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OZET
HISTAMIN’IN DORSAL KOK GANGLION
NORONLARINDA HCN KANALLARINA ETKIiSi

Ecz. Mehmet Hakan AKCAN
Farmakoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, May1s 2022
Danisman: Prof. Dr. Yusuf OZTURK

Santral Sinir Sistemi, insan ve diger hayvanlarin yasamsal tiim faaliyetleri kontrol
eder. Yasamsal faaliyetler duyu organlarimizla algilanip sinir sistemi ile impulslar ile
beyine iletilmektedir. Sinir Sisteminin en 6nemli bdliimlerinden biri spinal kolondur.
Spinal kolonundaki dorsal kok ganglionlar: sinir sisteminin bir boliimiidiir. Dorsal Kok
Ganglionlar gelen iletileri beyine iletirler.

Dorsal kok ganglionlarini dis uyaranlar disinda, endojen ve eksojen kimyasal
maddeler de uyarmaktadir. Histamin viicudumuzda bulunan endojen maddelerden
birisidir. Histamin, beyin ve bagirsak sisteminde bulunmaktadir. Etkisini histamin
reseptorleri araciligiyla gostermektedir. Genelde allerjenik ve patolojik durumlarda
ortaya ¢ikmaktadir.

Calismamizda histaminin omurilik dorsal kok ganglionlarinda HCN kanal araciligi
ile farmakolojik etkileri arastirilmistir. Bu amacla, Patch-clamp teknigi ile deneyler

yapilmis ve bu yapilan deneylerden sonuglar elde edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Dorsal Kok Ganglionu, Histamin, Patch-clamp, HCN

kanallari.



ABSTRACT
EFFECT OF HISTAMINE ON HCN CHANNELS
IN DORSAL ROOT GANGLION NEURONS

Pharm. Mehmet Hakan AKCAN
Departman of Pharmacology
Anadolu University, Institute of Health Sciences, May 2022

Supervisor: Prof. Dr. Yusuf OZTURK

The Central Nervous System controls all vital activities of humans and other
animals. Vital activities are perceived by our sensory organs and transmitted to the brain
by impulses through the nervous system. One of the most important part of the nervous
system is the spinal cord. Dorsal root ganglia in the spinal cord are a part of the nervous
system. Dorsal root ganglia transmit incoming messages to the brain.

In addition to external stimuli, endogenous and exogenous chemicals inside and
outside the body stimulate the dorsal root ganglia. Histamine is one of the endogenous
compounds found in the body. Histamine is found in the brain and intestinal system. It
shows its effect through histamine receptors. It usually occurs in allergenic and
pathological conditions.

In our study, the pharmacological effects of histamine in spinal cord dorsal root
ganglia via HCN channels were investigated. For this purpose, experiments were carried

out with the Patch-clamp technique and results were obtained from these experiments.

Keywords: Dorsal root ganglion, histamine, patch-clamp, HCN channels.
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1. GIRIS

Insan beyni, milyarlarca hiicre, néron ve baglantilardan olusan bir sistemdir.
Ayrica, viicudun tiim bolgelerine bilgi tiretmek, saklamak ve iletmek i¢in kompleks
kapasiteye sahiptir. Insan sinir sistemi, viicudun hareketlerini ve yasamsal faaliyetlerini
kontrol etmek i¢in, yiiksek bir hizla anatomik ve fizyolojik birim olarak islev goriir.
Viicudun kontroliinii, kimyasal ve elektriksel sinyaller bi¢ciminde, bilgileri alma, isleme
ve iletme yetenegi ile ayarlar ve diizenleme yapar ve viicudumuzun bir biitiin olarak
hareket etmesini saglar (Rogers, 2011, s 19).

Canli organizmalar kimyasal ve fiziksel uyaranlara tepki vermektedir. Olusan tepki
bir hareket veya hiicrelerde farkli fizyolojik olaylar olabilmektedir. Tek hiicreli
organizmalarda ve basit ¢ok hiicreli hayvanlarda, algilama, motor ve salgi islevleri tek bir
hiicrede olmaktadir. Diger hayvan tiirlerinde ise hiicreler arasi iletisim kurularak, hiicre
tarafindan bir uyarinin alinmasi diger hiicrelerin hareketlenmesine veya salgi hareketine
neden olmaktadir. Noronlar veya sinir hiicreleri, bilgileri bir hayvanin viicudunun bir
boliimiinden digerine hizla aktarirlar. Bir organizmanin tiim ndronlari, destekleyici
hiicreleriyle birlikte sinir sistemini olusturur, sinirler de, farkli organ ve dokulara
baglanan sinir lifi demetleridir (Kiernan ve Rajakumar, 2014, s.3; Minett ve Ginesi, 2020,
s. 159).

Insan sinir sistemi, merkezi sinir sistemi ve ¢evresel sinir sistemi olmak iizere iki
ana kisma ayrilir. Merkezi sinir sistemi (MSS), beyin ve omurilikten olusur. Cevresel
sistemi (CSS), merkezi sinir sistemi disinda kalan ve viicudun geri kalanina baglanan tiim
sinir agindan olusan, kraniyal ve omurilik sinirlerinden ve bunlarla iligkili
gangliyonlardan ibaret periferik sinir sistemidir (Greenstein veGreenstein, 2000, s.2;
Minett ve Ginesi, 2020, s. 160; Rogers, 2011, s. 19). Periferik sinir sisteminde,
kafatasindaki delikler (acikliklar) yoluyla beyni terk eden 12 ¢ift kranial sinir ve vertebral
delikler yoluyla omuriligi terk eden 31 ¢ift omurilik siniri (Sekiz servikal, 12 torasik, bes
lomber, bes sakral ve bir koksigeal ¢ift spinal sinir) vardir. Omurilik sinirleri; afferent
sinirleri MSS'ye tastyan dorsal (arka) sinir kokleri ve efferent sinirleri ve MSS'den
perifere tasiyan ventral (anterior) sinir kokleri ile korda baghidir. Afferent liflere duyu
lifleri de denir ve hiicre govdeleri dorsal kokteki sislikler veya ganglionlarda bulunur.
Ventral ve dorsal kokleri eslestiren otuz bir ¢ift spinal sinir bu segmentlerden ¢ikar ve
intervertebral foramenlerden vertebral kolonu terk eder (Greenstein ve Greenstein, 2000,

s.2; Sengul ve Watson, 2012a, s. 190).
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Gérsel 1.1. Insan Omurilik ve Sinirleri (Felten,2016)

Omurilik, simetrik kelebek seklindeki hiicresel gri madde matrisinin gevresine
yerlestirilmis uzun miyelinli sinir liflerinden (beyaz madde olarak bilinir) olusur. Gri
madde; hiicre gdvdeleri, miyelinsiz motor noron lifleri ve kordun iki tarafin1 veya dorsal
ve ventral ganglionlar1 birbirine baglayan inter ndronlar1 icerir. Interndron ¢ogu kisa
aksonlara sahiptir, bazilarinin da spinal segmente uzanan aksonlart vardir. Bazi
interndronlar sinyalleri modiile edebilir veya degistirebilirken, bazilari iletimde ve
reflekslerde rol oynar (Rogers, 2011, s. 41). Sistem olarak omurilik; deriden ve i¢

organlardan bilgi alir, beyne ve beyinden uyar1 seklinde bilgileri iletir, hareketleri kontrol



eden ve i¢ organlarin faaliyetlerini diizenleyen motor sinirleri tasir, omurilik
reflekslerinde rol oynar (Minett ve Ginesi, 2020, s. 161).
1.1. Dorsal Kok Ganglionu (DKG)

Viicutta, eklem, tendon ve kas reseptorlerinden ve i¢ organlardan gelen duyusal
girdiler omuriligin dorsal koklerinden geger. Omurilikteki motor hiicrelerden gelen lifler
ventral kokler yoluyla ¢ikar ve periferik hedeflerine (otonom ganglionlar veya iskelet
kas1) gider. Periferik sinir sisteminin temel yapisal ve islevsel birimi olan spinal sinirler,
bir dorsal kok ile bir ventral kokiin birlesmesinden olusur (Rogers, 2011, s. 53).

Periferik noronlarin hiicre gdvdeleri genellikle gangliyon adi verilen kiimeler
halinde gruplandirilmis olarak bulunur. Ganglionlarda bulunan sinir hiicresi govdelerinin
tipine gore duyusal veya motor olarak siniflandirilabilirler. Duyusal gangliyonlar, spinal
sinirlerin dorsal koklerinde ve bazi kraniyal sinirlerin koklerinde bulunan, spinal ganglion
veya primer afferent liflerin hiicre goévdelerinin yigintisin1 igeren, periferik sinir
sisteminin 6nemli bir yapist olan dorsal kok ganglionu (DKG) adi verilen uzun bir
kalinlagsma igeren oval sisliklerdir (Doran vd., 2015, s. 1; Feirabend ve Marani, 2003, s.
28; Gong, Ohara, Jasmin, 2016, s. 1; Parker vd., 2020, s. 2; Rogers, 2011, s. 50; Sengul
ve Watson, 2012a, s. 190). Hiicre gévdelerinin dorsal kok ganglionunda kiimelenmesi,
dorsal kokiin genislemesini agiklar (Rogers, 2011, s. 157).

Dorsal kokler omurilige girdi saglar (Felten, O’Banion, Maida, 2016, s. 72) ve
DKG'ler, intervertebral forameni i¢inde vertebral kolon boyunca bulunur. Birinci ve
ikinci servikal sinirlerin DK G'leri, atlas ve eksenin vertebral arklar1 izerinde uzanir ve
ikinci ve besinci sakral sinirlerin ve koksigeal sinirin DKG'leri, vertebral kanal i¢inde
bulunur. Uglardaki DKG’ler, dorsal kokle birlikte ¢ok kiigiiktiir veya yok gibidir (Sengul
ve Watson, 2012a, s. 190). DKG omurlarin kemigi tarafindan korunur (Webb, 2003, s.

194) ve afferent duyu sinirlerinin hiicre gdvdelerini igerir Ganchingco vd. 2019, s. 1).
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Gorsel 1.2. Omurilik kesiti ve kokleri (Felten,2016)

DKG hiicreleri, epinerium ve perineriumun ¢evreleyerek sardigi periferik sinirlerin
birikerek kalinlagmasi ile olusan, tiim periferik sinir sisteminin (PSS) iizerine uzanan ve
omuriligin leptomening'lerinin bir devami olan ve sinir sistemi ile ¢evre arasindaki
duyusal baglantiyr olusturan birincil duyu noéronlarinin kiimelenmis yigintilaridir
(Feirabend ve Marani, 2003, s. 28; Marani ve Lakke, 2012, s. 90; Reinhold ve Rittner,
2020, s. 1).



Sekil 1.1. Omurilik, kékler, ganglionlar ve onlar: ¢evreleyen zarlarin sematik ¢izimi(Feirabend ve

Marani, 2003)

DKG duyusal sinirlerin ve nosiseptif néronlarin somatalarini igerir. Noronca zengin
bolge (NRR) ve Ilif bakimindan zengin bdlge (FRR) ve bunlar1 saran
epinerium/perinerium (EPN) 'den olusur (Sekil 1.2) (Reinhold ve Rittner, 2020, s. 2).

Sekil 1.2. Dorsal kék gangliyonunun anatomisi ve bariyerleri (Reinhold ve Rittner, 2020)

DKG hiicreleri, gebelikten sonra yaklasik 4 haftalik noral krest gocilinde gelisir ve
ventral olarak gbd¢ etmeye baslar (Ashwell ve Waite, 2012, s. 21). DKG’da piknotik



cekirdeklere sahip oval hiicreler yaklagik 8. haftada goriilmeye baslar (Ashwell ve Waite,
2012, s. 22). Somatosensoriyel sistemlerin aragtiritlmasinda ilerleme, birincil duyu
noronlarinin gelisimini diizenleyen molekiillerin kesfi ile olmustur. Fare ve sigandaki
DRG néronlarinin yaklasik %80'1, tiim kiiclik ndronlar dahil olmak iizere embriyonik
gelisim sirasinda hayatta kalmak icin sinir biiylime faktorii NGF'ye ihtiyag duyar
(Molliver vd., 1997, s. 849).

Farelerde de, her dorsal spinal kok, ganglionik bir sislik seklindedir. Baz1t DKG'ler
bitisik ganglionlarla kaynasmistir ve baz1 durumlarda hem dorsal hem de ventral kokler
bir DKG'ye girebilir. DKG, somatosensoriyel sistemin birincil afferentlerinin hiicre
govdelerini igerir (Graham ve Callister, 2012, s. 593). DKG noronlari, insanlarda da
farelerde de, dokunma, agri, basing, sicaklik ve kimyasallar dahil olmak {izere gesitli
uyaranlar1 algilar ve periferik ve dokulardan merkezi sinir sistemine gesitli duyusal
bilgileri iletirler (Graham ve Callister, 2012, s. 593; Han, Mancino, Simon, 2006, s. 691;
Ho ve O’Leary, 2011, s. 159; Westlund ve Willis, 2012, s. 1173; Zhang, Donnelly,
LaMotte, 1998, s. 97).

Farede, C5'ten C8'e kadar her DKG'de yaklasik 4.000 ndron ve L3 DKG'de yaklagik
6.000 ndron vardir. Stereolojik yontemlerle yapilan tespitlerde, C57 BL/6J farelerinde
12.000 L5 DKG néronu oldugunu tahmin edilmektedir (Sengul ve Watson, 2012b, s.
428).

DKG hiicrelerinin ¢ogu ¢aligmast kemirgenler lizerinde yapilmistir (Westlund ve
Willis, 2012, s. 1147). Kemirgen ve insan fizyolojisi arasindaki biyolojik farkliliklar,
hayvan modellerindeki kesiflerden elde edilen ¢ok sayida umut verici tedavi sonucu,
klinik deneylerde veri karsilastirmasi i¢cin 6nemli engeller olusturabilmektedir. Bu
olumsuzluklarin olasi nedenleri olarak, hayvanlar ve insanlar arasindaki temel hiicresel
ve molekiiler diizeydeki farkliliklarin yer aldig1 ¢esitli faktdrler oldugu one stiriilmiistiir.
Bu riski en aza indirmek i¢in, kemirgenlerde yapilan gozlemleri dogrudan canli insan
duyu noronlarinda dogrulamak o6nemli bir stratejidir. Bununla birlikte, yetiskin
donorlerden saglikli insan DKG (hDKG) elde etmek simirlayicit bir faktdr olmustur.
Bunun yerine, 6ncelikle gangliyonektomize edilmis duyu noéronlari ¢alisilmistir. Bundan
dolay1 bazi ¢alismalarda, daha verimli sonuglar elde etmek i¢in insan dokularinin ve/veya
hiicrelerinin dogrudan incelenmesi yoluyla, hDKG ndéronlar iizerinde dogrudan ¢esitli
temel histokimyasal ve elektrofizyolojik parametreleri arastirilarak laboratuvar

calismalar1 yapilmaya calismistir (Davidson vd., 2014, s. 1861; North vd., 2019, s. 1216).



Eksojen veya endojen aracilar, birincil afferent ndronlarin (pruriseptdrler) periferik
sinir uclarinin spesifik alt tiplerini uyarir. Pruritojenik aracilar i¢in yiiksek afiniteli
reseptorler, uyariyr hiicre i¢i sinyal yoluyla periferden DKG ve omurilige iletir.

Omurilikte kasinti sinyalleri modiile edilebilir (Paus vd., 2006, s. 1175).
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Sekil 1.3. DKG ’lerde sinyal iletim semast (Paus vd., 2016)

Cok sayida kanit, DKG noronlarinin birkac¢ kolinerjik sistem bilesenini ifade
ettigini gostermistir (Tata vd., 2000, s. 1). DKG néronlari, kisa bir seyirden sonra
periferik ve merkezi bir dala ayrilan tek bir aksona sahip pseudo-unipolar néronlardir
(Rogers, 2011, s. 50; Sengul ve Watson, 2012a, s. 191). insanlarda, L5 DKG 11000
biiytik, 32000 orta ve 25000 kiigiik néron igerir (Sengul ve Watson, 2012a, s. 191).

DKG néronlari, hiicre govdelerinin boyutuna, aksiyon potansiyellerinin (AP) siiresi
ve genligine, miyelinlesmenin boyutuna, norofilamentlerin ekspresyonuna ve aksonal
iletim hizlarina gore siiflandirilmistir (Ho ve O’Leary, 2011, s. 159). Sitokimyasal
verilere ve elektrofizyolojik 6zelliklere dayanarak, DKG hiicreleri, C, Ad ve A lifleriyle
iliskili kiiciik, orta ve biiylik olmak tizere 3 tipte siniflandirilir (Han, Mancino, Simon,
2000, s. 691; Zhang, Donnelly, LaMotte, 1998, s. 97).

DKG kiiciik ila orta capli noronlarin, peptiderjik ve peptiderjik olmayan iki alt
gruba ayrilabilecegi bildirilmistir; bir siif trkA reseptorlerini eksprese eder ve

noropeptitleri igerir ve digeri glial hiicre dizisinden tiiretilen norotrofik faktdre baglidir



ve birka¢ noropeptit icerir ve izolektin B4 (IB4)' baglar (Kajihara vd., 2010, s. 295;
McCoy vd., 2012, s. 1; Michael ve Priestley, 1999, s. 1851). Peptiderjik néronlarin en
yaygin taninan belirtecleri CGRP ve P maddesidir (McCoy vd., 2012, s. 1).

DKG noéronlari; glutamat reseptorleri, TNF alfa reseptorleri, transient receptor
potential cation channel subfamily V member (TRPV) kanallar1 (TRPV1, TRPV2,
TRPV4), sodyum kanallari, vb. gibi reseptorleri ve iyon kanallarini icerir (Djouhri vd.,
2003, s. 565; Gong, Ohara, Jasmin, 2016, s. 1; Kittaka, Tominaga, 2017, s. 23).

Natritiretik polipeptit b (Nppb), DKG ndronlarmin kiigiik bir alt kiimesinde
bulunmus ve farelerde, kasint1 hissinde rolii oldugu diisiiniilmektedir (Kittaka, Tominaga,
2017, s. 23; Mishra ve Hoon, 2013, s. 968). DKG noronlarinda, GABA, ligand kapili
kloriir kanallarinin GABAA smifini aktive etmektedir (Vlachova vd., 2001, s. 725).

DKG noronlari, CGRP, enkefalin, IB4, noropeptid Y, dopamin, norotensin, P
maddesi, somatostatin (STT), tirozin hidroksilaz ve vazoaktif bagirsak polipeptidi
immiinoreaktivitesi i¢erebilir (Sengul ve Watson, 2012a, 2012, s. 209; Sengul ve Watson,
2012b, s. 429).

DKG, hasar gordiigiinde cok ¢esitli noronal eksikliklere neden olabilmektedir.
DKG lerdeki bir ariza, aksonal tasimanin yam sira hiicresel metabolizmay1 da
etkileyebilir (Tomaszewski ve Biisselberg, 2008, s. 959). Noronlarin ¢ogu zararl termal,
mekanik ve kimyasal uyaranlara veya 1sinma ve soguma gibi zararsiz uyaranlara tepki
verir (McCoy vd., 2012, s. 1).

DKG' de duyu noronlarinin aktivasyonu, akut ve kronik agr1 ve kasint1 dahil olmak
tizere farkli somatosensasyon siireglerinde rol oynar (Bennett vd., 2019, s. 1079; Liu vd.,
2009, s. 1355; Webb, 2003, s. 193). Omurga disklerinin, omurga kokleri tizerindeki olas1
stkismasi, VGSC' lerdeki degisiklikler ve modifikasyonlarr, duyusal nodronlarin
duyarlilasmasina ve dorsal koklerde, siddetli agriya neden olabilmektedir (Bennett vd.,
2019, s. 1079; Felten, O’Banion, Maida, 2016, s. 78).

Noropatik agr ile ilgili yapilan ¢alismalarda, DKG' ye 6zgii iyon kanallarinin fare
ve sigan noropatik agri modellerinde ve insan noropatik agrisindan farkli sekilde
etkiledigi gosterilmis olsa da istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmemistir
(North vd., 2019, s. 1221). Son zamanlardaki ¢alismalarda néropatik agrida etkili oldugu
diisiiniilen mirogabalin, gii¢lii ve uzun siireli analjezik etkilerini, sigan DKG kiiltiir

noronlarinda a2 o-1 alt birimlerine gii¢lii ve segici baglanma seklinde, N-tipi kalsiyum



kanal akimlarinin fonksiyonel inhibisyonunu takiben gercgeklestirdigi diisiiniilmektedir
(Kitano vd., 2018, s. 147).

Farelerde kasint1 hissi olusumu, DKG'lerden omurilige giden ¢ok sayida ndronal
yolu kullanabilecegini gdstermektedir (Wheeler vd., 2019, s. 1135). DKG’de bulunan
birincil duyu néronlari, derideki periferik aksonlar1 araciligiyla pruritojenik uyaranlari
tespit ederek ve merkezi aksonlari araciligiyla sinyalleri omurilige gondererek kasinti
olusturmada onemli rol oynarlar (Wang vd. 2021,s. 2). Farelerde, kutandz kasintili bir
tehdit tizerine DK G'den omurilik sinapslarina Nppb, STT, néromedin B (NMB) ve gastrin
salan peptit (GRP) ndropeptitleri salinir (Sun ve Chen, 2007, s. 700; Wheeler vd., 2019,
s. 1131).

1.2. Iyon Kanallar

Hiicreler, canli organizmanin temel birimlerini olusturur ve organizmalarda tiim
dokularda wve hiicre tiplerinde, hiicreler arasi iletisim, homeostazi ve ¢esitli
fonksiyonlarinin gergeklestirilmesinde hiicre membraninda bulunan reseptorler ve iyon
kanallar1 6nemli gorevleri yerine getirir (Bagal, 2013, s. 594; Diizgiin Ergiin ve Dursun,
2018, s. 94; Kurachi ve North, 2004, s. 246; Sigg, 2014, s. 7). Hiicreler ve hiicre i¢i
organeller, biyolojik zarlarla gevrilidir (Wang ve Yule, 2018, s. 1698). Iyon kanallari,
yasamin tiim yonleri i¢in temel olan biyoelektriksel sinyallerin kaynagi, zarlarda gézenek
olusturan ve iyonlarin hiicresel zarlardan akisini diizenleyen transmembran proteinlerin
kompleksleridir (Hille, 1978, s. 283; Moiseenkova-Bell, Delemotte, Minor, 2021, s. 1;
Santoro vd., 1997, s. 14815; Sigg, 2014, s. 7; Wang ve Yule, 2018, s. 1698). Hiicre zarinda
oldugu kadar mitokondri, endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek dahil hiicre i¢i boliimlerin
zarinda da bulunan ¢ok cesitli bir protein grubu olustururlar (Restrepo-Angulo, De
Vizcaya-Ruiz, Camacho, 2010, s. 497). Iyon kanallari, iyonlarin zarlardan pasif tasmnmasi
icin bir iletkenlik yolu saglar. Bu fonksiyonel molekiiller, biyolojik sistemlerde tiim
fizyolojik fonksiyonlar1 etkiler ve ndronal sinyallesme, kas kontrolii, algilama, kan
basincinin diizenlenmesi, kardiyovaskiiler sistemde kalp atim1 ve kasilmasi, agri, sicaklik
algilama, insiilin salinim1 gibi temel gorevlerde kritik rol oynar (Bagal, 2013, s. 594;
Diizgiin Ergiin ve Dursun, 2018, s. 94; Maffeo vd., 2012, s. 6250; Reil}, Koert, 2013, s.
2773; Restrepo-Angulo, De Vizcaya-Ruiz, Camacho, 2010, s. 497). Modiilasyonlari, kalp
rahatsizliklar1, nérolojik belirtiler, bobrek yetmezligi, agr1 algist ve korliigii igeren ¢ok

cesitli hastaliklarla iliskilendirilmistir (Bagal, 2013, s. 594). Iyon kanallari, kronik agr1,



depresyon, bagisiklik sistemi sorunlari, aritmiler ve kanseri kapsayan rahatsizliklar igin
ilag hedefleridir (Moiseenkova-Bell, Delemotte, Minor, 2021, s. 1).

Spesifik iyon kanallarinin insan DRG noéronlarinda spontan aktiviteye katkida
bulunduguna dair agik kanitlar vardir (North vd., 2019, s. 1224). Iyonlarin zarlardaki
gdzeneklerden tasinmasi hiicre biyolojisi icin temel dneme sahiptir. Iyon kanallarinin
etkisi, canlilarda ses, koku, gorme, tat ve dokunma biciminde gergeklik olarak
algiladigimiz seylerin ¢ogundan sorumludur (Maffeo vd., 2012, s. 6250). Kanallarin
temel islevleri, gegitlerin agilma ve kapanma ve hangi iyonlarin gegebilecegine karar
vermedir (Moiseenkova-Bell, Delemotte, Minor, 2021, s. 1).

Iyon kanallarinin yapis1 birgok bakimdan salgi yolunda fiiretilen diger
proteinlerinkine benzer olsa da, énemli farkliliklar goriilmektedir. Bu farkliliklarin bir
nedeni, iyon kanallariin biiyiik ve karmasik proteinler dizisini ifade etmesidir. (Green ve
Millar, 1995, s. 280; Green, 1999, s. 163). Iyon kanallari, insan genomunun dizilimi,

400'den fazla varsayilan iyon kanali tanimlanmistir (Bagal, 2013, s. 593).
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Sekil 1.4. [yon Kanal Cegsitleri (Alexander vd., 2021)

Transmembran iyon kanallari, iyonlarin (6zellikle Na*, K*, Ca?* ve CI') hiicresel
membranlar boyunca ge¢isini saglar ve noronal ve kas AP’ nin yayilmasi ve sinapslarda

ndrotransmiter salgilanmasinin desteklenmesi gibi ¢ok dnemli roller tasirlar (Green ve
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Millar, 1995, s. 280; Moran vd., 2015, s. 515). Iyon kanallar1, zar potansiyelindeki
degisikliklere duyarl (¢cogu Na, K, Ca ve baz1 Cl kanallar1 gibi) voltaj kapilidir, digerleri
(belirli K ve CI kanallari, TRP kanallari, ryanodin reseptorleri gibi) nispeten voltaja
duyarsizdir ve hiicre zarinda, hiicre i¢i ve/veya hiicre dis1 aracilar tarafindan aktive
edilebilen segici gdzenekli yapilardir. Iyon kanallar1 ve ligand kapili kanallar arasindaki
farklarla ilgili sinirlar ¢ok belirgin degildir (Alexander vd., 2021, s. 158; Tomaszewski
and Biisselberg, 2006, s. 50).

Iyon kanallarindan gegcisler; molekiiler sinyallerin taninmasi (ligand gegisi),
membran potansiyelindeki degisiklik (voltaj gecisi), mekanik/konformasyonel
degisiklikler (mekanige duyarli kanallar) ve (gegici olarak) kovalent modifikasyon
yoluyla gergeklesir (Reil3, Koert, 2013, s. 2774). Gozenekler, ya hep ya hi¢ prensipine
gore calisir (Hille, 1978, s. 283).

Dinlenme halindeki sinir hiicreleri, sinirin i¢ kisminin disa gore elektrik potansiyeli
olarak tanimlanan bir AP korur. Dinlenme AP negatiftir ve genellikle -40 ila =95 mV
araligindadir. Sinir hiicrelerinin aksonlari, iletisim i¢in kullanilan sinyallerin pozitif AP
iletimini destekler (Maffeo vd., 2012, s. 6251). Akson ve kas zarlarmin elektrikle
uyarilmas1, Na®, K ve Ca®" iyonlarina gecici gegirgenlik artislara neden olur (Hille,
1978, s. 283). Yapilan arastirmalarda AP’nin depolarizazyon fazinin sodyum
gecirgenligindeki artisa baghi oldugu, AP yiikselisini takip eden repolarizasyon ve
hiperpolarizasyonun ise potasyum gecirgenligindeki artistan kaynaklandigi bulunmustur
(Catterall, 1992, s. 15).

Iyon kanallarinin arizalanmas, hiicre i¢i yollar i¢in ciddi sonuglara ve hiicresel islev
bozukluguna yol acabilir(Tomaszewski and Biisselberg, 2006, s. 50).
1.2.1.HCN kanallan

Somatik duyuda bircok DKG noronu Hiperpolarizasyonla aktive olan siklik
niikleotid kapili (HCN) kanallari i¢erir (Benarroch, 2013, s. 308). HCN kanallar1, gozenek
halkas1 katyon kanallarmin genis st ailesi i¢indeki siklik niikleotid kapili katyon
kanallarinin alt grubu bir protein ailesini olusturur. Memelilerde, HCN kanal ailesi, diger
gbzenek dongiisii kanallar1 gibi, merkezi gozenek etrafinda diizenlenmis 4 alt birim
seklinde, kalp ve sinir sisteminde bulunan dort tiyeden (HCN1-4) olusan komplekslerdir
(Benarroch, 2013, s. 304; Biel vd., 2009, s. 847; Herrmann, Schnorr, Ludwig, 2015, s.
1430; Lee ve MacKinnon, 2017, s. 112).
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HCN kanallar1 omurgalilardan ve birka¢ omurgasizdan klonlanmistir, ancak
Caenorhabditiselegans, maya ve prokaryotlarda yoktur (Biel vd., 2009, s. 851). HCN
kanallari, kalpte kardiyak dokuda ve merkezi ve periferik sinir sistemlerinde ndronal
dokularda olmak iizere cesitli dokulardan biyofiziksel 0Ozelliklere sahip farklhi
homotetramerler veya heterotetramerlerden olusan dort farkli izoform (HCN1-4) olarak
klonlanmigtir (Altomare vd., 2003, s. 347; Atherton vd., 2010, s. 16025; Benarroch, 2013,
s. 304; Chaplan vd.,2003, s. 1169; DiFrancesco ve DiFrancesco, 2015, s.1).

HCNI1, immiinoreaktivite, neokorteks, hipokampus, superior kollikulus ve
serebellumda yogun olarak agirlikli olarak kortikal dagilim gosterir ve neokorteks, hippo
kampiisii, beyin sap1, omurilik ve DKG’de eksprese edilir (Benarroch, 2013, s. 304;
Notomi ve Shigemoto, 2004, s. 241). DKG’de, HCN1 en ¢ok bulunanidir (Chaplan vd.,
2003, s. 1169). Insan HCN2 geni, HCN kanalin1 kodlayan tanimlanan ilk memeli genidir
(Vaccari vd., 1999, s. 421). HCN2, talamus, beyin sap1 ¢ekirdekleri olmak {izere beyin
boyunca ve kiiciik nosiseptif DKG ndronlarinda en yiiksek ekspresyonla, yaygin bir
dagilima sahiptir. HCN3, hipotalamusta bulunur, olfaktér bulbus ve hipotalamus diginda
MSS'de c¢ok diisiik seviyelerde eksprese edilir ve HCN4, medial habenula, talamus,
talamik ¢ekirdeklerde, ventral koklear ¢ekirdekte ve koku soganciginda giiclii bir sekilde
eksprese edilir (Benarroch, 2013, s. 304; Notomi ve Shigemoto, 2004, s. 241).
Noronlarda, HCN kanallari, bazi durumlarda heterojen bir dagilimla, dendritlerde ve
akson terminallerinde de eksprese edilir (Benarroch, 2013, s. 304). Farkli dokulardaki
hiperpolarizasyonla aktive olan kanallarin 6zellikleri arasindaki farklar uzun zamandir
bilinmektedir (Altomare vd., 2003, s. 356)

HCN Kanallarinin Islevsel Rolleri ii¢ gruba ayrilirlar: uyarici, engelleyici ve
modiilator islevler (Kase ve Imoto, 2012, s. 2). HCN kanallari, sinir sistemindeki néronal
uyarilabilirligin ve ag aktivitesinin kontroliinde temel bir rol oynar (DiFrancesco ve
DiFrancesco, 2015, s.7). HCN kanallar1 noronal aktiviteye c¢esitli sekillerde katkida
bulunur; noronal uyarilabilirlik, sinaptik potansiyellerin dendritik entegrasyonunu,
sinaptik plastisite ve hafiza, talamokortikal ritimler, somatik duyum mekanizmalari,
sinaptik iletimi ve bireysel ndronlarda ve noronal ag islerinde ritmik salinim aktivitesinin
tiretimi ve modiilasyonu ve plasitisite fenomeni, motor 6grenme, tekrarlayan atesleme
tiretimi dahil bircok hiicresel fonksiyonunda ve bunun gibi bir dizi 6énemli ndronal
fonksiyonda role sahip olarak hizmet eder (Atherton vd., 2010, s. 16025; Baruscotti vd.,
2010, s. 405; Benarroch, 2013, s. 304; DiFrancesco ve DiFrancesco, 2015, s.1).
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Hiperpolarize potansiyellerde ice dogru akim olusturan hiperpolarizasyonla aktive
olan akim, ilk olarak kalp hiicrelerinde, kalp pili akimlarinin temelini olugturmus ve daha
sonra birincil afferent DKG noéronlar1 dahil cesitli néronlarda tanimlanmistir (Gao vd.,
2012, s. 4692; Lee ve MacKinnon, 2017, s. 111).

HCN kanallar1 kusurlu olmasi, insanlarda nérolojik bozukluklarin nedeni olarak
potansiyel aday goriilmektedirler. HCN kanallarinin yokluk nobetlerinin, atesli nobetler
ve Parkinson hastalig1 olmak iizere beyin bozukluklarima neden oldugu goriilmiistiir.
Birgok epilepsi modelinde status epileptikus olusumunu takiben azalmis, islevsizlesmis
HCN kanal aktivitesi rapor edilmistir. Azalmis HCN kanal aktivitesinin, Parkinson
hastaliginin kemirgen modellerinde globus pallidusun dis segmentindeki patogenezinde
potansiyel rolii ¢ikmistir (DiFrancesco ve DiFrancesco, 2015, s.1; Kase ve Imoto, 2012,
s. 5).

Her bir HCN kanali alt birimi 3 ana yapisal modiilden olusur: transmembran
cekirdek ve sitozolik amino (N)-terminal ve karboksi (C)-terminal alanlari.
Transmembran g¢ekirdek, geg¢it mekanizmasi ve pozitif yiiklii bir voltaj sensorii (S4) ve
S5 ile S6 arasindaki iyon iletken gozenek bolgesi dahil olmak {izere 6 transmembran
segmentinden (S1-S6) olusur. Sitozolik C-terminal alaninin yakin proksimal kismu, siklik
niikleotitler tarafindan modiilasyona aracilik eden siklik niikleotit baglama alani (CNBD)
ve CNBD'yi transmembran c¢ekirdek (C-baglayici) ile baglayan peptitten olusur
(Benarroch, 2013, s. 304; Biel vd., 2009, s. 852).

HCN channel

néronal uyarilabilirlik Dendritik
entegrasyon Tek hicre
salimimlari (pacemaker
aktivitesi) Ag salinimlari

No&rokimyasal sinyallerle
modulasyon

Sekil 1.5. Hiperpolarizasyonla aktive olan siklik niikleotid kapili kanallarin yapisi ve iglevieri
(Benarroch, 2013)
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HCN kanallari, voltaja baglh K* (Kv) kanallar1 Kv10 ila Kv12 ile baglantilidir (Lee
ve MacKinnon, 2017, s. 112).

HCN kanallari, hem K" hem de Na' i¢in gecirgendir ve depolarizasyonlarin altinda
yatan ritmik AP'ler olusumunu modiile eder. HCN kanallari, -50 mV'a kadar negatif
voltajlarda hiperpolarizasyon ile aktive edilen katyon kanallaridir (Atherton vd., 2010, s.
16025; Benarroch, 2013, s. 304; Biel vd., 2009, s. 848; Chaplan vd.,2003, s. 1169; Kase
ve Imoto, 2012, s. 1; Lee ve MacKinnon, 2017, s. 111). HCN kanallari, membran
hiperpolarizasyonu tizerine agilir ve hiicre i¢ci cAMP tarafindan aktive edilir. HCN kanal
ailesi icinde, HCN1, cAMP tarafindan en hizli kinetik ve en zayif modiilasyona sahip alt
tiptir; hem HCN2 hem de HCN4, cAMP tarafindan gii¢lii bir sekilde modiile edilir
(Atherton vd., 2010, s. 16025; Benarroch, 2013, s. 305; DiFrancesco, 1999, s. 367).
cAMP, dogrudan HCN kanallarinin CNBD baglanir ve aktivasyon egrilerini daha pozitif
voltajlara kaydirir, boylece kanal aktivitesini arttirir (Alexander vd., 2021, s. 191; Biel
vd., 2009, s. 849).

HCN kanallari, periferik sinir sisteminde genis 6lgiide ifade edilir ve son kanatlar,
agrinin iletilmesinde HCN2 izoformunun 6nemini vurgulamis, Nav1.8 eksprese eden
nosiseptif DRG néronlariyla sinirli secici HCN2 delesyonunun, prostaglandin E2 (PGE2)
gibi proinflamatuar uyaranlar tarafindan tetiklenen 1s1 hiperaljezisini 6nledigi tespit
edilmistir. Buna karsilik HCN2 ekspresyonu, cAMP iiretimini artiran PGE2 gibi
inflamatuar aracilara yanit olarak AP’nin olusumunu modiile etmede 6nemli bir role
sahiptir (Benarroch, 2013, s. 308; Benarroch, 2013, s. 309; DiFrancesco ve DiFrancesco,
2015, s.1).
1.2.2.Na kanallan

Sodyum kanallar1 iki gruba ayrilabilir: volta; kapili (VGSC) ve voltaj kapili
olmayan sodyum kanallar1 (Restrepo-Angulo, De Vizcaya-Ruiz, Camacho, 2010, s. 498).
Voltaj kapili sodyum (Nav) kanallari, néronlar gibi uyarilabilir hiicrelerde, uyarinin ilk
iletimi, AP’nin baglatilmasinda ve yayilmasinda, AP’ nin elektrojenezi ve duyu ndron
terminallerinden noérotransmiter salimimi i¢in gereklidirler ve analjeziklerin ana
hedefleridir (Bennett vd., 2019, s. 1079; Chang vd., 2018, s. 4; Restrepo-Angulo, De
Vizcaya-Ruiz, Camacho, 2010, s. 498; Zhang vd., 2017, s. 1). VGSC'ler, islevsel bir
kanalin tim temel 6zelliklerinden sorumlu a alt biriminden ve kanal yogunlugunu
ve/veya gecitleme Ozelliklerini etkileyen B alt biriminden olusur. Dokuz Nav alt tiirii

(Navl.1 —Navl.9) tanimlanmistir; her alt tip, ayr1 bir fizyolojik rol oynar ve ayrica DKG
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ndronlarinda farkli ekspresyon modelleri sergiler. Nav 1.7, 1.8 ve 1.9 DKG'de yiiksek
oranda ifade edilir (Bennett vd., 2019, s. 1079; Chang vd., 2018, s. 4; Ho ve O’Leary,
2011, s. 159; Smith, 2020 s. 9; Zhang vd., 2017, s. 1). Voltaj geg¢isli sodyum kanallari
(VGSCl'ler), Navl.7, Navl.8 ve Navl.9 ile yetigkin duyusal noronlara elektriksel
uyarilabilirlik kazandirir (Doran vd. 2015;s. 9).

Memeli DKG néronlarinda iki farkli sodyum akimi ifade edilir ve TTX'e direncli
Na" artiglarin1 destekledigi bilinmektedir. Biri hizla etkinlestirilen TTX'e duyarli (TTX-
S) sodyum akimi, digeri yavas yavas etkinlestirilen TTX'e direngli (TTX-R) sodyum
akimidir. Nav1.7, DRG néronlarindaki TTX-S Na* akimlarinin ana kanalidir. Oncelikle
C-tipi birincil afferent liflere sahip kii¢iik DKG noronlarinin somasinda bulunur. TTX-R
sodyum akimlar1 agirlikli olarak nosiseptif mekanizmalarda ©nemli olan kii¢iik
kapsaisine duyarli C- ve Ad-ndronlarinda ifade edilir (Fjell vd., 1999, 267; Ho ve
O’Leary, 2011, s. 160; Kim vd., 2000, s. 191; Li vd., 2022, s. 700; Rizzo, Kocsis,
Waxman, 1994, s. 2797; Zhang vd., 2019, s. 4).

VGSC alt tipi Nav1.7, periferik nosiseptif néronlarda yaygin olarak eksprese edilen
bir transmembran proteinidir. Ozellikle son genetik caligmalar, Nav1.7 nin, insanlarda,
periferik sinir sistemi yoluyla AP’nin baglatilmasinda, iletilmesinde ve agr1 hissinde kritik
bir rol oynadigin1 géstermistir. Yapilan ¢calismalarda hDKG'nin fare DRG (mDKG) 'ye
kiyasla yiiksek Nav1.7 oranina ve diisiik Nav1.8 oranina sahip oldugunu bulunmustur
(Armstrong ve Hollingworth, 2021, s. 757; Chang vd., 2018, s. 5; Ho ve O’Leary, 2011,
s. 160; Salvatierra vd., 2018, s. 5434; Zhang vd., 2019, s. 2). Navl.7'nin farmakolojik
blokajinin, metilglikokal veya streptozotosin kaynakli diyabetik farelerde indiiklenen
kasintiy1 azalttigi, bu da Nav1.7'nin tip 1 diyabetli bir fare modelinde kasintida 6nemli
bir rol oynadigini bildirdigi bildirilmistir (Zhang vd., 2019, s. 2).

VGSCl'ler, yeni terapétiklerin gelistirilmesi i¢in bir hedef olmustur, bu kanallarin
biyofiziksel Ozelliklerindeki, dagilimindaki ve/veya ekspresyonundaki degisikliklerin
noronal uyarilabilirligin diizenlenmesine katkida bulundugu da kabul edilmektedir
(Zhang vd., 2017, s. 1). Noropatik agrinin aktivitesinin bir kismi, voltaj kapili Na*
kanallarinin ve HCN kanallarin modiilasyonu, artan aktivitesi ve/veya ekspresyonundan
kaynaklanmaktadir (Smith, 2020, s. 1).
1.2.3.K kanallar1

Potasyum kanallar1 hem uyarilabilir hem de uyarilabilir olmayan hiicrelerde

bulunan c¢esitli ve her yerde bulunan, sinir sistemindeki elektriksel sinyal aglarinin temel
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bilesenleri olan membran proteinleridir (Maffeo vd., 2012, s. 6254; Restrepo-Angulo, De
Vizcaya-Ruiz, Camacho, 2010, s. 500). K" kanallari, kalp hizinin diizenlenmesi, kas
kasilmasi, insiilin, prolaktin, biiylime hormonu ve kolesistokinin gibi hormonlarin
salgilanmasinda, epitelyal elektrolit taginmasi, hiicre hacminin diizenlenmesi ve hiicre
proliferasyonu dahil olmak iizere ¢ok cesitli fizyolojik siireclerde, ayrica nérotransmiter
salinimi, ndronal uyarilabilirlik gibi néronal fonksiyonlarin etkiledigi epilepsi, demans,
anksiyete, agri, depresyon ve felg gibi MSS bozukluklarini kontrol etmek i¢in 6nemlidir.
Bu nedenle, K" kanallar1 multipl skleroz dahil birgok hastalikta potansiyel terapotik ilag
hedefleri olarak kabul edilmistir. Bugiin 80'den fazla K" kanali ve K* kanalla ilgili genler
tanimlanmig ve birgok 6nemli dogal K akiminin molekiiler bilesim anlagilmaya
baslamistir (Maffeo vd., 2012, s. 6254; Smith, 2020, s. 10; Wickenden, 2002, s. 157).

DKG’de ifade edilen K" kanallar1 arasinda gecikmeli diizelticiler (Kv1.1, 1.2), A
kanallart (Kv1.4, 3.3, 3.4, 4.1, 4.2 ve 4.3), KCNQ veya M kanallar1 (Kv7.2, 7.3, 7.4 ve
7.5), ATP'ye duyarl kanallar (Kir6.2), Ca** ile aktive olan K* kanallar1 (KCal.1, 2.1, 2.2,
2.3 ve 3.1), Na" ile aktive olan K* kanallar1 (KCa4.1 ve 4.2) ve iki gézenekli alan sizint1
kanali (K2p; TWIK ile ilgili kanallar) bulunur (Smith, 2020, s. 1).

Potasyum kanallari agik olduklarinda, K* iyonlarimi difiizyon sinirina (saniyede
yaklagik 108 iyon) olduke¢a yakin hizlarda iletirler (Maffeo vd., 2012, s. 6254). Bazi voltaj
kapili K* (Kv) kanallari, membran potansiyelindeki bir degisiklige tepki olarak aktive
edilir. Bu kanallar hiicre iizerindeki depolarize edici etkilere kars1 hareket eder ve AP’ ni
repolarize etmede dnemlidir. Diger K* kanallar, hiicre i¢i Ca®" 'daki (Ca*" aktive edilmis
K" kanallar1) yiikselmelerle aktive edilir. Ca*", spontane gegici disa akimlar1 (STOC)'leri
vermek icin lokalize potasyum kanallarint uyarir. STOC'ler zar1 hiperpolarize ederek
gevsemeye yol acar (Berridge, 1997, s. 297). Bu kanallar asir1 Ca" girigini 6nler ve kas
gevsemesinde ve ndrotransmiter saliniminin inhibisyonunda rol oynar (Wickenden, 2002,
s. 158).

K" kanallarinin iletkenligi, segicilik kanalina baglanan Na® iyonlar tarafindan
bloke edilebilir (Maffeo vd., 2012, s. 6281). AP giiglenerek akson boyunca yayilir. Voltaj
bagimhi K kanallari;; sodyum kanallar1 inaktive edildikten sonra Vm'yi dinlenmeye
getirmek i¢in agilirlar ve AP’ni tamamlarlar (Armstrong ve Hollingworth, 2021, s. 757).

K v7.2, 7.3 ve 7.5 kanallari, DKG noronlarinin somalar1 ve aksonlari, periferik ve
merkezi terminalleri dahil olmak {izere agr1 yolunun tiim seviyelerinde eksprese edilir

(Djouhri, Zeidan, Abd El-Aleem, 2020, s. 2). DKG’lerde K™ kanalinin sadece bir alt
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tipindeki bozulmanin in vivo agr belirtileri iiretebilecegi vurgulanmaktadir. Noropatik
agriin baslangicinda ve devaminda K" kanal disfonksiyonu olduguna dair kanitlar vardir
(Smith, 2020, s. 1).

1.3. Histamin

Histamin, noronal ve ndronal olmayan kaynaklar tarafindan salinan, merkezi ve
periferik dokularda ¢ok sayida iglevi yerine getirmek ic¢in kimyasal bir haberci olarak
calisan 6nemli bir fizyolojik amindir (Bachert, 2002, s. 287; Cannon vd., 2007, s. 1; Oda
vd., 2000, s. 36781). Biyojenik amin olan histamin, MSS'de termo ve immiinoregiilasyon,
gida alimy, hipereksitabilite, agr1 iletimi, uyarilma, 6diil, hafiza ve duygusal tepkiler dahil
olmak iizere sinir sisteminde transmiter ve bagirsakta, deride ve bagisiklik sisteminde bir
sinyal molekiilii gibi ¢esitli biyolojik fonksiyonlarda yer alan 6nemli bir ndrotransmitter
ve noromodiilatordiir. Memeli beyninde histamin sentezlenir ve histaminerjik sistemin
temel organizasyonu ve fonksiyonel diizenini saglar (Ennaceur vd. 2012, s. 59; Shibuya
vd., 2012, s. 22).

Periferik sinirlerde histamin bulundugu biyokimyasal ¢alismalarla gosterilmistir.
Histaminin varlig1 ve ontogenetik dagilimi, periferik sinir sisteminde incelendiginde,
Histamin immiinreaktivitesi (IR) ilk olarak periferik sinirlerde embriyonik 14. giinde
ortaya ¢iktig1 ve omurilik ve ganglionlarindaki bir¢ok duyusal néronunda, periferik sinir
uclarinda gozlenmistir. Embriyonik 14. giinde baslayan gelisim sirasinda, servikal,
torasik ve lomber seviyelerde omuriligin ventral boynuzlarindaki motonéronlar ve
DKG’lardaki noronlarda ve sinir liflerinde histamin IR tespit edilmistir. Histamin
immiinoreaktif sinirlerin sayist ve yogunlugu, embriyonik giinler 16-18'de en yiiksek
seviyede oldugu gozlenmistir (Happola vd., 1991, s. 112; Heron vd., 2001, s. 167).

Histamin noéronlarinin, hem uyarict hem de baskilayici eylemlerle MSS iizerinde
ikili bir etkiye sahip oldugu One siiriilmektedir. Bir uyarici olarak ndronal histamin,
dikkati uyaran ve uyaniklig1 slirdiiren en 6nemli sistemlerden biridir. Beyinde histamin
ayn1 zamanda biyolojik korumada cesitli zararli ve olumsuz konviilsiyon, ila¢ duyarliligi,
denervasyon asirt duyarhilifi, iskemik lezyonlar ve stres duyarliligi uyaranlarinin
baskilayicisi olarak islev goriir (Shibuya vd., 2012, s. 22). Beyinde histamin uyaniklig1
tesvik eder ve farkli davramislart1 ve homeostatik islevleri diizenler. Son kanitlar,
beyindeki anormal histamin sinyalinin, bagimlilik yapan davraniglarda ve Parkinson
hastaliklar1 ve multipl skleroz gibi dejeneratif hastaliklarda da onemli bir faktor

olabilecegini diisiindiirmektedir (Passani, Panula, Lin, 2014, s. 4). Uyarilmay1 ve dikkati
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tesvik eden ve normal hayvanlarda 6grenmeyi gelistiren histaminerjik ndronlarin
aktivasyonu, dikkat eksikligi hiperaktivite bozukluklari ve Alzheimer hastalig1 gibi insan
dikkat ve yaslanma bozukluklarinda semptomatik bir terapotik yaklasim olarak
Onerilmistir (Morisset vd., 2000, s. 863). Ayrica, histamin ile DKG néronlarinin
uyarilmasi, STT miktarinda 6nemli bir artisa neden olur (Wheeler vd., 2019, s. 1134).

Omuriligin dorsal boynuzunda histamin, kasint1 ve agri igin histamin sec¢ici lamina
I somastatin (STT) ndronlari, spesifik olarak karsilik gelen birincil afferent lif tipinden
girdi alarak, periferal C lifleri tarafindan aktive edildigi bulunmustur (Andrew ve Craig,
2001, s. 73; Green ve Dong, 2016, s. 157).

Histamin, iltihaplanma, alerjik asir1 duyarlilik ve kasinti gibi c¢evresel duyusal
bilgilere aracilik etmede 6nemlidir. Periferik dokudaki aktif mast hiicrelerinden salinan,
lokal iltihaplanma, alerjik asir1 duyarlhilik ve kasintiya neden olan histamin, c¢evresel
duyusal bilginin iglenmesinde rol oynar. histamin, iltthaplanma bolgelerinde salinarak
kan akisin1 ve damar gecirgenligini arttirir ve hiperemi ve 6dem iiretiminde 6nemli bir
faktordiir. Olusan 6dem, sicaklik, eritem ve agriya neden olur ve graniilositlerin kan
damarlarindan iltihaplanma bolgelerine gegisini kolaylastirir. Son arastirmalar periferik
iltihaplanmanin duyusal alimda, duyusal yap1 ve duyusal iletimde estetik degisikliklere
neden oldugunu gostermistir (Amanoa vd., 2001, s.204; Rowley ve Benditt, 1956, s. 399;
Yue vd., 2014, s. 891; Wells vd., 2015, s. 26).

Kasinti, baz1 acilardan agriya benzeyen, ancak igsel duyusal kalitesi ve kasima
diirtlisti agisindan farkli olan, karmasik, hos olmayan bir kutan6z duyumdur (Roberson
vd., 2013, s. 2). Kronik kasinti, yasam kalitesini diisiiren agir bir klinik problemdir.
Histaminin kagintiya neden olur ve bocek 1siriklar1 gibi birgok kasintiyr indiikleyen
uyaranlara aracilik eden en iyi endojen ajan olarak bilinmektedir (Akiyama vd., 2012, s.
1; Green ve Dong, 2016, s. 155; Kajihara vd., 2010, s. 292; Li vd., 2022, s. 700; Min vd.,
2014, s. 1; Shim ve Oh, 2008, s. 1). Histaminin C liflerinin bir alt kiimesini uyardig1 ve
derideki aktiflestirilmis mast hiicrelerinden salinan histaminin kasinti hissine neden
oldugu bilinmektedir (Kim vd. 2004, s. 159; Yu vd., 2013, s. 649). Noropeptit salinimini
takip eden alevlenme, histamin kaynakli kasintinin ayirt edici 6zelligidir (Green ve Dong,
2016, s. 156). Ancak, kronik kasintida birincil role sahip degildir (Akiyama vd., 2012, s.
1; Roberson vd., 2013, s. 2). Histaminin ayrica kasintiya neden olmayan (&rnegin
mekanik) uyaranlarin {irettigi kasinti hissi ve aloknezi indiikledigi bildirilmistir (Amanoa

vd., 2001, s.204). DKG hiicrelerinin ¢oklu kasint1 aracilarina tepkisi yasla birlikte
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azalmakta, histamine de tepki veren klorokin tepkili DKG hiicrelerinin yiizdesi, geng
farelerde yetiskin farelere gore daha fazla oldugu goriilmiistiir (Akiyama vd., 2012, s. 6).

Histamin reseptorlerine etki eden histamin ¢esitli kimyasal uyaranlarla indiiklenir.
Histamin veya diger olas1 kasintili aracilar, esas olarak derideki duyu liflerine yakin
bulunan kutan6z mast hiicrelerinden ve dokulardan ovomukoid tarafindan salinir (Han,
Mancino, Simon, 2006, s. 691; Rowley ve Benditt, 1956, s. 399; Yue vd., 2014, s. 884).
Keratinositler, noronlar ve enflamatuar kosullar altinda mast hiicreleri histamin iiretebilir
(Doran vd. 2015, s. 11; Green ve Dong, 2016, s. 155; Kajihara vd., 2010, s. 292).
Histamin, polimodal C-lif nosiseptorlerinin bir alt popiilasyonunu uyarabilir (Han,
Mancino, Simon, 2006, s. 691). Histidin dekarboksilaz (HDC, L-histidin karboksilaz), L-
histidinin histamine dekarboksilasyonunu katalize eder, histamini olusturan tek enzimdir
(Watanabe vd., 1991, s. 145).

Histamin, kasinti mekanizmasi hem fosfolipaz CB3 (PLCB3)'tin hem de TRPV1
kanalinin islevini ihtiya¢ duymaktadir (Imamachi vd., 2009, s. 11330; Mishra ve Hoon,
2013, s. 968; Roberson vd., 2013, s. 2).

Ca?" goriintiileme ¢alismalar1, mast hiicre aktivatérii olan bilesik 48/80’in, secici
bir H1 agonisti olan histamin-triflorometil-toluidin ve PLCB3'lin kiiltiirlenmis duyu
noronlarinda IB4" noronlart olan periferik C-fiber nosiseptérlerinin bir alt kiimesinde,
histamin H1 reseptorii araciligiyla histamin kaynakli kalsiyum tepkilerine tepki vererek
kasint1 hissine aracilik ettigini ortaya koymustur (Han, Mancino, Simon, 2006, s. 691;
Imamachi vd., 2009, s. 11330; Jang vd., 2015, s. 257; Liu vd., 2009, s. 1355). Ayrica,
histaminin PLA2 ve LO'yu uyararak Ca®"'de artisa neden oldugu tespit edilmistir (Kim
vd. 2004, s. 161).

Intradermal histamin enjeksiyonlari iiclii reaksiyon iiretir (nérojenik inflamasyonun
ticli yanit1); kizariklik, 6dem, akson refleksi sonucu eritemin geniglemesidir. Dolagima
daha fazla miktarda histamin girerse soka neden olmaktadir (Grundmann ve Stinder,
2011, s. 4; Lewis, 1926, s. 62). Histaminin boyun ensesinin i¢ine 0.4 ila 100 nmol'liik
intradermal enjeksiyondan sonraki ilk 5-10 dakika i¢inde maksimum kasima meydana
gelmis ve 20 ila 30 dakika i¢inde azalmistir (Akiyama vd., 2012, s. 2; Shim vd., 2007, s.
2334). Mast hiicrelerini histamin salmak tizere degraniile eden 48/80 bilesiginin de (100
mg/50 ml) intradermal enjeksiyonu, 30 dakika i¢inde siddetli kasinma davranisina neden
olmaktadir (Dunford vd., 2007, s. 180; Han, Mancino, Simon, 2006, s. 696; Sun ve Chen,

2007, s. 701). Bunun yaninda deneysel bir histamin kagintisina karsi insanda on iki lokal
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anestezik denenmis. Elde edilen verilere gore, kasintiyr onlemek igin intradermal
anesteziklerin nispeten yiiksek konsantrasyonlarinin gerekli oldugunu gortilmistiir
(Shelley ve Melton, 1950, s. 300).

Serbest sinir uglarinin (nosiseptdrler) uyarilmasi, agri hissine yol acar. Histamin,
salimim1 nosiseptorleri hassaslastirabilir ve/veya aktive edebilir ve agri iletimini
kolaylastirir (Kajihara vd., 2010, s. 292; Roberson vd., 2013, s. 11; Wells vd., 2015, s.
557; Yu vd., 2013, s. 649). Histaminin ndropatik agrinin gelisiminde bir araci
olabilecegini diisiiniilmektedir (Yue vd., 2014, s. 884). Bir¢ok kanit, bir enflamatuar araci
ve diger kimyasal ajanlarin bir diizenleyicisi olan histaminin agri modiilasyonuna
katildigin1 gostermesinin yaninda, akut agridaki roli tartismalidir (Yu vd., 2013, s. 649).

Ayrica intradermal olarak enjekte edilen P maddesi (SP) histamin salgilar ve
kasintiya neden olur (Grundmann ve Stinder, 2011, s. 4). C-liflerinin aktivasyonu,
histamin H reseptorleri ile etkileserek, afferent iletimin yani sira, muhtemelen lokal akson
refleksleri yoluyla P maddesi salinimina neden olmaktadir (Ohkubo vd., 1995, s. 87).

Mast hiicreleri, eozinofilik graniilositler ve T-lenfositler basta olmak {izere
inflamatuar hiicrelerde histaminin 4 reseptorii bulunmaktadir (Grundmann ve Sténder,
2011, s. 4; Kajihara vd., 2010, s. 292). Histamin, norotransmitter ve lokal mediator olarak
biyolojik etkilerini, histamin reseptor (HR) alt tiplerine (H1 reseptor (H1R), H2 reseptor
(H2R), H3 reseptor (H3R), ve H4 reseptor (H4R)) baglanarak gostermektedir (Cannon
vd., 2007, s. 2; Shibuya vd., 2012, s. 22; Strasser vd., 2013, s. 13).

Histamin, beyinde 6zellikle uyarilabilirlik ve plastisitenin kontrolii gibi bir¢cok
fonksiyona hizmet eder. H1 ve H2 reseptor aracili eylemler ¢ogunlukla uyaricidir, H3
reseptorleri ise inhibitor oto ve heteroreseptorler olarak islev goriir (Shibuya vd., 2012, s.
22). Histamin H4 Reseptorleri, TRPV1 ve PLC ile kasintiya katilmaktadir (Jang vd.,
2015, s. 261; Jian vd., 2016, s. 1).

Histamin, duyusal sinir liflerinde ve endotel damar duvarlarinda eksprese edilen
HI1R’e baglanir (Grundmann ve Sténder, 2011, s. 4). Histamin ile uyarilan HIR beyinde,
cogu diiz kas hiicresinde, endotel hiicrelerinde, adrenal medullada ve kalpte dagilmistir.
HIR, alerjik durumlarla yakin iliskisi olan diiz kas kasilmasi, nitrik oksit olusumunun
uyarilmasi, endotel hiicre kasilmasi, vazodilatasyon ve kizarma, mukus salgilanmasi ve
vaskiiler gecirgenliginin artmasinda rol oynar (Bachert, 2002, s. 288; Oda vd., 2000, s.
36781). H1R'nin aktivasyonu, faredeki kasinti sinyalini iletmek ve duyu néronlar1 agmasi

ve uyarmasi i¢in fosfolipaz A2/lipoksijenaz (PLA2/lo) yollar1 aracilifiyla TRPV1
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kanallarini uyarir (Kajihara vd., 2010, s. 292; Wang vd. 2021, s. 5). Sinir hasarindan sonra
nosisepsiyon aracili afferent ndronlarda H1R artar (Yue vd., 2014, s. 884).

Bununla birlikte, histamin, H2R aracili yolak yoluyla primer afferent néronlarda
Navl.8 ekspresyonunu arttirmakta ve orada noropatik agriya katkida bulundugunu
goriilmiistiir (Yue vd., 2014, s. 883). H2R, mide hiicrelerinde, kalp dokularinda ve diiz
kas hiicreleri ve bagisiklik hiicreleri gibi hiicrelerde islev gordiigii ve aktivasyonunun
gastrik asit salgilanmasina neden oldugu bulunmustur. H3R, merkezi sinir sistemindeki
ndrotransmitter salinimina dahil oldugu cesitli doku tiplerinde eksprese edilmistir (Green
ve Dong, 2016, s. 155; Oda vd., 2000, s. 36781).

H3R'lerin ¢ogu beyinde yer almasina ragmen, H3R mRNA deri, sirt kok
gangliyonlari, mide, bagirsaklar ve kahverengi yag dokusu dahil olmak tizere ¢esitli beyin
dis1 dokularda da bulunur (Cannon vd., 2007, s. 2). Histamin H3 reseptdriiniin kobayda
in  vivo olarak adrenerjik olmayan kolinerjik olmayan (NANC) ndral
bronkokonstriksiyonu modiile ettigi gosterilmistir (Bachert, 2002, s. 288; Ohkubo vd.,
1995, s. 83). H3R agonistlerinin uygulanmasi, kalp, akciger ve derideki duyusal liflerden
ndropeptid salinimini inhibe ettigi ve H3R'lerin peptiderjik C lifleri iizerinde bulundugu
hipotezini 6ne siirmiistiir. Arastirmalar H3R agonistlerinin anti-inflamatuar ve bazi
antinosiseptif 6zelliklere sahip oldugunu ortaya koymustur (Cannon vd., 2007, s. 2).
Histamin H3R, P maddesi saliniminin 6nceden diizenlenmesindeki rolii nedeniyle,
inflamatuar yanitin kontroliinde 6nemli olabilecegi diisiiniilmektedir (Ohkubo vd., 1995,
s. 87).

H4R'nin gii¢lii ve secici ligandlarini kullanarak bu reseptoriin hematopoietik
hiicrelerdeki islevinden bagimsiz olarak farelerde kasintili tepkilerde rol oynadigi
gosterilmistir. Bazi kanitlar, H4R antagonistlerinin (JNJ 7777120) fare kasinti
modellerinde diger antihistaminiklerden daha etkili oldugunu ve inflamatuar hastaliklarin
tedavisinde bazi erken basarilar1 gostermis ve anti-inflamatuar etkileri yeni farmakolojik
ajanlarin inflamatuar kasintili hastaligin tedavisi i¢in alternatif ve etkili tedaviler
saglayabilecegini One siirmiistiir (Dunford vd., 2007, s. 182; Green ve Dong, 2016, s.
155).

Duyusal noronlarda histamin kaynakli Ca®"’i artisina hangi reseptoriin aracilik
ettigini belirlemek icin, histamin reseptor antagonistleri kullanilarak deney yapilmis ve

yalnizca HIR antagonisti mepiramin (1 mM), histamin kaynakli Ca®" influx degerini
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onemli 6l¢iide azalttigi, simetidin ve thioperamide histaminin neden oldugu Ca*" influx
degerini azaltmada basarisiz oldugu bulunmustur (Kim vd. 2004, s. 161).

Yetigkin sicanlarda histamin en ¢ok mide duvari ve mast hiicre tiimorlerinde
iretilir, ayrica kOpek mast hiicreli tlimoériinde de histamin olusumu goézlenmistir
(Kahlson, Rosengren, White, 1960, s. 135). Histaminin sicanda hiperemi ve 6dem
tiretiminde dnemli bir faktor olabilecegini tespit edilmistir (Rowley ve Benditt, 1956, s.
399). Heparin, indiiklenen histamin salinimi iizerinde inhibitor etki iiretir. Heparinin
histamin salinimi iizerindeki inhibitor etkisi hizli olur ve bdylece mast hiicrelerinden
histamin salinimini etkiler (Inase, Schreck, Lazarus, 1993, s. 387). Histamin, H2R
baskilayici hiicreler lizerinde aktivasyonu ile bagisiklik sistemini baskilayarak tiimoriin
ilerlemesini kolaylastirdig1 diistiniilmektedir. Histamin i¢in bdyle bir immiinosupresan
rolii, histamin H2R antagonisti simetidinin, baskilayict hiicre fonksiyonunun inhibe
edilmesinin bir sonucu olarak tiimdr metastazlarini azalttig1 tespit edilmistir (Bartholeyns
ve Bouclier, 1984, s. 645).

HIR antagonistlerinin kullanimi, kronik inflamatuar agrinin tedavisine yonelik
yaklagimlardan biridir, H2R antagonistleri ise genellikle midede koruma ve tedavisine
yonelik kullanilmaktadir. Ote yandan, kronik inflamatuar agrida Nav1.8 yukari
regililasyonunun rolii kanitlanmistir. Histaminin ayn1 zamanda kronik inflamatuar durum
altinda Nav1.8'in yukar1 regiilasyonuna katkida bulundugundan dolayi, yan etkilerin en
aza indirilmesi acisindan ve tedavi perspektifinde H2R antagonistlerinin
kombinasyonunu kullanilmas1 gerektigi diistiniilmektedir (Yue vd., 2014, s. 891). Ayrica,
H2R antagonistleri, ndropatik agris1 olan hastalar i¢in potansiyel olarak analjezik olarak
kullanilabilmektedir (Yue vd., 2014, s. 883).

Histamin-duyarli primer afferentlerin elektriksel olarak susturulmasi, kasintiyi
bloke eder (Roberson vd., 2013, s. 11). Urtikerli hastalarda oldugu gibi histamin aracili
kasinti, histamin reseptor antagonistleri kullanilarak etkili bir sekilde tedavi edilebilir
(Akiyama vd., 2012, s. 1). H4R ve HIR antagonizminin bir kombinasyonunun, alerjik
hastaliklarla 1ilgili kasintty1 tedavi etmek i¢in yeni bir strateji olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, normal dozlardaki antihistaminikler, ¢esitli kronik
kasinti formlarinda zayif etkinlige sahiptir (Grundmann ve Stdnder, 2011, s. 4).
Antihistaminik ilaglar ve mast hiicre stabilizatorii, termal hiperaljezinin gelisimini inhibe
etmektedir (Yue vd., 2014, s. 884). Histaminin PLA2/LO yolunu uyardiktan sonra

TRPV1'i aktive ederek duyusal néronlarin uyarilmasina yol agmasindan dolayr TRPV1
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antagonistleri potansiyel kasint1 6nleyici ilaglar olarak diisiiniilmektedir (Kim vd. 2004,
s. 159).

H3R agonisti R-(-)-a metilhistaminin subkutan perfiizyonunun, sigan duyu
sinirlerinden antidromik elektriksel uyaranla artan P maddesi salinimini inhibe edildigi
ve bu inhibisyonun H3R antagonisti tioperamid tarafindan bloke edildigi goriilmiistiir. Bu
sonug, histamin3 reseptoriiniin, NANC  sinirlerinin uyarilmasina yanit olarak
tagikininlerin salinimi iizerinde inhibitor bir etkiye sahip olabilecegi olasiligin1 ortaya
koymaktadir (Ohkubo vd., 1995, s. 87). Histamin H3R antagonistleri/ters agonistlerinin,
parkinson, alzheimer hastalig1, dikkat eksikligi hiperaktivite sendromu, sizofreni, obezite,
agri, epilepsi, narkolepsi, madde bagimliligi vb. dahil olmak {izere MSS’nin ¢esitli
hastalik durumlarini tedavi etme olasiligini ortaya ¢ikarmistir (Morisset vd., 2000, s. 863;
Vohora ve Bhowmik, 2012, s. 65).

1.4. Patch-Clamp Yontemi

Patch-clamp kayit teknikleri, Erwin Neher, Bert Sakmann, Owen Hamill ve Fred J.
Sigworth tarafindan gelistirilmistir. Giiniimiizde patch-clamp yoOnteminin en yaygin
kullanilan konfigiirasyonlarindan biri tiim hiicre kayit teknigidir (Kornreich, 2007, s.26;
Petersen, 2017, s. 1267). Patch-clamp kayit teknigi, kanallarin veya reseptorlerin
aktivitelerini incelemek icin gii¢lii bir yontemdir. Bu teknigin DRG ndronlart lizerinde
uygulanmasiyla ¢ok sayida ¢aligma yapilmigtir. DRG'ler ndronlarindan yapilan patch-
clamp c¢alismalari, periferik sinir sistemi hakkinda bilgi saglamaktadir (Gong, Ohara,
Jasmin, 2016, s. 1). Patch-clamp teknikleri, normal ve sinir hasarli hayvanlarda DRG
hiicrelerinin elektrofizyolojik 6zellikleri ve/veya hiicresel Ozellikleri {izerine yapilan

calismalarda kapsamli bir sekilde uygulanir (Zhang, Donnelly, LaMotte, 1998, s. 97).

Tek kanalli akim kayit teknolojisi olarak da bilinen patch-clamp, iyon kanalinin
akimini ve iletkenligini tespit etmek ve kaydetmek icin hiicre zarin1 kapatmak i¢in cam
mikro elektrot kullanan bir teknolojidir. Bu teknoloji, kii¢iik hiicrelerin voltajla
sikigtirilmasi, membranin i¢indeki ve disindaki ¢6zeltinin bilesiminin degistirilmesi ve

hiicreye ilag uygulanmasi i¢in avantajlidir (Ma vd., 2021, s. 521).

Otomatik patch-clamp deneyleri i¢in, Olclilebilir akimlar elde etmek ve yiiksek bir
basar1 orani saglamak i¢in tercihen ilgilenilen iyon kanalini ifade eden hiicreler kullanilir
(Rotordam vd., 2021, s. 4). Elektrofizyolojik ve optik yontemlerle, ndronlarin AP’nin
hiicresel yapis1 hakkinda bilgiler saglayarak, ayni anda ¢ok sayida nérondan kayit yapmak
icin gelistirilmistir (Petersen, 2017, s. 1266).
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AP, membran potansiyeli (Vm) esigin iistiinde depolarize oldugunda harekete geger
(Petersen, 2017, s. 1266). Aksonun ilk segmenti, depolarizasyon iizerine agilan ¢ok sayida
voltaj kapili sodyum kanalina sahiptir, bu nedenle depolarizasyon dalgas1 bu bolgeye
ulagir ve VGSC’yi aktive ederek biiylik bir sodyum akisina izin verir ve AP baslatir.
Voltaj kapili potasyum kanallar1 acildik¢a ve sodyum kanallar1 inaktive olurken, disa
dogru potasyum akimi, zar potansiyelinin tersine ¢evrilmesine neden olur ve onu
dinlenme zar potansiyeline geri dondiiriir (Restrepo-Angulo, De Vizcaya-Ruiz, Camacho,

2010, s. 498).

Ideal bir numune hazirlamak i¢in birkac temel unsur vardir. Ilk olarak, kullanilacak
hayvanlar uygun anestezi kulanilarak dekapitasyon yapilir. DRG, gangliona yakin dorsal
kokler ve spinal sinir kesilerek noronlara zarar vermeden epineriumu dikkatlice ¢ikarilir.
DRG’lerden noronlart agiga ¢ikarmak i¢in ve kalan bag dokusunu sindirmek igin sindirim
enzimlerine yerlestirilir. Bozulmamis DRG'ler, 6 ila 8 saat boyunca canlilig1 koruyacaktir
ve bu siire boyunca stabil bir sekilde kaydedilebilir. Kayit i¢in sec¢ilen hiicreler yuvarlak,
18-25 um (kiigiik) capta ve sikistirma i¢in uygun olmaslidir. Hazirlanan saglam DRG'ler
(yaklasik 30 dakika), in vivo kosullara daha yakin sonuglar saglamaktadir (Fjell vd., 1999,
269; Gong, Ohara, Jasmin, 2016, s. 1; Ho ve O’Leary, 2011, s. 160; Rizzo, Kocsis,
Waxman, 1994, s. 2798).

Kayaitlar bir amplifikator ve bir kayit programai ile yapilir. Kayit elektrotlari (genelde
0.8-2 MQ), kilcal cam (genelde 1,65 mm) kullanilir. Tutma potansiyelleri, genelde -80
mV dir. Uygun oranlarda hazirlanan pipet soliisyonlar1 ve banyo soliisyonlart kullanilir
(Fjell vd., 1999, 269; Ho ve O’Leary, 2011, s. 160; Chaplan vd.,2003, s. 1169; Kajihara
vd., 2010, s. 293; Renganathan, Cummins, Waxman, 2001, s. 630).

Mevcut hazirligin bazi simirlamalart vardir. Uydu glial hiicrelerin olusturdugu
bariyerin varligi, ndronlarin yamalanmasii zorlagtirir ve ndronlara ulasan ilag
konsantrasyonunu sinirlayabilmektedir. Bu nedenle, hazirlikta nérona erismek i¢in, uydu
glial hiicre tabakasina niifuz etmeye yardimei olmak i¢in pipeti pozitif basing altinda
tutmak 6nemlidir. Diger bir sinirlama, DRG'yi ayirmak icin dorsal kdklerin ve omurilik
sinirlerinin diizgiin kesilememesidir. Bununla birlikte, periferik veya merkezi aksonlar
soma ile aynmi voltaja kenetlenemeyebileceginden, kalan aksonun varligi dikkate
alinmalidir, bu da voltaj kiskaci iletildiginde potansiyel kayit hatasina veya parazite neden
olabilir (Gong, Ohara, Jasmin, 2016, s. 7). Hiicreler kiiltiirde ilk 48 saat boyunca
incelenmelidir, ¢iinkii daha sonraki zamanlarda ¢ogu hiicrede voltaj-clamp kayitlarinin
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niceliksel olarak giivenilmez olmasina neden olan genis bir ndritik biiyiimeye sahip

olmaktadir (Rizzo, Kocsis, Waxman, 1994, s. 2798).

Reference Electrode

HEPES Perfusion In
100% O, -
 Holding Fipette 2
I’ \
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Bl &

Perfusion Out

Sekil 1.6. Patch-Clamp deneysel diizeneginin sematik diyagrami (Zhang, Donnelly, LaMotte, 1998)
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2.GEREC VE YONTEM
2.1. Geregler

Tiim standart kimyasallar Sigma Aldrich'ten satin alindi. Histamin stok ¢ozeltisi
%100 dimetilsiilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziildii ve 4° C'de saklandi. Tiim ilaglarin nihai
gerekli konsantrasyonu, DMSO oraninin %0,3'ten az oldugu hiicre dis1 ¢ozeltide (pH 7.4)
giinliik olarak taze olarak hazirlandi.

2.2. Hayvanlar

150-200 g agirliginda ve 8-12 haftalik Sprague Dawley erkek siganlar1 kullanildi.
Hayvanlar, 25 £+ 1°C'de, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik dongiisiine ve bagil neme
(%54 + 5) ayarlanmus, 1yi havalandirilan odalarda barindirildi. Besleme amactyla standart
yem peletleri ve musluk suyu verildi.

2.3. DKG Diseksiyonu

Hayvana anestezi uygulamak icin, sirasiyla ketamin ve ksilazin karigimlari 90
mg/kg ila 10 mg/kg oraninda yapild1 ve 1ml/kg (i.p.) enjekte edildi. Anestezi altindaki
hayvana 5-8 dakika sonra dekapitasyon iglemi gergeklestirildi. Daha sonra sirt derisi
tilyleri tirag edildi ve sirt omur hizasi kesilerek acildi ve inzisyondan sonra bir biitiin
olarak cikarilan vertebral kolon kas dokusundan ayrildi (Gong, Ohara, Jasmin, 2016, s.
2; Ho ve O’Leary, 2011, s. 160; Zhang, Donnelly, LaMotte, 1998, s. 98). Dokulardan
arindirilmis vertebral kolon soguk PBS igeren falcon tiipte 5 dakika tutuldu. Bundan
sonraki islemler laminer akis kabini altinda yapildi. Vertebral kolon, 4 °C'de Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM) soliisyonu igeren petri kabina yerlestirildi ve iris
makast kullanilarak ortasindan simetrik iki pargaya ayrildi (Gorsel 2.1). Cikarilan
omurilik bolgesinden sa¢ yayli cimbiz kullanilarak DKG'nin toplanmasina bagland ve
toplanan DKG'ler DMEM ve penisilin-streptomisin igeren bir petri kabina yerlestirildi ve
sonra cerrahi lanset kullanilarak DKG'ler bagli dokulardan temizlendi. Temizlenmis
hiicreler, 1 ml DMEM ve penisilin-streptomisin i¢inde 2 mg kollajenaz tip IV (sigma)
iceren bir Eppendorf tiipiine tasind1 ve 45 dakika Eppendorf tiipiiniin agz1 acik sekilde her
10 dakikada bir ¢alkalanarak %95 O2 ve %5 CO?2 ile 37°C'de inkiibatdrde tutuldu. Daha
sonra hiicreler, 30 saniye boyunca santrifiijjleme ile ti¢ kez PBS ile yikandi ve her
seferinde siipernatant ayrildi. Ardindan, 1 ml DMEM-+Penisilin-Streptomisinli hiicrelere
100 pl %0.25 tripsintEDTA ilave edildi ve her 3 dakikada bir tiip sallanarak 6 dakika
inkiibe edildi. Sonrasinda, 45 ila 60 saniye boyunca santrifiijleme ile DMEM ile 3 kez

yikandr ve her yikamanin sonunda siipernatant atildi. Eppendorf tiipiindeki hiicrelere 1
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ml DMEM ilave edildi ve hiicreler, 1 ml DMEM igeren 15 ml'lik falkon tiipe tasinarak
toplamda 2 ml’lik ¢ozelti elde edildi. Sonra mavi uglu kesik pipet ile dakikada 4 kez
olmak tizere 5 dakika boyunca yavas¢a pipetleme yapildi. Ardindan hiicreler, 5 dakika
daha kesilmemis mavi uglu pipetle ve insiilin siringasindan 3 kez ¢ok yavas bir sekilde
gecirildi. Hiicrelerin 12.5 ml DMEM-+penisilin-streptomisin+PBS ¢ozeltisi i¢inde
stispanse edilmesi ile hazirlama iglemi tamamlandi (Gorsel 2.1). Elde edilen hiicreler ile
1 ila 2 saat sonra ¢alisilmaya baglandi (Gong, Ohara, Jasmin, 2016, s. 2; Ho ve O’Leary,
2011, s. 160; Zhang, Donnelly, LaMotte, 1998, s. 98).

Gorsel 2.1. DKG Diseksiyonu goriintiileri

2.4.Voltaj-clamp Kayit Yontemi

Voltaj-clamp kayitlari, DKG hiicrelerinden iyon akimlarmi kaydetmek icin, oda
sicakliginda, ekstraselliiler ortam soliisyonunda (mM olarak; NaCl 140, KCI 3, MgCL 1,
CaClz 1, glukoz 10 ve HEPES ASIT 10. NaOH, 320 mOsm kullanilarak pH 7.3'e
ayarlandi) yikanmis, tlim-hiicre voltaj-clamp konfigiirasyonunda yapildi. Voltaj-clamp
kayitlar1 mikropipeti i¢in, P-97 Mikropipet Cekici (Sutter Instrument) tarafindan 2-5
MQ'luk pipet direncine ¢ekilen pipetler hazirlandi. Intraselliiler ortam soliisyonla (KCI
140, NaCl 10, MgCl, 2, CaCl2 0.1, EGTA 1.1, HEPES ASIT 10, D glukoz 3, KOH ile
titre edilmis pH 7.2, 310 mOsm) doldurulmus, filamentli ince duvar borosilikat cam
pipetler (Sutter Instrument BF150-110-10) kullanilarak, GQ-sealleri (miihiirleri)
olusturuldu.

Ag1z yoluyla veya 1 ml'lik siringa kullanilip negatif basing uygulanarak tiim-hiicre
(Whole-cell) konfigiirasyonuna gecis yapildi ve seri direngte yaklagik 10 MQ'a kadar

bliyiik bir diisiis ve membran kapasitansinin artmasi ile belirginlestirildi. Kayitlar oda
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sicakliginda yapildi. Membran potansiyeli -60 mV'a kenetlendikten sonra 300 ms i¢in 0
mV'ye depolarize edici atimlar yapildi. Akim-voltaj iligkileri (IV-egrisi), -60 mV'den +60
mV'a 10 mV'lik artislarla depolarizasyon adimlar1 elde edildi. Test kimyasali, 0 mV'a
kadar coklu depolarizasyon adimlarina yanit olarak kararli bir disa dogru akim elde
edildikten sonra uygulandi.

Windows®10 kurulu olan, SutterPatch® Veri Toplama ve Analiz Yazilimmin
(SutterPatch 2.0.4) kullanildigi, voltaj-clamp modunda ayarlanmis Integrated Patch
Amplifier (IPA;Sutter Instrument) ve kullanilarak akimlar kaydedildi. Veriler 25 kHz'de
denendi ve IPA'min yerlesik filtresi kullanilarak 5 kHz'de filtrelendi. Yazilimdaki
otomatik kompanzasyon segenegi kullanilarak elektrot kompanzasyonu ve seri direng
kompanzasyonu otomatik olarak uygulandi. Veriler ayn1 yazilim kullanilarak analiz

edildi (SutterPatch 2.0.4).

Gorsel 2.2. Voltaj-clamp Yontemi uygulama gorseli

2.5.Voltaj-clamp Kayit Yontemi Soliisyonlari

I¢ pipet soliisyonu igerigi (mM cinsinden): KCI1 140, NaCl 10, MgClz 2, CaCl2 0.1,
EGTA 1.1, HEPES ASIT 10, D glukoz 3. pH'1 310 mOsm KOH ile 7.2'ye ayarlandi (tiimii
Wisent, Inc.'den).

Hiicre dis1 (banyo) soliisyonu olusumu (mM olarak): NaCl 140, KCI 3, MgCl2 1,
CaClz 1, glukoz 18 ve HEPES ASIT 10. NaOH, 320 mOsm kullanarak pH1 7,3'e

ayarlandi (tlimii Wisent, Inc.'den).
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Etkileri test etmek icin histamin, 100 uM final konsatrasyonunu verecek sekilde
mediuma ilave edildi. Histamin ile 6l¢liim 6ncesi 3 dakika inkiibasyon saglandi. Kontrol
olarak ayni konsantrastonda DMSO verildi.

2.6. Istatistiksel Analiz

OriginPro 2012 (64-bit),9.8.0.200 (Learning Edition), telif hakki ©1991-2020
OriginLab sirketi ve GraphPad InStat programi da kullanilmistir. Elektrofizyolojik veriler
ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak verildi. IV 6l¢iimlerde eslestirilmis Student
t testi ve gerektiginde (karsilastirmalar) tek yonliit ANOVA prosediirii kullanildi. p <0,05
degeri anlaml kabul edildi.
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3.BULGULAR
3.1. Histaminin K* Tepe Akimi Kayitlari

Histaminin K" Tepe Akimu tizerindeki etkisini tespit ettik;

Hiicreler, gosterilen akimlara neden olmak i¢in 10 mV'lik artiglarla -60 mV ila +60
mV arasinda degisen potansiyelde degisikliklere maruz birakilmigtir. Uygulanan

konsantrasyonda histamin (100 uM) ile akim sonuglarinda anlamli bir degisiklik

olmamustir (Sekil 3.1)
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Sekil 3.1. DKG néronlarma 100 uM Histamin modiilasyonu ile olusan I-V ve K* tepe akimi egrisi.
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3.2. Histamin Voltaj-clamp Kayitlar

®  His 100 uM

Membran potansiyel (mV)
-140 -120 -100 -80 -60 -40

S kontrol

Sekil 3.2. 100 uM histamin uygulamasinin -40 ila -130 mV arasindaki hiperpolarize voltaj basamaklari
ve -70 mV'de tutma potansiyeli iizerindeki etkileri. Veriler OriginPro 2021 ve GraphPad Prism 8.0.2 ile
analiz edilmistir. * p, 0.05'ten kiigiik anlamina gelmektedir ve bu degerde oldugunda istatistik olarak
anlamli kabul edilmistir (n=8).

(A) (B) ©

Sekil 3.3. HCN kanallarmmin incelenmesinde kullanilan protokol; Kayitlar voltaj-clamp modunda
gerceklestirildi. Hiicreler igin -70 mV tutma potansiyeli kullanildi, ardindan -130°dan -40 mvye kadar
300 ms siireli depolarizasyon adimlari uygulandi. Tiim hiicre akimi kaydedildi ve analiz edildi. (A)
Kontrol akim yogunluk kayitlary, (B) 100 uM histamin uygulamasinin ardindan akim yogunluk kayitlari,
(C) alam potansiyelini ortaya ¢itkarmak igin yiiriitiilen voltaj protokolii.
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4. TARTISMA

Calismamizda, DKG’da HCN kanallar1 iizerinde histamin etkisi degerlendirilmis,
DKG néronlarinda ¢ogu iyon kanallarinin spontan aktiviteye katkida bulunduguna dair
acik kanitlar olmasina ragmen bazi kanal ve uyaranlarin farkli etkiler gosterdigi
goriilmiistiir.

DKG'lerdeki  c¢alismalara  dayanarak, ¢esitli  uyaranlarin ~ membran
depolarizasyonunu etkileyen bir dizi iyon kanali icerdigi bilinmektedir (Graham ve
Callister, 2012, s. 594). Histaminin de DRG noronlarinda depolarizasyona ve aktivasyona
neden oldugunu gosteren elektrofizyolojik kanitlar vardir (Amanoa vd., 2001, s.201).
DKG’da yer alan HIR, H3R ve H4R araciligiyla histaminin kagintiya neden oldugu
bilinmektedir (Kajihara vd., 2010, s. 292; Patel vd., 2011, s. 1; Rossbach ve Baumer,
2014, s. 12; Yu vd., 2004, s. 1051).

Histamin, hiicre i¢inde elektrofizyolojik tepkiler iiretmek i¢in DKG noronlarini in
vitro olarak dogrudan aktive edebilir (Patel vd., 2011, s. 1). Arastirmalar, kiiltiirlenmis
DKG néronlarinda histaminin, H1 reseptoriiniin aktivasyonu yoluyla histaminin Ca**
arttirdigin1 géstermektedir (Han, Mancino, Simon, 2006, s. 694; Kim vd., 2004, s. 161;
Wheeler vd., 2019, s. 1134).

DKG noronlarinin kasinti iireten pruritojenlere ve agri iireten algojenlere karsi
ortiigen tepkileri vardir (Roberson vd., 2013, s. 2). Histamin gibi endojen agriya neden
olan maddeler, dorsal kdk ve ganglionda depolarizasyonlara neden olmaktadir (Abe vd.,
1999, s. 340).

DKG noronlarinda, AP baslatilmasini ve iletilmesini, giiclenmesini, sodyum
gecirgenligini artirarak Na™'nin akson zarinin i¢ine akmasina ve depolarize olmasina izin
veren VGSC’ler saglamaktadir (Armstrong ve Hollingworth, 2021, s. 757; Ho ve
O’Leary, 2011, s. 160; Salvatierra vd., 2018, s. 5434). DKG'lerde Navl.7, Navl.8
oranindan daha yiliksek oldugu bilinmektedir. Nav1l.7’nin, insanlarda, periferik sinir
sistemi yoluyla AP’nin baslatilmasinda, iletilmesinde ve agri hissinde, Nav1.8’in de
primer afferent noronlarda, sinir yaralanmasi veya inflamasyondan sonra, agri asiri
duyarliliginda etkili oynadigi goriilmiistiir (Chang vd., 2018, s. 5; Yue vd., 2014, s. 889;
Zhang vd., 2019, s. 2). VGSC ve HCN kanallar1 modiilasyonu ile ndropatik agrinin aktive
oldugu diistiniilmektedir (Smith, 2020, s. 1).

Baz1 c¢alismalarda, HI1 reseptorlerinin histamin tarafindan aktivasyonunun,

histamine bagl kasintiya katkida bulunan DRG noéronlarindaki Protein kinaz C yoluyla
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Navl.7 kanallarin1 duyarli hale getirdigini gostermektedir. Bunun yaninda, histamin,
DRG noronlarinda TTX-S Na" akimlarinin aktivasyon voltajini hiperpolarize membran
potansiyellerini arttirmis, ama inaktivasyonunda etkisi olmadigi goriilmiis, TTX-R Na*
akimlarinin da aktivasyonu veya inaktivasyonunda oOnemli bir etki gostermedigi
goriilmistiir (Li vd., 2022, s. 702).

Sinir hasari, DKG hiicre govdeleri de dahil periferik ve merkezi sinir sisteminin
uzak bolgelerine yayilan aktiviteyi igermektedir (Zimmermann, 2001, s. 23). Noropatik
veya periferik sinir yaralanmasinin ardindan periferik sinir duyarliliginin ve agrinin
baslangicinda ve devaminda, anormal spontan aktiviteden kaynaklandigi ve bununda
DKG ve sinir aksonlarindan kaynaklandig: diigiiniilmektedir (Abdulla ve Smith, 2001, s.
644; Park vd., 2003, s. 256; Smith, 2020 s. 3). DKG noronlarinda yapilan bazi ¢aligmalar,
agrida artan DKG duyarliliginin roliinii desteklemektedir. Ayrica HCN kanallar1 ayrica
sinir yaralanmasini takiben artan aktivite gosterir (Chaplan vd.,2003, s. 1169; Smith, 2020
s. 9). Bunun yaninda periferik néropatik agrinin kismen DKG noronlarimin anormal agiri
uyarilabilirliginden kaynaklandigi bilinmektedir. Bunun da HCN kanallarinin
ekspresyonu ve/veya islevindeki degisiklikleri ile ndronun istirahat zar potansiyelinin
yakininda aktif olan ve zar potansiyelini aksiyon potansiyeli liretim esigine dogru
depolarize eden uyarici akim ile olabilecegi diisiiniilmektedir (Smith vd., 2015, s. 90).
HCN kanallarinin agn sinyalizasyonundaki roliiyle uyumlu olarak, HCN blokerlerinin
hem inflamatuar hem de noropatik agri modellerinde mekanik allodiniyi inhibe etmesi,
bu kanallarin agri modelinde etkinligini diisiindiirmektedir (Matsuyoshi vd., 2006, s. 120;
Waxman ve Zamponi, 2014, s. 160; Weng vd., 2012, s. 912).

Siyatik sinirin kronik daralmasi sonucu DKG voltaj kapili potasyum kanali o
genlerinin agagi regiile edildigi bulunmustur (Park vd., 2003, s. 256). Aksotomize edilmis
DKG noronlarinda toplam K™ akiminin distiigii bildirilmistir ((Abdulla ve Smith, 2001,
s. 655; Park vd., 2003, s. 258). K" kanallarinin agilmasi ile hiperpolarizasyon veya
membran potansiyelinin stabilizasyonu olustugu ve noropatik agriy1 indiikleyen ektopik
desarjlarin olusumunun engelledigi goriilmiistiir (Zimmermann, 2001, s. 27). Duyusal
noronlardaki K" kanali iletiminin, periferik sinir terminallerinde AP baglatmasini
Onleyerek, akson boyunca iletim dogrulugunu azaltarak veya merkezi terminallerde
norotransmiter salimmmini1 sinirlayarak periferal uyarilabilirligi inhibe ettigi varsayilir.
Kronik agri durumlarinda K" kanallari, DKG gelisen spontan aktiviteyi

engelleyebilmektedir. K™ kanallarin agilmasinin, igeri dogru iyon iletkenligine karsi
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koyan ve dolayistyla noronal uyarilabilirligi sinirlayan plazma zar1 boyunca hiperpolarize
edici bir K" akigin1 kolaylagtirtigi goriilmiistiir (Tsantoulas ve McMahon, 2014, s. 147).
Bazi agr1 modellerinde ve diyabetik noropatik agri modelinde, K" akimlarinin asagi
regiile oldugu goriilmiistiir. Tiim bunlardan dolayi, agriya terapotik bir miidahale olarak
voltaj kapili potasyum kanal acicilarin kullanilmasi potansiyel hedef olarak
diisiiniilmektedir (Kuo vd., 2017, s. 4403; Waxman ve Zamponi, 2014, s. 157).

Yapilan ¢alismalarda, noéropatik agri  ile baglantili  mekanizmalarin
diizenlenmesinde histamin reseptdrleri aracilifiyla hareket eden histaminin 6nemini
vurgulamaktadir. Kalic1 néropatik agrida DKG’nin aktif rolii tespit edilmis ve analjezik
etkileri ve metabolik stabiliteleri agisindan, noéropatik agrinin tedavisi i¢in histamin
reseptor antagonistlerinin kullanimi 6nerilmistir (Obara vd., 2020, s. 594)

Medial vestibular c¢ekirdek noronlarinda tiim-hiicre patch clamp teknigi ile,
histamin reseptorlerinin aktivasyonu ile indiiklenen HCN kanal iliskili eksitabilite artig
rapor edilmistir (Zhang vd., 2013, s. 156). Serebellar ¢ekirdeklerde histamin reseptorleri
ile eslesmis HCN kanallar1 aracili aktivasyonu gosteren veriler de literature sunulmustur
(Zhang vd., 2016, s. 1399). Histaminin lateral vestibiiler ¢ekirdegin noronal
uyarilabilirligini ve duyarliligini arttirdigit ve H2 reseptoriine bagli HCN kanali
aktivasyonu yoluyla motor davraniglari tesvik ettigi 6ne stiriilmiistiir (Li vd., 2017, s. 11).
Literatiirdeki bu bulgular, histamin reseptorii H2 ile HCN kanallar1 arasinda aktivasyon
ile ilgili pozitif bir korelasyon oldugunu gdsterir niteliktedir (Yu vd., 2016, s. 185).

DRG noronlart ile HCN kanallar1 arasindaki iliskide ise, HCN aktivitesinde
azalmanin agri iletiminde azalma ile sonuglandigina dair raporlar bulunmaktadir.

Membran potansiyelinin hiperpolarizasyonu HCN kanallarini aktive etmektedir. Bu
calismada uygulanan protokol ile HCN kanallarinin aktive edildigi voltaj degerlerinde
histamin etkisi incelenmis ve akimlarda azalmaya neden oldugu bulunmustur. HCN
kanallar1 agr tedavisinde terapotik hedef olarak gosterilmektedir. Sinir hasarini takiben
DKG néronlarinda HCN kanallariin upregiile oldugu ve kronik agriya karst HCN bloker
stratejisi ile noropatik agrinin tersine ¢evrildigi bildirilmistir. Bu kanallarin inhibisyonu,
agr1 iletiminde azalmaya yonelik sonuglar ortaya koymaktadir (Ramirez vd., 2018. s. 10;
Wang vd., 2012, s. 523). HCN blokajimnin ndropatik agrida umut veren bir yaklagim
sagladigi belirtilmistir (Tanguay, Callahan, D'Avanzo, 2019. s. 1). Nosisepsiyonda yer
alan HCN kanal izoformlarina kars1 seciciligi olan kii¢iik molekiillerin mevcudiyeti,

kronik agriya kars1 glivenli ve etkili bir stratejiyi temsil edebilir (Dini vd., 2018, s. 12).
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Calismamizda da, histaminin DKG noron hiicrelerinde K* tepe akimi {izerine
etkilerine bakilmis, 10 mV'lik artiglarla -60 mV ila +60 mV arasinda degisen potansiyelde
degisikliklere maruz birakilmis, elde edilen akim sonuglarinda standart kontrol
maddesine gore anlamli bir degisiklik olmadig1 tespit edilmistir.

Ayrica, tiim hiicre akimi voltaj-clamp yontemiyle kaydedildi, 100 uM histamin
uygulanarak -40 ila -130 mV arasindaki hiperpolarize voltaj basamaklar1 ve -70 mV'de
tutma potansiyeli iizerindeki etkileri incelenmis ve analiz edilmistir. Histaminin,
hiperpolarize voltaj araliklarinda akimda azalma ve DKG noronlarinda bir uyarilabilirlik

inhibisyonuna neden oldugu goriilmiistiir.
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5.SONUC

Yaptigimiz ¢alismada histaminin K" tepe akimlari lizerine etkisine bakilmus, elde
ettigimiz sonuglara gore, histaminin DKG’larinda HCN kanallarina patch-clamp
yontemiyle uygulamasina ragmen anlamli bir etkisi olmamis, disa yonelik akim
sonuglarint  degistirmemis, etkisiz bulunmustur. Histaminin DKG’larinda diger
kanallarda etkili olmasina ragmen K* akimlarina herhangi bir etki yapmamasi, kemirgen
ve hDKG ndronlar1 arasindaki fizyolojik, fonksiyonel ve yapisal farkliliklardan
kaynaklanabilecegi disiiniilebilir. hDKG ndronlarmin  kemirgen c¢alismalarinda
kullanilan dogrudan uygulanan kimyasal uyaranlara duyarlilig1 konusunda da kanitlarin

yetersiz olmasi nedeniyle farkli caligmalar yapilabilir.

Bunun yaninda, tiim hiicre akimi voltaj-clamp yoOntemiyle histaminin HCN
kanallar1 tlizerine etkileri arastirllmis ve bu calismada gostermis oldugumuz gibi,
hiperpolarize voltaj araliklarinda akimda azalma goriilmiistiir. Bu sonugta bize, DKG
noronlarinda bir uyarilabilirlik inhibisyonuna isaret etmektedir. Histamin iliskili agri
iletimine tedavi edici yaklasimlarda bu yolagin degerlendirilmesi s6z konusu olabilir.
Literatiirde daha once rapor edilmis olan, HCN kanallar1 ve aktivite arasindaki pozitif
iliskinin bu ¢alismada DKG ndronlari tizerinde zit yonde tespit edilmesi, ileri molekiiler
calismalar ile elde edilecek veriler ile tartigilacaktir. Hangi histamin reseptoriiniin siirecte
rol aldiginin belirlenmesi, n sayisinin arttiritlmasi, patoloji varliginda olusan degisimler
gibi deneysel dizaynlarin da eklenmesi ile ileri ¢aligmalarda daha ayrintili ve kapsamli

verilerin sunulmasi planlanmaktadir.

Ayrica, elde ettigimiz verileden hareketle, histaminin, patolojik durumlar sz
konusu olmadigi durumlarda, periferik iletimin temel diizeylerinden biri olan DKG
noronlart tizerinde herhangi bir etkiye sahip olmadigi veya daha az etkili oldugu
diisiiniilebilir. Bunlardan dolayi, histamin ile ¢esitli agr1 modellerinde (inflamatuvar,
noropatik, vs.) olan hayvan modellerinde, histaminin etkili olup olmayacagini belirlemek

icin daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.
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