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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstiti tarafindan onaylanan lisansustli tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir
kismini, basili (k&git) ve elektronik formatta arsivieme ve asagida verilen kosullarla kullanima
acma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen
kullanim haklari digindaki tim fikri mulkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da
bir bolimandn gelecekteki galismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklari
bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal galismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek
yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhut ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve
sahiplerinden yazili izin alinarak kullaniimasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi
ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina lliskin Yénerge” kapsaminda tezim
asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kitiiphaneleri Agik Erigim
Sisteminde erisime acilir.

Enstitd / Fakullte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime acilmasi mezuniyet tarihimden
itibaren 2 yil ertelenmistir. (*)

Enstitd / Fakillte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime acilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. 2

Tezimle ilgili gizlilik karari verilmigtir. ®

04/07/2024
Berkay Alpay

(1)

2

3

Lisanstistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina lliskin Yénerge”

Madde 6. 1. Lisanstistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda,
tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisii lizerine enstitii veya fakiilte yénetim kurulu
iki yil siire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye déniismemis veya patent gibi
ybntemlerle korunmamig ve internetten paylasiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani
olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danigmaninin 6nerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun
goérist lzerine enstitii veya fakiilte yénetim kurulunun gerekgeli karari ile alti ayi asmamak (lzere tezin erisime
acilmasi engellenebilir.

Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya glivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara
iliskin lisansustii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluglarla yapilan
isbirligi protokolii ¢ercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karari ise, ilgili kurum ve kurulusun
Onerisi ile enstitli veya fakliiltenin uygun gériigii lizerine iiniversite yénetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari
verilen tezler Yiiksekégretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallari
cercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez danigmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisi lzerine enstitii veya fakliilte
ybnetim kurulu tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu ¢alismadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢er¢cevesinde elde
ettigimi, gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi,
yararlandigim kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin
kaynak gosterilen durumlar disinda 6zglin oldugunu, Prof. Dr. Yildirim Sara
damismanliginda tarafimdan {iretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii Tez Yazim Yo6nergesine gore yazildigini beyan ederim.

(Imza)
Berkay Alpay
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danismanim Prof. Dr. Hayrunnisa Bolay’a,

MD-PhD programina ilk kabul aldigimda tanigtigim, beni program siiresince
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vii

OZET

Alpay B., Levkromakalimin Sicanlarda Akut Migren Benzeri Fenotip
Indiikleyici Etkisi ve Kortikal Yayilan Depolarizasyon ile iliskisi, Hacettepe
Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Farmakoloji Program, Doktora
Tezi, Ankara, 2024. Migren ataklari, migren hastalarinda aura benzeri semptomlari
tetikleyebilen levkromakalim (levcromakalim - LVC) de dahil olmak iizere cesitli
maddeler tarafindan indiiklenebilmektedir. Calismamizda, tek bir LVC
enjeksiyonunun sicanlarda akut migren benzeri fenotipe neden olup olmadigi ve
kortikal yayilan depolarizasyonu (KYD) indiikleyip/modiile edip etmedigi arastirildi.
Wistar sicanlara LVC (1 mg/kg, ip) uygulanmis ve kontrol (CTRL) ve nitrogliserin
(NTG, 10 mg/kg, ip) gruplariyla karsilastirildi. Periorbital ve arka pati mekanik
allodinisi Von Frey filamentleriyle; 1s1ktan kaginma ve anksiyete ile ilgili davraniglar
karanlik-aydinlik kutusu, yikseltilmis art1 testi ve acgik alan arena testi ile
degerlendirildi. LVC'in KYD parametreleri, somatosensoriyel uyarilmisg
potansiyeller (SSEP) ve bazal dural elektroensefalografi (EEG) lizerindeki etkileri
arastirildi. Olast KYD kaynakli c-fos ekspresyonu Western Blot ile incelendi.
Korteksteki kan-beyin bariyeri biitlinliigli Evans mavisi testi ile incelendi. LVC ve
NTG sirastyla 30 ve 120 dakika i¢inde periorbital mekanik esikleri belirgin bicimde
azaltt1, anksiyete benzeri davranislar ve 1siktan kagma davranigini indiikledi. LVC'nin
indiikledigi migren benzeri fenotip 2 saat iginde diizelirken, NTG uygulanan grupta
bulgular 4 saatten 6nce tam olarak diizelmedi. LVC, DC (dogru akim) shifti, EEG
degisikliklerini veya KYD'ye 6zgii c-fos ekspresyonunu tetiklemedi. LVC KYD’yi de
novo indiiklememis ve yayilma basarisizligindaki artis disinda KYD parametrelerini
etkilemedi. NTG hem KYD duyarliligint hem de yayilma basarisizligini 6nemli l¢iide
artirdi. Hem LVC hem de NTG gruplarinda SSEP latanslar1 KYD'den sonra uzadi.
Akut LVC veya NTG enjeksiyonu kortikal kan beyin bariyeri gegirgenligini artirmadi.
LVC'nin hizli etkisinin trigeminal sistemdeki fonksiyonel degisikliklerle ve potasyum
kanal acic1 Ozellikleriyle iligkili oldugunu diisliniilebilir. Buradaki norobiyolojik
mekanizmalarinin anlasilmasi, migren tedavisinde yeni bir hedef saglayabilir.
Anahtar kelimeler: levkromakalim, migren, aura, kortikal yayilan depolarizasyon,

c-fos, allodini
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ABSTRACT

Alpay B., The Acute Migraine-like Phenotype Inducing Effect of Levcromakalim
and Its Relationship with Cortical Spreading Depolarization in Rats, Hacettepe
University, Graduate School of Health Sciences, Department of Medical
Pharmacology, Ankara, 2024. Migraine attacks can be triggered by wvarious
substances. Levcromakalim elicits aura in individuals with migraine with aura. In this
study, we explored the migraine-like phenotype inducing properties of levecromakalim
(LVC) on rats. We examined if a single injection of LVC could cause a migraine-
like phenotype and affect cortical spreading depolarization (CSD) in rats, a model of
migraine aura. Rats were given 1 mg/kg LVC, and were compared to control and 10
mg/kg nitroglycerin groups. We measured periorbital and hind paw mechanical
allodynia using Von Frey filaments. Anxiety-related behaviors and light sensitivity
were assessed using the elevated plus maze, dark-light box and open field arena. We
also examined the effects of LVC on CSD parameters,
somatosensory evoked potentials, dural electroencephalography, and blood-brain
barrier integrity. Both LVC and NTG reduced periorbital mechanical thresholds,
induced anxiety-like behaviors, and caused photophobia within 30 and 120 minutes,
respectively. The migraine-like phenotype induced by LVC recovered in 2 hours,
while the NTG group took 4 hours to fully recover. LVC did not provoke any CSD or
CSD-like change such as DC shift, EEG alterations, or cortical c-fos expression. LVC
did not induce CSD de novo and had minimal effects on CSD parameters, except.for
an increase in propagation failure. However, NTG significantly increased both
CSD susceptibility and propagation failure. SSEP latencies were prolonged after CSD
in LVC group. Acute LVC or NTG injection did not increase blood-brain barrier
permeability. In conclusion, a single administration of LVC induced a migraine-
like phenotype with fast onset and recovery, which is not mediated by CSD waves in
the cerebral cortex. LVC-triggered rapid-onset migraine-like symptoms may
be related to functional changesin the trigeminal system and the potassium
channel opening properties of LVC. Understanding these neurobiological mechanisms
could offer a new target for migraine treatment.

Keywords: levcromakalim, migraine, aura, cortical spreading depolarization,

c-fos, allodynia
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1. GIRIS

Migren bas agrisi, diinya genelinde yaklasik 800 milyon insanin muzdarip
oldugu yaygin bir saglik sorunudur (1). Migren ataginda, 4 ila 72 saat siiren tek tarafli
zonklayict agri, fotofobi, fonofobi, bulanti ve kusma goriilebilmektedir (2). Migren
hastalarinin yaklasik %30'unda genellikle bas agrilarindan 6nce olan ve 1 saat siiren
auralar bulunur. Bu auralar, genellikle gorsel, isitsel, somatosensoriyel ve motor
anormallikleri igeren gecici, tamamen geri doniisiimlii fokal norolojik bozukluklardir
(3).

Migren aurasi, atagin baglamasindan Once, bas agrisiyla aym1 anda veya
sonrasinda ortaya cikabilir. Gorsel semptomlar arasinda skotomlar, sintilasyonlar ve
zikzaklar en yaygin olanlardir. Aura semptomlar1 genellikle 30-60 dakika i¢inde
tedricen genisleyerek yayilir (4). Birden fazla semptom varsa, genellikle 6nce gorsel
semptomlar olmak tiizere art arda ortaya c¢ikarlar. Somatosensoriyel aura genellikle
yiizde veya lst ekstremitede parestezi ve uyusma ile karakterizedir (5, 6). Beyin sap1
aurasi, nadir goriilen semptomlar arasinda yer alir ve dizartri, vertigo, kulak ¢inlamasi,
hiperakuzi, diplopi ve ataksi igerebilir (7).

Uluslararas1 Bas Agrist Dernegi'nin tani kriterlerine (IHS-ICHD-3) gore,
temelde migren aurali, aurasiz ve kronik migren olarak siniflandirilmaktadir. Atak
sikligina gore epizodik ve kronik migren olarakta tanimlanmaktadir (8). Migren atag,
4-72 saat sliren tedavi edilmemis veya yetersiz tedavi uygulandiginda ortaya ¢ikan bag
agris1 ataklartyla karakterizedir. Bas agrist su dort ozellikten en az ikisine sahip
olmalidir: tek tarafli yerlesim, zonklayici nitelik, orta veya siddetli agr1 yogunlugu,
rutin fiziksel aktivitenin siddetlenmesi veya bunlardan kaginmaya neden olmasi. Bu
bas agrisina bulant1 ve/veya kusma, fotofobi ve fonofobiden en az biri eslik etmektedir.
Ayrica, bas agris1 bagka bir ICHD-3 tanisi ile agiklanamaz olmalidir. Aurali migren
atag1 tanis1 koymak i¢in, geri doniislii aura semptomlarindan en az biri (gorsel, duyusal,
konusma/dil becerisi, motor beceri, beyin sapi, retinal) gerekmekte ve ayrica su alt1
ozellikten en az {igii saglanmalidir: aura semptomlarinin siiresi, sirali ortaya ¢ikisi, tek
taraflilik, pozitif semptomlarin varligi, auraya bas agrisinin eslik etmesi veya auradan
5-60 dakika sonra bas agrisinin baglamasi. Migren tanisi i¢in bireyin yasami boyunca
en az iki aurali migren atagi veya bes aurasiz migren atagi gecirmis olmasi

gerekmektedir. Migren ataklarinin klinik 6zellikleri hastalar arasinda, ayni hastanin



farkli ataklar1 arasinda ve hastanin yasami boyunca 6nemli Olgiide degisiklik
gosterebilir. Kronik migren ise ayda en az 8 giin migren bas agris1 6zellikleri gosteren,
3 aydan uzun siiredir devam eden ve ayda 15 veya daha fazla giin ortaya ¢ikan bas
agrisi olarak tanimlanabilir.

Migren bas agrisinin temelinde, birinci sira trigeminal ndronlarin steril
inflamasyona bagl aktivasyonu oldugu diisiiniilmektedir (9, 10). Agr, trigeminal
sinirin nosiseptif dallariyla trigeminoservikal komplekse (TSK) taginir. Ve bu girdiler,
talamik ventrobazal ¢ekirdege ulasarak agrinin biling boyutunda algilanmasini saglar.
Migren ataginin tetikleyicisi hala net olarak belirlenememis olup, perivaskiiler noral
afferent aktivasyonuyla iligkili oldugu distliniilmektedir. Bu aktivasyon, dural
damarlar iizerindeki parasempatik tonusu artirarak ndéroinflamatuar mediatorlerin
saliverilmesine yol acabilir. Bununla birlikte, migrenin serebral bir kékeni oldugunu
savunan gorlslere de rastlanmaktadir. Bir hipoteze gore aurali migren ataginda,
kortikal yayilan depolarizasyon (KYD) adi verilen bir depolarizasyon dalgasinin,
noronal uyarimi baglatarak c¢esitli néromediyatorlerin saliverilmesine neden oldugu
diistiniilmektedir (11). KYD'nin trigeminal nosiseptif yolaklarin1 aktive ettigi
gosterilmis olmasina ragmen, insanlarda KYD, aura sirasinda net olarak
gozlemlenmemigtir. KYD'nin yayilma hizi ve bazi klinik goézlemler arasindaki
uyumsuzluklar, KYD'nin migren bas agrisinin tek tetikleyicisi olmadigini
gostermektedir. Ayrica, migren tedavisinde kullanilan CGRP antagonistleri gibi bazi
ilaglarin KYD'yi baskilamadan etkili olmasi, bu fenomenin migren agrisiyla birebir
iligkili olmadigini diisiindiirmektedir (12).

Migren hastalarinda bir diger patoloji noronal hipereksitabilite olarak kabul
edilir (13). Calismalar P/Q tip kalsiyum kanallarinin ve sodyum-potasyum ATPaz
disfonksiyonunun bu asir1 uyarilabilirlige yol agabilecegini gostermistir (14-16).
Epizodik ataksi ve hemiplejik migren hastalarinda eksitator aminoasit tasiyici 1
mutasyonunun glutamat geri alimini azaltarak ndronal hipereksitabiliteye neden
olabilecegi de yapilan caligmalarda belirtilmistir (17). Klinik ¢aligmalarda ise migren
hastalarinda kortikal glutamat seviyeleri yiiksek bulunmustur (18). Ek olarak migren
hastalarinda duyusal kapilanmanin bozuk oldugu saptanmistir (19). Duyusal
kapilanmadaki bozukluklar viziiel ve somatosensoriyel uyarilmis potansiyeller ile

gosterilebilir (20-22). KYD, nitrogliserin ve levkromakalim ile indiiklenen migren



modellerinde somatosensoriyel uyarilmis potansiyellerin  nasil  etkilendigi
bilinmemektedir.

Migren patofizyolojisinin anlasilmasina yonelik yapilan klinik caligmalarda,
migren hastalarina uygulanan maddelerin migren atagini baglatabildigi gosterilmistir
(23). Bu maddeler arasinda CGRP, PACAP-38, nitrogliserin (NTG) ve silostazol
bulunmaktadir (24-27). Migren hastalar1, bu molekiillere maruz kaldiklarinda migren
atag1 yasarken, saglikli bireylerde hafif bas agrisi veya hig¢ bas agris1 gériilmemektedir.
Ozellikle nitrogliserin inflizyonu, migren hastalarmin biiyiikk bir kisminda migren
atagina neden olmustur. Ancak, bu provokasyon calismalarinda hem migren agrisini
hem de migren aurasini indiikleyebilen maddeler arasinda bir ATP kapili potasyum
kanal1 agicist olan levkromakalim (LVC) 6ne ¢ikmaktadir (28, 29). Bu calismalarda,
LVC araciligiyla tetiklenen aurali migren atagi daha kisa siirede baslarken, diger
migren indiikleyici maddelerde bu siire daha uzundur. LVC, aura tetikleyebilme
ozelligi bakimindan diger maddelerden ayrilmaktadir.

ATP kapili potasyum kanallar1 ilk olarak kalp kasinda bulunmustur ve daha
sonra pankreas, diiz kas ve noronlarda da tespit edilmistir. Bu kanallar potasyum
kanallarimin "inward rectifier (ir)" tiirlinden olup Kir6.x alt ailesine dahildir ve iki tiir
alt tinite icerir: Kir6.1 ve Kir6.2. KATP kanallariin aktivitesi, dort Kir alt tinitesine
bagl dort siilfoniliire reseptorii (SUR) ile diizenlenir (30, 31). Kanallar, yiiksek ATP
konsantrasyonlarinda inhibe olurken, diisiik ATP seviyelerinde aktive olurlar (32).
Farkli dokularda, farkli Kir ve SUR kombinasyonlar1 bulunur, 6rnegin pankreas f3
hiicrelerinde Kir6.2/SUR1, miyokardda Kir6.2/SUR2A, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
Kir6.1/SUR2B baskindir (30, 33-35). ATP kapili potasyum kanallarinin aktivasyonu
vaskiiler diiz kaslarda hiperpolarizasyon ve vazodilatasyona yol acar. Nitrik oksit ve
siklik GMP, ATP kapili potasyum kanallarini fosforilleyerek acgilma olasiligini artirir
(36). Fosfodiesteraz inhibitorleri de siklik AMP ve siklik GMP birikimine yol agarak
kanallarin agilmasim1 saglar (37). Bu mekanizmalar halihazirda diger migren
indiikleyicilerin etki mekanizmalari olup migren patofizyolojisinde yeri bilinmektedir.

NTG ile indiiklenen migren modeli, sican ve farelerde trigeminoservikal
kompleks aktivasyonuna yol agar ve bas agrisi1 benzeri bir fenotipe sebep olur (38, 39).
Bu model ayn1 zamanda, migren hastalarinda goriilen anksiyete/depolarizasyon

benzeri davranislar1 ve fotofobiyi de taklit edebilmektedir (26).



Calismamizda hipotezlerimiz su sekildedir:

1)
2)

3)
4)

Levkromakalim si¢anlarda migren-benzeri bir fenotipi indiikler.
Levkromakalimin siganlarda indiikledigi migren benzeri fenotipe kortikal
yayilan depolarizasyon eslik eder.

Levkromakalim sicanlarda KYD esigini diistiriir.

Levkromakalim somatosensoriyel uyarilmis potansiyelleri ve genel

kortikal ag aktivitesini etkiler.

Calismamizda amaglarimiz sunlardir:

1)

2)

3)

4)

Akut intraperitoneal LVC uygulamasinin sicanlarda KYD ve bas agrisi
benzeri fenotipi indiikleyip indiikleyemeyecegini arastirmak,

Kimyasal olarak indiiklenen KYD parametrelerinin LVC tarafindan
degistirilip degistirilmedigini anlamak,

Sicanlarda tek bir LVC enjeksiyonundan sonra olast duyusal
kapilanmadaki  bozukluklari ve genel kortikal ag aktivitesini
degerlendirmek,

LVC enjeksiyonu sonrasi direkt bir noroinflamasyona sekonder ya da KYD
aracili bir kortikal kan beyin bariyeri bozuklugu olup olmadigini tespit

etmek.



2. GENEL BILGILER

2.1. Migren

2.1.1. Tanim

Migren, diinya ¢apinda milyonlarca insanin muzdarip oldugu primer bir bag
agrisidir. 50 yas alti kadin ve erkeklerde en sik iiglincii engellilik nedeni olarak
tanimlanmaktadir (40). Hastalar 4 ila 72 saat siiren, unilateral zonklayici agridan,
fotofobiden, fonofobiden, bulanti ve kusmadan sikdyet eder. Migren hastalarinin
yaklasik %30'u bas agrilarindan 6nce seyreden ve yaklasik 1 saat siiren “auralar”
yasarlar. Bunlar gorsel, isitsel, somatosensoriyel ve/veya motor anormallikler olarak
ortaya ¢ikan gecici, tamamen geri doniistimlii fokal norolojik bozukluklardir (40, 41).
Aura semptomlarinin %90'indan fazlas1 gérme duyusuyla iliskilidir. En sik ikinci aura
tipi 1se somatosensoriyel auralardir ve genellikle bir ekstremitede, yiizde veya dilde
ignelenme, uyusma ve/veya karincalanma hissi ile karakterizedir (42).

Migren aurasi bir migren ataginda bas agrisindan once, bas agrisiyla ayni anda
veya bas agrisindan sonra gerceklesebilir. Gorme alaninin merkezinden periferine
dogru ortaya ¢ikan skotomlar, sintilasyonlar ve zikzaklar seklindeki gorsel semptomlar
en yaygin olanidir (43), ancak duyusal, dil, motor ve 'beyin sap1' semptomlari da ortaya
cikabilir (5). Aura semptomlar tipik olarak 30-60 dakika i¢inde kademeli olarak
genisleyerek yayilir. Birden fazla semptom mevcutsa, genellikle once gorsel
semptomlar olmak tizere ¢gogunlukla art arda ortaya ¢ikar (5, 44). Yaygin olarak gorsel
aura, sintilasyonlarin eslik ettigi skotom, genisleyen ve parildayan 11k dalgasiyla
baslar ve bunu gérme bozuklugu takip eder (45, 46) (Sekil 2.1). Sintilasyonsuz skotom
ve yanip sOnen 1siklar gibi sabit gorsel semptomlar da ortaya cikabilir (Sekil 2.2).
Ikinci en yaygm aura tipi olan somatosensoriyel aura aurali migren
hastalarmin %10’unu etkiler ve ylizde ve/veya list ekstremitede parestezi ve uyusma
seklinde kendini gosterir (5, 6). Beyin sap1 aurasinin eslik ettigi migren alt tipi,
migrenin nadir goriilen bir alt tipidir. Bu aura tipinde dizartri, vertigo, kulak ¢inlamasi,

hiperakuzi, diplopi ve ataksi goriilebilir (47).
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Sekil 2.1. Sintilasyonlarin eslik ettigi bir skotomun dakikalar i¢indeki degisimini
gosteren Ornek ¢izim. Carpilar bakis merkezini, sayilar ise sintilasyonun ilk ortaya

cikisindan itibaren gegen siireyi dakika cinsinden belirtmektedir. 46 numarali
referanstan uyarlanmgtir.



Visual aura table
s by Michele Vi dikhail Fomin:

mages by Michele V

Sekil 2.2. Uluslararas: Bag agris1t Cemiyeti tarafindan yayimlanan gorsel aura
tablosu. Tabloda “0” ile isaretli gorlintli aura olmadan normal goriintii iken, diger
resimler sirastyla farkli viziiel aura cesitlerine ait goriintiilerdir.

2.1.2. Migren Prevalansi

Migren prevalansiin 6l¢iimii i¢in son bir yilda atak gegirip gecirmedigi aktif
hastalik i¢in 6nemli bir kriterdir (1). Bu baglamda, migrenin 1 yillik prevalansinin
diinya ¢apinda %15 civarinda oldugu (%25-35 ile en yiiksek Giineydogu Asya’da, %9
ile en diisiik Cin’de olacak sekilde) tahmin edilmektedir (Sekil 2.2) (48). Dokuz
Avrupa lilkesinden verinin toplandigi Eurolight calismasinda %35’e varan bir
prevalans bildirilmistir (49). Buna karsin, ABD merkezli calismalarda migren
prevalansi %12-13 olarak belirlenmistir (50).

Migren, eriskin hastalig1 olup en ¢ok 25-45 yaslar1 arasinda goriiliir (48, 50-
52). Yapilan c¢aligmalar, pediyatrik ve geriyatrik popililasyonlarda migrenin
prevalansinin azaldigimi gostermektedir. Tiirkiye’de yapilan ve 6-17 yaglar arasini
kapsayan bir ¢aligmada migren prevalanst %7 olarak bulunmustur (53). ABD’de

yapilan bir bagka ¢aligmada ergenlerde migren prevalansi %6 olarak hesaplanmistir.



Bu oran, ailede migren Oykiisii olmayan ergenlerde %4’e kadar diismektedir (54).

Geriyatrik poplilasyonda ise prevalansin %3-6 oldugu goriilmiistiir.

Prevalence per 100000 population
M 3000t0o<9000  [115000t0 <16000
[ 5000t0<10000 [ 16000 to <17000
10000 to<11000 [ 17000 to <18000
[E111000t0<12000 [ 18000 to <19000
[J12000to<13000 [ 19000 to <20000
[J13000t0<14000 20000 to 21000
(114000 to <15000

Sekil 2.3. Diinyada iilkelere gore migren prevalansi. Migren prevalansi gelismis diinya
iilkelerinde %15-20 civarinda seyrederken gelismemis iilkelerde %10 civarinda
seyretmektedir. Tiirkiye’de prevalans bu grafige gore %16°dir. 48 numarali
referanstan uyarlanmgtir.

2.1.3. Migrenin Tani Kriterleri

Uluslararas1t Basg Agrist Dernegi (International Headache Society)'nin tani
kriterlerine (IHS-ICHD-3) gbre migren ataklarinin alt tipleri tanimlanmaktadir (55).
Bu kriterlere gore migren, auranin eslik edip etmemesine gore (aurali ve aurasiz
migren) ve atak sikligina gore (epizodik ve kronik) olarak siniflanmaktadir. Temelde
migren atagi 4-72 saat siiren bas agris1 ataklartyla (tedavi edilmediginde veya yetersiz
tedavi uygulandiginda) karakterizedir. Bas agrist su dort ozellikten en az ikisine
sahiptir: tek tarafli yerlesim, zonklayici nitelik, orta veya siddetli agr1 yogunlugu, rutin
fiziksel aktivite (6rnegin, yiirime veya merdiven ¢ikma) ile siddetlenmesi veya
bunlardan kaginmaya neden olmasi. Bas agrisi sirasinda su sikayetlerden en az biri
eslik etmektedir: bulant1 ve/veya kusma, fotofobi ve fonofobi. Ayn1 zamanda bu bas
agrist baska bir ICHD-3 tanist ile daha iyi agiklanamaz olmalidir. Aurali migren atagi
tanis1 koyabilmek i¢in ise yukaridaki kriterler haricinde su kriterler de gerekmektedir:
Tamamen geri doniislii aura semptomlarindan en az biri: gorsel, duyusal, konusma
ve/veya dil becerisi, motor beceri, beyin sapi, retinal. Su alt1 6zellikten en az {igiiniin

de bulunmasi gerekmektedir: en az bir aura semptomunun >5 dakika boyunca



kademeli olarak yayilmasi, iki veya daha fazla aura belirtisinin arka arkaya ortaya
ctkmasi, 5-60 dakika siiren aura belirtileri, en az bir aura belirtisinin tek tarafli olmasi,
en az bir aura belirtisinin pozitif semptom igermesi, auraya bas agrisinin eslik etmesi
ya da auradan 5-60 dakika sonra bas agrisinin baslamasi. Pozitif semptomlar yanip
sonen 1siklar, zikzaklar, parlamalar, karincalanma, igne batmasi hissi gibi tariflenirken
negatif semptomlar gormede kayip (skotom), uyusma gibi hissin yoklugu ile
karakterize semptomlar olarak tariflenirler (56). Bir kisiye migren tanisinin
konabilmesi i¢in bireyin yagami boyunca en az 2 aurali migren atagi veya 5 aurasiz
migren atag1 gecirmis olmasi gerekmektedir. Migren ataklarmin klinik 6zellikleri
hastalar arasinda, ayni hastadaki ataklar arasinda ve hastanin yasami boyunca énemli
Olciide degisiklik gosterebilir.

2.1.4. Migrenin Patofizyolojisi

Migren bas agrisinin altinda yatan sebebin steril bir inflamasyona bagl birinci
stra trigeminal ndronlarin aktivasyonu oldugu diisiiniilmektedir (57). Anatomik olarak,
trigeminal sinir, trigeminoservikal komplekse (TSK) nosiseptif girdi tagir. TSK'den
kaynaklanan lifler, ikinci sira trigeminal yolak noronlarini iceren talamik ventrobazal
cekirdege [Ozellikle ventroposteromedial kisim (VPM)] kadar ulasir. Son olarak,
VPM'den birincil somatosensoriyel alana uzanan ii¢lincii sira duyu ndronlari, agrinin
biling boyutunda algilanmasini saglar (Sekil 2.3) (58). TSK ve talamik ¢ekirdeklerle
anatomik baglantilar1 olan diger subkortikal yapilar da migren agr1 matriksinin 6nemli
komponentleridir. Bu subkortikal yapilar arasinda sayilabilecek iki onemli yap1
amigdala ve hipokampustur. {laveten, TSK - parabrakiyal korteks arasinda dogrudan
ndronal projeksiyonlar bulunmaktadir (59). Bu merkezlerin agriya verilen duygusal ve
biligsel tepkiler ile iligkili oldugu diistiniilmektedir (60). Tiim bu agr1 yolaklar1 ayni
zamanda inen yolaklar (descending pathway) ile modiile edilmektedir. Inen yolaklarin
onemli istasyonlar1 arasinda periakueduktal gri cevher, rostral ventrolateral medulla
sayilabilir. Bu istasyonlar endojen opioidler araciligtyla birinci, ikinci ve {igiincii sira

noronlarin tiimiinde agr1 iletimini modiile etmektedirler (10).
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Korteks

Fotofobi & fonofobi

*  Duygudurumda degisiklik
MymMz - St « Halsizlik

Biligsel degisiklikler

Allodini

Fotofobi

Fonofobi

Sekonder islemlenme

Hipotalamus

Uyku-uyaniklik dengesinde bozulma
Esneme

Aserme/asiri susama

Poliiiri

Mide bulantisi

Boyun agrisi

Sekil 2.4. Trigeminal sistem ve migren bas agrisi matriksi. Periferal dural afferent
psddounipolar noronlarin govdeleri trigeminal ganglionda bulunur. Bu noéronlar
TSK’deki ikinci sira nosiseptif noronlar1 aktive ederler. TSK’dan yiikselen ikinci sira
noronlar talamustaki ii¢lincii sira néronlar ile sinaps yapar. Bu sinapsa paralel olarak
TSK’den PAG ve PB gibi agri modiilasyonundan sorumlu diger ¢ekirdeklere de girdi
taginir. TSK’den tiglincii sira talamik noronlara tasinan nosiseptif girdi, kortekste
migren agrisi ile iligkili birgok merkeze tasinarak agrinin somatosensoriyel, biligsel ve
emosyonel baglamda algilanmas1 saglanir. 57 numarali referanstan dilimize
uyarlanmustir.  (Isk, isitsel korteks; Ekt, ektorinal korteks; Ins, insular korteks; LP,
lateral posterior talamic niikleus; M1, primer motor korteks; M2, sekonder motor
korteks; PAG, periakueduktal gri cevher; PB, parabrakial niikleus; PtA, paryetal
asosiasyon korteksi; Pul, pulvinar; RS, retrosplenial korteks; S1, primer
somatosensoriyel korteks; S2, sekonder somatosensoriyel korteks; SSN, siiperior
salivatuar niikleus; TSK, trigeminoservikal kompleks; TG, trigeminal ganglion; V1,
primer viziiel korteks; V2, sekonder viziiel korteks; VPM, ventral posteromedial
niikleus).
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Simdiye kadar yapilan arastirmalara ragmen, migren bas agrisinin kesin
tetikleyicisini acgiklayabilen bir kanit bulunamamistir. Baz1 kanitlar, aktive edilmis
perivaskiiler noral afferentlerin dural damarlar iizerindeki parasempatik tonusu
artirdigin1 ve hipofiz adenilat siklaz aktive edici polipeptid (PACAP-38), nitrik oksit
(NO), vazoaktif intestinal peptit (VIP) ve kalsitonin G-iligkili peptit (CGRP) gibi
noroinflamatuar mediatorlerin serbestlendigini isaret etmektedir. Ancak dural néronal
afferentlerin kendiliginden nasil aktive oldugu hala bilinmemektedir. Bu mediatorler
meningeal arterlerde hiperpolarizasyona ve vazodilatasyona neden olmaktadir (37).
Ote yandan, diger arastirmacilar serebral bir kokeni dne siirmektedir. Bu goriislerden
birine gore, kortikal yayilan depolarizasyon (KYD) olarak adlandirilan bir
depolarizasyon dalgasi, tiim kortekse yayilan bir néronal uyarimi baglatir ve bu da
potasyum iyonlarinin, hidrojen iyonlarinin, arasidonik asit metabolitlerinin ve NO'nun

hiicre dis1 araliga dokiilmesine neden olur (Sekil 2.4) (61).
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Sekil 2.5. KYD’nin serebral korteks boyunca yayilma mekanizmasi. Kanonik KYD
hipotezine gore; KYD, yayildig1 korteks boyunca interndronlar, glia ve piramidal
noronlar olmak {izere neredeyse tiim uyarilabilir hiicrelerde bir depolarizasyona sebep
olur. Bu depolarizasyon sirasinda yiiksek miktarlarda potasyum, nitrik oksit, glutamat,
adenozin ve arasidonik asitleri agiga cikar. Ac¢iga c¢ikan bu maddeler nosiseptif
maddeler oldugundan periferik ndral afferentleri uyarir ve agri meydana gelir. Bununla
beraber, hiicre i¢inde giren kalsiyum sonucu noroinflamatuvar kaskadlar aktive olur
ve kan beyin bariyeri biitiinliigii KYD sirasinda bozulur. 62 numarali referanstan
uyarlanmistir.
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Bu néromediyatorlerin hiicre disi bosluga dokiilmesi dinlenim membran
potansiyelinin ¢okiisiine, su, sodyum ve kalsiyumun hiicre i¢ine girmesine ve sonug
olarak ndronal sismeye (neuronal swelling) yol acar (Sekil 2.5) (63). Hiicre igine giren
kalsiyum bir¢ok noroinlamatuvar kaskadin aktivasyonuna sebep olur ve bazi aktivite
proteinlerinin sentezini baglatir. Bu aktivite proteinlerinden biri olan c-fos proteini,
noronal aktiviteden sonraki iki saat i¢erisinde maksimum ekspresyon seviyesine ulasir
ve 12 saat igerisinde tamamen sOniimlenir (64). C-fos proteininin aktivasyon yolagi ve
ornek bir immiinohistokimyasal boyama sekil 2.6’da gdsterilmistir. Noroinflamatuvar
kaskadlarin aktivasyonu ise yine nosiseptif bircok mediatoriin ekstraseliiler alana

dokiilmesine sebep olur ve ek olarak kan beyin bariyeri disfonksiyonuna neden olur.

=2 T L AR

<%= KYD dalga cephesi

30-60 mM

2.7-3.5mM - '
140-150mM - -

1.0-1.5mM

Serebral
korteks

Sekil 2.6. KYD’nin {iizerinden ilerledigi noronlardaki iyonik degisimler. KYD,
noronlarda yaklagik 1-2 dakikalik uzun bir depolarizasyona sebep olur. Bu
depolarizasyon sonucu hiicrelerden potasyum ve glutamat ¢ikarken, yiiksek miktarda
sodyum, klor, su ve kalsiyum girisi olur. Tiim bunlarin sonucunda hiicreler siser ve
artan intraseliiler kalsiyum bir¢ok néroinflamatuvar yolag: aktive eder. 65 numarali
referanstan uyarlanmstir.
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Sekil 2.7. C-fos aktivasyon yolagi ve Ornek immiinohistokimyasal goriintii. A)
Noronal depolarizasyon sonucu hiicreye giren kalsiyum ERK/MAPK yolagini aktive
eder. Bu yolak {izerindeki transkripsiyon faktorleri “Fos promoter” denen bir bdlgeye
baglanarak c-Fos denen bir aktivite proteininin iiretimini artirirlar. B) KYD
indiiklenmis bir kortekste hiicre i¢ine ¢ok yiiksek miktarda kalsiyum girdiginden c-fos
protein ekspresyonunda belirgin bir artig goriiliir. KYD indiiklenmis korteks tarafiyla
(sol) indiiklenmemis taraf arasindaki (sag) fark goze ¢arpmaktadir. 66 ve 67 numarali
referanslardan uyarlanmistir.

KYD'nin mast hiicre degraniilasyonuna ve plazma protein ekstravazasyonuna
neden olabildigi de kanitlanmistir (68). Nihayetinde, sican ve insanlarda KYD
dalgasindan sonra kisa siireli hiperemi ve ardisik uzun siireli oligemi ortaya ¢ikar

(Sekil 2.7) (69).
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Sekil 2.8. KYD’nin indiikledigi kan akimi degisikliginin zamana bagl gdsterimi.
KYD, isgal ettigi bolgede dncelikle hizli ve kisa siiren bir hiperemiye, ardindan uzun
stiren bir oligemiye sebep olur. 69 numarali referanstan uyarlanmistir (SKA: serebral
kan akimi, KYD: kortikal yayilan depolarizasyon).

Hayvan modellerindeki deneysel veriler KYD'nin trigeminal nosiseptif yollar1
aktive ettigini gostermektedir (70-72). KYD, pial ve dural makrofajlarin ve dendritik
hiicrelerin aktivasyonu ve yukarida belirtildigi gibi cesitli nosiseptif aracilarin
(arasidonik asit metabolitleri, potasyum, glutamat gibi) saliverilmesi ile iligkilidir (73).
Bu olaylar daha sonra trigeminal ganglionda hiicre govdeleri bulunan periferik
trigeminovaskiiler ndronlart ve ardindan spinal trigeminal ¢ekirdek ve ikinci derece
trigeminal ndronlar1 aktive edebilir (70, 71).

Hayvan deneylerinde ve klinikte serebral iskemi sonrasi insan beyninden
alinan elektroensefalografi kayitlarinda KYD ortaya ¢ikabildigi gosterilmis olmasina
ragmen, insanlarda aura sirasinda hala kesin olarak KYD'nin varligi
gozlemlenememistir (63). Bir fMRI ¢alismasinda, arastirmacilar hastalarda egzersize
bagl auray1 ve spontan aurayi incelemistir; bulgular, her ne kadar KYD benzeri bir
hiperemi-oligemi paternine isaret etse de kesin olarak KYD’yi kanitlamamustir (74).
Hipoksi veya egzersiz ile indiiklenen migren aurasi iizerine yapilan bir baska
calismada, skotom bildiren hastalarda kan oksijen seviyesine bagli BOLD yanitinin
azaldig1 ve sadece pozitif semptomlar yasayan hastalarda BOLD yanitinin arttigi

bulunmustur (75). Bunlarin disinda, KYD'nin maymun beyni gibi girensefalik bir
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beyinde 7 mm'den fazla yayildig1 hi¢cbir zaman basarili bir sekilde gosterilmemistir
(76) . KYD'nin yayilma hiz1 (3mm/dk) g6z oniine alindiginda, somatosensoriyel aura
sirasinda, migren hastalarinin somatosensoriyel korteksine KYD’nin ulagsmasi teorik
olarak saatler alacaktir. KYD sadece ipsilateral TSK'yi aktive edebilir, bu da tek tarafh
bas agrisinin auranin karsi tarafinda olmasi gerektigi anlamina gelir. Bununla birlikte,
somatosensoriyel aurali migren hastalarinin sadece %401 kontralateral bas agrisi
bildirmistir (77). Gorsel aural1 hastalarda bu kontralateral agr1 oran1 %8'e diismektedir
(78). Bilateral auralar ve ipsilateral migren bas agrilar1 da KYD fenomeni ile
aciklanamamaktadir. Terapotik miidahalelerin mekanizmas1 da geleneksel KYD-
migren anlayisinda bir uyumsuzluga isaret etmektedir. CGRP antagonistleri ve
CGRP'ye kars1 olusturulan monoklonal antikorlar, KYD'y1 baskilamadan migren bas
agrisini hafifletebilmektedir (12). Ayrica, hayvan caligmalarinda KYD'yi baskiladigi
gosterilen bir grup ilacin (tonabersat, gabapentin, sitalopram, fluoksetin) migren
analjezisinde higbir rolii olmadig1 kanitlanmistir (79-81). Bu ilaglarin KYD baskilayici
ve analjezik etkileri arasindaki bu tutarsizlik, KYD ve migren agris1 arasinda birebir
neden-sonug iligkisinin olmadigin1 géstermektedir.

2.1.5. Migren ve Noronal Hipereksitabilite

Literatiirdeki bazi ¢alismalarda, migren hastalarinda noéronal hipereksitabilite
temel bir fizyolojik bozukluk olarak 6ne ¢ikmaktadir (13). Noronal uyarilabilirlikteki
artisin nedenleri bir¢cok faktdre bagli olabilir. Genetik ¢aligmalar, noronal
uyarilabilirligin sebebi olarak kalsiyum kanallarinin anormalligini 6ne stirmiistiir (14).
Voltaj kapili P/Q tipi kalsiyum kanal genlerindeki varyasyon sonucu, eksitator amino
asitlerin (glutamat gibi) presinaptik saliverilmesinin etkilendigi bulunmustur. Diger
genetik calismalar, sodyum-potasyum ATPazi kodlayan ATP1A2 geninde islev
bozuklugu oldugunu gostermistir (15, 16). Son zamanlarda hem CACNAT1A hem de
ATP1A2’de mutasyon bulunmayan epizodik ataksi ve hemiplejik migren
hastalarindan elde edilen veriler, eksitatér aminoasit tasiyict 1 (EAATI)'deki
heterozigot bir mutasyonun glutamat gerialiminda azalmaya yol agabilecegini ve
bunun noébetler, hemipleji ve epizodik ataksiye neden olacak sekilde ndronal
hipereksitabiliteye sebep olabilecegini gdstermistir (17). Bu sistemlerde mutasyonu

olmayan hem aurali hem aurasiz migren hastalarinda yapilan bir ¢alismada kortikal
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glutamat seviyelerinin kontrollere gore yiliksek oldugu gosterilmistir (18).

Hipereksitabiliteye sebep oldugu diisiiniilen mekanizmalar Sekil 2.8’de belirtilmistir.

Glial Hiicre

NaK ATPaz Presinaptik R
Néron !nhlblt?r
Internoron

" Navl.l
FHM2 FHM1

Ca,2.1 FHM3
Norotransmitter

Norotransmitter saliverilmesi

gerialimi

T
’ *— Norotransmitter
EAA tasiyici

Postsinaptik Noron

Sekil 2.9. Migrendeki hipereksitabilite ile iliskili mekanizmalar. Sekilde 3 temel
mekanizma gbéze ¢arpmaktadir: 1) artmis eksitator norotransmitter (glutamat gibi)
saliverilmesi, 2) sodyum-potasyum ATPaz pompasinin disfonksiyonu sonucu néronun
dinlenim membran potansiyelinin atesleme esigine daha yakin olmasi, 3) inhibitor
interndronlarin lizerindeki sodyum kanallarinin disfonksiyonu sonucu inhibisyonda
bozulma ve eksitasyon/inhibisyon dengesinin eksitasyon lehine degismesi. Bu figiir
57 numarali referanstan dilimize uyarlanmistir (EAA: eksitator aminoasit, NaK
ATPaz: Sodyum potasyum adenozin trifosfataz).

Ayni zamanda migren hastalarinda duyusal kapilanmanin bozuk oldugu da
bulunmustur (19). Kortikal hipereksitabilite ve bozulmus duyusal kapilanma viziiel
uyarilmig potansiyeller ve somatosensoriyel uyarilmis potansiyeller (SSEP) ile
degerlendirilebilir (Sekil 2.9) (20-22). SSEP’lerin amplitiid ve latanslar1 Ol¢iilerek
noron popiilasyonu hakkinda fikir edinilebilir (82, 83). Bu SSEP parametrelerinin

NTG ve LVC ile olusturulan akut migren modellerinde nasil degistigi bilinmemektedir.
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Sekil 2.10. Viziiel uyarilmis potansiyel ve somatosensoriyel uyarilmis potansiyel
Olctimleri. A) Viziiel uyarilmis potansiyeller genellikle dama tahtasi goriiniimiine
sahip bir paternin hastaya gosterilmesi ve eszamanli olarak korteksten kayit
alinmasiyla elde edilir. B) Benzer sekilde, somatosensoriyel uyarilmis potansiyeller
klinikte en yaygin olarak median sinirin stimiile edilmesiyle eszamanl
somatosensoriyel korteksten kayit alinarak elde edilir.

2.1.6. Migren Indiikleyici Maddeler

Migren patofizyolojisinde rol oynayan maddelerin migren hastalarina
uygulanmasi sonucu bu kisilerde migren ataginin baslatilabildigi klinik ¢alismalarda
gosterilmistir. Gli¢li vazodilator 6zellige sahip olan bu molekiiller arasinda CGRP,
PACAP-38, nitrogliserin ve silostazol bulunmaktadir (84-87). Migren hastalari bu
maddelere maruz kaldiklarinda migren ataklari tetiklenirken, saglikli kisilerde hafif
siddetli bas agris1 goriiliir. NO dondrii nitrogliserinin intravendz inflizyonu migren
hastalariin %80'inde, CGRP infiizyonu %57'sinde ve PACAP-38 inflizyonu %58'inde
migren ataklarma neden olmustur (85, 88, 89). Simdiye kadar yapilan bazi

provokasyon ¢aligsmalarini kapsayan bir grafik Sekil 2.10°da sunulmustur.
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Sekil 2.11. Migren provokasyon calismalarindan elde edilmis farkli migren
indiikleyici maddelerin migren atagi indiikleme oranlari. 90 numarali referanstan
dilimize uyarlanmistir.

Nitrogliserin ile yapilan provokasyon ¢alismalarinda migren hastast olmayan
saglikli kisiler ve migren hastalarinda “nitrogliserin bas agrisi1” olarak tariflenen, ilacin
enjeksiyonunu takiben 3-5 dakika i¢inde ortaya c¢ikan bir bag agris1 goriillmektedir.
Buna karsin, ortalama 2-4 saat icerisinde migren hastalarinda migren atagi
baslamaktadir (84, 87). Provokasyon g¢aligmalarinda kullanilan migren indiikleyici
maddelerin ¢ogunlugu nadiren migren aurasini indiikleyebilmistir. Nitrogliserin,
sildenafil ve hipoksinin nadiren aurayr indiikleyebildigini sdyleyen c¢aligmalar
bulunmaktadir (91, 92). Ancak, Al-Karagholi ve ekibinin (28) klinik ¢alismasinda, bir
ATP kapili potasyum kanal acicist olan levkromakalim (LVC), aurali migren
hastalarmin biiyiik bir kisminda (%82) migren aurasini tetikleyebilmistir. Aurasiz
migren ataklarinin baglamasina kadar gecen medyan siire 2,8 saat (1-4 saat) iken, aurali
migren ataklarinin baglamasina kadar gecen medyan siire 44 dakika (20-120 dakika)
olarak saptanmistir. Bu baglamda LVC, aura tetikleyici 6zellikleri agisindan diger

migren indiikleyici maddelerin arasinda belirgin olarak one ¢ikmaktadir.
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2.1.7. Migren ve ATP kapih Potasyum Kanallar

ATP kapili potasyum kanallar1 (Katp kanal1), 1980’11 yillarda kalp kasinda
gosterilmistir. Daha sonra yapilan ¢calismalarda pankreas hiicreleri, diiz kas ve néronlar
iizerinde de yerlestikleri kanitlanmistir. Katp kanallar1 igeri dogrultucu (inward
rectifying) transmembran iyon kanallar1 olup Kir6.x alt ailesine dahildir. Kir6.x alt
ailesinde iki ¢esit alt iinite bulunmaktadir: Kir6.1 ve Kir6.2. Kir alt iiniteleri, hiicre dis1
gozenek olusturucu bir bolge (HY) ile iki transmembran yayilma bolgesine sahiptir (30,
93). Bununla birlikte, islevsel bir kanal elde etmek i¢in dort K;; alt {initesi gereklidir
ve kanalin aktivitesi dort Kir alt iinitesine bagli dort siilfoniliire reseptorii (SUR)
tarafindan diizenlenir (Sekil 2.11) (30, 31). Kanalin igeri dogrultucu islevi,
magnezyumun veya poliaminlerin kanal gozenegini tikamasi sonucu potasyumun
gecisini engellemesinden kaynaklanir. Kanal aktivasyonu sirasinda magnezyum
ve/veya poliaminler uzaklasir ve potasyum hiicre disina c¢ikar (94). Yiksek ATP
konsantrasyonlar1 kanali inhibe ederken, diisiik ATP seviyeleri kanali aktive ederek

acar (32).
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Sekil 2.12. Katp kanali morfolojisi ve ekspresyon profili. Tetramerik Karp kanal
kompleksi, dort Kir6 ve dort SUR alt iinitesinden olusur. Kir6 alt {initesi, ATP
baglanma bolgesine sahip iki transmembran domainine (TMD) sahipken, SUR alt
tinitesi her birinde 5-6 transmembran domaini bulunan ii¢ bilesenden (TMDO0O, TMD1
ve TMD?2) olusur. SUR alt {initesi, Mg-ADP i¢in niikleotid baglanma domainini
(NBD) igerir. Her alt {tnitedeki farkli alt tipler, Karp kanallarinin c¢esitli
kombinasyonlarina yol agar. Kir6.1, Kir6.2, SUR1 ve SUR2B, trigeminal ganglionda
(TG) ve trigeminoservikal komplekste (TSK) eksprese edilir. 95 numarali referanstan
dilimize uyarlanmistir (Kir6: igeri dogrultucu potasyum kanali; SUR: siilfoniliire
reseptorii; TG: trigeminal ganglion; TSK: trigeminoservikal kompleks).

Kartp kanallar1 bir¢ok organda eksprese edilir ancak farli Kir6.x ve SUR alt
tinitelerinin farkli kombinasyonu vaskiiler sistem, noronal sistem ve pankreas gibi
dokularda degisiklik gosterir. Pankreas  hiicreleri, glikozla uyarilan insiilin salgisini
kontrol eden Kir6.2/SUR1'1 eksprese ederken, Kir6.2/SUR2A kanallar1 miyokardda
bulunan baskin formdur (30, 33, 34). Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ise Kir6.1/SUR2B
eksprese edilir. Kir6.1 kanallar1 spontan kanal aktivitesi gdstermezken, pankreatik ve
miyokardiyal Kir6.2 kanallart ATP seviyeleri diisiik oldugunda veya olmadiginda
spontan olarak acilir (34, 96).

Kir6.1/SUR2B, beyin arterlerinde ve dura materde baskin formdur ve

vazokonstriksiyon/vazodilatasyonda rol oynar (35). Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde,

Karp kanalinin  agilmasiyla potasyum c¢ikisi nedeniyle meydana gelen
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hiperpolarizasyon, voltaj kapili kalsiyum kanallarinin (VKKK) inhibisyonuna yol agar,
bu da kalsiyum girisini azaltir ve sonug olarak diiz kas gevsemesi ve vazodilatasyona
neden olur (34, 97, 98). Bircok vazodilator madde, Katp kanallariyla alakali
reseptorleri veya ikinci haberci molekiilleri hedef alir. Nitrik oksit (NO), guanilat
siklaz (GS) ile etkilesir, bu da GTP’yi1 siklik GMP’ye doniistiiriir ve cGMP daha sonra
Katp kanallarimi fosforilleyip agilma probabilitesini artirir (36). Ayrica, endotelde
bulunan Katp kanallar1 da vazodilatasyona katkida bulunur (99). Gii¢lii vazodilatorler
olan CGRP ve hipofiz adenilat siklaz1 aktive eden peptid (PACAP), vaskiiler diiz kas
iizerindeki G-protein bagl reseptorlerine baglanarak adenilat siklaz (AS) enziminin
aktivasyonuna neden olur, boylece ATP cAMP'ye doniistiiriiliir (100). Siklik AMP
miktarindaki artis ayn1i cGMP’de oldugu gibi Karp kanallarinin fosforilasyonuna ve
bunun sonucunda kanalin agilma probabilitesinde artisa sebep olabilir. Ayrica,
fosfodiesteraz (PDE) tip 3 ve 5 inhibitorleri (silostazol ve sildenafil) farklh
endikasyonlar i¢in vazodilator etkileri nedeniyle klinikte kullanilmaktadir. PDE'ler
cAMP ve cGMP’yi parcalar; dolayisiyla, PDE'lerin inhibisyonu cAMP ve/veya cGMP
birikimine ve Karp kanalinin fosforilasyonuna yol acar (37). Bu maddelerin tiimii
birincil yan etki olarak bas agrisina neden olur. Dolayisiyla, yukarida belirtilen
mekanizmalarin migren patofizyolojisinde 6nemli oldugu disiiniilmektedir. Katp

kanallarinin tiim bu mekanizmalarca nasil etkilendigi Sekil 2.12°de gosterilmistir.
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Sekil 2.13. ATP kapili potasyum kanallarinin CGRP, PACAP ve NO sinyal
yolaklariyla iligkisi. 101 numarali referanstan dilimize uyarlanmistir (CGRP:
kalsitonin gen iligkili peptid; PACAP: Pitiiiter adenilat siklaz aktive edici peptid; NO:
nitrik oksit; AC: adenilat siklaz; GC: guanilat siklaz; ATP: adenozin trifosfat; GTP:
guanozin trifosfat; cAMP: siklik adenozin monofosfat; cGMP: siklik guanozin
monofosfat, PKA; protein kinaz A; PKG: protein kinaz G; PDES: fosfodiesteraz 5;
PDES3: fosfodiesteraz 3).

Kartp kanallar1 ayn1 zamanda i¢ mitokondriyal membranda da eksprese edilir
(mitoKartp) (102). Ancak bu kanallarin morfolojisi plazma membrani tizerindeki Katp
kanallar1 kadar iyi bilinmemektedir. Bazi ¢aligmalar ayni plazmalemmal Kartp
kanallar1 gibi fonksiyonel Kir ve SUR alt {initelerinden olustugunu sdylerken, diger
calismalar farkli mitokondriyel elektron transport zinciri proteinlerinin birleserek ATP
bagimli big¢imde potasyum iyonlaria gegirgen bir kanal aktivitesi olusturabilecegini
sOylemektedir (103, 104). Ek olarak, sitoplazma-mitokondriyal matriks agisindan
potasyum konsantrasyonlar1 birbirleri ile aynidir ve belirgin bir potasyum gradiyenti
yoktur. Sitoplazma ve mitokondriyal matriks yaklastk ayni  potasyum

konsantrasyonlarina sahipken, ekstraseliiler sivi ve sitoplazma arasinda potasyum

konsantrasyonlar1 20-30 kat farklilik gostermektedir. Bu baglamda, plazmalemmal
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Katp’lerin agilmast ve mitokondriyal Katp’lerin agilmasi arasinda iyon akimi
acisindan farklilar olup hiicresel kaskadlar1 farkli etkileyebilir (105). Farmakolojik
acidan bakildiginda, Karp kanallaniyla etkilesen maddelerin bircogu hem
plazmalemmal hem de mitokondriyal potasyum kanallar ile etkilesime girer. Belirgin
istisnalar arasinda sadece plazmalemmal Katp kanalini bloke ettigi diistiniilen inhibitor
HMR1098 sayilabilir (106). Baz1 dokularda, belirli maddeler mitokondriyal potasyum
kanallarin1 plazmalemmal izoformlara gére daha biiylik bir spesifisite ile hedefledigi
goriinmektedir. Ornegin, Kate kanalinin modiilatorleri olan diazoksit (kanal agic1) ve
5-hidroksidekanoik asit (5-HD, kanal blokorii) mitokondriyal Katp kanalina karsi ¢ok
daha secicidir. Bu nedenle bazen "mitokondriyal potasyum kanal modiilatorleri"
olarak kabul edilirler (107). Mitokondriyal ATP kapili potasyum kanallarinin migren
patofizyolojisindeki rolii ve tedavi hedefi olarak anlami arastirilmamistir. Bazi ATP

kapili potasyum kanal agicilar1 ve blokorleri Sekil 2.13’te gosterilmistir.
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Sekil 2.14. Katp kanali acic1 ve blokorlerinin kimyasal yapilari. Katp kanalinin
acilmasini saglayan [pinasidil (pinacidil) (4660), diazoksit (pinacidil) (2911) ve HMR
1098 (21436283)] veya Kartp kanal aktivitesini inhibe eden [glibenklamid
(glibenclamide) (3368), tolbutamid (to/butamide) (5304) ve 5-hidroksidekanoat (5-
hydroxydecanoate) (1758)] bilesiklerin kimyasal yapilar1 gosterilmistir. Yapilar
ChemSpider veritabanindan (http://www.chemspider.com/) elde edilmistir ve parantez
icindeki numaralar bilesiklerin ChemSpider ID'lerini ifade etmektedir.
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2.1.8. Preklinik Migren Modelleri

Preklinik akut migren modelleri, migren i¢in yeni tedaviler gelistirmek ve
patofizyolojik mekanizmalar1 agiklamak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
modeller, gegerli olarak kabul edilebilmeleri i¢in insandaki migren bas agrisindakine
benzer bir etiyoloji ve fenotip sergilemeleri gerekmektedir. Ancak, heniiz migrenin
tim fenotipik ve etiyolojik oOzelliklerini modelleyebilen bir hayvan modeli

bulunmamaktadir (108). Rodentlerdeki migren modelleri Tablo 2.1’de 6zetlenmistir.



Tablo 2.1. Preklinik Migren Modelleri

25

Hayvan Modeli Uy‘g{l:)ll?lma izlenen Fenotip Tedavi Yamiti Kaynakc¢a
—Zolmitriptan agr1
fenotipinin
olusmasini

—Mekanik hiperaljezi  engellemistir.
—Azalmig —Ketorolak
lokomosyon nosiseptif davranis
—Tek tarafli arka pati  fenotipini
ve yliz grooming engellemis, tek
] Dural davranisi tarafli arka pati ve
Inflamatuar ¢orba . —Anksiyete ve yiiz grooming (109-112)
kaniilasyon .
depresyon benzeri davranisini bloke
davranislar etmistir.
—Trigeminal ganglion ~ —Amitriptilin
ve TSK’de CGRP allodiniyi tersine
iliskili gen gevirmis ve
ekspresyonlarinda artis  anksiyete ve
depresyon benzeri
davranislari
azaltmustir.
—Mekanik hiperaljezi —>Pr0pranolol., .
. topiramat, amilorid
—Termal ve mekanik mekanik
allodini . T
—Fotofobi hlpqra'lj eziyl 1nh1b§
. L Intravendz —Meningeal kan etI:I11$'[II:. .—>Valpr01k
Nitrogliserin . . asit etkisiz (113, 114)
intraperitoneal akiminda artis
bulunmustur.
—Azalmig lokomotor .
aktivite —Sumatriptan
—Somurtma somurtma
(grimacing) davranigini
8 8 azaltmistir.
: —Spontan trigeminal —Valp r01.k asit

Genetik modeller - allodini spontan trigeminal (115)

allodiniyi onlemistir.
—Fotofobi —Rizatriptan

Transgenik —Tek tarafli yiiz i P

modeller (FHM1, - grooming davranisi grooming (116, 117)
davranisini

FHM2) —Tek tarafli g6z 3
azaltmugtir.

kirpistirma
—Dural afferent —>Yalpr01k asit,
Serebral korteks . topiramat,
. aktivasyonu,
lizerine —Menineeal kan propranolol,
otasyum & amitriptilin ve
Kortikal yayilan ilorﬁr akiminda artis ve metiserjid KYD
de olariz}allsyon uygulamasi ardindan uzun sireli atklth gint (118, 119)
polarzasy ygulam: oligemi Y £ ’
modeli —Elektriksel . bastirmistir.
stimiilasyon —>Artmis grooming —Lamotrijin de
L davranigi ..
—Pinprick — Donma davranisi potasyum kloriir ile
uygulamast s indiiklenen KYD’yi

—Mekanik allodini

baskilamustir.
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Yapilan caligmalarda kullanilan hayvan modelleri TSK’deki noronal
aktivasyonu temel almaktadir. Yukarida 6zetlendigi gibi; meningeal damar ag1, biiyiik
serebral arterler ve paranazal siniisler gibi agriya duyarl intrakraniyal yapilar1 innerve
eden trigeminal sinirin oftalmik dalinda nosiseptorler bulunur. Migren bas agrilari, bu
yapilar1 innerve eden periferik aferentlerin nosiseptif mediatorlerce uyarilmasiyla
ortaya c¢ikar (120, 121). Bu nosiseptif mediatoérlerden olan prostaglandin (PGE2),
histamin, serotonin ve bradikinin i¢eren ve "inflamatuar ¢orba (inflammatory soup)"
olarak adlandirilan bir karisim meningeal ve trigeminovaskiiler nosiseptorleri uyarmak
icin kullamlmustir (122). Inflamatuar gorba, hayvanlarin sisterna magnasi igine
yerlestirilen bir mikrokateter kullanilarak enjeksiyon yoluyla uygulanabilir. Bu
enjeksiyon sonucunda, meningeal afferentler aktive olur. Ek olarak, dura mater iizerine
topikal uygulamanin da geri doniistimlii sefalik allodiniye neden oldugu gosterilmistir
(109, 110, 123). Bu yontemin bir dezavantaj1 olarak, inflamatuar ¢corbanin kan beyin
bariyerinin islevselligini bozabilmesidir. Bu da agri fenotipinin meningeal
afferentlerin aktivasyonu yoluyla sinaptik kaynakli degil, dogrudan merkezi sinir
sisteminin aktivasyonundan kaynaklanmasina sebep olabilir (108).

Yaygin olarak kullanilan bir diger model ise bir nitrik oksit dondrii olan
nitrogliserin ile indiiklenen migren modelidir. Bu modelde intravendz veya
intraperitoneal olarak uygulanan nitrogliserinin yaklasik 2 saat kadar siiren bir
allodiniye sebep oldugu gosterilmistir (114, 124). NTG'nin, sigan ve farelerde TSK
aktivasyonu sonucu periorbital bolgede mekanik esikleri diisiirerek bas agris1 benzeri
fenotipi indiikledigi gosterilmistir (114, 125). Farelerde nitrogliserin enjeksiyonu
termal ve mekanik allodiniye neden olmus ve bu allodini sumatriptan ile tersine
cevrilmistir (114). TSK aktivasyonu elektrofizyolojik kayitlarla ndronlarin
ateslenmesinde artig olarak da tespit edilebilmektedir (126, 127). Bu artan atesleme
fenotipik olarak mekanik allodini seklinde kendini gostermektedir (114, 128, 129).
Ayrica, intraperitoneal NTG enjeksiyonu siganlarda anksiyete benzeri davraniglara ve
1siktan kaginma davranisina sebep olmustur. Boylece bu modelde, migren hastalarinda
goriilen es zamanli anksiyete/depresif davraniglari ve fotofobiyi taklit edilebilmektedir
(129). Bu ¢aligsmaya kadar hayvanlarda, levkromakalimin migren indiikleyici etkileri
tekrarlayan levkromakalim enjeksiyonu ile kronik migren modeli iizerinde

gergeklestirilmistir. Henliz tek bir levkromakalim enjeksiyonunun hayvanlarda
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mekanik allodini, anksiyete benzeri davranmis ve fotofobi dahil olmak iizere akut

migren benzeri bir fenotipe yol acip agmadigi heniiz bilinmemektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar

Tim hayvan deneyleri ARRIVE yo6nergelerine uygun olarak yapilmis ve
Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan onayland1 (onay no:
2022/05-11). Calismamizda erkek Wistar sicanlar (250-350 g) kullanilildi. Wistar
sicanlar Kobay Deney Hayvanlar1 Laboratuvarindan (Ankara, Tiirkiye), Hayvanlar,
21+1 °C ve %45-60 nem ayarlarinda barindirildi. Siganlar tigerli gruplar halinde, 12/12
saatlik aydinlik/karanlik 151k ayarinda (aydinlik periyot 07.00-19.00) sicaklik ve nem
kontrollii bir barinakta ad libitum yem ve su ile barindirildi. Sicanlar herhangi bir
deneysel prosediire tabi tutulmadan 6nce en az 1 hafta siireyle aklimatize edildi.

3.2. Deney Protokolii ve Gruplari

Calismamizda, levkromakalim (LVC) saf etanolde (0,5 mL etanolde 1 mg
LVC) ¢oziilmiis ve ardindan izotonik salinde seyreltilerek 1 mI’lik salin i¢erisinde %5
etanolde (v/v) 0,1 mg LVC igeren nihai ¢ozelti elde edildi. Nitrogliserin (NTG) etanol
bazli bir ¢dzelti olarak satin alind1 ve benzer sekilde izotonik salin i¢inde seyreltilerek
1 mL salin igerisinde %10 etanolde (v/v) 1 mg NTG igeren nihai bir ¢ozelti elde edildi.
Her iki madde de tiim deneylerde intraperitoneal yolla uygulandi. NTG ile indiiklenen
akut migren modeli i¢in, onceki ¢alismalarda kapsamli bir sekilde dogrulanmis olan
10 mg/kg'lik doz secildi (114, 130-132). Calismamizda LVC ile indiiklenen akut
migren modelini olusturmak i¢in, daha 6nce LVC ile indiiklenen kronik migren
modelinde kullanilan 1 mg/kg’lik doz uygulandi (133). Kontrol (CTRL) gruplari i¢in
salin icerisinde etanol sollisyonu vehikiil olarak kullanildi. Akut migren modelleri
nitrogliserin (NTG - salin i¢inde %10 etanol i¢inde 10 mg/kg) veya levkromakalim
(LVC — salin i¢inde %5 etanol i¢inde 1 mg/kg) tek seferde uygulanarak olusturuldu.
On deneyler, salin ¢ozeltilerindeki iki etanol konsantrasyonunun (%35 ve %10) von
Frey testi ve 1siktan kaginma deneyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli sonuglar
vermedigini gosterdi. Boylece, bu sonuclar tek bir kontrol grubu altinda birlestirildi.

3-4 aylik Wistar si¢anlar rastgele 3 farkli gruba ayrildi: kontrol grubu (control
- CTRL), nitrogliserin (nitroglycerin - NTG) ve levkromakalim (levcromakalim -
LVC).

Migren ataginin preklinik bir korelasyonu olarak, periorbital ve arka pati

mekanik allodinisi 6l¢iildii. Daha sonra, ayrica Wistar si¢anlara vehikiil, NTG veya
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LVC enjekte edildi ve diisiik mekanik esigin tespit edildigi zaman dilimi i¢cinde bu
Wistar siganlar anksiyete benzeri davranis ve 1s1iktan kaginma agisindan degerlendirildi.
Vehikiil enjekte edilen sicanlar, kendilerine karsilik gelen miidahale gruplariyla denk
zaman dilimlerinde test edildi (Salin igerisinde %10 etanol enjekte edilen sicanlarda
enjeksiyonun iki ila {iclincii saatleri arasinda ve salin icerisinde %35 etanol enjekte
edilen sicanlarda enjeksiyondan sonraki 30. dakika ile 90. dakika arasinda test edildi).
In vivo elektrofizyoloji deneyleri icin Wistar siganlara vehikiil, NTG veya LVC
enjeksiyonlar1 yapildi ve KYD parametreleri ilgili zaman dilimlerinde degerlendirildi
(Sekil 3.1). Western blot deneyleri, vehikiil enjeksiyonundan, KYD indiiklenmesinden

ve LVC uygulanmasindan 3 saat sonra gerceklestirildi.

LVCyadaVEH i.p. _
BL 1 t t 1 !

—
—

0.dk 30.dk 60.dk 90.dk 120.dk 180.dk 240.dk
NTG i.p
! [ NTGDeneyleri ]
[ | ]
BIL t t t t
((;} 60.dk 120.dk 180.dk 240.dk

Sekil 3.1. Deney protokolii ve zaman ¢izelgesi. CTRL (salin iginde %5 veya %10
etanol) ve LVC (1 mg/kg) gruplarinin mekanik esikleri baslangi¢ (BL), 30, 60, 90, 120,
180 ve 240. dakika zaman noktalarinda test edildi. NTG (10 mg/kg) grubu baslangic,
60., 120., 180. ve 240. dakikalarda test edildi. Esik degerlerin en diisiik oldugu zaman
dilimleri "bas agris1 faz1" olarak kabul edildi ve diger tiim deneysel prosediirler bu
zaman dilimine denk getirildi (LVC igin 30-90 dk ve NTG i¢in 120-180 dk ; VEH:
vehikiil, LVC: levkromakalim, NTG: nitrogliserin).
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3.3. Davrams Deneyleri

Calismamizda migren benzeri fenotipi degerlendirmek i¢in von Frey filamani
testi, ylikseltilmis art1 testi, karanlik-aydinlik kutu testi, agik alan arena testi kullanildi.
Von Frey filamani testinde mekanik esiklerin diisiik oldugu zaman dilimi “bas agris1”
faz1 olarak kabul edildi ve diger davranis deneyleri bu zaman diliminde NTG veya
LVC enjekte edilmis ayr1 sican gruplarinda uygulandi. Tiim davranis deneyleri
siganlar davranig laboratuvarina alinip 1 saat aklimatize edildikten sonra baglatildi.
Tiim davranis deneylerinin kamera ile goriintiileri kaydedildi. Yikseltilmis art1 testi
ve agik alan arena testindeki parametrelerin 6l¢timii goriintli isleme programi ANY-
maze (Stoelting Europe, Dublin, Irlanda) ile degerlendirildi. Karanlik-aydinlik kutu
testinin sonugclari ise kayith goriintiilerden elle hesaplandi.

3.3.1. Von Frey Filamani Testi

Periorbital ve arka pati mekanik allodinisi von Frey filamentleri ile "up-and-
down" yontemiyle degerlendirildi (134). Periorbital mekanik esikleri test etmek icin
dikdortgen ylizeyi asetat kapli tahta pargasi olan, tabaninin ¢ap1 7 cm, boyu 25 cm olan
0,5 cm’lik kare delikli sert fileden olusan yarim silindir seklinde bir aparat kullanildi
(Sekil 3.2). Siganlar periorbital deneyler baglamadan 6nce bu aparata 3 giin 5 dakikalik
periyotlarla alistirildi. Deney giinii siganlar bu aparata zor kullanilmadan yerlestirildi,
kesfetme ve donme davranislarinin bitmesi beklendi. Periorbital mekanik esik testi icin
her iki goziin orta-rostral kismina 2 g'dan baslayan von Frey monofilamentleri
uygulandi. Bagi geriye ¢ekme, bas sallama, vokalizasyon, ipsilateral bag kasima ve
tlim viicut geri ¢ekilmeleri pozitif yanit olarak kabul edildi.

Arka pati esik testi i¢in ise siganlar masadan 20 cm yiikseklikte ayaklari
bulunan, bu yiikseklikteki alt zemini 0,5 cm’lik kare delikli sert fileden yapilmis olan
ve lizerinde yiiksekligi, eni ve boyu sirastyla 22 cm x 15,5 cm x 19,5 cm olan {istii agik
cam kisimdan olusan bir test aparatina yerlestirildi (Sekil 3.2). Kesif davranist sona
erdikten sonra teste baslandi. Von Frey monofilamentleri 4 g’dan bagslanarak arka
patinin orta plantar kismina uygulandi. Pati ¢ekme, pati yalama ve vokalizasyonlar
pozitif yanitlar olarak kabul edildi. %50 geri ¢ekme esiklerinin hesaplanmasi
https://bioapps. shinyapps.io/von_frey app/ adresindeki ticretsiz ¢evrimici hesap

makinesi kullanilarak yapildi.
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Sekil 3.2. Arka pati ve periorbital mekanik allodini test aparatlari. A) Sicanlar, arka
pati aparatina yukaridan birakilarak yerlestirildi. Deney protokolii kesfetme davranisi
bittikten sonra baslatildi. B) Periorbital aparat, sicanin igeride restriksiyona sebep
olmayacak sekilde durabilmesine imkan taniyacak sekilde dizayn edildi (7x25x10 cm).
Hayvanlar sekilde goriildiigii gibi aparata kendiliklerinden girdikten sonra von Frey
filamanlar1 periorbital bolgeye dik bicimde uygulandi.
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3.3.2. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

Agn iliskili anksiyete benzeri davranisin degerlendirilmesi i¢in yiikseltilmis
art1 labirent testi kullanildi (135). Sicanlar dort dik koldan (40 cmx15 cm) olusan art1
seklindeki labirentin merkezine yerlestirildi. Kollardan ikisi agik, ikisi ise duvarlarla
(45 cm) gevrili olarak tasarlandi. Agik kollarda gecirilen siire 5 dakika boyunca analiz
edildi.

Sekil 3.3. Yiikseltilmis art1 testi platformu. Siganlar merkeze yiizleri agik kola bakacak
sekilde yerlestirildi ve agik kolu kesfetme siireleri 5 dakika boyunca kaydedildi.
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3.3.3. Karanhk-Aydinhk Kutu Testi

Isiktan kagma davranisi, biri aydinlik (3000 1x) ve digeri tamamen karanlik
olan iki bitisik bolmeden olusan bir aparatla test edildi. Bolmelerin her birinin
yuksekligi 30 cm, eni 26 cm, boyu 30 cm olarak tasarlandi. Test sirasinda, siganlar her
iki bolmeyi de kesfetmeye birakildi. Aydinlik bélmede gegirilen siire ve karanliktan
aydinliga gecislerin sayis1 15 dakika boyunca 6l¢iildii.

) £
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Sekil 3.4. Karanlik-aydinlik kutu testi. Sicanlar kutunun aydinlik tarafina birakildi. 15
dakika boyunca karanlik ve aydinlik taraflar1 kesif siireleri kaydedildi. Aydinlik tarafi
kesif siireleri ve karanlik taraftan aydinlik tarafa gegis sayilar1 fotofobinin bir 6l¢iisii
olarak kullanildz.
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3.3.4. Acik Alan Arena Testi

Isiktan bagimsiz anksiyete agik alan arena labirenti ile degerlendirildi (136).
Test aparat1 tabani siyah tahta malzemeden imal edilmis iistii agik, kenarlar1 seffaf bir
cam kiip olarak tasarland1 (45x45x45 cm). Siganlar aparatin merkezine yerlestirildi ve
serbestge aparati kesfetmelerine izin verildi. Merkez bolgede gecirilen kiimtilatif siire
ve merkez bolgeye gecis sayist 30 dakika boyunca kaydedildi. Merkez bolgede
gecirilen siire ayn1 zamanda 1s1iktan bagimsiz anksiyete benzeri davranisin bir 6lgtlisii

olarak kabul edildi (137).

| f'j’ g~

Sekil 3.5. Acik alan arena testi. Sicanlar arenanin tam ortasina birakildi. Siganlarin
merkez alanda gecirdikleri siire ve merkez alana gecis sayilar1 anksiyete benzeri
davranisi 6lgmek icin kullanildi.
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3.5. In vivo Elektrofizyoloji

Elektrofizyolojik kayitlar Sekil 3.6°da gosterilen elektronik sistem ve aparatlar
ile kaydedildi. Siganlar intraperitoneal 1,2 g/kg iiretan enjeksiyonu ile anestezi edildi.
Anestezi derinligi pati ¢ekme refleksi ve kornea refleksinin yoklugu ile teyit edildi.
Sicanlar daha sonra stereotaksik cerceveye yerlestirildi ve viicut sicakliklar
termoregiilator battaniye ile sabit tutuldu. Rostro-kaudal eksende bas iistiinden yapilan
sagittal bir kesi ile bregma ve lambda ortaya kondu. Sag primer somatosensoriyel
kortekse (AP 0.0; ML =+ 3.8) ve ipsilateral primer gorsel kortekse (AP -6.0; ML -3.8)
erismek icin 2 “burr hole” drill yardimiyla a¢ildi. Dura, “pinprick” kaynakli KYD’leri
onlemek icin 6zellikle saglam birakildi. KYD’yi kimyasal olarak indiiklemek icin
ticilincii bir burr hole kullanildi. Toprak elektrodu olarak hayvanin boynuna sapli altin
kapl bir igne elektrot kullanildi. Dura mater iizerinden AC ve DC kayitlar1 hipertonik
salin igceren Ag/AgCl cam mikroelektrotlarla elde edildi. Sol median sinir her 10
saniyede bir uyarildi (1 mA uyaran akimi; 0,2 ms atim siiresi) ve sag somatosensoriyel
korteksten somatosensoriyel uyarilmig potansiyeller (SSEP) kaydedildi. Dural EEG
sinyalleri bu sistemle kaydedildi ve bir “headstage” (Batiray, YSED, Tiirkiye) ve bir
yiikselitici (Kaldiray EX-2C, YSED) ile amplifiye edildi. Veriler, bir veri toplama
sistemi (PowerLab 8/SP, ADInstruments, Avustralya) ile dijitize edildi. Veri kayitlari
ve analizi LabChart yazilimi (AD Instruments, Avustralya) kullanilarak yapildi. 20
dakikalik bazal kayittan sonra, KYD esigi 5 dakikalik araliklarla artan
konsantrasyonlarda KCI (25 mM, 50 mM, 75 mM, 125 mM, 150 mM, 175 mM, 250
mM, 500 mM) ile 1slatilmis bir pamuk yerlestirilerek kimyasal olarak hesapland1 (138).
Ardindan, seri KYD'leri indiiklemek i¢in, 1 M KCl ile 1slatilmig bir pamuk KYD “burr
hole” deliginin {izerine yerlestirildi ve her 15 dakikada bir 1 M KCl ile 1slatilarak nemli
tutuldu. Bu KYD'ler amplitiid, siire, frekans ve yayilma basarisizlig1 agisindan
degerlendirildi. Uyarilmis potansiyeller amplitiidlerine ve tepe noktalarina olan
latanslarina gore dl¢iildii. Bazal EEG'nin gii¢ spektrumlari da hesaplandi. Ornek KYD
traseleri (hem AC hem DC kayitlar), 6rnek SSEP trasesi ve bu traselerden 6l¢iilen

parametreler sekil 3.7°de gosterildi.
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Sekil 3.6. Elektrofizyoloji dee ekipmanlari. A) Stereotaksik cerceve. B) Rektal
termometre ile ¢alisan termal battaniye. C) Stimiilator. D) Stimulus izolasyon {initesi
(solda), amfi (sag iistte) ve gli¢ kaynagi (sag altta). E) Pipet ¢ekici. F) Amfi (iistte) ve

analog-dijital sinyal dontistiiriicii (altta).

AC Somatosensoriyel
Uyarilmis Potansiyel

Latans

Vuru siiresi: 0,2 ms

Akim: | mA
Frekans: 0,1 Hz
30s

Amplitiid

Sekil 3.7. Ornek KYD ve SSEP traseleri ve bu traselerden &lgiilen parametreler. Ust
paneldeki mavi renkli trase AC kayit trasesidir. Bu traseden en 1yi SSEP gibi hizli (>1
Hz) sinyaller okunabilir. O nedenle SSEP’ler bu traseden ayiklandi, latans ve
amplitiidleri hem KYD oncesinde hem de KYD sonrasinda 6lgiildii. Buna karsin
asagidaki yesil renkli trase DC kayit trasesidir. DC kayit sistemi 0,5 Hz’den diisiik
sinyalleri de kaydedebildigi i¢cin ¢ok yavas bir sinyal olan KYD analizi amagh
kullanildi.
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3.6 Protein Diizeyi Olciimii

3.6.1. Doku Toplanmasi

Kortikal c-fos ekspresyonunun gdsterilmesi i¢in si¢anlar intraperitoneal iiretan
(1,4 g/kg) enjeksiyonu ile anestezi edildikten sonra dekapite edildi. Beyinler hizlica
cikartildi ve sogutulmus beyin-omurilik sivisina kondu. Bir dakika boyunca sogutulan
beynin hemisferleri ayrildi, her iki taraftan da diensefalon uzaklastirildi. Tiim korteks
izole edildikten sonra parietal kortkese denk diisen korteks kisminda 2 mm
kalinliginda kesit alind1 ve bu kesitler homojenize edilmek iizere proteaz ve fosfataz
igeren soliisyona kondu.

3.6.2. Protein Izolasyonu

Ticari olarak edinilen, proteaz ve fosfataz inhibitorii iceren RIPA tamponu
(Santa Cruz Biotechnology, sc-24948A) 1 gram dokuya 3 mL olacak sekilde eklendi.
RIPA tamponu eklenen doku Ornekleri doku homojenizatérii (Sonoplus mini 20,
Bandelin,Almanya) ile homojenize edildi. Homojenizasyonu takiben doku drnekleri
30 dk boyunca buz iizerinde inkiibasyona birakildi. Homojenatlar 30 dakikalik buz
inkiibasyonundan sonra +4C’de 10000 g de 20 dk boyunca santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda elde edilen seffaf siipernatan, protein diizeyi dlglimleri i¢in kullanilmak
tizere alikotlanmis ve -80C’de muhafaza edildi.

3.6.3. Protein Konsantrasyon Olgiimii

Protein konsantrasyon 6l¢iimii ticari bir kit olan Elabscience® Total Protein
(TP) Colorimetric Assay Kit (Katalog No: E-BC-K168-M, Elabscience, Elabscience,
USA) kullanilarak yapildi. Standart olarak sigir serum albiimini (BSA) 0-1 mg/mL
konsantrasyonlar1 arasinda hazirlandi. Ureticinin belirledigi protokole gére kuyucuk
basina 200 pL ¢alisma soliisyonu hazirlandi. Her kuyucuga 200 pL ¢alisma soliisyonu
eklendikten sonra 1:25 diliie edilmis protein 6rnekleri 20 pL miktarinda eklendi.
Kolorimetrik 6l¢iimler i¢in kullanilan plaka 96 kuyucuktan olugmaktadir. Plaka 20
saniye karistirildiktan sonra 30 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Daha sonra, plakadaki
proein Orneklerinin miktar1 562 nm dalga boyunda spektofotometre (MultiScanGO,
Thermo Fisher Scientific, ABD) ile tayin edildi. Standartlara gore c¢izilen egriden

orneklerde bulunan protein konsantrasyonu hesaplandi.
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3.6.4. Western Blot

Kortikal protein 6rnekleri 50 pg/10 pL konsantrasyonunda olacak sekilde %10
akrilamid jele (TGX FastCast Acrylamide Solution, Bio-Rad, ABD) yiiklendi, 90
dakika boyunca 90 V'de yiiriitiildii ve Trans-Blot Turbo Transfer Sistemi (Bio-Rad,
ABD) araciligiyla 7 dakika boyunca 1,3 mA'de PDVF'ye aktarildi. Daha sonra
membranlar %S5 siit tozu soliisyonu ile oda sicakliginda 2 saat siireyle bloke edildi
(Bio-Rad, ABD). Sonrasinda, membranlar primer antikorlarla (c-fos: ABE457,
Millipore, ABD, 1:2000 diliisyonda; B-aktin: Bioss, ABD, 1:1000 diliisyonda) ile
4 °C'de gece boyunca inkiibe edildi. Ug tur TBS-T yikamasindan sonra membranlar
1:2000 diliisyonda sekonder antikor (AP307P, Millipore, ABD) ile oda sicakliginda 1
saat inkiibe edildi. Membranlar Western Kemiliiminesan HRP Substrati (Immobilon,
#WBKLS, Merck) ile karanlikta 5 dakika muamele edildi. Membranlar daha sonra
Syngene G:BOX Chemi XRQ ile gorsellestirilmis ve ImageJ (NIH, ABD) ile analiz
edildi. Protein miktarinin normalizasyonu icin B-aktin seviyeleri kullanildi. Protein
seviyelerindeki goreceli degisim normalize edilmis oran (c-fos/B-aktin) olarak

gosterildi.
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3.7. Kan Beyin Bariyeri Permeabilite Degerlendirmesi

Akut NTG ve LVC enjeksiyonlarmin sicanlarin kan beyin bariyeri
permeabilitesi lizerine etkisi, santral sinir sistemine ge¢cmis olan evans mavisinin (EM)
spektrofotometrik olarak Olgiilmesi ile degerlendirildi. EM molekiiler agirliginin
yuksek olusundan dolay1 intakt kan beyin bariyerinden gecemez. Bunun disinda EM,
albiimin ile kompleks olusturabilmektedir. Kortekse ekstravaze olan bu kompleksin
kimyasal olarak dokudan ekstrakte edilip Ol¢iilmesiyle kan beyin bariyeri
permeabilitesi degerlendirildi (139). EM salin i¢inde %2 (w/v) olarak hazirlandi.
Hayvanlar iiretan (1,4 g/kg) ile anestezi edildi ve EM (3 mL/kg) enjekte edildi. Tiim
enjeksiyonlar, hayvanlarin mekanik esiklerinin en diisiik oldugu 1 saat boyunca EB
boyasina maruz kalacaklar1 sekilde zamanlandi. islem sirasinda viicut sicakliklari
termoregiilator bir battaniye ile sabit tutuldu. Daha sonra hayvanlar transkardiyal
olarak serum fizyolojik ile perfiize edildi. Frontoparietal ve oksipital korteksler
toplandi. Beyinlerin yag agirliklari 61¢iildii ve her 1 g doku i¢in 1 mL %50 (salin i¢inde
wi/v) trikloroasetik asit eklendi. Ornekler daha sonra homojenize edildi ve 10000 g'de
20 dakika santrifiij edildi. Stipernatanlar toplanmis ve etanol ile dort kat seyreltildi.
Standartlar da gesitli konsantrasyonlarda etanol i¢inde EM boyasi olarak hazirlandi.
Absorbanslar 620 nm'de spektrofotometre (MultiScanGO, Thermo Fisher Scientific,
ABD) ile ol¢iildii.

3.8. Istatistiksel Analiz

Veri analizinde GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Boston, ABD)
programi kullanildi. Veriler ortalama + standart hata olarak belirtildi. Deney
gruplarinda hipotez testlerinden once normalite testleri yapilarak normal dagilim
yoniinden incelendi. Gruplardan en az biri normal dagilima uymuyorsa non-
parametrik testler, tiim gruplar normal dagildiginda ise parametrik testler kullanildi.
Parametrik veriler i¢in, karsilastirilacak iki veya ii¢ grup oldugunda sirasiyla student's
t testi veya ANOVA (tek yonlii veya iki yonlii) ve ardindan uygun post hoc testi
kullanildi. Parametrik olmayan veriler i¢in Mann Whitney U, Kruskal Wallis ve
Friedmann testleri kullanildi. Post hoc testler ANOVA'™in F degerleri anlamh
olmadiginda yapilmadi. P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



40

4. BULGULAR

4.1. Nitrogliserin veya Levkromakalim ile Indiiklenen Akut Migren
Modellerinde Periorbital ve Arka Pati Mekanik Esikleri

Vehikiil kaynakli olabilecek muhtemel mekanik esik degisikliklerini diglamak
icin salin igerisinde %10 etanol enjeksiyonunun etkilerini inceledik. Hem periorbital
hem de arka pati Olglimlerinde higbir 6l¢iim aninda herhangi bir esik degisikligi
gozlemlemedik.

Oncelikle, akut LVC ve NTG enjeksiyonu ile indiiklenen periorbital mekanik
esik diisiislerini karsilastirdik [F (2, 25) = 5,972; p<0,01; Sekil 4.1]. intraperitoneal
LVC enjeksiyonunu takiben, 30. dakikada periorbital belirgin bir azalma gézlemledik
(p<0,01). Esikler ilgili CTRL degerlerine kiyasla yaklasik 60. dakikada minimuma
distii (p<0,01) ve yaklasik 120 dakika sonra kontrol seviyelerine ulasti. NTG
grubunun 60. ve 120. dakikalarda periorbital esikleri anlamli azalma gosterdi (sirasiyla

p<0,05 ve p<0,01) ve 240. dakikada baslangi¢ seviyesine dondii.
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Sekil 4.1. CTRL, NTG ve LVC gruplarinda zamana gore periorbital esiklerdeki
degisim. LVC ve NTG enjeksiyonlar1 periorbital bolgede mekanik esiklerde dnemli
Ol¢iide azalmaya neden oldu. LVC enjeksiyonu 30. dakikada esiklerde hizl1 bir diisiise
sebep oldu ve mekanik esikler 60. dakikada minimum degerine ulasti. LVC ile
indiiklenen mekanik allodini 120. dakikada sona erdi. Buna karsin, NTG enjeksiyonu
sonras1 mekanik esikler 120. dakikada minimum degerine ulastt ve 240. dakikaya
kadar diizelmedi. (CTRL: kontrol, NTG: nitrogliserin, LVC: levkromakalim, *p <0.05
LVCvs CTRL; ** p<0.01 LVC vs. CTRL; *** p <0.001 LVC vs. CTRL; # p <0.05
NTG vs. CTRL; ## p <0.01 NTG vs. CTRL; ### p < 0.001 NTG vs. CTRL).
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Benzer sekilde, LVC ve NTG enjeksiyonu arka pati mekanik esiklerinde gegici
bir azalmaya sebep oldu [F(2,34)=11,85; p<0,0001, Sekil 4.2]. LVC enjeksiyonundan
sonra, 30. ve 60. dakikalarda esiklerde anlamli bir diisiis gbzlemledik. 60. dakikada,
ilgili CTRL degerlerine kiyasla en diisiik arka pati esikleri tespit edildi (p<0,0001).
Esikler yaklagik 120 dakika sonra periorbital LVC esikleri ile tutarl olarak diizeldi.
NTG enjeksiyonu ayrica 60, 120 ve 180 dakikalik zaman noktalarinda arka pati
mekanik esiklerini azaltti (her {ic zaman noktasi i¢in sirasiyla p<0,01; p<0,0001;
p<0,01]. NTG grubu i¢in maksimum diizelme 240. dakikada elde edildi ve bu zaman
noktasinda NTG ve CTRL gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik saptanmadi

(p>0,05).
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Sekil 4.2. CTRL, NTG ve LVC gruplarinda zamana gore arka pati esiklerindeki
degisim. LVC ve NTG enjeksiyonlar1 arka patide de periorbital bolgeye benzer sekilde
mekanik esikleri azaltti. LVC enjeksiyonunu takiben 30. dakikada esikler hizli bir
sekilde diiserek 60. dakikada en allodinik degerine ulasti. LVC ile indiiklenen mekanik
allodini 120. dakikada sona erdi. NTG enjeksiyonu sonrasi mekanik esikler
60.dakikada diismeye basladi, 120. dakikada minimum degerine ulasti ve 240.
dakikada diizeldi. (CTRL: kontrol, NTG: nitrogliserin, LVC: levkromakalim, *p <
0.05 LVC vs CTRL; ** p <0.01 LVC vs. CTRL; *** p <0.001 LVC vs. CTRL; # p
<0.05 NTG vs. CTRL; ## p < 0.01 NTG vs. CTRL; ### p < 0.001 NTG vs. CTRL).
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4.2. Nitrogliserin veya Levkromakalim ile Indiiklenen Akut Migren
Modellerinde Agr iliskili Anksiyete ve Isiktan Kacma Davramsi

LVC'nin bas agris1 benzeri bir fenotipe eslik eden diger davranislarini ortaya
koymak i¢in anksiyete benzeri davranislari ve 1s1iktan kagma davranisi degerlendirildi.
Davranis testi bataryasi her hayvan i¢in yaklasik 1 saat siirdiigiinden, davranis
deneyleri i¢in periorbital esiklerin minimum oldugu noktalar se¢ildi. LVC grubu igin
deneyler enjeksiyondan sonraki 30. dakikada baslayacak sekilde zamanlandi. NTG
grubu i¢in, testler NTG enjeksiyonunun 2. saatinde baslatildi.

Yiikseltilmis art1 testinde, NTG ve LVC gruplarindaki sicanlar, platformun
acik kollarinda anlamli derecede daha az zaman gecirdi [F(2,12.21) =10,51; p<0,01;
Sekil 4.3A]. Karanlik-aydinlik kutu testinde, LVC veya NTG enjeksiyonundan sonra
karanlik boliimden aydinlik boliime gecis sayis1 6nemli 6l¢iide azaldi (Kruskal-Wallis
H 14,27; p <0,0001; Sekil 4.3B). Benzer sekilde, LVC veya NTG enjekte edildiginde
siganlar aydinlik bolmede daha kisa siire gegirdi (Kruskal-Wallis istatistikleri 16,53; p
<0,0001; Sekil 4.3C). Son olarak, agik alan arena testinde, 1s1ktan bagimsiz anksiyete
benzeri davranislar degerlendirildi. Hem LVC hem de NTG gruplarinda, sigcanlar
merkezde daha az zaman gegirdi [F(6,40) = 3.85; p < 0,05; Sek. 4.3D] ve merkez
bolgeye giris sayilar1 azaldi (F (2, 20) =7.378, p < 0,01; Sek. 4.3E).
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Sekil 4.3. CTRL, NTG ve LVC gruplarinda agr iliskili anksiyete benzeri davranis ve
1siktan kagma davranisi. A) Akut LVC veya NTG uygulanan sicanlar, yiikseltilmis art1
labirentin agik kollarinda daha az zaman gegirdi. B) LVC veya NTG enjekte edilen
sicanlar karanlik bdlmeden aydinlik bolmeye daha az gecis yapt1 ve (C) aydinlik
bdélmede daha az zaman gecirdi. D) LVC veya NTG enjeksiyonundan sonra hayvanlar,
acik alan arena testinde merkez bolgede daha az zaman gecirdi ve (E) merkez bolgeye
girig sayilar1 daha azdi. (CTRL: kontrol, NTG: nitrogliserin, LVC: levkromakalim,*
p< 0,05; ** p<0,01; *** p< 0,001; **** p<0,0001).
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4.3. Levkromakalim ile indiiklenen Akut Migren Modelinde Kortikal c-fos
Ekspresyonu

LVChin uyanik siganlarda KYD'yi indiikleyip indiikleyemeyecegini
dogrulamak i¢in kortikal c-fos ekspresyon seviyeleri Ol¢iildii. Uyanik si¢anlarda
yapilan c-fos verilerinin karsilagtirmalarinda, pozitif kontroller olarak anestezi altinda
KYD indiiklenmis si¢anlardan parietal korteks dokusu toplandi. KYD'li korteksler
uyanik CTRL grubuna kiyasla c-fos ifadesinde yaklasik dort kat artis sergiledi
(p<0,0001). Uyanik sicanlara LVC enjeksiyonu sonrasi toplanan kortekslerin
higbirinde c-fos ifadesi indiiklenmedi (F(2,6) = 103,9; p<0,0001) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. CTRL, KYD ve LVC gruplarinda uyanik hayvanlardan toplanmis doku
orneklerinde kortikal c-fos ifadeleri. LVC, kortekste c-fos ifadesini artirmadi. KYD,
kortekste c-fos ifadesinin artmasina neden oldu. LVC, kontrol grubuna kiyasla c-fos
ifadesini indiiklemedi. (CTRL: kontrol, KYD: kortikal yayilan depolarizasyon, LVC:
levkromakalim,* < 0,05; ** < 0,01; *** <0,001; **** <0,0001).
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4.4. Nitrogliserin veya Levkromakalim ile indiiklenen Akut Migren Modellerinde
Kortikal Yayilan Depolarizasyon Parametreleri

LVChnin KYD’yi fasilite edip etmedigini degerlendirmek i¢in esik, amplitiid,
siire, frekans ve yayilma basarisizlig1 gibi KYD parametrelerini incelendi. LVC CSD
esigini, amplitiidiinii, frekansini ve stiresini etkilemedi (hepsi i¢in p>0,05; Sekil 4.5A-
D). LVC grubu yayilma basarisizligt oranmi artirmistir (p<0,05; Sekil 4.5F).
Uygulanan maddelerin higbiri KYD hizini etkilemedi (Sekil SE). Benzer sekilde, NTG
esik hari¢ yukarida bahsedilen KYD parametrelerinin hig¢birini degistirmedi (Kruskal-
Wallis H 10,35; p<0,05) (Sekil 4.5A-F).
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Sekil 4.5. CTRL, NTG ve LVC gruplarinda KYD parametreleri. LVC veya NTG
enjeksiyonu KYD'nin (A) amplitiidlerini, (B) siirelerini, (D) frekansin1 ve (E) hizini
etkilemedi. C) LVC, KYD esiklerini degistirmezken, NTG enjeksiyonu yapilan
sicanlarda KYD esikleri daha diisiik bulundu. F) LVC, kontrol grubuna kiyasla
yayllma basarisizligint artirdi. (CTRL: kontrol, NTG: nitrogliserin, LVC:
levkromakalim, KYD: kortikal yayilan depolarizasyon, * p< 0,05; ** p<0,01; *** p<
0,001; **** p<(0,0001).
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4.5. Nitrogliserin veya Levkromakalim ile indiiklenen Akut Migren Modellerinde
Somatosensoriyel Uyarilmis Potansiyel Parametreleri

LVCin periferik dokulardan kortekse sinyal iletimini ve somatosensoriyel
kortikal islemleme iizerine olan etkileri SSEP ile 6l¢iildii. NTG veya LVC enjeksiyonu
KYD o6ncesinde veya sonrasinda 6lc¢lilen SSEP amplitiidlerini degistirmedi [sirasiyla
F (2,9)=0,4238; p>0,05 ve F (2, 9)=3,189; p>0,05] (Sekil 4.6A). LVC ve NTG enjekte
edilen sicanlar KYD 06ncesi ve sonrasinda CTRL grubuna benzer latanslara sahipti [F
(2,16)=0,58; p>0,05]. Her bir tedavi grubu kendi i¢inde karsilastirildiginda, latanslar
NTG ve LVC grubunda KYD sonrasinda anlamli derecede daha uzundu [F (1,
16)=22,27; p<0,001] (Sekil 4.6B).
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Sekil 4.6. CTRL, NTG ve LVC gruplarinda SSEP parametreleri. LVC veya NTG, (A)
SSEP amplitiitlerini ve (B) latanslarin1 degistirmedi. KYD'yi takiben, LVC veya NTG
ile tedavi edilen gruplarin SSEP latanslar1 uzamis bulundu. (CTRL: kontrol, NTG:
nitrogliserin, LVC: levkromakalim, KYD: kortikal yayilan depolarizasyon, SSEP:
somatosensoriyel uyarilmis potansiyel, * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p
<0,0001).
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4.6. NTG veya LVC ile Indiiklenen Akut Migren Modellerinde Gii¢ Spektrum
Analizi

EEG kayitlar1 KYD o6ncesi ve sonrasinda gii¢ spektrumlar1 agisindan analiz
edildi. KYD oncesinde, farkli deney gruplari arasinda fark tespit edilmedi (F(2,
88)=2,914; p>0,05) (Sekil 4.6A). Bir KYD dalgasin1 takiben, LVC grubu CTRL
grubuna kiyasla delta, teta, alfa, beta ve gama araliginda daha zayif bir aktivite

sergiledi (Sekil 6B).
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Sekil 4.7. CTRL, NTG ve LVC gruplarinda giic spektrumu analizleri. LVC
enjeksiyonu yapilan siganlarin KYD sonrasinda giic spektrum profilleri CTRL ve
NTG’den farkliydi. A) KYD 06ncesinde farkli deney gruplari arasinda gii¢ spektrum
profili benzerdi. B) KYD sonrasinda LVC grubunda delta, teta, alfa, beta ve gama
bantlarinda aktivite yavaslamis bulundu. (CTRL: kontrol, NTG: nitrogliserin, LVC:
levkromakalim, KYD: kortikal yayilan depolarizasyon, * < 0,05; ** < 0,01; *** <
0,001; **** < 0,0001).
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4.7. NTG veya LVC ile Indiiklenen Akut Migren Modellerinde Kortikal Kan
Beyin Bariyeri Permeabilitesi

Akut LVC veya NTG enjeksiyonunun kortikal kan-beyin bariyerini dogrudan
bozup bozmadigin1 ve olast bir KYD kaynakli kan beyin bariyeri bozulmasinin
LVC’nin indiikledigi migren benzeri fenotipe eslik edip etmedigini arastirmak icin
evans mavisiyle frontoparietal ve oksipital kortekslerde kan beyin bariyeri
permeabilitesi degerlendirildi. LVC ve NTG enjekte edilen si¢anlarin frontoparietal ve
oksipital kortekslerindeki evans mavisi boya konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi [sirasiyla F(2, 6) = 0,05054; p > 0,05 ve F(2, 6) =
0,1570; p > 0,05] (Sekil 4.8A, B).
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Sekil 4.8. CTRL, NTG ve LVC gruplarinda kortikal kan beyin bariyeri gecirgenligi.
LVC ve NTG enjeksiyonu kan-beyin bariyerini bozmadi. Ne LVC ne de NTG,
oksipital ve frontoparietal kortekste damarsal gegirgenlige yol agmadi.
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5. TARTISMA

Calismamizda o6zetle su bulgular ortaya konmustur: Akut LVC enjeksiyonu
siganlarda periorbital ve arka pati mekanik esiklerini belirgin bi¢imde azaltti. 30
dakikalik bir etki baslangicina sahip olan LVC, iyi bilinen NTG, silostazol ve CGRP
gibi diger sistemik migren indiikleyici maddelerle karsilastirildiginda rodentlerde en
hizli migren benzeri fenotipi indiikleyebilen madde olarak géze carpmaktadir. Buna
ek olarak, LVC enjekte edilen sicanlarin anksiyete benzeri davranislar ve fotofobi gibi
diger nosisepsiyon ile iligkili davranislar sergiledigi tespit edildi. Ayrica, tek bir LVC
enjeksiyonunun, dural elektrofizyolojik kayitlarindan ve artmis kortikal c-fos
ekspresyonunun olmamasindan da anlasilacagi {izere, anestezi uygulanmis veya
uyanik sicanlarda KYD indiiklemedigi gosterilmistir. LVC, kimyasal olarak
indiiklenen KYD'nin elektrofizyolojik parametrelerini etkilememektedir ve SSEP
konfigiirasyonlarin1 degistirmemektedir. Akut LVC ve NTG enjeksiyonunun kortikal
kan beyin bariyeri gegirgenligini de artirmadigi ¢alismamizda gosterildi.

5.1.NTG veya LVC ile Indiiklenen Akut Migren Modellerinin Davramssal
Karakterizasyonu

Periorbital mekanik allodini, rodentlerde migren benzeri bas agrisinin altin
standart gostergesi olarak kabul edilmektedir (140). Migren hastalarinda goriilen
sefalik ve ekstrafalik sensitivitenin hayvan modellerindeki karsilig1 olarak periorbital
ve arka pati ¢ekme yanitlart kullanilmaktadir (141, 142). Calismamizda LVC'nin
periorbital ve arka pati mekanik esiklerini distirdigiini gosterdik. LVC
enjeksiyonunun ilk saatinde minimum seviyeye ulasan mekanik esiklerin
120.dakikada tamamen diizeldigini bulduk. Bu bulgu, LVC uygulamasimin bazi
hastalarda 10 dakika gibi erken bir siirede migren atagini tetikledigi klinik ¢aligmalarla
uyumludur (28) (Sekil 5.1).
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Aural Migren Ataklari

Aural migren atagina kadar gegen medyan siire

Agn kesici ilag almaya kadar gegen medyan siire

Bas agrisi skoru

Saat

Sekil 5.1. Insan ¢alismalarinda levkromakalim enjeksiyonundan sonra aurali migren
ataklarinin baslamasia kadar gecen medyan siire grafigi. Aurali migren ataklarinin
medyan baslangi¢ siiresi 44 dakika olarak saptanmistir. 28 numarali referanstan
dilimize uyarlanmistir.

LVC ile indiiklenen kronik migren modeliyle yapilan oOnceki ¢aligmalar, LVC
uygulamasi sonrast yanitlari test etmek icin test zaman noktasi olarak 2. saati
benimsemistir. Bu ¢aligsmalarda kronik migren modelinin olusturulmasi sirasinda daha

diisiik esiklerin tutarli bir sekilde gézlemlenmemesinin nedeni bu olabilir (Sekil 5.2)

(35, 133, 142).
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Sekil 5.2. Kronik levkromakalim enjeksiyonu ile olusturulan migren modelinde
gecmis literatiire ait von Frey Olc¢timleri. Eski ¢alismalardan uyarlanmis bu sekillerden
hem A hem B panelinde goriilecegi iizere, levkromakalim enjeksiyonunun ilk glintinde
(ve hatta B panelinde 3. giiniinde) herhangi bir allodinik etki gdzlemlenememistir.
Bunun sebebi bizim c¢alismamizda ortaya kondugu iizere levkromakalimin allodinik
etkisinin ilk 60 dakika i¢inde ortaya ¢ikip 120.dakikada kaybolmasidir. 35 ve 133
numarali referanslardan dilimize uyarlanmaigtir.

Hem LVC hem de NTG gruplarinda esiklerin benzer miktarda diistiigiinii gézlemledik,
ancak LVC grubunda esik diisiis siiresi NTG grubuna kiyasla anlamli olarak daha
kisaydi. Boylesine hizli bir azalma ve diizelme biiylik olasilikla islevsel bir

norobiyolojik degisiklige isaret etmektedir. Noroinflamatuar genlerin ve yeni
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sentezlenen proteinlerin ekspresyonundaki bir artis altta yatan etmenler olarak goz ardi
edilemez, ancak mekanik allodinideki hizli degisimi agiklamayacagi i¢in bunlarin
katkis1 ¢ok diisiik bir ihtimaldir. Onceki bir ¢alismada, intraplantar ve
intraserebroventrikiiler LVC uygulamasi von Frey filamentlerine karst mekanik
hassasiyeti degistirmemistir (35). Bu bulgu, dogrudan merkezi ve lokal bir etki
mekanizmasindan ziyade vaskiiler bir mekanizmaya isaret etmektedir. LVC de dahil
olmak tizere tiim migren tetikleyici maddeler vazodilator 6zelliklere sahip oldugu,
mekanik olarak potasyum kanallarini actigi bilinmekte ve bunun sonucu olarak
muhtemelen CGRP sinyalini de tetikledigi diistiniilmektedir (133, 143). LVC'in hedefi
olan Karp subunit Kir6.1-knockout farelere NTG ve LVC enjekte edildiginde mekanik
allodini goriilmemistir (136). LVC ile indiiklenen mekanik allodini, kemirgenlerde
spesifik olmayan bir potasyum kanal blokdrii olan glibenklamid ile tersine ¢evrilmistir
(144). Ote yandan, glibenklamidin, migren hastalarinda bas agrisi1 iizerine etkisiz
oldugu gosterilmistir (145). Bu tutarsizlik, potasyum kanal morfolojisindeki tiirler
arasi1 farkliliklar ve/veya hayvan deneylerinde kullanilan daha yiiksek ila¢ dozlar ile
aciklanabilir (101). Levkromakalimin SUR2B alt iinitesine baglandig: literatiirdeki
molekiiler calismalar ile gosterilmistir (146). SUR2B alt iinitesi hem trigeminal
yolakta hem dural damar yataginda hem de mitokondri i¢ membranindaki ATP kapili
potasyum kanallarinda eksprese edilir (147). Bu baglamda diisiiniildiiglinde,
glibenklamidin baglanma bolgesinin (Kir 6.x) levkromakaliminkinden farkli olmasi
bu iki alt {initenin kanal fonksiyonunu farkli etkilemesinden dolay1 glibenklamidin
levkromakalimin etkisini tam olarak bloke edememesine sebep olmus olabilir. Bu
bulgular, yliksek oranda segici, alt tipe ve alt lniteye 0zgli potasyum kanal
blokdrlerinin migren hastalar1 ig¢in yeni bir terapdtik ¢oziim saglayabilecegini akla
getirmektedir.

Mekanik esiklerdeki azalmanin yaninda klinik olarak migren ataklarina yaygin
bicimde eslik eden semptomlar olan anksiyete ve fotofobiyi de siganlardaki karsiliklar
olan anksiyete benzeri davranis ve 1siktan kagma davramisimi degerlendirdik. Akut
NTG uygulamasinin siganlarda anksiyete benzeri davraniglara ve 1siktan kagmaya
neden oldugu zaten bilinmektedir (130, 131, 148). Deneylerimizde, LVC enjekte
edilen siganlar benzer sekilde anksiyete benzeri davranis ve 1siktan kagma sergilemistir.

Sicanlar dogal olarak 1s1ktan kagma egilimindedir, bu da anksiyete benzeri davraniglari
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ve 1s18a kars1 asir1 duyarliligi deneysel olarak incelemeyi zorlastirmaktadir. Isigin
anksiyete benzeri davranislar lizerindeki olasi karistirict etkilerini ortadan kaldirmak
i¢cin, agik alan arena testi yapildi ve 1siktan bagimsiz anksiyete benzeri davranis
Olciitleri olarak merkez bolgede gecirilen siireyi ve merkez bolgeye giris sayisini
kullanild1 (137). LVC ve NTG enjekte edilen siganlar merkez bolgede daha az zaman
gecirdiler ve merkez bolgeye giris sayis1 da daha diislik olarak bulundu. Bu bulgular
yukseltilmis art1 testimizde saptadigimiz anksiyete artist bulgularimizi dogruladi.
Sonuglarimiz, LVC'nin migrenle iligkili anksiyete ve fotofobiyi etkili bir sekilde
modelleyebildigini agik¢a gostermektedir ki bu da modelimizi daha da gecerli
kilmaktadir.

5.2. NTG veya LVC ile Indiiklenen Akut Migren Modellerinin
Elektrofizyolojik Karakterizasyonu

Kortikal yayilan depolarizasyon dalgasi yaygin olarak migren aurasinin
preklinik korelasyonu olarak kabul edilmektedir. Calismamizda LVC'nin KYD'yi
baslatip baslatamayacagi veya KCI ile indiiklenen KYD iizerinde herhangi bir
kolaylastirict etkisi olup olmadigini arastirildi. Bu baglamda LVC'nin etkileri, klinik
caligmalarda aurayr ancak nadiren olarak tetikleyebilen NTG ile karsilastirildi.
Calismalarimizda ne LVC ne de NTG KYD'yi indiiklemedi. Ote yandan, NTG KYD
yatkinligim1 artirrken, LVC yayilma basarisizligi oranlarimi artirdi.  Yayilma
basarisizlig1 basitge bir KYD dalgasinin belirli bir noktanin &tesine yayilamamasi
olarak tanimlanabilir. Migren hastalarinin aurasi, go¢ eden semptomlarla karakterize
ve yayilan bir KYD dalgasiin sonucu oldugu varsayilan bir fenomendir. Klinikte
migren hastalarinda belirgin bir aurali migren indiikleyicisi olan LVC’nin hayvanlarda
KYD dalgas1 yayilimmi azaltmasi, KYD ile aura baglantistnin dogrulugunu
sorgulatmaktadir. Bizim sonuc¢larimizla gelisir gibi goriinen Onceki bir c¢alismada
NTG'nin KYD esigini degistirmedigi goriilmiistiir (114). Ancak bizim ¢alismamizda
deneyler yukarida bahsedilen ¢alismada oldugu gibi ilk saat yerine mekanik esikler
minimum seviyede iken (2. saat) gerceklestirildi. Bu nedenle, zaman noktalarindaki
farklilik bu iki ¢calismanin sonuglar1 arasindaki farkliligi agiklayabilir. Sonuglarimiz,
LVC’nin hiz1 degistirmeden KYD duyarliligini anlamli fark olmaksizin hafifce
artirdigin1 gostermektedir. Teorik olarak, potasyum kanal agicilarin artan hiicre disi

potasyum iyonlar1 yoluyla KYD'yi indiikledigi ve/veya kolaylastirdigi 6ne
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siiriilmektedir (28, 62). Calismamizda, akut LVC'nin KYD'yi indiiklemeden ve/veya
kolaylastirmadan dogrudan veya dolayli pro-nosiseptif etki ile migren benzeri bir
fenotip olusturdugu gosterildi. Kisacasi, sonuglarimizdan akut LVC tarafindan
tetiklenen bas agris1 fenotipi KYD'den bagimsiz bir fenomen oldugu sonucu
cikarilabilir. Bu ¢ikarim, NTG'nin genellikle aura tetiklemeyen ancak migren agrisi
tetikleyebilen bir madde olarak kabul edilmesine ragmen, her iki migren tetikleyici
maddenin (LVC ve NTG) KYD iizerindeki etkilerinin benzer olmasiyla da
desteklenmistir.

Cok sayida c¢alismada, migren hastalarindan Ol¢iilen somatosensoriyel
uyarilmis potansiyeller sagliklt bireylerden farkli bulunmustur. Bu da migren
hastalarinin kusurlu duyusal kapilanmaya sahip olduguna isaret etmektedir (149). Bu
calisma, NTG, LVC ve KYD ile indiiklenen migren modellerinde somatosensoriyel
uyarilmis potansiyelleri inceleyen ilk c¢alismadir. Deneylerimiz sonucunda
amplitiidlerde veya tepe noktasina kadar olan latanslarda anlamli farklilik goriilmedi.
Uyarilmig potansiyel latanslari, farkli kemirgen ve insan modellerinde noéronal
hipereksitabiliteyi degerlendirmek i¢in bir ara¢ olarak kullanilmaktadir (150, 151).
Daha kisa latanslarin, bir ndron popiilasyonunun daha hizli ve eszamanli atesleme
olasihiginin arttigin1 gosterdigi diisiiniilmektedir. Noronal uyarilabilirlik dinlenim
membran potansiyeline, atesleme esigine, eksitator inputa ve inhibitor tonusa baglidir.
Nitekim, artmis glutamaterjik uyarimin bir kortikal hasar modelinde viziiel uyarilmis
potansiyel latanslarini kisalttigi gosterilmistir (150). Bizim ¢alismamizda da KYD
sonrasinda LVC ve NTG gruplarinda latanslarda uzama tespit edilmistir. KYD'nin
eksitator/inhibitér dengede inhibisyona dogru bir kaymaya neden oldugu ve
presinaptik glutamat saliverilme olasiligini azalttig1 bilinmektedir (152). NTG ve LVC
uygulanan siganlarda SSEP latanslarindaki bu uzamaya KYD'ye bagli olarak artan
inhibisyon ve azalan eksitasyonun neden olmus olabilecegi diistiniilebilir.

Migren auras1 fMRI caligmalarinda gosterildigi lizere artmis kortikal aktivite
ile iliskilidir (74, 153). Kortikal ndronal aktivite, belirli frekans bantlarindaki spesifik
osilasyonlar seklinde gii¢ spektrum yogunlugu ile dl¢iilebilir. Vinogradova ve ekibinin
caligmasinda preklinik bir aurali migren modelinde giic spektrum yogunlugunda
azalma raporlanmistir (154). Deneylerimiz, LVC'nin KYD sonrasit CTRL ve NTG

gruplarindan farkl bir gli¢ spektrumu yogunlugu profiline sahip oldugunu ortaya
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koymustur. LVC enjekte edilen hayvanlarda KYD'yi takiben daha zayif kortikal
aktivite, KYD indiiksiyonundan sonra diizelememeye isaret etmektedir. Bu durum,
hiicre i¢i potasyumun dinlenim membran potansiyelinin kurulmasinda énemli bir rol
oynadig1 diistiniildiigiinde, LVC'nin potasyum kanali agic1 6zellikleriyle agiklanabilir.
Potasyum kanallarinin daha fazla agilmasi iyonik dengenin yeniden tesis edilmesini
engellemis ve boylece LVC uygulanmis sicanlarda KYD sonrasi diizelme siiresini
uzatmis olabilir.

5.3. NTG veya LVC ile indiiklenen Akut Migren Modellerinin Molekiiler
Karakterizasyonu

Elektrofizyoloji deneylerinde LVC'nin kolaylastiric1 etkisinin goriilmemesi,
migren aurasinin klinikte "uyanik hastalarin" bir fenomeni olmasi nedeniyle
anestezinin etkilerine baglanabilir. Onceki ¢alismalarda, anestezinin KYD'nin talamik
retikiiler niikleus gibi subkortikal yapilara yayilimini engelleyebilecegini
gosterilmistir (155-157). Bu baglamda, anestezi korteks-subkorteks iliskisini bozmus
ve LVCnin olasi etkilerini maskelemis olabilir. KYD'nin kortekste ¢ok belirgin
sekilde c-fos ifadesine yol agtig1 bilinmektedir (158). Anestezinin etkilerini diglamak
icin, uyanik si¢anlara LVC enjekte edildi ve olasi c-fos ifadesinin olusmasina izin
vermek i¢in 3 saat sonra kortekslerini toplandi. Deneylerimizde LVC, uyanik ve
serbestce hareket eden sicanlarin kortekslerinde c-fos ekspresyonunu indiiklemedi. Bu
sonuclar, akut LVC enjeksiyonunun uyanik ve serbestce hareket eden si¢anlarda bir
KYD aktivitesine neden olmadigin1 géstermistir.

Akut LVC veya NTG enjeksiyonunun direkt bir noroinflamatuar yanita sebep
olarak dogrudan kortikal kan-beyin bariyeri permeabilitesini artirip artirmadigi veya
LVC’nin KYD aracili bicimde muhtemel bir kan beyin bariyeri gecirgenligi artisinin
migren benzeri fenotipe eslik edip etmedigini arastirmak i¢in Evans Mavisi kullanildi.
LVC veya NTG enjekte edilen sicanlarda EM boyasinin kortekse gegemedigi tespit
edildi. Bu da kortekste vaskiiler gecirgenlikte bir artis olmadigina isaret etmektedir.
LVC ile indiiklenen akut migren modelinin kortikal kan-beyin bariyerinin bozulmasini
icermedigi sonucuna varilabilir. Verilerimiz, akut migren ataklar sirasinda kan beyin
bariyerinin saglam kaldig1 yoniindeki, insanlarda yapilan goriintiileme ¢aligmalariyla

uyumludur (159-161).
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5.4. Calismanin Kisithliklar:

Bu c¢alismadaki kisithliklardan biri elektrofizyolojik deneyler sirasinda
anestezi kullanilmasidir. Yukarida belirtildigi gibi, anestezinin kendisi noronal
uyarilabilirligi degistirmekte ve beynin farkli boliimleri arasindaki iletisime miidahale
etmektedir. Dolayisiyla, deneysel miidahalelerimizin etkilerini maskelemis olabilir.
Migren kadinlarda daha sik goriilen bir hastalik oldugu icin deneylerimizde disi
sicanlarin kullanilmamis olmasi da bir baska kisitliliktir. Buna karsin, ¢calismamizin
onceki arastirmalarla karsilastirilabilir olmasi adina deneylerimizde yalnizca erkek

sicanlar kullanildi.
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6. SONUC VE ONERILER

1) Akut intraperitoneal LVC enjeksiyonu belirgin bir periorbital ve arka pati
allodinisine sebep oldu. Bu allodinik zaman periyodu enjeksiyonu takiben 30.dakikada
bagladi, 60.dakikada allodinik maksimuma ulagsmis ve 120.dakikada tamamen
kayboldu.

2) Akut intraperitoneal LVC enjekte edilen sicanlar yiikseltilmis art1 testinin
kapali kollarinda daha ¢ok zaman harcadi, karanlik-aydinlik kutu testinde karanlik
tarafta daha ¢ok zaman gecirdi ve agik alan arena testinde merkez bolgede daha az
bulundu. Tiim bu bulgular, LVC uygulamasinin si¢anlarda anksiyete benzeri davranisa
ve 1s1ktan kaginma davranisina sebep oldugunu gostermektedir.

3) Akut LVC enjeksiyonu, migren benzeri fenotip indiikledigi sirada potasyum
kloriir ile indiiklenen KYD esiklerini degistirmedi ve KYD frekansini artirmadi. LVC
uyanik hayvanlarda kortikal c-fos ifadesini de artirmadi. Bu iki bulgu da LVC’nin
siganlarda indiikledigi migren benzeri davranislarin KYD’den bagimsiz oldugunu
isaret etmektedir.

4) Akut LVC enjeksiyonu, somatosensoriyel uyarilmis potansiyellerde KYD
sonrasinda latanslarda uzamaya ve gii¢ spektrumunda yavaslamaya sebep oldu.

5) Akut LVC uygulamas1 kortikal kan-beyin bariyeri gecirgenliginde artisa
sebep olmadi.

Ileride yapilacak galigsmalarda, disi siganlarla bu ¢aligmanin tekrarlamasina ve
etki bolgesi ve mekanizmasimni daha da detaylandirmak i¢in farkli ilag uygulama
yollarni kullanmaya odaklanmalidir. ilaveten, 5-HT1B/1D agonistleri, 5-HT1F
agonistleri ve CGRP antagonistleri gibi standart akut migren atak tedavileri
kullanilarak terapdtik gecerlilik de test edilmelidir (125, 127, 162). Ilaveten, tiim
migren indiikleyici maddelerin mekanizmas1 diisiiniildiigiinde hepsinin ATP kapili
potasyum kanallarimi etkiledigi goriilmektedir. Bu nedenle, ATP kapili potasyum
kanallarinin tam olarak hangi alt tipinin etkilendigi ileriki ¢aligmalarda ortaya konarak
yeni bir ilag hedefi tanimlanabilir. Ayrica, levkromakalim ile indiiklenen migren bas

agrisin1 daha iyi anlamak i¢in biiylik 6rneklemli klinik ¢aligmalara ihtiyag vardir.



62

7. KAYNAKLAR

1. Steiner TJ, Stovner LJ. Global epidemiology of migraine and its implications
for public health and health policy. Nat Rev Neurol. 2023;19(2):109-17.
2. Kunkel RS. Clinical manifestations of migraine. Clin Cornerstone.

2001;4(3):18-25.
3. Lucas C. Migraine with aura. Rev Neurol (Paris). 2021;177(7):779-84.

4, Viana M, Tronvik EA, Do TP, Zecca C, Hougaard A. Clinical features of visual
migraine aura: a systematic review. J Headache Pain. 2019;20(1):64.

5. Russell MB, Olesen J. A nosographic analysis of the migraine aura in a general
population. Brain. 1996;119 ( Pt 2):355-61.

6. Viana M, Sances G, Linde M, Ghiotto N, Guaschino E, Allena M, et al. Clinical
features of migraine aura: results from a prospective diary-aided study. Cephalalgia.
2017;37(10):979-89.

7. Yamani N, Chalmer MA, Olesen J. Migraine with brainstem aura: defining the
core syndrome. Brain. 2019;142(12):3868-75.

8. Katsarava Z, Buse DC, Manack AN, Lipton RB. Defining the differences
between episodic migraine and chronic migraine. Curr Pain Headache Rep.
2012;16(1):86-92.

9. Ashina M, Hansen JM, Do TP, Melo-Carrillo A, Burstein R, Moskowitz MA.
Migraine and the trigeminovascular system-40 years and counting. Lancet Neurol.
2019;18(8):795-804.

10. Goadsby PJ, Holland PR, Martins-Oliveira M, Hoffmann J, Schankin C,
Akerman S. Pathophysiology of Migraine: A Disorder of Sensory Processing. Physiol
Rev. 2017;97(2):553-622.

11. Bolay H, Reuter U, Dunn AK, Huang Z, Boas DA, Moskowitz MA. Intrinsic
brain activity triggers trigeminal meningeal afferents in a migraine model. Nat Med.
2002;8(2):136-42.

12. Filiz A, Tepe N, Eftekhari S, Boran HE, Dilekoz E, Edvinsson L, et al. CGRP
receptor antagonist MK-8825 attenuates cortical spreading depression induced pain
behavior. Cephalalgia. 2019;39(3):354-65.

13.  Welch KM, D'Andrea G, Tepley N, Barkley G, Ramadan NM. The concept of
migraine as a state of central neuronal hyperexcitability. Neurol Clin. 1990;8(4):817-
28.

14. Ophoff RA, Terwindt GM, Vergouwe MN, van Eijk R, Oefner PJ, Hoffman
SM, et al. Familial hemiplegic migraine and episodic ataxia type-2 are caused by
mutations in the Ca2+ channel gene CACNL1A4. Cell. 1996;87(3):543-52.

15. De Fusco M, Marconi R, Silvestri L, Atorino L, Rampoldi L, Morgante L, et
al. Haploinsufficiency of ATP1A2 encoding the Na+/K+ pump alpha2 subunit
associated with familial hemiplegic migraine type 2. Nat Genet. 2003;33(2):192-6.



63

16. Marconi R, De Fusco M, Aridon P, Plewnia K, Rossi M, Carapelli S, et al.
Familial hemiplegic migraine type 2 is linked to 0.9Mb region on chromosome 1q23.
Ann Neurol. 2003;53(3):376-81.

17. Jen JC, Wan J, Palos TP, Howard BD, Baloh RW. Mutation in the glutamate
transporter EAAT1 causes episodic ataxia, hemiplegia, and seizures. Neurology.
2005;65(4):529-34.

18. Zielman R, Wijnen JP, Webb A, Onderwater GLJ, Ronen I, Ferrari MD, et al.
Cortical glutamate in migraine. Brain. 2017;140(7):1859-71.

19. Coppola G, De Pasqua V, Pierelli F, Schoenen J. Effects of repetitive
transcranial magnetic stimulation on somatosensory evoked potentials and high
frequency oscillations in migraine. Cephalalgia. 2012;32(9):700-9.

20. Aurora SK, Wilkinson F. The brain is hyperexcitable in migraine. Cephalalgia.
2007;27(12):1442-53.

21. Hsiao FJ, Cheng CH, Chen WT, Lin YY. Neural correlates of somatosensory
paired-pulse suppression: a MEG study using distributed source modeling and
dynamic spectral power analysis. Neuroimage. 2013;72:133-42.

22. Coppola G, Di Lenola D, Abagnale C, Ferrandes F, Sebastianelli G, Casillo F,
et al. Short-latency afferent inhibition and somato-sensory evoked potentials during
the migraine cycle: surrogate markers of a cycling cholinergic thalamo-cortical drive?
J Headache Pain. 2020;21(1):34.

23.  Ashina M, Hansen JM. Pharmacological migraine provocation: a human model
of migraine. Handb Clin Neurol. 2010;97:773-9.

24, Ashina H, Schytz HW, Ashina M. CGRP in Human Models of Migraine.
Handb Exp Pharmacol. 2019;255:109-20.

25. Ashina H, Guo S, Vollesen ALH, Ashina M. PACAP38 in human models of
primary headaches. J Headache Pain. 2017;18(1):110.

26.  Sureda-Gibert P, Romero-Reyes M, Akerman S. Nitroglycerin as a model of
migraine: Clinical and preclinical review. Neurobiol Pain. 2022;12:100105.

27. Birk S, Kruuse C, Petersen KA, Tfelt-Hansen P, Olesen J. The headache-
inducing effect of cilostazol in human volunteers. Cephalalgia. 2006;26(11):1304-9.

28. Al-Karagholi MA, Ghanizada H, Nielsen CAW, Hougaard A, Ashina M.
Opening of ATP sensitive potassium channels causes migraine attacks with aura.
Brain. 2021;144(8):2322-32.

29. Raffaelli B, Do TP, Chaudhry BA, Amin FM, Ashina H, Snellman J, et al.
Activation of ATP-sensitive potassium channels triggers migraine attacks independent
of calcitonin gene-related peptide receptors: a randomized placebo-controlled trial.
Cephalalgia. 2024;44(1):3331024231222916.

30.  Babenko AP, Aguilar-Bryan L, Bryan J. A view of sur/KIR6.X, KATP
channels. Annu Rev Physiol. 1998;60:667-87.

31. Syed AU, Koide M, Brayden JE, Wellman GC. Tonic regulation of middle
meningeal artery diameter by ATP-sensitive potassium channels. J Cereb Blood Flow
Metab. 2019;39(4):670-9.



64

32. Standen NB, Quayle JM, Davies NW, Brayden JE, Huang Y, Nelson MT.
Hyperpolarizing vasodilators activate ATP-sensitive K+ channels in arterial smooth
muscle. Science. 1989;245(4914):177-80.

33. Miki T, Nagashima K, Seino S. The structure and function of the ATP-sensitive
K+ channel in insulin-secreting pancreatic beta-cells. J Mol Endocrinol.
1999;22(2):113-23.

34, Sung MW, Yang Z, Driggers CM, Patton BL, Mostofian B, Russo JD, et al.
Vascular K(ATP) channel structural dynamics reveal regulatory mechanism by Mg-
nucleotides. Proc Natl Acad Sci U S A. 2021;118(44).

35. Christensen SL, Rasmussen RH, Cour S, Ernstsen C, Hansen TF, Kogelman
LJ, et al. Smooth muscle ATP-sensitive potassium channels mediate migraine-relevant
hypersensitivity in mouse models. Cephalalgia. 2022;42(2):93-107.

36. Duarte ID, dos Santos IR, Lorenzetti BB, Ferreira SH. Analgesia by direct
antagonism of nociceptor sensitization involves the arginine-nitric oxide-cGMP
pathway. Eur J Pharmacol. 1992;217(2-3):225-7.

37. Ashina M. Migraine. N Engl J Med. 2020;383(19):1866-76.

38. Tzabazis A, Kori S, Mechanic J, Miller J, Pascual C, Manering N, et al.
Oxytocin and Migraine Headache. Headache. 2017;57 Suppl 2:64-75.

39. Chen H, Tang X, Li J, Hu B, Yang W, Zhan M, et al. IL-17 crosses the blood-
brain barrier to trigger neuroinflammation: a novel mechanism in nitroglycerin-
induced chronic migraine. J Headache Pain. 2022;23(1):1.

40. Headache Classification Committee of the International Headache S. The
International Classification of Headache Disorders, 3rd edition (beta version).
Cephalalgia. 2013;33(9):629-808.

41. Lipton RB, Scher AI, Kolodner K, Liberman J, Steiner TJ, Stewart WF.
Migraine in the United States: epidemiology and patterns of health care use.
Neurology. 2002;58(6):885-94.

42. Silvestro M, Tessitore A, Di Nardo F, Scotto di Clemente F, Trojsi F, Cirillo
M, et al. Functional connectivity changes in complex migraine aura: beyond the visual
network. Eur J Neurol. 2022;29(1):295-304.

43.  Bolay H, Vuralli D, Goadsby PJ. Aura and Head pain: relationship and gaps in
the translational models. J Headache Pain. 2019;20(1):94.

44, Hansen JM, Baca SM, Vanvalkenburgh P, Charles A. Distinctive anatomical
and physiological features of migraine aura revealed by 18 years of recording. Brain.
2013;136(Pt 12):3589-95.

45. Schott GD. Exploring the visual hallucinations of migraine aura: the tacit
contribution of illustration. Brain. 2007;130(Pt 6):1690-703.
46.  Dahlem MA, Muller SC. Migraine aura dynamics after reverse retinotopic

mapping of weak excitation waves in the primary visual cortex. Biol Cybern.
2003;88(6):419-24.

47. Steiner TJ, Stovner LJ, Jensen R, Uluduz D, Katsarava Z, Lifting The Burden:
the Global Campaign against H. Migraine remains second among the world's causes



65

of disability, and first among young women: findings from GBD2019. J Headache
Pain. 2020;21(1):137.

48. Collaborators GBDH. Global, regional, and national burden of migraine and
tension-type headache, 1990-2016: a systematic analysis for the Global Burden of
Disease Study 2016. Lancet Neurol. 2018;17(11):954-76.

49, Steiner TJ, Stovner LJ, Katsarava Z, Lainez JM, Lampl C, Lanteri-Minet M, et
al. The impact of headache in Europe: principal results of the Eurolight project. J
Headache Pain. 2014;15(1):31.

50. Lipton RB, Bigal ME, Diamond M, Freitag F, Reed ML, Stewart WF, et al.
Migraine prevalence, disease burden, and the need for preventive therapy. Neurology.
2007;68(5):343-9.

51. Buse DC, Manack AN, Fanning KM, Serrano D, Reed ML, Turkel CC, et al.
Chronic migraine prevalence, disability, and sociodemographic factors: results from
the American Migraine Prevalence and Prevention Study. Headache.
2012;52(10):1456-70.

52. Stovner L, Hagen K, Jensen R, Katsarava Z, Lipton R, Scher A, et al. The
global burden of headache: a documentation of headache prevalence and disability
worldwide. Cephalalgia. 2007;27(3):193-210.

53.  Wober C, Wober-Bingol C, Uluduz D, Aslan TS, Uygunoglu U, Tufekci A, et
al. Undifferentiated headache: broadening the approach to headache in children and
adolescents, with supporting evidence from a nationwide school-based cross-sectional
survey in Turkey. J] Headache Pain. 2018;19(1):18.

54. Bigal ME, Lipton RB, Winner P, Reed ML, Diamond S, Stewart WF, et al.
Migraine in adolescents: association with socioeconomic status and family history.
Neurology. 2007;69(1):16-25.

55.  The International Classification of Headache Disorders, 3rd edition (beta
version). Cephalalgia. 2013;33(9):629-808.

56. Demarquay G, Moisset X, Lanteri-Minet M, de Gaalon S, Donnet A, Giraud
P, et al. Revised guidelines of the French Headache Society for the diagnosis and
management of migraine in adults. Part 1: Diagnosis and assessment. Rev Neurol

(Paris). 2021;177(7):725-33.

57. Ferrari MD, Goadsby PJ, Burstein R, Kurth T, Ayata C, Charles A, et al.
Migraine. Nat Rev Dis Primers. 2022;8(1):2.

58.  Noseda R, Burstein R. Migraine pathophysiology: anatomy of the
trigeminovascular pathway and associated neurological symptoms, CSD, sensitization
and modulation of pain. Pain. 2013;154 Suppl 1.

59.  Tassorelli C, Joseph SA. Systemic nitroglycerin induces Fos immunoreactivity
in brainstem and forebrain structures of the rat. Brain Res. 1995;682(1-2):167-81.

60. Goadsby PJ, Holland PR. An Update: Pathophysiology of Migraine. Neurol
Clin. 2019;37(4):651-71.

61. Charles AC, Baca SM. Cortical spreading depression and migraine. Nat Rev
Neurol. 2013;9(11):637-44.



66

62. Ayata C, Lauritzen M. Spreading Depression, Spreading Depolarizations, and
the Cerebral Vasculature. Physiol Rev. 2015;95(3):953-93.

63. Dreier JP, Fabricius M, Ayata C, Sakowitz OW, Shuttleworth CW, Dohmen
C, et al. Recording, analysis, and interpretation of spreading depolarizations in
neurointensive care: Review and recommendations of the COSBID research group. J
Cereb Blood Flow Metab. 2017;37(5):1595-625.

64. Vuralli D, Karatas H, Yemisci M, Bolay H. Updated review on the link
between cortical spreading depression and headache disorders. Expert Rev Neurother.
2021;21(10):1069-84.

65. Pietrobon D, Moskowitz MA. Chaos and commotion in the wake of cortical
spreading depression and spreading depolarizations. Nat Rev Neurosci.
2014;15(6):379-93.

66. Hall A. c-FOS: Molecular biology & detection for analysis of neuronal activity.
21.09.2020.

67. Doganay Aydin H, Vuralli D, Akcali DT, Bolay H. Metoclopramide inhibits
trigeminovascular activation:evidence for effective acute attack treatment in migraine.
Turk J Med Sci. 2017;47(1):343-7.

68.  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):270-7.

69.  Zhao J, Levy D. Dissociation between CSD-Evoked Metabolic Perturbations
and Meningeal Afferent Activation and Sensitization: Implications for Mechanisms of
Migraine Headache Onset. J Neurosci. 2018;38(22):5053-66.

70. Zhang X, Levy D, Kainz V, Noseda R, Jakubowski M, Burstein R. Activation
of central trigeminovascular neurons by cortical spreading depression. Ann Neurol.
2011;69(5):855-65.

71. Zhang X, Levy D, Noseda R, Kainz V, Jakubowski M, Burstein R. Activation
of meningeal nociceptors by cortical spreading depression: implications for migraine
with aura. J Neurosci. 2010;30(26):8807-14.

72.  Noseda R, Constandil L, Bourgeais L, Chalus M, Villanueva L. Changes of
meningeal excitability mediated by corticotrigeminal networks: a link for the
endogenous modulation of migraine pain. J Neurosci. 2010;30(43):14420-9.

73. Schain AJ, Melo-Carrillo A, Borsook D, Grutzendler J, Strassman AM,
Burstein R. Activation of pial and dural macrophages and dendritic cells by cortical
spreading depression. Ann Neurol. 2018;83(3):508-21.

74. Hadjikhani N, Sanchez Del Rio M, Wu O, Schwartz D, Bakker D, Fischl B, et
al. Mechanisms of migraine aura revealed by functional MRI in human visual cortex.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2001;98(8):4687-92.

75. Arngrim N, Hougaard A, Ahmadi K, Vestergaard MB, Schytz HW, Amin FM,
et al. Heterogenous migraine aura symptoms correlate with visual cortex functional
magnetic resonance imaging responses. Ann Neurol. 2017;82(6):925-39.



67

76. Yokota C, Kuge Y, Hasegawa Y, Tagaya M, Abumiya T, Ejima N, et al.
Unique profile of spreading depression in a primate model. J Cereb Blood Flow Metab.
2002;22(7):835-42.

77. Bolay H. Thalamocortical network interruption: A fresh view for migraine
symptoms. Turk J Med Sci. 2020;50(SI-2):1651-4.

78. Queiroz LP, Friedman DI, Rapoport AM, Purdy RA. Characteristics of
migraine visual aura in Southern Brazil and Northern USA. Cephalalgia.
2011;31(16):1652-8.

79. Smith MI, Read SJ, Chan WN, Thompson M, Hunter AJ, Upton N, et al.
Repetitive cortical spreading depression in a gyrencephalic feline brain: inhibition by
the novel benzoylamino-benzopyran SB-220453. Cephalalgia. 2000;20(6):546-53.

80. Guedes RC, Amancio-Dos-Santos A, Manhaes-De-Castro R, Costa-Cruz RR.
Citalopram has an antagonistic action on cortical spreading depression in well-
nourished and early-malnourished adult rats. Nutr Neurosci. 2002;5(2):115-23.

81. Hoffmann U, Dilekoz E, Kudo C, Ayata C. Gabapentin suppresses cortical
spreading depression susceptibility. J Cereb Blood Flow Metab. 2010;30(9):1588-92.

82.  Marlowe N. Somatosensory evoked potentials and headache: a further
examination of the central theory. J Psychosom Res. 1995;39(2):119-31.

83.  Zhu B, Coppola G, Shoaran M. Migraine classification using somatosensory
evoked potentials. Cephalalgia. 2019;39(9):1143-55.

84. Christiansen I, Thomsen LL, Daugaard D, Ulrich V, Olesen J. Glyceryl
trinitrate induces attacks of migraine without aura in sufferers of migraine with aura.
Cephalalgia. 1999;19(7):660-7; discussion 26.

85.  Hansen JM, Hauge AW, Olesen J, Ashina M. Calcitonin gene-related peptide
triggers migraine-like attacks in patients with migraine with aura. Cephalalgia.
2010;30(10):1179-86.

86. Butt JH, Rostrup E, Hansen AS, Lambertsen KL, Kruuse C. Induction of
migraine-like headache, but not aura, by cilostazol in patients with migraine with aura.
Brain. 2018;141(10):2943-51.

87. Karsan N, Bose PR, Thompson C, Newman J, Goadsby PJ. Headache and non-
headache symptoms provoked by nitroglycerin in migraineurs: A human
pharmacological triggering study. Cephalalgia. 2020;40(8):828-41.

88. Schytz HW, Birk S, Wienecke T, Kruuse C, Olesen J, Ashina M. PACAP38
induces migraine-like attacks in patients with migraine without aura. Brain.
2009;132(Pt 1):16-25.

89. Thomsen LL, Kruuse C, Iversen HK, Olesen J. A nitric oxide donor
(nitroglycerin) triggers genuine migraine attacks. Eur J Neurol. 1994;1(1):73-80.

90. Al-Hassany L, Boucherie DM, Creeney H, van Drie RWA, Farham F,
Favaretto S, et al. Future targets for migraine treatment beyond CGRP. J Headache
Pain. 2023;24(1):76.

91.  Afridi KS, Kaube H, Goadsby JP. Glyceryl trinitrate triggers premonitory
symptoms in migraineurs. Pain. 2004;110(3):675-80.



68

92. Sances G, Tassorelli C, Pucci E, Ghiotto N, Sandrini G, Nappi G. Reliability
of the nitroglycerin provocative test in the diagnosis of neurovascular headaches.
Cephalalgia. 2004;24(2):110-9.

93. Seino S, Miki T. Physiological and pathophysiological roles of ATP-sensitive
K+ channels. Prog Biophys Mol Biol. 2003;81(2):133-76.

94, Hibino H, Inanobe A, Furutani K, Murakami S, Findlay I, Kurachi Y. Inwardly
rectifying potassium channels: their structure, function, and physiological roles.
Physiol Rev. 2010;90(1):291-366.

95. Al-Karagholi MA. Involvement of Potassium Channel Signalling in Migraine
Pathophysiology. Pharmaceuticals (Basel). 2023;16(3).

96. Yamada M, Isomoto S, Matsumoto S, Kondo C, Shindo T, Horio Y, et al.
Sulphonylurea receptor 2B and Kir6.1 form a sulphonylurea-sensitive but ATP-
insensitive K+ channel. J Physiol. 1997;499 ( Pt 3)(Pt 3):715-20.

97.  Nelson MT, Quayle JM. Physiological roles and properties of potassium
channels in arterial smooth muscle. Am J Physiol. 1995;268(4 Pt 1):C799-822.

98. Murphy ME, Brayden JE. Nitric oxide hyperpolarizes rabbit mesenteric
arteries via ATP-sensitive potassium channels. J Physiol. 1995;486 ( Pt 1)(Pt 1):47-
58.

99. Aziz Q, Li Y, Anderson N, Ojake L, Tsisanova E, Tinker A. Molecular and
functional characterization of the endothelial ATP-sensitive potassium channel. J Biol
Chem. 2017;292(43):17587-97.

100. Shi Y, Chen X, Wu Z, Shi W, Yang Y, Cui N, et al. cAMP-dependent protein
kinase phosphorylation produces interdomain movement in SUR2B leading to
activation of the vascular KATP channel. J Biol Chem. 2008;283(12):7523-30.

101. Clement A, Guo S, Jansen-Olesen I, Christensen SL. ATP-Sensitive Potassium
Channels in Migraine: Translational Findings and Therapeutic Potential. Cells.
2022;11(15).

102. Choma K, Bednarczyk P, Koszela-Piotrowska I, Kulawiak B, Kudin A, Kunz

WS, et al. Single channel studies of the ATP-regulated potassium channel in brain
mitochondria. J Bioenerg Biomembr. 2009;41(4):323-34.

103. Lacza Z, Snipes JA, Miller AW, Szabo C, Grover G, Busija DW. Heart
mitochondria contain functional ATP-dependent K+ channels. J Mol Cell Cardiol.
2003;35(11):1339-47.

104.  Ardehali H, Chen Z, Ko Y, Mejia-Alvarez R, Marban E. Multiprotein complex
containing succinate dehydrogenase confers mitochondrial ATP-sensitive K+ channel
activity. Proc Natl Acad Sci U S A. 2004;101(32):11880-5.

105. Augustynek B, Kunz WS, Szewczyk A. Guide to the Pharmacology of
Mitochondrial Potassium Channels. Handb Exp Pharmacol. 2017;240:103-27.

106. Gogelein H, Ruetten H, Albus U, Englert HC, Busch AE. Effects of the
cardioselective KATP channel blocker HMR 1098 on cardiac function in isolated
perfused working rat hearts and in anesthetized rats during ischemia and reperfusion.
Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol. 2001;364(1):33-41.



69

107. Garlid KD, Paucek P, Yarov-Yarovoy V, Sun X, Schindler PA. The
mitochondrial KATP channel as a receptor for potassium channel openers. J Biol
Chem. 1996;271(15):8796-9.

108. Andreou AP, Summ O, Charbit AR, Romero-Reyes M, Goadsby PJ. Animal
models of headache: from bedside to bench and back to bedside. Expert Rev
Neurother. 2010;10(3):389-411.

109.  Oshinsky ML, Gomonchareonsiri S. Episodic dural stimulation in awake rats:
a model for recurrent headache. Headache. 2007;47(7):1026-36.

110. Melo-Carrillo A, Lopez-Avila A. A chronic animal model of migraine, induced
by repeated meningeal nociception, characterized by a behavioral and
pharmacological approach. Cephalalgia. 2013;33(13):1096-105.

111.  Zhang M, Liu Y, Zhao M, Tang W, Wang X, Dong Z, et al. Depression and
anxiety behaviour in a rat model of chronic migraine. J Headache Pain. 2017;18(1):27.

112.  Stucky NL, Gregory E, Winter MK, He Y'Y, Hamilton ES, McCarson KE, et
al. Sex differences in behavior and expression of CGRP-related genes in a rodent
model of chronic migraine. Headache. 2011;51(5):674-92.

113. Tipton AF, Tarash I, McGuire B, Charles A, Pradhan AA. The effects of acute
and preventive migraine therapies in a mouse model of chronic migraine. Cephalalgia.
2016;36(11):1048-56.

114. Bates EA, Nikai T, Brennan KC, Fu YH, Charles AC, Basbaum Al, et al.
Sumatriptan alleviates nitroglycerin-induced mechanical and thermal allodynia in
mice. Cephalalgia. 2010;30(2):170-8.

115. Oshinsky ML, Sanghvi MM, Maxwell CR, Gonzalez D, Spangenberg RJ,
Cooper M, et al. Spontaneous trigeminal allodynia in rats: a model of primary
headache. Headache. 2012;52(9):1336-49.

116. Leo L, Gherardini L, Barone V, De Fusco M, Pietrobon D, Pizzorusso T, et al.
Increased susceptibility to cortical spreading depression in the mouse model of familial
hemiplegic migraine type 2. PLoS Genet. 2011;7(6):¢1002129.

117. Chanda ML, Tuttle AH, Baran I, Atlin C, Guindi D, Hathaway G, et al.
Behavioral evidence for photophobia and stress-related ipsilateral head pain in
transgenic Cacnala mutant mice. Pain. 2013;154(8):1254-62.

118. Ayata C, Jin H, Kudo C, Dalkara T, Moskowitz MA. Suppression of cortical
spreading depression in migraine prophylaxis. Ann Neurol. 2006;59(4):652-61.

119. Bogdanov V, Chauvel V, Multon S, Makarchuk M, Schoenen J. Preventive
antimigraine drugs differentially affect kcl-induced cortical spreading depression in
rat. Cephalalgia Int J Headache. 2009;29:131.

120. Olesen J, Burstein R, Ashina M, Tfelt-Hansen P. Origin of pain in migraine:
evidence for peripheral sensitisation. Lancet Neurol. 2009;8(7):679-90.

121.  Bogduk N. Anatomy and physiology of headache. Biomed Pharmacother.
1995;49(10):435-45.

122.  Munro G, Jansen-Olesen I, Olesen J. Animal models of pain and migraine in
drug discovery. Drug Discov Today. 2017;22(7):1103-11.



70

123.  Boyer N, Dallel R, Artola A, Monconduit L. General trigeminospinal central
sensitization and impaired descending pain inhibitory controls contribute to migraine
progression. Pain. 2014;155(7):1196-205.

124. Markovics A, Kormos V, Gaszner B, Lashgarara A, Szoke E, Sandor K, et al.
Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide plays a key role in nitroglycerol-
induced trigeminovascular activation in mice. Neurobiol Dis. 2012;45(1):633-44.

125. Akerman S, Romero-Reyes M, Karsan N, Bose P, Hoffmann JR, Holland PR,
et al. Therapeutic targeting of nitroglycerin-mediated trigeminovascular neuronal
hypersensitivity predicts clinical outcomes of migraine abortives. Pain.
2021;162(5):1567-717.

126. Farkas B, Kardos P, Orosz S, Tarnawa I, Cseko C, Levay G, et al. Predictive
validity of endpoints used in electrophysiological modelling of migraine in the
trigeminovascular system. Brain Res. 2015;1625:287-300.

127. Akerman S, Karsan N, Bose P, Hoffmann JR, Holland PR, Romero-Reyes M,
et al. Nitroglycerine triggers triptan-responsive cranial allodynia and trigeminal
neuronal hypersensitivity. Brain. 2019;142(1):103-19.

128. Burstein R, Jakubowski M, Garcia-Nicas E, Kainz V, Bajwa Z, Hargreaves R,
et al. Thalamic sensitization transforms localized pain into widespread allodynia. Ann
Neurol. 2010;68(1):81-91.

129. Farajdokht F, Babri S, Karimi P, Mohaddes G. Ghrelin attenuates hyperalgesia
and light aversion-induced by nitroglycerin in male rats. Neurosci Lett. 2016;630:30-
7.

130. Greco R, Demartini C, Zanaboni A, Casini I, De Icco R, Reggiani A, et al.
Characterization of the peripheral FAAH inhibitor, URB937, in animal models of
acute and chronic migraine. Neurobiol Dis. 2021;147:105157.

131. Gerasimova E, Yakovleva O, Enikeev D, Bogatova K, Hermann A, Giniatullin
R, et al. Hyperhomocysteinemia Increases Cortical Excitability and Aggravates
Mechanical Hyperalgesia and Anxiety in a Nitroglycerine-Induced Migraine Model in
Rats. Biomolecules. 2022;12(5).

132. Wei C, Kim B, McKemy DD. Transient receptor potential melastatin 8 is
required for nitroglycerin- and calcitonin gene-related peptide-induced migraine-like
pain behaviors in mice. Pain. 2022;163(12):2380-9.

133.  Christensen SL, Rasmussen RH, Ernstsen C, La Cour S, David A, Chaker J, et
al. CGRP-dependent signalling pathways involved in mouse models of GTN-
cilostazol- and levcromakalim-induced migraine. Cephalalgia. 2021;41(14):1413-26.

134.  Christensen SL, Hansen RB, Storm MA, Olesen J, Hansen TF, Ossipov M, et
al. Von Frey testing revisited: Provision of an online algorithm for improved accuracy
of 50% thresholds. Eur J Pain. 2020;24(4):783-90.

135.  Pellow S, Chopin P, File SE, Briley M. Validation of open:closed arm entries
in an elevated plus-maze as a measure of anxiety in the rat. J Neurosci Methods.
1985;14(3):149-67.

136.  Eilam D. Open-field behavior withstands drastic changes in arena size. Behav
Brain Res. 2003;142(1-2):53-62.



71

137.  Wang M, Mason BN, Sowers LP, Kuburas A, Rea BJ, Russo AF. Investigating
Migraine-Like Behavior Using Light Aversion in Mice. J Vis Exp. 2021(174).

138. Gerasimova E, Burkhanova G, Chernova K, Zakharov A, Enikeev D,
Khaertdinov N, et al. Hyperhomocysteinemia increases susceptibility to cortical
spreading depression associated with photophobia, mechanical allodynia, and anxiety
in rats. Behavioural Brain Research. 2021;409:113324.

139. Goldim MPS, Della Giustina A, Petronilho F. Using Evans Blue Dye to
Determine Blood-Brain Barrier Integrity in Rodents. Curr Protoc Immunol.
2019;126(1):e83.

140. Deuis JR, Dvorakova LS, Vetter I. Methods Used to Evaluate Pain Behaviors
in Rodents. Front Mol Neurosci. 2017;10:284.

141. De Logu F, Landini L, Janal MN, Li Puma S, De Cesaris F, Geppetti P, et al.
Migraine-provoking substances evoke periorbital allodynia in mice. J Headache Pain.
2019;20(1):18.

142.  Harriott AM, Strother LC, Vila-Pueyo M, Holland PR. Animal models of
migraine and experimental techniques used to examine trigeminal sensory processing.
J Headache Pain. 2019;20(1):91.

143.  Ashina M, Terwindt GM, Al-Karagholi MA, de Boer I, Lee MJ, Hay DL, et al.
Migraine: disease characterisation, biomarkers, and precision medicine. Lancet.
2021;397(10283):1496-504.

144. Christensen SL, Munro G, Petersen S, Shabir A, Jansen-Olesen I, Kristensen
DM, et al. ATP sensitive potassium (K(ATP)) channel inhibition: A promising new
drug target for migraine. Cephalalgia. 2020;40(7):650-64.

145.  Al-Karagholi MA, Ghanizada H, Kokoti L, Paulsen JS, Hansen JM, Ashina M.
Effect of K(ATP) channel blocker glibenclamide on levcromakalim-induced
headache. Cephalalgia. 2020;40(10):1045-54.

146. Ding D, Wu JX, Duan X, Ma S, Lai L, Chen L. Structural identification of
vasodilator binding sites on the SUR2 subunit. Nat Commun. 2022;13(1):2675.

147. Ploug KB, Amrutkar DV, Baun M, Ramachandran R, Iversen A, Lund TM, et
al. K(ATP) channel openers in the trigeminovascular system. Cephalalgia.
2012;32(1):55-65.

148. Demartini C, Greco R, Francavilla M, Zanaboni AM, Tassorelli C. Modelling
migraine-related features in the nitroglycerin animal model: Trigeminal hyperalgesia

is associated with affective status and motor behavior. Physiol Behav.
2022;256:113956.

149. Hsiao FJ, Chen WT, Wang YF, Chen SP, Lai KL, Liu HY, et al
Somatosensory Gating Responses Are Associated with Prognosis in Patients with
Migraine. Brain Sci. 2021;11(2).

150. Xu S, Wagner HG, Joo F, Klatzo I, Cohn R. Reduced Latency of Visually
Evoked Potentials Following Cortical Injury Indicates Secondary Glutamatergic
Neuronal Excitation. In: Globus MYT, Dietrich WD, editors. The Role of
Neurotransmitters in Brain Injury. Boston, MA: Springer US; 1992. p. 323-5.



72

151. Buchsbaum M, Henkin RI. Serum calcium concentration and the average
evoked response. Electroencephalogr Clin Neurophysiol. 1971;30(1):10-6.

152. Sawant-Pokam PM, Suryavanshi P, Mendez JM, Dudek FE, Brennan KC.
Mechanisms of Neuronal Silencing After Cortical Spreading Depression. Cereb
Cortex. 2017;27(2):1311-25.

153. Afridi S, Kaube H, Goadsby PJ. Occipital activation in glyceryl trinitrate
induced migraine with visual aura. J Neurol Neurosurg Psychiatry. 2005;76(8):1158-
60.

154. Vinogradova LV, Suleymanova EM, Medvedeva TM. Transient loss of
interhemispheric functional connectivity following unilateral cortical spreading
depression in awake rats. Cephalalgia. 2021;41(3):353-65.

155. Tepe N, Filiz A, Dilekoz E, Akcali D, Sara Y, Charles A, et al. The thalamic
reticular nucleus is activated by cortical spreading depression in freely moving rats:
prevention by acute valproate administration. Eur J Neurosci. 2015;41(1):120-8.

156. Eikermann-Haerter K, Yuzawa I, Qin T, Wang Y, Baek K, Kim YR, et al.
Enhanced subcortical spreading depression in familial hemiplegic migraine type 1
mutant mice. J Neurosci. 2011;31(15):5755-63.

157.  Fu X, Chen M, Lu J, Li P. Cortical spreading depression induces propagating
activation of the thalamus ventral posteromedial nucleus in awake mice. J Headache
Pain. 2022;23(1):15.

158.  Akcali D, Sayin A, Sara Y, Bolay H. Does single cortical spreading depression
elicit pain behaviour in freely moving rats? Cephalalgia. 2010;30(10):1195-206.

159. Hougaard A, Amin FM, Christensen CE, Younis S, Wolfram F, Cramer SP, et
al. Increased brainstem perfusion, but no blood-brain barrier disruption, during attacks
of migraine with aura. Brain. 2017;140(6):1633-42.

160. Schankin CJ, Maniyar FH, Seo Y, Kori S, Eller M, Chou DE, et al. Ictal lack
of binding to brain parenchyma suggests integrity of the blood-brain barrier for 11C-
dihydroergotamine during glyceryl trinitrate-induced migraine. Brain. 2016;139(Pt
7):1994-2001.

161. Amin FM, Hougaard A, Cramer SP, Christensen CE, Wolfram F, Larsson
HBW, et al. Intact blood-brain barrier during spontaneous attacks of migraine without
aura: a 3T DCE-MRI study. Eur J Neurol. 2017;24(9):1116-24.

162.  Wu S, Ren X, Zhu C, Wang W, Zhang K, Li Z, et al. A c-Fos activation map
in nitroglycerin/levcromakalim-induced models of migraine. J Headache Pain.
2022;23(1):128.



73

EK-1: Tez Calismasi ile Tlgili Etik Kurul izni

T.C.
HACETTEPE UNiVERSITESI
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

Says : 52338575 — Y
HAYVAN DENEYLERI ETIK KURUL KARARI

TOPLANTI TARIHI 1 24.05.2022 (SALD

TOPLANTI SAYISI + 2022/05

DOSYA KAYIT NUMARASI : 2021/82 (ONAY TARIHI: 28.12.2021)
KARAR NUMARASI : 2022/05- 11

ONAY BITIS TARIHI 28.12.2026

ARASTIRMA YURUTUCUSU : Prof. Dr. Yildirim SARA

HAYVAN DENEYLERINDE Dr. Berkay ALPAY (Doktora Tezi), Prof. Dr.
GOREVLI ARASTIRMACILAR + Yildinm SARA, Dr. Bangcan CIMEN
DIGER YARDIMCI :

ARASTIRMACILAR

ONAYLANAN HAYVAN TURU ve

SAYISI o 132 Adet Wistar Sigan (4-6 Aylik)

Kurulumuzun 28.12.2021 tarihli toplantusinda 2021/82 dosya kayit numarasiyla onaylannug olan
Universitemiz Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali dgretim tiyelerinden Prof. Dr. Yildinm
SARA min arastirma yiritéciist oldugu “Kortikal Yayilan Depresyon ve Kortikotalamik Aks
ltigkisinin Stgan Basagrist Modellerinde Incelenmesi” isimli proje igin verilen 12.05.2022 tarihli
aragtrmact revizvonu konulu dilekge Kurvlumuzun 24.05.2022 wrihli toplantisinda gortigiilmily ve
uyeun bulunmus ur, Gazi Universitesi Noroloji Anabilim Dali dgretim Qyesi Prof. Dr. Hayrtinnisa
Bolay BELEN ve Acibadem Universitesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali gretim diyesi Prof. Dr.
Filiz ONAT aragurmaci ekibinden gikarilnug ve kaylarmmza eklenmigtir.,

Arastirma yiiriitliciisii en geg, onay bitig tarihinden sonraki 1 ay igerisinde proje sonug raporunu
Kurulumuza teslim ¢tmekle yikiimltdir.

Prof. Dr. Sema CALIS
Etik Kurul Bagkam

.

Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 06100 smmyc-;\_n—k;;a X PR
Telefon: 0 (312) 305 1090-1082 » Faks: 0 (312) 310 0S80 . ~AynsuliBilgligia:
www.elikkurul hacettepe.edu.tr/index_bdk.php



Berkay ALPAY

Berkay ALPAY

Berkay ALPAY


EK-2: Tez Calismasi Orijinallik Raporu ve Dijital Makbuz

Tez Bashgi: Levkromakalimin siganlarda akut migren benzeri fenotip indiikleyici

etkisi ve kortikal yayilan depolarizasyon ile iliskisi.

Ogrencinin Adi Soyadi: Berkay Alpay

Dosyanin Toplam Sayfa Sayisi: 90

ORIGINALITY REPORT

11, 9. 7 3

SIMILARITY INDEX INTERNET SOURCES PUBLICATIONS STUDENT PAPERS

PRIMARY SOURCES

g 08

B O & D

thejournalofheadacheandpain.biomedcentral.com 2%

Internet Source

www.openaccess.hacettepe.edu.tr:8080

Internet Source

Submitted to Hacettepe University

Student Paper

migraine-pain.org

Internet Source

docplayer.biz.tr

Internet Source

openaccess.hacettepe.edu.tr

Internet Source

acikbilim.yok.gov.tr

Internet Source

Submitted to Adnan Menderes Universitesi

Student Paper

ihs-headache.org

Internet Source

1%
1%
1%
1%
1%
<1
<14

<Tw

74



turnitingJ)
Digital Receipt

This receipt acknowledges that Turnitin received your paper. Below you will find the receipt
information regarding your submission.

The first page of your submissions is displayed below.

Submission author:  Berkay Alpay
Assignment title:  Berkay Alpay Doktora
Submission title:  Berkay Alpay - Doktora Tezi
Flename:  Berkay_Alpay_-_Doktora_Tezi.docx
File size: 32.53M
Page count: 90
Word count: 16,685
Character count: 111,555
Submission date:  04-Jul-2024 03:56PM (UTC+0300)
Submission ID: 2401662345

[
s ezl
LT ECNNTEN
T UAR Laac Lol Ak LI DAL

PEOAL M A aR L R ke el
FEROTIF D UCEINIC S8 VT RORTIGL VALILN
T snlewans o lskle

(R T

ik 1A
e M ma

EUANTH
>

75




EK-3: Tez Calismasindan Uretilen Makale

Alpay et al. The Journal of Headache and Pain ~ (2023) 24:93 TheJournal of Headache
https://doi.org/10.1186/510194-023-01627-9 an d Pain

Levcromakalim provokes an acute -2
rapid-onset migraine-like phenotype

without inducing cortical spreading
depolarization

Berkay Alpay'?, Bariscan Cimen'?, Elif Akaydin', Hayrunnisa Bolay®*" and Yildirim Sara'?

Abstract

Background Migraine headache attacks and accompanying sensory augmentation can be induced by several
agents including levcromakalim (LVC), that is also capable of provoking aura-like symptoms in migraineurs. We investi-
gated whether single LVC injection causes acute migraine-like phenotype in rats and induces/modulates cortical
spreading depolarization (CSD), a rodent model of migraine aura.

Methods Wistar rats were administered LVC (1 mg/kg, i.p.) and compared to control (CTRL, vehicle, i.p.) and nitroglyc-
erin (NTG, 10 mg/kg, i.p) groups. Von Frey filaments were used to examine the periorbital and hind paw mechanical
allodynia. Dark-light box (DLB), elevated plus maze (EPM), and open field arena (OFA) were used to evaluate light
sensitivity and anxiety-related behaviors. The effects of LVC on CSD parameters, somatosensory evoked potentials,
and baseline dural EEG (electroencephalography) were investigated. Possible CSD-induced c-fos expression was stud-
ied with Western Blot. Blood-brain barrier integrity in cortex was examined with Evans blue assay.

Results LVC and NTG administration robustly reduced periorbital mechanical thresholds in rats and induced anxiety-
like behaviors and photophobia within 30 and 120 min, respectively. LVC induced migraine-like phenotype recovered
in 2 h while NTG group did not fully recover before 4 h. Both LVC and NTG did not provoke DC (direct current) shift,
EEG alterations or cortical c-fos expression characteristic to CSD. LVC did not induce de novo CSD and affect KCI
{potassium chloride)-induced CSD parameters except for an increase in propagation failure. However, NTG signifi-
cantly increased both CSD susceptibility and propagation failure. Somatosensory evoked potential (SSEP) configura-
tions were not altered in both LVC and NTG groups, but SSEP latencies were prolonged after CSD. Acute LVC or NTG
injection did not increase cortical BBB permeability.

Conclusions Single LVC administration induced the fastest manifestation and recovery of acute migraine-like pheno-
type which was not mediated by CSD waves in the cerebral cortex. We suppose LVC triggered rapid-conset migraine-
like symptoms are probably related to functional alterations in the trigeminal nociceptive system and K channel
opening properties of LVC. Understanding the neurobiological mechanisms of this nociceptive window, may provide
a novel target in migraine treatment.
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Introduction

Migraine is a primary headache disorder hampering
the quality of life of millions worldwide [1]. Migraine
attacks are characterized by unilateral pulsating fron-
totemporal moderate to severe pain lasting 4-72 h,
and associated photophobia, phonophobia, nausea and
vomiting. Approximately one fourth of migraineurs
may experience aura symptoms mainly manifested in
the visual sensory domain, preceding or accompanying
the headache phase [2].

Several pharmacological agents, such as nitroglycerin
(NTG), calcitonin G-related peptide (CGRP), cilosta-
zol, are commonly used to provoke migraine head-
ache attacks in migraine patients and seldomly, NTG
was shown to trigger migraine aura [3-6]. However,
in a clinical trial of Al-Karagholi et al., levcromaka-
lim (LVC), an ATP-gated potassium channel opener,
robustly triggered migraine aura-like phenomena in
migraineurs with aura [7]. Therefore, LVC is unique in
terms of its strong aura-inducing properties when com-
pared to other migraine-inducing substances.

Preclinical rodent models of migraine have been com-
monly used to develop new therapies to tackle migraine
burden and to explain pathophysiological mechanisms
behind the disorder. In that regard, a well-characterized
and clinically relevant migraine model is NTG-induced
migraine model. NTG was shown to induce headache-
like phenotype in rodents, as evidenced by mechanical
threshold reduction in the periorbital region as a cor-
relate of cephalic allodynia and activation of trigemi-
nal nucleus caudalis (TNC) [8, 9]. TNC activation can
be also detected by electrophysiological recordings as
enhanced firing of the neurons [10, 11]. This increased
firing manifests phenotypically as mechanical allodynia
[8, 12, 13]. Besides, intraperitoneal NTG injection can
induce anxiety-like behaviors and light aversion in
rats, imitating concurrent anxious/depressive behavior
and photophobia seen in migraineurs [13]. It is cur-
rently unknown whether single LVC injection leads
to an acute migraine-like phenotype in rats, includ-
ing mechanical allodynia, anxiety-like behavior, and
photophobia.

Canonically, a strong depolarization wave, called
cortical spreading depolarization (CSD), is thought to
underlie the migraine aura phenomenon. Thus, CSD is
proposed to be the neurobiological correlate of migraine
aura in rodent models as well as humans [14]. NTG has
been reported to induce migraine headache but not aura
in migraine patients. In addition, NTG does not induce
CSD or modify CSD parameters except for propagation
failure [15]. It is a vital question to be established whether
LVC can initiate CSD in rats and have facilitatory effects
on a propagating CSD wave.

Page2of 13

Studies have revealed the presence of a dysfunctional
sensory gating in migraineurs [16]. Sensory gating dys-
function is believed to underlie the sensory augmentation
in migraine patients [17]. The prior researchers have used
somatosensory evoked potentials (SSEP) to investigate
these deficits [18-21]. SSEPs can be quantified by their
amplitudes and latencies [22, 23]. It is unclear how these
SSEP parameters are altered in CSD-, NTG- or LVC-
induced migraine models.

In recent years, neuroinflammation has emerged as a
crucial aspect of migraine pathophysiology [24]. NTG-
induced chronic migraine model has been revealed to
involve neuroinflammatory processes and consequent
loss of BBB integrity in TNC [25]. However, it is yet to
be discovered if NTG and LVC injection induce BBB dis-
ruption in the cortex, where CSD could also contribute to
this impairment.

The primary aim of this study is to investigate whether
acute ip LVC administration can induce CSD and head-
ache-like phenotype in rats. We also seek to explore if
chemically induced CSD parameters are altered by LVC.
Another goal of our study is to assess possible sensory
processing deficits and general cortical network activity
changes after a single LVC injection.

Materials and methods

Animals

Animal studies are reported in compliance with the
ARRIVE guidelines [26]. Male Wistar Albino rats
(Kobay, Tiirkiye) of 12 weeks of age, weighing 250-300 g
at the time of arrival, were housed in groups of three
in polycarbonate cages with wood shaving bedding on
a 12/12 h light/dark schedule (lights on at 07:00 h) in
a climate-controlled room. Rats were given at least
1 week for acclimatization prior to any procedure. All
experiments were conducted between 09.00 — 17.00. All
procedures were approved by the Hacettepe University
Animal Experimentation Ethics Board (approval no:
2022/05-11).

Experimental drugs and animal models of acute migraine

LVC (sc-361230A, Santa Cruz Biotechnology, Dal-
las, TX, USA) was dissolved in pure ethanol (1 mg
LVC in 0,5 ml ethanol) and diluted in isotonic saline
so that final solution contained 0,1 mg LVC per 1 ml
of 5% ethanol in saline (v/v). NTG was supplied as an
ethanol-based solution and diluted in isotonic saline
so that final solution contained 1 mg NTG per 1 ml
of 10% ethanol in saline (v/v). Both drugs were deliv-
ered through intraperitoneal route in all experiments.
NTG-induced acute migraine model with a dose of
10 mg/kg is already extensively validated by many stud-
ies [8, 27-29], therefore, we adopted the same dose for
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our study. For LVC-induced acute migraine model, we
administered 1 mg/kg LVC, a dose used in an LVC-
induced chronic migraine model [30]. Ethanol in saline
solutions were used as vehicles for the control (CTRL)
groups.

Experimental design

3-4-month-old rats were randomly allocated to 3 dif-
ferent groups: control (CTRL), nitroglycerin (NTG),
and Levcromakalim (LVC). As for vehicle (VEH), both
dilutions of ethanol (5% and 10%) in saline solutions
were preliminarily tested in all experimental proce-
dures and no statistical significance was found concern-
ing the outputs of our experiments. Hence, the data of
vehicle-injected rats were pooled under the same con-
trol (CTRL) group.

As a preclinical correlate of a migraine attack, we
measured periorbital and hindlimb mechanical allo-
dynia for nociceptive sensitization. Then, another set
of rats were injected with vehicle, NTG or LVC and
assessed for anxiety-like behavior, light aversion, and
locomotion within the time frame where the low-
est mechanical threshold has been detected. Vehicle-
injected rats were tested at the relevant time frames of
their corresponding intervention groups (10% ethanol
in saline-injected rats were tested between the second
and third hours of injection and 5% ethanol in saline-
injected rats were tested between the 30* minute and
90" minute after the injection.). For in vivo electro-
physiology experiments, rats were given vehicle, NTG
or LVC injections and CSD parameters were evalu-
ated at the relevant time frames (Fig. 1). Western blot
experiments were performed with vehicle-injected,

LVC or VEH i.p.

|

BL Omin 30min 60min 90min

! ! ! !

NTG i.p.

60min

! !

| BN . |

120min
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CSD-induced, and LVC-injected rats 3 h later following
the intervention.

Determination of sample size

Sample size for each group was calculated using G*power
and resource equation. From preliminary experiments,
we have determined an effect size of 0,7. Type I error
(ax error) probability and type II error (B error) was set
at 0,05 and 0,8 respectively. These values yielded a total
sample size of 24, 8 per experimental group. According
to resource equation, total animals for a given experi-
ment set — group number should be between 10 and 20.
This calculation yielded 4-7 animals for each experimen-
tal group. For evans blue assay and western blot experi-
ments, 3 rats per group were used. All sample sizes are
indicated in the figure legends. A total of 88 animals was
used during this study.

Behavioral tests

Mechanical allodynia

Periorbital and hindlimb mechanical allodynia were
evaluated with von Frey filaments with “up-and-down”
method [31]. Briefly, von Frey monofilaments, starting
from 2.0 g, were applied to the mid-rostral portion of
both eyes for periorbital mechanical threshold testing.
Aversive head withdrawals, headshakes, vocalizations,
ipsilateral head scratches and whole-body retractions
were accepted as positive responses. For hind paw thresh-
old testing, rats were placed into the hind paw testing
chamber. Testing started after the exploratory behavior
had ended. Von Frey monofilaments were applied onto
the mid-plantar part of the hind paw. Paw withdrawal,
paw licking, and vocalizations were accepted as positive
responses. Calculation of 50% withdrawal thresholds was

180min 240min

!

—
—

120min

180min 240min

Fig. 1 Experimental Design. Mechanical thresholds of CTRL (5% or 108 ethanel in saline) and LVIC (1 mg/kg) groups were tested at baseline (BL),
30", 60™ 0™, 120", 180™ and 240™ min time points. NTG (10 ma/kq) group was tested at baseline, 60™", 120™, 180™ and 240" min. Timeframes
with lowest thresholds were accepted as *headache phase” and all other experimental procedures were coincided to that timeframe (30-90 min

for LVC and 120-180 min for NTG)
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done using the free online calculator at https://bioapps.
shinyapps.io/von_frey_app/.

Anxiety-like behavior

For the evaluation of the anxiety-like behavior associ-
ated with migraine headache, elevated plus maze is used
[32]. Rats were placed at the center of the plus shape
maze which is constructed of four perpendicular arms
(40 cmx 15 c¢m). Two of the arms were open and two of
them were surrounded by walls (45 ¢cm). The time spent
in the open arms were analyzed for 5 min.

Light-aversive behavior

Aversion to light was tested with an apparatus consisting
of two adjoined compartments, one being brightly illu-
minated (3000 Ix) and the other being nearly completely
dark [33, 34]. Rats were free to explore both chambers
during the test. Time spent in the light compartment and
number of dark-to-light transitions were measured for
15 min.

Open field arena test

Light-independent anxiety was evaluated with open
field arena maze [35]. The maze was a transpar-
ent open glass cube (45 cmXx45 cmX45 cm). Rats
were placed at the center of the maze and allowed to
move freely. The cumulative time spent in the center
zone and number of transitions to center zone were
recorded for 30 min. Time spent in the center zone
was also considered as a measure of light-independent
anxiety-like behavior [36].

In vivo electrophysiology

Rats were anesthetized with an intraperitoneal injec-
tion of 1,2 g/kg urethane. Anesthesia depth was con-
firmed by the absence of toe withdrawal reflex and
cornea reflex. Rats were then transferred to the stere-
otaxic frame and their body temperature was kept
constant with a thermoregulatory blanket. A midline
incision was made to expose bregma and lambda. 2
burr holes were trepanated to access right primary
somatosensory cortex (AP 0.0; ML+3.8) and ipsilat-
eral primary visual cortex (AP -6.0; ML -3.8). Dura was
specifically left intact to avoid any pinprick induced
CSDs. A third burr hole was used to chemically induce
CSD. For the ground electrode a gold-plated needle
electrode was inserted at the neck of the animal. AC
and DC recordings over the dura mater were obtained
with Ag/AgCl glass microelectrodes containing hyper-
tonic saline. Left median nerve was stimulated every
10 s (1 mA stimulus current; 0,2 ms pulse duration)
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and somatosensory evoked potentials (SSEP) were
recorded from right somatosensory cortex. Dural EEG
signals were recorded and amplified with a head stage
(Batiray, YSED, Tiirkiye) and an amplifier (Kaldiray
EX-2C, YSED) and digitized by a data acquisition sys-
tem (PowerLab 8/SP, ADInstruments, Australia). Data
recordings and analysis were done by using LabChart
software (AD Instruments, Australia). After 20 min
of baseline recording, CSD threshold was calculated
chemically by placing a cotton ball soaked in ascend-
ing concentrations of KCl (25 mM, 50 mM, 75 mM,
125 mM, 150 mM, 175 mM, 250 mM, 500 mM) with
5-min intervals [37]. Then, to induce serial CSDs, a cot-
ton ball soaked in 1 M KCl was placed over the CSD
burr hole and kept moist by impregnation with 1 M
KCl every 15 min. These CSDs were evaluated in terms
of amplitude, duration, frequency, and propagation fail-
ure. Evoked potentials were quantified based on their
amplitudes and their latency-to-peaks. Power spectra
of the baseline EEG were also computed.

Western blot

Animals were given urethane anesthesia (1,4 g/kg) and
parietal cortices were removed. Collected tissues were
homogenized with RIPA lysis buffer (sc-24948A, Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) as indicated by
the manufacturer and lysates were stored in -80 *C until
further analysis. Protein concentrations were measured
with BCA Colorimetric Assay Kit (E-BC-K318-M, Elab-
science, USA).

Cortical protein samples (50 pg/10 pL) were loaded
onto a 10% acrylamide gel (TGX FastCast Acrylamide
Solution, Bio-Rad, USA), run at 90 V for 90 min, and
transferred to PDVF at 1.3 mA for 7 min via Trans-
Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad, USA). Thereaf-
ter, membranes were blocked with 5% non-fat dry milk
solution for 2 h at room temperature (Bio-Rad, USA).
Membranes were incubated with primary antibod-
ies (c-fos: ABE457, Millipore, USA at 1:2000 dilution;
B-actin: Bioss, USA at 1:1000 dilution) overnight at
4 °C. After 3 rounds of TBS-T wash, the membranes
were incubated with secondary antibody (AP307P,
Millipore, USA) at 1:2000 dilution for 1 h at room
temperature. The membranes were treated with West-
ern Chemiluminescent HRP Substrate (Immobilon,
#WBKLS, Merck) for 5 min in the dark. Membranes
were then visualized with Syngene G:BOX Chemi XRQ
and analyzed with Image] (NIH, USA). B-actin levels
were used to normalize loaded protein. The relative
change in protein levels was demonstrated as normal-
ized ratio (c-fos/B-actin).
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Evans blue assay

Evans blue (EB) assay was performed as described pre-
viously [38]. Briefly, EB was prepared as %2 (w/v) in
saline. Animals were anesthetized with urethane (1,4 g/
kg) and injected with EB (3 ml/kg). All injections were
timed so that animals were exposed to EB dye for at
least 1 h when their mechanical thresholds were found
to be lowest. During the procedure, their body tempera-
ture was kept constant with a thermoregulatory blanket.
Subsequently, animals were transcardially perfused with
saline. Frontoparietal and occipital cortices were col-
lected. Wet weights of the brains were measured and
1 mL %50 (w/v in saline) trichloroacetic acid (TCA) was
added per 1 g of tissue. Specimens were then homog-
enized and centrifuged for 20 min at 10,000 g. Super-
natants are collected and diluted with ethanol four-fold.
Standards were also prepared as EB dye in ethanol with
various concentrations. Absorbances were measured
at 620 nm with spectrophotometer (MultiScanGO,
Thermo Fisher Scientific, USA).

Statistical analyses

Data are presented as mean + SEM. Statistical analyses
were performed by GraphPad Prism (GraphPad Soft-
ware Inc., CA, USA). For parametric data, student’s ¢-
test, or ANOVA (one-way or two-way) followed by
the appropriate post hoc test was used when there
were two or three groups to compare, respectively.
For non-parametric data, Mann Whitney U, Kruskal-
Wallis and Friedmann tests were used. Post hoc tests

A. Periorbital Thresholds
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were not performed when F values of ANOVA were
not significant. P<0.05 was considered as statistically
significant.

Results

LVC and NTG induce hind paw and periorbital mechanical
allodynia

To exclude possible threshold alterations by vehicle,
we first studied the effects of ip %10 EtOH in saline
(10 ml/kg) injection. We did not find any changes
with this amount of ethanol treatment at any point
of the time course in both periorbital and hind paw
measurements.

Firstly, we compared the acute LVC- and NTG-
induced periorbital mechanical threshold reductions
over time [F(2,17)=5,464; p<0,05; Fig. 2A]. Follow-
ing ip LVC injection, we observed significant reduc-
tion at 30 min, and thresholds dropped to minimum
(3,00£0,26) at around 60 min as compared to the
respective CTRL values (p<0,05) and recovered after
about 120 min. NTG group exhibited reduced periorbi-
tal thresholds at the 2" hour (» <0,05) and returned to
baseline at 240 min.

Similarly, LVC and NTG treatment yielded a tem-
porary reduction in hind paw mechanical thresholds
[F(2,21)=10,43; p<0,001, Fig. 2B]. After LVC injec-
tion, we observed a significant decrease in thresholds at
30 and 60 min. At 60 min, the lowest hind paw thresh-
olds (8.41+1.04 g) were detected in comparison to the
corresponding control values (p<0,05). The thresholds

B. Hind paw Thresholds

t

1
90 120 150 180 210 240
Time (min)

Fig.2 Acute LVC induced fast and brief periorbital and hind paw mechanical hyperalgesia. Both LVC and NTG injection significantly reduced
mechanical thresholds in both periorbital {A) and hind paw plantar areas (B) [F(2,17) =5,464; p < 0,05;]. LVC administration yielded a rapid reduction
at 30 min and this hypersensitivity peaked at 60 min. LVC-induced hypersensitivity ended at 120 min. In comparisen, NTG decreased thresholds

in 120 min and resulted in longer term hypersensitivity that did not recover until 240 min. Data were shown as mean + SEM. Statistical analysis

was performed with two-way ANOVA and posthoc Tukey's test (*p < 0,05 LVC vs CTRL ** p < 0,01 LVC vs. CTRL; f p< 0,05 NTG vs CTRL; # p < 0,05 LVC s

NTG) (n=6-8/group)
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recovered after approximately 120 min, consistent with
the periorbital LVC thresholds. NTG injection also
reduced the hind paw mechanical thresholds at the 60,
120 and 180 min time points, [p <0,05 for all three time-
points]. Maximal recovery for NTG group was attained
at 240 min where no statistical significance was found
between NTG and CTRL group (p>0,05) in line with
periorbital NTG threshold values.

Our results demonstrate that LVC and NTG suc-
cessfully provoke periorbital and hind paw mechanical
allodynia.

LVC and NTG induce pain-related behaviors

To further investigate whether LVC induces head-
ache-like phenotype, we also evaluated cephalalgia-
related behaviors. Since our behavioral testing battery
lasted approximately 1 h for each animal, we chose the
minimum points of the periorbital thresholds for the
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behavioral experiments. For NTG group, we initiated
our tests at the 2° hour of the NTG injection. For LVC
group, the experiments were timed to begin at the 30"
minute after the injection.

In the EPM test, rats in the NTG and LVC groups
spent significantly less time in the open arms of the plat-
form indicating the presence of anxiety-like behavior
[E(2,12.21)=10,51; p<0,01; Fig. 3A]. In the dark-light
box (DLB) test, number of entries from dark to light com-
partment were significantly decreased after LVC or NTG
injection (Kruskal-Wallis statistics 14,27; p<0,0001;
Fig. 3B). Similarly, animals spent a shorter time in the light
compartment when injected with either LVC or NTG
(Kruskal-Wallis statistics 16,53; p<0,0001; Fig. 3C). Lastly,
in the open field arena (OFA) test, we assessed the anxiety-
like behaviors without interference of light. In both LVC
and NTG groups, rats displayed anxiety-like behavior as
became evident from the reduced time spent in the center
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Fig.3 Acute LVC and NTG induced migraine-associated signs such as anxiety-like behavior and photophobia. A Acute LVC and NTG administered
rat spent less time in the open arms of the elevated plus maze. B These rats were also exhibited lower number of transitions from dark to light
compartments and C. Spent less time in the light compartment during the experiments of dark-light box. D After LVC or NTG injection

animals spent less time in the center zone and E displayed fewer number of entries to this zone in cpen field arena test {OFA). Data are shown

as mean + SEM. Statistical analysis was performed with one-way ANOVA and posthoc Tukey’s test or Kruskal Wallis test and posthoc Dunn's multiple
comparisons test (* < 0,05; **< 0,01, *** < 0,001, **** < 0,0001) (n=7-8/group)
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Fig.4 LVC and NTG both decreased propagation of CSD while NTG also increased CSD susceptibility. LVC or NTG administration did not affect
CSD A amplitudes, B durations, D frequency and E velocity. € LVC did not change CSD thresholds, whereas NTG-injected rats had lower thresholds.
F LVCincreased propagation failure as compared to CTRL group. Data were shown as mean + SEM. Statistical analysis was performed with one-way
ANOVA and pasthoc Tukey's test or Kruskal Wallis test and posthoc Dunn's multiple comparisons test (* < 0,05; **<0,01) (n=4-5/group)

zone [F(6,40)=3.85; p<0,05; Fig. 3D] and lower number
of entries to the center zone (F (2, 20)=7.378, p<0,01;
Fig. 3E). It can be inferred that LVC and NTG administra-
tion causes anxiety-like behavior and photophobia.

LVC does not affect KCl-induced CSD parameters

except for propagation failure whereas NTG lowers
KCl-induced CSD threshold

To evaluate possible facilitatory effect of LVC on CSD,
we have examined CSD parameters, such as threshold,
amplitude, duration, frequency, and propagation fail-
ure. LVC did not affect CSD threshold, amplitude, fre-
quency, and duration (p> 0,05 for all; Fig. 4A-D). LVC
group showed an increased propagation failure rate
(p<0,05; Fig. 4F). None of the agents administered had
no influence on the CSD velocities (Fig. 4E). Likewise,
NTG did not change any of the aforementioned CSD
parameters except for the threshold (Kruskal-Wallis
statistics 10,35; p < 0,05) (Fig. 4A-F).

LVC and NTG do not change peak amplitudes and latencies
of SSEPs

To clarify if LVC alters the signal transduction from
periphery to cortex and somatosensory cortical process-
ing, we have utilized somatosensory evoked potentials.

Neither NTG nor LVC injection changed amplitudes
before or after CSD [F (2, 9)=0.4238;p>0,05 and F (2,
9)=3.189; p>0,05 respectively] (Fig. 5A). LVC- and
NTG-injected rats had similar latencies to CTRL group
before and after CSD [F (2, 16)=0,58; p>0,05]. When
compared within each treatment group, latencies were
significantly longer in NTG and LVC group following
CSD [F (1, 16)=22,27; p<0,001] (Fig. 5B). SSEP configu-
rations were similar before and after LVC injection in the
LVC-treated group (data not shown).

LVC-injected rats exhibit altered power spectrum density
profile after CSD

To assess general network activity, we have analyzed
baseline EEG recordings for their power spectra. Before
CSD, no difference was detected between different treat-
ment groups (F(2, 88) =2,914; p>0,05) (Fig. 6A). Follow-
ing an CSD wave, LVC group exhibited a weaker activity
within the delta, theta, alpha, beta, and gamma range as
compared to CTRL group (Fig. 6B).

LVC does not induce c-fos expression in rat cortex

To validate if LVC can induce CSD in awake rats, we
have measured cortical c-fos expression levels. To
eliminate possible surgery- and trepanation-induced
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Fig.6 LVC-injected rats had distinct power spectrum density profiles after CSD. A Power spectrum density profiles were similar between different
treatment groups before CSD. B LVC group was found to have increased activity within delta, theta, alpha, beta, and gamma ranges following SD.
Data are shown as mean + SEM. Statistical analysis was performed with two-way ANOVA and posthoc Tukey’s test (* < 0,05) (n = 4-6/group)

c-fos expression in awake animal CSD procedures, we
collected CSD-induced cortices from rats under anes-
thesia for positive controls. These cortices exhibited
an approximately fourfold increase in c-fos expression
when compared to awake CTRL group (p<0,0001).
LVC administration to freely moving awake rats did
not induce c-fos expression in any of the cortices
(F(2,6) = 103,9; p <0,0001) (Fig. 7).

Acute LVC or NTG injection do not lead to cortical BBB
impairment

To investigate pro-neuroinflammatory effects of acute
LVC or NTG injection, we performed EB assay with
frontoparietal and occipital cortices. No statistically sig-
nificant difference was found between EB dye concen-
trations in the frontoparietal and occipital cortices of
LVC- and NTG-injected rats [F(2, 6) =0,05054; p > 0,05
and F(2, 6) =0,1570; p> 0,05, respectively] (Fig. 8A, B).

Discussion

Our study yields several significant and novel findings:
Acute LVC treatment can robustly reduce periorbital and
hind paw mechanical thresholds in rats. To our knowl-
edge, LVC, with a 30-min onset, is the fastest migraine-
like phenotype-inducing agent in rodents when compared
to other systemic migraine-inducing substances, such
as well-established NTG, cilostazole and CGRP. In addi-
tion, we found LVC-injected rats exhibit other nocifensive
behaviors, such as anxiety-like behaviors and photophobia.
We also demonstrated a single injection of LVC does not
induce CSD in neither anesthetized nor awake freely mov-
ing rats, as evident from our dural EEG recordings and
lack of increased cortical c-fos expression, respectively.
LVC does not affect the electrophysiological parameters of
a chemically induced CSD and does not alter SSEP config-
urations. It is worth noting that acute LVC and NTG injec-
tion does not increase cortical BBB permeability.
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Fig. 7 LVC did not increase c-fos expression in cortex. CSD led
to increased c-fos in cortex {p <0,05). LVC did not induce ¢-fos
expression with respect to CTRL group (p >0,05). Data are shown
as mean + SEM. Statistical analysis was performed with one-way
ANOVA and posthoc Tukey's test (* < 0,05; ** <0,01; ***< 0,001,
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Mechanical allodynia in the periorbital region is
accepted to be the gold standard readout of migraine-like
headache in rodents [39]. Periorbital and hind paw with-
drawal responses are used to model cephalic and extrace-
phalic hypersensitivity seen in migraineurs [40, 41]. We
demonstrated that LVC reduces periorbital and hind paw
mechanical thresholds. We detected lowest mechanical
thresholds within the first hour of LVC injection, com-
pletely recovering at the 2°¢ hour. This finding is in line
with the clinical studies, where LVC administration pro-
voked migraine attack as early as 10 min in some patients
[7]. Previous studies with LVC-induced chronic migraine
model adopted the 2™ hour as the testing time for LVC
post-treatment responses. This may be the reason why
lower thresholds were not consistently observed during
the establishment of chronic migraine model in these stud-
ies [30, 42, 43]. We observed a similar degree of thresh-
old reduction in both LVC and NTG groups, however in
the LVC group, decay time of threshold was significantly
shorter in comparison to NTG group. Such a rapid reduc-
tion and recovery most likely point out to a functional
neurobiological change. An increase in the expression of
neuroinflammatory genes and newly synthesized proteins
cannot be excluded as underlying factors, however their
contribution is very unlikely as this would not explain
the rapid change in the mechanical sensitivity. In a previ-
ous study, intraplantar and intracerebroventricular LVC
administration did not change the mechanical sensitivity
to von Frey filaments [43]. This finding may suggest the
lack of direct central and local mechanism of action and
may point out a vascular mechanism. Indeed, all migraine-
inducing substances, including LVC, have vasodilatory
properties and mechanistically open potassium channels,
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Fig. 8 LVC and NTG injection did not disrupt blood-brain barrier. Neither LVC nor NTG led to vascular permeability in eccipital and frontoparietal
cortex (p>0,05). Data were shown as mean + SEM. Statistical analysis was performed with one-way ANOVA and posthoc Tukey's test (n= 3/group)
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probably also recruit CGRP signaling [30, 44]. K,p subu-
nit Kir6.1-knockout mice were protected from NTG- and
LVC-induced mechanical allodynia [43]. In addition, LVC-
induced mechanical allodynia was reversed by a nonspe-
cific potassium channel blocker, glibenclamide in rodents
[45]. On the other hand, glibenclamide failed as an anti-
migraine agent in a clinical trial [46]. This discrepancy
may be explained by interspecies differences in potassium
channel morphology and/or higher doses used in animal
experiments [47]. These findings indicate highly selective
and subtype-specific potassium channel blockers may pro-
vide a novel therapeutic avenue for migraine patients.

As mechanical threshold reduction alone cannot fully
explain headache-like behavior in rats, we also assessed
anxiety and photophobia, well-known symptoms that
commonly accompany migraine attacks [48, 49]. Acute
NTG administration is already known to provoke anxi-
ety-like behaviors and light aversion in rats [27, 28, 50].
In our experiments, LVC-injected rats have similarly
exhibited anxiety-like behavior and light aversion. Rats
naturally tend to avoid light, which complicates studying
anxiety-like behavior and hypersensitivity towards light.
To rule out possible confounding effects of light on anx-
iety-like behaviors, we have conducted open field arena
test and used time spent in the center zone and number
of entries to center zone as measures of light-independ-
ent anxiety-like behavior [36]. LVC- and NTG-injected
rats spent less time in the center zone and entered the
zone fewer times, which confirmed our EPM findings.
Our results clearly suggest that LVC can efficiently model
migraine-associated anxiety and photophobia, which fur-
ther validates our model.

Migraine aura is commonly accepted as the clinical cor-
relate of the cortical spreading depolarization phenome-
non. Considering LVC can provoke aura in migraineurs
with aura, we investigated if LVC could ignite CSD or
had any facilitatory effect on KCl-induced CSD. Effects of
LVC were compared to NTG, an agent that was found to
be incapable of inducing aura in clinical studies. In our
studies neither LVC nor NTG induced CSD. On the other
hand, NTG increased CSD susceptibility, whereas LVC
increased propagation failure rates. Propagation failure
can be simply defined as the inability of a CSD wave to
spread beyond a certain point. Aura of migraineurs is a
phenomenon characterized by migrating symptoms and
hypothesized to be the result of a propagating CSD wave.
Therefore, reduction in CSD wave propagation may be
attributed to the absence of aura with NTG administra-
tion clinically. Seemingly controversial to our results, in
a previous study, NTG did not alter the CSD threshold
[8]. However in this study we conducted our experiment
at the peak of mechanical threshold reduction (2" hour)
instead of the first hour as in the aforementioned study.
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Hence, the difference in the time points can expound
the discrepancy between these two studies. Our results
exhibited that LVC treatment slightly increased CSD sus-
ceptibility without a velocity change. K™ channel open-
ers are theoretically proposed to induce and/or facilitate
CSD via increased extracellular K™ ions [7, 14]. Yet, we
have demonstrated that acute LVC yielded a migraine-
like phenotype with direct or indirect pro-nociceptive
action without inducing and/or facilitating CSD. In brief,
headache phenotype provoked by acute LVC is a distinct
phenomenon from CSD in our experimental model. The
latter was also supported by the result that compara-
ble effects on aura-correlate CSD was observed by both
migraine-provoking agents, namely LVC and NTG,
although NTG is generally considered as a migraine
without aura-provoking agent.

Numerous studies have pointed out that migraine
patients have defective sensory gating as demonstrated by
somatosensory evoked potentials [51]. This study was the
first to examine SSEPs in NTG-, LVC- and CSD-induced
migraine models. Our experiments did not reveal signifi-
cant changes in amplitudes or latencies-to-peak. Evoked
potential latencies can be utilized as a tool to assess neu-
ronal hyperexcitability in different rodent and human
models [52, 53]. Shorter latencies are thought to signify
increased likelihood of faster and simultaneous firing of
a neuron population. Neuronal excitability is dependent
on resting membrane potential, firing threshold, excita-
tory input, and inhibitory tonus. As a matter of fact,
increased glutamatergic excitation was demonstrated
to shorten VEP latencies in a cortical injury model [52].
We have detected a prolongation of latencies in LVC and
NTG groups after CSD. CSD is known to cause a shift in
the excitatory/inhibitory balance towards inhibition and
decrease presynaptic glutamate release probability [54].
We speculate that the increased inhibition and decreased
excitation due to CSD may have cause this prolongation
of SSEP latencies in NTG- and LVC-treated rats.

Purportedly, migraine aura is associated with altered
cortical activity as indicated by fMRI studies [55, 56].
Cortical neuronal activity can be measured with power
spectrum density as specific oscillations within certain
frequency bands. Vinogradova et al. report power spec-
trum density alterations in a preclinical migraine with
aura model [57]. Our experiments revealed that LVC has
a distinct power spectrum density profile from CTRL and
NTG groups regarding the post-CSD electrocorticogram.
Weaker cortical activity following CSD in LVC-treated
animals suggests impaired recovery after CSD induction.
This could be explained by potassium channel opener
properties of LVC, considering intracellular potassium
plays a crucial role in neuronal activity. Increased open-
ing of potassium channels can impede the restoration of
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ionic imbalances and thus prolong recovery period after
CSD in LVC-treated rats.

Absence of expected effects of LVC in electrophysiol-
ogy experiments may be attributed to the anesthesia as
migraine aura is naturally an “awake” phenomenon. We
have shown that anesthesia could interfere with the propa-
gation of CSD to subcortical structures such as thalamic
reticular nucleus [58-60]. Subsequently, anesthesia may
have disturbed the cortex-subcortex relationship and
masked possible effects of LVC. CSD is known to generate
an enormous amount of c-fos expression in cortex [61]. To
exclude the effects of anesthesia, we have injected LVC to
awake rats and harvested their cortices after 3 h to allow
possible c-fos expression to occur. As our positive control,
we have collected CSD-induced cortices from anesthetized
animals to avoid possible surgery-induced c-fos expres-
sion due to cortical and dural injuries. LVC did not induce
c-fos expression in the cortices of awake and freely moving
rats. These results showed that acute LVC injection did not
induce an CSD activity in awake and freely moving rats.

To investigate whether acute LVC or NTG injection
directly disrupts cortical blood-brain barrier and if a
possible CSD-induced blood brain barrier disruption
accompanies LVC-induced rapid migraine-like pheno-
type, we performed Evans Blue assay. We did not detect
any increased trapping of EB dye in LVC- and NTG-
injected rats, pointing out that there is no substantial
increase of vascular permeability in the cortex. It can be
deduced that LVC-induced acute migraine model does
not involve cortical blood-brain barrier disruption. Our
data is compatible with the emerging human imaging
studies in that blood brain barrier remains intact during
acute migraine attacks [62-64].

One of the limitations in this study is the anesthetic use
during electrophysiological experiments. As stated above,
anesthesia itself alters neuronal excitability and interferes
with the communication between different parts of the
brain. Thus, it may have masked the effects of our experi-
mental interventions. Lack of female rats is another limi-
tation, since migraine is a disorder with a propensity to
affect females more than males. We have used only male
rats in our experiments for the sake of comparability with
the previous research.

We showed for the first time that systemic LVC 1)
induce a fast and narrow window where migraine-like
phenotype is manifested in rats, 2) do not ignite CSD
within this nociceptive window, 3) do not significantly
alter KCl-induced CSD properties except for increased
propagation failure, 4) do not significantly modu-
late somatosensory evoked potentials. Further stud-
ies should focus on replicating our study with female
rats and using different routes of drug administration
to further elaborate on site and mechanism of action.
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Furthermore, therapeutic validity should also be tested
by using established acute migraine attack treatments,
such as 5-HT1B/1D agonists, 5-HT1F agonists and/
or CGRP antagonists [9, 11, 42]. Besides, clinical trials
with larger samples are still needed to further grasp the
levcromakalim-induced migraine headache.

In conclusion, acute LVC induces migraine-like
phenotype in rats within a comparable timeframe to
clinical studies. And this LVC-induced acute migraine
model is independent of cortical spreading depo-
larizations. The fastest manifestation and recovery of
migraine-like symptoms in rats by systemic admin-
istration of LVC suggests functional alterations are
likely induced by K' channel opening properties of
LVC in the trigeminal nociceptive system. The detailed
research is warranted to understand mechanisms of
this narrow window, which may provide novel targets
and opportunity to interfere in migraine patients.
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