine (10 pM, 300 ul) (334) uygulandi 37 °C' de 15 dakika inkiibe edildi ve
bu sivi alinarak CGRP analizi i¢in -80 °C de saklandi.Bu islemde 2 kez
tekrarlandi. Ayn1 preparasyona Retigabine (10 pM) ve TRPV1 agonisti Capsaicin
(1 uM) (329) birlikte uygulanip 37 °C' de 15 dakika inkiibe edildi ve bu sivi
alinarak CGRP analizi igin -80 °C de saklandi. Bu grubun olusturulmasindaki
amag¢, muhtemel TRPV1 reseptorlerinin aktivasyonu ile sinir terminali i¢inde
olusan pozitif yiikk artisinin Retigabine’ in aktifledigi Kv+ kanali araciligiyla
azaltilmas1 ve boylece CGRP ekzositozunun 6nlenmeye ¢alisiimasiydi.

3. Retigabine + TRPA1 grubu (n=3 sican =6 hemikranyum): Bu
gruptaki sicanlardan elde edilen ex vivo hemiskull (n=6) preparasyonlarina énce
yikama yapilmak amaciyla (stabilizasyon i¢in) 300 ul yBOS konularak 15 dakika
boyunca +37 °C’ de inkiibasyon yapildi.Bu islem 2 kez tekrarlandi ve yikama

islemi sonrasinda bu sivi atildi.Sonra voltaj kapili Kv+ kanali agicisi olan
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Retigabine (10 uM, 300 ul) (334) uygulandi 37 °C' de 15 dakika inkiibe edildi ve
bu sivi alinarak CGRP analizi i¢in -80 °C de saklandi.Bu islemde 2 kez
tekrarlandi.Ayn1 preparasyona Retigabine (10 uM) ve TRPA1 agonisti olan
Cinnamaldehyde (300 uM, 300 ul) (149) birlikte uygulanip 37 °C' de 15 dakika
inkiibe edildi ve bu s1vi alinarak CGRP analizi i¢in -80 °C de saklandi. Bu grubun
olusturulmasindaki amag¢, muhtemel TRPA1 reseptorlerinin aktivasyonu ile sinir
terminali i¢inde olusan pozitif yiik artisinin Retigabine’ in aktifledigi Kv+ kanali
aracilifiyla azaltilmast ve bdylece CGRP ekzositozunun Onlenmeye
calisilmasiydi.

4. Retigabine + TRPM8 grubu (n=3 sigan =6 hemikranyum): Bu
gruptaki siganlardan elde edilen ex vivo hemiskull (n=6) preparasyonlarina énce
yikama yapilmak amaciyla (Stabilizasyon i¢in) 300 ul yBOS konularak 15 dakika
boyunca +37 °C’ de inkiibasyon yapildi.Bu islem 2 kez tekrarlandi ve yikama
islemi sonrasinda bu sivi atildi.Sonra voltaj kapili Kv+ kanali agicisi olan
Retigabine (10 pM, 300 pul) (333) uygulandi 37 °C' de 15 dakika inkiibe edildi ve
bu sivi alinarak CGRP analizi i¢in -80 °C de saklandi.Bu islemde 2 kez
tekrarlandi.Sonra ayni preparasyona Retigabine (10 uM) ve TRPMS agonisti olan
Menthol (300 uM, 300 pl) (330) birlikte uygulanip 37 °C' de 15 dakika inkiibe
edildi ve bu sivi alinarak CGRP analizi i¢in -80 °C de saklandi. Bu grubun
olusturulmasindaki amag, muhtemel TRPMS reseptorlerinin aktivasyonu ile sinir
terminali i¢inde olusan pozitif yiik artisinin Retigabine’ in aktifledigi Kv+ kanali
araciliglyla azaltilmast ve bdylece CGRP ekzositozunun Onlenmeye
calisilmasiydi.

5. Retigabine + TRPV4 grubu (n=3 sigan =6 hemikranyum): Bu
gruptaki sicanlardan elde edilen ex vivo hemiskull (n=6) preparasyonlarina dnce
yikama yapilmak amaciyla (stabilizasyon igin) 300 ul yBOS konularak 15 dakika
boyunca +37 °C’ de inkiibasyon yapildi.Bu islem 2 kez tekrarlandi ve yikama
islemi sonrasinda bu sivi atildi.Sonra voltaj kapili Kv+ kanali agicisi olan
Retigabine (10 uM, 300 ul) (334) uyguland1 37 C' de 15 dakika inkiibe edildi ve
bu sivi alinarak CGRP analizi i¢in -80 °C de saklandi.Bu islemde 2 kez
tekrarlandi.Ayn1 preparasyona Retigabine (10 pM) ve TRPV4 agonisti olan
4aPDD (100 puM, 300 pl) (331) birlikte uygulanip 37 °C' de 15 dakika inkiibe
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edildi ve bu sivi alinarak CGRP analizi i¢in -80 °C de saklandi. Bu grubun
olusturulmasindaki amag¢, muhtemel TRPV4 reseptorlerinin aktivasyonu ile sinir
terminali i¢inde olusan pozitif yiik artisinin Retigabine’ in aktifledigi Kv+ kanali
aracilifiyla azaltilmast ve bdylece CGRP ekzositozunun Onlenmeye

calisilmasiydi.

**Tim gruplardaki hemiskull preparasyonlarindan elde edilen sivi drnekleri,
stv1 Orneginin igirisinde bulunan CGRP igeriklerinin degradasyona ugramamasi i¢in

igerisinde proteaz inhibitdr kokteyli bulunan ependorf tiiplere alinmistir.

3.3. Ex vivo calismalar icin yapay beyin omurilik sivis1 (yBOS) hazirlanmasi

KCI (2,5 mM), NaHCO3(30 mM), Glikoz (11 mM), Na2HPO4 (1mM), MgCI2
(2 mM), NaCl (119 mM), CaCl2 (2 mM) maddeleri hassas terazide tartildi ve distile
su igerisinde c¢oziilerek pH: 7,3' e ayarlandi ve soliisyon c¢alisma boyunca

oksijenlendirildi.

3.4. Sicanlardan hemi kranyum (hemi skull) preparatlarinin hazirlanmasi ve
CGRP ol¢iimii icin meningeal s1v1 orneklerinin elde edilmesi

Deney gruplarinda hemi skull preparasyonlardan CGRP 0l¢liimii igin
meningeal sivi orneklerinin elde edilmesi igin ketamin (90 mg/kg, i.p.) ile anestezi
edilen sicanlar servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edilerek kafalar1 kesildi ve
elde edilen kafalar hemen buz i¢ine kondu ve CGRP 6l¢iimii i¢in s1vi 6rneklerinin elde
edilecegi laboratuvar boliimiine getirildi. Burada kafa derisi yiiziildii ve yBOS i¢inde
kafatas1 tlizerindeki kaslar uzaklastirilarak temizlenmesi saglandi. Daha sonra kafa
sagittal diizlem boyunca ortadan ikiye kesildi (resim 3.1) bdylece kafatasina yapisik
sol ve sag yarim dura mater' ler ve trigeminal gangliyonlar zarar gérmeden her bir
sigandan 2 adet hemi skull elde edilmis oldu (resim 3.2). Her bir grup igin 3 sigan yani
6 ornek (hemi skull) kullanildi.
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Resim 3.1. Kranyumun sagittal diizlem boyunca ikiye boliinmesi.

Resim 3.2. Saglam dura mater ve trigeminal gangliyona sahip hemi skull (hemi

kranyum), TG: trigeminal gangliyon.

52



Her bir deney grubu icin 6 hemi skull hazirland1 ve yapay beyin omurilik s1visi
ile stirekli perfiize olan ve siirekli oksijenlenen plastik kiivet igerisinde 30 dakkika
boyunca siiperflizyon islemine tabi tutuldu (resim 3.3). Daha sonra bu hemiskull
preparasyonlar: ilgili agonist ve antagonistlerin uygulanmasi i¢in i¢inde vazelin
bulunan petri kaplarma fikse edildiler (resim 3.4). Hemi skull bosluguna ilk olarak
trigeminal sinir uglarindna salinan CGRP’ nin stabilizasyonunu saglamak ve kontrol
sartlarina getirmek amaciyla 300 ul yBOS konularak 15 dakika boyunca +37 °C’ de
inkiibasyon yapildi. Bu islem 2 kez tekrarlandi ve bu islemler sonrasinda hemikranyum
boslugundaki sivi atildi. Ardindan hemi skull bosluguna bazi gruplarda (A-Agonist
Grubu) kontrol olarak 300 ul yBOS tek basmna uygulanirken, bazi gruplarda (B-
Antagonist grubu ve C-Retigabine grubu) ise kontrol olarak 300 pl yBOS iginde
¢ozlinmis ilgili antagonistler veya Kv* kanal agicis1 uygulanarak 15 dakika +37 °C’
de inkiibe edildi ve islem sonrasinda hemi kranyumlardan alinan meningeal sivilar
eppendorf tiiplere alinarak ELISA yontemi ile CGRP tayin yapilana kadar -80 °C ‘de
saklandi. Kontrol gruplari i¢in yapilan bu iglem 2 kez tekrarlandi. Devaminda ise farkli
deney  gruplarinda  bahsedilen  agonistler, agonist+antagonistler  ve
Retigabine+agonistler ayr1 ayri uygulanarak +37 °C’ de 15 dakika inkiibe edildikten
sonra hemi kranyumlardan alinan meningeal sivilar eppendorf tiiplere alinarak ELISA
yontemi ile CGRP tayini yapilana kadar -80 °C ° de saklandi. Agonistler i¢in
uygulanan protokolde TRPV1 kanal agonistti olarak 1uM Capsaicin, TRPAL kanal
agonisti olarak 300uM Cinnamaldehide, TRPMS8 kanal agonistti olarak 300uM
Menthol, TRPV4 kanal agonisti olarak 100uM 4aPDD kullanilarak her bir agonist i¢in
ayr1 ayr1 gruplar olusturuldu. Antagonistler i¢in uygulanan protokolde TRPV1 kanal
antagonistti olarak 10 uM Capsazepine, TRPA1 kanal antagonistti olarak 50 uM HC-
030031, TRPM8 kanal antagonisti i¢in 10 uM AMTB, TRPV4 kanal antagonistti
olarak 10 uM GSK-2193874 kullanildi. Bir diger protokol de bir voltaj kapili Kv+-
kanal1 agicist olan Retigabine ile uygulandi. Bu protokoliin kontrolii i¢in her bir gruba
10 uM Retigabine uygulandi. Daha sonra Retigabine (10 uM) ile hazirlanan ayni
preparasyon iizerine, her ayri1 grup i¢in TRPV1, TRPA1, TRPMS8, TRPV4 kanallarinin
agonistleri olan Capsaicin, Menthol, Cinnamaldehide ve 4aPDD ayr1 ayr1 uygulandi.
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Resim 3.3. Hemi skull' un plastik plastik kiivette siirekli oksijenlendirilen yBOS ile yer

cekimi hizinda siiperfiizyonu.

Resim 3.4. Hemi skull'larin icinde vazelin bulunan petri kaplarina fikse edilip ilgili

agonist veya antagonistlerle inkiibe edilmesi.
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3.5. Meningeal siv1 6rneklerindeki CGRP diizeylerinin 6l¢iimii

Deney gruplarindan elde edilen meningeal sivi Orneklerinin CGRP
iceriklerinin Sl¢limii i¢in meningeal trigeminal sinir u¢larindna salinan ve boylece
orneklerde bulunan immiinoreaktif CGRP igerigi kullanildi. Assay protokoli, kiti
ireten firmanin yonergelerine gore yapildi. ELISA kiti, serum, plazma ve diger
biyolojik sivilarda sigan CGRP konsantrasyonlarinin in vitro kantitatif tayininde

uygulanmak igin iiretilen bir kitti.

3.6. Reaktiflerin hazirlanmasi

1-Kullanmadan 6nce tiim reaktifler ve optik yogunluk oOlgiimii 6ncesinde

Mikroplate okuyucu 15 dakika dnceden oda sicakligina getirildi (18 ~ 25 °C).

2-Yikama soliisyonu: 750 ml Yikama soliisyonu hazirlamak icin 30 ml

konsantre yikama tamponu ile distile su (1:25) oraninda seyreltildi.

3-Standart CGRP soliisyonu: Toz halinde gelen CGRP standart 10,000 x g'de
1 dakika boyunca santrifiijlendi. 1.0 mL referans standarti1 ve numune seyreltici ilave
edildi, tamamen ¢6ziinmesi saglandi. Bu islemle 1000 pg / mL CGRP igeren standart
stok ¢ozeltisi olusturuldu. Ardindan seri diliisyon yapildi. Seyreltme derecesi: 1000,
500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.8 pg / mL olacak sekilde olusturuldu (resim3.5).
Seyrelmek icin 7 ependorf tiip alindi, her tiipe 500 pL referans standart soliisyon
eklendi. Ilk tiipe 1000 pg / mL stok soliisyonundan 500 pL pipetle alind1 ve 500 pg /
mL stok ¢ozeltisi olusturmak i¢in karistirildi. Son tiipe kadar ayni islem seri

diliisyonlarla tekrarlandi.

4-Biotinlenmis Deteksiyon Ab calisma soliisyonu: Bu seyreltme adimdan 15
dakika 6nce Biotinlenmis Deteksiyon Ab (1: 100) oraninda seyreltildi.100 x Konsantre
Biyotinlenmis Deteksiyon Ab'i, Biotinlenmis Deteksiyon Ab Seyrelticiyle 1 x calisma
soliisyonuna seyreltildi.Daha sonra Konsantre HRP Konjugat calisma soliisyonu bu

adimdan 15 dakika 6nce (1: 100) oraninda sulandirildi.
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5-Konsantre HRP Konjugat ¢alisma soliisyonu: Deneyden dnce gerekli miktari
hesaplandi (100 pL / gukur).Hazirlik asamasinda 100 ~ 200 pL daha fazla hesaplandi.
100 x Konsantre HRP'yi sulandirildi Konsantre HRP Eslenik Seyrelticiyle 1 x ¢alisma

soliisyonuna eslendi.

3.7. Uygulanan deney prosediirii

1-Ilk iki siituna yariya azalan konsantrasyonlarda CGRP standart igeren
soliisyon, diger kuyucuklara ise numuneler eklendi, her kuyucuk igin 100 uL
kullanildi. Plaka, kitin i¢inden ¢ikan kaplayict membranla kapatildi. 37 °C'de 90
dakika inkiibe edildi.

2-90 dk sonunda her kuyucugun sivisi aspire edildi ve yikama yapildi. Hemen,
100 pL Biyotinlenmis Deteksiyon Ab ¢alisma soliisyonu eklendi ve sikica kapatildi ve
hafifce karistirilarak 37 © C'de 1 saat inkiibe edildi.

3-Bu asamadan sonra kuyucuklardaki sivi aspire edilerek bosaltildi, her
kuyucuga 350 pL yikama tamponu ilave edildi. 1 ~ 2 dakika kadar yikandi ve tekrar
her bir kuyucuktan ¢ozelti aspire edilerek bosaltildi. Bu yikama islemi 3 kez
tekrarlandi.

4-Yikama isleminden sonra her kuyucuga 100 uL HRP konjugat ¢alisma
soliisyonu ilave edildi. kaplayict membranla kapatildi. 30 dk. 37 °C de inkiibe edildi.

5-Kuyucuklardan sivi aspire edilerek bosaltildi, yikama islemi 3. adimda

gerceklestirildigi gibi 5 kez tekrarlandi.

6-Her kuyucuga 90 pL substrat reaktif eklendi. Yeni bir kaplayict membranla
kapatilarak 37 °C'de yaklagik 15 dakika inkiibe edildi.

7-Her kuyucuga 50 pL stop solution eklendi.

8-450 nm'ye ayarlanmig bir mikro-plak okuyucu (Epoch BioTek Instruments,
Inc. Highland Park, Winooski, VT, USA) ile ayni1 anda her kuyunun optik yogunlugu
belirlendi.
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CGRP minimum limiti ~2 pg/ml olarak kabul edildi. Ureticinin tanimladig
standart CGRP konsantrasyonlarina gore optik yogunluk egrisi ¢izildi ve 6rneklerin

CGRP konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.8. istatistiksel analiz

Deney gruplarindan elde edilen veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi
olarak ifade edildi ve paired t-testi ile SPSS 17.0 kullanilarak analiz edildi. P<0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

TRPV1 agonisti kapsaisin uygulamasi (1uM) meningeal trigeminal sinir
uclarindan CGRP salinimini kontrole gore anlamli olarak artirdi (43.7 £2.8 pg/ml’ den
330.8 £ 17.2 pg/ml’ ye, P=0.0001), diger taraftan bu etkinin gercekten kapsaisin
tarafindan tetiklendigini dogrulamak amaciyla farkli preparasyonlara kapsaisin ve bir
TRPV1 antagonisti olan Capsazepine birlikte uygunlandi, bunun sonucunda TRPV1
antagonisti olan Capsazepine uygulamasi (10 pM) kapsaisinin CGRP salinimi iizerine
tetikleyici etkisini bloke ederek meningeal sinir uglarindan CGRP salinimi kapsaisinin
tetikledigini dogruladi (Capsazepine ve CapsazepinetCapsaicin uygulamalari
karsilastirildiginda sirasiyla; 49.63+5.2 pg/ml ve 49.67+£2.9 pg/ml, P=0.995). Bunlara
ek olarak meningeal trigeminal sinir uglarinda bulunan ve aktive oldugunda K* ¢ikisi
yoluyla noéronun hiperpolarizasyonuna yol acarak sinir uclarindaki voltaj kapili Ca*?
kanallarinin agik kalma stiresini kisaltan K*y kanali agilmasinin, kapsaisin varliginda
trigeminal sinir uglarindan CGRP salinimi iizerine etkisini arastirmak amaciyla ayri
preparasyonlara kapsaisin ve bir Ky kanal1 agicis1 olan Retigabine (10 uM) birlikte
uygulanmistir. Boylece Retigabine varliginda kapsaisin trigeminal sinir uglarindan
CGRP salmmmimi tetikleyememistir  (Retigabine ve Retigabine+Capsaicin
uygulamalar1 karsilastirildiginda sirasiyla; 19.25+0.8 pg/ml ve 20.01+0.7 pg/ml,
P=0.642, grafik 1A, B ve C).
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Grafik 4.1. TRPV1 reseptorleri ve K*v kanal agicisinin meningeal preparasyonlarda trigeminal
sinir u¢larindan CGRP salimimu iizerine etkileri. ***P<0.001. Caps: kapsaisin, CapZ: kapsazepin

ve Ret: retigabin.
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Farkli preparasyonlarda tek basina Retigabine uygulamasmin (10 pM)
trigeminal sinir ug¢larindan CGRP’ nin bazal salinimini 6nemli dl¢iide azaltmasi da bu
etkiyi ayrica dogrulamistir (yBOS (kontrol) ve Retigabine uygulamalar
karsilastirildiginda sirasiyla; 40.95+1.4 pg/ml ve 20.88+0.8, P=0.0001, grafik 2).
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Grafik 4.2. K*v kanal agicisinin meningeal preparasyonlarda trigeminal sinir u¢larindan

bazal CGRP salinimui iizerine etkisi. ***P<0.001.

Farkli preparasyonlarda TRPAL agonisti olan Cinnamaldehyde uygulamasi
(300 uM) da kapsaisine benzer sekilde meningeal trigeminal sinir u¢larindan CGRP
salinimini kontrole gore anlamli olarak artirdi (45.63+2.0 pg/ml’ den 88.63+6.9 pg/ml’
ye, P=0.0011), ancak kapsaisinin CGRP salimimi {izerine tetikleyici etkisi
Cinnamaldehyde’ in etkisinden ¢ok daha gligliiydii. Diger taraftan Cinnamaldehyde
uygulamasmin meningeal trigeminal sinir uglarindan CGRP salinimmi tetikleyici
etkisini dogrulamak i¢in farkli preparasyonlara Cinnamaldehyde ve bir TRPAl
antagonisti olan HC-030031 (50 uM) birlikte uygulandi. Bunun sonucunda HC-
030031 varliginda Cinnamaldehyde meningeal trigeminal sinir uglarindan CGRP
salinimini  uyaramadi  (Cinnamaldehyde ve  HC-030031+Cinnamaldehyde
uygulamalar1 karsilastirildiginda sirasiyla; 48.21+1.5 pg/ml ve 51.55+3.14 pg/ ml,
P=0.325). Buna ek olarak, farkli preparasyonlarda K*y kanali agicist olan Retigabine

varliinda TRPA1 agonisti Cinnamaldehyde meningeal trigeminal sinir uglarindan
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CGRP salinimini tetikleyemedi (19.884+0.88 pg/ml ve 20.87+0.76 pg/ml, P=0.518,
grafik 3A, B ve C).
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Grafik 4.3. TRPAI1 reseptorleri ve K'v kanal agicisimin meningeal preparasyonlarda
trigeminal sinir uglarindan CGRP salimmmm iizerine etkileri. **P<0.01. Cinnam:

Cinnamaldehyde, HC: HC-030031 ve Ret: retigabin.

Farkli preparasyonlarda TRPMS agonisti menthol uygulamasi (300 uM) da
kapsaisin ve cinnamaldehyde uygulamalarina benzer sekilde kontrole gére meningeal
trigeminal sinir u¢larindan CGRP salinimini anlamli olarak artird1 (35.9243.44 pg/ml’
den 55.62+4.31 pg/ml’ ye, P=0.0061). Mentol uygulamasinin meningeal trigeminal
sinir uclarindan CGRP salinimi {izerine bu tetikleyici etkisi farkli preparasyonlarda
TRPMS antagonisti olan AMTB (10 uM)’ nin mentol ile birlikte uygulanmasi ile bloke
edildi (Mentol ve AMTB+Mentol uygulamalart karsilagtirildiginda sirasiyla;
38.03+1.48 pg/ml ve 39.23+1.89 pg/ml, P=0.582). Ayrica dnceki grublardakine benzer
sekilde, farkli preparasyonlarda K*y kanali agicisi olan Retigabine uygulamasi Mentol
uygulamasimin meningeal trigeminal sinir uclarindan CGRP salinimi iizerine bu
tetikleyici etkisini bloke etti (Retigabine ve Retigabine+Mentol uygulamalari
karsilastirildiginda sirasiyla; 21.13 £0.79 pg/ml ve 23.64+1.4 pg/ml, P=0.148, grafik
4A,Bve C).
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Grafik 4.4. TRPMS reseptorleri ve K'v kanal agicisinin meningeal preparasyonlarda

trigeminal sinir u¢clarindan CGRP salimmu iizerine etkileri. **P<0.01. Ret: retigabin.

Diger bir grupta farkli preparasyonlarda TRPV4 agonisti olan 4aPDD
uygulamasi (100 uM) kontrole gére meningeal trigeminal sinir uglarindan CGRP
salmimint anlamli olarak artirdi (53.19+£5.24 pg/ml’ den 113.60+£4.05 pg/ml’ ye,
P=0.0001). Diger taraftan TRPV4 agonisti 4aPDD uygulamasinin meningeal
trigeminal sinir uglarindan CGRP salinimu iizerine bu tetikleyici etkisini dogrulamak
amaciyla, farkli preparasyonlara 4aPDD ve bir TRPV4 antagonisti olan GSK-2193874
(10 uM) birlikte uygulandi ve boylece TRPV4 antagonisti GSK-2193874’ {in 4aPDD’
nin etkisini bloke ettigi goriildii (4aPDD ve GSK-2193874+ 4aPDD uygulamalari
karsilagtirildiginda sirasiyla; 68.4042.41 pg/ml ve 70.82+0.83 pg/ml, P= 0.472).
Bununla birlikte farkli preparasyonlarda K*y kanali agicis1 Retigabine uygulamasi da
TRPV4 agonisti 4aPDD uygulamasinin meningeal trigeminal sinir u¢larindan CGRP
salimimi {izerine bu tetikleyici etkisini bloke etti (Retigabine ve Retigabine+4aPDD
uygulamalar1 karsilastirildiginda sirasiyla; 19.8340.73 pg/ml ve 20.94+1.01 pg/ml,
P=0.441, grafik 5A, B ve C).
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5. TARTISMA

Migren bas agrisinin baslatilmasi ve devam ettirilmesinde, trigeminovaskiiler
sistemin aktivasyonu sonucu trigeminal duysal sinir terminallerinden salinan CGRP
ve SP noropeptitlerinin yol agtig1 dural norojenik inflamasyon onemli bir rol
oynamaktadir. Dura mater trigeminal duysal sinir lifleri ile yogun bir sekilde innerve
edilmistir. Dolayisiyla trigeminovaskiiler sistemin aktivasyonu dura materi innerve
etmis olan trigeminal duysal sinirlerin periferik u¢larindan dura matere CGRP ve SP’
nin salinimina yol agmaktadir. CGRP ve SP ise dura materdeki kan damarlarinda
vazodilatasyona ve plazma protein ekstravazasyonuna yol agarak dural noérojenik
inflamasyonu baglatmaktadir. Bununla birlikte CGRP ve SP dura materde yerlesik
olan mast hiicrelerinde degraniilasyonu da tetiklemektedir (4, 102). Degraniilasyon
sonucu mast huicrelerinden salinan histamin, serotonin, adenozin, ATP, SP, CGRP,
bradikinin, nitrik oksit, vazoaktif intestinal peptid, tiimér nekroz faktor a (TNF-a) ve
protonlar bir taraftan meningeal damarlarda vazodilatasyona ve permeabilite artisina
yol acarken diger taraftanda dural afferentleri sensitize etmektedir. Boylece dural mast
hiicrelerinden salinan proinflamatuar mediyatorlerin de siirece katilmasiyla dura
materdeki norojenik inflamasyon giliclenmektedir. Meningeal trigeminal duysal sinir
uclarindaki nosiseptorlerde aktivasyona yol agan bu dural nérojenik inflamasyon
migren patofizyolojisinin esas mekanizmasini olusturmaktadir. Ancak domino taglari
gibi bir biri ardinca giden bu seri olaylarda trigeminovaskiiler sistemin aktivasyonunu
baslatan endojen veya ekzojen olaylar farklilik gosterebilmektedir. Dolayisayla
migren patofizyolojisi ve tedavisine yonelik yapilan deneysel ve klinik ¢aligmalarin
bir kismi trigeminovaskiiler sistemin aktivitesi iizerine yogunlasirken diger kismi ise
bu aktivasyondan sonra harekete gecen ve agrinin iletilmesinde rolii olan yapilar ve

fizyolojik olaylar iizerinde yogunlagmaktadir.

Beyin dokusu agr1 duyusunu algilayacak nosiseptor icermedginden basin agri
duyusu, biiyiik oranda, bol miktarda nosiseptor igeren dura mater ve az oranda ise bazi
ekstrakranyal yapilardan kaynaklanmaktadir. Migren bas agrisin1 dindirmek veya agr1
baslamadan 6nce 6nlemek i¢in kullanilan ilaglarin biiyiik bir kismi, agr1 impulslarina,
agrinin iletim yollarinda bloke ederek etki gdstermektedirler. Ancak agri impulslarinin

ilk olustugu yerde yani dura materde nosisepsiyon i¢in gereken depolarizasyon
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dalgalarinin 6nlenmesi migren profilaksisi a¢isindan biiylik 6nem tasimaktadir. Bu
sebeple sunulan ¢alismada, migren bas agrisinin esas kaynagi olan dura mater ve onu

innerve eden trigeminal sinirin nosiseptor ihtiva eden periferik uglar1 hedef alinmstir.

Giiglii bir vazodilatér noropeptid olan CGRP artik iyi bilinen bir migren
biyomarkeri olarak kabul edilmektedir (5, 13, 109, 268). Daha 6nce yapilan klinik
caligmalar kronik migrenli hastalarda migren ataklar1 sirasinda eksternal jugular vende
CGRP diizeylerinin kontrollere gore anlamli artiglar gésterdigini bildirmislerdir (109,
269). Ayrica migren hayvan modelleri kullanilarak yapilan ¢ok sayida deneysel
calismada gliseriltrinitrat ile olusturulan migren sigan modelinde periferik kanda
CGRP seviyelerinin arttig1 bildirilmistir (7, 270). Onceki ¢alismalar ve bulgularla
uyumlu olarak sunulan ¢alismada migren patofizyolojisi ile iliskili trigeminal sinir
uclarindan CGRP salinimini hedef alan mekanizmalar ¢aligilmistir. CGRP 6ncelikle
trigeminovaskiiler sistem aktivasyonu sonucu trigeminal noronlarin merkezi ve
periferik u¢larindan salinmaktadir. Trigminal sinirin periferik uclarinda salinan CGRP
daha sonra dura materdeki mast hiicrelerinden de CGRP salinmasin1 uyarmaktadir.
Boylece migren agrisinin baglamasi ve iletilmesinde 6nemli bir role sahip olan CGRP
kendi salimmmini giiglendirmektedir. Bu sebeple dural trigeminal sinir uglarindan

CGRP saliniminin modiilasyonu migren tedavisinde olduk¢a dnemlidir.

Dural trigeminal duysal sinir u¢larinda bulunan ve aktiflendiginde hiicre ici
depolarizasyona katkida bulunan TRP kanallari, CGRP salinimin modiilasyonu igin
onemli hedeflerdir. Cilinkii CGRP ekzositozu i¢in noron govdesinde olusan aksiyon
potansiyelinin sinir terminallerindeki voltaja duyarli kalsiyum kanallarin1 aktive
etmesi gerekmektedir. TRP kanallar1 birer katyon kanali olduklar1 ve aktiflendiginde
noron/sinir i¢ine sodyum ve kalsiyum ge¢isini sagladiklar1 i¢in bu kanallarin
aktivasyonu noron/sinir i¢i depolarizasyon siiresini uzatarak ve/veya ndron/sinirde
aksiyon potansiyeli olusumu igin asilmasi gereken voltaj esigini diisiirerek voltaja
duyarli kalsiyum kanallarininin  acik kalma siiresinin uzamasina katkida
bulunmaktadir. Bdylece dural trigeminal sinir terminallerindeki voltaja duyarh
kalsiyum kanallarinin acgik kalma siiresi uzadikca sinir terminalinden igeriye giren
kalsiyum artistnin bir sonucu olarak bu sinir uglarindan CGRP ekzositozu da
artmaktadir (Sekil 1). Bu hipotezimizle uyumlu olarak, sunulan ¢alismada TRPV1

agonisti kapsaisin ex vivo meningeal preparasyonlarda, dural trigeminal sinir
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terminallerinden CGRP salinimin1 miithis derecede uyarmistir. Ayni zamanda
kapsaisinin CGRP salinimi tizerine bu tetikleyici etkisi TRPV 1 antagonisti kapsazepin
ile dnlenerek bu fizyolojik olayin TRPV1 araciligi ile gerceklestigi dogrulanmustir.
Sunulan ¢alismadaki bu bulgular, kapsaisinin duysal sinirlerden CGRP salinimi
tizerine etkileri ile ilgili daha 6nce yapilmis olan deneysel ¢alismalarla da uyumludur.
Omegin yapilan bazi deneysel calismalar, kapsaisinin sicanlarin gastrik afferent
innervasyonunu saglayan duysal sinir liflerinden CGRP salinimi tetikledigini
bildirmistir (271). Buna ek olarak, son zamanlarda yapilan caligmalar, kapsaisin
uygulamasinin si¢anlarda meninksleri innerve eden trigeminal sinirlerde uzun siireli
nosiseptif ateslemeyi tetikledigi (17) ve trigeminal gangliyon ve tigeminal niikleus
kaudaliste CGRP sentezini artirdigini (272) bildirmistir. TRPV1 polimodal bir
reseptor olup 43 °C’ nin iistiindeki sicaklik, asidoz ve alkoloz, anandamid, N-arasidonil
dopamin, okside linoleik asit metabolitleri, esansiyel yaglar ve kapsaisin,
reziniferatoksin piperin ve kafur gibi keskin kokulu (ac1) bitki iiriinleri tarafindan
aktive edilmektedir (217). TRPV1 reseptorlerinin  agri, hiperaljezi ve
antinosisepsiyondaki fonksiyonlarmma dair yapilan ¢alismalar farkli sonuglar
bildirmislerdir. Bununla ilgili ¢aligmalarin bir kismi bu reseptorlerin pronosiseptif
oldugunu ve agr1 duyusunun baslamasina aracilik ettigini hatta bu bu reseptorden
yoksun hayvanlarin agriya diger hayvanlardan daha az duyarli oldugunu ve kapsaisinle
uyarilan agri davraniglarinda azalma oldugunu bildirmistir (272). Diger taraftan
kapsaisinin pro-nosisepsiyona zit olarak bazi agrili olgularda antinosiseptif etki
gosterdigi bildirilmistir (273). Bununla ilgili olarak kapsaisin igeren kremler kas ve
eklem agrilarinin hafifletilmesinde klinik kullanima sahiptir (217). Bu durum TRPV1
reseptOrlerinin antinosisepsiyona aracilik ettigini diislindiirebilir ancak bu dogru
degildir. Ciinkii yiiksek doz kapsaisin uygulamasi veya kapsaine uzun silire maruz
kalinmasi ile TRPV1 reseptorlerinde desensitizasyonun gelistigi ve buna bagh olarak
agr1 duyusunda hafifleme oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya c¢ikarilmistir (274).
Dolayisiyla topikal uygulanan kapsaisinin analjezik etkisi TRPV1 reseptorlerinin
antinosiseptif etkilerinden degil aksine desensitize olmalart sonucu agriyi

iletememelerinden kaynaklanmaktadir.

Meningeal trigeminal duysal sinirleri de icene alan primer duysal afferentlerde

bulunan diger bir 6nemli TRP kanali TRPA1’ dir. Bu reseptorler sarimsak ve hardal

65



bitkileri, akrolin ve formaldehit gibi gevresel irritanlar ve hidrojen peroksit gibi viicutta
olusan reaktif oksijen tiirleri tarafindan aktive edilmektedir. Sigara ve egzoz dumani
gibi ¢evresel irritanlarin inhaslasyonunun bas agrisini tetikledigi bilinmektedir. Yakin
zamanda yapilan galismalar TRPA1 reseptor aktivasyonunun bas agrisinda énemli bir
fizyolojik rol oynayabilecegini Onermektedir. Bu ¢aligmalarin birinde insiiline direncli
obez siganlarda acrolin’ in meningeal afferentlerden TRPA1 reseptorleri araciligiyla
CGRP salinimini artirdi@i gosterilmistir (275). Benzer sekilde diger bir ¢alismada
hidrojen peroksitin TRPA1 araciligiyla siganlarda meningeal trigeminal sinirlerde
nosiseptif ateslemeyi artirdig1 ve izole dorsal kok gangliyonu ndéronlarindan CGRP
salinimini uyardigi gosterilmistir (276). Bu calismalar ile uyumlu olarak sunulan
calismada, TRPA1 agonisti Cinnamaldehyde ex vivo meningeal preparasyonlarda
basin agr1 duyusunu tasiyan trigeminal duysal sinirlerin periferik u¢larindan CGRP
salmimimn tetiklemistir, ayrica bu etki TRPA1 antagonisti olan HC-030031 ile bloke
edilerek TRPA1 aktivasyonunun CGRP salinimi iizerine uyarici etkisi dogrulanmustir.
Bu bulgular TRPAT1 reseptorlerinin, CGRP salinimi araciligiyla, migren gibi primer
bas agrilarmin fizyolojik mekanizmasinin dnemli bir bileseni olabilecegini ve bu
reseptorlerin asirt aktivasyonunun migren patofizyolojisinde rol oynayabilecegini

onermektedir.

Dura materi innerve eden trigeminal duysal sinirlerin periferik uglar1 mekanik
uyarilara duyarhdir ve ayrica ozmolaritedeki degisiklikler de bu afferent sinirlerin
uyarilmasimna yol agmaktadir. TRPV4 reseptorlerinin trigeminal gangliyon
noronlarinda eksprese edildigi bilinmektedir ve TRPV4 aktivasyonunun fonksiyonel
etkileri trigeminal néronlarda in vitro olarak gosterilmistir (16, 203, 204). Ayrica bazi
deneysel calismalarda TRPV4'ten yoksun olan farelerin hem ozmotik hem de basing
hissinde bir kayip oldugu goriilmistiir (23, 206). Bu bilgiler, dura materin mekanik
olarak uyarilmasina biiyiik oranda, mekanik ve ozmolarite degisikligi ile uyarilan
TRPV4 kanallarinin aracilik ettigini gostermektedir. Bu bilgiler ile uyumlu olarak
migren bag agrisi ile ilgili 6ne siiriilen vaskiiler teoriye gére, migren ataklari sirasinda
dural kan damarlarini innerve eden bu perivaskiiler sinir uglarinin vazodilatasyona
(damar c¢apindaki genisleme sonucu) bagli olarak uyarilmasi nosisepsiyona yol
acmaktadir (38, 39). Bununla birlikte her ne kadar ozmolarite degisikliklerinin migren

agrisindaki rolline iliskin heniiz dogrudan bir kanit bulunmasa da dural kan
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damarlarinin vazodilatasyona bagli mekanik uyariminin migren bas agrisinin
zonklayict karakteristigini olusturdugu kabul edilmektedir. Bununla ilgili olarak
oksiirtik, hapsirma, rutin fiziksel aktivite ve postiir degisikliklerine bagli olarak ani bas
hareketlerini takiben dura materin mekanik uyarimi nedeniyle intrakraniyal basingtaki
degisikligin migren hastalarinda bas agrisin1 kotiilestirdigi  bildirilmistir (207).
Hipotonik soliisyon uygulamasi safendz sinirin C-liflerinin % 54’ iinii aktive etmistir
(277) ve siganlarin arka pengesine enjekte edilen hipertonik soliisyonun
konsantrasyona bagli olarak TRPV4 araciligiyla agri ile ilgili davraniglara yol agtigi
bildirilmistir (278). TRPV4 agonistlerinin primer spinal afferent néronlardan CGRP
ve SP salmimim tetikledigi gosterilmistir (279). Bu calismalarla uyumlu olarak,
sunulan ¢alismada TRPV4 agonisti 40PDD dural trigeminal sinir uglarindan CGRP
saliimi tetiklemistir ve bu etki TRPV4 antagonisti GSK 2193874 ile inhibe edilmistir.
Bu bulgular TRPV4 reseptorlerinin bas agrisindaki fizyolojik roliiniin sadece mekanik
uyarilara cevapla sinirli olmadigini buna ek olarak dural afferentlerden CGRP
salinimini tetikleyerek norojenik inflamasyonu yol acan mekanizmalar araciligiyla da

bas agrisina katkida bulundugunu gostermektedir.

Meninksleri innerve eden duysal afferentlerde ekspresse edilen diger bir TRP
kanal1 olan TRPMS, 26 °C’ nin altindaki 1s1, mentol ve icilin ile aktive edilmektedir
(20). TRPMS’ in endojen liganlar1 iyi bilinmemekle birlikte ¢esitli lipit mediyatorler
(fosfoinsitol bi fosfat, PIP2), testesteron ve bir biiyiime faktorii olan artemin tarafindan
uyarilabilecegi ileri stiriilmektedir (280). Deneysel bir ¢alismada TRPMS8 antagonisti
olan AMTB’ nin si¢anlarda mesane gerilmesi ile tetiklenen nosiseptif refleksi onemli
derecede azalttigi bildirilmistir (281). Bu g¢alisma TRPMS8 kanal aktivasyonunun
visseral agrilarda 6nemli bir fizyolojik rol oynadigini gostermektedir. TRPMS8
kanallarnin bas agrisindaki roliine dair su ana kadar yapilan ¢aligmalar ise biiyiik
oranda kanalin dural afferentlerde ekspresyonu {iizerine yogunlasmis olup, kanalin
islevi iizerine fonksiyonel ¢aligmalar yok denecek kadar azdir. Diger taraftan TRPMS
kanalinin migren ile iligkisi olduguna dair en 6nemi bulgular migrenli hastalardan
alman oOrneklerle gerceklestitilen gen caligmalarindan gelmektedir. Buna gore
migrende TRPMS8 kanallarinin roliine dair gergeklestirilen gen temelli ¢caligmalarda,
ti¢ farkli migren hastasi grubundan yapilan analizler, migren hastalarinda TRPMS gen

vasyasyonlart bulundugunu ve bu varyasyonlarin, bu bireylerin migrene yatkinligini
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artirdigin1 gostermistir (200). Bununla birlikte az sayidaki fizyolojik ¢aligsmalardan
gelen bilgiler TRPMS8 kanallarinin migren agrisinda ikili rol oynadigini dolayisiyla
hem agriya yol agabilecegini hem de agriy1 6nleyebilecegini 6ne siirmektedir (20). Bu
caligmalarin birinde, TRPMS8 aktivatorii icilin® in dura matere uygulanmasinin
sicanlarda kutandz allodiniye neden oldugu ve bunun antimigren ilaci sumatriptan
tarafindan Onlendigi bildirilmistir (282). Bu ¢alisma TRPMS8 aktivasyonunun
pronosiseptif etkiler olusturdugunu gostermektedir. Bu ¢alismanin aksine, diger bir
deneysel ¢alismada, dural TRPMS8 kanalinin mentol ile aktivasyonunun farelerde anti-
nosiseptif etkiler sergiledigi bildirilmistir (283). Ayrica mentoliin akut ve kronik agriy1
azaltmak i¢in klinik olarak kullanildigi bilinmektedir (284). TRPMS8 kanallar ile
migren arasindaki olas1 iligkiyi arastiran bu caligsmalar dikkate alindiginda, bu konunun
heniiz ¢ok yeni ve daha ¢ok arastirilmaya gereksinimi oldugu agikca goriilmektedir.
Boylece sunulan ¢alismada, TRPMS8 kanallarinin meningeal afferentler ve CGRP ile
iligkili olarak bas agrsindaki fizyolojik roliine dair yeni bilgiler iiretmek amaciyla
TRPMB8 agonisti mentol ve spesifik antagonisti AMTB meningeal preparasyonlara
uygulanmistir. Bunun sonucunda mentoliin TRPMS8 kanallarin1 aktive ederek
meningeal trigeminal duysal sinir u¢larindan CGRP salinimini artirdigi ve bu artiglarin
spesifik TRPMS8 antagonisti AMTB tarafindan 6nlendigi bulunmustur. Bu bulgular
TRPMS’ in bas agrisindaki fizyolojik roliine dair yeni mekanizmalar sunmaktadir ve

bu alandaki biiyiik bir boslugu doldurmaktadir.

Migren mediatorii olarak kabul edilen CGRP’ nin sinir uglarindan
salinabilmesi bu sinirlerin depolarizasyon durumuna baghdir. Cilinkii sinir uclarindaki
vezikiiller icinde depo edilen CGRP molekiillerinin ekzositoz ile salinabilmesi i¢in
akson terminalindeki voltaja duyarli Ca*? kanallarinin a¢ilmas1 gerekmektedir. Bellibir
esik degerin iizerinde acilan bu voltaja duyarli Ca*? kanallarinin agilmasiyla sinir
ucundan aksona giren Ca*? iyonlar1 sinaptotagmin gibi kalsiyum sensdr proteinine
baglanarak ekzositoz i¢in gerekli reaksiyon zincirinin baglatilmasini uyarmaktadir. Bu
sebeple CGRP salinimini temel olarak akson terminali i¢irisine pozitif yiik girisi veya
cikist belirlemektedir. Eger akson terminali i¢ine giren pozitif ylik miktar1 artarsa bu
iki yolla CGRP salinimini artiracaktir; i) akson terminali igine giren Na* ve/veya Ca*2
gibi iyonlarin pozitif yiikleri repolarizasyonu engelleyerek ve depolarize durumda

kalma siiresini uzatarak zaten agik olan voltaja duyarli Ca*? kanallarinin acik kalma
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siiresini uzatir, ii) akson terminali membran potansiyelini voltaj duyarli Ca*?
kanallariin agildig1 esik degere depolarize ederek bu kanallarin agilmasini saglar.
Buna ilave olarak akson terminali membranindaki mevcut herhangi bir K* kanalinin
blokasyonu da akson i¢inde pozitif yiik birikmesine yol acacagindna dolayr CGRP
saliimini artirir. Diger taraftan CGRP salinimini azaltan fizyolojik olaylarin altinda
yatan mekanizma ise akson terminalinden pozitif yiik ¢ikisi/kaybidir. Bu pozitif ylik
kaybi/¢ikisinda ise baslica voltaja duyarli potasyum kanallar1 (K*v) rol oynamaktadir.
Buna gore akson terminali membranindaki voltaj belirli bir esik degerin {izerine
ciktiginda aktive olan voltaja duyarli potasyum kanallar1 akson terminalinin asiri
aktivasyonunu oOnlemek akson terminalinden potasyum ¢iksi yoluyla aksonun
repolarize olmasina yol acar, bu durumda voltaj duyarli Ca*? kanallarmin agilmast igin
gereken membran potansiyeli azaldigindan Ca*? kanallar1 kapanir, bunun sonucu
olarak da Ca*? girisi azalir ve CGRP ekzositozu azalir veya durur. Bilinen bu fizyolojik
mekanizmalardan yola ¢ikarak sunulan ¢aligmada, TRP kanallari aktivasyonu sonucu
akson terminaline giren pozitif ytikleri azaltarak CGRP salinimini azaltmak amaciyla
bir voltaja duyarli potasyum kanal agicisi olan Retigabin tek bagma ve TRPV1,
TRPV4, TRPAL ve TRPMS8 kanal agonistleri ile birlikte meningeal preparasyonlara
uygulanmistir. Beklendigi gibi bu voltaja duyarli potasyum kanal agicisi, tek basina
uygulandigr meningeal preparasyonlarda sinir uglarindan bazal CGRP salinimini
biiyiilk orandan azaltmis, diger taraftan TRPV1, TRPV4, TRPAl ve TRPMS8
kanallariin ayr1 ayr1 aktivasyonu ile tetkilenen CGRP saliimini ise Onlemistir.
Voltaja duyarli potasyum kanallari noronlarin uyarilabilirligini ve elektriksel

ozelliklerini kontrol ederek ¢ok sayida fizyolojik olayda énemli bir role sahiptir.

Voltaja duyarli potasyum kanallar1 genel olarak 12 aileden (Kv1-Kv12)
olusmakta ve her bir aile birkag alt iiniteden olugmaktadir (285). Bu kanallar 6nemli
derecede biyofiziksel ve farmakolojik farklilik gdsterir. Duysal ndronlarda bulunan en
azindan iki tip voltaja duyarli potasyum kanali géze carpmaktadir. Bunlardan yavas
inaktivasyon gosteren potasyum kanallar1 yavas inaktivasyon veya bazen de tam
olmayan inaktivasyon sergilerken hizli inaktive olan potasyum kanallar1 ise hizh
inaktivasyon Kkinetikleri gostermektedir (286). Yukarida bahsedildigi gibi voltaja
duyarli potasyum kanallar1 aksiyon potasnsiyelinde gorev almaktadir ve dinlenim

membran potansiyelini diizenleyerek hiicrelerin uyarilabilirligini belirlemektedir.
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Daha onceki calismalar bu kanallarin, inflamatuar mediatorler ve primer duysal
ndronlardaki sinir hasari ile tetiklenen nosiseptif sinyal iletimi ile alakali oldugunu
gostermistir (223, 287). Bunun sonucunda bu kanallarin, yeni analjeziklerin
gelistirilmesinde, 6nemli hedefler olabilecekleri diistiniilmektedir (287). Sunulan
caligmada kullanilan Retigabin, voltaja duyarli ve antikonviilzan etkili bir néronal
potasyum kanali (Kv7.2-7.5 [KCNQ2-5]) agicist olup TRPV1, TRPV4, TRPAI ve
TRPMS8 kanal aktivasyonuna bagli CGRP salimmindaki artiglar1 onlemistir. Bu
bulgular, ileride bu tiir potasyum kanal agicilarinin, asiri trigeminovaskiiler aktivasyon
sonucu meningeal sinir uclarindan CGRP saliimini azaltarak migren tedavisinde
kullanilabilecegini dnermektedir. Ancak bunun i¢in migrendeki agri davraniglarini
degerlendiren migren hayvan modelleri olusturularak yapilacak olan in vivo deneysel

calismalara ve ayrica klinik denemelere de ihtiya¢ vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sunulan ¢alismada dural trigeminal sinirlerde TRPV1, TRPV4, TRPA1 ve
TRPMBS reseptorlerinin bagin agr1 duyusunun taginmasi ile ilgili yeni fzyolojik islevleri
ortaya ¢ikarilmistir. Bulgularimiz, dura materi innerve eden trigeminal sinir uglarinda
nosisepsiyonun baslamasi i¢in gereken aksiyon potansiyeli esiginin diisiiriillmesinde
non-selektfi olarak calisan bu katyon kanallar1 6nemli bir rol oynadigini ortaya
cikarmistir. Daha onceki ¢aligmalarin ¢ogu bu kanallarin varligini dural sinirlerdeki
ekspresyonlarini isaretleyerek gostermislerdir ancak Onceki ¢alismalara ek olarak
sunulan calismada bu kanallarin varligi fonksiyonel olarak gosterilmistir. TRPV1,
TRPV4, TRPA1 ve TRPMS8 kanallarinin spesifik agonistleri kullanilarak aktive
edilmeleri sonucu dural trigeminal duysal sinir uglarindan migren mediatorii olarak
kabul edilen CGRP salimimini artirmasi bu kanallarin migren bas agrisinin
fizyolojisindeki fonksiyonel islvelerini ortaya ¢ikarmistir. Bununla birlikte bu
kanallariin aktivasyonu ile tetiklenen CGRP saliniminin bu kanallarin spesifik
antagonistleri ile bloke edilmesi ortaya ¢ikan etkinin bu kanallarin aktivasyonundan
kaynaklandigini dogrulamistir. Diger taraftan meninkslerde TRPV1, TRPV4, TRPA1
ve TRPMS kanallarinin aktivasyonu sonucu uyarilan CGRP saliniminin voltaja duyarl
potasyum kanal acicisi ile dnlenmesi bu potasyum kanallarinin migre agrisi ile ilgili
nosiseptif ateslemeyi kontrol etmede dnemli fizyolojik bir fonksiyona sahip oldugunu
gostermektedir. Boylece ileride farmakolojik olarak uygun TRPV1, TRPV4, TRPA1
ve TRPMS reseptorlerinin antagonistleri veya voltaja duyarli potasyum kanal
acicilariin gelistirilmesi, migren tedavisinde yeni ve alternatif terapdtik yaklasimlar
arasinda yer alabilir. Sunulan ¢alisma ex-vivo meningeal preparasyonlar kullanilarak
migren agrisinin bagladigr c¢ok spesifik bolgede yapilmistir, bdylece sunulan
calismadan elde edilen bulgular bu reseptorlerinin fizyolojik islevleri ile ilgli yeni
bilgiler sunmasi agisindan ¢ok degerlidir ancak TRPV1, TRPV4, TRPA1 ve TRPMS
reseptOr antagonistlerinin ve voltaja duyarli potasyum kanal agicilarinin sistemik
etkilerini de gérmek icin bu alanda ayrica in vivo ¢alismalarin da yapilmasi faydali

olacaktir.

71



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

7. KAYNAKLAR

Gupta S, Nahas SJ, Peterlin BL. Chemical mediators of migraine: preclinical and clinical
observations. Headache, 2011; 51(6): 1029-1045.

Tfelt-Hansen P, Le H. Calcitonin gene-related peptide in blood: is it increased in the external
jugular vein during migraine and cluster headache? A review. J Headache Pain, 2009; 10(3): 137-
143.

Edvinsson, L.Blockade of CGRP receptors in the intracranial vasculature: a new target in the
treatment of headache. Cephalalgia, 2004; 24, 611 622.

Levy D, Burstein R, Kainz V, Jakubowski M, Strassman AM. Mast cell degranulation
activates a pain pathway underlying migraine headache. Pain, 2007; 130:166-176.

Kilinc E, Guerrero-Toro C, Zakharov A, Vitale C, Gubert-Olive M, Koroleva K et al.
Serotonergic mechanisms of trigeminal meningeal nociception: Implications for migraine pain.
Neuropharmacology, 2017; 116: 160-173.

Yegutkin GG, Guerrero-Toro C, Kilinc E, Koroleva K, Ishchenko Y, Abushik P et al.
Nucleotide homeostasis and purinergic nociceptive signaling in rat meninges in migraine-like
conditions. Purinergic Signal, 2016; 12(3): 561-574.

Kilinc E, Dagistan Y, Kukner A, Yilmaz B, Agus S, Soyler G et al. Salmon calcitonin
ameliorates migraine pain through modulation of CGRP release and dural mast cell degranulation
in rats. Clin Exp Pharmacol Physiol, 2018; 18. doi: 10.1111/1440-1681.12915. [Epub ahead of
print]

Cauchi M, Robertson NP. CGRP and migraine. J Neurol. 2016; 263(1):192-194.

Goadsby PJ, Edvinsson L, Ekman R. Vasoactive peptide release in the extracerebral circulation
of humans during migraine headache. Ann Neurol, 1990; 28(2): 183-187.

Kilinc E, Firat T, Tore F, Kiyan A, Kukner A, Tungel N. Vasoactive Intestinal peptide
modulates c-Fos activity in the trigeminal nucleus and dura mater mast cells in sympathectomized
rats. J Neurosci Res, 2015; 93(4): 644-650.

Karsan N, Goadsby PJ. Calcitonin gene-related peptide and migraine. Curr Opin Neurol, 2015;
28(3): 250-254.

Juhasz G, Zsombok T, Modos EA, Olajos S, Jakab B, Nemeth J et al. NO-induced migraine
attack: strong increase in plasma calcitonin gene-related peptide (CGRP) concentration and
negative correlation with platelet serotonin release. Pain, 2003; 106, 461-470.

Cernuda-Morollén E, Larrosa D, Ramén C, Vega J, Martinez-Camblor P, Pascual J.
Interictal increase of CGRP levels in peripheral blood as a biomarker for chronic migraine.
Neurology, 2013; 81(14): 1191-1196.

Goadsby PJ, Lipton RB, Ferrari MD. Migraine—current understanding and treatment. N. Engl.
J. Med, 2002b; 346, 257— 270.

Oxford GS, Hurley JH. The Role of TRP Channels in Migraine. The Open Pain Journal, 2013;
6, (Suppl 1: M6) 37-49.

Dussor G, Yan J, Xie JY, Ossipov MH, Dodick DW, Porreca F. Targeting TRP channels for
novel migraine therapeutics. ACS Chem Neurosci, 2014; 5(11): 1085-1096.

Zakharov A, Vitale C, Kilinc E, Koroleva K, Fayuk D, Shelukhina | et al. Hunting for origins
of migraine pain: cluster analysis of spontaneous and capsaicin-induced firing in meningeal
trigeminal nerve fibers. Front Cell Neurosci, 2015 ;9:287.

Iwashita T, Shimizu T, Shibata M, Toriumi H, Ebine T, Funakubo M et al. Activation of
extracellular signal-regulated kinase in the trigeminal ganglion following both treatment of the
dura mater with capsaicin and cortical spreading depression. Neurosci Res, 2013; 77(1-2): 110-
119.

72



19.

20.

21.

22,

23.

24,

25,

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.
39.

Yan J, Edelmayer RM, Wei X, De Felice M, Porreca F, Dussor G. Dural afferents express
acid-sensing ion channels: A role for decreased meningeal pH in migraine headache. Pain, 2011;
152; 106—113.

Dussor G, Cao YQ. TRPMS8 and Migraine. Headache, 2016; 56(9): 1406-1417.

Benemei S, Fusi C, Trevisan G, Geppetti P. The TRPAL channel in migraine mechanism and
treatment. Br J Pharmacol, 2014; 171(10): 2552-2567.

Levy D, Strassman AM. Mechanical response properties of A and C primary afferent neurons
innervating the rat intracranial dura. J Neurophysiol, 2002; 88(6): 3021-3031.

Suzuki M, Mizuno A, Kodaira K, Imai M. Impaired pressure sensation in mice lacking TRPV4.
J Biol Chem, 2003; 278(25): 22664-22668.

Wei X, Edelmayer RM, Yan J, Dussor, G. Activation of TRPV4 on dural afferents produces
headache-related behavior in a preclinical rat model. Cephalalgia, 2011; 31: 1595-1600.

Takeda M, Tsuboi Y, Kitagawa J, Nakagawa K, Iwata K, Matsumoto S. Potassium channels
as a potential therapeutic target for trigeminal neuropathic and inflammatory pain. Mol Pain,
2011; 10: 7-5.

Pietrobon D, Moskowitz MA. Pathophysiology of migraine. Annu Rev Physiol, 2013; 75: 365-
391.

Burstein R, Noseda R, Borsook D. Migraine: multiple processes, complex pathophysiology. J
Neurosci, 2015; 35(17):6619-6629.

Stewart WF, Shechter A, Rasmussen BK. Migraine prevalence. A review of population-based
studies. Neurology,1994; 44: S17-S23.

Leonardi M, Steiner TJ, Scher AT, Lipton RB. The global burden of migraine: measuring
disability in headache disorders with WHO’s classification of functioning, disability and health
(ICF). J Headache Pain, 2005; 6: 429-440.

Bigal ME, Lipton RB. The epidemiology, burden, and comorbidities of migraine. Neurol
Clin,2009; 27: 321-334.

Headache Classification Committee of the International Headache Society (IHS). The
international classification of headache disorders, 3rd edition (beta version). Cephalalgia, 2013;
33: 629-808.

Kelman L. The premonitory symptoms (prodrome): a tertiary care study of 893 migraineurs.
Headache,2004; 44: 865— 872.

Schoonman GG, Evers DJ, Terwindt GM, van Dijk JG, Ferrari MD. The prevalence of
premonitory symptoms in migraine: a questionnaire study in 461 patients. Cephalalgia,2006; 26:
1209 -1213.

Cutrer FM, Olesen J. Migraine with aura and their suforms. In: Olesen J, Goadsby PJ, Ramadan
N, Tfelt-Hansen J, Welch KM eds. The headaches. 2006; 407-421. Baltimore, MD: Lippincott,
Williams and Wilkins.

Silberstein SD. Migraine symptoms: results of a survey of self-reported migraineurs. Headache,
1995; 35: 387-396.

Lipton RB, Stewart WF, Diamond S, Diamond ML, Reed M. Prevalence and burden of
migraine in the United States: data from the American Migraine Study II. Headache, 2001; 41:
646-657.

Kelman L, Tanis D. The relationship between migraine pain and other associated symptoms.
Cephalalgia, 2006; 26: 548 —553.

Bozoghlanian M, Vasudevan S. Migraine pathophysiology. Pain Manag, 2011; 1(4): 337-352.

Wolff HG, Marcussen RM, Kunkle EC. Studies on headache; analysis of the contractile state
of the cranial vascular tree in migraine. Trans Am Neurol Assoc, 1948; 73: 14-17.

73



40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

Graham JR, Wolf HG. Mechanism of migraine headache and action of ergotamine tartrate.
Arch. Neurol. Psychiatry, 1938; 39: 737—-763.

De Vries P, Willems EW, Heiligers JP, Villalon CM, Saxena PR. Pharmacological aspects of
experimental headache models in relation to acute antimigraine therapy. Eur. J. Pharmacol, 1999;
37:61-74.

Willems EW, Valdivia LF, Villalon CM, Saxena PR. Possible role of a-adrenoceptor subtypes
in acute migraine therapy. Cephalalgia, 2003; 23, 245-257.

De Vries P, Heiligers JPC, Villalon CM, Saxena PR. Blockade of porcine carotid vascular
response to sumatriptan by GR127935, a selective 5-HT1D receptor antagonist. Br. J. Pharmacol,
1998; 118: 85— 92.

De Vries P, Sanchez-Lopez A, Centrurion D, Heiligers JPC, Saxena PR, Villalon CM. The
canine external carotid vasoconstrictor 5-HT1 receptor: blockade by 5-HT1B (SB224289), but
not by 5-HT1D (BRL15572) receptor antagonists. Eur. J. Pharmacol, 1998; 362: 69— 72.

Moskowitz MA. Neurogenic inflammation in the pathophysiology and treatment of migraine.
Neurology,1993; 43: S16— S20.

Moskowitz MA. Pathophysiology of headache--past and present. Headache. 2007; 47(1): 58-63.
Moskowitz MA. Trigeminovascular system. Cephalalgia, 1992; 12: 127.
Moskowitz MA. Basic mechanisms in vascular headache. Neurol. Clin,1990; 8: 801- 815.

Dimitriadou V, Buzzi MG, Moskowitz MA, Theoharides TC. Trigeminal sensory fiber
stimulation induces morphological changes reflecting secretion in rat dura mater mast cells.
Neuroscience, 1991; 44: 97-112.

Peroutka SJ. Neurogenic inflammation and migraine: implications for the therapeutics. Mol
Interv, 2005; 5(5): 304-311.

Arulmani U, VanDenBrink AM, Villalon CM, Saxena PR. Calcitonin gene-related peptide and
its role in migraine pathophysiology. Eur. J. Pharmacol, 2004; 500: 315— 330.

Costa C, Tozzi A, Rainero I, Cupini LM, Calabresi P, Ayata C et al. Cortical spreading
depression as a target for anti-migraine agents. J Headache Pain, 2013; 14(1): 62.

Charles AC, Baca SM. Cortical spreading depression and migraine. Nat Rev Neurol, 2013;
9(11): 637-644.

Karatas H, Erdener SE, Gursoy-Ozdemir Y, Lule S, Eren-Kocak E, Sen ZD et al. Spreading
depression triggers headache by activating neuronal Panx1 channels. Science, 2013; 339: 1092—
1095.

Chang JC, Shook LL, Biag J, Nguyen EN, Toga AW, Charles AC. Biphasic direct current
shift, haemoglobin desaturation and neurovascular uncoupling in cortical spreading depression.
Brain, 2010; 133: 996-1012.

Poyner DR, Sexton PM, Marshall I, Smith DM, Quirion R, Born W et al. International Union
of Pharmacology: XXXII. The mammalian calcitonin gene-related peptides, adrenomedullin,
amylin, and calcitonin receptors. Pharmacol. Rev. 2002; 54: 233-246.

Wimalawansa SJ. Blood pressure and cardiovascular tone: role of CGRP family of peptides.
Scientific World, 2001; 1: 32.

Wimalawansa SJ.Calcitonin gene-related peptide and its receptors: molecular genetics,
physiology, pathophysiology, and therapeutic potentials. Endocr. Rev, 1996; 17: 533— 585.

Bell D, McDermott BJ. Calcitonin gene-related peptide in the cardiovascular system:
characterization of receptor populations and their (patho) physiological significance. Pharmacol.
Rev, 1996; 48: 253-288.

74



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

Hagner S, Haberberger RV, Overkamp D, Hoffmann R, Voigt KH, McGregor GP.
Expression and distribution of calcitonin receptor-like receptor in human hairy skin.
Peptides,2002a; 23: 109- 116.

Hagner S, Knauer J, Haberberger R, Goke B, Voigt K, McGregor GP. Calcitonin receptor-
like receptor is expressed on gastrointestinal immune cells. Digestion, 2002b; 66: 197-203.

Hagner S, Stahl U, Knoblauch B, McGregor GP, Lang RE. Calcitonin receptor-like receptor:
identification and distribution in human peripheral tissues. Cell Tissue Res.2002c; 310, 41— 50.

Kaygisiz Z, Erksap N, Uyar R, Kabadere S, Kabadere TE, Dernek S. The effect of
adrenomedullin, amylin fragment 8-37 and calcitonin gene-related peptide on contractile force,
heart rate and coronary perfusion pressure in isolated rat hearts. Acta Physiol. Hung, 2003; 90:
133- 146.

Saetrum Opgaard O, Hasbak P, de Vries R. Saxena PR, Edvinsson L. Positive inotropy
mediated via CGRP receptors in isolated human myocardial trabeculae. Eur. J. Pharmacol, 2000;
397: 373-382.

van Rossum D, Hanisch UK, Quirion R. Neuroanatomical localization, pharmacological
characterization and functions of CGRP, related peptides and their receptors. Neurosci. Biobehav.
Rev, 1997; 21: 649- 678.

Powell KJ, Ma W, Sutak M, Doods H, Quirion R, Jnhamandas K. Blockade and reversal of
spinal morphine tolerance by peptide and non-peptide calcitonin gene-related peptide receptor
antagonists. Br. J. Pharmacol, 2000; 131: 875 884.

Rossi SG, Dickerson IM, Rotundo RL. Localization of the calcitonin gene-related peptide
receptor complex at the vertebrate neuromuscular junction and its role in regulating
acetylcholinesterase expression. J. Biol. Chem, 2003; 278: 24994— 25000.

Yallampalli C, Chauhan M, Thota CS, Kondapaka S, Wimalawansa SJ. Calcitonin gene-
related peptide in pregnancy and its emerging receptor heterogeneity. Trends Endocrinol. Metab,
2002; 13: 263- 269.

Russo AF. Calcitonin gene-related peptide (CGRP): a new target for migraine. Annu Rev
Pharmacol Toxicol, 2015; 55: 533-552.

Morara S, Rosina A, Provini L, Forloni G, Caretti A, Wimalawansa SJ. Calcitonin gene-
related peptide receptor expression in the neurons and glia of developing rat cerebellum: an
autoradiographic and immunohistochemical analysis. Neuroscience, 2000; 100: 381- 391.

Segond von Banchet G, Pastor A, Biskup C, Schlegel C, Benndorf K, Schaible HG.
Localization of functional calcitonin gene-related peptide binding sites in a subpopulation of
cultured dorsal root ganglion neurons. Neuroscience, 2002; 110: 131 145.

Ohtori S, Takahashi K, Chiba T, Yamagata M, Sameda H, Moriya H. Substance P and
calcitonin gene-related peptide immunoreactive sensory DRG neurons innervating the lumbar
intervertebral discs in rats. Ann. Anat, 2002; 184: 235- 240.

Ursell PC, Ren CL, Danilo Jr P. Anatomic distribution of autonomic neural tissue in the
developing dog heart: Il. Nonadrenergic noncholinergic innervation by calcitonin gene-related
peptide-immunoreactive tissue. Anat. Rec, 1991; 230: 531 538.

de Hoon JN, Pickkers P, Smits P, Struijker-Boudier HA, Van Bortel LM. Calcitonin gene-
related peptide: exploring its vasodilating mechanism of action in humans. Clin. Pharmacol. Ther,
2003; 73: 312-321.

Springer J, Amadesi S, Trevisani M, Harrison S, Dinh QT, McGregor GP et al. Effects of
alpha calcitonin gene-related peptide in human bronchial smooth muscle and pulmonary artery.
Regul. Pept, 2004; 118: 127-134.

Arulmozhi DK, Veeranjaneyulu A, Bodhankar SL. Migraine: current concepts and emerging
therapies. Vascul Pharmacol, 2005; 43(3): 176-187.

75



77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.
93.

94,

95.

96.

97.

Villalo'n CM, Centurio'n D, Valdivia LF, De Vries P, Saxena PR. An introduction to
migraine: from ancient treatment to functional pharmacology and antimigraine therapy. Proc.
West Pharmacol. Soc, 2002; 45: 199- 210.

Welch KM. Concepts of migraine headache pathogenesis: insights into mechanisms of chronicity
and new drug targets. Neurol. Sci, 2003; 24 (Suppl. 2): S149- S153.

Messlinger K. Migraine: where and how does the pain originate? Exp Brain Res, 2009; 196(1):
179-193.

Lassen LH, Haderslev PA, Jacobsen VB, Iversen HK, Sperling B, Olesen J. CGRP may play
a causative role in migraine. Cephalalgia, 2002; 22: 54— 61.

Lassen LH, Christiansen 1, Iversen HK, Jansen-Olesen I, Olesen J. The effect of nitric oxide
synthase inhibition on histamine induced headache and arterial dilatation in migraineurs.
Cephalalgia,2003; 23: 877— 886.

Thomsen LL, Olesen J. Nitric oxide in primary headaches. Curr. Opin. Neurol, 2001; 14: 315—
321.

Akerman S, Williamson DJ, Kaube H, Goadsby PJ. Nitric oxide synthase inhibitors can
antagonize neurogenic and calcitonin gene related peptide induced dilation of dural meningeal
vessels. Br. J. Pharmacol, 2002; 137: 62-68.

Ray BS, Wolff HG. Experimental studies on headache. Pain-sensitive structures of the head and
their significance in headache. Arch Surg, 1940; 41: 813-556.

Keller JT, Marfurt CF. Peptidergic and serotoninergic innervation of the rat dura mater. J Comp
Neurol ,1991; 309: 515-534.

Uddman R, Edvinsson L, Ekman R, Kingman T, McCulloch J. Innervation of the feline
cerebral vasculature by nerve fibers containing calcitonin gene-related peptide: trigeminal origin
and co-existence with substance P. Neurosci Lett, 1985; 62: 131-136.

Marfurt CF. The central projection of trigeminal primary afferent neurons in the cat as
determined by the transganglionic transport of horseradish peroxidase. J Comp Neurol, 1981;
203: 785-798.

Basbaum Al, Bautista DM, Scherrer G, Julius D. Cellular and molecular mechanisms of pain.
Cell, 2009; 139: 267-284.

Burstein R, Yamamura H, Malick A, Strassman AM. Chemical stimulation of the intracranial
dura induces enhanced responses to facial stimulation in brain stem trigeminal neurons. J
Neurophysiol, 1998; 79: 964-982.

Liu Y, Broman J, Edvinsson L. Central projections of the sensory innervation of the rat middle
meningeal artery. Brain Res, 2008; 1208: 103-110.

Woolfall P, Coulthard A. Trigeminal nerve: anatomy and pathology. Br J Radiol, 2001; 74(881):
458-467.

Markman S. Referred pain. J N J Dent Assoc, 2014; 85(2): 26-29.

Zhao J, Levy D. The sensory innervation of the calvarial periosteum is nociceptive and
contributes to headache-like behavior. Pain, 2014; 155(7): 1392-1400.

Schueler M, Neuhuber WL, De Col R. Innervation of rat and human Dura mater and pericranial
tissues in the parieto-temporal region by meningeal afferents. Headache, 2014; 54(6): 996-1009.

Wei X, Melemedjian OK, Ahn DD-U, Weinstein N, Dussor G. Dural fibroblasts play a
potential role in headache pathophysiology. Pain, 2014; 155(7): 1238-1244.

Burgos-Vega C, Moy J, Dussor G. Meningeal Afferent Signaling and the Pathophysiology of
Migraine. Prog Mol Biol Transl Sci, 2015; 131: 537-564.

Sixt M-L, Messlinger K, Fischer MJM. Calcitonin gene-related peptide receptor antagonist
olcegepant acts in the spinal trigeminal nucleus. Brain, 2009; 132(pt 11): 3134-3141.

76



98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

Rozniecki JJ, Dimitriadou V, Lambracht-Hall M, Pang X, Theoharides TC. Morphological
and functional demonstration of rat dura mater mast cell-neuron interactions in vitro and in vivo.
Brain Res, 1999; 849(1-2): 1-15.

Zhang X-C, Levy D. Modulation of meningeal nociceptors mechanosensitivity by peripheral
proteinase-activated receptor-2: the role of mast cells. Cephalalgia, 2008; 28(3): 276-284.

Baun M, Pedersen MHF, Olesen J, Jansen-Olesen I. Dural mast cell degranulation is a putative
mechanism for headache induced by PACAP-38. Cephalalgia, 2012; 32(4): 337-345.

Messlinger K, Lennerz JK, Eberhardt M, Fischer MJM. CGRP and NO in the trigeminal
system: mechanisms and role in headache generation. Headache, 2012; 52(9): 1411-1427.

Levy D. Endogenous mechanisms underlying the activation and sensitization of meningeal
nociceptors: the role of immuno-vascular interactions and cortical spreading depression. Curr
Pain Headache Rep, 2012; 16(3): 270-277.

Levy D, Burstein R, Strassman AM. Calcitonin gene-related peptide does not excite or sensitize
meningeal nociceptors: implications for the pathophysiology of migraine. Ann Neurol, 2005;
58(5): 698-705.

Edelmayer RM, Le LN, Yan J, Wei X, Nassini R, Materazzi S et al. Activation of TRPAL1 on
dural afferents: a potential mechanism of headache pain. Pain, 2012; 153(9): 1949-1958.

Strassman AM, Levy D. Response properties of dural nociceptors in relation to headache.J
Neurophysio,. 2006; 95(3): 1298-1306.

Bernstein C, Burstein R. Sensitization of the trigeminovascular pathway: perspective and
implications to migraine pathophysiology. J Clin Neurol, 2012; 8(2): 89-99.

Goadsby PJ, Charbit AR, Andreou AP, Akerman S. Neurobiology of migraine.Neuroscience,
2009; 161(2): 327-341.

Levy D. Migraine pain, meningeal inflammation, and mast cells. Curr Pain Headache Rep, 2009;
13(3): 237-240.

Goadsby PJ, Edvinsson L. The trigeminovascular system and migraine: studies characterizing
cerebrovascular and neuropeptide changes seen in humans and cats. Ann Neurol, 1993; 33(1): 48—
56.

Tanure MTA, Gomez RS, Hurtado RCL, Teixeira AL, Domingues RB. Increased serum
levels of brain-derived neurotropic factor during migraine attacks: a pilot study.J Headache Pain,
2010; 11(5): 427-430.

Uzar E, Evliyaoglu O, Yucel Y, Ugur Cevik M, Acar A, Guzel | et al. Serum cytokine and
pro-brain natriuretic peptide (BNP) levels in patients with migraine. Eur Rev Med Pharmacol Sci,
2011; 15(10): 1111-1116.

Wang F, He Q, Ren Z, Li F, Chen W, Lin X et al. Association of serum levels of intercellular
adhesion molecule-1 and interleukin-6 with migraine. Neurol Sci, 2014; 23: 1-6.

Wemmie JA, Price MP, Welsh MJ. Acid-sensing ion channels: advances, questions and
therapeutic opportunities. Trends Neurosci, 2006; 29: 578-586.

Lingueglia E. Acid-sensing ion channels in sensory perception. J Biol Chem, 2007; 282: 17325-
17329.

Waldmann R, Champigny G, Voilley N, Lauritzen I, Lazdunski M. The mammalian
degenerin MDEG, an amiloride-sensitive cation channel activated by mutations causing
neurodegeneration in Caenorhabditis elegans. J Biol Chem, 1996; 271: 10433-10436.

Mamet J, Baron A, Lazdunski M, Voilley N. Prolnflammatory Mediators, Stimulators of
Sensory Neuron Excitability via the Expression of Acid-Sensing lon Channels. J Neurosci, 2002;
22:10662-10670.

77



117.

118.

119.

120.

121.

122,

123.

124,

125.

126.

127.

128.

129.
130.

131.

132.

133.
134.

135.

136.

137.

Voilley N, de Weille J, Mamet J, Lazdunski M. Nonsteroid anti-inflammatory drugs inhibit
both the activity and the inflammation-induced expression of acid-sensing ion channels in
nociceptors. J Neurosci, 2001; 21: 8026-8033.

Yagi J, Wenk HN, Naves LA, McCleskey EW. Sustained currents through ASIC3 ion channels
at the modest pH changes that occur during myocardial ischemia. Circ Res, 2006; 99: 501-509.

Waldmann R, Bassilana F, de Weille J, Champigny G, Heurteaux C, Lazdunski M.
Molecular cloning of a non-inactivating proton-gated Na+ channel specific for sensory neurons.
J Biol Chem, 1997; 272: 20975-20978.

Jones RC 3rd, Xu L, Gebhart GF. The mechanosensitivity of mouse colon afferent fibers and
their sensitization by inflammatory mediators require transient receptor potential vanilloid 1 and
acidsensing ion channel 3. J Neurosci, 2005; 25: 10981-10989.

Molliver DC, Immke DC, Fierro L, Pare M, Rice FL, McCleskey EW. ASIC3, an acid-sensing
ion channel, is expressed in metaboreceptive sensory neurons. Mol Pain, 2005; 1: 35.

Page AJ, Brierley SM, Martin CM et al. Different contributions of ASIC channels 1a, 2, and 3
in gastrointestinal mechanosensory function. Gut, 2005; 54:1408-1415.

Sutherland SP, Benson CJ, Adelman JP, McCleskey EW. Acid-sensing ion channel 3 matches
the acid-gated current in cardiac ischemia-sensing neurons. Proc Natl Acad Sci USA, 2001; 98:
711-716.

Deval E, Noél J, Gasull X, Delaunay A, Alloui A, Friend V et al. Acid-sensing ion channels in
postoperative pain. J Neurosci, 2011; 31: 6059-6066.

KA, Radhakrishnan R, Benson CJ, Eshcol JO, Price MP, Babinski K et al. ASIC3 in muscle
mediates mechanical, but not heat, hyperalgesia associated with muscle inflammation. Pain,
2007; 129: 102-112.

Burstein R. Deconstructing migraine headache into peripheral and central sensitization. Pain,
2001; 89: 107-110.

Durham PL, Masterson CG. Two mechanisms involved in trigeminal CGRP release:
implications for migraine treatment. Headache, 2013; 53: 67-80.

Yan J, Wei X, Bischoff C, Edelmayer RM, Dussor G. pH-Evoked Dural Afferent Signaling Is
Mediated by ASIC3 and Is Sensitized by Mast Cell Mediators. Headache, 2013; 53: 1250-1261.

Burnstock G. P2X receptors in sensory neurones. Br J Anaesth, 2000; 84: 476-488.

Ford AP. In pursuit of P2X3 antagonists: novel therapeutics for chronic pain and afferent
sensitization. Purinergic Signal, 2012; 8: 3-26.

Burnstock G. Purinergic P2 receptors as targets for novel analgesics. Pharmacol Ther, 2006;
110: 433-454.

Chen CC, Akopian AN, Sivilotti L, Colquhoun D, Burnstock G, Wood JN. A P2X
purinoceptor expressed by a subset of sensory neurons. Nature, 1995; 377: 428-431.

North RA. Molecular physiology of P2X receptors. Physiol Rev, 2002; 82: 1013-1067.

Staikopoulos V, Sessle BJ, Furness JB, Jennings EA. Localization of P2X2 and P2X3 receptors
in rat trigeminal ganglion neurons. Neuroscience, 2007; 144: 208-216.

Bradbury EJ, Burnstock G, McMahon SB. The expression of P2X3 purinoreceptors in sensory
neurons: effects of axotomy and glial-derived neurotrophic factor. Mol Cell Neurosci, 1998; 12:
256-268.

Ruan HZ, Moules E, Burnstock G. Changes in P2X3 purinoceptors in sensory ganglia of the
mouse during embryonic and postnatal development. Histochem Cell Biol, 2004; 122: 539-551.

Ambalavanar R, Moritani M, Dessem D. Trigeminal P2X3 receptor expression differs from
dorsal root ganglion and is modulated by deep tissue inflammation. Pain, 2005; 117: 280-291.

78



138.

139.

140.

141,

142,

143.

144,

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152,

153.

154,

155.

156.

Gribkoff VK, Starrett JE Jr, Dworetzky Sl. Maxi-K potassium channels: form, function, and
modulation of a class of endogenous regulators of intracellular calcium. Neuroscientist, 2001; 7:
166-177.

Robitaille R, Charlton MP. Presynaptic calcium signals and transmitter release are modulated
by calcium-activated potassium channels. J Neurosci, 1992; 12; 297-305.

Akerman S, Holland PR, Lasalandra MP, Goadsby PJ. Inhibition of trigeminovascular dural
nociceptive afferents by Ca(2+)-activated K(+) (MaxiK/BK(Ca)) channel opening. Pain, 2010;
151: 128-136.

Ramsey IS, Delling M, Clapham DE. An introduction to TRP channels. Annu Rev Physiol,
2006; 68: 619-647.

Liu M, Liu MC, Magoulas C, Priestley JV, Willmott NJ. Versatile regulation of cytosolic
Ca2+ by vanilloid receptor I in rat dorsal root ganglion neurons. J Biol Chem, 2003; 278: 5462—
5472.

Karai LJ, Russell JT, ladarola MJ, Olah Z. Vanilloid receptor 1 regulates multiple calcium
compartments and contributes to Ca2+-induced Ca2+ release in sensory neurons. J Biol Chem,
2004; 279: 16377-16387.

Vriens J, Appendino G, Nilius B. Pharmacology of vanilloid transient receptor potential cation
channels. Mol Pharmacol, 2009; 75: 1262-1279.

Numazaki M, Tominaga M. Nociception and TRP Channels. Curr Drug Targets CNS Neurol
Disord, 2004; 3: 479-485.

Kelman L. The triggers or precipitants of the acute migraine attack. Cephalalgia, 2007; 27(5):
394-402.

Wantke F, Focke M, Hemmer W, Bracun R, Wolf-Abdolvahab S, Gotz M et al. Exposure to
formaldehyde and phenol during an anatomy dissecting course: sensitizing potency of
formaldehyde in medical students. Allergy, 2000; 55(1): 84-87.

Nassini R, Materazzi S, Vriens J, Prenen J, Benemei S, De Siena G et al. The “headache tree”
via umbellulone and TRPAL activates the trigeminovascular system. Brain, 2012;135(pt 2): 376—
390.

Kunkler PE, Ballard CJ, Oxford GS, Hurley JH. TRPA1 receptors mediate environmental
irritant-induced meningeal vasodilatation. Pain, 2011;152(1): 38-44.

Guo A, Vulchanova L, Wang J, Li X, Elde R. Immunocytochemical localization of the vanilloid
receptor 1 (VR1): relationship to neuropeptides, the P2X3 purinoceptor and IB4 binding sites.
Eur J Neurosci, 1999; 11: 946-958.

Ichikawa H, Sugimoto T. VR1-immunoreactive primary sensory neurons in the rat trigeminal
ganglion. Brain Res, 2001; 890: 184-188.

Caterina MJ, Julius D. The vanilloid receptor: a molecular gateway to the pain pathway. Annu
Rev Neurosci, 2001; 24: 487-517.

Jordt SE, Tominaga M, Julius D. Acid potentiation of the capsaicin receptor determined by a
key extracellular site. Proc Natl Acad Sci USA, 2000; 97: 8134-8139.

Doods H, Arndt K, Rudolf K, Just S. CGRP antagonists: unravelling the role of CGRP in
migraine. Trends Pharmacol Sci, 2007; 28: 580-587.

Akerman S, Kaube H, Goadsby PJ. Vanilloid type 1 receptors (VR1) on trigeminal sensory
nevre fibres play a minor role in neurogenic dural vasodilatation, and are involved in capsaicin-
induced dural dilation. Br J Pharmacol, 2003; 140: 718-724.

Strassman AM, Raymond SA, Burstein R. Sensitization of meningeal sensory neurons and the
origin of headaches. Nature, 1996; 384(6609): 560-564.

79



157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.
173.

174.

175.

176.

177.

178.

Liedtke W, Tobin DM, Bargmann CI, Friedman JM. Mammalian TRPV4 (VR-OAC) directs
behavioral responses to osmotic and mechanical stimuli in Caenorhabditis elegans. Proc Natl
Acad Sci USA, 2003; 100(suppl 2): 14531-14536.

Vriens J, Watanabe H, Janssens A, Droogmans G, Voets T, Nilius B. Cell swelling, heat,and
chemical agonists use distinct pathways for the activation of the cation channel TRPV4. Proc
Natl Acad Sci USA, 2004; 101(1): 396-401.

Watanabe H, Davis JB, Smart D, Jerman JC, Smith GD, Hayes P et al. Activation of TRPV4
channels (hWRL-2/ mTRP12) by phorbol derivatives. J Biol Chem, 2002; 277(16): 13569-13577.

Liedtke W, Choe Y, Marti-Renom MA, Bell AM, Denis CS, Sali A et al. Vanilloid receptor-
related osmotically activated channel (VR-OAC), a candidate vertebrate osmoreceptor. Cell,
2000; 103(3): 525-535.

McKemy DD, Neuhausser WM, Julius D. Identification of a cold receptor reveals a general
role for TRP channels in thermosensation. Nature, 2002; 416(6876): 52-58.

Knowlton WM, Palkar R, Lippoldt EK, McCoy DD, Baluch F, Chen J et al. A sensory-
labeled line for cold: TRPMS8- expressing sensory neurons define the cellular basis for cold, cold
pain, and coolingmediated analgesia. J Neurosci, 2013; 33(7): 2837-2848.

Peier AM, Mogrich A, Hergarden AC, Reeve AJ, Andersson DA, Story GM et al. A TRP
channel that senses cold stimuli and menthol. Cell, 2002; 108(5): 705-715.

Bautista DM, Siemens J, Glazer JM, Tsuruda PR, Basbaum Al, Stucky CL et al. The
menthol receptor TRPMS8 is the principal detector of environmental cold. Nature, 2007; 448: 204—
208.

Colburn RW, Lubin ML, Stone DJ Jr, Wang Y, Lawrence D, D'Andrea MR et al. Attenuated
cold sensitivity in TRPM8 null mice.Neuron, 2007; 54: 379-386.

Dhaka A, Murray AN, Mathur J, Earley TJ, Petrus MJ, Patapoutian A. TRPM8 is required
for cold sensation in mice. Neuron, 2007; 54: 371-378.

Venkatachalam K, Montell C. TRP channels. Annu. Rev. Biochem, 2007; 76: 387—417.

Wu LJ, Sweet TB, Clapham DE. International union of basic and clinical pharmacology.
LXXVI. Current progress in the mammalian TRP ion channel family. Pharmacol. Rev, 2010; 62:
381-404.

Clapham DE. TRP channels as cellular sensors. Nature, 2003; 426: 517-524.

Montell C. Physiology, phylogeny, and functions of the TRP superfamily of cation channels.
Sci. STKE, 2001; 90, rel.

Benemei S, De Cesaris F, Fusi C, Rossi E, Lupi C, Geppetti P. TRPAL and other TRP
channels in migraine. J. Headache Pain, 2013; 14: 71.

Julius D. TRP channels and pain. Ann. Rev. Cell Dev. Biol, 2013; 29: 355-384.

Meents JE, Neeb L, Reuter U. TRPV1 in migraine pathophysiology. Trends Mol. Med, 2010;
16: 153-159.

Mickle AD, Shepherd AJ, Mohapatra DP. Sensory TRP channels: The key transducers of
nociception and pain. Prog. Mol. Biol. Transl. Sci, 2015; 131: 73-118.

Moran MM, McAlexander MA, Biro T, Szallasi A. Transient receptor potential channels as
therapeutic targets. Nat. Rev. Drug Discov, 2011; 10: 601-620.

Patapoutian A, Tate S, Woolf CJ. Transient receptor potential channels: Targeting pain at the
source. Nat. Rev. Drug Discov, 2009; 8: 55-68.

Mickle AD, Shepherd AJ, Mohapatra DP. Nociceptive TRP Channels: Sensory Detectors and
Transducers in Multiple Pain Pathologies. Pharmaceuticals (Basel), 2016; 14: 9(4). pii: E72.

Liedtke W. TRPV channels' role in osmotransduction an mechanotransduction. Handb. Exp.
Pharmacol, 2007; 473-487.

80



179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194,

195.

196.

197.

Colbert HA, Smith TL, Bargmann CIl. OSM-9, a novel protein with structural similarity to
channels, is required for olfaction, mechanosensation, and olfactory adaptation in Caenorhabditis
elegans. J. Neurosci. 1997; 17: 8259-8269.

Bautista DM, Jordt SE, Nikai T, Tsuruda PR, Read AJ, Poblete J et al. TRPA1 mediates the
inflammatory actions of environmental irritants and proalgesic agents. Cell, 2006; 124: 1269-
1282.

Kwan KY, Allchorne AJ, Vollrath MA, Christensen AP, Zhang DS, Woolf CJ et al. TRPA1
contributes to cold, mechanical, and chemical nociception but is not essential for hair-cell
transduction. Neuron, 2006; 50: 277-289.

Obata K, Katsura H,Mizushima T, Yamanaka H, Kobayashi K, Dai Y et al. TRPAL induced
in sensory neurons contributes to cold hyperalgesia after inflammation and nerve injury. J. Clin.
Invest, 2005; 115: 2393-2401.

Corey DP, Garcia-Anoveros J, Holt JR, Kwan KY, Lin SY, Vollrath MA etal. TRPAl isa
candidate for the mechanosensitive transduction channel of vertebrate hair cells. Nature, 2004;
432: 723-730.

Tabuchi K, Suzuki M, Mizuno A, Hara A. Hearing impairment in TRPV4 knockout mice.
Neurosci. Lett, 2005; 382: 304-308.

Nagata K, Duggan A, Kumar G, Garcia-Anoveros J. Nociceptor and hair cell transducer
properties of TRPAL, a channel for pain and hearing. J. Neurosci, 2005; 25: 4052—-4061.

Gao X, Wu L, O'Neil RG. Temperature-modulated diversity of TRPV4 channel gating:
activation by physical stresses and phorbol ester derivatives through protein kinase C-dependent
and —independent pathways. J. Biol. Chem, 2003; 278: 27129-27137.

Pare M, Elde R, Mazurkiewicz JE, Smith AM, Rice FL. The Meissner corpuscle revised: a
multiafferented mechanoreceptor with nociceptor immunochemical properties. J. Neurosci,2001;
21: 7236-7246.

Szallasi A, Cortright DN, Blum CA, Eid SR. The vanilloid receptor TRPV1: 10 years from
channel cloning to antagonist proof-of-concept. Nat Rev Drug Discov, 2007; 6(5): 357-372.

Krause JE, Chenard BL, Cortright DN. Transient receptor potential ion channels as targets for
the discovery of pain therapeutics. Curr Opin Investig Drugs, 2005; 6(1): 48-57.

Christoph T, Gillen C, Mika J, Griinweller A, Schifer MK, Schiene K et al. Antinociceptive
effect of antisense oligonucleotides against the vanilloid receptor VR1/TRPV1. Neurochem Int,
2007; 50(1): 281-290.

Woolf CJ, Salter MW. Neuronal plasticity: increasing the gain in pain. Science, 2000; 288:
1765-1769.

Ramsey 1S, Delling M, Clapham DE. An introduction to TRP channels. Annu. Rev. Physiol,
2006; 68: 619-647.

Scodding JW. Peripheral Neuropathies. In: Textbook of pain, 4th ed., edited by Wall PD and
Melzack R. Edinburgh: Churchill Livingstone, 1999; 815-834.

Durham PL. Calcitonin gene-related peptide (CGRP) and migraine. Headache,2006; 46: (Suppl.
1) S3-S8.

Szallasi A, Blumberg PM. Vanilloid (Capsaicin) receptors and mechanisms. Pharmacol, 1999;
51: 159-212.

McVey DC, Vigna SR. The capsaicin VR1 receptor mediates substance P release in toxin A-
induced enteritis in rats. Peptides, 2001; 22: 1439-1446.

Stander S, Moormann C,Schumacher M, Buddenkotte J, Artuc M, Shpacovitch V et al.
Expression of vanilloid receptor subtype 1 in cutaneous sensory nerve fibers, mast cells, and
epithelial cells of appendage structures. Exp. Dermatol, 2004; 13: 129-139.

81



198.

199.

200.

201.

202.

203.

204,

205.

206.

207.

208.
209.
210.

211

212.

213.

214,

215.

216.

Meents JE, Hoffmann J, Chaplan SR, Neeb L, Schuh-Hofer S,Wickenden A et al. Two
TRPV1 receptor antagonists are effective in two different experimental models of migraine. J.
Headache Pain, 2015; 16: 57.

Evaluation of Civamide (Zucapsaicin) in Treatment of Postherpetic Neuroalgia and Post-
Incisional Neuralgia. Clinical Trials.gov, 2014. Available online:
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00845923?term=zucapsaicin&rank=4 (accessed on 28
October 2016).

Chasman DI, Schurks M, Anttila V, de Vries B, Schminke U, Launer LJ et al. Genome-wide
association study reveals three susceptibility loci for common migraine in the general population.
Nat. Genet, 2011; 43: 695-698.

Haas ET, Rowland K, Gautam M. Tooth injury increases expression of the cold sensitive trp
channel TRPA1 in trigeminal neurons. Arch. Oral Biol, 2011; 56: 1604—-16009.

Trevisan G, Benemei S, Materazzi S, De Logu F, De Siena G, Fusi C et al. TRPA1 mediates
trigeminal neuropathic pain in mice downstream of monocytes/macrophages and oxidative stress.
Brain, 2016; 139: 1361-1377.

Fusco BM, Barzoi G, Agro F. Repeated intranasal capsaicin applications to treat chronic
migraine. Br J Anaesth,2003; 90: 812

Fusco BM, Marabini S, Maggi CA, Fiore G, Geppetti P. Preventative effect of repeated nasal
applications of capsaicin in cluster headache. Pain, 1994; 59: 321-325

Geppetti P, Holzer P. Neurogenic inflammation.Edited by Geppetti P, Holzer P. CRC Press,
Boca Raton.1996.

Courteau JP, Cushman R, Bouchard F, Quevillon M, Chartrand A, Bherer L. Survey of
construction workers repeatedly exposed to chlorine over a three to six month period in a pulpmill:
I. Exposure and symptomatology. Occup Environ Med, 1994; 51: 219-224.

Peatfield RC. Relationships between food, wine, and beer-precipitated migrainous headaches.
Headache,1995; 35: 355-357

Irlbacher K, Meyer BU. Nasally triggered headache. Neurology, 2002; 58: 294
Roussos AP, Hirsch AR. Alliaceous Migraines. Headache, 2013: 12091

Cavanagh SR, Fitzgerald EJ, Urry HL. Emotion reactivity and regulation are associated with
psychological functioning following the 2011 earthquake, tsunami, and nuclear crisis in Japan.
Emotion, 2014; 14: 235-240.

Caterina MJ, Schumacher MA, Tominaga M, Rosen TA, Levine JD, Julius D. The capsaicin
receptor: A heatactivated ion channel in the pain pathway. Nature,1997; 389: 816—824.

Yeo EJ, Cho YS, Paik SK, Yoshida A, Park MJ, Ahn DK et al. Ultrastructural analysis of the
synaptic connectivity of TRPV1-expressing primary afferent terminals in the rat trigeminal caudal
nucleus. J. Comp. Neurol, 2010; 518: 4134—4146.

Carreno O, Corominas R, Fernandez-Morales J, Camina M, Sobrido M J, Fernandez-
Fernandez JM et al. SNP variants within the vanilloid TRPV1 and TRPV3 receptor genes are
associated with migraine in the Spanish population. Am. J. Med, Genet.2012; Part B 159B:
94-103.

Huang D, Li S, Dhaka A, Story GM,Cao YQ. Expression of the transient receptor potential
channels TRPV1, TRPA1 and TRPMS in mouse trigeminal primary afferent neurons innervating
the dura. Mol. Pain, 2012; 8: 66.

Evans MS, Cheng X, Jeffry JA, Disney KE, Premkumar LS. Sumatriptan inhibits TRPV1
channels in trigeminal neurons. Headache, 2012; 52: 773—784.

Szallasi A, Cortright DN, Blum CA, Eid SR. The vanilloid receptor TRPV1:10 years from
channel cloning to antagonist proof-of-concept. Nat. Rev. Drug Discovery, 2007; 6: 357-372.

82


https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00845923?term=zucapsaicin&rank=4

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

224,

225,

226.

227.

228.

229.

230.

231

232.

233.

234.

Gavva NR, Treanor JJ, Garami A, Fang L, Surapaneni S, Akrami A. Pharmacological
blockade of the vanilloid receptor TRPV1 elicits marked hyperthermia in humans. Pain, 2008;
136: 202-210.

Diamond S, Freitag F, Phillips SB, Bernstein JE, Saper JR. Intranasal civamide for the acute
treatment of migraine headache. Cephalalgia, 2000; 20: 597-602

Lambert GA, Davis JB, Appleby JM, Chizh BA, Hoskin KL, Zagami AS. The effects of the
TRPV1 receptor antagonist SB-705498 on trigeminovascular sensitisation and
neurotransmission. Naunyn-Schmiedeberg's Arch. Pharmacol, 2009; 380: 311-325.

Summ O, Holland PR, Akerman S, Goadsby PJ. TRPV1 receptor blockade is ineffective in
different in vivo models of migraine. Cephalalgia, 2011; 31: 172—180.

Kitahara T, Li HS, Balaban CD. Changes in transient receptor potential cation channel
superfamily V (TRPV) mRNA expression in the mouse inner ear ganglia after kanamycin
challenge. Hear. Res, 2005; 201: 132—-144.

Mizuno A, Matsumoto N, Imai M, Suzuki M. Impaired osmotic sensation in mice lacking
TRPV4. Am. J. Physiol.: Cell Physiol, 2003; 285: C96—101.

Burstein R, Cutrer MF, Yarnitsky D. The development of cutaneous allodynia during a
migraine attack clinical evidence for the sequential recruitment of spinal and supraspinal
nociceptive neurons in migraine. Brain, 2000; 123 (Pt 8): 1703—17009.

Jordt SE, Bautista DM, Chuang HH, McKemy DD, Zygmunt PM, Hogestatt ED et al.
Mustard oils and cannabinoids excite sensory nerve fibres through the TRP channel ANKTML.
Nature, 2004; 427: 260—265.

Sisignano M, Park CK, Angioni C, Zhang DD, von Hehn C, Cobos EJ et al. 5,6-EET is
released upon neuronal activity and induces mechanical pain hypersensitivity via TRPAL on
central afferent terminals. J. Neurosci, 2012; 32: 6364—6372.

Koivisto A, Chapman H, Jalava N, Korjamo T, Saarnilehto M, Lindstedt K et al. TRPA1: A
transducer and amplifier of pain and inflammation. Basic Clin. Pharmacol. Toxicol, 2014; 114
50-55.

Takashima Y, Ma L, McKemy DD. The development of peripheral cold neural circuits based
on TRPMS8 expression. Neuroscience, 2010;169:828-842.

Hondoh A, Ishida Y, Ugawa S, Ueda T, Shibata Y, Yamada T et al. Distinct expression of
cold receptors (TRPM8 and TRPAL1) in the rat nodose-petrosal ganglion complex. Brain Res,
2010; 1319: 60-69.

Yajima T, Sato T, Hosokawa H, Kondo T, Saito M, Shimauchi H et al. Distribution of
transient receptor potential melastatin-8- containing nerve fibers in rat oral and craniofacial
structures. Ann Anat, 2015; 201: 1-5.

Ficker E, Heinemann U. Slow and fast transient potassium currents in cultured rat hippocampus
cells. J Physiol (Lond), 1992; 445: 431-455.

Wu LG, Saggau P. Presynaptic inhibition of elicited neurotransmitter release. Trend Neurosci,
1997; 20: 204-212.

Everill B, Rizzo MA, Kocsis JD. Morphologically identified cutaneous afferent DRG neurons
express three different potassium currents in varying properties. J Neurophysiol, 1998; 79: 1814-
1824.

Takeda M, Tanimoto T, Ikeda M, Kadoi J, Matsumoto S. Activation of GABAB receptor
inhibits the excitability of rat small diameter trigeminal root ganglion neurons. Neuroscience,
2004; 123: 491-505.

Sarantopoulos CD, McCallum JB, Ringaud M, Fuchs A, Kwok WM, Hogan QH. Opposing
effects of spinal nerve ligation on calciumactivated potassium currents in axotomized and
adjacent mammalian primary afferent neurons. Brain Res, 2007; 1132: 84-99.

83



235.

236.

237.

238.

239.

240.

241.

242.

243.

244,

245,

246.

247.

248.

249.

250.

251.

252.

253.

Kawano T, Zoga V, McCallum JB, Wu HE, Gemes G, Liang MY, Abram S et al. ATP-
sensitive potassium currents in rat primary afferent neurons : Biophysical, pharmacological
properties, and alterations by painful nerve injury. Neuroscience, 2009; 162: 431-443.

Tsuboi Y, Takeda M, Tanimoto T, Ikeda M, Matsumoto S, Kitagawa J et al. Alternation of
the second branch of the trigeminal nerve activity following inferior alveolar nerve transection in
rats. Pain, 2004; 111: 323-334.

Kitagawa J, Takeda M, Suzuki I, Kadoi J, Tsuboi Y, Honda K et al. Mechanisms involved in
modulation of trigeminal primary afferent activity in rats with peripheral mononeuropathy. Eur J
Neurosci, 2006; 24: 1976-1986.

Ocana M, Del PE, Barrios M, Baeyens JM. Subgroups among mu-opioid receptor agonists
distinguished by ATP-sensitive Kp channel-acting drugs. Br J Pharmacol, 1995; 114: 1296-1302.

Ocana M, Barrios M, Baeyens JM. Cromakalim differentially enhances antinociception
induced by agonists of alpha(2)adrenoceptors, gamma-aminobutyric acid(B), mu and kappa
opioid receptors. J Pharmacol Exp Ther, 1996; 276: 1136-1142.

Vergoni AV, Scarano A, Bertolini A. Pinacidil potentiates morphine analgesia. Life Sci, 1992;
50: L135-L138.

Cunha TM, Roman-Campos D, Lotufo CM, Duarte HL, Souza GR, Verri Jr. WA et al.
Morphine peripheral analgesia depends on activation of the PI3Kgamma/ AKT/nNOS/NO/KATP
signaling pathway. Proc Natl Acad Sci USA. 2010; 107: 4442-4447.

Lohmann AB, Welch SP. ATP-gated K(+) channel openers enhance opioid antinociception:
indirect evidence for the release of endogenous opioid peptides. Eur J Pharmacol, 1999; 385:
119-127.

Welch SP, Dunlow LD. Antinociceptive activity of intrathecally administered potassium channel
openers and opioid agonists: a common mechanism of action? J Pharmacol Exp Ther, 1993; 267:
390-399.

Edwards G, Weston AH. Structure-activity relationships of K+ channel openers. Trends
Pharmacol Sci, 1990; 11: 417-422.

Diener H-C, Dodick DW, Goadsby PJ, Lipton RB, Olesen J, Silberstein SD. Chronic
migraine—classification, characteristics and treatment. Nat Rev Neurol, 2011; 8(3): 162-171.

Stovner LJ, Tronvik E, Hagen K. New drugs for migraine. J Headache Pain, 2009; 10(6): 395—
406.

Monteith TS, Goadsby PJ. Acute migraine therapy: new drugs and new approaches.Curr Treat
Options Neurol, 2010; 13(1): 1-14.

Tfelt-Hansen P, Olesen J. Taking the negative view of current migraine treatments. CNS Drugs,
2012; 26(5): 375-382.

Dodick D, Lipton RB, Martin V, Papademetriou V, Rosamond W, MaassenVanDenBrink
A et al. Consensus statement: cardiovascular safety profile of triptans (5-HT agonists) in the acute
treatment of migraine. Headache, 2004; 44(5): 414-425.

Evers S, Marziniak M. Clinical features, pathophysiology, and treatment of medicationoveruse
headache. Lancet Neurol, 2010; 9(4): 391-401.

Hazard E, Munakata J, Bigal ME, Rupnow MFT, Lipton RB. The burden of migraine in the
United States: current and emerging perspectives on disease management and economic analysis.
Value Health, 2009; 12(1): 55-64.

Kristoffersen ES, Lundqvist C. Medication-overuse headache: epidemiology, diagnosis and
treatment. Ther Adv Drug Saf, 2014; 5(2): 87-99.

Kristoffersen ES, Lundqvist C. Medication-overuse headache: a review. J Pain Res, 2014; 7:
367-378.

84



254,

255.

256.

257.

258.

259.

260.

261.

262.
263.

264.

265.

266.

267.

268.

269.

270.

271.

272.

273.

Chambers JB, Seed PT, Ridsdale L. Clopidogrel as prophylactic treatment for migraine: a pilot
randomised, controlled study. Cephalalgia, 2014; 34(14): 1163-1168.

Tso AR1, Goadsby PJ. New targets for migraine therapy. Curr Treat Options Neurol. 2014;
16(11): 318.

Goldstein DJ, Roon KI, Offen WW, Ramadan NM, Phebus LA, Johnson KW et al. Selective
seratonin 1F (5-HT(1F)) receptor agonist LY 334370 for acute migraine: a randomised controlled
trial. Lancet, 2001; 358(9289): 1230-1234.

Ziemann AE, Schnizler MK, Albert GW, Severson MA, Howard MA 3rd, Welsh MJ et al.
Seizure termination by acidosis depends on ASICla. Nat Neurosci, 2008; 11(7): 816-822.

Friese MA, Craner MJ, Etzensperger R et al. Acidsensing ion channel-1 contributes to axonal
degeneration in autoimmune inflammation of the central nervous system. Nat Med, 2007; 13(12):
1483-1489.

Holland PR, Akerman S, Andreou AP, Karsan N, Wemmie JA, Goadsby PJ. Acidsensing
ion channel 1: a novel therapeutic target for migraine with aura. Ann Neurol, 2012; 72(4): 559—
563.

Ma QP. Co-localization of 5-HT(1B/1D/1F) receptors and glutamate in trigeminal ganglia in rats.
Neuroreport, 2001; 12(8): 1589-1591.

Andreou AP, Goadsby PJ. Therapeutic potential of novel glutamate receptor antagonists in
migraine. Expert Opin Investig Drugs, 2009; 18(6): 789-803.

Ramadan NM. The link between glutamate and migraine. CNS Spectr, 2003; 8(6): 446-449.

Wei EP, Moskowitz MA, Boccalini P, Kontos HA. Calcitonin gene-related peptide mediates
nitroglycerin and sodium nitroprusside-induced vasodilation in feline cerebral arterioles. Circ
Res, 1992; 70(6): 1313-1319.

Afridi SK, Kaube H, Goadsby PJ. Glyceryl trinitrate triggers premonitory symptoms in
migraineurs. Pain, 2004; 110(3): 675-680.

Palmer J, Guillard F, Laurijssens B, Wentz AL, Dixon RM, Williams PM. A randomised,
single-blind, placebo-controlled, adaptive clinical trial of GW274150, a selective iNOS inhibitor,
in the treatment of acute migraine. Cephalalgia Int J Headache, 2009; 29: 124.

Hgivik HO, Laurijssens BE, Harnisch LO, Twomey CK, Dixon RM, Kirkham AJ et al. Lack
of efficacy of the selective iNOS inhibitor GW274150 in prophylaxis of migraine headache.
Cephalalgia Int J Headache, 2010; 30: 1458-1467.

Hou M, Uddman R, Tajti J, Kanje M, Edvinsson L. Capsaicin receptor immunoreactivity in
the human trigeminal ganglion. Neurosci Lett, 2002; 330: 223-226.

Riesco N, Cernuda-Morollon E, Pascual J. Neuropeptides as a Marker for Chronic Headache.
Curr Pain Headache Rep, 2017; 21: 18.

Zhang XF, Zhang WJ, Dong CL, Hu WL, Sun YY, Bao Y et al. Analgesia effect of baicalein
against NTG-induced migraine in rats. Biomed Pharmacother, 2017; 90: 116-121.

Inaba N, Shibata M, Onodera S, Tanaka M, Suzuki T, Kase N et al. Capsaicin-induced
calcitonin gene-related peptide release from isolated rat stomach measured with a new
chemiluminescent enzyme immunoassay. Jpn J Pharmacol, 1996; 72: 223-229.

Zhou Y, Long H, Ye N, Liao L, Yang X, Jian F et al. The effect of capsaicin on expression
patterns of CGRP in trigeminal ganglion and trigeminal nucleus caudalis following experimental
tooth movement in rats. J Appl Oral Sci, 2016; 24: 597-606.

Caterina MJ, Leffler A, Malmberg AB, Martin WJ, Trafton J, Petersen-Zeitz KR et al.
Impaired nociception and pain sensation in mice lacking the capsaicin receptor. Science, 2000;
288: 306-313.

Remadevi R, Szallisi A. Adlea (ALGRX-4975), an injectable capsaicin (TRPV1 receptor
agonist) formulation for longlasting pain relief. IDrugs, 2008; 11: 120-132.

85



274,

275.

276.

277.

278.

279.

280.

281.

282.

283.

284.

285.

286.

287.

Malmberg AB, Mizisin AP, Calcutt NA, von Stein T, Robbins WR, Bley KR. Reduced heat
sensitivity and epidermal nerve fiber immunostaining following single applications of a high-
concentration capsaicin patch. Pain, 2004; 111: 360-367.

Marics B, Peitl B, Varga A, Pazmandi K, Bacsi A, Németh J et al. Diet-induced obesity alters
dural CGRP release and potentiates TRPA1-mediated trigeminovascular responses. Cephalalgia,
2017; 37: 581-591.

Shatillo A, Koroleva K, Giniatullina R, Naumenko N, Slastnikova AA, Aliev RR et al.
Cortical spreading depression induces oxidative stress in the trigeminal nociceptive system.
Neuroscience, 2013; 253: 341-349.

Alessandri-Haber N, Yeh JJ, Boyd AE, Parada CA, Chen X, Reichling DB et al. Hypotonicity
induces TRPV4-mediated nociception in rat. Neuron, 2003; 39: 497- 511.

Alessandri-Haber N, Joseph E, Dina OA, Liedtke W, Levine JD. TRPV4 mediates pain-
related behavior induced by mild hypertonic stimuli in the presence of inflammatory mediator.
Pain,2005; 118: 70-79.

Vergnolle N, Cenac N, Altier C, Cellars L, Chapman K, Zamponi G et al. A role for transient
receptor potential vanilloid 4 in tonicity-induced neurogenic inflammation. British Journal of
Pharmacology, 2010; 159: 1161-1173.

Sousa-Valente J, Andreou AP, Urban L, Nagy I. Transient receptor potential ion channels in
primary sensory neurons as targets for novel analgesics. Br J Pharmacol, 2014; 171: 2508-2527.

Lashinger ES, Steiginga MS, Hieble JP, Leon LA, Gardner SD, Nagilla R et al. AMTB, a
TRPMS8 channel blocker: Evidence in rats for activity in overactive bladder and painful bladder
syndrome. Am J Physiol Renal Physiol, 2008; 295: F803-F810.

Burgos-Vega CC, Ahn DD, Bischoff C, Wang W, Horne D, Wang J et al. Meningeal transient
receptor potential channel M8 activation causes cutaneous facial and hindpaw allodynia in a
preclinical rodent model of headache. Cephalalgia, 2016; 36: 185-193.

Ren L, Dhaka A, Cao YQ. Function and postnatal changes of dural afferent fibers expressing
TRPMS8 channels. Mol Pain, 2015; 11: 37.

Green BG, McAuliffe BL. Menthol desensitization of capsaicin irritation. Evidence of a short-
term anti-nociceptive effect. Physiol Behav, 2000; 68: 631-639.

Gutman GA, Chandy KG, Grissmer S, Lazdunski M, McKinnon D, Pardo LA et al.
International Union of Pharmacology. LI11. Nomenclature and molecular relationships of voltage-
gated potassium channels. Pharmacol Rev, 2005; 57: 473-508.

Stewart T, Beyak MJ, Vanner S. lleitis modulates potassium and sodium currents in guinea pig
dorsal root ganglia sensory neurons. J Physiol, 2003; 552: 797-807.

Ocana M, Cendan CM, Cobos EJ, Entrena JM, Baeyens JM. Potassium channels and pain:
present realities and future opportunities. Eur J Pharmacol, 2004; 500: 203-219.

86



8. EKLER

T.C.

ABANT iZZET BAYSAL UNiVERSITESI

Hayvan Arastirmalari Yerel Etik Kurulu

Sayi 20

Konu : Kararlar

08/.3. 2017

BASVURU BILGILERI
(APPLICATION
INFORMATION)

ARASTIRMANIN ADI
(TITLE OF THE PROJECT)

EX vivo sigan meningeal preparasyonlarinda gegici reseptor potansiyel kanallarinin
kalsitonin gen iligkili peptid salimmi iizerine etkileri ve mekanizmalarinin
arastirilmasi

SORUMLU ARASTIRMACI
(PRINCIPALINVESTIGATER)

Yrd. Dog. Dr.Erkan KILINC

DIGER ARASTIRMACILAR
(OTHER INVESTIGATERS)

Yrd. Dog. Dr.Hamit YOLDAS, Yrd. Dog. Dr Yasar DAGISTAN,
Y.Lisans Og.Arzu CITAK

ARASTIRMA MERKEZI

(RESEARCH CENTER) AIBU Deney Hayvanlar Uygulama ve Aragtirma Merkezi
z Karar no (Decision No):2017/09 Tarih (Date): 22.02.2017
=)
3z Yrd. Dog. Dr.Erkan KILING'in sorumlulugunda yapilmas: tasarlanan ve yukarida bagvuru bilgileri verilen arastirma
0
iz dosyasi ve ilgili belgelerin incelenmesi sonucunda arastirmanin gergeklestirilmesinde etik yonden sakinca olmadigina
2 Y g g ) &
= meveudun oy birligi/oy ¢oklugu ile karar verilmistir.
Oyeler Uzmanhk Alam Kurumu imza

Prof. Dr. Aysel KUKNER

Histoloji ve Embriyoloji AD.

AIBU Tip Fakaltesi

(Bagkan) Ogretim Uyesi

Prof. Dr. Erol AYAZ Tibbi Parazitoloji AD AIBU Tip Fakiltesi /"” e /FV
(Uye ) Ogretim Uyesi ) %
Prof. Dr. Hamit COSKUN Psikoloji Bolima AIBU Fen Edebiyat Fakiiltesi A

(Uye) Ogretim Uyesi /&

Prof. Dr. Neriman SENGUL
(invivo Uye )

Genel Cer. AD Ogretim Uyesi

AIBU Tip Fakaltesi

Dog. Dr. Ali Riza GEZICI
(Uye)

Beyin Cer. AD Ogretim Uyesi

AIBU Tip Fakiiltesi

Dog. Dr. Fatih ULAS Goz Hastaliklart AD Ogretim Uyesi AIBU Tip Fakiiltesi

(Uye)

Dog. Dr. Mustafa SIT Genel Cer. AD Ogretim Uyesi AIBU Tip Fakiltesi ik 7
(Uye) '"\M /

Dog. Dr. Orgun TOPTAS
(Uye)

Cerrahi AD Ogretim Uyesi

AIBU Dis Hek. Fakultesi

Dog. Dr. Yesim YENER
(Uye)

llkogretim Bolami Ogretim Uyesi

AIBU Egitim Fakultesi

Yrd. Dog. Dr. Eray KEMAHLI
(Uye)

Uroloji AD Ogretim. Uyesi

AIBU Tip Fakltesi

Yrd. Dog. Dr. Serdar GOZUTOK
(Uye)

Yaban Hayati ve Ekolojisi Bolima Ogretim

Uyesi

AIBU Ziraat ve Doga Bilimleri
Fakaltesi

Yrd.Dog.Dr.Hayriye ORALLAR
(Uye)

Kanath Hayvan Yetistiriciligi Bolumi

AIBU Ziraat ve Doga Bilimleri
Fakaltesi

Vet. Hek. Ayhan CETINKAYA
(Sorumlu Veteriner Hekim)

Veteriner Hekim

AIBU Deney Hayvanlari

Uygulama. ve Arastirma Merkezi o

Vet. Hek. Orhan BULUT
(TC Uyesi)

Veteriner Hekim

BOLCA Hindi /BOLU A

Av. Cihan KARAGOZ
(Sivil Toplum Kurulugu oiyesi)

Avukat

Tabaklar Mahallesi Hiirriyet
cad.No.47/7Merkez/ BOLU

87



L.
ABANT iZZET BAYSAL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LISANS TEZ CALISMASI
ORIJINALLIK RAPORU

o 19/03/2018
AIBU Saghk Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigiine
Ogrencinin Adi Soyadi:  Arzu CITAK
Numarasi: 136206002

Anabilim Dal:  FIZYOLOJI

Lisansiistii Egitim Yiiksek Lisans P 4

Diizeyi:
Doktora O
Tez EX-VIVO SICAN MENINGEAL PREPARASYONLARINDA GECICI RESEPTOR

Bashg:  POTANSIYEL KANALLARININ KALSITONIN GEN-ILISKILi PEPTID
SALINIMI UZERINE ETKILERI VE MEKANIZMALARININ ARASTIRILMASI

Yukarida basligi yazil olan tez ¢alismasinin kapak sayfasi, giris, ana béliimler ve sonug béliimlerinden olusa
02 sayfalik kismina iligkin 01/03/2018 tarihinde tarafimdan/tez danismanimca Turnitin intihal tespit programinda
Esaglda belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gore, tezimin benzerlik orani “alintilar hari¢’
apildiginda % 2 “alintilar dahil” yapildiginda ise % 2 olarak tespit edilmistir.

Uygulanan Filtrelemeler:
1- Kaynak¢a Harig,

2- Almtilar Hari¢ / Dahil
3- 5 kelimeden daha az értiisme i¢eren metin kistmlart harig.

“AIBU Saglk Bilimleri Enstitiisii Tez Caligmasi Orijinallik Raporu Almmasi Ve Kullanilmast Uygulam
saslar” nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez galismamin herhangi bir intihal icermedigini, aksinin tespi

Edilecegi durumda her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugun
eyan ederim.

Bilgilerinize arz ederim.

Atzu CITAK -

Ogrencinin Ad Soyad ve imza
EK: I adet tezin tam bashgm égrencinin ad soyad bilgisini ve tezin toplam sayfa sayisini gosterecek sekilde raporlama islemi bittikten sonra
alinmug ekran goriintiisii eklenecektir.
TEZ DANISMAN ONAYI
-
c & D
C"UYGUNDUR
19/03/2018
Dr. Ogr. U. Erkan KILINC

88



9. OZGECMIS

Arzu CITAK 10.03.1987 tarihinde Sivas’mn Giiriin ilgesinde dogdu. Ilkokul, lise ve
{iniversite 6grenimini Bolu’da tamamladi. 2006 yilinda girdigi Abant izzet Baysal
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Ingilizce Biyoloji Béliimiinden Haziran 2011°de
mezun oldu. 2011 yilinda girdigi Anadolu Universitesi Tibbi Hizmetler ve Teknikler
Boliimii Saglik Kurumlari Isletmeciginden 2013’te mezun oldu. 2014 yilinda girdi
Anadolu Universitesi Iktisat Fakiiltesi, Kamu Yonetimi Boliimiinden 2016’da mezun
oldu. 2012-2014 yillar1 arasinda Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Patoloji Anabilim Dalinda Biyolog olarak g¢alisti. 2015 yilindan bu yana
Spor Genel Miidiirliigiinde ¢aligmaktadir.

89



