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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Neurobiologie

Das Zentralnervensystem (ZNS) ist eines der wenigen lebenswichtigen
Organsysteme, dem nozizeptive  Strukturen flir eine eigene
Schmerzwahrnehmung fehlen. Die sensorische Innervation der Meningen
und der groRRen intracerebralen Arterien Ubernimmt die Aufgabe der

Nozizeption fur das ZNS.

Die Dura mater bildet die aufRerste der drei Hirnhaute, die das ZNS
umschlielen. Sie hat eine derbe, gefallarme und fibrinése Struktur. Die
Dura mater encephali ist an den in die Schadelhdhle vorspringenden
Knochenleisten und an der Sella turcica mit dem Periost des Schadels

verbunden.

Die extracerebral liegende Dura mater encephali schitzt das Cerebrum vor
noxischen Reizen. Priméare Afferenzen der Dura registrieren aber selbst
noxische (schmerzhafte thermische, chemische und mechanische) Reize.
Diese Afferenzen sind sensible pseudounipolare Neurone mit Zellkorpern im
Ganglion trigeminale. Der nozizeptive Input wird Uber das ipsilaterale
Ganglion trigeminale an Neurone hoherer Ordnung im spinalen trigeminalen

Kern des Hirnstamms weitergeleitet (Edvinsson and Uddman, 2005).

Der Nervus trigeminus, der V. Hirnnerv, spaltet sich im Ganglion trigeminale
in drei Hauptaste auf: den Nervus ophthalmicus, den Nervus maxillaris und
den Nervus mandibularis. Beim Austritt aus dem Ganglion geben alle drei
Nerven sensorische Aste (Rami meningei) an die Dura mater ab. Der
Ramus meningeus des Nervus mandibularis verlauft durch das Foramen
spinosum zur Arteria meningea media. Dieser Nervenast wird beim

Menschen als Nervus spinosus bezeichnet. Caudal verlauft der Anteil des
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Nervus ophthalmicus zum Tentorium cerebelli. Uber eine Abzweigung des

Nervus nasociliaris wird der rostrale Anteil der Dura mater versorgt.

Abbildung 1. Schema eines Rattenhalbschédels in medianer Ansicht mit
den, fir den Versuchsaufbau wichtigen anatomischen Strukturen. Das
Schadeldach zeigt zur Bildunterseite. Der in den Versuchen abgeleitete
Nervenast entspringt dem Ramus meningeus des Nervus mandibularis.
Punkt 1 markiert den Verlauf des sensiblen Astes, Punkt2 die freie
Nervenendigung und Punkt 3 die elektrophysiologische Ableitungsstelle.
Hier wurde der Nervenast vom Hauptnerv abgetrennt.

Die gesamte sensorische intracranielle Innervation mit den zugehdrigen
GefalRen wird als Trigemino-Vaskulares System (TVS) bezeichnet. Eine der
Hauptaufgaben des TVS scheint die Registrierung und Kontrolle des
cerebralen und meningealen Blutflusses zu sein, woran die sensiblen
Fasern mit ihren Neuropeptiden wie Calcitonin Gene-Related Peptide
(CGRP) und Substanz P beteiligt sind. Diese Neuropeptide werden auch

freigesetzt, wenn die Nerven durch noxische Reize stimuliert werden.

2
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Die trigeminalen Afferenzen sind Gberwiegend unmyelinisierte C-Fasern und
schwach myelinisierte As-Fasern (Goadsby, 2005). C-Fasern haben
Durchmesser kleiner als 2 ym und Leitungsgeschwindigkeiten von weniger
als 2 m/s. Sie vermitteln im Allgemeinen den dumpfen, schwer
lokalisierbaren Schmerz. As-Fasern haben Durchmesser von etwa 2 bis 5
Mm und Leitungsgeschwindigkeiten von 2 bis 30 m/s. Ihnen wird der helle,
deutlich lokalisierbare Schmerz zugeschrieben. Bei intracraniellen
Afferenzen, die fir den Kopfschmerz verantwortlich gemacht werden, ist

diese Zuordnung bisher unklar.

1.2 Eigenschaften primarer Afferenzen der Meningen

Schmerz ist die einzige Sinneswahrnehmung, die durch Stimulation der
intracranialen Meningen ausgelost werden kann und zwar unabhéngig von
der Art des Stimulus. Zu dieser Erkenntnis kamen Ray und Wolff im Jahr
1940, als sie bei Hirnoperationen intraoperativ an wachen Probanden unter
Lokalanasthesie die Dura mater encephali und die umliegenden groReren
GefalRe mechanisch und elektrisch stimulierten und die Patienten dabei

ausschlie3lich schmerzhafte Empfindungen angaben (Ray and Wolff, 1940).

Eine wichtige Frage ist, ob durale Afferenzen ahnliche Eigenschaften haben
wie polymodale Nozizeptoren, wie sie z.B. in der Haut vorkommen.
Polymodale Sinnesrezeptoren werden durch mindestens zwei Stimuli
unterschiedlicher Modalitat (z.B. mechanisch und thermisch) aktiviert. Eine
charakteristische Eigenschaft von Nozizeptoren ist die Sensibilitat fur
schmerzhafte chemische Substanzen, unter anderem fir endogene
Mediatoren, die im Falle von Gewebeverletzungen und Entziindungen

freigesetzt werden (Strassman and Levy, 2006).

Zwei tierexperimentelle Veroffentlichungen aus den Jahren 1996 und 1997

geben weiteren Aufschluss Uber die Eigenschaften primarer Afferenzen der
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Meningen. Strassman und Burstein (1996) untersuchten in einem in-vivo
Modell durch extrazellulare Ableitungen an der Ratte die sensorischen
Eigenschaften von Zellen des Ganglion trigeminale, die die cranialen
Meningen afferent versorgen. Sie fanden durch elektrische Stimulation der
freigelegten parietalen Dura mater Neurone, deren Axone den As- und C-
Fasern zugeordnet wurden. Es wurden mechanische sowie chemische
Reize getestet: hypertone Kochsalzlésung (KCI, 400 mM),
Natriumchloridlosung (NaCl, 150 mM), pH-neutrale Pufferlosung mit
niedriger Osmolaritat und eine Lésung aus inflammatorischen Substanzen
(Histamin, Serotonin, Bradykinin und Prostaglandin E,) mit einem pH - Wert
von 5. Diese Untersuchungen zeigten, dass 73,3% der Neurone
mechanosensitiv waren und etwa die Halfte (46,67%) durch mehrere Stimuli
aktiviert wurden, also polymodal waren. AufRRerdem untersuchten die
Autoren erstmals die chemisch induzierte Sensibilisierung der primaren
Afferenzen fur mechanische Stimuli. Die Antwort auf den mechanischen
Reiz war nach Applikation der inflammatorischen Losung signifikant hoher
als vorher. Eine von zwei Fasern zeigte einen Wechsel von
mechanoinsensitiv zu mechanosensitiv nach dem chemischen Reiz. Damit
wurde bestétigt, dass es eine chemisch induzierte Sensibilisierung fir
mechanische Stimuli bei meningealen Afferenzen gibt. Diese gesteigerte
Mechanosensitivitdt konnte im Zusammenhang mit den Kopfschmerzen bei
Meningitis oder Migrane stehen, denn bei solchen Zustanden fuhren an sich
harmlose Aktivitaten, die den intracranialen Druck erhdhen oder zu einer
Anderung der Hamodynamik fiihren, wie zum Beispiel Husten, Atem
Anhalten und plotzliche Kopfbewegungen, zu einer Verstarkung der

Kopfschmerzen (Strassman et al., 1996).

Mit einer in-vivo Ableitung von Filamenten des Nervus nasociliaris beim
Meerschweinchen untersuchten Bove und Moskowitz (1997) intracraniale
trigeminale Afferenzen, die die Dura mater der vorderen Schédelgrube

innervieren. Die Fasern wurden durch ihre Antworten auf mechanische
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Stimuli der freigelegten Dura mater aufgesucht und anhand von
mechanischen, thermischen und chemischen Reizen charakterisiert.
Insgesamt wurden 38 Fasern untersucht, die von 14 Tieren stammten. Auch
hier wurden die afferenten Fasern nach ihren Leitungsgeschwindigkeiten
den As-Fasern und C-Fasern zugeordnet. Die Fasern wurden mechanisch
und chemisch (isotone Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (35°C), pH 5,0)
gereizt. Des Weiteren wurden sie mit einer Losung mit inflammatorischen
Mediatoren, mit Capsaicin (10 uM) sowie mit Hitze und Kalte stimuliert. In
47,3% der Félle reagierten die Fasern auf den thermischen, den
chemischen und den mechanischen Reiz.

Aufgrund dieser Ergebnisse kamen die Autoren zu der Feststellung,
dass die meningealen Afferenzen eine relativ homogene Gruppe bilden,
deren Eigenschaften denen der polymodalen Nozizeptoren entsprechen.
Allerdings lagen bei den Afferenzen, die durch Hitze aktiviert werden
konnten, die Schwellenwerte (32,3 bis 42°C) niedriger als bei den

Nozizeptoren der Haut (Bove and Moskowitz, 1997).

In der Haut werden zwei Typen von hitzesensiblen Afferenzen
unterschieden, die nach ihrer Aktivierungsschwelle auf noxische Hitze
klassifiziert wurden. Die Typ llI-Population, die im Bereich von ca. 43°C
aktiviert wird, besteht aus As-Fasern und C-Fasern. 43°C ist auch die
Schmerzschwelle, bei der nicht mehr Warme, sondern (potentiell
gewebeschadigende) Hitze empfunden wird. Des Weiteren existiert eine
Typ I-Subpopulation von As-Fasern, die eine hohe Aktivierungsschwelle
(ca. 52°C) aufweisen (Patapoutian et al., 2003).

Ein Hauptanteil der temperaturempfindlichen Typ IlI-Axone reagiert ebenfalls
auf die Substanz Capsaicin. Capsaicin ist der Inhaltsstoff der scharfen
Chillischoten und fihrt zu einer momentanen Erregung mit
Ubererregbarkeit. Haufig folgt darauf eine Unerregbarkeit der Nervenzelle

fir weitere mechanische, elektrische oder chemische Reize. Diese



Einleitung

Erregung wird Uber die Aktivierung der TRPV1-Kanéle vermittelt. TRPV1
steht fur transient receptor potential vanniloid Typl. Dies ist ein
unspezifischer Kationenkanal, der eine starke Sensitivitdt flir hohe
Temperaturen aufweist. Der TRPV1-Kanal ist damit in erster Linie fur die
Sensitivitdt der Afferenzen fir noxische Hitze (> 42°C) verantwortlich
(Patapoutian et al., 2003).

1.3 Neuropeptid Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP)

Nozizeptoren kdnnen neben der afferenten Funktion aus ihren peripheren
und zentralen Endigungen Neuropeptide freisetzen. Diese kurzkettigen
Peptide, nach ihrer Funktion auch Neuromodulatoren genannt, sind
Botensubstanzen. Sie sind vasoaktiv und wirken daneben maoglicherweise
auch parakrin oder autokrin auf afferente Fasern. Sie koexistieren mit
klassischen Neurotransmittern, zum Beispiel mit L-Glutamat, wobei im
Gegensatz zu diesen die Effekte der Neuropeptide eine lange Zeitkonstante
bis in den Minutenbereich haben. Im afferenten (nozizeptiven)
Nervensystem gehdren zu diesen Neuropeptiden Substanz P, Neurokinin A
und Calcitonin Gene-Related Peptide (Edvinsson, 2004). CGRP kommt
haufig kolokalisiert mit Substanz P in den primaren duralen Afferenzen vor
(Wimalawansa, 1996).

CGRP ist ein Peptid aus 37 Aminosauren und wird der Calcitonin-Familie
zugeordnet. Zu dieser gehéren neben CGRP auch Calcitonin,
Adrenomedullin (1 + 2) und Amylin (Poyner et al., 2002). Rosenfeld fand
1983 in Nervengewebe eine mRNA, die durch alternatives Splei3en der
RNA aus dem Calcitonin-Gen entsteht, und deren Endprodukt deshalb als
CGRP bezeichnet wurde (Rosenfeld et al., 1983). Diese alternativ
gespleilte  mRNA findet man haufig im zentralen und peripheren
Nervensystem, wahrend die mRNA von Calcitonin hauptséchlich in den C-

Zellen der Schilddriise exprimiert wird (Amara et al., 1982). Es existieren
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eine a-Form und eine B-Form des Peptids, wobei das B-CGRP nicht vom
Calcitonin-Gen stammt. Die Unterschiede zwischen den Formen bestehen
in kleinen Abweichungen der Aminosduresequenz. Zum Beispiel
unterscheidet sich das a-CGRP der Ratte in nur einer Aminosaure vom [3-
CGRP der Ratte (Wimalawansa, 1996). In somatosensorischen Nerven
kommt hauptsachlich a-CGRP vor, wahrend im enterischen Nervensystem
vorwiegend B-CGRP gefunden wird (Arulmani et al., 2004). In der cranialen
Dura mater der Katze und der Ratte wurden ca. 20% CGRP-

immunoreaktive Fasern gefunden (Messlinger et al., 1993).

a-CGRP (Ratte): Ser-Cys-Asn-Thr-Ala-Thr-Cys-Val-Thr-His-Arg-Leu-
Ala-Gly-Leu-Leu-Ser-Arg-Ser-Gly-Gly-Val-Val-Lys-Asp-Asn-Phe-Val-
Pro-Thr-Asn-Val-Gly-Ser-Glu-Ala-Phe-NH2

Abbildung 2: Aminsosauresequenz des a-CGRP Molekils

CGRP moduliert physiologische Prozesse. Es hat z.B. Einfluss auf den
coronaren Blutfluss und die mikrovaskulare Permeabilitat. Eine
Hauptwirkung aller CGRP-Molekile ist die langanhaltende, starke
Vasodilatation von Arterien und Venen. Ein Grofdteil der CGRP
enthaltenden sensiblen Afferenzen in der Dura mater encephali verlauft mit
groReren BlutgefalRen. Ultrastrukturelle Untersuchungen zeigten, dass die
freien Nervenendigungen dieser Neurone oftmals in der Umgebung von
grélBeren und Kkleineren Arterien liegen (Messlinger et al.,, 1993). Alle
Nervenfasern, die CGRP enthalten, gehéren zu den C- und As-Fasern.
Stimulation des Ganglion trigeminale oder der trigeminalen Nerven mit
antidromer Erregung fuhrt zur Freisetzung von CGRP, das im vendsen Blut

der Probanden nachgewiesen werden konnte (Edvinsson, 2004).
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Die Rezeptoren der Calcitonin-Familie gehéren zu den G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren und bestehen aus mehreren Untereinheiten, die
die Selektivitat der Rezeptoren bewirken. Es gibt drei Komponenten bei
dieser Rezeptorfamilie, die fiur die Funktionsfahigkeit wichtig sind. Der
calcitonin-receptor (CTR) oder der calcitonin-receptor-like receptor (CRLR
oder CL) bildet die Grundstruktur des Heteromers. Dazu kommen die
receptor activity-modifying proteins, die sogenannten RAMPs. Die dritte
bedeutsame Komponente bildet das receptor component protein (RCP).
Jeder Komponente obliegen andere Aufgaben. Die RAMPs sind
Signalpeptide und fur die Spezifitat des Rezeptors zustandig (McLatchie et
al., 1998). Einzige Ausnahme ist hier der CTR, der Calcitonin ohne die
RAMP Komponente bindet (Muff et al., 1999). Zusammen mit RAMP 1, 2
oder 3 bildet der CTR Amylin-Rezeptoren. Wird CL mit RAMP-1
coexprimiert, dann bildet sich der CGRP;-Rezeptor aus. Kombiniert mit
RAMP-2 oder RAMP-3 entsteht der Adrenomedullin-Rezeptor (Poyner et al.,
2002). Das RCP-Polypeptid ist fur die  Aktivierung der
Signaltransduktionskette des G-Proteins mit der Adenylatcyclase zustandig
(Arulmani et al., 2004).
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Abbildung 3: Rezeptoraufbau des G-Protein-gekoppelten CGRP;-
Rezeptors: CRLR / CL: calcitonin-receptor-like receptor, RAMP 1: receptor
activity-modifying protein 1, RCP:receptor component protein, AC:
Adenylatcyclase. Wirkung von CGRP Uber Bindung an die CLRL
Komponente, Signalweiterleitung Uber das G-Protein auf die
Adenylatcyclase und die Bildung von cAMP (Vater, 2004).

Bis zur Aufklarung der molekularen Struktur der CGRP-Rezeptoren wurden
die CGRP-Rezeptoren in zwei Klassen unterteilt. Diese Einteilung basierte
auf der antagonisierenden Wirkung des Rezeptorantagonisten CGRPg37
und der agonistischen Aktivierung des Rezeptors durch ein analoges CGRP
Molekill. Die Klasse der CGRP;-Rezeptoren ist sensitiver flir CGRPg.3;
(pA; >7) und das Analogon (Cys(ACM)*')ha-CGRP hat eine geringere
Affinitat fur diese Rezeptoren Es kdnnte sich hier um einen selektiven
CGRP,-Rezeptor Agonisten handeln (Dennis et al.,, 1989). Die genauen
Komponenten des CGRP,-Rezeptors konnten noch nicht identifiziert
werden. Es existieren jedoch verschiedene Theorien Uber den Ursprung

dieser CGRP,-Rezeptoren, so konnte es sich auch um verschiedenste
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Rezeptoren handeln, die eine geringe Affinitat fir CGRP aufweisen (Poyner
et al, 2002, Hay et al, 2007).

Experimente bei Migranepatienten zeigten, dass intravendse Infusionen von
CGRP uber 20 Minuten prolongierte Kopfschmerzen und Migréaneanfalle
auslosen konnen (Lassen et al., 2002). Goadsby und Edvinsson (1990)
fanden einen Anstieg der CGRP-Werte im vendsen Blut der Venae jugularis
und cubita bei Patienten wahrend eines Migraneanfalls (Goadsby et al.,
1990). In kdrzlich verdffentlichten Untersuchungen wurde allerdings
bezweifelt, dass es zu dieser Erhéhung kommt, da die
Untersuchungsergebnisse nicht bestatigt werden konnten (Tvedskov et al.,
2005). Jedoch gibt es einen neuen bekraftigenden Hinweis, der fur die enge
Beziehung zwischen CGRP-Wirkung und Migraneschmerz spricht:
Hochaffine CGRP-Rezeptorantagonisten wie die neue Substanz
BIBN4096BS sind bis zu sechs Stunden nach der Gabe bei Migraneanfallen

therapeutisch wirksam (Olesen et al., 2004).

1.4 In-vitro Modelle in der Elektrophysiologie

Das superfundierte Haut-Nervenpraparat der Ratte ist ein lange etabliertes
Praparat fur elektrophysiologische Ableitungen von afferenten Nervenfasern
der Haut. Der Nervus saphenus und ein Stick der innervierten
Hinterpfotenhaut werden dabei in einer speziellen Kammer mit der
Coriumseite nach oben aufgespannt und mit synthetischer interstitieller
Losung (SIF) (Bretag, 1969) uberspult. Das proximale Nervenende wird mit
Paraffindl bedeckt und in einzelne Filamente aufgetrennt, bis
Einzelfaseraktivitdt abgeleitet werden kann. Um das rezeptive Feld der
Nervenfasern isoliert chemisch zu reizen, wird ein Metallring auf den
entsprechenden Hautbezirk gesetzt und die Superfusionslosung im
abgegrenzten Raum durch Testflussigkeit ersetzt (Reeh, 1986), (Kress et
al., 1992).

10



Einleitung

Ein weiteres in-vitro Praparat, um die Mechanismen zur Entstehung von
visceralem Schmerz zu untersuchen, wurde in Anlehnung an das oben
beschriebene Haut-Nerven-Praparat an der Kaninchenpleura entwickelt.
Dabei wurde die parietale Pleura mit dem Nervus phrenicus und dem
bindegewebigen Zentrum des Diaphragmas entnommen, in einem
Gewebebad eingespannt und der Nerv in Einzelflamente aufgetrennt,
welche zur Ableitung von Potentialen auf eine Metallelktrode gelegt wurden.
Zur gezielten Applikation von thermischen und chemischen Reizen wurde
ein Metallring auf die rezeptiven Felder in der Pleura gesetzt, um das

applizierte Volumen zu begrenzen (Wedekind, 1997).

Das in dieser Arbeit verwendete in-vitro Praparat zur extrazellularen
Ableitung von Afferenzen der Dura mater bei der Ratte (Schwenger et al.,
2007) wird in den Methoden (3.3) beschrieben.

1.5 »Marking“-Methode aus der Mikroneurographie

Mit der Methode der Mikroneurographie konnen Nervenfasern bei
Probanden oder Patienten elektrophysiologisch untersucht werden. Dazu
wird eine Mikroelektrode in den oberflachlichen Ast eines Nervs, zum
Beispiel des Nervus peroneus am Fibulaképfchen, gestochen, die
Referenzelektrode in die benachbarte Haut. Uber die Ableitelektrode
werden schwache Strompulse abgegeben, um die Elektrodenspitze nahe an
ein Remak-Buindel oder eine Einzelfaser im Nerv zu platzieren. Der Proband
empfindet dann je nach Modalitdt der erregten Nervenfasern taktile oder
noxische Reize. Nun wird tber dieselbe Elektrode die naturliche Aktivitat der
Nervenfasern abgeleitet und im Innervationsgebiet des Nervs durch
elektrische oder mechanische Reize das rezeptive Feld der afferenten
Fasern aufgesucht. Mit einer implantierten Reizelektrode kénnen dann die
Fasern intracutan fur langere Zeit repetitiv stimuliert werden (Weidner et al.,
2000).
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Bei gleichmaRiger, repetitiver elektrischer Reizung zeigen die Nervenfasern
eine konstante Leitungslatenz. Sie ist fUr jede Faser charakteristisch. Wird
die Aktivitdt durch natirliche oder elektrische Reize verstarkt, leiten die
Fasern langsamer, was durch eine erhthte Leitungslatenz sichtbar wird
(Schmidt et al., 2002). Die Leitungsgeschwindigkeit ist dabei abhangig von
der vorausgegangenen Aktivitdt. Dieses Phénomen wird bei der
sogenannten ,Marking“-Technik zur Untersuchung der abgeleiteten
Nervenfasern angewandt, indem man die Latenz der Faser verfolgt,
wahrend sie mit niedriger Frequenz (meist 1-2 Hz) repetitiv elektrisch
stimuliert wird. Der Zeitverlauf der Latenz nach dem elektrischen Stimulus
wird in einem gesonderten Fenster auf dem Bildschirm dargestellt und in
Echtzeit verfolgt (Schmelz et al., 2003). Somit wird jede Latenzé&nderung
aufgrund von Aktivitat oder anderen Einflissen, zum Beispiel erhdhte
Temperatur, beobachtet und aufgezeichnet. Bei zunehmenden
Latenzanderungen unter Aktivitat (Verlangsamung der
Leitungsgeschwindigkeit) spricht man von Slowing, wé&hrend man bei
Latenzzeitverkirzung unter Aktivitat (Erhéhung der
Leitungsgeschwindigkeit) von Speeding spricht.

Diese Technik ermoglicht eine kontinuierliche Beobachtung von
Nervenfasern, die Uber mehrere Stunden abgeleitet werden kdnnen. Bei
Mehrfaserableitungen kénnen einzelne Fasern durch die Leitungslatenz
eindeutig voneinander getrennt werden. Afferente Fasern, die nicht
mechanisch sensitiv sind, konnen dabei ebenso erfasst werden wie
sympathische Efferenzen, welche =zufalig in dem abgeleiteten

Nervenfaserbiindel laufen (Schmelz et al., 1995).
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Abbildung 4: A: Elektrophysiologische Ableitung einer Faser und
Darstellung im horizontalen Verlauf mit Reizimpuls (dicker Pfeil) und
Reizantwort (dunner Pfeil). B: Der vergrol3erte Abschnitt zeigt den
Latenzverlauf des Aktionspotentials, dargestellt mit der Marking-Technik,
vertikaler Zeitverlauf.

1.6 Aktivitatsinduzierte Verlangsamung der
Leitungsgeschwindigkeit (Slowing)

Das Slowing wird auch genutzt, um aktivitatsinduzierte
Leitungseigenschaften der abgeleiteten Nervenfasern genauer zu
beschreiben. Dazu wird ebenfalls repetitiv elektrisch gereizt, und zwar mit
einer hoheren Frequenz als bei der Marking-Technik (Bereich 2-10 Hz), und
das Verhalten der Latenz aufgezeichnet. Mit jedem auf den Reizimpuls
antwortenden Aktionspotential wird die Laufzeit der Aktionspotentiale weiter
verzogert, so dass sich die Leitungsgeschwindigkeit verlangsamt. Dies setzt
sich bis zu einem Maximalwert (Plateau) fort. Wird die Reizfrequenz

erniedrigt, beschleunigt sich die Leitungsgeschwindigkeit wieder. Dieses
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Phanomen ist besonders typisch fur Neuronen mit unmyelinisierten Axonen
(Thalhammer et al., 1994).

Campero et al. zeigten 2004, dass humane sympatische Fasern
anhand ihres charakteristischen Slowingprofils (bei 2 Hz fir 180 Sek) von
afferenten C-Fasern zu unterscheiden sind. Die efferenten Fasern zeigen
auBerdem typischerweise eine hohe Spontanaktivitdt. Anhand ihrer
Ergebnisse zeigten sie, dass dieses elektrophysiologische Kriterium zur
Identifikation von sympatischen Fasern verwendet werden kann (Campero
et al., 2004).

Abbildung 5: Beispiel eines Latenzverlaufes einer Nervenfaser unter
elektrischer Stimulation der Faser fur 180 Sekunden mit 2 Hertz und
anschlieender Stimulation fur 300 Sekunden bei 0,5 Hertz. Der zeitliche
Verlauf wird auf der X-Achse abgebildet. Unter elektrischer Reizung mit
2 Hz verlangert sich die Latenzzeit der Faser (Y-Achse, normalisiert). Wird
die Reizfrequenz reduziert, kehrt die Latenz zum Ursprungswert zurick.
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Die aktivitatsabhangige Anderung der Leitungsgeschwindigkeit wird
klassischerweise der Nachhyperpolarisation der axonalen Membran
zugeschrieben, die durch eine verstarkte Aktivitait der Na'-K'-ATPase
verursacht werden konnte (Weidner et al., 2000). Die Na'-K'-ATPase
transportiert Natriumionen aus der Zelle und Kaliumionen in die Zelle. Durch
die schnell aufeinander folgenden Aktionspotentiale wirde das intrazelluléare
Natrium ansteigen und die Aktivitat der Na'-K'-ATPase erhohen. Die
Axonmembran wirde hyperpolarisieren. Die dadurch bendétigte Ladung und
damit die Zeit, die notig wéare, um ein weiteres Aktionspotential auslosen zu
kénnen, wirde ansteigen. Somit kame es zu der Verlangsamung der
Leitungsgeschwindigkeit (Slowing).

Eine kurzlich veroffentlichte Publikation unserer Arbeitsgruppe zeigt
dagegen, dass die Hyperpolarisation nicht die Ursache sein kann (de Col et
al., 2008). Durch die Substanz Ouabain (Gift der Pflanze Strophanthus
gratus) wurde die Na'-K*-ATPase blockiert und somit die Hyperpolarisation
vermindert. Ware die Hyperpolarisation die direkte Ursache fir die
Verlangsamung der Leitungsgeschwindigkeit, dann ware unter Ouabain zu
erwarten, dass der Maximalwert des Slowing wahrend der repetitiven
Stimulation reduziert ist. Es kommt jedoch zu einer Verstarkung des
Slowing, d.h. die Leitungslatenz erreicht einen deutlich hdheren
Maximalwert.

Wahrend repetitiver Aktivitat hyperpolarisiert die
Nervenfasermembran. Diese Anderungen beeinflussen den Zustand, in
dem sich die spannungsabh&ngigen Na’-Kanile befinden. Wahrend des
Aktionspotentials kommt es zu einer Konformationsdnderung der Kandle.
Sie gehen von ,geschlossen-aktivierbar” Gber ,offen-aktiviert” in den kurzen
Zustand ~geschlossen-inaktiviert* uber, was weitgehend die
Refraktarperiode einer Nervenfaser bedingt. Neben dem kurzen
geschlossen-inaktivierten Zustand (im Bereich von Millisekunden) gibt es

allerdings einen zweiten mit langer Zeitkonstante (im Sekundenbereich),
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den sog. ,langsamen inaktiven Zustand“, d.h. ein Teil der Natriumkanale
bleibt langer inaktiviert (Ogata and Tatebayashi, 1992).

Gesteigerte Aktivitat (hohere Aktionspotentialfrequenz) sorgt dafr,
dass die Anzahl der Kanéle, die in den langsamen inaktiven Zustand
Ubergehen, erhdht wird. Die unter Aktivitat entstehende Hyperpolarisation
verkiirzt andererseits die Zeit, in der die Kanale im inaktivierten Zustand
sind. Ouabain blockiert die Na'™-K'-ATPase und hemmt die
Hyperpolarisation. Dadurch verlangert sich der inaktive Zustand der Kanéle
und es stehen beim n&chsten Reiz weniger Kanale zur Verfigung. Somit
musste sich die Leitungsgeschwindigkeit verlangsamen, was tatsachlich der
Fall ist. Demnach ist es in erster Linie die Verfugbarkeit der aktivierbaren
Na’-Kanale, die die axonale Leitungsgeschwindigkeit bestimmt (de Col et
al., 2008).
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1.7 Aufgabenstellung

Das sensorische Neuropeptid Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP)
wird von einem grof3en Teil der afferenten Neurone exprimiert, welche
intrakranielle Strukturen wie die Dura mater encephali und Hirngefal3e
innervieren. Es ist bekannt, dass noxische Reizung dieser Strukturen
Kopfschmerzen verursacht. Die dafur verantwortlichen nozizeptiven
Afferenzen verlaufen in einem Ast des Nervus trigeminus und lassen sich im

Dura-Nervenpréaparat ableiten und untersuchen.

Folgende Fragestellungen wurden in den in-vitro Experimenten am

Halbschéadelparaparat der Ratte untersucht:

1. Untersuchung der Eigenschaften trigeminaler Afferenzen der Dura mater
aus einem meningealen Ast (Nervus spinosus) des Nervus trigeminus.
Kann anhand dieser Ableitungsmethode bestétigt werde, dass es sich
um polymodale Afferenzen handelt und welchen Anteil tragen in dieser

Gruppe thermo- und mechanosensitive Fasern?

2. Wirkung des Neuropeptids CGRP auf die Aktivierung trigeminaler
Afferenzen. Hat superfundiertes CGRP Einfluss auf die Spontanaktivitat

der Afferenzen in der Dura mater?

3. Beteiligung von CGRP-Rezeptoren bei der Aktivierung trigeminaler

Afferenzen. Welchen Einfluss hat der Rezeptorantagonist CGRPg 37?
4. Wirkung von CGRP auf die Leitungseigenschaften trigeminaler

Afferenzen. Hat CGRP einen Einfluss auf die aktivitatsinduzierte

Anderung der Leitungsgeschwindigkeit?

17



Einleitung

5. Wird ein Effekt von CGRP auf die Anderung der aktivitatsinduzierten
Leitungsgeschwindigkeit durch andere Substanzen (CGRPg3; und
Glibenclamid) beeinflusst und kann man daraus auf den mdglichen
Mechanismus einer CGRP-Wirkung schlie3en?
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2 Material
2.1 Chemikalien und Losungen

2.1.1 Chemikalien

Chemikalien Bezugsquelle
Agar-Agar Kobe 1 Roth, Karlsruhe
Carbogen (95% O, und 5% CO,) Linde, Wiesbaden
a-CGRP, Ratte Neosystem, Frankreich
CGRP-I g.37, Human Calbiochem, Darmstadt
Capsaicin Sigma, Taufkirchen
Glibenclamid Sigma, Taufkirchen

Synthetische interstitielle L6sung (SIF):

Natriumchlorid (> 99%) Roth, Karlsruhe
Kaliumchlorid (> 99,5%) Roth, Karlsruhe
Magnesiumsulfat-Heptahydrat Roth, Karlsruhe
Natriumhydrogencarbonat

(> 99,5%) Roth, Karlsruhe
Natriumdihydrogenphosphat-

Dihydrat (> 98%) Roth, Karlsruhe
Natrium-Gluconat Roth, Karlsruhe

a-D(+)-Glucose Monohydrat

(> 99,5%) Roth, Karlsruhe
D-(+)-Saccharose (> 99,5%) Roth, Karlsruhe
Calciumchlorid Dihydrat (> 99%) Roth, Karlsruhe

Alle Substanzen wurden als Stammlésungen aufbewahrt und vor jedem
Experiment bis zur bendtigten Konzentration verdinnt. Die Stammldsungen
wurden mit Aqua dest. angesetzt, Ausnahme waren Capsaicin und

Glibenclamid. Hier wurde die Stammlésung mit DMSO angesetzt.
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2.1.2 Losungen

Agar-Agar-Losung (0,54%) zur Gewebeeinbettung. In 10 ml SIF wurden
0,54 g pulverisiertes Agar-Agar eingertihrt und in einem Becherglas auf

einer Heizplatte bis zum Siedepunkt (95°C) erhitzt.

CGRP-Testlosung. Ansatz 1: In 10 ml Aqua dest. wurden 3,806 mg
pulverférmiges CGRP geldst, um eine 10” M Stammldsung herzustellen. Je
230 pl der Stammldésung wurden in ein Eppendorf-Reaktionsgefafl? pipettiert

und bei -20°C tiefgefroren.

Ansatz 2: In 10 ml Aqua dest. wurden 0,381 mg pulverformiges CGRP
gelést und so eine 10° M Stammldésung hergestellt. Die Stammlésung
wurde in Eppendorf-ReaktionsgefaRe mit je 250 pl aufgeteilt und diese

tiefgefroren.

Vor jedem Experiment wurden die Substanzen bei Zimmertemperatur
aufgetaut und die bendtigte Menge in 20 ml SIF pipettiert. Zuvor wurde die
gleiche Menge SIF von der Ldsung abpipettiert, die dann mit dem CGRP

wieder dazu gegeben wurde.

CGRPg37-Testlosung. Zum Herstellen einer 10*M Stamml6ésung wurden in
20 ml SIF 3,13 mg pulverformiges CGRPg.3; geldst. Die Stammlésung wurde
in Eppendorf-Reaktionsgefalie portioniert, tiefgefroren und vor dem Versuch

bei Zimmertemperatur aufgetaut.

CGRPg37/CGRP-Testlésung Fur diese Lésung wurde zuerst eine 10° M
CGRPg.3;-Testlosung hergestellt, in die dann noch 200 ul CGRP 10> M

pipettiert wurde, um eine CGRP-Konzentration von 107 M zu erreichen.

Capsaicin-Testlésung. Eine 10° M Stammlésung wurde 1:1000 verdiinnt,

so dass eine 10® M Testlésung entstand.
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Glibenclamid-Testlésung. Fur die Stammlésung wurden 9,88 mg
Glibenclamid in 2 ml DMSO geldst und in Eppendorf Reaktionsgefal3e zu je
60 ul pipettiert. Diese Cups wurden dann tiefgefroren bei -20°C.

SIF-L6sung zur Gewebesuperfusion. Fir 100 ml SIF Lésung wurden 100
ml entmineralisiertes Wasser mit 0,63 g Natriumchlorid (107,8 mM), 0,023 g
Kaliumchlorid (3,50 mM), 0,017 g Magnesiumsulfat-Heptahydrat (0,69 mM),
0,22 g Natriumhydrogencarbonat (26,20 mM), 0,026 g
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat (1,67 mM), 0,21 g Natrium-Gluconat
(9,64 mM), 0,10 g a-D(+)-Glucose Monohydrat (5,55 mM) und 0,26 g D-(+)-
Saccharose (7,60 mM) mit einem Magnetrihrer vermischt. Die LOsung
wurde fur zur Einstellung des pH-Wertes auf 7,4 mit Carbogen begast.
0,0225 g Calciumchlorid Dihydrat (1,53 mM) wurden der LOsung noch
beigefiigt, auf dem Magnetriihrer geldst und die Losung nochmals mit

Carbogen begast.

2.2 Gerate und Laborbedarf

2.2.1 Elektrophysiologische Versuchsanordnung

Verstarker: Axopatch 200A Axon Intruments, U.S.A
Analog-Digital-Wandler:

Micro 1401UK Cambridge Electronic Design, UK
Temperaturfuhler Eigenbau, Universitat Erlangen
Heiz-/Kaltthermode Eigenbau, Universitat Erlangen
Heizelement Eigenbau, Universitat Erlangen
Schlauchpumpe (OEM Antrieb,

Pumpenkopfe, Schlauche) Watson Marlow, Rommerskirchen

Elektr. Stimulator:

Stimulus Isolator A360 WPI, U.S.A.
Reizelektrode Eigenbau, Universitat Erlangen
Micromanipulator Wagner, Schoffengrund/Wetzlar
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Mikroskop:

MZ FI lll 1.6 PLAN APO 0,63x
Okulare: 10445111 10x/21B
Schlauche

Plexiglaskammer

LED Lampe

2.2.2 Laborbedarf

Reaktionsgefalie:
Standard Reaktionsgefal3e 3810

Becherglaser (20 ml, 50 ml, 75 ml)

Einkanalpipetten
Praparationsbesteck
Glaspipetten: GB 150-8P
Einmalspritzen (2 ml, 5ml, 10ml)

Einmalhandschuhe

2.2.3 Sonstige Geréate

Heizplatte/Magnetrihrer
Wasserdemineralisierungsanlage
pH-Meter

Feinwaage

Puller fir Micropipetten

2.2.4 Software

Microsoft Word
Microsoft Excel

Igor Pro

Leica Microsystems, Wetzlar
Leica Microsystems, Wetzlar
Watson Marlow, Rommerskirchen
Eigenbau, Universitat Erlangen

Eigenbau, Universitat Erlangen

Eppendorf, Hamburg
Schott, Wertheim
Eppendorf, Hamburg
Aesculap, Heidelberg
Science Products, Hofheim
Braun, Melsungen

Hartmann, Heidenheim

Merck, Darmstadt

Millipore, Eschborn

Bioblock Scientific, Frankreich
Sartorius, Gottingen

Sutter Instruments, U.S.A.

Microsoft Corp., U.S.A.
Microsoft Corp., U.S.A.

Wavemetrics, U.S.A.
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Statistica Statsoft, U.S.A.
CorelDraw Corel Corporation
Spike 2 Cambridge Electronic Design, UK
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3 Methoden
3.1 Versuchstiere

Die verwendeten Versuchstiere stammten aus dem Tierstall des Instituts fur
Physiologie und Pathophysiologie der Friedrich-Alexander-Universitat
Erlangen-Nurnberg. Es handelte sich um erwachsene, mannliche
Wistar-Ratten. In  wenigen Fallen wurden weibliche Tiere fur die
Organentnahme verwendet. Das Gewicht der Tiere lag zwischen 220 g und
400 g. Die Tiere wurden nach Geschlecht getrennt in Standardkéfigen
gehalten und mit Futter und Wasser ad libitum versorgt. Art und Anzahl der
Versuchstiere wurden dem Tierschutzbeauftragten der Universitat und der

zustandigen Tierschutzbehorde mitgeteilt.

3.2 Durchfihrung der Schadelpréparation

Die Ratten wurden durch Kohlendioxidinhalation getdtet und danach durch
einen Scherenschlag enthauptet. Das Fell wurde komplett abgezogen, die
Augen entfernt und die Kopf- und Gesichtsmuskeln mit einem Skalpell am
Cranium entlang abgetrennt. Der Arcus zygomaticus sowie die Mandibula
am Caput mandibulae und am Processus coronoideus wurden auf beiden
Seiten im Articulatio temporomandibularis mit einer Knochensplitterzange
durchtrennt und entfernt. Das Palatinum molle wurde mit einer chirurgischen
Pinzette von rostral aus abgezogen. Soweit moglich wurde die Muskulatur

sowie die Schadelfaszie vom Knochen entfernt.

Im né&chsten Schritt wurde mit einem spitzen Skalpell das Neuro- und
Viscerocranium entlang der medianen Suturae capitis durchtrennt. Dabei
wurde das Gehirn mittig geteilt. Das Gehirn und der Hirnstamm wurden mit
Arachnoidea und Pia mater im Subduralspalt mit einem Raspatorium

herausgel6st und die Gehirnnerven mit dem Skalpell durchtrennt.
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Die Schéadelhélften mit der intakten Dura mater wurden in oxygenierter
physiologischer SIF-Losung (pH 7,4) gelagert und wahrend der restlichen
Praparation immer wieder mit dieser befeuchtet. Der Schadel wurde rostral
mit einer Knochenzange gekirzt und der extracranial gelegene Teil des

Nervus trigeminus mit dem Skalpell abgetrennt.

Fiur jeden Versuch wurde eine Hélfte des Schadels verwendet. Die zweite
Halfte wurde bis zur Verwendung am selben Tag in oxygenierter

physiologischer L6ésung gelagert.

Die fur den Versuch verwendete Schadelhalfte wurde mit Hilfe von Agar-
Agar in eine speziell angefertigte Kammer aus Plexiglas eingebettet, in der
sie mit physiologischer Losung Uberspilt werden konnte. Der Agar wurde
dazu bis zum Siedepunkt (95°C) erhitzt und dann flissig in die Kammer
gegeben. Vor dem Erstarren des Agar wurde das Praparat bei einer
Temperatur von ca. 40°C darin eingelassen. Die Schédelhdhle bildete damit
den Boden des Gewebebades, das optisch so transparent war, dass sich
bei Beleuchtung von unten auch feine Strukturen in der Dura mater

abzeichneten.

Unter dem Mikroskop wurde die Radix sensoria des Nervus trigeminus mit
dem Ganglion trigeminale von den umliegenden Strukturen freiprapariert
und mit einer kleinen Federschere abgetrennt. Dabei wurden die drei
Nervenaste des Nervus trigeminus, der Nervus ophthalmicus, der Nervus

maxillaris und der Nervus mandibularis, durchtrennt.

In der Fossa cranii wurde in der Dura mater verlaufend ein Nervenast
sichtbar: der Ramus meningeus des Nervus mandibularis (Nervus spinosus
siehe 1.1.). Dieser war beim Heraustrennen des Ganglion trigeminale an

seiner Eintrittsstelle in die Radix sensoria durchschnitten worden. Mit Hilfe
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von feinen Pinzetten wurde der Nerv ca. 1-2 mm aus der Dura mater

herausgelost.

3.3 Versuchsaufbau und elektrische Ableitung

Der Versuchsaufbau mit Gewebebad, FlUssigkeitskreislauf, Reiz- und
Ableitvorrichtung befand sich zur Abschirmung gegen Storfelder in einem
Faradayschen Kafig. Zur Praparation und Beobachtung wahrend der
experimentellen Ablaufe wurde ein Stereomikroskop mit Unter- und

Auflichtsystem (Kaltlicht) verwendet.

Die in Agar eingebettete Schadelhalfte wurde in ihrem Gewebebad mittels
eines Schlauchpumpensystems kontinuierlich mit physiologischer Ldsung
(SIF-Losung) superfundiert. Die Gesamtflissigkeitsmenge betrug im
Gewebebad und in den zu- und abfiihrenden Schlauchen ca. 11 ml, das
Durchflussvolumen 4,4 ml/min. Es handelte sich um ein offenes
Schlauchsystem, welches bei Bedarf zu einem in sich geschlossenen
Kreislauf umgeschaltet werden konnte. Zu Beginn der Superfusion war der
offene Kreislauf eingeschaltet. Die Flussigkeit wurde in 1 Minute und 25
Sekunden durch den zulaufenden Schlauch in das Gewebebad gepumpt.
Die Geschwindigkeit der Pumpe konnte programmiert geregelt werden. Kurz
vor dem Gewebebad wurde der Zulauf durch ein ebenfalls programmiert
geregeltes Peltier- Element gefuhrt, das fir die Erwarmung des Bades auf
eine Temperatur zwischen 32° und 34°C sorgte. Durch einen unmittelbar
am Gewebe installierten, rickkoppelnden Temperaturfuhler wurde die
Badtemperatur konstant gehalten (Schwankungsbreite < 0,2°C). Die
physiologische Badlésung und alle verwendeten Losungen wurden zur
Stabilisierung des pH-Wertes wahrend des gesamten Experimentes mit

Carbogen begast.
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Abbildung 6: Foto der Versuchsanordnung. Die Schadelhalfte (1) befindet
sich in einem Plexiglasblock (2), eingebettet in Agar Agar und wird von
physiologischer Losung umspult. Im Bad befinden sich ein Temperaturfihler
(3), die Ableitungselektrode (4) mit Erdungskabel (5) und die Reizelektrode
(6). Die physiologische Ldsung zirkuliert Gber Einlauf (7) und Auslauf (8)
mittels eines Schlauchpumpensystems.

Fur die extrazellulare Ableitung von Afferenzen des Nervus spinosus
wurden mit einem horizontalen Puller Mikropipetten aus Borat-Glas
(AuBendurchmesser 1,5 mm, 80 mm Lange) gezogen, so dass die
Offnungsweite der Spitze etwa 10-30 um betrug. Der freigelegte Nervus
spinosus wurde moglichst proximal von der Seite an die Spitze der
Ableitelektrode angesaugt. Der Unterdruck wurde durch eine Spritze Uber
einen mit dem Pipettensystem verbundenen abklemmbaren Schlauch
aufrecht erhalten. Die Ableitstelle am Nerv wurde so lange verandert, bis
eine stabile Antwort messbar war. Die Gegenelektrode (Anode) bestand aus

einem Ag-AgCl-Pellet in der Badflussigkeit.
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Arteria meningea media

Nervus splnos
Tentorium cerebelli

S

URezeptives Feld

Abbildung 7: Schematische Skizze des Versuchsaufbaus: An dem
durchtrennten Nervus spinosus befindet sich die Ableitungselektrode mit der
Pipette, an die der Nerv mittels Unterdruck fixiert wird (siehe Foto links). Die
Reizelektrode befindet sich im rezeptiven Feld im Bereich der freien
Nervenendigung.

Rezeptive Felder in der Dura wurden durch mechanische Stimulation mit
von-Frey-Filamenten (9 mN Starke), seltener durch elektrische Stimulation
aufgesucht. Das rezeptive Feld wurde definiert als der Bereich der
Nervenfaser, der sich mechanisch oder elektrisch reizen lieR. Bei
elektrischer Stimulation war nicht zu unterscheiden, ob es sich um eine
Nervenendigung oder ein Axon handelte. Durch systematisches Absuchen
der Dura mater nach rezeptiven Feldern, insbesondere entlang der
Verzweigungen der Arteria meningea media, entstand eine Ubersicht der
ableitbaren Fasern. Zur elektrischen Reizung im rezeptiven Feld wurde eine
selbst konstruierte Reizelektrode aus zwei unterschiedlich langen feinen
Drahten verwendet, wobei lediglich die Kathode (der langere Draht) mit
minimalem Druck auf die Dura aufgesetzt wurde. Mit einer
Konstantstromquelle wurden elektrische Reize von 2-100 pA und einer

Pulsbreite von 1 ms appliziert.
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Die Aktivitat von bis zu zehn Nervenfasern wurde gleichzeitig abgeleitet.
Durch konstante elektrische Stimulation im rezeptiven Feld einer
Nervenfaser wird die Beobachtung und Aufzeichnung der Aktionspotentiale
einer einzelnen Faser mdglich. Es handelte sich somit bei dieser Methode
um eine extrazellulare, funktionelle Einzelfaserableitung. Auf jeden
elektrischen Impuls als adaquaten Reiz folgte ein Aktionspotential der
Nervenfaser. Dieses trat bei Stimulation mit konstanter Pulsfrequenz und
Pulsbreite mit einer gleichbleibenden Latenzantwort auf. Es wurden Axone
verwendet, die keine oder nur eine sehr geringe Spontanaktivitat zeigten. Im
Experiment wurde der Latenzverlauf der Faser verfolgt. Man nutzte hierbei
die Eigenschatft, dass eine Anderung der elektrischen
Membraneigenschaften zu einer Anderung der Leitungsgeschwindigkeit und
damit der Latenzzeit fihrt. Die Anderungen der elektrischen
Membraneigenschaften wurden durch zusatzliche Aktivitat der Faser, durch
Anderungen der Temperatur oder durch Wirkungen von Substanzen (liber

Zellmembranstrukturen wie z.B. lonenkanéle) vermittelt.

Die Signale wurden verstarkt und gefiltert, Uber einen Analog-Digital-
Wandler digitalisiert und in Echtzeit zusammen mit den Reizparametern, der
Badtemperatur und den Kommentaren gespeichert. Zur
Echtzeit-Beobachtung des Versuchs wurde das Programm Spike 2

verwendet.

3.4 Klassifizierung und Charakterisierung der Nervenfasern

Die Klassifizierung der Nervenfasertypen erfolgte anhand der
Leitungsgeschwindigkeit. Die Leitungsgeschwindigkeit der Nervenfasern
wurde durch die Anfangslatenz und den Abstand zwischen dem Ort der
elektrischen Stimulation (rezeptives Feld) und dem Ableitort am Nerv

berechnet.
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Die Nervenfaserklassen wurden nach der Klassifizierung von

Erlanger/Gasser eingeteilt in:

o dicke markhaltige Aqg-Fasern mit Leitungsgeschwindigkeiten von Uber
30 m/s

e dunne markhaltige As-Fasern mit Leitungsgeschwindigkeiten von 2-
30 m/s

e marklose C-Fasern mit Leitungsgeschwindigkeiten von < 2 m/s

Des Weiteren wurden die abgeleiteten Nervenfasern anhand ihres
Verhaltens auf verschiedene Reize (Temperaturverdnderung: Warme und
Kalte, Mechanosensibilitat, Capsaicin-Sensibilitat und aktivitatsabhangige
Verlangsamung der Leitungsgeschwindigkeit — Slowing, s.u.) charakterisiert,
um innerhalb der Faserklasse die Eigenschaften der Fasern naher zu

beschreiben.

3.4.1 Temperaturreiz

Um zu dberprifen, ob die afferenten Fasern durch thermische Reize
aktiviert werden konnen, wurde die Dura mater Uber die Verdnderung der
Badtemperatur gekihlt und/oder erwarmt. Die Badtemperatur wurde dabei
Uber das Peltier-Element kontinuierlich mit +/- 0,1°C/s bis ca. 12 - 18°C

erniedrigt und bis 48°C erhoht.

3.4.2 Mechanische Druckreize mit von-Frey-Filamenten

Zur Feststellung der mechanischen Schwelle der Nervenfaser wurden
Druckreize im rezeptiven Feld mit einer Reihe verschieden starker von-Frey-
Filamenten appliziert, die zuvor auf einer Feinwaage geeicht worden waren.
Der definierte Druck der verwendeten Filamente entsprach 0,1 mN, 0,3 mN,

0,7 mN und 0,9 mN. Dabei wurde das von-Frey-Filament unter leichtem
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Druck (leichte Biegung des Filaments) fur ca. 1 Sekunde in das rezeptive

Feld der Faser gesetzt.

3.4.3 Chemischer Reiz durch Capsaicin

Fur die chemische Stimulation wurde eine Capsaicin-Lésung in der
Konzentration 10° M in das System eingewaschen. Die Superfusionsldsung
wurde durch Zumischung entsprechender Mengen aus einer Stocklésung
von Capsaicin in DMSO (107 M) frisch hergestellt. Die Capsaicin-Gabe war
stets der letzte Reiz, um die Beeinflussung nachfolgender Antworten
auszuschliel3en. Je nach Reaktion der abgeleiteten Faser wurde nach 30
Sekunden bis 5 Minuten die Capsaicin-Superfusion gestoppt und das

Experiment beendet.

3.4.4 Aktivitatsinduzierte Verlangsamung der Leitungsgschwindigkeit

(Slowing)

Das Slowingprofil wurde zur weiteren Charakterisierung der Afferenzen
bestimmt. Nach einer funfminlutigen Pause ohne elektrische Stimulation
folgte eine Aktivierungsphase fur drei Minuten bei einer Reizfrequenz von
2 Hz. Die nachfolgende Erholungsphase bei 0,5 Hz Stimulationsfrequenz
dauerte 5 Minuten. Das Stimulationsprotokoll wurde Uber das Spike 2-

System programmiert gesteuert.
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3.5 Versuchsprotokolle

3.5.1 Experimente mit Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP)

Vorversuche zur Bestimmung der effektiven Konzentrationen von
CGRP. Bei diesen Experimenten wurde untersucht, ob CGRP erregend auf
meningeale Afferenzen wirkt. Die Vorversuche dienten dazu, die wirksame
Konzentrationen von CGRP zu bestimmen. Dafir wurden meningeale
Afferenzen mit stabiler Reizantwort mit Hilfe der Protokolle ,Slowing* und
.remperatur® charakterisiert. AnschlieBend wurde das Gewebe mit

ansteigenden Konzentrationen von CGRP (gel6st in SIF) superfundiert.

Protokoll

Slowing Temperatur CGRP

10 M
10"%Mm
10°Mm
108 M
107 M
10° M Mechan. Reiz Capsaicin

Tabelle 1: Zusammenfassung des Protokolls der Vorversuche in zeitlicher
Abfolge mit dem Slowing-Protokoll beginnend, es folgten die
Temperaturkurve, die CGRP Stimulationen, die mechanische Testung und
die Capsaicinstimulation. Die einzelnen Superfusionsschritte mit CGRP
wurden in aufsteigender Konzentrationsreihe (10 M - 10° M) getrennt
durch Spulphasen durchgefihrt.

CGRP wurde in jeder Konzentration fur 10 Minuten superfundiert und
danach das Gewebe jeweils 10 Minuten lang mit reinem SIF gespdult. Nach
der hochsten CGRP-Konzentration und 15 Minuten Spilung folgte ein
mechanischer Test. Dazu wurde die Nervenfaser in ihrem rezeptiven Feld
durch von-Frey-Filamente in aufsteigender Starke stimuliert. Wenn nach der

mechanischen Manipulation die Faser noch bei gleicher Latenz erregt
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werden konnte, wurde das Gewebe mit Capsaicin (1 uM) fur hochstens 5
Minuten (oder bis die Faser aktiviert wurde) superfundiert. Wéahrend der
gesamten Versuchsdauer (ausgenommen Slowing-Protokoll) wurden die
untersuchten Nervenfasern mit einer Reizfrequenz von 0,5 Hz elektrisch
stimuliert, um Abweichungen ihrer Leitungslatenz zu erkennen, wobei eine
sprunghaft ansteigende Latenz ein empfindlicher Parameter flr Aktivierung

darstellte.

Hauptversuche zur CGRP-Wirkung. Diese Experimente dienten dazu, den
Anteil der durch CGRP aktivierten Afferenzen und einige ihrer funktionellen
Eigenschaften zu bestimmen. Nach den Charakterisierungsschritten
,Slowing“ und ,Temperatur* wurde CGRP (10® M) fur 15 bis 20 Minuten
superfundiert. An die Spulphase mit SIF (10 min) schlossen sich der
mechanische Test und die Superfusion mit Capsaicin an. Eine zweite
Versuchsreihe wurde mit der CGRP-Konzentration von 107 M durchgefiihrt.

Die Reizfrequenz bei diesen Versuchen lag bei 0,5 Hz.

Protokoll

CGRP
Teil A Slowing Temperatur 108 M Mechan. Reiz | Capsaicin
Teil B Slowing Temperatur 107 M Mechan. Reiz | Capsaicin

Tabelle 2: Uberblick tber das Protokoll der Hauptversuche aufgeteilt in Teil
A mit der CGRP Konzentration 10®M und Teil B mit der CGRP
Konzentration 107 M. Die weiteren Schritte entsprechen den in Tabelle 1
erlauterten Abfolgen.

33




Methoden

3.5.2 Experimente mit aktivitatsinduzierter Verlangsamung der
Leitungsgeschwindigkeit (Slowing) unter CGRP, CGRPg.37 und

Glibenclamid

Slowing unter Superfusion mit CGRP. Bei diesen Experimenten wurde
die Verlangsamung der Leitungsgeschwindigkeit unter Aktivitdt (Slowing)
gemessen und untersucht, ob CGRP das aktivitatsinduzierte Slowing
beeinflusst. Zuerst wurde die Referenzkurve fir den Verlauf des Slowing der
jeweiligen Faser erstellt, dann folgte die Charakterisierung mit dem
Temperaturprotokoll. Fir die Superfusion wurde die hohe Konzentration von
CGRP (107 M) gewahlt. Die Grundstruktur des Versuchsablaufes glich dem
Ablauf der Experimente ,Hauptversuche zur CGRP-Wirkung® (s.0.), wobei
10 Minuten nach Beginn der CGRP-Superfusion ein Slowing-Protokoll
wiederholt und danach fir 15 Minuten mit SIF gespult wurde. Daraufhin
wurde ein weiteres Slowing-Protokoll durchgefiihrt. Die Reizfrequenz

aulRerhalb des Slowing-Protokolls betrug 0,1 Hz.

Protokoll

Referenz CGRP Kontrolle

Slowing | Temperatur |10 M Slowing | Slowing Mechan. Reiz | Capsaicin

Tabelle 3: Protokoll der Versuche mit einer CGRP Konzentration und einem
unter CGRP Superfusion durchgefihrtem Slowing-Protokoll. Die weiteren
Schritte entsprechen den Erlauterungen zu Tabelle 1.

Die Zeit der Superfusion verlangerte sich durch das Slowing-Protokoll um
16 Minuten. Den Abschluss des Experiments bildeten der mechanische Test

und die Superfusion mit Capsaicin.
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Slowing unter Superfusion mit CGRPg_3;. Bei diesen Experimenten wurde
untersucht, ob die Wirkung von CGRP auf das Slowing durch den CGRP-
Rezeptorantagonisten CGRPg3; gehemmt werden kann. Nach
Charakterisierung der Fasern (,Slowing“ und ,Temperatur®) wurde CGRPg 37
(10° M) eingewaschen und das Slowing-Protokoll mit nachfolgender
Spulphase wie oben dargestellt durchgefiihrt. Dieser Ablauf wiederholte
sich bei gleichzeitiger Superfusion von CGRPg3; und CGRP, CGRP als
Einzelsubstanz und schlief3lich in der Kontrolle ohne CGRP. Abschliel3end

wurden die restlichen Charakterisierungsschritte durchgefihrt.

Protokoll

Referenz CGRPg.37 CGRPg3; + CGRP
Slowing |Temperatur |10° M Slowing [10°*M + 107 M
Fortsetzung

CGRPg37 |SIF CGRP Kontrolle

+ CGRP

Slowing- 107" M |Slowing- |Slowing |Mechan. Reiz|Capsaicin

Tabelle 4: Zusammenfassung des Protokolls der Versuche mit CGRP und
dem Antagonisten CGRPg.37; Es wurde nach den
Charakterisierungsschritten Slowing und Temperatur zuerst der Antagonist
CGRPg.3; superfundiert und ein weiteres Slowing-Protokoll durchgefthrt.
Nach einer Spulphase mit SIF wurden Agonist und Antagonist superfundiert
und nach Slowing-Protokoll und SIF-Phase CGRP als Einzelsubstanz
eingewaschen. Nach einem weiteren Slowing-Protokoll wurde die Kontroll-
Slowingkurve unter SIF erstellt und abschlieRend der mechanische und der
Capsaicin-Reiz appliziert.
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Slowing unter Superfusion mit Glibenclamid. Glibenclamid, ein
Sulfonylharnstoffderivat, blockiert ATP-sensitive Kaliumkanale und an
mesenterialen Afferenzen glatter Muskelzellen der Ratte den Effekt von
CGRP (Dunn et al., 2003). In diesem Versuchsabschnitt wurde untersucht,
ob die Wirkung von CGRP auf das Slowing Uber Glibenclamid-sensitive
Kaliumkandale vermittelt wird. Der Ablauf folgte dem gleichen Protokoll wie

im vorhergehenden Abschnitt fiir CGRPg 37 beschrieben.

Protokoll
Referenz Glibenclamid Glibenclamid +
CGRP

Slowing Temperatur |10™ M Slowing [10°M + 107 M

Fortsetzung

Glibenclamid + |SIF CGRP Kontrolle

CGRP

Slowing 10" M |Slow- |Slowing [Mechan. |Capsaicin
ing Reiz

Tabelle 5: Uberblick Gber die Versuche mit dem Sulfonylharnstoffderivat
Glibenclamid. Der Ablauf dieser Versuchsreihe entspricht dem Ablauf wie in
Tabelle 4 erlautert. Einziger Unterschied besteht in der Verwendung von
Glibenclamid anstelle des CGRP-Antagonisten.

3.6 Auswertung und Statistik

Latenzen. Die Leitungslatenzen der Axone wurden mit einem urspringlich
fur die Mikroneurographie erstellten Programm ausgewertet. Im ersten
Schritt wurden die Daten aus Spike exportiert. Es wurde ein
Reizantwortfenster getffnet, in dem Abschnitte von jeweils ca. 50 ms der
Originalregistrierung untereinander angeordnet wurden. Sie zeigten den
Reizartefakt und die Zeit nach dem elektrischen Reiz in zeitlicher Abfolge,
so dass die Aktionspotentiale identischer Fasern zugeordnet werden

konnten. Es dient zur Auswertung der Leitungslatenz im zeitlichen Verlauf.
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Die Daten wurden dann in Excel oder Igor Pro zur weiteren Bearbeitung

Ubertragen.

Abbildung 8: A: Beispiel fur ein Reizantwortfenster, dargestellt mit dem
Programm Drever. Es zeigt horizontal den Verlauf mit Reizartefakt (0 ms)
und Reizantwort einer Faser. Vertikal angeordnet ist die zeitliche Abfolge
der wiederholten Messungen, jeweils beginnend mit dem Reizartefakt und
der folgenden 40 ms. Die Reizfrequenz wurde so gewahlt, dass es zu einer
Verlangsamung der Leitungsgeschwindigkeit (Slowing) kommt. Sie beginnt
bei 19 ms und endet bei 29 ms. B: Die Aktionspotentiale wurden anhand
ihrer Form und ihrer Latenzantwort der antwortenden Nervenfaser
zugeordnet. Fur diese Darstellung wurden 100 Aktionspotentiale
Ubereinander gelegt.

Aktivitat. Des Weiteren wurde das Programm Spike zur Auswertung der
Aktivitat einzelner Nervenfasern in den verschiedenen Versuchsabschnitten
der Echtzeitaufzeichnungen verwendet. Ein Suchprogramm erkennt dabei

die einzelnen Spikes einer definierten Faser nach verschiedenen Kriterien
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wie Amplitude oder Dauer und ordnet sie zeitlich dem Versuchsablauf zu.
Eine Faser wurde durch einen Reiz als aktiviert erkannt, wenn nach
Reizapplikation bei vorher fehlender Spontanaktivitdt Aktionspotentiale
auftraten (vor allem nach CGRP) oder eine zuséatzliche Salve schnell
aufeinanderfolgender Aktionspotentiale Uber eine kurze Zeitspanne hinweg

(Burst) ausgel6st wurde (z.B. nach Capsaicin).

Slowing. Um die Anderungen der Leitungslatenzen wahrend dem Slowing-
Protokoll zu beurteilen, wurde von den Daten im Programm Igor Pro eine
Trendlinie (Mittelwerte der einzelnen Punkte) ermittelt (Beispielkurve der
Daten siehe Abbildung 5, Kapitel 1.6). Die Werte dieser Trendlinie
(Anfangspunkt, Endpunkt) wurden in Excel Gbertragen und dort die Werte
der Anfangslatenzen von den Endpunkten der Trendlinie abgezogen. Es

wurden somit die relativen Anderungen in der jeweiligen Kurve verglichen.

Statistik. Nachfolgend wurden die Daten zur statistischen Auswertung mit
dem Programm Statistika bearbeitet. Als statistisch signifikant wurden
Anderungen der Werte mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05
festgelegt. Mit einer Varianzanalyse (Analysis of variances = Anova) mit
Messwiederholungen und nachfolgendem Post-hoc Test (Tukey HSD Test

oder LSD Test) wurden die Datenreihen auf ihre Signifikanz Gberpruft.
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4 Ergebnisse

4.1 Eigenschaften primarer Afferenzen der Dura mater der Ratte

Insgesamt wurden 60 Einzelafferenzen (Units) der Dura mater mit
Leitungsgeschwindigkeiten zwischen 0,22 und 6,67 m/s abgeleitet. Sieben
Units mit Leitungsgeschwindigkeiten von tber 2 m/s wurden dabei der
As—Faserklasse zugeordnet. Die Ubrigen 53 als C-Fasern Kklassifizierten
Units hatten Leitungsgeschwindigkeiten von unter 1,75 m/s. Die
durchschnittliche Leitungsgeschwindigkeit dieser Kategorie betrug 0,65 m/s.
Fasern mit deutlicher Spontanaktivitat wurden aus dem Datensatz

ausgeschlossen.

I~ n =]

5]

[~
n—nl:nl‘ai:ncai:n{\-i:nl:ni:nmi:n-q

Leitungsgeschwindigkeit (m/s)

0.5

abgeleitete Fasern (# 60)

Abbildung 9: Balkendiagramm der Leitungsgeschwindigkeiten der in die
Datenmenge aufgenommenen Fasern. Der uberwiegende Anteil der
abgeleiteten Fasern liegt im Bereich der C-Fasern (53 Fasern). Die
restichen 7 Fasern liegen im Leitungsgeschwindigkeitsbereich von
A-Fasern.
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Temperaturempfindlichkeit. Erhéhung der Badtemperatur fihrt zu einem
Anstieg der Leitungsgeschwindigkeit. Damit wird die Latenz nach
elektrischer Stimulation kirzer und es kommt zu einer Linksverschiebung
der Aktionspotentiale. Wird eine warmesensitive Faser durch das
Uberschreiten ihrer Schwellentemperatur aktiviert, verlangsamt sich die
Leitungsgeschwindigkeit sprunghaft und die Latenz verschiebt sich im
Zeitdiagramm deutlich nach rechts. Bei anhaltender Reiztemperatur néhert
sich die Latenz langsam wieder dem Wert an, der vor der Aktivierung
bestand (Adaptation). Wird die Faser erneut durch einen Hitzereiz aktiviert,
verlauft die Latenz wiederum mit einem Sprung nach rechts.

Beim Abkuhlen der Badtemperatur wird die Leitungsgeschwindigkeit
geringer  (Rechtsverschiebung der  Aktionspotentiale).  Aktivierung
kaltesensitiver Afferenzen in dieser Situation wird ebenfalls durch eine
sprunghafte Latenzverlangerung (Rechtsverschiebung) sichtbar. Das
Temperaturprotokoll bestand in der Regel aus Erwarmung der
Superfusionslosung mit nachfolgender Abkihlung und schlie3lich

Wiedererwarmung bis auf Ausgangstemperatur.

Die Warme- bzw. Hitzesensibilitat wurde bei 46 Units gepruft. Bei 22 Fasern
(20/40 C-Fasern und 2/6 As-Fasern) lie3 sich wahrend der
Temperaturerh6hung durch die sprunghafte Rechtsverschiebung der Latenz
eine Aktivierung feststellen. Die Schwelle fir die Aktivierung lag zwischen
35°C und 50°C, der durchschnittliche Wert betrug 41,3°C +/- 3,7°C. Eine
Faser wurde erst bei einer Temperatur von 50°C aktiviert, alle anderen
Schwellen lagen zwischen 35°C und 45,5°C.

Die Kaltesensibilitat wurde bei 35 Fasern durch Abkihlung auf
durchschnittlich 15,1°C +/- 2,6°C untersucht. Keine dieser Fasern wurde

durch das Kalteprotokoll aktiviert.
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Abbildung 10: Antwort einer C-Faser auf Veranderungen der
Umgebungstemperatur. Vertikal befindet sich die Zeitachse. A: Verlauf der
Badtemperatur. B: Darstellung der Aktionspotentiale im Reizantwortfenster.
C: Prozentuale Darstellung der Latenz, normiert auf die Anfangslatenz der
Faser. Bei Erwarmung der Badtemperatur kommt es zu einer
Linksverschiebung des Aktionspotentials (Verkirzung der LG). Mit
Uberschreitung des Schwellenwertes wird die Nervenfaser aktiviert und die
Leitungsgeschwindigkeit verlangsamt sich sprunghaft. Die Latenz
verschiebt sich nach rechts (Pfeile). Wahrend der Abkihlung der
Badtemperatur folgt das AP der Temperatur und die Latenz verschiebt sich
nach rechts (LG wird langsamer). Es kommt zu keiner Aktivierung der
Faser.
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Mechanosensibilitdt. Bei der Prifung auf Mechanosensibilitat (leichte
Druckreize mit von-Frey-Filamenten) antworten mechanosensible Units
beim Uberschreiten der von-Frey-Schwelle in der Regel mit einem
Aktionspotential-Burst auf den Reiz und die Latenz zeigt einen Sprung nach
rechts.

Abbildung 11: Darstellung einer mechanosensiblen Faser und deren
Aktivierung durch ein von-Frey-Filament mit der Starke 3 mN (Zeitachse
horizontal). Diese Aktivierung war reproduzierbar (Pfeile) und die Latenz
stieg, wie im oberen Teil der Abbildung zu sehen, bei Stimulation mit dem
von-Frey-Filament sprunghaft an.

Bei 31 Fasern lie3en die Versuchsverhéltnisse eine mechanische Reizung
mit von-Frey-Filamenten zu. Von diesen reagierten 28, also ca. 90%
(25/27 C-Fasern und 3/4 As-Fasern) mit einem charakteristischen Burst, der

mit entsprechender Rechtsverschiebung der Leitungslatenz einherging.
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Capsaicinsensibilitat. Wird Capsaicin (1 uM) dem Gewebebad zugeflhrt,
reagieren die Capsaicin-sensiblen Fasern nach funf bis 15 Sekunden mit
einer deutlichen Aktivierung (Salven von Aktionspotentialen) und die Latenz
zeigt eine deutliche Rechtsverschiebung. Dieser Erregung folgt haufig eine
Phase der Unerregbarkeit fir chemische oder mechanische Reize, auch
lasst sich durch elektrische Pulse der gleichen Reizstarke im rezeptiven

Feld kein Aktionspotential mehr auslésen (Desensibilisierung).
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Abbildung 12: Aktivierung einer Faser mit einer LG von 0,53 m/s durch
Capsaicin. 1 Minute nach Einwaschung der Substanz wird die Faser
aktiviert und es folgt eine Phase der Desensibilisierung. Die Faser lasst sich
nicht mehr mit jedem elektrischen Reizimpuls aktivieren und die
Leitungslatenz ist erhoht.

Von 26 Fasern, die am Ende des Experiments noch zuverlassig mit den

elektrischen Impulsen erregbar waren, wurden 20 durch Capsaicin aktiviert.

Davon waren 18/22 C-Fasern und 2/4 As-Fasern.
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Aktivierung durch verschiedene Reize. Bei 12 Fasern wurden
mechanische, thermische (Hitze) und chemische Reize (Capsaicin)
getestet. Von diesen wurden sechs Units (50%) von allen drei Reizen
aktiviert, drei (25%) wurden durch zwei der drei Reize aktiviert und drei
Fasern (25%) reagierten nur auf die mechanische Reizung.

Bei 21 Fasern konnten zwei der drei Reize (thermisch/mechanisch,
thermisch/chemisch oder mechanisch/chemisch) appliziert werden. 11
(52,4%) dieser Fasern wurden von beiden Reizen aktiviert, sechs (55%) von
der Kombination thermisch/mechanisch und zwei (18%) von der
Kombination thermisch/chemisch. Drei (27%) Fasern reagierten auf die
mechanische und chemische Testung. Die ubrigen 47,6% wurden von je

einem Reiz aktiviert.

Zusammenfassung. Die Daten zeigen, dass 90% der 31 mechanisch
getesteten Fasern durch den mechanischen Reiz aktivierbar waren. Von
den mit den Temperaturprotokollen (Hitze und Kalte) getesteten 46 Units
reagierten 47,8% auf den Warme- bzw. Hitzereiz, 0% von 35 auf den

Kaltereiz. Von 26 mit Capsaicin getesteten Fasern wurden 77% aktiviert.
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Wirkung der erhdhten Reizfrequenz auf die Latenz (Slowing). Bei einer
elektrischen Reizfrequenz von 2 Hz zeigten alle Units die typische
aktivitdtsabhangige Erh6hung der Leitungslatenz (Slowing). Dabei nimmt
bei Beginn der elektrischen Stimulation die Latenz rasch zu, diese Zunahme
flacht aber mit der Zeit immer mehr ab und erreicht je nach Faser nach etwa
2 bis 2,5 Minuten ein Plateau (Form einer e-Funktion). Bei Reduktion der
Reizfrequenz auf 0,5 Hz (Erholungsphase) kehrt die Latenz mit etwa
derselben Zeitkonstante zu einem niedrigeren, flr diese Reizfrequenz
charakteristischen, Wert zurtck.

Jede Faser reagierte mit verschieden starker Verdnderung der
Leitungslatenz. Es entstand dadurch fir jede Faser eine individuelle und

charakteristische Kurve im zeitlichen Verlauf der Latenzveranderung.

Abbildung 13: Darstellung mit Reizfrequenz (A), Reizantwortfenster und
prozentualer Anderung der Latenz zur Anfangslatenz (C). Es wurden
verschiedene Stimulationsfrequenzen gewahlt um aufzuzeigen, dass sich
die Latenz der Nervenfaser je nach Anderung der Stimulationsfrequenz
verandert.
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LG m/s

0.53
0.35
1.33
0.42
0.53
0.6
3
0.08
0.83
0.35
0.57
0.71
0.64
1.75
0.61
0.47
0.28
1.75
0.42
0.8

LG m/s

Tabelle

Slowing bei 2Hz %
-1.330275229
41.57729748
13.81355932
0.721784777
9.774193548
5.130208333
14.81481481
44.70855413
1.909090909
19.33445245
0.680272109
4.266347687
8.249772106
-4.050632911
21.67420814
9.126213592
62.20198675
1.2
26.28956624

NN.

Slowing bei 2Hz %

Nr. 7: Uberblick (ber

LG m/s Slowing bei 2Hz % LG m/s

0.76
3.58
0.56
0.45
2
0.5
6.67
0.63
0.53
2
0.5
0.8
0.57
0.64
0.88
1.27
0.7
2.4
0.44
0.86

25.53453947
0.952380952
11.42936707
12.89521229
-7.845117845
6.157480315
0.216216216
3.293293293
16.8990228
-2.582582583
N.N.

17.52008032
28.11824081
23.26057299
9.315589354
16.38418079
33.64811133
-6.719367589
30.49698795
0.657276995

24
15
0.5
0.4
0.57
0.6
0.27
1.33
0.8
0.47
1
0.53
0.16
0.15
0.82
0.28
0.74
0.52
0.52
0.22

LG m/s Slowing bei 2Hz % LG m/s

Slowing bei 2Hz %
-0.144032922
0.823045267
3.814262023
7.177627495
4.090909091
1.368849427
29.26851852
3.140916808
15
3.814852492
-0.741350906
2.259887006
20.07013201
41.36915716
0.420673077
65.86181278
11.30705394
11.18538324
18.44267397
44.50602232
Slowing bei 2Hz %

die abgeleiteten Nervenfasern mit

Leitungsgeschwindigkeit und prozentualer Anderung der Leitungslatenz
(Slowing) bei einer Reizfrequenz von 2 Hertz fir 180 Sekunden. (N.N. =
Daten waren nicht auswertbar in Bezug auf das Slowing).

Als MafR fiir das Slowing individueller Units wurde die prozentuale Anderung

der Leitungslatenz wahrend Stimulation mit 2 Hz anhand der zehn letzten

Werte vor dem Umschalten der Reizfrequenz auf 0,5 Hz bestimmt.
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Abbildung 14: Diagramm mit Darstellung der normierten Latenzanderung
nach 180s bei 2Hz (vertikal) zur Leitungsgeschwindigkeit der Fasern
(horizontal) und die Eigenschaften der Fasern in Bezug auf ihre Aktivierung
durch CGRP, Hitze und mechanische Reize. Es ist keine lineare Korrelation
der Eigenschaften erkennbar, abgesehen von einer negativen Korrelation
zwischen Leitungsgeschwindigkeit und dem Maximalwert des Slowings.

® B B ausgeflllte Felder stehen fir eine Aktivierung durch CGRP
Om  viereckige Form steht flir Mechanosensibilitat der Faser
oOm rote Farbe steht fur Hitzesensibilitat der Faser

4.2 Wirkung von CGRP auf primare Afferenzen der Dura mater

Es wurde untersucht, inwieweit die Leitungsgeschwindigkeit der
abgeleiteten Fasern durch CGRP beeinflusst wurde. Ebenso wurden
sprunghafte Latenzveranderungen ausgewertet. Au3erdem wurde lber das

Spike-Erkennungsprogramm die Aktivitat beurteilt.
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Zunachst wurden sieben Experimente mit steigenden Konzentrationen von
CGRP durchgefuhrt (s. 3.5.1 Durchfihrung Vorversuche). Bei einer Faser
zeigte sich, wie in Abbildung 15 A zu sehen, 2,5 Minuten nach Beginn der
Superfusion mit 10° M CGRP eine sprunghafte Zunahme der Leitungslatenz
um 13% (Latenzsprung von 9,75 ms auf 11,05 ms). Ebenso zeigte die
Faser in der Spikeanalyse eine Aktivierung mit zuséatzlichen

Aktionspotentialen, dies wird in Teil B der Abbildung dargestellt.

Abbildung  15:  Wirkung von CGRP (10°M) auf die
Leitungsgeschwindigkeit einer C-Faser. In A ist die Anderung der Latenz im
horizontalen Verlauf dargestellt. Es handelt sich hierbei um ein Zeitfenster
des in B dargestellten Zeitverlaufs. Diese dort deutlich sichtbaren
Aktionspotentiale, die unabhéngig von den elektrischen Reizimpulsen (R)
auftreten, fuhren zu einem sprunghaften Anstieg der Leitungslatenz.
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In Teil A der Hauptversuche (s.3.5.1 Hauptversuche) mit sechs
Experimenten fiihrte die Superfusion von CGRP in der Konzentration 10° M
zu keinen Veradnderungen der Aktivitat und/oder der Latenz bei den
untersuchten Fasern lber eine Zeitspanne von durchschnittlich 14 Minuten.
In funf weiteren Experimenten (Teil B der Hauptversuche) mit Superfusion
von CGRP (107 M) kam es entsprechend der Spikeanalyse bei drei Units zu
einer Aktivierung nach Beginn der Superfusion (Unit Nr. 21: nach 9 min, Unit
Nr. 26: nach 8 min und Unit Nr. 27: nach 3 min).

In der Experimentreihe, in welcher die Wirkung von CGRP und/oder
CGRPg3; oder Glibenclamid auf das Slowing untersucht wurde, wurde
ebenfalls eine eventuelle Aktivierung ausgewertet. In diesen Versuchen
kam es laut Spikeanalyse bei vier Fasern zu den charakteristischen
Veranderungen wéhrend der Superfusion mit CGRP in der Konzentration
107 M. Diese Aktivierung erfolgte bei Unit Nr. 28 zweimalig nach sieben
Minuten und in der Stimulationspause vor dem Slowing-Protokoll, bei Unit
Nr. 36 nach 14 Minuten. Unit Nr. 38 wurde nach sieben Minuten aktiviert
und Unit Nr. 51 nach sechzehn Minuten (ebenfalls in der Stimulationspause

vor dem Slowing-Protokoll).

Zusammenfassung. Wahrend der Superfusion mit CGRP (10”7 M) kam es
bei acht von 53 abgeleiteten Fasern zu einer Aktivierung, die mit Hilfe der
Spike-Analyse festgestellt wurde (Kriterium fir Aktivierung, siehe 3.6
Aktivitat). Dies fihrte jedoch nur im Fall der ersten Unit auch zu einer

Latenz&nderung, die mit dem Marking-Verfahren festgestellt werden konnte.
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Aktivitat pro Minute

2 | CGRP |

-10 -5 0 5 10 15 20
Zeit in Minuten

Abbildung 16: Anderung der Aktivitat pro Minute unter CGRP Superfusion.
Die Saulen beinhalten die Mittelwerte £ SEM der Aktivitat pro Minute von
sieben Fasern, bei denen mit der Spike-Analyse eine Aktivierung wahrend
der CGRP Superfusion festgestellt werden konnte. Die durch den
Reizimpuls ausgeltsten Aktionspotentiale wurden von der Gesamtaktivitat
subtrahiert. Die sichtbare Tendenz ist statistisch durch die geringe Anzahl

der Versuche nicht eindeutig zu sichern.
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4.3 Einfluss von CGRP, CGRPg3; und Glibenclamid auf die
aktivitatsinduzierte Verlangsamung der
Leitungsgeschwindigkeit (Slowing)

4.3.1 Wirkung von CGRP auf den Verlauf der Slowingkurve

In dieser Versuchsreihe wurde untersucht, ob CGRP eine Wirkung auf den
Latenzverlauf wahrend des Slowing-Protokolls (Slowingkurve) hat. Als
Referenzkurve wurde die Charakterisierungskurve (s. 3.4.4.) herangezogen.
Die Superfusion mit CGRP (107 M) fiihrte in allen Experimenten (n = 12) im
Vergleich zur Kontrolle zu einer verminderten Latenzerh6éhung (abgeflachte
Slowingkurve). Die Kontrollkurve nach Auswaschen des CGRP wich nur

wenig von der anfanglichen Referenzkurve ab.

Abbildung 17: Vergleichende Darstellung der Latenzkurven wéhren der
Stimulation mit 2 Hertz vor (Referenz), wahrend (CGRP) und nach
(Kontrolle) der Superfusion mit CGRP. Es zeigt sich deutlich das geringere
Slowing unter dem Einfluss von CGRP. Der Effekt ist auswaschbar, die
Kontrolle liegt wieder im Bereich der Referenzkurve.
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Fur die statistische Berechnung wurde der maximale Wert der Trendlinie der
Latenzanderung (s. 3.6 Slowing) am Ende der Slowing-Kurve (2 Hz
Stimulation fur 180 s) vergleichend ausgewertet. Die Latenzanderung nach
CGRP war signifikant verschieden von dem entsprechenden Wert der
Referenzkurve (ANOVA mit Tukey HSD Test, n = 12, df = 22,000, p < 0,05).

Slowing Maximum (%)
a2

Referenz CGRP Kontrolle

Abbildung 18: Effekt von CGRP auf das Slowing (n = 12). Die Balken
stellen die maximale Anderung der Latenz+SEM zum Ende der
Reizperiode mit 2 Hertz dar. Die Werte sind in Prozent zum Referenzbalken
dargestellt. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied der Latenzwerte
zwischen Referenz und CGRP (ANOVA mit Tukey HSD Test, df = 22,000,
p <0,05).

4.3.2 Wirkung von CGRPg37 und CGRP

In diesen Versuchen (n = 11) wurde untersucht, ob der Effekt des CGRP auf
die  Slowingkurve  durch  die gleichzeitige  Superfusion des
Rezeptorantagonisten CGRPg3; blockiert werden kann, d.h. ob die
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CGRP-Wirkung tUber CGRP-Rezeptoren vermittelt wird. Beim Beispiel von
Abbildung 19 wurde zunachst CGRPg3; (10° M) alleine superfundiert
(n = 10). Es bewirkte eine Abflachung der Slowingkurve ahnlich wie CGRP.
Wurde CGRP (10”7 M) zusammen mit dem Antagonisten (10° M; n = 10)
oder CGRP als Einzelsubstanz (n = 8) verabreicht, kam es zu einer
ahnlichen Absenkung der Latenzanderung. In der Kontrolle nach
Auswaschen der Substanzen war der Effekt wieder weitgehend

aufgehoben.

Abbildung 19: Vergleichenden Darstellung der Slowingkurven mit
Referenzkurve unter CGRP, CGRPg3;; + CGRP, CGRPg3; und
Kontrolllésung (SIF). Auch unter CGRPg37 und CGRPg37 + CGRP kommt es
zu dem Phanomen der Slowinganderung. Die Kontrollkurve liegt im Bereich
der Referenzkurve.

Bei Betrachtung aller Experimente dieser Art war statistisch signifikant
(ANOVA mit LSD Test, n = 11, df = 20,000, p <0,05) der Unterschied

zwischen der Referenzkurve und der Slowingkurve von CGRP/CGRPg37
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(n = 11) bzw. der Referenzkurve und der CGRP-Slowingkurve (n = 8). Nicht
statistisch  signifikant war jedoch der Unterschied zwischen der
Referenzkurve und der CGRPg37-Slowingkurve (n=11). Das heil3t, der
CGRP-Rezeptorantagonist konnte den Effekt von CGRP nicht verhindern,
aber CGRPg3; hatte selbst keinen signifikanten Effekt auf das Slowing,
auch wenn eine Tendenz in dieser Richtung besteht, da in mehreren
Einzelmessungen, wie in Abbildung 19 dargestellt, die Kurve deutlich von

der Referenzkurve abwich.
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Slowing Maximum (%)

Heferenz CGRP 8-37 CGRP 8-37 CGRP Kontrolle
+ CGRP

Abbildung 20: Effekt von CGRP und CGRPg.3; auf das Slowing: Referenz
(n = 11), CGRP8_37 (n = 11), CGRP8_37 + CGRP (n = 10), CGRP (n = 8) und
Kontrolle (n=11). Die Balken stellen die maximale Anderung der
Latenz + SEM zum Ende der Reizperiode mit 2 Hertz dar. Darstellung in
Prozent zum Referenzbalken. Eine signifikante Anderung zeigt sich vom
Referenzwert zu dem Wert unter CGRP/CGRPg3; Superfusion und zum
CGRP Wert (ANOVA mit LSD Test, df = 20,000, p < 0,05). Nicht signifikant
ist die Anderung von Referenz zur Superfusion mit CGRPg_3;.
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4.3.3 Einfluss von Glibenclamid auf die CGRP-Wirkung

Bei diesen Experimenten wurde untersucht, ob die Wirkung von CGRP auf
das Slowing uber Glibenclamid-sensitive Kaliumkanale vermittelt wird.
Glibenclamid (10° M; n = 5) alleine und in Kombination mit CGRP (107 M;
n=6) zeigte in der Tendenz eine Verstarkung der Latenzdnderung im
Slowing Protokoll (Versteilerung der Slowingkurve), ohne dass ein
signifikanter Effekt zu ermitteln war. Im Anschluss war bei der Superfusion
von CGRP als Einzelsubstanz (n=6) die Latenzanderung ebenfalls
verstarkt. In der Kontrolle (n = 5) war die Tendenz nahezu aufgehoben. Es

wurden sechs Fasern mit Glibenclamid untersucht.

80

Slowing Maximun (%)

40

20

Referenz  Glibenclamid Glib.+CGRP CGRFP  Kontrolle

Abbildung 21: Zusammenfassung der Experimente mit Glibenclamid und
CGRP (Referenz, Glibenclamid, Glibenclamid + CGRP, CGRP und
Kontrolle, n=6). Die Balken stellen die maximale Anderung der
Latenz + SEM zum Ende der Reizperiode mit 2 Hertz dar. Darstellung in
Prozent zum Referenzbalken. Die maximalen Endpunkte zeigen eine
Tendenz in der Verstarkung der Latenzanderung, dies wird jedoch nicht
statistisch signifikant. Diese Tendenz wird in der Kontrolle wieder
aufgehoben.
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5 Diskussion

Migrane ist ein neurologisches Krankheitsbild und gehort zu den primaren
Kopfschmerzen, die weltweit einen grof3en Anteil der Bevdlkerung betrifft
(Arulmani et al.,, 2004). Migraneanfélle fihren bei vielen Betroffenen zu
einer Beeintrdchtigung der Lebensqualitait und des allgemeinen
Wohlbefindens. Die soziodkonomischen Auswirkungen werden von der
Offentlichkeit oftmals unterschatzt (Ruiz, | et al., 2003). Allein in Europa
kommt es jeden Tag zu bis zu 600.000 migranebedingten Arbeitsausfallen
(Edvinsson, 2004).

Nach der Klassifikation der internationalen Kopfschmerzgesellschaft
(IHS) ist Migrane eine episodisch auftretende Erkrankung, die zwischen vier
und 72 Stunden anhélt, meist unilateral, pulsierend und mit mittlerer bis
starker Schmerzintensitat auftritt. Oft leiden die Patienten an Ubelkeit,
Erbrechen, Larm- und Lichtempfindlichkeit und sie sind bestimmten
Gertuchen gegeniber empfindlich. Die Anfalle kbnnen vorausgehend mit
einer Aura, reversiblen neurologischen Stérungen wie visuellen oder
somatosensorischen Symptomen gekoppelt sein (Olesen and Steiner,
2004).

Nozizeptive Vorgange in der Peripherie des Nervensystems tragen
zur Entstehung von Migraneschmerz bei, auch wenn zentrale Ursachen fur
dessen Entstehung vermutet werden. In diesem Zusammenhang wird der
funktionellen Einheit des Trigeminovaskularen Systems mit seinen
Mediatoren wie CGRP eine wichtige Rolle zugesprochen. CGRP wird bei
Erregung der nozizeptiven Afferenzen freigesetzt und fuhrt zu einer
Vasodilatation der umliegenden Gefal3e (Messlinger et al., 1995). Es sind
jedoch noch weitere Wirkungen wahrscheinlich, da CGRP-Rezeptoren
peripher nicht nur in der glatten arteriellen Gefaldmuskulatur vorkommen,
sondern auch von marklosen Neuronen des Spinalganglions exprimiert

werden (Segond et al.,, 2002). Bei Stimulation der Dura mater mit CGRP
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kommt es zu einer erhdhten Histaminausschittung aus degranulierenden

Mastzellen (Schwenger et al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Hauptfragen untersucht: Zum einen,
ob meningeale Afferenzen der Ratte polymodale Eigenschaften besitzen
und zum anderen, welche Einflisse das Neuropeptid CGRP auf das
Erregungsverhalten dieser Afferenzen hat.

Ein Grol3teil der abgeleiteten Axone konnte durch mindestens einen
Reiz - mechanisch, thermisch oder chemisch — aktiviert werden, woraus
geschlossen wurde, dass es sich um afferente Nervenfasern handelt. Die
meisten dieser Afferenzen kénnen als polymodal klassifiziert werden, da sie
durch mehr als einen Reiz aktiviert werden konnten (siehe Kap. 5.2).

Die Superfusion mit dem Peptid CGRP fiihrte bei acht von 53 Fasern
zu einer schwachen, aber deutlichen Erregung (Zunahme der
Aktionspotentiale). Da diese Erregung verzégert und nach unterschiedlicher
Latenz auftrat, ist ein direkter erregender Effekt durch CGRP
unwahrscheinlich. Des Weiteren fihrte CGRP zu einer verminderten
aktivitatsbedingten Anderung der Leitungsgeschwindigkeit (Slowing).
Zusammengenommen konnten diese Ergebnisse auf eine Sensibilisierung
der meningealen Nozizeptoren durch CGRP hindeuten. Die Schwelle fir
unbemerkte Reize im Hintergrund, z.B. Temperaturschwankungen, Histamin
und andere Substanzen, kdnnte erniedrigt worden sein, wodurch die Fasern
durch diese Reize im Verlauf des elektrischen Stimulationsprotokolls fir

kurze Zeit erregt wurden und zusatzliche Entladungen zeigten.
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5.1 In-vitro Dura-Nervenpraparat

In der vorliegenden Arbeit wurde das in-vitro Modell als Grundlage der
Experimente ausgewahlt, da es gegenulber in-vivo Experimenten wichtige
Vorteile bietet. Aufgrund der anatomischen Verhéltnisse bei in-vivo
Versuchen kdnnen primére Afferenzen der Meningen im Bereich der Dura
mater encephali nur unter schwierigen Bedingungen elektrophysiologisch
untersucht werden. In den eingangs beschriebenen in-vivo Experimenten
(siehe Kapitel 1.2) wurden zum Beispiel aus dem Ganglion trigeminale, also
direkt vom Neuron (Strassman et al., 1996), und vom Nervus nasociliaris
(Bove and Moskowitz, 1997) abgeleitet. Das Versorgungsgebiet dieses
Nervenastes beschrankt sich jedoch auf die frontale Orbita. In beiden Fallen
wurde die Dura mater durch Trepanation des darlber liegenden
Schadelknochens freigelegt, was ohne Verletzung der Dura kaum méglich

ist und die genaue Eingrenzung der rezeptiven Felder erschwert.

Im Dura-Nervenpraparat wurde das Cerebellum herausprapariert und die
Dura mater mit den zugehorigen Afferenzen freigelegt. Diese Strukturen
blieben im naturlichen Gewebeverband am Schadelknochen haften, so dass
die Afferenzen der peripheren Nervenbindel von der arachnoidalen Seite
her zuganglich waren. Durch Manipulation der Dura mater wurden somit die
Bedingungen im Subduralspalt nachgestellt. Bei diesem in-vitro Modell ist
daher eine genauere mechanische Stimulation des Untersuchungsgewebes
gegen das Lager des Schéadelknochens moglich. Die rezeptiven Felder sind
direkt zuganglich, um chemische Reize zu applizieren, wie dies im
pathologischen Fall z.B. bei Subarachnoidalblutungen auftreten kann. Das
Gewebebad mit oxygenierter physiologischer Losung gewahrleistet
auRerdem eine lange Uberlebensdauer des Nervengewebes.

Die Versuchsbedingungen sind zuverlassig und reproduzierbar, da
variable Umweltfaktoren wie Narkoseschwankungen, Anderungen der

Mikrozirkulation oder Aktivierung des vegetativen Nervensystems sie nicht
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beeinflussen. Einschréankend sollte genannt werden, dass Kopfschmerzen
beim Tier bislang nicht belegt sind. Bei allen Modellen, in-vitro wie in-vivo,
ist somit unklar, inwieweit die experimentellen Bedingungen den
pathophysiologischen Bedingungen beim Kopfschmerz entsprechen.
Tierexperimentelle Untersuchungen konnen jedoch wichtige Hinweise fur

maogliche Mechanismen der Kopfschmerzentstehung geben.

5.2 Eigenschaften priméarer Afferenzen der Dura mater der Ratte

In der vorliegenden Arbeit waren von den 60 getesteten Fasern (sieben
As-Fasern und 53 C-Fasern) 44 durch einen oder mehrere sensorische
Reize erregbar und somit sicher Afferenzen. Sechs von zwolf Fasern waren
durch thermische, chemische und mechanische Reize erregbar. Uber die
Halfte (52,4%) der Fasern (n = 21) waren durch zwei der vorgenannten
Reize erregbar. Es zeigte sich damit, dass die meisten untersuchten
Afferenzen sicher nicht unimodal waren. Sie &hneln den polymodalen
Nozizeptoren der Haut, da sie durch mehrere Stimuli aktiviert wurden.

Bei funfzehn C-Fasern, die mit keinem sensorischen Reiz getestet
wurden, wurde ein elektrophysiologisches Kriterium zur Identifizierung
sympatischer Fasern verwendet (Campero et al., 2004). Der Verlauf der
Slowingkurven gibt danach einen deutlichen Hinweis darauf, ob es sich um
efferente Fasern handelt (de Col et al., 2008). Die flinfzehn getesteten
Fasern zeigten bei 2 Hz fir 180 Sekunden (bei zwei Fasern 3 Hz fur 180
sec) kein deutliches Speeding nach einem initialen Slowing, wie man es bei
sympatischen Fasern erwartet hatte. Mit den Untersuchungen konnten die
Ergebnisse aus in-vivo Experimenten von Bove / Moskowitz bestatigt
werden, dass es sich bei duralen Afferenzen um eine Fasergruppe handelt,
die durch mechanische, chemische und/oder thermische Reize aktiviert
werden kbnnen. Diese Eigenschaften sind denen von Nozizeptoren anderer
Gewebe é&hnlich (Bove and Moskowitz, 1997). Auch Strassman und

Burstein arbeiteten an einem in-vivo-Modell der Dura mater und fanden
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Fasern im Bereich der As; und C-Fasern, die von unterschiedlichen
sensorischen Reizen aktiviert wurden und auf’erdem noch eine
Sensitivierung durch bestimmte chemische Reize aufwiesen (Strassman et
al., 1996).

Diese beiden Arbeitsgruppen verwendeten bei der Fasersuche
mechanische Reize. Im Unterschied dazu wurden in der vorliegenden Arbeit
die Fasern teilweise mit elektrischen Reizen gesucht, so dass auch
mechanisch insensitive Fasern gefunden wurden (10% der Fasern).

Da die Marking-Methode eine saubere  Ableitung der
Aktionspotentiale erforderte, war im vorliegenden Modell nicht bei allen
Experimenten die Durchfihrung aller charakterisierenden Reize mdoglich.
Die Protokolle wurden nacheinander, oft tber einen Zeitraum von Stunden
durchgefihrt. In der Folge waren die Fasern nach zwei bis drei Stunden
zum Teil nicht mehr so zuverlassig abzuleiten, dass weitere Reizprotokolle
durchgefihrt  werden konnten. Teilweise  verschwanden die
Aktionspotentiale auch nach einem Reiz, zum Beispiel nach der
mechanischen Testung.

Durch die Ergebnisse der Charakterisierung der Fasern konnte
gezeigt werden, dass es sich bei 73% der Fasern um Afferenzen handelt,
da jede abgeleitete Faser durch mindestens einen sensorischen Reiz
(thermisch, chemisch oder mechanisch) aktiviert wurde. Bei den restlichen
27% gibt das Slowing-Protokoll, zusammen mit der fehlenden
Spontanaktivitét, eindeutige Hinweise darauf, dass es sich auch bei diesen
Fasern um afferente Neurone handelt. Bei einer Unit konnte das
elektrophysiologische Kriterium nicht angewandt werden, da die
Leitungsgeschwindigkeit im Bereich einer A-Faser lag. Somit ist bei dieser
Faser nicht eindeutig auszuschlie3en, dass es sich hier um eine efferente
Faser handelt. Ein Hinweis auf die Afferenz ist einzig durch die fehlende

Spontanaktivitat gegeben.
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53 Einfluss von CGRP auf Nervenfasern der Dura mater
5.3.1 Hauptversuche CGRP-Wirkung Teil 1

Mit den Hauptversuchen sollte die Frage geklart werden, ob meningeale
Afferenzen unter in-vitro Bedingungen durch das Neuropepetid CGRP
aktiviert oder sensibilisiert werden kdonnen. Bei acht von 53 Fasern wurden
eine leichte Verstarkung der Aktivitat bzw. Entladungen wéahrend der
Superfusion mit CGRP registriert. Bei einer Faser ging diese Verstarkung
auch mit einer Anderung der Leitungslatenz einher, die Gber das Marking-
Verfahren feststellbar war. In dem betreffenden Experiment lag die
Reizfrequenz wéhrend der CGRP-Superfusion bei 0,5 Hz. Durch diesen
Abstand der elektrischen Reize war die Marking-Methode ausreichend
sensibel, um die zusatzliche Aktivierung in einer Anderung der Latenz
wiederzuspiegeln. Bei den Fasern der sieben weiteren Experimente war die
Reizfrequenz auf 0,1 Hz herabgesetzt worden, um die elektrischen
Verhaltnisse an der Zellmembran mdoglichst wenig durch kinstliche
elektrische Aktivitat zu beeinflussen. Dies hatte zur Folge, dass die Marking-
Methode nicht ausreichend sensibel fiir die Latenzanderungen war. Die Zeit
zwischen den elektrischen Reizen reichte aus, um die Zellmembran wieder
in ihren urspringlichen Zustand zu versetzen. Die zusatzliche Aktivitat der
Nervenfaser  flhrte somit nicht zu einer  Anderung der
Leitungsgeschwindigkeit und Leitungslatenz.

Die Anderung der Aktivitat der Nervenfasern unter CGRP war in der
Regel ein kurzzeitiger Effekt, der wenige Minuten dauerte. Diese
Anderungen waren zu gering, um sie in ihrer Gesamtheit mit statistischen
Methoden signifikant nachweisen zu konnen. Betrachtet man jedoch die
Einzelexperimente und die Spikeaktivitat, zeigte sich unter CGRP-
Superfusion bei diesen acht Fasern eine hohere Gesamtzahl von
Aktionspotentialen wie in Abbildung 16 dargestellt. Bei dieser zeitlich und
raumlich begrenzten, leicht erhthten Anderung der Frequenz ist nicht davon

auszugehen, dass diese relevant fur die Schmerzentstehung ist.
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Unwahrscheinlich ist auch, dass Uber diesen Signhalweg nachhaltige
Informationen an das zentrale Nervensystem weitergeleitet werden. Insofern
kann man in diesem Fall eher nicht von einer direkten Aktivierung sprechen.

Vorstellbar ware, dass der Effekt durch eine lokale, mdglicherweise
indirekte Wirkung am Axon entsteht, die die Afferenzen fir andere Reize
sensibilisieren kénnte. CGRP kénnte eine niedrigere Reizschwelle flr einen
anderen, nicht zielgerichteten Reiz bewirken. Dies konnten z.B. andere
Substanzen sein, die im Subduralspalt und im Gewebe vorkommen. Diese
Reize im Hintergrund konnten aufgrund der niedrigeren Schwelle zu einer
kurzen  Aktivierung der Fasern fuhren. Als Beispiel waren
neurosensibilisierende und vasoaktive Mastzellmediatoren denkbar, die aus
meningealen Mastzellen freisetzt werden (Theoharides et al., 2005). CGRP
in hoéheren lokalen Konzentrationen flhrt zur Histaminfreisetzung aus
Mastzellen in der Dura mater. Aul3erdem werden einige Afferenzen der
Dura durch Histamin direkt aktiviert (Schwenger et al., 2007). Das durch
CGRP aus Mastzellen freigesetzte Histamin konnte somit die Fasern
aktiviert haben. Die geringe Anzahl (8/53) der mutmalfilich sensibilisierten
Afferenzen liel3e sich dann dadurch begrinden, dass es sich bei den
gewonnenen Versuchsdaten Uberwiegend um mechanosensitive Fasern
handelt. Dagegen wurde fur die meisten von Histamin aktivierten
Nervenfasern kein mechanisch rezeptives Feld gefunden, diese also
maoglicherweise mechanoinsensitiv sind (Schwenger et al., 2007).

Auch technisch bedingte leichte Schwankungen der Badtemperatur
wéahrend der Experimente konnten fir eine zusatzliche Aktivierung
ausreichen, da die Schwelle fur eine Hitzeaktivierung in der Dura mater
relativ niedrig ist. Bei sieben der hitzeaktivierten Fasern lag die Schwelle
zwischen 35°C - 38,5°C (siehe 4.1).

Cumberbatch et al. (1999) zeigten, dass die systemische Bolusgabe
von CGRP zu einer erhohten Aktionspotentialfrequenz bei nicht-
nozizeptiven trigeminalen Neuronen des Hirnstamms flhrt. Sie stellten die

These auf, dass dieser Effekt auf der Vasodilatation der Gefafl3e beruht, die
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die meningealen Afferenzen aktiviert (Cumberbatch et al., 1999). CGRP
erhoht nach topischer und systemischer Gabe die Durchblutung der
Meningen (Kurosawa et al., 1995). Levy et al. (2005) untersuchten die
Wirkung von CGRP auf meningeale Nozizeptoren in einem in-vivo Préaparat
der Ratte. Sie legten mittels Craniotomie den Bereich des linken Sinus
transversus frei und kombinierten diese Methode mit Laser-Doppler-
Messungen der Blutflussrate der Arteria meningea media in diesem Bereich.
Die mechanisch sensiblen Afferenzen mit As und C-Fasern, die aus dem
Ganglion trigeminale abgeleitet wurden, hatten rezeptive Felder auf oder um
(max. 1mm) den freigelegten Teil der Arteria meningea media und die
parietale Dura mater. CGRP 10* M, topisch oder intravenés appliziert,
erhohte durch seine vasodilatorische Wirkung die Blutflussrate, hatte jedoch
keine aktivierenden oder sensibilisierenden Wirkungen auf die Afferenzen
(Levy et al., 2005).

Die Tatsache, dass mit der in dieser Arbeit angewandten in-vitro Methode
eine leichte Steigerung der Aktivierungsrate festgestellt wurde, ist kein
Widerspruch zu den oben genannten Daten, sondern konnte durch
Unterschiede in der Methodik erklart werden. In den hier beschriebenen
Experimenten wurden durch das Herauslosen des Gehirns die fest
anliegenden inneren Schichten der Hirnhdute mit entfernt. Der
experimentelle Wirkort ist somit quasi der Subarachnoidalraum. Nach auf3en
ist die Dura mater mit dem Periosteum des Schadels verbunden.

In den Versuchen von Levy et al. (2005) wurde mittels Craniotomie
die Schadelhulle entfernt. CGRP wurde intravends verabreicht oder von der
parietalen Seite der Dura mater durch dieses freigelegte Craniotomiefenster
auf die Dura gegeben. Die Substanzen mussten durch die Dura mater zu
ihrem Wirkungsort diffundieren. Eine Stimulation von der arachnoidalen
Seite wie im verwendeten Dura-Nervenpraparat spiegelt somit eher die
Bedingungen im Schadel wieder, wie sie bei einem Migraneanfall
vorkommen konnten.

63



Diskussion

5.3.2 Hauptversuche CGRP-Wirkung Teil 2

Im zweiten Abschnitt der Versuche wurde die Wirkung von CGRP auf die
aktivitatsinduzierte Anderung der Leitungsgeschwindigkeit (Slowing)
untersucht. CGRP bewirkte eine Abflachung der Slowingkurve, so dass der
Maximalwert der aktivitatsinduzierten Abnahme der Leitungsgeschwindigkeit
unter dem Wert der Kontrollkurve blieb (siehe Abb. 17). Dies flihrte zu einer
statistisch signifikanten Anderung des Maximalwertes (n=12), wie in dem
Balkendiagramm (Abb. 18) deutlich wird. Dieser Effekt war reversibel, die
Kontrollkurve erreichte unter SIF-Superfusion wieder einen ahnlichen Wert

wie wahrend der Referenzphase vor der CGRP-Superfusion.

Wie De Col et al. (2008) zeigten, ist die aktivitatsinduzierte Anderung der
Leitungsgeschwindigkeit hauptsachlich auf die Verfugbarkeit der
spannungsabhéngigen Natriumkandale zuriickzufiihren (siehe Kap.1.6). Sie
untersuchten die Wirkung von Substanzen oder Mechanismen, wie z.B.
Kalte, die zu einer Verstarkung des Slowings fuhren. Ouabain hemmt die
Na-K-ATPase und damit die Hyperpolarisation der Membran. Da sich
dadurch mehr spannungsabhangige Na+-Kanéle im ,langsamen-inaktiven
Zustand® befinden, wird die Leitungsgeschwindigkeit langsamer
(= Verstarkung des Slowings), da weniger Kanéle zur Verfligung stehen (de
Col et al., 2008). Dieses ,langsam-inaktive* Stadium der Kanéle kann eine
Zeitkonstante im Minutenbereich haben (Ogata and Tatebayashi, 1992).

Dieses stimmt ungeféahr mit der Zeit Uberein, die die Nervenfaser
braucht, um am Ende des Slowing-Protokolls bei 2 Hz wieder zu ihrer
urspriinglichen Latenz zurtickzukommen (Referenzkurve Abb. 5).

CGRP zeigte die gegenteilige Wirkung zu Ouabain: Die Substanz
fuhrt zu einer Abflachung der Kurve und zu einer Beschleunigung der
Leitungsgeschwindigkeit. Die Membran hyperpolarisiert starker und damit
verklrzt sich die Dauer des ,langsamen-inaktiven Zustands". Dies bedeutet,
dass unter CGRP mehr Kanéle im Zustand ,geschlossen-aktivierbar® zur

Verfigung stehen mussten. Damit werden einerseits Signale schneller an
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das ZNS weitergeleitet. Andererseits konnte es die Erniedrigung der
Reizschwelle fir andere Reize begriinden, mit der die kurze Aktivierung der
Fasern durch CGRP zu erklaren ware. In der Kopfschmerzsituation kénnte
es also zu einem verstarkten Schmerzempfinden durch CGRP kommen, da
die Impulsleitung nicht durch eine langsamere Leitungsgeschwindigkeit
gehemmt wirde und zuséatzliche Reize den Schmerz noch verstarken

kénnten.

5.3.3 Hauptversuche CGRP-Mechanismus

In den folgenden Abschnitten der Versuche sollte geklart werden, welche
Mechanismen fir die hohere Verfiigbarkeit der spannungsabhangigen Na'-

Kanéle unter CGRP verantwortlich sein konnten.

Es wurde zundchst der kompetitive Rezeptorantagonist CGRPg.3;
eingesetzt, um zu dUberprifen, ob die Wirkung von CGRP auf die

verfugbaren Na*-Kanale tiber CGRP;-Rezeptoren vermittelt werden kénnte.

a-CGRP (Ratte): Ser-Cys-Asn-Thr-Ala-Thr-Cys-Val-Thr-His-Arg-
CGRPg-37 (Human): Val-Thr-His-Arg-

Leu-Ala-Gly-Leu-Leu-Ser-Arg-Ser-Gly-Gly-Val-Val-Lys-Asp-Asn-Phe-
Leu-Ala-Gly-Leu-Leu-Ser-Arg-Ser-Gly-Gly-Val-Val-Lys-Asn-Asn-Phe-

Val-Pro-Thr-Asn-Val-Gly-Ser-Glu-Ala-Phe-NH2
Val-Pro-Thr-Asn-Val-Gly-Ser-Glu-Ala-Phe-NH2

Abbildung 23: Vergleichende Darstellung der Aminosauresequenzen von
CGRP und CGRPg.3;.
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Hierzu wurde das Verhalten der Leitungslatenz unter CGRP, CGRPg.3; und
unter beiden Substanzen zusammen getestet. CGRPg3; wurde eine
Zehnerpotenz hoher als CGRP angewendet, da es sich ab dieser
Konzentrationsdifferenz um einen 100%igen Antagonisten handelt (Chiba et
al., 1989). Wie in Abbildung 19 zu sehen ist, hemmt CGRPg3; nicht die
Wirkung von CGRP unter aktivitatsinduzierter ~ Anderung der
Leitungsgeschwindigkeit (Slowing). Somit bleibt der abflachende Effekt von
CGRP auf die Slowingkurve erhalten und dies wird statistisch signifikant bei
n =11 (Abb. 20). CGRP hat demnach nach diesem Versuchsergebnis keine
direkte rezeptorvermittelte Wirkung auf Afferenzen der Dura mater tber den

bekannten CGRP;-Rezeptor und den G-Protein gekoppelten Signalweg.

Funktionelle CGRP Wirkungen sind teilweise nachweisbar, auch wenn eine
Expression des CGRP-Rezeptorproteins RAMP1 in manchen Geweben
(z.B. dem Cerebellum) fehlt (Brain et al., 2002). Dies deutet auf eine
Heterogenitat der Rezeptoren hin (Poyner et al., 2002). Durch Zellkultur-
Experimente hat sich gezeigt, dass auch die anderen Rezeptoren der
Calcitonin-Familie eine Kreuzreaktivitat fir CGRP besitzen (Christopoulos et
al., 1999;Muff et al., 1999). Der Antagonist CGRPg3; hat eine geringere
Wirksamkeit flr diese Rezeptoren. Von diesen weiteren Rezeptoren der
Calcitonin Familie konnten nach ihrer vorhandenen Affinitat fir CGRP und
ihrer geringeren Wirksamkeit fir CGRPg3; die AM, Rezeptoren oder die
AMY ) Rezeptoren der Gruppe der CGRP, Rezeptoren entsprechen. Dies
bedarf jedoch noch einiger Aufklarung, da diese Hinweise noch nicht
validiert wurden anhand von Untersuchungen uber die RAMP-Protein
Expression und die dazugehdrige pharmakologische Wirkungsweise von
CGRP (Hay, 2007).

66



Diskussion

Im nachfolgenden Versuchsabschnitt wurde das Sulfonylharnstoffderivat
Glibenclamid eingesetzt. Nach Daten von Dunn et al. (2003) verursacht
CGRP in einer Konzentration von 10° M oder 10® M bei priméaren
Afferenzen mesenterialer Arterien der Ratte eine Hyperpolarisation der
Zellmembran. Dieser hyperpolarisierende Effekt konnte durch Glibenclamid
blockiert werden. CGRPg3; flhrte jedoch zu keiner Hemmung des
hyperpolarisierenden Effekts. Diese Daten weisen darauf hin, dass an der
glatten Gefalimuskulatur freigesetztes CGRP uber Glibenclamid-sensitive
Kaliumkanale wirkt (Dunn et al., 2003). Eine andere Arbeitsgruppe zeigte,
dass Glibenclamid die CGRP vermittelte Vasodilatation an pialen Arteriolen
der Ratte hemmt (Hong et al., 1996). Die Substanz wurde einzeln (10 M)
oder in Kombination mit CGRP (10”7 M) eingesetzt.

Glibenclamid hatte in den vorliegenden Experimenten einen starken
Eigeneffekt (Abb. 21) und verstarkte die aktivitatsinduzierte Anderung der
Leitungsgeschwindigkeit, d.h. die Leitungsgeschwindigkeit wurde noch
starker verlangsamt. Bei der Kombination beider Substanzen, CGRP und
Glibenclamid, ist die Leitungsgeschwindigkeit ebenfalls starker verlangsamt.
Die CGRP-Wirkung wird entweder nicht blockiert oder der Glibenclamid-
Effekt maskiert die CGRP-Wirkung, so dass nicht festzustellen ist, ob die
CGRP Wirkung blockiert oder noch vorhanden ist. Auch CGRP als
Einzelsubstanz fihrt in diesen Experimenten zu einer verstarkten
Latenzanderung. Da Glibenclamid lipophil ist, ist es moglich, dass die Dauer
der Spilphase nach der Superfusion mit CGRP und Glibenclamid zu kurz
war, um die Substanz vollstandig auszuwaschen. Dies erklart
maoglicherweise die Verlangsamung der Leitungsgeschwindigkeit durch
CGRP als Einzelsubstanz.
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5.3.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Aus den ermittelten Daten kann geschlossen werden, dass CGRP bei
manchen Afferenzen zu einer kurzen zusatzlichen Aktivierung fuhrt. Es lasst
sich nicht eindeutig festlegen, ob diese direkt oder indirekt vermittelt ist. Die
Wirkung scheint nicht direkt mit dem bekannten CGRP;-Rezeptor gekoppelt
zu sein und Uber die mdgliche Wirkung Uber AM, Rezeptoren oder
AMY »-Rezeptoren kann bis jetzt nur spekuliert werden. Fir einen
indirekten Effekt und gegen die Wirkung Uber einen Rezeptor aus der
Calcitonin-Familie sprache auch die scheinbar agonistische Tendenz von
CGRPg3; auf die Slowingkurve, die durch die bisher bekannten
Rezeptoreigenschaften nicht erklart werden kann.

Immunhistologische Daten von Lennerz et al. (2008) geben Hinweise
darauf, dass die Wirkung des CGRP indirekt Uber die bekannten CGRP-
Rezeptoren vermittelt sein kdnnte. Mittels Immunhistochemie wurde die
Lokalisation der CGRP-Rezeptoren untersucht. Der CGRP-Rezeptor
befindet sich nicht auf den Nervenendigungen der Dura mater encephali,
sondern er ist in diesem Bereich vor allem auf den Schwann-Zellen der
Nervenfasern zu finden (Lennerz et al., 2008). Damit besteht die Mdglichkeit
eines indirekten Wirkungsmechanismus. CGRP konnte an den CGRP-
Rezeptor auf den Schwann-Zellen binden und mit der G-Protein
gekoppelten Kaskade Uber eine Verschiebung des Membranpotentials zu
einer Anderung der lonenverhéltnisse im Interzellularspalt und damit zu
erhohter Erregbarkeit der Axonmembran fiihren. Dies konnte auch
entsprechende Anderungen in der Umgebung der Endigung und eine Art
Sensibilisierung der nozizeptiven Faser bewirken. Hier stellt sich jedoch die
Frage, weshalb der Rezeptorantagonist CGRPg 37 in den Experimenten die
Wirkung von CGRP nicht gehemmt hat.
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Abbildung 22: Schematische Darstellung der Dura mater encephali mit
Arterie, Mastzelle und sensorischen Nervenfasern. CGRP fuhrt tUber die
GefalBmuskulatur zu einer Vasodilatation der Arterie. Des Weiteren kann
CGRP Mastzellen degranulieren und Histamin freisetzen. Die in den
Versuchen aufgezeigte Anderung der Leitungsgeschwindigkeit und die
eventuell daraus resultierende verminderte Reizschwelle ist méglicherweise
eine indirekte Wirkung von CGRP auf die sensible Faser.

CGRP fuhrt nach den Schlussfolgerungen Uuber die Ursache des
aktivitatsabhangigen Slowings offensichtlich zu mehr verfiigbaren Na'-
Kanalen unter aktivitatsinduzierter Abnahme der Leitungsgeschwindigkeit:
Die Leitungsgeschwindigkeit nimmt wieder etwas zu bzw. weniger stark ab.
CGRP verringert wahrend repetitiver Aktivitat vermutlich die Zahl der
inaktivierten Kanale, mdglicherweise durch eine starkere Hyperpolarisation
der Membran. Jedenfalls werden dadurch nozizeptive Signale schneller
weitergeleitet. Die Konsequenz daraus, dass sich dadurch auch die
Reizschwelle fir noxische Reize vermindert, ist noch nicht gesichert. Wenn
die aktivitatsinduzierte Abnahme der Leitungsgeschwindigkeit Teil einer
verminderten Erregbarkeit von Nozizeptoren ist, dann hiel3e das, dass
CGRP gegen diesen Vorgang wirkt und nozizeptive Signale effektiver

macht.
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6 Zusammenfassung

Meningeale Afferenzen innervieren die grof3en intracerebralen GefafRe und
die Dura mater encephali, eine schitzende Hdulle fir das Gehirn, welches
selbst keine sensible Innervation besitzt. Die funktionelle Einheit aus
intracraniellen sensorischen Nervenfasern und den innervierten Blutgefal3en
wird als trigemino-vaskulares System bezeichnet. Es spielt vermutlich die
entscheidende Rolle bei der Kopfschmerzentstehung. Calcitonin Gene-
Related Peptide (CGRP) ist eine Schlisselsubstanz bei der Entstehung der
Migrane und anderer primarer Kopfschmerzen. Das Neuropeptid wird von
einem grolRen Teil der trigeminalen afferenten Neurone exprimiert, wirkt
vasodilatatorisch auf arterielle Gefal3e und hat im trigeminalen Hirnstamm
die Funktion eines Neurotransmitters.

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, die Eigenschaften der priméren
Afferenzen der Dura mater und die Wirkung von CGRP auf diese
Nervenfasern zu erforschen. Des Weiteren wurde der Effekt von CGRP auf
die Leitungseigenschaften der Fasern anhand der Wirkung auf das
sogenannte Slowing Uberprift. Hierbei handelt es sich um eine
aktivitatsinduzierte Verlangsamung der Leitungsgeschwindigkeit, die sich
hauptsachlich auf die abnehmende Verfluigbarkeit spannungsabhéangiger
Natriumkanale zurlckfihren lasst.

Fur die elektrophysiologische Ableitung meningealer Afferenzen in
vitro wurde ein neu entwickeltes Dura-Nervenpraparat des halbierten
superfundierten Rattenschadels benutzt. Die Signale wurden von einem
Nervenast des Ramus meningeus des Nervus mandibularis, vergleichbar
dem humanen Nervus spinosus, abgeleitet. Aus der Mehrfaserableitung
konnte durch die Darstellung der Aktionspotentiale bei repetitiver
elektrischer Reizung das Latenzverhalten einzelner Fasern isoliert
beobachtet werden.
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Insgesamt wurden 60 langsam leitende Einzelfasern
(Leitungsgeschwindigkeit 0,22 - 6,67 m/s) untersucht. Es wurde bestétigt,
dass es sich bei den meningealen Afferenzen um polymodale sensorische
Fasern handelt, da der Grof3teil durch mehr als einen Reiz - mechanisch,
thermisch (Hitze) und/oder chemisch (Capsaicin) - stimuliert werden konnte.

Die Superfusion mit CGRP fluhrte bei acht von 53 Fasern zu einer
zeitlich verzbgerten leichten Zunahme der neuronalen Aktivitat. Des
Weiteren bewirkte CGRP bei allen Afferenzen eine statistisch signifikante
Abflachung der Slowingkurven, d.h. eine Abschwachung der
aktivitatsinduzierten Verminderung der Leitungsgeschwindigkeit. Mit dem
selektiven Rezeptorantagonisten CGRPg.3; konnte dieser Effekt allerdings
nicht aufgehoben werden. Die Vermutung, dass CGRP uber Glibenclamid-
sensitive Kaliumkanéale wirkt, konnte nicht bestétigt werden, da Glibenclamid
einen starken Eigeneffekt auf das Slowing hatte.

Die beobachteten CGRP-Effekte werden entweder indirekt oder
Uberhaupt nicht Gber G-Protein-gekoppelte CGRP-Rezeptoren vermittelt, da
bisher CGRP-Rezeptoren nur auf den Schwannzellen der Nervenfasern in
der Dura mater nachgewiesen wurden. Aus der Abflachung der
Slowingkurven lasst sich jedenfalls schlieRen, dass unter dem Einfluss von
CGRP mehr verfugbare spannungsabhangige Natriumkanéle auf den
Axonen zur Verfugung stehen. Somit werden nozizeptive Reize schneller an
das Zentralnervensystem weitergeleitet und die Nervenfasern werden bei
Aktivitat nicht so schnell blockiert, was wahrscheinlich auch mit einer
erniedrigten Reizschwelle fir noxische Reize einhergeht. Dies ware
moglicherweise auch eine Erklarung fur die Zunahme der Aktivitat einiger

Afferenzen unter CGRP-Superfusion.
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7 Summary

Meningeal afferents innervate main intracerebral blood vessels and the dura
mater encephali, a protecting sheath for the central nervous system. The
latter has no sensitive innervation on its own. The trigeminovascular system,
which consists of intracranial vessels and their sensory innervation, is
presumably involved in the development of headaches. Calcitonin gene-
related peptide (CGRP) is supposed to play a key role in the generation of
migraine and other primary headaches. This neuropeptide is contained in
and released from a major part of trigeminal afferent neurons. It acts as a
vasodilator at arteries and as a neurotransmitter in the trigeminal brainstem.

The aim of this study was to analyse the characteristics of dural
primary afferents and the action of CGRP on these nerve fibres.
Furthermore, the effect of CGRP on the conduction properties of these
fibres was studied using the slowing phenomenon as parameter. Slowing is
an activity-induced decrease in conduction velocity, which is linked to the
decreasing availability of voltage-dependent sodium channels.

A newly developed dura-nerve preparation of the superfused rat skull
half was used for electrophysiological recordings of meningeal afferents
from the meningeal branch of the mandibular nerve, which is comparable to
the human spinosus nerve. On the basis of multi-unit recordings latency
changes of single units could be observed through action potentials elicited
by repetitive electrical stimulation.

A total of 60 slowly conducting units (conduction velocity 0.22 - 6.67
m/s) were analysed. The meningeal afferents responded usually to more
than one stimulus (mechanical, thermal and/or chemical stimulation by
capsaicin) and can therefore classified as polymodal afferents.

CGRP superfusion caused a delayed and short-lasting increase in
neuronal activity in eight of 53 fibres. In addition, CGRP affected all
afferents causing a significant flattening of the slowing profile, i.e. the

activity-induced slowing of the conduction velocity was reduced. This effect
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was not inhibited by the selective CGRP receptor antagonist CGRPg37. The
presumption that CGRP acts through glibenclamide-sensitive potassium
channels could not be confirmed, because glibenclamide itself had a strong
effect on the slowing.

It is concluded that the effects of CGRP are either indirect or they are
not mediated through G-protein-coupled CGRP receptors, since CGRP
receptors have only been found on the Schwann cells of dural nerve fibres
so far. However, the flattening of the slowing profile suggests that CGRP
increases the availability of voltage-dependant sodium channels of the
axons. Consequently, nociceptive signals are transmitted to the central
nervous system at a higher rate and the activity of the nerve fibres is
blocked later on, which probably comes along with a reduced threshold for
noxious stimuli. This could be an explanation for the increased activity of

some afferents under CGRP superfusion.
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