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XIV + 89 sayfa

Sunulan ¢alismada, kumarin tiirevlerinden Eskuletin isimli fitokimyasalin, siganlarda
nitrogliserin (NTG) ile olusturulan in-vivo ve ex-vivo migren modellerinde migren ile baglantili
belirtegler lizerine etkilerinin aragtiritlmasi amaglanmustir.

In-vivo deneylerde Wistar erkek sicanlar 7 gruba ayrildi (n=7/grup). Migren modeli 10
mg/kg NTG (i.p.) uygulamasi ile olusturuldu. Migren modelinde Eskuletin’in farkli dozlarinin (5,
10 ve 20 mg/kg) etkisi test edildi ve pozitif kontrol olarak migren ilact sumatriptan uygulandi.
Ayrica Eskuletin’in tek basina etkisi de test edildi. Ex-vivo trigeminovaskiiler preparatlarda
(n=8/grup) NTG ile indiiklenen kalsitonin gen-iligkili peptid (CGRP) salim1 iizerine Eskuletin’in
(100 uM) etkisi test edildi. Mekanik hiperaljezi von-Frey testi ile, in-vivo ve ex-vivo drneklerde
CGRP ve beyin sap1 c-Fos diizeyleri ELISA ile, meningeal mast hiicreleri ise toluidine-blue
boyamasi ile degerlendirildi. Veriler one-way ANOVA ile analiz edildi.

In-vivo deneylerde Eskuletin, NTG’nin yol agtig1 hiperaljeziyi, plazma ve trigeminal
ganglion CGRP diizeylerini, beyin sapt CGRP ve c-fos diizeylerini ve mast hiicre aktivasyonunu
azalttt (p<0.05). Ex-vivo trigeminal gangliyon ve beyin sap1 yapilarinda Eskuletin, NTG’nin
uyardigi CGRP salimini azaltt1 (p<0.001), ancak dural preparatlarda etkisiz kaldi. Pozitif kontrol
olarak sumatriptan, in-vivo ve ex-vivo deneylerde NTG’nin etkilerini tersine ¢evirdi (p<0.01).

Eskuletin’in in-vivo ve ex-vivo’da migren agrisi ile iliskili yapilardan migren mediyatori
CGRP’nin salimini azaltmasi ve ndrojenik inflamasyonun 6nemli bilegeni olan meningeal mast
hiicre aktivasyonunu baskilamasi migren tedavisinde ¢ok hedefli yeni bir ilag aday1 olabilecegini
onermektedir. ileride farkli migren modelleri ile ¢aligmalarin ve klinik denemelerin yapilmasi
Eskuletin’in anti-migren potansiyelinin daha fazla anlasilmasina katki sunacaktir.

ANAHTAR KELIMELER: Migren, eskuletin, CGRP, nérojenik inflamasyon, c-fos, mast
hiicreleri.



ABSTRACT

EFFECTS OF ESCULETIN ON PAIN BEHAVIOR AND
MECHANISMS UNDERLYING MiGRAINE PAIN IN IN-ViVO AND
EX-VIVO RAT MODELS OF MIGRAINE
MSC THESIS
AYCA NUR GONUL
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
DEPARTMENT OF PHYSIOLOGY

(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR, ERKAN KILINC )

BOLU, NOVEMBER 2023
X1V+89 pages

This study aimed to investigate the effects of Esculetin, one of the coumarin derivatives, on
migraine-related markers in in-vivo and ex-vivo migraine models induced by nitroglycerin (NTG)
in rats. In the in-vivo experiments, Wistar male rats were divided into 7 groups (n=7/group).

The migraine model was established by 10 mg/kg NTG administration. Different doses
of Esculetin (5, 10, and 20 mg/kg) was tested in the migraine model and migraine drug sumatriptan
was administered as a positive control group. The effect of Esculetin alone was also tested. In ex-
vivo trigeminovascular preparations (n=8/group), the effect of Esculetin (100 pM) on the release of
calcitonin gene-related peptide (CGRP) induced by NTG. Mechanical hyperalgesia was assessed by
von-Frey filaments and CGRP concentrations in in-vivo and ex-vivo samples and c-Fos expression
in brainstem by ELISA and meningeal mast cells by toluidine-blue staining. Data were compared
by one-way ANOVA.

In the in-vivo experiments, Esculetin reduced the hyperalgesia, plasma and trigeminal
ganglion CGRP levels, brainstem CGRP and c-fos levels, and mast cell activation induced by NTG
(p<0.05). In the ex-vivo trigeminal ganglion and brainstem preparations, Esculetin reduced CGRP
release stimulated by NTG (p<0.001), but it was ineffective in dural preparations. Sumatriptan, as a
positive control, reversed the effects of NTG in in-vivo and ex-vivo experiments (p<0.01).

The fact that Esculetin reduced the release of migraine mediator CGRP from migraine
pain-related structures in the in-vivo and ex-vivo and suppressed meningeal mast cell activation,
which is a key component of neurogenic inflammation, suggests that it may be a new multi-targeted
drug candidate in the treatment of migraine. Future studies with different migraine models and
clinical trials will contribute to further understanding the anti-migraine potential of Esculetin

KEYWORDS: Migraine, esculetin, CGRP, neurogenic inflammation, c-fos,
mast cells.
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1. GIRIS

Migren; tipik olarak tek tarafli seyreden zonklayici sekilde bas agrisi ve beraberinde
mide bulantisi, 151k ve ses gibi uyaranlara asir1 duyarlilik gibi belirtiler gosteren ayrica
depresyon ve anksiyete gibi ciddi ek hastaliklarla birlikte goriilebilen bir rahatsizliktir (1).
Diinya genelinde 1 milyardan fazla insani etkilerken 15-49 yas arasindaki popiilasyonda 3.
siklikla goriilen norolojik bir bozukluktur (2). Bu hastalik 1 ayda bas agrisi/giin sayisina
gore kronik veya epizodik migren olarak incelenirken beraberindeki semptomlara gore aurali

ve aurasiz migren gibi alt basliklarda incelenir (3, 4).

Patofizyolojisi cesitli teorilerle agiklanmaya c¢alisilan migren bas agrisi, ilk olarak
vaskiiler teori lizerinde durularak serebral damarlarin dilatasyonundan kaynaklandigi 6ne
stiriilse de basta mast hiicreleri olmak tizere inflamatuar hiicrelerin aktive olmasi sonucu
meningeal nosiseptorlerin uyarilmast ve devaminda gelisen bas agrisi ve hassasiyet

norojenik inflamasyonun patofizyolojideki roliinii gostermektedir (5, 6).

Beynin islevsel dokusu genel olarak agriya duyarsiz olmakla birlikte, trigeminal
ganglion ve serebral arterler, dura ve pia materi innerve eden trigeminal sinirlerin aktive
olmas1 bas agris1 ve beraberindeki semptomlara yol actigindan patofizyoloji i¢in 6nemli
temel anatomik yapilardir (7, 8). Hiicre govdeleri trigeminal gangliyonda yer alan trigeminal
sinirler ve bunlarin innerve ettigi yapilarin tiimii birlikte trigeminovaskiiler sistem olarak
adlandirilir ve migren agrisindan trigeminovaskiiler sistemin aktivasyonu sorumlu

tutulmaktadir.

Dura mater, inflamasyon agisindan énemli rol iistlenen mast hiicrelerini barindirir ve
dural damarlar orta meningeal arter (MMA) gibi trigeminal sinirler tarafindan yogun bir
sekilde innerve edilmistir (9, 10). Ayrica servikal dorsal kok ganglionlarindan gelen sinirler
tarafindan innerve edilmesi ve bu sinirlerin uyarimi sonucu bu bolgeler tizerinden fotofobi,
mide bulantis1 gibi belirtilere sebebiyet vermesi bu yapinin migren agisindan Snemini

gostermektedir (11).



Dural kan damarlarini innerve eden trigeminal sinirlerin periferik u¢lari ve trigeminal
nukleus kaudalise (TNC) uzanan merkezi terminalleri ndrojenik inflamasyonda 6nemli rolii
olan kalsitonin gen iliskili peptit (CGRP), hipofiz adenilat siklaz aktive edici peptit
(PACAP), norokinin A (NKA) ve P maddesi (SP) gibi noéropeptidleri igerir. Bu
noropeptidler serebral damarlar1 ve mast hiicre degraniilasyonunu etkileyerek bu siiregler

tizerinden patogeneze dahil olurlar (12, 13).

Giiclii bir vazodilatér olan CGRP’nin, a-CGRP ve B-CGRP olmak iizere iki tip
izoformu ve reseptor aktivitesi modifiye edici protein 1 (RAMP1) ve kalsitonin benzeri
reseptor (CLR) olmak tizere iki bilesenden olusan bir reseptorii vardir (14, 15). Bu reseptor,
trigeminal sistemde yaygin bir sekilde bulunur ve inflamasyon ve devaminda gelisen agri
stireci tizerinde etkilidir. Ayrica kan- beyin bariyerini gegme konusunda kisitli olduklarindan
anti-CGRP tedavisi de periferik odaklidir (16). CGRP, adenil siklaz aktivasyonunu
tetikleyerek meningeal arterlerde gii¢lii bir vazodilatasyona ve inflamatuar mediyatorlerin

salinimina sebep olan vazoaktif bir maddedir (17, 18).

Migren atagi esnasinda, trigeminal aktivasyonu takiben presinaptik sinir
sonlanmalarindan CGRP salinim1 sonucu, bagisiklik hiicreleri, glial hiicreler ve trigeminal
ganglion hiicreleri uyarilir. Bu uyarim, nérojenik inflamasyona, mast hiicrelerinin degrantile

olmas1 ve merkezi ve periferik hassasiyet gibi olaylarin meydana gelmesine sebep olur (19).

Kronik migrenli hastalarda yapilan bir ¢alismada, migren atagi haricinde periferik kan
orneginde yiiksek CGRP seviyeleri bulunmus, nitekim yapilan baska ¢alismalarda da, atak
esnasinda juguler ven6z kan 6rneginde yiikselmis CGRP seviyeler ve akut migren tedavisi
icin kullanilan sumatriptan ve dihidroergotamin gibi ilaglarin CGRP diizeylerinin 6nemli

olgiide diistirdiigii ve atagi hafiflettigi gorilmistir (19-21).

Dura materde bulunan ve kemik iligi dnciillerinden meydana gelen mast hiicreleri; P
maddesi, histamin, TNF- a, sitokin, kemokin, interlokin gibi mediyatorleri igeren graniillere
sahip oldugundan graniilosit olarak adlandirilirlar (22, 23). Cogu fizyolojik durumda gorev
alan bu bagisiklik hiicreleri, sahip oldugu cesitli reseptorlerce uyarildiktan sonra aktive
olurlar ve degraniilasyon asamasi baslar (24). Bu degraniilasyon hiicre dis1 bosluga
inflamasyon agisindan son derecede 6nemli kimyasallarin ve enzimlerin salinmasina sebep

olur (25).

Mast hiicre mediyatorlerinden IL-18"nin CGRP salinimini uyardigini, IL-6 ve TNF-
o’nin siganlar lizerinde hiperaljeziye sebebiyet verdigi, Tripsin’in proteinazla aktive olan

reseptor-2 (PAR-2) yoluyla inflamasyona ve allodiniye yol actigi, histaminin H1-H2
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Reseptorleri araciligiyla endotel bagimli ve bagimsiz vazodilatasyona neden oldugu
bildirilmistir (26-29). Tiim bu proinflamatuar ajanlarin ve mast hiicrelerinin, inflamasyona
ve meningeal nosiseptdrlerin aktivasyonuna biiyiik Ol¢lide sebep olmasi, bu bilesenlerin

migren patogenezindeki 6nemini gostermektedir (30).

Acil erken genler siifinda incelenen hiicresel yapidaki fos (c-fos), trigeminovaskiiler
sistem aktivasyonu ve nosisepsiyon belirteci olarak beyin sapt TNC néronlarinda ifade edilir
(31). AMPA, NMDA, 5-HT , NK-1 ve GABA reseptorleri bu genin aktivasyonunda rol
oynar. C-fos tanimlanan ilk onkogenlerden biri olmasi1 dolayisiyla hayvanlar {izerinde
yapilan agri modellemelerinde siklikla kullanilir. TNC iizerinde agri iletimi roli C ve Ad
liflerinin aktive olmasindan kaynaklanir. Aktivasyon sonucu ndromediyatorlerin
salinmasiyla baslayan fizyolojik siireg TNC’nin lamina I ve II. bolgesinde noronal
aktivasyonun simgesi olan c-fos’un indiiklenmesiyle sonuglanir (32, 33). Kortikal yayilan
depresyonun meydana gelmesi, superior sagital siniis, orta meningeal arter ve trigeminal
ganglionun ¢esitli uyaranlar sonucu (elektriksel, mekanik, kimyasal) uyarilmasi da TNC’de

c-fos ekpresyonuna sebep olacak olaylar olarak 6rnek verilebilir (34-37).

Bir nitrik oksit (NO) dondrii olan nitrogliserin (NTG) ve serebral arter endotelinden
diflize olarak olusturdugu NO; guanil siklazi, cGMP ve kalsiyuma duyarli K+ kanallarini
aktive ederek intrakranial ve ekstrakranial damarlarda vazodilatasyona ve dolayisiyla bas
agrisina sebebiyet verir (38—40). NTG’nin damarlar iizerindeki bu etkisi, intraventz olarak
uygulandig1 zaman, migreni olan ve olmayan hastalar tarafindan bilateral olarak zonklayici
sekilde ve hafif-orta siddetli bir bas agrisi olarak tanimlanmistir (41). Bununla birlikte bas
agrisina ek olarak mide bulantisi, yorgunluk, boyun agris1 gibi premonitér semptomlar da
beraberinde izlenmistir (42). Ayrica migren patogenezinde 6nemli bir ndrotransmitter olan
CGRP’nin NTG enjeksiyonundan sonra plazma seviyelerinin yilikselmesi, TNC’de c-fos
biyomarkerinin salimini artirmasi migren modellerde NTG nin sik¢a tercih edilmesinin ana

nedenidir (43, 44).

Hayvanlarda yapilan c¢alismalarda ise NTG enjeksiyonu sonrasi, beyin sapi ve
diensefalik alanlarda c-fos salimi, TNC’de ise nitrik oksit sentaz salimina yol ag¢tigi migren

modellerinde kanitlanmistir (45, 46).

1970-2020 yillar1 aras1 akut migren i¢in ig¢inde triptanlar, antiinflamatuar ve anestezik
ilaglar, ergotaminler ve gepantlarin arasinda bulundugu 17 farkli ilag onaylanmistir (47).
Glinlimiizde migren icin kullanilan ilaglar ¢esitli reseptorler iizerinden etki gostermektedir.
Meninksler {izerinde nosiseptif aktiviteyi tetiklemesindeki rolii  agonistlerinin

trigeminovaskiiler ndronlardan NKA, P maddesi, CGRP gibi ndromediyatorlerinin salimini
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bloke etmesi gibi fizyolojik etkilerinden dolay1 odaklanilan 5-HT reseptorlerini hedef alan
ilaglar triptanlar, ergotamin ve ditanlardir (48, 49). Orta meningeal arter gibi migren
acisindan 6nemli olan intrakranyal damarlarda ¢cokga reseptoriiniin olmasi, vazodilator etkisi
ve antikorlarinin kan-beyin-bariyerinden gecemeyecek biiyiikliikte olmasi ve dura mater gibi
periferik kisimlara etkisi gibi nedenlerden dolay1 odaklanilan CGRP reseptoriine yonelik
yeni nesil spesifik migren ilaglari ise trigeminovaskiiler sistem iizerindeki CGRP iletimini
engellemeye yonelik mekanizmaya sahip monoklonal antikorlar (mAb) ve CGRP reseptor
antagonisti olan gepantlardir (16,50-52). Bu yeni nesil ilaglardan 6nce kullanima giren
triptanlarin periferik vazokonstriktor etkisi sebebiyle basta kardiyovaskiiler sistem iizerinde
olusturdugu yan etkiler yeni nesil CGRP yolagini inhibe eden spesifik ilaglarda
goriilmemektedir. Ancak bu yeni nesil spesifik il¢alarin migren hastalarinin yarisinda etkili
olmas1 nedeniyle geri kalan yarisinda etkli olabilecek farkli ilag gruplart ve yeni tedavi

yaklagimlari tizerinde ¢alismalar devam etmektedir (53, 54).

Kumarinler, organizmada bir¢ok reseptor ve enzimlere baglanirlar ve genellikle
antioksidan, anti-inflamatuar, antikanser, antibakteriyel gibi son derece dnemli 6zelliklere
sahiptir (55). Eskuletin (6,7-dihidroksikumarin), Fraxinus rhynchophylla, Artemisia
capillaris gibi Cin tibbinda kullanilan ¢ok ¢esitli bitkilerde bulunan kumarin tiirevi bir
bilesiktir. Eskuletin, 10kotrien B4’iin sentez yolagi ile iligkili 5-lipoksijenazin gii¢lii bir
inhibitori oldugu i¢in anti-inflamatuar 6zelligini bu yolak iizerinden gdsterdigi diistintiliir
(56, 57). Bununla birlikte yapilan ¢alismalarda Eskuletinin noroinflamatuar sitokinlerin
salimin1  baskilamasi anti-nroinflamatuar 06zelliginin baslica gostergesidir (58-61).
Eskuletin’in nosisepsiyon tizerinde etkileri i¢in ¢ok ¢alisma yapilmamais olsa da, sicanlarla
yapilan bir ¢alismada karrejen ile indiiklenmis inflamatuar agri1 modelinde Eskuletin’in
doza-bagli olarak mekanik hiperaljeziyi azaltarak ve plazma l6kotrien-B4 diizeylerini
diigiirerek anti-nosiseptif etkiler gosterdigi gozlenmistir (62). Eskuletin’in ayni zamanda
noron uyarilabilirligini ve voltaj kapili iyon kanallarini inhibe ettigi yapilan ¢alismalarda
gosterilmistir. Eskuletin’in néronal uyarilmayi inhibe edici etkisinde kismi GABAa reseptor
agonisti 6zelliginin de rol oynadigi kabul edilmektedir (63, 64). Bu 6zelligi géz Oniinde
bulunduruldugunda, Eskuletin migren de dahil olmak tizere eksitasyon ile baglantili bir¢ok
hastalik i¢cin umut vadedici bir fitokimyasal olarak ortaya ¢ikmaktadir. Eskuletin’in kismi
GABAa aktivatorii, anti-nosiseptif, anti-néroinflamatuvar, 5-lipoksijenaz inhibitorii gibi
ozellikleri birlikte degerlendirildiginde migren modellerinde etkilerinin arastirilmasi bu

alanda umut verici gelismeler icin bir kap1 aralayabilir.



Sunulan tez calismasinda, Si¢anlarda eskiiletin’in farkli dozlarinin NTG ile olusturulan
in-vivo ve ex-vivo migren modellerinde; mekanik hiperaljezi, beyin sap1 nukleus
trigeminalis’te c-fos ekspresyonu, meningeal mast hiicrelerinin degraniilasyonu ve sayisi
iizerine etkileri ve plazma, trigeminal gangliyon ve beyin sap1 nukleus trigeminalis’te CGRP

diizeylerinin arastirilmasi amaglanmuistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Migren

2.1.1 Tanm

Migren, yaygin, gesitli genetik ve g¢evresel faktorlerin etkilesimi ile ortaya ¢ikan,
tekrarlayici ve kisinin glinliik hayatin1 kisitlayan, bas agrisi ile karakterize bir hastaliktir.
6000 yildir bilinen bu rahatsizligin hala kesin tedavisi bulunamamakla birlikte en eski
migren tanimi medeniyetler besigi Mezapotamya’da M.O 4000 yilina kadar dayanmaktadar.
Ayrica Avicenna olarak bilinen Tiirk filozof hekim Ibn-i Sina (930-1,037) 5. Yy’da “The
Canon of Medical Sciences” kitabinda agrinin bazi yiyecekler ile uyarildigini, kisinin 15181

tolere edemedigi igin karanlikta yatak istirahatine ihtiyaci oldugunu yazmustir (65).

Ataklar halinde gelen bu ndrolojik rahatsizlik yetiskinlerde toplam popiilasyonun
yaklasik %15’sini etkiler. Amerika’da yapilmis c¢aligmalara goére migren prevalansi
kadmnlarda yaklagik olarak %18, erkeklerde ise %6’dir (66). Etkilenen bireylerde is
hayatindaki tiretkenliklerinden hayat kalitelerine, glinliikk yasantilarindaki basit eylemlere

kadar birgok konuda kisitlayici etki gostermektedir (67, 68).

Migren hastalarmin yaklasik %90°1 orta veya siddetli agriya sahipken, dortte ii¢liniin
bas agrist ataklar1 sirasinda gérme yetenegi azalir, licte biri ise atak doneminde yatak

istirahati gerekecek kadar agir bir donem gegirirler (66).

Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) 2016 yilinda diinya capinda gerceklestirdigi
“Global Burden of Disease” projesine gore migren, degerlendirilen 328 hastalik arasindan,
bireylerin kisith hayat yasamasina sebep olan 2. siradaki hastalik olarak ortaya ¢ikmuistir.
Bas agrisina eslik eden semptomlarla birlikte, hangi siklikla ve siddetle yasandigi kisiden
kisiye gore degisken tablolar olusturmaktadir. Kimi hastalarda herhangi bir kisitlilik
olusturmadan, nadir ataklar halinde (ayda birden az) gelse de diger yonden bazi hastalarda
aile, is ve sosyal yasamlarini biiyiik 6lciide etkileyecek sekilde ¢ok sik ve siddetli, tedavisi
zor bir sekilde gozlemlenebilir (69).



2.1.2 Evreler

Migren bas agrisi 4 evreden olugmaktadir;

1.Premonitor faz: Depresyon, yorgunluk, sinirlilik, hiperaktivite gibi zihinsel
semptomlar ve esneme, hiperosmi, fonofobi ve fotofobi gibi nérolojik semptomlarin eslik

ettigi genel olarak bas agrisindan 2-72 saat dnce baslayan evredir (70).

2. Aura: bas agrisindan onceki 1 saat icinde goriilebilen gecici fokal norolojik
semptomlardir. Gorsel aura en yaygin olandir ve migren hastalarinin yaklasik {igte birinde
gorulir.

3. Bas agrisi: Zonklayan ve bas hareketleri ile kotiilesen bas agrisi evresi, 4-72 saat
siirmektedir. Allodini, osmofobi, fotofobi, fonofobi mide bulantis1 ve kusma eslik eden

semptomlar arasindadir (71).

4. Postdrom: Yorgunluk, gii¢siizlik, boyun agrisi, giiriiltii ve 151k hassasiyeti gibi
belirtilerin oldugu agr1 sonrasi evredir. Migrenli hastalar arasinda %81-%94 arasinda goriiliir
yani oldukg¢a yaygindir. Semptomlari, gastrointestinal, duyusal, noropsikiyatrik ve genel

semptomlar olarak 4 ana grupta incelenebilir (72).

Migren aurali ve aurasiz olmak iizere 2 ana baslikta incelenmektedir.
Aurasiz migrende ataklar, tekrarlayici ve nabiz atimi (pulsatif) seklinde hissedilir ve 4
ila 72 saat arasinda siirer. Unilateral olarak hissedilmesi , fiziksel aktivite ile artis gdstermesi,

mide bulantisi, fotofobi ve fonofobi ile iligkili olmasi baslica 6zelliklerindendir (73).

Aurali migrende ise cift tarafli hissedilen, genellikle yavas yavas artis gosterip
dakikalarca stiren, gorsel, duyusal ve diger santral sinir sistem semptomlar1 eslik eden ve
devaminda bag agris1 goriilen bir tablo gozlenir. Gorsel aura en yaygin aura tiirtidiir ve bu
hastalarin yaklasik %90’ 1nda gozlenir. Fonksiyonel manyetik rezonans goriintiileme (fMRI)
caligmalar1 gorsel aura semptomlarinin oksipital korteksteki kan akimi degisiklikliklerinden
kaynaklandigin1 gostermektedir (74). Daha az siklikta goriilen bir diger duyusal rahatsizlik
ise viicudun herhangi bir boliimiiniin, yiiziin veya dilin uyusmasi hissidir. Ayrica afazisi
mevcut, konusma bozuklugu yasayan bireyler de bulunmakla birlikte bu nadir goriilen bir

aura tipidir (75).

Gilinlimiizde, auranin nérofizyolojik bir olgu olan kortikal yayilim depresyon ve

trigeminovaskiiler sistem aktivasyonundan kaynaklandigi bilinmektedir (65).



2.2 Migren Patofizyolojisi

2.2.1 Vaskiiler Teori

Vaskiiler teori ilk olarak 17. yy’da Thomas Willis tarafindan ve migrenin kranial ve
serebral damarlarin vazodilatasyonundan kaynaklandigi 6ne siiriildii (5). Daha sonra bu teori
Graham ve Wollf’'un yaptig1 c¢aligmalarla daha da genisletilerek ilk olarak serebral
damarlarin vazokonstriksiyonu ve bu olay1 takiben vazodilatasyon sonucu gelisen vaskiiler
bir mekanizmasi oldugu ileri siiriilmiistiir (76, 77). CGRP gibi gii¢lii vazodilatorlerle bas
agris1 ve migren ataklarinin tetiklenmesi sumatriptan gibi glinlimiizde migren tedavisinde
kullanilan vazokonstriktor maddelerle agr1 ve ataklarin hafiflemesi bu teorileri destekler
niteliktedir (78, 79). Fakat bunlarin yani sira aurasiz migren ataklari esnasinda yapilan
Olciimler sonucu ekstrakranial arterlerde dilatasyon goézlenmedigi bir ¢alismanin ortaya
koyulmasi ve bas agrisi ile vazodilatasyon arasindaki korelasyon eksikligi bu teorinin bazi
durumlarda yetersiz kaldigini, nérojenik inflamasyon gibi teoriler iizerinde daha siklikla

durulmasi gerektigini gostermektedir (80, 81).

2.2.2 Norojenik Inflamasyon Teorisi

Trigeminovaskiiler sistem, trigeminal sinir ve bu sinirin liflerinden olusan, nosiseptif
acidan Onemli kranial damarlar1 inerve eden bir sistemdir Trigeminovaskiiler sistemin
periferik aktivasyonu miyelinsiz peptiderjik C-liflerinden, gii¢lii bir vazodilator olan ve NO
etkisiyle de periferik sinir u¢larindan salinan CGRP’nin salimina yol acar. Bu néropeptid
dura materdeki mast hiicrelerinden histamin ve serotonin salinmasina ve bunlarin etkisiyle
sonugta primer afferentlerin uyarilmasina sebep olur (81, 82). Miyelinli nosiseptif sinirler
olan Ad-liflerinin ve bu lifleri barindiran noronlarin iizerinde bulunan CGRP

reseptorlerininin uyarilmasi da siddetli bas agrisina sebep olur (83).

Merkezi aktivasyon ise bu yapilarin devaminda uyarilan beyin sapt TNC’nin ikinci
sira ndronlari ve servikal omurilik C1-C2 segmentinin uyarilmasi sonucu bu ndropeptidlerin

salinmastyla ilgilidir (84).

Migrenin agr1 fazinda bu sistemde baslayan noronal aktivasyon, CGRP, SP ve NKA
gibi ndromodiilatorlerin salinmasimna sebep olduktan sonra, devaminda gerceklesen
vazodilatasyon, mast hiicre degraniilasyonu gibi tetikleyici sebepler dura mater ve pia materi
de kapsayan meninksler basta olmak fiizere ¢esitli dokularda inflamatuar cevaplarin

olusmasina neden olur (Sekil 2.1) (84-86).



Bu teorinin 6nemli noktalarindan biri de, hastalarda aura esnasinda meydana gelen
norolojik semptomlar: agiklamada vaskiiler teorinin yetersiz kalmasidir. Bu da migren
patogenezi ve tedavisinin anlasilmasi i¢in norojenik inflamasyon teorisinin iistiinde

durulmasi gerektigini gostermektedir (87).

Trigeminal Sinir Aktivasyonu
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Norojenik inflamasyon

Sekil 2.1 Norojenik inflamasyon teorisi

Trigeminal sinirin  aktive olmasiyla salinan noropeptitler, mast hiicre
degraniilasyonuna, meningeal vazodilatasyona ve ekstravazasyonuna, COX f{irlinlerinin

salimina sebep olarak nérojenik inflamasyona yol agar (Sekil 2.1) (86).

2.2.3 Kortikal Yayilan Depresyon

Kortikal yayilan depresyon (K'YD), noronlar ve glial hiicrelerden kaynaklanan korteks
iizerinde 3—5 mm/dak hizla yayilan (yavas ilerleyen) bir depolarizasyon dalgasi ve ardindan
beyin aktivitesinin baskilanmasi olarak tanimlanmaktadir (88, 89). KYD, mekanik,
elektriksel ve kimyasal uyaranlarla tetiklendigi gibi kendiliginden de meydana gelebilir.
Ayrica sinaptik aktiviteyi 5-15 dakika engellemekle birlikte devaminda spontan bir sekilde

normal fonksiyona doniis yapar (90).

Beyin parankimasinda, iyon dengesi bozulmasi sonucu baslayan KYD, glutamat, IL-
1B, iNOS/NO, K+ gibi meningeal olaylara iliskin mediyatdrler salinmasina neden olur. Bu
olaylarin devaminda gerceklesen vazodilatasyon ve salinan noropeptitler inflamatuar
mediyatorlerin salinmasina ve buna baglh sekilde dural nosiseptorlerin aktive olmasina ve
hassasiyete sebep olur. Bu durum bize KYD ve meningeal nosisepsiyon arasindaki

baglantiy1 gosterir (91, 92).



Basg agris1 ve KYD arasindaki dnemli anatomik baglantilar ise beyin sapt TNC ve
trigeminal sinir tarafindan innerve edilen ve degisiklikleri gézlemlemek i¢in uygun bir yap1
olan orta meningeal arterdir. TNC’de KYD ile artan c-fos ekpresyonu, KYD sonrasinda 20
dakika i¢inde biiyiik artis gosteren MMA’daki kan akisi ve bu 6nemli arter etrafindaki
plazma protein sizintis1 bu yapilarin migrenin agr1 fazinin agiklamasi icin kanitlar

sunmaktadir (39, 93, 94).
2.3 Migren’de Trigeminovaskiiler Sistem Teorisi

Migrende bas agrisi, iist servikal bolgeler, temporal, frontal, oksipital ve parietal
bolgelerde baskin iken, bolgesel bas agrisi genelde temporal bolgede veya goz ¢evresi
bolgelerinde hissedilir. Agr1 yolaklarinda kismen farkliliklar olsa da temel sebebinin
trigeminovaskiiler sistemin aktive olmasindan kaynaklandigi disiiniilmektedir (11). Bu
agrinin temelinin norovaskiiler agidan anlasilmasi i¢in, trigeminovaskiiler sistemin

anatomisi ve fizyolojisinin iyi anlagilmasi gerekir.

2.3.1 Trigeminovaskiiler Sistem Anatomisi

Serebral damarlar1 innerve eden ve hiicre govdeleri trigeminal ganglionda bulunan
noronlar (1.sira noronlar), trigeminovaskiiler sistemi olusturur.

Trigeminal ganglionun bipolar hiicreleri, agr1 iiretiminde biiyiik rolii olan kraniyal
damarlar ve dura mater basta olmak iizere, diger damarlar ve kraniyal yapilarla periferik
olarak, st servikal merkezler ve kaudal beyin sap1 ile merkezi olarak sinaptik baglantilar
kurar (82).

Trigeminal gangliondan kaynaklanan lifler; dural, araknoid, pial damarlar ve biiyiik
serebral arterlerleri innerve eden miyelinsiz C lifleri ve ince miyelinli Ad lifleri olup bu
liflerin merkezi uzantilar1t TNC’ye (2. Sira néronlar) uzanarak bilgiyi burada ikinci sira
noronlara aktarir (95). Migren bas agrisi ile iligkili yapilarin innervasyonu, baslica trigeminal
sinirin oftalmik (V1) boliimii araciligiyla olmaktadir bununla birlikte trigeminal sinirin
maksiller (V2) ve mandibular (V3) boliimleri de bulunmaktadir. Dura mater’i trigeminal
sinire ek olarak st servikal dorsal kok gangliyonlarindan gelen sinirler de innerve eder.
(Sekil 2.2) Bu yapida herhangi bir elektriksel ve mekanik uyariyla stimiilasyon basladiginda,
bas agris1 basta olmak iizere fotofobi ve mide bulantis1 gibi semptomlar da ortaya
cikmaktadir. Ayrica dural damarlardan uzakta olusturulan uyarinin ¢ok daha az bas agrisina
sebep olmasi, bu damarlarin migrende agr1 yolaginda biiyiik 6nem tasidigin1 gostermektedir
(11).
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2.3.2 Asendan (Cikan) Yolaklar

TNC ve servikal spinal korddaki Cl1 ve C2 bolgelerinin ortak ismi olan
trigeminoservikal kompleks dural stimiilasyon sonucu aktive olan; niikleus rafe magnus ve
ponsun dahil oldugu Rostral ventromedial medulla, periaqueduktal gri gibi beyin sapi
bolgeleriyle baglanti yapmaktadir (96). Ayrica bas bolgesi ve orofasiyal yapilardan visseral
ve somatosensoriyel nosiseptif bilgileri trigeminohipotalamik yol boyunca hipotalamusa,
kaudal beyin sap1 ve servikal bolgelerde islenen bilgileri ise quintotalamik yol tlizerinden
talamustaki 3. sira noronlara tasir (95). Bu kompleks, yaptigi sinapslar nedeniyle agri iletimi

ve hassasiyet olusmasindan ve noromodiilasyondan sorumlu ayrica tedavi i¢in kullanilan

ilaglarin hedef bolgesidir (97).

2.3.3 Santral Yapilar
Anterior singulat korteks, birincil (S1) ve ikincil (S2) somatosensoriyel alanlar,
prefrontal korteks ve talamus biitiin nosiseptif uyarilarin birlestigi ve islendigi “agr

matriksi” olarak adlandirilan yapilar nosiseptif islemlerden sorumludur (95).

Derbyshire ve arkadaglarinin (1997) yaptig1, agr1 stimiilasyonunun CO?2 ile saglandig1
calismada, pozitron emisyon tomografisi kullanilarak, bolgesel serebral kan akimi degerleri
kaydedilmistir. Bu degerlere bakildiginda 14 hastanin 12’sinde anlaml 6l¢iide aktive olan

yap1 anterior singulat kortekstir. Ikinci sirada ise insula aktivasyonu yer almaktadir (98).

Anatomik yapilara bagli hassasiyetlerle ilgili olarak, meningeal nosiseptorlerin
hassaslasmasinin  bas agristmin  TNC’deki merkezi trigeminovaskiiler ndronlarin
hassaslagsmasinin sefalik kiitan6z allodininin, talamus’taki merkezi trigeminovaskiiler
noronlarin hassaslagsmasinin ise ekstrasefalik allodininin kaynagi oldugu diisiiniilmektedir

(99-101).
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Sekil 2.2 Trigeminovaskiiler Sistem ve Migren (11)

Trigeminal gangliyon (TG), sfenopalatin gangliyon (SPG), rostral ventromedial
medulla (RVM), locus coeruleus (LC), periaqueduktal grey (PAG), insula (INS), birinci
(S1), ikinci (S2) somatosensoriyel alanlar, trigeminal sinirin oftalmik (V1) maksiller (V2)

ve mandibular (V3) boliimii, dorsal kok gangliyon (DRG) sekil 2.2°de gdsterilmistir.

2.3.4 Migrenle iligkili sistemler ve nérotransmitterler

2.3.4.1 Sempatik Sinir Sistemi

Histamin, nitrogliserin gibi vazodilatorler saglikli bireylerde bas agrisi, fotofobi ve
mide bulantis1 gibi semptomlara az siklikla sebep olsa da migren hastalarinda bu belirtiler

tetiklenebilir. Bu durum intrakraniyal damarlarda duyusal liflerin oldugunu gostermektedir
(102, 103).

Sempatik sinir lifleri, ipsilateral superior servikal gangliondan kaynak alir ve serebral
kan damarlarini innerve etmektedir. Bu sinir liflerinin ana mediyator transmitterleri sinir
sonlanmalarinda birlikte depolanan ve salinan vazokonstriksiyon asamasinda biiyiilk 6nem
tastyan Noropeptid Y ve noradrenalin’dir Aktivasyon ile ger¢eklesen beyin-omurilik sivisi
(BOS) iiretiminin azalmasi, kraniyal basimncin azaltilmasi ve serebrovaskiiler

otoregiilasyonun modiilasyonu gibi olaylar diizenlerler (104-106).
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Gallai ve arkadaslarinin (1993), gen¢ migrenli hastalar iizerinde yaptig1 ¢alismada,
ataklar esnasinda NPY diizeylerinin arttig1, ataklar arasi1 donemde ise azaldigi bu

noropeptidin migren tizerideki etkisini gostermektedir (107).
2.3.4.2 Parasempatik Sinir sistemi

Parasempatik sinir lifleri, superior salivator niikleus i¢indeki hiicre gdvdelerinden
kaynak alir, 8. kraniyal sinir liflerinden dagilir ve sfenopalatin ve otik ganglion ile sinaps
yapar. Bu liflerin migren ag¢isindan 6nemi meningeal kan damarlarini innerve etmesi ve

agriya sebep olan vazodilatasyona neden olmasidir (103, 108).

Sfenopalatin gangliondaki, postganglionik parasempatik ndronlarin meningeal
terminallerinin, superior salivator niikleus tarafindan uyarilmasi, bu terminallerden,
intrakraniyal damarlarin vazodilatasyonuna, meningeal nosiseptorlerin dural ve pial
boliimlerini uyaran inflamatuar molekiillerin salimina ve plazma protein ekstravazasyonuna

sebep olan VIP, Ach ve NO gibi néromodiilatorlerin salimina neden olur (68, 109).
2.3.4.3 VIP ve PACAP

Glukagon/sekretin ailesinde yer alan G-protein bagimli reseptore sahip bu iki vazoaktif
peptid, kranio-servikal damarlar iizerine giiclii bir etkiye sahiptir (73, 110). Ikisi birlikte
trigeminal ganglionun 1. swra noéronlarinda, trigeminoservikal kompleksin 2. sira
noronlarinda ve sfenopalatin ganlionda yer alirken, PACAP38’in baglanma bdolgelerinin ek
olarak durada perivaskiiler olarak yerlesmis olan beyin mast hiicreleri, talamus, hipotalamus,
beyin sapi, orta serebral arter ve orta meningeal arterde yer aldig1 gorilmiistir (111-114).
Tuka ve arkadaglarinin (2012), ratlarda NTG ile olusturdugu migren modelinde, PACAP
seviyesinin beyin sapt TNC’de anlamli derecede yiikseldigi ve trigeminal sistemin aktive
oldugu gortlmistiir (115). Burun, goz ve serebral damarlari innerve eden sinirlerde bulunan
bu noropeptid, vazodilator etkisiyle gozyasi, burun akintisi, konjunktival enfeksiyon gibi

kraniyal otonomik semptomlara sebep olur (11).

Yapilan calismalarda parasempatik sistemin aktive oldugunu diislindiiren hastalarda,
migren atag1 esnasinda; kontrol grubuyla kiyaslandiginda kronik ve epizodik migren
hastalarinin ataksiz donemlerinde plazma VIP seviyelerinin yiikseldigi goézlenmistir.
Rizatriptan tedavisi uygulanan hastalarda, dis juguler venden alinan kan orneklerine

bakildiginda VIP seviyelerinin anlamli miktarda azaldig tespit edilmistir (116, 117).
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Bu sonuglar, VIP ve PACAP38’in periferal etkisini, santral sinir sisteminde agr1 6ncesi

rolii ve inflamasyona sebep oldugu sonucuna ulasilmaktadir (11, 105).
2.3.4.4 Santral Sinir Sistemi

Migren ataklarinda prodrom ve aura gibi ndrolojik semptomlarla karakterize evreler o
semptomlara 6zgii beyin bolgelerinde baslarken, bas agris1 faz1 meningeal nosiseptorlerin

aktivasyonu ile baslar (118).

2.3.4.5 Talamus

Zagami ve arkadaslarinin (1991) yaptig1 bir ¢alismada, superior sagital siniis‘in ve
middle meningeal arter‘in elektriksel uyarilmasiyla, yiiksek derecede nosiseptif girdiye
sahip trigeminal projeksiyonlarin bazi trigeminotalamik ndronlarda islenmesi talamusun
onemini gostermektedir (119). Ayni1 zamanda kaudal beyin sap1 ve servikal korddan gelen
nosiseptif bilgi de talamusa gelir ve burada islemlenir (120). Bu nosiseptif bilginin kortikal
diizeye ulasmadan onceki son ugrak yeri ise, reseptorler araciligi ile agrinin inhibisyonunda
onem arz eden trigeminal servikal kompleks’deki ikincil noronlardan kaynak alan
ventroposteromedial ¢ekirdektir (121, 122). Bu sebeple ventroposteromedial g¢ekirdegin

anti-migren ilaglar1 i¢in potansiyel bir hedef olabilecegi diistiniiliir (123).
2.3.4.6 Glutamat reseptorleri

Santral sinir sisteminde 6nemli ve yaygin olarak bulunan bu eksitatdr norotransmitter
migren patofizyolojisinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir (124). Glutamat reseptorleri,
talamusun yani sira merkezi ve periferik iletisimi saglayan trigeminoservikal kompleks

hipotalamus ve periakuaduktal gri madde olmak iizere agr1 modiile edici yapilarda yer alir
(95).

Katyon gecirgen iyonotropik glutamat reseptorleri NMDA, AMPA ve Kainat
reseptorleri olmak iizere 3 ana baslikta incelenir (125). Bu reseptorlerin migren igin temel
rolii ndronal depolarizasyon ile trigeminoservikal kompleks uyarilmasi ve nosiseptif uyariya
sebep olmalaridir (120). NMDA reseptorleri bunun yaninda, allodininin patofizyolojik
karsilig1 olarak kabul edilen merkezi ve periferik néronal sensitizasyon ve hiperaljezide
onemli bir rol oynar. Kutan6z allodini, 151k, giiriiltii, koku gibi nosiseptif olmayan uyarilarin

hastada nosiseptif bir etki olusturmasidir ve akut migren atag1 esnasinda sik rastlanir (126,
127).
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Yapilan bir calismada glutamat enjeksiyonuyla hiperaljezik olan sicanlara NMDA
reseptor antagonisti olan MK-801 enjeksiyonu yapildigi zaman inflamasyonu onledigi ve
yapilan testlerde agr1 esiginin yiikselmesi gibi olumlu sonuglar gozlenmistir (126).
AMPA/Kainat reseptorleri ile ilgili kapsaisin kullanilarak yapilan bir diger ¢alismada ise,
trigeminoservikal kompleks’de noronal aktivasyon belirteci olarak kabul edilen c-fos

ekspresyonu, reseptor antagonistleri kullanilarak 6nemli 6lglide baskilanmigtir (128).

G proteini bagimli metabotropik glutamat reseptorleri (mGluR) ise 3 grup seklinde
incelenir. Grup 1, ikincil haberci olan fosfolipaz C’yi aktive ederek uyarilabilirligi artirir ve
postsinaptik olarak bulunur. Bu sebeple pronosiseptif 6zellik gosterirken, grup 2 ve 3 ise
adenil siklaz1 aktive ederek glutamat salimini azaltir ve antinosiseptif 6zellik gosterirler

(123, 125, 129).
2.3.4.7 Hipotalamus

Migrende bas agris1 fazindan once goriilen uyku bozukluklari, duygu durum
degisiklikleri, susama gibi hormon degisiklikleriyle iliskili semptomlar, endokrin ve
otonomik sinir sisteminin merkezi olan sirkadyen ritim gibi durumlar1 diizenleyen
hipotalamusla iliskisini gosterir (112). Ayrica migrende otonomik semptomlarin ortaya
cikmasinda etkili olan SuS’la parasempatik ndronlar aracilifiyla baglanti kurmasi, RVM,
niikleus traktus solitaris, PAG gibi agr1 yolaginda yer alan yapilarla direkt baglantilar
yapmasi da bu iliskiyi desteklemektedir (11, 95, 130). Denuelle ve arkadaslarinin (2007)
yaptifi PET ¢alismasinda orta beyin ve pons disinda ayrica hipotalamus aktivitesi de
gozlenerek migren ve hipotalamus baglantisi ilk kez ispatlanmistir (131). Bunlarla birlikte,
somatostatin, oreksin, vazopressin, kalsitonin gibi antinosiseptif/analjezik etkiye sahip
birkag noropeptit icerdigine dikkat edilirse, bu yapinin migren agrisinin patofizyolojisindeki

potansiyel rolii daha iyi anlasilmis olur (132).
2.3.4.8 Beyin sap1

Trigeminoservikal kompleks’deki 2. sira néronlar, PAG, LC, RVM gibi beyin sap1
yapilariyla baglanti kurar (133, 134). NTG ile tetiklenmis ve serebral kan akist sonuglarina
bakilarak degerlendirilen spontan migren ataklar1 esnasinda, beyin sap1 aktivasyonunun
artisina bakarak bu baglantinin ne kadar 6nemli oldugu anlasilir (135, 136). Beyin sap1
yapilar1 ve neden oldugu fizyolojik olaylar Sekil 2.3’te gdsterilmistir.
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Sekil 2.3 Beyin sap1 ve kontrol ettigi fizyolojik olaylar

Beyin sap1 agn iletimi, uyku ve uyaniklik durumu, stres ve duygu degisiklikleri,
parasempatik kontrol gibi bircok fizyolojik olayda yer alan son derecede onemli bir

anatomik yapidir (Sekil 2.3) (136).
2.4 Norojenik inflamasyon

Noronal bir aktive sonucu, trigeminovaskiiler sistemin merkezi ve periferik kisminda
inflamatuar bir reaksiyon gerg¢eklesmesi ve P maddesi ve CGRP gibi inflamatuvar
mediatorlerin noronlardan lokal olarak salinmasi nérojenik inflamasyon olarak tanimlanir
(137, 138). CGRP, SP gibi inflamasyon peptidleri salimi sonucu C ve Ag liflerinde siirekli
aktivasyon ve bu aktivasyonu takiben TNF- a, IL-1B ve IL-6 gibi major sitokinlerin

salinmasi merkezi duyarlilagsma ve migren patofizyolojisiyle dogrudan iliskilidir (16, 139).

2.4.1 Dura Mater

Meninkslerin en dis tabakasidir ve trigeminal sinir basta olmak {izere, {ist servikal sinir
(C1-C3) tarafindan inerve edilir (140, 141). Bu yapi, beyni biiylik oranda koruyan orta
meningeal arter basta olmak {izere santral arterlerce beslenir (9). Orta meningeal arter,
migren patogenezinde vazodilator etki gostererek biiyiik rol oynayan CGRP ve diger

ndropeptitleri barindirmakla birlikte trigeminal aktivasyon bu yapida uzun siireli kan akisi
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artigi meydana getirir (93, 142, 143). Dura mater ayrica mast hiicreleri, makrofajlar, dentritik
hiicreler gibi bagisiklik sistemi hiicrelerini igerir (144, 145). CGRP ve SP mast hiicrelerine
etki ettigi zaman, histamin gibi vazodilatasyona sebep olan ndrotransmitterler inflamasyona
sebep olan sitokinler gibi maddelerin salinmasina yol acar (146, 147). Bu olaylar sonucu
trigeminal afferentlerde hassasiyet ve atesleme artis1 goriilmektedir (25). Trigeminal sinir
uyarildiktan sonra CGRP, SP, NO gibi néromediyatdrlerin salinmasinin sonuglart 4 ana
baslikta incelenebilir. Bunlar glial hiicrelerin aktivasyonu ve mast hiicre degraniilasyonu,
plazma proteinlerinin ekstravazasyonu, damarlarin vazodilatasyonu ve son olarak
inflamatuar sitokin ve kemokinlerin salinmasidir (8, 148). Norojenik inflamasyon bu olaylar
sonucunda meydana gelir ve kan-beyin bariyerinin ge¢irgenligini artirarak immiin hiicrelerin

SSS’ye ge¢mesinden, kronik agridan ve merkezi duyarlagsmadan sorumlu olur (149).

2.4.2 Vazodilatasyon ve plazma protein ekstravazasyonu

Dural kan damarlari, CGRP ve SP gibi vazoaktif peptidler, sitokinler, gaz halindeki
bir sinyal molekiilii olan NO gibi maddeleri barindiran hiicre tiplerinden olusur ve bu
maddeler vazodilatasyona dolayistyla nérojenik inflamasyona aracilik eder. Ornegin SP, kan
damarlarindaki NKI1 reseptorlerine baglanarak zar gecirgenligine etki eder ve plazma
proteini sizintisina sebep olur. Ayrica NK1 antagonistleri beyindeki kusma boliimiine etki
eder ve antiemetik ilaclarin gelistirilmesinde rol oynamistir (13). CGRP ise diiz kaslarda
adenilat siklaz1 aktive ederek cAMP seviyesini yiikseltir (150). Her iki ndropeptid de mast
hiicre degraniilasyonuna ve dolayisiyla meningeal nosiseptorlerin daha duyarli hale
gelmesine sebep olur (8). PACAP enjekte edilmis saglikli bireylerde MRI sonuglarina gore
orta meningeal arterde dilatasyona bagli bas agris1 goriilmiis trigeminal sinirin birinci dalinin
uyarilmasiyla VIP salimi sonrasi, parasempatik aktivasyon baslatilmis olup histamine
bagimli olarak NO ise diiz kas hiicresinde sirasiyla guanil siklazi, cGMP’yi ve Ca’ya duyarlh

potasyum kanallarin1 aktive ederek damarlarin vazodilatasyonunu ve agr1 yolagini aktive

etmektedir (40, 119, 151).

2.4.3 Bagisiklik Hiicreleri

Mikroglialar SSS’de bulunan ve beynin korunmasinda rol oynayan makrofajlardir
(152). Astrosit hiicreler ise kan-beyin-bariyerine katkida bulunan, SSS dokusunda hiicre dis1
iyonik denge korunmasinda rol alan hiicrelerdir (153). SP, bu iki glial hiicrenin aktive
olmasina ve NF kappa-B sinyal yolagi ile proinflamatuar sitokinlerin iiretimine yol acar
(154). Sitokinler ve kemokinler; astrositler, mikroglia ve T hiicreleri tarafindan salinir ve

bunlar nosiseptif noronlar1 aktif hale getirir (155). Meningeal kan damarlarinda
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inflamasyona sebep olarak agriya aracilik ederler (156). Migren i¢in en 6nemlileri IL-1, IL-
6 ve TNF- a ve bir kemokin olan IL-8’dir (157). Onemli bir ajan olan TNF- o’nmn migren
atag1 esnasinda kan seviyeleri yiikselir, immiin hiicrelerin infiltrasyonuna ve doku 6demine
sebep olabilir (158). Kemokinler ise trigeminal sinirin aktivasyonunu ve vazoaktif
peptitlerin salinmasini uyararak inflamasyona aracilik eder. Lokositleri enfeksiyon

bolgesine ¢eker ve kemotaksis 6zelligine sahiptir (157, 159).
2.5 Mast Hiicreleri

Mast hiicreleri, genellikle yuvarlak, yaklasik 10-20 mikrometre ¢apinda olup bir¢ok
salgi molekiilii i¢erir (160). Dokularda farklilasan ve olgunlasan kemik iligi hiicrelerinin
hematopoetik kok hiicrelerin (HSC) miyeloid soyundan koken alan bu hiicreler makrofajlara
benzer sekilde dokularda bulunur. HSC'ler daha sonra mast hiicre onciillerine (MCP)
farklilagir. Onciil Mast hiicrelerinin hedef dokulara gécii ve konumlanmasi, kemokinler ve
ylizey adezyon molekiillerinin arasindaki etkilesim sonucu gergeklesir (161). MCP’ler
dokulara girdikten sonra mast hiicrelerine farklilagir ve burada ¢ogalir. Uzun 6miirleri ve
uygun mikro ortamlarda ¢ogalabilme yeteneklerinden dolayi etkileri uzun siireli olur. Ayrica
hasar gormiis dokularin onarimina, yeni kan damarlariin olusumuna (anjiyogenez),

dogustan ve sonradan kazanilmis bagisiklik tepkilerine yardimei olur (162—164).

Kemirgenlerde mukozal mast hiicreleri (MMC), ara tip mast hiicreleri (IMC) ve bag
dokusu mast hiicreleri (CTMC) olmak iizere 3 tipi vardir (165). Bu hiicrelerin énemli bir
ozelligi, agrimin ana mediyatorii olan CGRP reseptorlerini barindirmasidir ve duyusal

noronlara ve meningeal kan damarlarina bitisik olarak yerlesim gosterirler (166, 167).

Triptaz, histamin, SP ve fazlaca sitokinleri igeren graniilleri salma 6zelliklerinden
dolay1 grantilositler olarak taninir. Bu bilesikler nérojenik inflamasyon agisindan son derece

onemlidir (23, 145).

Bu hiicrelerin homeostatik diizenleyici olarak kabul edildigi durumlar olsa da
“degraniilasyon esigi” asildigi zaman onarim siireclerine hasar verir, inflamasyonun
kroniklesmesinden ve poliferasyon evresinin zarara ugramasindan sorumludur (160).
Bagisiklik sisteminin “ilk yanitlayicilar” olarak nitelendirilebilen bu hiicreler, SSS’nin
meningeal membran1 basta olmak {izere dis yiizeye yakin yerlerde bulunmasindan dolay:
cevresel uyarilara hizli bagisiklik yanitlar1 verirken mikrogevreye olan duyarliligindan

dolay1 ve ayrica migren mediyatorleri ile iliskisi sebebiyle, agri, inflamasyon, programsiz
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hiicre boltinmesi gibi bir¢ok fizyolojik ve patolojik siirece katkida bulunur ve meninkslerin

norojenik inflamasyonunun ve agrinin baslica sebeplerindendir (158, 168).

2.5.1 Mast hiicre reseptorleri

Mast hiicreleri, Fc reseptorleri (FceR ve FcyR), Toll benzeri reseptorler (TLR), ¢esitli
sitokinler, patojenle iligskili molekiiler modeller (PAMP), noropeptitler, hormonlar,
proteazlar tarafinca aktif hale gelir (Sekil 2.4) (169, 170). Bu reseptorler baglanan ligandlara
gore birtakim fizyolojik olaylara sebep olurlar. MHC-1 veya MHC-II (Major
histokompatibilite kompleksi) reseptorleri, T hiicrelerini aktive ederek ve TNF- a ve IL-1
salmimiyla dendritik hiicre gogiinii tetikleyerek sonradan kazanilmis bagisiklik sistemi
tizerinde etki gosterir (171). Ayn1 zamanda mast hiicreleri ve T hiicreleri, iltihapli dokuda
birbirlerine yakin bulunduklart icin aktif T hiicrelerinin direkt temasi, mast hiicresi
aktivasyonunu indiikleyebilir (172). FceRI'ye baglh IgE, mast hiicrelerinin fizyolojik olaylara
hazirlanmasini destekler. IgE- veya IgG-antijen komplekslerinin ¢apraz baglanmasi, mast
hiicre degraniilasyonunu baslatir (164). Birincil duyusal noronlar, endojen hasarla iliskili
molekiiler modelleri ve herhangi bir etkenle hasara ugrayan dokudan salinan eksojen
patojenle iliskili molekiiler modelleri tanimak icin TLR'leri eksprese eder Ekprese olan TLR
aktivasyonu NF-kB'nin yukar1 regiilasyonuna ve IL-1 ve TNF- a 'y1 kodlayan genlerin
transkripsiyonuna, bu da inflamatuar sitokinlerin tiretimini indiikleyen kofaktor CD14'e

baglanarak agriya neden olur (173, 174).
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Sekil 2.4 Mast Hiicre Reseptorleri (164)
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2.5.2 Mast hiicre aracilar

Mast hiicre graniilleri, biyo-organik aminler (6rn. serotonin, histamin vb.), proteazlar
(6rn. triptaz, kimaz vb.), proteoglikanlar (6rn. heparin vb.), bir¢ok sitokin (6rn. tiimor nekroz
faktori-o (TNF- o)), nitrik oksit (NO), eikozanoid (6rn. prostaglandinler,lokotrienler vb.) ve
kininler igerir. Uyar1 sonucu graniiller, Ca+2 bagli ekzositoz yoluyla hiicreden salinir ve
depolanmis mediyatorleri disar1 birakir. (Sekil 2.5) Diger bir secenek ise graniillerin
parcalanmadan, ilgili hiicreleri enfekte dokuya toplamak ve aktive etmek i¢in kan ve lenfatik

yolu kullanmalar1 ve sinyal mekanizmasi rolii iistlenmeleridir (65, 175-177).

Mast hiicreleri gesitli reseptorler araciligiyla uyarildiktan sonra aktivasyon fazlari 3

asamada siniflandirilabilir. Bunlar:

(1) Daha oOnceden sentezlenip depo edilmis mediyatorlerin (Histamin, TNF-a,

proteazlar, aminler) disari salinmasindan sonra gergeklesen ani degraniilasyon
(2) aktivasyondan sonra dakikalar i¢inde salgilanan prostaglandin ve 16kotrienler

(3) aktivasyondan uzun siire sonra salinan kemokin, sitokin ve biiyiime faktorleri. Bu
salinimlar ve kemotaktik molekiillerin etkisiyle aktivasyon gerceklesir ve hiicre gecirgenligi

artar (24).

: Degranulation (seconds)
ROL:  INER Histamine
FceRI EEUboN R TNF-a
o . , Tryptase and chymase
Amines

TLR
Eicosanoids (minutes)
Leukotrienes
S1PR Prostaglandins
[
RIG- Cytokines, chemokines, and

growth factors (hours)
IL-33 TNF-a, IL-4, IL-5, IL-6
IL-13, IL-17, VEGF

Sekil 2.5 Mast Hiicreleri, aktivasyon fazlari ve salgilanan mediyatorler (24)

Inflamasyon néropeptitleri salindigi zaman mast hiicrelerinden histamin salimi

indiiklenir. Tam tersi sekilde histamin salinmasi da CGRP ve SP gibi noropeptitlerin
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salinimini uyarir. Bu ¢ift yonlii etkilesim agr1 ve inflamasyonun temelini olusturur. Ayni

zamanda vaskiiler ge¢irgenligi artirir ve vazodilatasyona sebep olur (137, 178).

Triptaz sinir sonlanmalarinda PAR-2(proteinazla aktive olan reseptor-2) ’yi aktif hale
getirir. Ayrica noétrofil infiltrasyonunu, plazma ekstravazasyonunu indiikler ve sitokin
salgilanmasini uyarir. PAR'lar, inflamasyon ve onarim basta ilizere yaralanmaya verilen
yamtlarda oldukca énemlidir. Inflamasyon peptitlerinin sinir sonlanmalarinda salinmasini
uyaran TRPV1 kanallarmi aktif hale getirir. Ek olarak PAR-2 agonistleri yaygin
proinflamatuar etkiye sahiptir (179-181).

Noronlar, spesifik uyarilar sonucu bir¢cok faktoriin salinmasmi saglayan gesitli
aracilarla mast hiicrelerini modiile ve aktive eder. Bu aracilar mikroglia, glia, noronal
hiicrelerin fonksiyonlar1 iizerinde etkilidir. Noronlar ve mast hiicreleri arasindaki bu
etkilesim beyin hastaliklarinin patolojisi iizerinde etkilidir (Sekil 2.6). NGF (Sinir biiylime
faktorii), triptazin pro-NGF’yi parcalamasiyla olusur ve mast hiicrelerinden histamin basta
olmak {izere pro-nosiseptif aracilar salgilanmasina sebep olur. Aktive edildikten birkac saat
sonra salinan bir dizi sitokin inflamasyondan ve bolgeye 16kosit migrasyonundan sorumlu
olurken, VEGF (vaskiiler endotelyal biiyiime faktdrii), vazodilatasyona sebebiyet

verdiginden dolay1 agridan sorumludur (182).
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{ NGF prostaglandin
ATP LTC,
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Sekil 2.6 Noronlar ve mast hiicre iliskisi

CADML1 (cell adhesion molecule-1): Mast hiicreleri ve noronlar arasinda adezyon ve
iletisimi saglar. 5-hidroksitriptamin (SHT), astroglia (AG), beyin kaynakli norotrofik faktor
(BDNF), kalsitonin geni iligkin peptit (CGRP), kortikotropin salgilayan faktor (CRF),
tehlikeyle iliskili molekiiler modeller (DAMP), 16kotrien C4 (LTC4), monosit kemotaktik
protein (MCP), sinir biiylime faktorii (NGF), travmatik beyin hasar1 (TBI) (Sekil 2.6) (183).
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2.6 CGRP

Kalsitonin gen iliskili peptit, kalsitonin geninin haberci RNA’lar tarafindan
islenmesinin bir tiriiniidiir (184). 37 aminoasitlik bu néropeptitin, aCGRP ve BCGRP olmak

tizere iki izoformu vardir ve CALC-I ve II genlerinden kopyalanirlar (14).

Vasodilation

CGRP antibodies/antagonists

Meningeal
vessel

- Dural mast cell
degranulation
leading to

e - neurogenic
R( = =, inflammation
Trigeminal TN\ T 3 e =

nerve fibers " \\

PAIN
PHOTOPHOBIA
PHONOPHOBIA

— Dura mater

— Arachnoid
mater

"‘.‘ — Subarachnoid
space

//
/"r
// ]
-,c_: — Pia mater
White \ Vasodilation
matter

CGRP antagonists

Trigeminal
nerve caudalis

CGRP antibodies/antagonists

Trigeminal ganglion

CGRP
antagonists?

Sekil 2.7 CGRP ve migren patofizyolojisindeki rolii

CGRP, migren patofizyolojisinde 6nemli bir role sahiptir. CGRP, trigeminal afferent
sinir liflerinden salinir, vazodilatasyona ve nérojenik inflamasyona sebep olur. Migren
hastalarinda hem merkezi hem de periferik CGRP seviyeleri yiiksek olarak gézlenir. CGRP
antagonistlerinin ve antikorlarinin, yiikselen bu CGRP seviyelerini diisiirerek ve etkilerini
bloke ederek migren lizerinde etki ettigi diisiiniilmektedir. CGRP antikorlarinin etkileri
periferle sinirliyken, CGRP antagonistleri merkezi etkilere sahip oldugu diisiiniilmektedir

(Sekil 2.7) (185).

Periferik sinir sisteminde CGRP’nin hedefi, meninkslerdeki trigeminal afferentler,
glial hiicreler, kan damarlari, mast hiicreleri ve trigeminal ganglionlardaki ndral hiicre
govdeleridir (Sekil 2.7) (186). Hem miyelinsiz C lifleri hem de ince miyelinli Ad liflerinden
salimir ve genellikle SP ile ko-lokalizedir (187). Bununla birlikte ratlarla yapilmisg
caligmalarda CGRP’nin dural mast hiicrelerinden histamin salinimin1 ve vazodilatasyonu
onemli 6l¢iide tetiklemesi ve diger néropeptitlerden daha baskin bir rol oynamasit CGRP’nin
migren patogenezinde ana mediyatdr oldugunu kanitlar niteliktedir (188). Trigeminal

sinirden perivaskiiler olarak CGRP salinimi, duraya yerlesik mast hiicrelerinin
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degraniilasyonu, vazodilatasyon gibi inflamasyona ve buna bagli agr1, fotofobi, fonofobi gibi
fizyolojik olaylara sebep olurken, inflamasyon ise ayni sekilde mast hiicreleri iizerinde
CGRP salinimini tetikleyerek ¢ift yonlii bir etkilesime sebep olur (Sekil 2.7) (189, 190).
Buna benzer sekilde mast hiicrelerinden proinflamatuar sitokinlerin salinmasina sebep olan
CGRP, salinan sitokinler tarafindan uyarilarak duyusal noronlar {izerinde pozitif bir

feedback dongiisii olusturur (191).

Periferde CGRP iizerine etki gosteren bir diger hiicre tiirii ise glial hiicrelerdir. Bu
hiicreler noronal hiicre govdeleri etrafinda mikro ortami diizenler ve hiicrelerin
uyarilabilirlik durumunu kontrol eder (192). Yapilan bir ¢alismada TG noéronlarinin
aktivasyonu, CGRP salgilanmasi ve komsu uydu glial hiicrelerini uyarir. Bu uyari sirasiyla
IL-1B salinmasini ve COX aktivitesini artirarak PGE2 iiretilmesine sebep olarak aktivasyon
ve noronal hassasiyete sebep olur. Bu periferde CGRP-glial hiicre etkilesimini

gostermektedir (193).

CGRP reseptor antagonistlerinin kan-beyin bariyerini ge¢gme yetenekleri ¢ok az
oldugundan, anti-CGRP tedavileri periferik odakli olsa da SSS boyunca dagilmis CGRP
reseptorleri merkezi sinir sisteminin de 6nemini gostermektedir (16, 194). Bu reseptorler,
bas agris1 ve mide bulantisindan sorumlu olan beyin sap1 ve trigeminovaskiiler sistemde, bir
uyarici olarak tanimlanabilecek hipotalamusta, gorsel semptomlar ve fonofobiden sorumlu
stiperior ve inferior kolliculusta ve beyincik gibi migren patofizyolojisinde 6nem tasiyan

yapilarda bulunmaktadir (195).

2.6.1 Reseptorler

CGRP, amilin ve adrenomedullini de iceren kalsitonin (CT) iliskili peptit grubuna
dahildir ve trigeminal sistemin aktive olmasi, vaskiiler CGRP reseptorleri iizerinde etkili
olan CGRP'nin salinimi ile sonuglanir. Bu reseptorler, G protein iligkili reseptor (GPCR),
kalsitonin reseptorii (CTR), kalsitonin benzeri reseptor (CLR)’diir (16, 196). Bu reseptorlere
ligandlarin baglanmasini, farmakolojilerini, islevselligini kontrol eden yapi ise RAMPI
(Reseptor aktivitesini degistiren proteinler)’dir (197). CLR nin hiicre yiizeyine tasinmasi ve
CGRP baglanmas1 i¢cin CLR-RAMP1 birlikteligi 6nemlidir ve tam bir reseptor o6zelligi
gostermeleri i¢in birlikte sunulmalidir (15). Ayrica CGRP reseptor antagonistlerinin bir
baglanma bolgesi olusturan bu yapiy1 bloke ettigi gozlemlenmistir (198). Bir sitoplazmik
protein olan RCP (reseptor bilesen proteini) ise reseptoriin G-protein bagimli sinyal

mekanizmasinin baglamasina yardimer olur (Sekil 2.8) (199).
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Sekil 2.8 CGRP reseptorleri (189)

RCP

2.6.2 Relaksasyon mekanizmalari

Vaskiiler bas agrisinin temel sebebi, orta meningeal arter ve serebral arterlerdeki
CGRP reseptorlerinin sebep oldugu vazodilatasyon mekanizmalaridir (200). Migren bas
agrisinda da bu arterlerin dilatasyonunun rolii oldugu kabul edilmektedir. Bu vazodilatasyon
mekanizmalar1 temel olarak endotel bagimli ve endotelden bagimsiz olarak 2 baglikta
incelenebilir. CGRP, endotel bagimli bir reseptore baglanarak sirasiyla adenilat siklazi ve
cAMP artisim tetikler. Bu artis PKA (Protein kinaz A) lizerinden etki eder ve katalitik alt
birimi eNOS’u fosforile edip aktive ettikten sonra NO iiretimine neden olur (201, 202).
NO’nun diiz kas hiicresinden difiizyonu guanilat siklaz aktivasyonuna neden olur ve cGMP
seviyelerini artirir. Potasyum kanallar1 acilir ve hiicre i¢i kalsiyum miktar1 azalarak
damarlarin relaksasyonuna sebep olur (185, 203). Endotel bagimsiz mekanizma ise diiz kas
hiicresinden PKA’nin direkt potasyum kanallarina etki etmesiyle vaskiiler endotelde

relaksasyona neden olur (Sekil 2.9) (204).
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Sekil 2.9 CGRP ve neden oldugu relaksasyon mekanizmasi (204)
2.7 Trigeminal niikleus kaudalis’te c-fos ekpresyonu

Finkel, Osteojenik ve Sarkom kelimelerinin kisaltmast olan “Fos” terimi, bir gesit
sarkom retroviriistiniin kodladig1 geni tanimlamak i¢in kullanilmigtir. Hiicresel fos yani c-
fos proteini, ¢ogu hiicre tipinde az miktarda da olsa goriilmesi normal olmasina ragmen
stirekli veya diizensiz ekspresyonu da hiicrede genetik degisiklilige neden olur (205).
Yapilan ¢alismalarda biiyiime faktorleriyle tetiklenen c-fos seviyeleri 5 dakika sonra belirgin
hale gelir 10 dakika sonra tepe noktasina ulasir ve 15 dakika sonra azalmaya baglar (206).
Hem proto-onkogen hem transkripsiyon faktorii oldugu bilinen ve ndronlarda hizla

indiiklenen bu gen acil erken genler sinifina dahildir (207).

Trigeminal sinirler elektriksel, mekanik veya kimyasal herhangi bir uyaranla
tetiklendigi zaman intrakranial nosiseptif afferentlerin ana hedef bdlgesi olan beyin sapi
TNC lamina I ve II ‘yi uyarir. Bu uyaridan sonra néronal aktivasyon belirteci olan c-fos
ekpresyonu gergeklesir (208, 209). Norotransmitterler gibi ¢cevresel uyaranlarla aktive olan
membran reseptorleri, ikincil habercileri uyarirlar. Bu haberciler c-fos’un da aralarinda
bulundugu acil erken genleri uyarir. Daha sonra néronlarda uzun vadede degisiklige sebep

olacak spesifik ge¢ cevap genlerinin uyarilmasiyla sonuglanir.
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2.7.1 Trigeminal niikleus kaudalis’te c-fos ekpresyonuna aracilik eden
reseptorler

2.7.1.1 Kapsaisin Reseptorleri

Meningeal inflamasyon modellerinde yaygin olarak kullanilan kapsaisin, agriy1
tetikleyen termal ve kimyasal uyaranlar tarafindan aktive edilen Vanilloid (VRI1)
reseptorlerini uyarir. VR1 reseptorleri, dorsal kok ganglionlarin lamina I-1I’sinde, trigeminal
ganglion ve trigeminal ¢ekirdek gibi nosiseptif bilgiye aract olan yapilarda bulunur (210,

211).

Bu reseptorler ayn1 zamanda agr1 mediyatorleri olan CGRP ve SP’nin salinmasini
tetikler. Hayvan modellerinde, bag agrisimi tetiklemek ve beyin sapt TNC’de c-fos

ekspresyonunu indiiklemek icin intersisternal olarak kapsaisin enjeksiyonu ¢alismalarda
kullanilmaktadir (212, 213).

2.7.1.2 Glutamat Reseptorleri

Presinaptik glutamat terminalleri TNC’nin lamina II’sinde bulunur ve bu ana uyarici
ndrotransmitter nérotransmisyon ve nosisepsiyonda biiyiik bir rol oynar (214). Glutamat,
hem metabotropik reseptorii olan mGluR hem de iyonotropik reseptorler olan NMDA,
AMPA ve kainat reseptorleriyle etki gosterir. Bu reseptorlerin agonistleri hayvan
deneylerinde termal allodini, hiperalzeji ve c-fos ekpresyonuna yol agarken, MK-801 gibi

antagonistleri ise bu etkileri biiyiik 6l¢iide azaltir (126, 215).
2.7.1.3 GABA Reseptorleri

GABA (Gama aminobiitirik asit), glutamat gibi hem iyonotropik hem de metabotropik
reseptorler araciligt ile etki gOsterir ve baslica inhibitdr etki  gosteren

norotransmitterlerdendir (216).

GABA sentezini artiran ve GABA aminotransferaz inhibitorii olan valproik asit ile
yapilan c¢aligmalarda, beyin sapt TNC’de artmis c-fos seviyesinin digiiriilmesi, bu
ndrotransmitter reseptorleri yoluyla bas agrisi ve beraberindeki etkilerin modiile

edilebilecegini gostermistir (213, 217).
2.7.1.4 NK-1 Reseptorleri

Agr1 yolaginda rol oynayan SP reseptorii olan NK-1 TNC ve dorsal boynuzun yiizeyel
katmanlarinda bulunmaktadir (218).
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Primer meningeal afferentlerin uyarilmasiyla artan beyin sap1 TNC {izerindeki c-fos
ekpresyonu, NK-1 reseptor antagonistleriyle azaltilmis olmasi reseptor blokaji ile akut

migren agrisi i¢in bir hedef olabilecegini gostermistir (213).
2.7.1.5 Serotonin Reseptorleri

5-HT reseptorleri 7 ana alt sinifta incelenir ve hem iyonotropik hem de metabotropik
tipleri vardir. Gliniimiizde migren tedavisi i¢in kullanilan triptanlar, serotonin 5-HT1B/1D-
reseptor agonistleridir. Triptanlarin etki mekanizmasi, trigeminoservikal kompleks’in ikinci
sira noronlar1 boyunca iletimin inhibisyonu, periferik ndronal inhibisyon ve kraniyal
vazokonstriksiyon olarak 3 sekilde incelenebilir. Bu sekilde aktive olmus trigeminal

afferentlerin inhibisyonuna ve nosiseptif etkinin azalmasina yardimci olurlar (219-221).

In situ hibridizasyon teknikleri ile SHT1B reseptdrleri iizerine yapilan bir ¢alismada,
bu reseptorlerin TNC ve TG iizerinde CGRP ve SP ile birlikte yerlestigi ve dolayisiyla agri
modiilasyonu peptidlerinin salimimini  kontrol ettigini gostermektedir (222). 5-HT
reseptorleri lizerinden triptanlar grubuyla yapilan ¢alismalarda ise, bu anti-migren ilaglarinin
beyin sap1 TNC iizerinde artmis c-fos ekpresyonunu baskiladigi ve CGRP salimini 6nledigi
ve artmis TG aktivasyonunu azalttigi gozlenmistir (223, 224). Trigeminal kaudalis i¢indeki

c-fos indiiksiyonunda rol alan reseptorler Sekil 2.10°da gdsterilmistir.
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Sekil 2.10 Trigeminal kaudalis i¢indeki c-fos indiiksiyonunda rol alan reseptorler
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Trigeminal gangliyonun ve meningeal damarlarin kimyasal, elektriksel veya mekanik
olarak uyarilmasi; noéropeptitlerin salinmasi, inflamasyon ve TNC’den c-fos salinimiyla

sonuglanir (32).

Meningeal damarlarin ve TG’nin ¢esitli uyaranlarla (elektriksel, mekanik veya
kimyasal) uyarilmasi sonucu sinir liflerinin aktive olmasi, CGRP/SP noéropeptidlerinin
salinmasina ve bunu takiben inflamasyona sebep olur. Bu olaylarin devaminda TNC i¢indeki
ikinci sira noronlarin uyarilmasi, noronal aktivasyon belirteci olan c-fos salinimiyla

sonuglanir. (Sekil 2.10)
2.8 Nitrogliserin ile olusturulan akut deneysel migren modeli

Nitrogliserin (NTG) bir NO donériidiir. Gaz halindeki bir sinyal molekiilii olan NO,
viicuttaki cogu dokuda bulunur ve sentezi endotelyal NOS (eNOS), néronal NOS (nNOS)
ve indiiklenebilir NOS (iNOS) tarafindan katalizlenir (225, 226). eNOS, dural arterlerin
endotel hiicrelerinde ve serebral arterlerde yer alirken, nNOS ise Ozellikle beyincikte,
kortekste daha fazla olmak tizere bir¢ok merkezi noronda, trigeminal ganglionda CGRP ile
birlikte bulunur. Ayn1 zamanda adrenerjik ve kolinerjik olmayan ya da nitroksiderjik lifler

olarak adlandirilan serebral arterlerdeki parasempatik sinir liflerinde lokalize olmuslardir

(227-230).

Bu sinirler uyarildigi zaman ekstraserebral ve serebral arterler vazodilate olurken,
sicanlarda kan damarlarinin vazodilatasyonu trigeminal ganglionun uyarilmasi ve CGRP'nin
salinmasi ile gergeklesir (229). Ayn1 zamanda NO’nun SSS’de yer almasi ve tetikleyici
uyaranlar1 periferden talamus ve neokortekse tasimasi agri yolagindaki Onemini
gostermektedir (102). Histamin H1 reseptorlerine baglanarak endotelde NO olusturan
NOS’u aktive ederken, NTG serebral arter endotelinden difiize olarak diiz kas hiicrelerinde
NOS’dan bagimsiz sekilde NO olusturur. Olusan NO diiz kas hiicresinde sirastyla guanil
siklazi, cGMP’yi ve Ca’ya duyarli potasyum kanallarin1 aktive ederek damarlarin

vazodilatasyonunu ve agri1 yolagini aktive etmis olur (40-42).

Ratlar lizerinde yapilan deneylerdeki gozlemlere bakilarak bas kasima ve tirmanma
gibi agr1 gostergesi davraniglarinin  NTG enjeksiyonu sonrast muhtemel artmis
nosisepsiyonla tetiklenmesi, TNC iizerinde c-fos ekpresyonunu artirmasi, ana mediyator
olan CGRP salimini artirmasi, inflamasyonla iliskili IL-1p , IL-6, TNF- a gibi sitokinler

artarken buna bagl temel yolak olan NF-kB p65’in aktiflesmesi ve allodini / hiperaljezi ile
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dogru orantili iliskisi bu maddenin migren modellerinde ¢cogunlukla kullanilmasinin temel

sebebidir (231-233).
2.9 Giincel migren tedavileri

Giliniimiizden yaklasik 100 sene 6dnce migrene spesifik olarak tedavide kullanilan ilk
ilag bir alkoloid olan Ergotamindi (234, 235). Sempatik sinirlerin uyarilmasini bloke ettigi
ve vazokonstriktor etkisiyle uzun yillar migren icin kullanilan temel ila¢ olmasina ragmen
beraberinde getirdigi yan etkilere ve ¢ok kullanilmasinin bas agrisini tekrar tetiklemesinden

kaynakli yeni tedaviler konusunda arastirmalar siirmektedir (56, 236-238).

Yapilan bir arastirmada, c¢alisma dahilindeki mevcut popiilasyonun %34°ii opioid
tiirevi ve barbitiirat gibi sedatif ila¢ kullanmakla birlikte sadece %20’si migrene 6zgii ilagla

tedavi edilmekteydi (239).

Gilinlimiizde migren tedavileri tizerinde daha ¢ok bilgi sahibi olmak i¢in patogenezde
rol oynayan ajanlar lizerinde arastirmalar devam etmektedir. Bas agris1 fazinda plazma
serotonin seviyelerinin diismesi, meninksler iizerinde periferik sinir terminallerinde
nosiseptif aktiviteyi tetiklemesi gibi sebepler 5-HT reseptorlerinin migren tedavisi agisindan

onemli oldugunu gosterir (240-242).

Ormnegin 5-HT1’in sempatik sinirin inhibisyonu ve vazokonstriksiyona, 5-HT2’ nin
ikincil haberciler araciligiyla vaskiiler diiz kas hiicrelerde kasilmaya yol agtigma ve 5-
HT7°nin cAMP artis1 ile vazodilatasyona sebep oldugu ve migrenle iliskili oldugu
bilinmektedir (243).

5-HT1 reseptorleri agonisti olup 6zellikle 5-HT1B/D’ye affinite gosteren “triptanlar”
vazoaktif ndropeptitlerin saliminin inhibisyonu ve ilgili anatomik yapilarda agr1 sinyalinin

azaltilmasi gibi yollarla migren tedavisinde 6nemlidir (Sekil 2.11) (49, 244).

Sumatriptan, rizatriptan, almotriptan, eletriptan, frovatriptan, zolmitriptan, naratriptan
gibi alt tipleri olan bu analjezikler her ne kadar giincel tedaviler i¢inde olsa da fazla
alimmasinin bas agrisin1 daha fazla tetiklemesi ve giiclii vazokonstriksiyona sebep olmasi
ile Ozellikle kardiyovaskiiler agidan risk tasiyan hastalarda kontra-endikedir (55, 245).
Migren, bu hastalar ic¢in risk faktorii oldugundan aslinda biiyiik bir grubun triptan
kullanmasinin 6niine gegmektedir (246). Ayn1 zamanda kan beyin bariyeri gegisleri diigiik

oldugu i¢in etkilerinin periferde kisitli oldugu sdylenebilir (247).
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Digerlerinden farkli olarak 5-HT1F reseptorleri damarlarin kontraktilitesi ve capi
iizerinde etki gostermedigi i¢in yeni bir tedavi olarak iimit vermistir. Simdiye kadar 5-HT1F
reseptOr agonisti olan LY344370 ve lasmiditan ile yapilan ¢alismalarda duysal perivaskiiler
sinirlerden CGRP salimini inhibe etmesi, oral alimindan 1 saat sonra TNC tzerinde c-fos

salimin1 diislirmesi ve bas agrisi sikayetini azaltmasi gibi sonuglar alinmigtir (248-250).

Trigeminal ganglionda ve intrakraniyal damarlarda bulunan, bununla birlikte serebral
damarlar tizerinde vazodilator etkisi olup bas agrisina yol actigindan dolayr CGRP, tedavi

secenekleri agisindan tizerinde durulan diger bir ajandir (251).

Migren ataklari esnasinda artis gdsteren bu ndropeptitin inhibisyonu igin CGRP
reseptor antagonisti olan “gepantlar” ilizerinde arastirmalara baslanmistir. Olcegepant,
Rimegepant, Ubrogepant gibi tiirleri olan bu grup, triptanlarin sebep oldugu
vazokonstriksiyon kaynakli kardiyovaskiiler risk agisindan giivenli olmasi ve semptomlara
sebep olmamasi onemli bir avantajlaridir (54, 252). Birincil nesil gepantlardan olan
olcegepant lizerinde yapilan ¢alismalarda, kullanimindan 2 saat sonra bas agrisi tizerinde
etki gosterse de, basta parestezi olmak lizere mide bulantisi, anormal tat alma ve diisiik oral

biyoyararlanim nedeni ile ¢ok gelistirilememistir (253, 254).

Daha sonra olcegepantin aksine oral alim i¢in gelistirilen ikincil nesi gepantlara
bakildiginda fotofobi, fonofobi gibi migren iligkili semptomlar lizerinde etkili olsa da
devaminda yiikselen alanin aminotransferaz (ALT) seviyelerinin sebep olabilecegi
hepatotoksisite problemleri nedeni ile kullanimi sinirlandirilan Telcegepant sonrasinda diger
gepantlar lizerine arastirmalar devam etmistir (255-257). Sonugta CGRP reseptor
antagonistlerinden FDA onay1 alan ubrogepant ve atogepant’in ¢ok az yan etkili ile tedavide

biiyiik oranda basarili oldugu ortaya ¢ikmistir.

Tedavi icin CGRP’yi hedef alan diger bir grup ise Monoklonal antikorlardir (mAb)
(52). Bu antikorlarin asil amaglar1 trigeminovaskiiler sistem tizerindeki CGRP iletimini
engellemektir (Sekil 2.11) (53). Bu 2 sekilde gergeklesir ve ilag grubu ona gore ayrilir.
Birinci grup CGRP reseptoriinii bloke ederek etki gosteren erenumab, ikinci grup ise sinir
liflerinden salinan CGRP’yi tutarak direkt devre dis1 birakilmasina neden olan

galcanezumab, fremanezumab, eptinezumab’dir (49, 139, 258).

Her giin kullanim gerektiren ilaclarla kiyaslandiginda etki siireleri uzundur ve diger
migren ilaglar1 oral olarak giinde 1-3 arasinda kullanilirken bu grubun ayda 1 kere
kullanilmas: yeterlidir. Biiyiik boyutta olduklar1 i¢in hedef 6zgiilliigi yiiksektir ve kan beyin
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bariyerini gecemedikleri i¢cin merkezi sinir sistemi tlizerinde hedef dis1 toksisite 6zelligi
yoktur (259, 260). Bu gibi o6zellikleriyle avantajli olarak goriinseler de bu antikorlarin
proflaktik tedavi i¢in kullanilmasi ve birakildiklar1 zaman migren atagini ve siddeti de dahil
onemli yan etkilere sebep olabilecekleri tereddiitiidiir. Bu durum ilaglardaki eksik ve yan
etkileri nedeniyle tedavi konusunda

daha fazla c¢aligmaya ihtiya¢ duyuldugunu

gostermektedir (261). Migrene 6zgii ilaglar ve hedef bolgeleri Sekil 2.11°de gosterilmistir.

(D) Blockade of CGRP receptor

Trigeminal nerve fiber

Monoclonal Erenumab =
antibody (2) Blockade of CGRP
Gepants | Atogepant Monoclonal | Eptinezumab
Rimegepant antibody Fremanezumab
Ubrogepant Galcanezumab
Middle meningeal (3 Stimulation of 5-HT ;5 receptor
artery Triptans Almotriptan
Eletriptan
- Frovatriptan
f \wdll ation Naratriptan
1 1 { \\ Rizatriptan
\ B & Sumatriptan
\ - = Zolmitriptan

J

Vasoconstriction

(@) Stimulation of 5-HT; receptor

Ditans Lasmiditan

[}l CGRP receptor il 5-HT,,, receptor il 5-HT . receptor * CGRP

Sekil 2.11 Migrene spesifik ilaglar ve olasi hedefleri

Migren ilaglari, S-HT1B/1D/1F reseptorlerini uyararak veya CGRP reseptoriinii bloke
ederek etki gosterir (Sekil 2.11) (247).

2.10 Eskuletin

Basit kumarinler sinifinda incelenen, 6,7-dihidroksikumarin olarak da bilinen
eskuletin, geleneksel Cin tibbina ait Cortex Fraxini, Viola yedoensis gibi bitkilerin
etken maddesidir (262, 263). Bu bitkinin dal ve agag kabugu gibi gesitli bolgeleri ilag ve
takviye amacli kullanilmaktadir. Bagta anti-inflamatuar ve anti-nosiseptif olmak {izere,
antioksidan, antikoagiilan, antibakteriyel, antitiimor, antidiyabetik ve karaciger iizerinde
koruyucu olarak birgok alanda etki gostermektedir (264). Eskuletinin de dahil oldugu
kumarin bilesikleri elektron ve yiik tasima Ozelliklerine bakildiginda kimyasal olarak
aktiftirler bundan dolay1 farmokolojik aktiviteleri giigliidiir. Ayrica diisiik yan etkilere sebep
olmasi, biyoyararlaniminin yiiksek olmasi, ila¢ direnclerinin diisiik olmas1 gibi sebeplerle

cesitli hastaliklar igin incelenmeye agirlik verilmistir (265, 266).
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2.10.1 Anti-inflamatuar ve anti-nosiseptif rol

Inflamasyon, yabanci bir organizmaya karsi gelisen ve onarmak icin baslayan
fizyolojik bir siirectir. Notrofiller, makrofajlar, T-lenfositleri gibi bagisiklik hiicreleri ve
dokularm stromal, parankimal hiicreleri inflamasyonda rol oynar (267). Ornegin viral
enfeksiyonda sitotoksik lenfositlerin aktivasyonu, IFN-o, IFN-B iretimi gdzlenirken,
bakteriyel enfeksiyonlarda ise makrofajlar tarafindan prostaglandin E (PGE2), IL-1, IL-6,
TNF-o gibi sitokinler ve kemokinler salgilanir. Bu ajanlar bolgeye notrofil goci,
vazodilatasyon gibi olaylara yol acgar ve buradaki olaylar bolgedeki nosiseptorler tarafindan

hissedilerek agr1 hissine sebep olur (268, 269).

NF-kB faktorii, basta inflamasyon olmak {izere hiicre 6limii bagisiklik gibi fizyolojik
olaylar icin énemli bir rol iistlenir (270). Inflamasyon 6ncesi uyaranlara cevaben sitokinler,
oksidatif stres, patojenle iliskili molekiiler modeller (PAMPs), NF-kB transkripsiyon
faktorleri; hiicresel adezyon molekiilleri, sitokin ve kemokin gibi pro-inflamatuar genleri
indiikler (271). NF-kB transkripsiyon faktorleri E-selektin, VCAM, ICAM gibi adezyon
molekiillerini, COX-2 ve iNOS gibi enzimleri, IL-8 ve MCP1 gibi kemokinleri, LTa, LTp,
IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a gibi bagisiklik ve inflamasyonla ilgili 6nemli sitokinleri kontrol
eder (272).

Pro-inflamatuar yolda rol alan bu faktoriin inhibisyonu i¢in 6nemli bir anti-inflamatuar
olan Eskuletinle ¢esitli calismalar yapilmistir. E.coli ve LPS (lipopolisakkarit) ile indiiklenen
sepsis modeli lizerinde Eskuletin kullanilarak yapilan bir caligmada, IL-1p, IL-6, TNF- o ve
CCL2 protein seviyelerinin dnemli 6l¢lide azaldigi, ve bu sitokinlerin iiretilmesinde 6nemli
rol oynayan NF-kB ve STAT1/3 (sinyal dondstiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii)

aktivasyonunun baskilandig1 gozlemlenmistir (273).

LTA ve LPS ile indiiklenen baska c¢alismalarda, RAW 264.7 makrofajlar
degerlendirilmis ve NF-kB faktorii baskilanirken, oksidatif hasara kars1 koruma saglayan
Nrf2’yi aktiflestirmis, inflamasyon belirte¢lerinden olan NO ve PGE2 iiretimi inhibe
edilmis buna bagl olarak da COX-2 ve iNOS ekpresyonunda Eskuletin kaynakli azalma
gozlenmistir (274, 275).

Fraxinus rhynchophylla’dan tretilen eskuletin’le, fareler lizerinde yapilan atopik
dermatit ¢alismasinda, belirgin semptomlar olan kulak sismesi ve kasintt doza bagimli

sekilde belirgin Ol¢iide azalmis, serumdaki IgE, IgG2a ve histamin seviyeleri diismiistiir.
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Bununla birlikte, kemokinlerin (CCL17) , Thl (TNF-a, IFN y) ve Th2 sitokinlerinin (IL-4,
IL-13) ekspresyonu baskilanmistir (276).

TNF-a, prostaglandin gibi inflamatuar mediyatorleri salgilayan makrofaj hiicreleri,
inflamasyon agisindan son derecede Onemlidir (277). Yag dokusu tarafindan salgilanan
MCP-1 (monosit kemoatraktan protein-1), makrofajlarin yag dokusuna infiltrasyonunu
saglayan 6nemli kemokinlerdendir (278). Buraya sizan makrofajlar ilk 6nce inflamasyonu
daha sonra buna bagli obeziteye sebep olur. Bu noktada Eskuletinle ilgili yapilan bir
caligmaya bakildiginda, TNF-a, NO, MCP-1 {iretiminde inhibisyon gézlenmis, gli¢lii bir
antioksidan enzim olan ve hiicresel hasar ve iltihaplanmada rol oynayan hem-oksijenaz-1’in
(HO-1) ekpresyonunu indiiklemistir. Bu Eskuletin’in anti-inflamatuar 6zelliginin yani sira
obezitede inflamasyonu onledigi i¢in dolayli olarak anti-diyabetik etkisini ve HO-1’i

indiikledigi igin anti-oksidan 6zelligini de gostermektedir (279).

Eskuletin’in LPS ile indiiklenen ndroinflamatuar siireclerin degerlendirilmesi iizerine
yapilan bir calismada, kuyruk siispansiyon ve yiizme testinde Eskuletin uygulanmasiyla
hareketsizlik siirelerinin azaldigi, NF-kB ve buna bagl olarak serum ve hipokampiiste IL-
1B, IL-6 ve TNF-a seviyelerinin de 6énemli dl¢lide azaldigir gozlenmistir. Ayn1 zamanda,
Eskuletin’in hipokampusta BDNF/p-TrkB (beyin kaynakli norotrofik faktor/fosforile tirozin
kinaz B) protein ekspresyonunu yukari regiile etmesi Eskuletin’in anti-depresan etkisinin

ve noroprotektif roliiniin de kanitidir (280).

Eskuletin’in baska bir ozelligi ise gii¢lii bir 5-Lipoksijenaz (5-LOX) inhibitori
olmasidir. Bu yol inflamasyon ve agr1 iizerinde rol oynayan 16kotrienlerin olusumunda goérev
alir ve inhibisyonu inflamatuar agr1 basta olmak tizere farkl tiirde agrilarin hafifletilmesinde
onemli rol Ustlenir. Yapilan bir ¢alismada eskuletin kullanimi1 sonrasi, nétrofillerin bolgeye
gbclinli tetikleyen ve bugline kadar bilenen en giiclii kemotaktik ajanlardan biri olan
LTB4’iin (Lokotrien B 4) plazma konsantrasyon seviyeleri azalmig, hayvanlarin mekanik ve
termal uyaranlara tepki siireleri artmis ve hiperaljezi doza baglh sekilde hafiflemistir (281).
Bu ¢alismalar birlikte degerlendirildiginde eskuletin’in anti-inflamatuar ve anti-nosiseptif

ozelliklere sahip oldugu anlagilmaktadir (64).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismada kullanilan si¢anlarin barindirilmasi, refahi ve beslenmesi Bolu Abant izzet
Baysal Universitesi, Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi tarafindan yapilda.
Calismalarda 2-3 aylik (180-220 gr agirliginda) 97 adet erkek Wistar siganlar kullanildi.
Siganlar herhangi bir kisitlama olmadan standart pelet yem ve ¢esme suyuyla beslendi.
Sicanlar pleksiglas kafeslerde barindirildi ve kafeslerin yer aldigi bakim odalar1 12 saat
aydinlik/karanlik dongiisii ile 1s1klandirild1 ve oda sicakligi ise 20—25 °C arasina ayarlandi.
Calisma icin gerekli olan etik izin Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulu'ndan alind1 (karar no: 2021/38, degis.: 28.03.2022/13).

3.1 Deneyde kullanilan soliisyonlar ve hazirlamislar:

3.1.1 Yapay Beyin Omurilik Sivis1 (yBOS)

Yapay beyin omurilik soliisyonu hazirlamak i¢in 0,294 gr kalsiyum kloriir , 0,16 gr
potasyum kloriir, 6,95 gr sodyum klortir, 0,101 gr magnezyum kloriir, 1,98 gr glikoz, 0,138
gr monosodyum fosfat, 2,52 gr sodyum bikarbonat son hacim 1 litre olacak sekilde distile
su eklenerek ve manyetik karistirict (May, WBC 3044-PR) kullanilarak ¢oziildii. Daha
sonra ¢Ozeltinin pH’s1 hidroklorik asit (%37) eklenerek 7.4’e ayarlandi. Sonugta yBOS’ un
bilesimi su sekildeydi: NaCl (115 mmol/L), KCI1 (3 mmol/L), CaCI2 (2 mmol/L), MgCI2 (1
mmol/L), NaH2PO4 (1 mmol/L), NaHCO3 (25 mmol/L) ve glikoz (11 mmol/L). Hazirlanan
yBOS 30 dakika karbojenlendirildi (%95 O2; %5 CO2). ve ex-vivo deneylerde kullanilmak
iizere hazir hale getirildi.

3.1.2 Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik Cozeltisi (PBS) Hazirlanisi

Her tablet formundaki PBS (Sigma-Aldrich® Schnelldorf, Almanya) igin 200 ml
kadar distile su ilave edildi, manyetik karistiric1 kullanilarak ¢6zdiiriildii ve PBS soliisyonu
elde edildi.

3.1.3 PAF (Paraformaldehit) Hazirlanisi

Son hacmi 1 litre olacak sekilde 40 gr paraformaldehite (SigmaAldrich® Schnelldorf,
Almanya) PBS soliisyonu eklendi. Manyetik karistiric1 kullanilarak karistirma ve kaynatma

islemi yapild1 ve berrak olarak %4’liik PAF soliisyonu elde edildi.
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3.2 Deneylerde kullanilan cihazlar ve laboratuvar malzemeleri

Tablo 3.1 Deneylerde kullanilan cihazlar ve laboratuvar malzemeleri

Kullanilan cihazlar ve
Laboratuvar malzemeleri

Firmalar ve modelleri

Homojenizator

ISOLAB, Ultra-Turrax

Elektronik hassas terazi

Radwag , AS 220 R.2

Etiiv Niive, EC160
Santrifiij Niive, NF 400R
Vorteks Velp scientifica
Manyetik karistirict May, WBC 3044-PR

ELISA okuyucu

Biotek, Epoch

pH Metre

Hanna instruments, HI 2212

Mikroskop Kamerasi

Nikon, DS-Fil

Mikroskop

Nikon, Eclipse 80i

Von frey filamenti

North Coast Medical
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3.3 Deneylerde kullanilan kimyasallar

Tablo 3.2 Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler

Kullanilan kimyasal maddeler Firmalar

PBS (Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi) Sigma-Aldrich® (Schnelldorf, Almanya)
Rat CGRP ELISA Kit Elabscience (Texas, ABD)

Rat c-Fos ELISA Kit Sunredbio, Sanghay, Cin
Paraformaldehit(PAF) Sigma-Aldrich® (Schnelldorf, Almanya)
Nitrogliserin Adeka Farma, Tiirkiye

Sumatriptan TGI (Tokyo, Japonya)

Toluidine blue Carlo Erba Reagents, Val de Reuil, Fransa
DMSO (Dimethyl Sulfoxide) Sigma-Aldrich® (Schnelldorf, Almanya)
Eskuletin Santa Cruz Biotechnology, Dallas, ABD

3.4 1In vivo Deney gruplar: ve Deneysel Uygulamalar:

Nitrogliserin (NTG)’ in sigan ve farelere sistemik enjeksiyonu ile olusturulan migren
modeli, migrenin insan modeline en yakin olanidir ve migren ilact olan sumatriptan
tedavisine de cevap vermektedir (282). Bu sebeple ¢alismalarin in-vivo boliimiinde migren
modeli 10 mg/kg NTG’nin si¢anlara intraperitoneal enjeksiyonu ile olusturuldu (10, 283—
285). Migren modellerinde etkinligi arastirilan eskuletin’in farkli dozlarinin araligi daha

once yapilan farkli ¢alismalardan yararlanilarak belirlendi (59, 63, 64, 279).
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3.4.1 In-vivo Deney Gruplari:

In-vivo deneylerde, gruplardaki siganlara enjeksiyonlar intraperitoneal yolla

gergeklestirildi.
Tablo 3.3 in vivo deney gruplar1 ve enjeksiyonlar
GRUPLAR ENJEKSIYONLAR
1.Coziicii(Es)+Coziici(NTG) Eskuletin ¢oziiciisii + NTG ¢oziiciisii
2. Coziicli (Es)*NTG Eskuletin ¢oziiclisii + 10 mg/kg i.p. NTG
3. Es-1+NTG 5 mg/kg i.p. Eskuletin + 10 mg/kg i.p. NTG
4. Es-2+NTG 10 mg/kg i.p. Eskuletin + 10 mg/kg i.p. NTG
5. Es-3+NTG 20 mg/kg i.p. Eskuletin + 10 mg/kg i.p. NTG
6. Sumatriptan+NTG 600 pg/kg i.p. Sumatriptan + 10 mg/kg i.p. NTG
7. Es (etkin)+Coziicli (NTG) Eskuletinin etkili dozu+ NTG ¢oziiciisii

Von-Frey
NTG ¢ozlciisu ;
son filament davranig Sakrifikasyon

enjeksiyon NTG testi
Eskuletin ¢éziiciisii l l l l
Eskuletin
Sumatriptan I I #

(5 giin siireyle uygulandi.) 0dk 30 dk 120 dk 240 dk

2 saat

/

4 saat

Sekil 3.1 In-vivo deneysel prosediir
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3.4.1.1 Grup-1: Kontrol Grubu (Veh(Es)+Veh(Ntg)

Kontrol grubundaki siganlara 5 giin boyunca giinde bir kez eskuletin’in ¢oziiciisii
(serum fizyolojikte [SF] ¢6ziilmiis DMSO) enjekte edildi, 5. giin son enjeksiyondan 30
dakika sonra NTG nin ¢oziiciisii (% 6 propilen glikol, % 6 alkol, 0.9% SF) enjekte edildi
(Sekil 3.2A), NTG ¢oziiclisiiniin enjeksiyonundan 2 saat sonra Von Frey filamentleri ile agr1
esigi degerlendirildi, NTG ¢0ziiciisiiniin enjeksiyonundan 4 saat sonra deney sonlandirildi

(Sekil 3.1).

3.4.1.2 Grup-2: Model Grubu( Veh(Es)+Ntg)

Bu model grubundaki siganlara 5 giin boyunca giinde bir kez eskuletin’in ¢oziiciisii
(serum fizyolojikte [SF] ¢oziilmiis DMSO) enjekte edildi, 5. giin son enjeksiyondan 30
dakika sonra NTG enjekte edildi. NTG enjeksiyonundan 2 saat sonra VVon Frey filamentleri
ile agn esigi degerlendirildi, NTG enjeksiyonundan 4 saat sonra deney sonlandirild: (Sekil
3.1).

3.4.1.3 Grup-3: Es-1+Ntg Grubu

Bu gruptaki siganlara 5 giin boyunca giinde bir kez 5 mg/kg dozda eskuletin enjekte
edildi, 5. giin son enjeksiyonu takiben 30 dakika sonra NTG enjekte edildi. NTG
enjeksiyonunda 2 saat sonra Von Frey filamentleri ile agr1 esigi degerlendirildi, NTG
enjeksiyonundan 4 saat sonra deney sonlandirildi (Sekil 3.1).

3.4.1.4 Grup-4: Es-2+NTG grubu

Bu gruptaki siganlara 5 giin boyunca giinde bir kez 10 mg/kg dozda eskuletin enjekte
edildi, 5. giin son enjeksiyonu takiben 30 dakika sonra NTG enjekte edildi. NTG
enjeksiyonunda 2 saat sonra Von Frey filamentleri ile agr esigi degerlendirildi, NTG
enjeksiyonundan 4 saat sonra deney sonlandirildi (Sekil 3.1).

3.4.1.5 Grup-5: Es-3+NTG grubu

Bu gruptaki siganlara 5 giin boyunca giinde bir kez 20 mg/kg dozda eskuletin enjekte
edildi, 5. giin son enjeksiyonu takiben 30 dakika sonra NTG enjekte edildi. NTG
enjeksiyonundan 2 saat sonra Von Frey filamentleri ile agr esigi degerlendirildi, NTG
enjeksiyonundan 4 saat sonra deney sonlandirildi (Sekil 3.1).

3.4.1.6 Grup-6: Sum+Ntg Grubu

Bu gruptaki siganlara 5 giin boyunca giinde bir kez 600 pg/kg dozda migren ilact olan
Sumatriptan enjekte edildi, 5. giin son enjeksiyondan 30 dakika sonra NTG enjekte edildi.
NTG enjeksiyonundan 2 saat sonra Von Frey filamentleri ile agr1 esigi degerlendirildi, NTG

enjeksiyonundan 4 saat sonra deney sonlandirildi (Sekil 3.1).
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3.4.1.7 Grup-7:Es(etkin)+Veh(Ntg) Grubu

Bu gruptaki siganlara (6nceki deneylerde Von Frey testi sonucunda eskuletin’in etkin
dozu 20 mg/kg olarak tespit edildigi ig¢in) 5 giin siireyle glinde bir kez 20 mg/kg dozda
eskuletin enjekte edildi, 5. giin son enjeksiyondan 30 dakika sonra NTG c¢oziiciisii enjekte
edildi. NTG ¢oziiciisli enjeksiyonundan 2 saat sonra Von Frey filamentleri ile agr1 esigi
degerlendirildi, NTG ¢dziiciisiiniin enjeksiyonundan 4 saat sonra deney sonlandirildi (Sekil
3.1).

3.4.2 1in-vivo gruplara Von-Frey filament davranis testinin uygulanmasi

(mekanik allodini/hiperaljezi)

Von-Frey testi deneysel migren (284, 286-288) veya farkli agr1 modellerinde mekanik
uyartya cevap olarak agri esigini degerlendirmek i¢in kullanilan en temel testtir. Manuel
von-Frey testinde degisik gii¢lerde (0.008-300 gr) von-Frey filamentleri siganlarin pengesine
uygulanmak suretiyle mekanik sensivite belirlenmektedir. Daha 6nce tarif edildigi gibi NTG
enjeksiyonundan 2 saat sonra von-Frey filamentleri sicanlarin arka pengesine uygulanarak
her bir sicanin agri esikleri gram cinsinden olgtildi (Sekil 3.2B) (284). Prosediir “up and
down” yontemine gore gergeklestirildi. Buna gore sicanlarin arka pengesinin orta plantar
bolgesine ilk 6nce 2 gr giiciindeki filament uyguland. Ilgili filament ile uyarmin hemen
ardindan pengenin kaldirilmasi veya titremesi durumunda yanit alindi olarak kabul edildi.
Sican pencgesini geri ¢ekene veya filament “C- harfi” seklinde biikiilene kadar her bir
filament siganin arka patisine arka arkaya 3 kez uygulandi. Geri ¢ekme esigi, ayn1 filament
ile 3 ardisik test sirasinda en az 2 geri ¢ekilme reaksiyonuna neden olan daha hafif filament
olarak kabul edildi.

3.4.3 Kan alinmasi

Deneylerin sonunda, ketamin anestezisi (90 mg/kg, i.p.) yapilarak, 5 ml’lik enjektor
kullanilarak sag ventrikiilden yaklasik 4 ml kan alinarak EDTA’] tliplere aktarildr (Sekil
3.2C). Devaminda kan 6rnekleri 4000 rpm’ de ve 4 °C’de 15 dakika santrifiij edildi daha
sonra, plazma ornekleri -20 °C’de saklandi.

3.4.4 Perfiizyon islemi

In-vivo gruplardaki siganlara koroner perfiizyon islemi uygulandi. Kan alimindan
hemen sonra beyin dokularindaki kani uzaklastirmak i¢in kardiyak sol ventrikiile bir kaniil

yerlestirildi ve 200 ml PBS (pH:7.4) inflizyonu ile perfiizyon gergeklestirildi. (Sekil 3.2D)

39



Sekil 3.2 In-vivo deneyler sirasinda gergeklestirilen von-Frey testi, kan alma ve

perfiizyon islemleri.

3.4.5 Dura mater, beyin sap1 ve trigeminal gangliyonun c¢ikarilmasi

Perfiizyon isleminden hemen sonra kafa makas ve pens yardimiyla acildi. Dura materi
hasarlamadan beyin hemisferleri ¢ikarildi ve devaminda beyin sapi (trigeminal nukleus
kaudalis) ve trigeminal gangliyon c¢ikarilip 1slak agirliklar tartildi ve ependorf tiiplere
alinarak dokular homojenize edilene kadar -20 °C de saklandi. (Sekil 3.3) Ayrica kranyal
dura materin yapisik oldugu kranyum % 4’liik PAF soliisyonuna alindi ve dural mast

hiicrelerinin fikse edilmesi sagland.

3.4.6 Beyin sap1 ve trigeminal gangliyon dokularinin homojenizasyonu

Trigeminal gangliyon ve beyin sap1 nukleus trigeminalis dokularinda CGRP ve c-fos
Ol¢iimleri yapmak i¢in Oncelikle dokular homojenize edildi. Kisaca, dokular i¢inde PBS
(pH: 7.4) soliisyonu olan homojenizasyon kaplarina alinarak iizerine 20 IU/ml aprotinin
eklendi. Hizl1 bir sekilde homojenizasyon kaplari iginde buz olan bir behere yerlestirildi.
Hafif yiik Ultra-Turrax homojenizatér (ISOLAB) yardimiyla 100 mg 1slak doku/1 ml olacak
sekilde homojenize edildi. Homojenatlar 4000 rpm'de 4°C'de 30 dakika santrifiij islemine
tabi tutuldu. Elde edilen siipernatant drneklerde, c-Fos ve CGRP konsantrasyonlari asagida
tarif edildigi gibi ELISA ile olgiildii.

40



- «

-
Trigeminal £
gangliyon

Sekil 3.3 In-vivo deneyler sonunda kranyum, trigeminal gangliyon ve beyin sap1

nukleus trigeminalis dokularini ¢ikarma islemleri.

3.4.7 Dural mast hiicrelerinin goriintiilenmesi

PAF fiksatifinden ¢ikarilan dural 6rnekler PBS ile yikandiktan sonra polilizinli lam
iizerine yayild1 ve oda sicakliginda agik havada kurumasi saglandi. Daha sonra preparta
iizerine dokuyu kaplayacak sekilde Toluidin-Blue (%0.1, pH: 2.5) ile boyas1 damlatild1 ve
alkol serilerinden gegirilerek doku icindeki su uzaklastirildi. Devaminda entellan
damlatilarak lamel ile kapatildi. (Sekil 3.4) Her bir dura materdeki mast hiicreleri, 151k
mikroskobu kullanilarak mikroskop alinda 40’ lik objektifte middle meningeal arter
boyunca arterin bifurkasyon yaptig1 5 sol taraf ve 5 de sag tarafta toplam 10 alanda sayildi.
Saglam ve degraniile siniflamasi yapmak i¢in daha once tarif edilen su kriter kullanildi: eger
hiicrenin ¢evresinde 15°ten fazla graniil dagilmasi var ise veya graniilleri bosaldig1 igin
boyamay1 kaybedip hiicre hayalet goriintiisii kazanmigsa bu durum degraniile olarak kabul

edildi devaminda gruplara ait temsili resimler mikroskoba bagli kamera ile ¢ekildi (289).

Hemiskull | ‘S 2, ,’b Tolwdme b

Sekil 3.4 In-vivo deneylerde kranyal dura materin ¢ikarilmasi ve mast hiicrelerini

gortintiilemek i¢in toluidin-blue ile boyanmasi.
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3.5 EXx-vivo Deney Gruplari ve Deneysel Uygulamalar:

Ex-vivo hemiskull, trigeminal gangliyon ve beyin sapi1 preparatlarinin ¢alisildigi

deneylerde deneysel prosediir birbirini takip eden ti¢ asamada gergeklestirildi (10, 285, 290,
291).

3.5.1 Hemiskull preparatlar

Bu preparat kranyal dura materi innerve eden periferik trigeminal afferentlerden
salinan CGRP’ yi 6l¢mek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (10, 285, 290). Bir hayvandan
iki dura mater (hemiskull) preparatt hazirlandi. Her grup 3 asamada ¢alisildi. Biitiin gruplar
icin s0z konusu 3 asama da ayniydi. Ancak her agsamada calisilan farmakolojik maddenin ve
dozlarinin farkli olmasi nedeniyle 3 asama ilk grupta detayli bir sekilde anlatild1 diger

gruplar i¢in ilgili asamadaki farmakolojik madde ve dozlar1 vurgulandi.
3.5.1.1 Grup-1 (n=8 (4 sican)):

Petri kaplarina sabitlenen preparatlara deneylerin ilk asamasinda kontrol amaciyla 350
ul vehikiil (%0,1 DMSO yapay beyin omurilik sivisi i¢inde ¢ozlinmiig) uygulandi ve
inkiibatorde 37 °C' de 15 dakika inkiibe edildi, devaminda inkiibasyon sivist alinarak -20 °C
de saklandi, ikinci asamasinda ayn1 preparata 100 pM NTG (10, 285) uyguland1 37 °C' de
15 dakika inkiibe edildi devaminda inkiibasyon sivisi alinarak -20 °C de saklandi, tigiincii
asamasinda 100 uM eskuletin uyguland1 37 °C' de 15 dakika inkiibe edildi devaminda

inkiibasyon sivisi alinarak -20 °C de saklandi.
3.5.1.2 Grup-2 (n=8 (4 sican)):

Grup-2 preparatlarina deneylerin birinci asamasinda kontrol amaciyla 350 ul vehikiil
(%0,1 DMSO), ikinci asamasinda tek bagina 100 uM NTG ve ligiincii asamasinda 100 uM
NTG+100 pM eskuletin beraber uygulandi. Grup-1’dekine benzer sekilde inkiibasyon sivi

ornekleri alindi ve -20 °C de saklandi.

3.5.1.3 Grup-3 (n=8 (4 sican)):

Grup-3 preparatlarina deneylerin birinci asamasinda kontrol amaciyla amaciyla 350 pl
vehikiil (%0,1 DMSO), ikinci asamasinda tek basina 100 uM NTG ve {igiincii asamasinda

100 uM NTG+30 pM Sumatriptan beraber uygulandi. Grup-1 ve 2’dekine benzer sekilde

inkiibasyon sivi drnekleri alindi ve -20 °C de saklandi.
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3.5.2 1lzole trigeminal gangliyon preparatlari
Dural preparatlarin hazirlanmasina benzer sekilde bir hayvandan iki trigeminal
gangliyon preparati hazirlandi (10, 285, 292). Dural preparatlarda oldugu gibi her grup ii¢

asamada calisildi.
3.5.2.1 Grup-1 (n=8 (4 sican))

Trigeminal gangliyon dokulari ependorf tiiplere konuldu ve deneylerin ilk agamasinda
kontrol amaciyla 350 pl vehikiil (%0,1 DMSO) uyguland: ve inkiibatorde 37 °C' de 15
dakika inkiibe edildi, devaminda inkiibasyon sivisi alinarak -20 °C de saklandi, ikinci
asamasinda 100 uM NTG uyguland1 37 °C' de 15 dakika inkiibe edildi devaminda
inkiibasyon sivisi alinarak -20 °C de saklandi, igiincii asamasinda 100 uM eskuletin
uygulandi1 37 °C' de 15 dakika inkiibe edildi devaminda inkiibasyon sivisi alinarak -20 °C de

saklandi.
3.5.2.2 Grup-2 (n=8 (4 si¢an))

Grup-2 preparatlarina deneylerin birinci asamasinda kontrol amaciyla 350 pl vehikiil
(%0,1 DMSO), ikinci asamasinda tek basina 100 uM NTG ve ii¢iincii asamasinda ise 100
uM NTG+100 uM eskuletin beraber uygulandi. Grup-1’dekine benzer sekilde inkiibasyon

s1v1 ornekleri alind1 ve -20 °C de saklandi.
3.5.2.3 Grup-3(n=8 (4 sican))

Grup-3 preparatlarina deneylerin birinci asamasinda kontrol amaciyla 350 ul vehikiil
(%0,1 DMSO0), ikinci asamasinda tek bagina 100 uM NTG ve ii¢lincii asamasinda ise 100
uM NTG+30 uM Sumatriptan beraber uygulandi. Grup-1 ve 2’dekine benzer sekilde

inkiibasyon sivi drnekleri alindi ve -20 °C de saklandi.

3.5.3 1izole beyin sap1 preparatlar

Bu preparatlar beyin sapinin nukleus trigeminalis boliimiinii icermektedir. Beyin
sapinin nukleus trigeminalis boliimii de bilateral olarak bulunmasina ragmen oldukca kiiciik
oldugundan iki yap1 bir preparat olarak hazirland1 bu sebeple bir hayvandan bir adet ¢calisma
preparati hazirland1 (292, 293). Diger ex-vivo preparatlarda oldugu gibi her grup 3 asamada
calisildi.

3.5.3.1 Grup-1 (n=4)

Beyin sap1 nukleus trigeminalis dokular1 ependorf tiiplere konuldu ve deneylerin
birinci asamasinda kontrol amaciyla 350 pl vehikiil (%0,1 DMSO) uyguland: ve inkiibatérde
37 °C' de 15 dakika inkiibe edildi, devaminda inkiibasyon sivisi alinarak -20 °C de saklandi,
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ikinci agamasinda 100 pM NTG uygulandi 37 °C' de 15 dakika inkiibe edildi devaminda
inkiibasyon sivisi alinarak -20 °C de saklandi, iigiincli asamasinda 100 uM eskuletin
uygulandi 37 °C' de 15 dakika inkiibe edildi devaminda inkiibasyon sivis1 alinarak -20 °C de

saklandi.
3.5.3.2 Grup-2 (n=4)

Grup-2 preparatlarina deneylerin birinci asamasinda kontrol amaciyla 350 ul vehikiil
(%0,1 DMSO), ikinci asamasinda tek bagina 100 uM NTG ve li¢ilincii asamasinda ise 100
uM NTG+100 uM eskuletin beraber uygulandi. Grup-1’dekine benzer sekilde inkiibasyon

s1vi ornekleri alind1 ve -20 °C de saklandi.
3.5.3.3 Grup-3 (n=4)

Grup-3 preparatlarina deneylerin birinci asamasinda kontrol amaciyla 350 ul vehikiil
(%0,1 DMSO), ikinci asamasinda tek basina 100 uM NTG ve ii¢iincii asamasinda ise 100
uM NTG+30 pM Sumatriptan beraber uygulandi. Grup-1 ve 2’dekine benzer sekilde

inkiibasyon sivi 6rnekleri alindi ve -20 °C de saklandi.

3.5.4 EXx-vivo hemiskull preparatlarinin hazirlanmasi

Servikal dislokasyon ile sakrifiye edilen hayvanlarin kafa derisi ve kaslar
temizlenerek yBOS igerisine alindi. Sonra kafa sagittal diizlem boyunca ikiye yariya ayrildi,
beyin hemisferleri uzaklastirildi, sonugta bir sigan kafasindan dura materin intakt oldugu iki
hemiskull preparati hazirlandi. Preparatlar hemen yBOS ile 30 dakika perfiize edildi ve
devaminda icinde vazelin bulunan petri kaplarina sabitlenerek c¢alismaya hazir duruma
getirildi. Deneyler sirasinda hemiskull preparati hazirlanma asamalari Sekil 3.5°de

gosterilmektedir.

inklibasyon

Sekil 3.5 Ex-vivo hemiskull preparati hazirlanma asamalari

3.5.5 Trigeminal Gangliyon Preparati Hazirlamisi
Hemiskul preparatinin hazirlanmasinda anlatildigi gibi kafa kaslardan temizlendikten
sonra, beyin hemisferleri uzaklastirilan hemi-kafatasinin tabaninda yerlesik trigeminal

gangliyon mandibular dalinin ayrildigi noktaya 1 mm proksimal ve distal mesafeden
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kesilerek alindi. yBOS ile 30 dakika perfiize edildi. Deneyler sirasinda trigeminal gangliyon

preparat1 hazirlanma asamalar1 Sekil 3.6’da gosterilmektedir.

Sekil 3.6 Ex-vivo trigeminal gangliyon preparati hazirlanma agsamalar1
(TG: trigeminal gangliyon)

3.5.6 Beyin sap1 Preparati Hazirlanisi

Hemiskul preparatinin hazirlanmasinda anlatildig: gibi kafa kaslardan temizlendikten
sonra stereotaktik koordinatlara gére bregma’nin lateraline 4 mm uzaklikta olacak sekilde
posteriordan bregmaya dogru -9 mm’den -15 mm’ye kadar ilerlendi ve bununla birlikte
dokunun ventraline dogru 2-3 mm derinlige inilerek nukleus trigeminalis alani ¢ikarildi.
Doku yBOS igerisine alinarak 30 dakika perfiize edildi. Deneyler sirasinda beyinsapi

preparati hazirlanma asamalari Sekil 3.7°de gosterilmektedir.

Beyinsapi

Sekil 3.7 Ex-vivo beyin sap1 nukleus trigeminalis preparati hazirlanmasi.

(TNC, trigeminal nukleus kaudalis)
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3.6 Plazma, Beyin sap1 trigeminali nukleus, Trigeminal Gangliyon ve Ex-
Vivo deneylerden elde edilen siiperfiizat 6rneklerinde CGRP ve Beyin

sap1 trigeminalis nukleus c-fos Diizeylerinin Ol¢iimii

In-vivo gruplardan elde edilen plazma, trigeminal gangliyon ve beyin sap1 nukleus
trigeminalis homojenatlar1 ve ex-vivo preparatlardan elde edilen siipernatant 6rneklerinde
CGRP konsantrasyonlari ve beyin sap1 trigeminali nukleus kaudalis homojenatlarinda c-fos
konsantrasyonlar1 ELISA yontemi ile 6l¢iildi (10, 285, 293). Prosediir olarak Kkiti iireten
firmanin yonergeleri takip edildi. Buna gore 96 kuyucuklu plakanin standart kuyucuklarina
100 uL CGRP standart 6rnegi (c-fos i¢in 40 pL c-fos standart) 6rnek kuyucuklarina ise 100
puL ornek (c-fos i¢in 40 pL) konuldu. Devaminda, ELISA plakas1 37 °C'de 90 dakika
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra kuyucuklara 100 uL biyotinlenmis-detection-
Ab kimyasali kondu devaminda ELISA plakasit 37 °C'de 1 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra plaka kuyucuklarina 100 pLL HRP konjugat isimli kimyasal ilave edildi
ve ELISA plaka 37 °C'de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra plaka
kuyucuklarma 90 pL substrat kimyasali ilave edildi ve ELISA plaka 37°C'de 15 dakika
inkiibasyona birakildi. inkiibasyonda sonra kuyucuklara 50 pL stop soliisyonu isimli
kimyasal ileve edildi. Renk degisimi gézlenir gézlenmez ELISA okuyucuda (Epoch BioTek
Instruments, Inc. Highland Park, Winooski, VT, ABD) 450 nm'de 6rneklerin absorbansi
olgiildii. Optik yogunluk egrisi kullanilarak CGRP ve c-fos konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.7 Verilerin Degerlendirilmesi

Veriler, ortalamazortalamanin standart hatasi (SEM) olarak sunuldu. Verilerin
normallik analizi Shapiro-Wilk testi kullanilarak gerceklestirildi. In-vivo gruplardan elde
edilen veriler One-Way ANOVA testi ve devaminda post-hoc Tukey testi ile analiz
edildilirken; ex-vivo gruplardan elde edilen veriler one-way ANOVA ve devaminda
Bonferroni post-hoc testi ile analiz edildi. Istatistik analizlerin ger¢eklestirilmesinde SPSS

22.0 yazilimi kullanildi. P < 0,05 oldugu istatistik sonuglari anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Eskuletin’in in-vivo gruplarda NTG’ nin yol a¢ctig1 mekanik hiperaljezi

ve beyin sapi c-fos ekspresyonu iizerine etkileri

NTG uygulamas1 model grupta kontrol grubuna gore mekanik agri esigini azaltarak
mekanik allodiniye (hiperaljezi) ve ayrica beyin sap1 trigeminal nukleus kaudalis yapisinda
c-fos diizeylerinde anlamli artiglara neden oldu (p<0.001, Sekil 4.1A ve B). Ayrica
eskuletin’in 10 mg/kg ve 20 mg/kg dozlart NTG’nin yol actigi mekanik hiperaljeziyi
(p<0.05; p<0.01) ve beyin sap1 c-fos diizeylerindeki artis1 (p<0.01; p<0.001) model gruba
gore anlamli olarak azaltti. Ancak eskuletinin 5 mg/kg dozu NTG ile uyarilan bu
parametreleri azaltmadi (Sekil 4.1A ve B). Bunlara ek olarak pozitif kontrol amaciyla
uygulanan ve bir migren ilact olan sumatriptan, NTG’ nin yol a¢tig1 mekanik hiperaljezi ve
c-fos diizeylerindeki degisiklikleri 6nledi (p<0.001, Sekil 4.1A ve B). Ayrica von-frey
davranis deneylerinde eskuletin’in en etkili dozunun 20 mg/kg oldugu tespit edildi ve bu
dozun tek basina kontrol parametreleri iizerine bir etkisi olup olmadig1 arastirildi. Sonugta
tek basina eskuletin uygulamasinin ilgili parametreleri kontrol gruba goére degistirmegi
bulundu (p>0.05, Sekil 4.1A ve B). Gruplara ait agr1 esikleri ve c-fos diizeyleri degerleri
Tablo 4.1 *de sunulmaktadir.
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Sekil 4.1 In-vivo gruplarda eskuletin’in mekanik hiperaljezi ve c-fos diizeyleri

uzerine etkileri
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4.2 Eskuletin’in in-vivo gruplarda NTG ile uyarilan plazma, trigeminal
gangliyon ve beyin sapi niikleus trigeminalis’te CGRP seviyeleri

uizerine etkileri

Model grupta NTG’nin uygulanmasi1 kontrol grubu ile karsilatirildiginda plazmada,
trigeminal gangliyonda ve beyin sap1 nukleus trigeminalis’te CGRP konsatrasyonlarinda
anlamli diizeyde artiglara yol agt1 (p<0.001, Sekil 4.2A, B ve C). NTG ile uyarilan bu
yapilardaki CGRP diizeyi artislari, eskuletin’ in 10 ve 20 mg/kg dozlar1 ile ayr1 ayr1 anlami
olarak azaltilirken eskuletin’ in 5 mg/kg dozu CGRP diizeylerini azaltmadi (p<0.001, Sekil
4.2A, B ve C). Migren ilac1t sumatriptan davranis deneylerinde oldugu gibi bu ii¢ yapidan
NTG’ nin yol agtigit CGRP diizeylerindeki artislar1 6nemli derecede azaltt1 (p<<0.001, Sekil
4.2A, B ve C). Tek basina uygulanan 20 mg/kg dozda eskuletin CGRP diizeylerini kontrole
gore degistirmedi (p>0.05, Sekil 2A, B ve C). Gruplara ait plazma, trigeminal gangliyon ve
beyin sap1 nukleus trigeminalis CGRP degerleri Tablo 4.1’de sunulmaktadir.
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Sekil 4.2 In-vivo gruplarda Eskuletin’in plazma, trigeminal gangliyon ve beyin sapi

nukleus trigeminalis’te CGRP diizeyleri iizerine etkileri
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Tablo 4.1 In-vivo gruplarda agr esigi, c-fos, CGRP ve mast hiicre parametrelerine

ait degerler

Parametreler | T g
Kontrol NTG Es-5+NTG Es-10+NTG Es-20+NTG Sum+NTG ES-20

Agn esigi (gr) 14,9+0,05 4,940,817 7,240,65 8,740,93* 10,441,531 11,340,93*+ 14,640,332
c-Fos (ng/mg) 0,940,01 1,340,083 1,340,02 1,240,027 1,0£0,02+* 0,8840,01* 0,87+0,01

Plazma 27806 45,7412 45,305 33,420,714 33.240,7+ 28,540,3" 284405
(pg/mL})
Trigeminal 45,0£16 104,747 5+ 101,247,6 65,9+8,4 50,842 4+ 52,4+2 3 47,9221
gangliyon

(pa/ma)

Beyinsapi 32,9208 86,02, 1% 80,5+14 55,981,114+ 51,8421+ A7, 740,84 335411
nukleus

trigeminalis

(pg/mg)

Degraniilasyon 11,0412 38,312 5 346£28 28,9415 27,912,1* 26,312 B+ 13,7419
(%)

Sayl 2956419 524,8+33* 472,0+£30 355,930 364,1118% 357,8+22,6% 3226433

Degerler ortalama+ortalamanin standart hatasi olarak ifade edilmistir. * Kontrol grubu

ile karsilagtirildiginda; © NTG grubu ile ile karsilagtirildiginda; *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001; *p<0.05, "*p<0.01, *p<0.001. NTG: nitrogliserin, ES: Eskuletin, Sum:

sumatriptan.

4.3 Eskuletin’in in-vivo gruplarda NTG ile uyarilan dural mast hiicre

degraniilasyonu ve sayisi iizerine etkileri

Model grupta NTG uygulamasi kontrol grubu ile karsilatirildiginda mast hiicrelerinin
degraniilasyonunu ve sayisini anlamli olarak artirdi (p<0.001, Sekil 4.3A ve B). Buna
karsilik uygulanan eskuletin dozlarindan 10 ve 20 mg/kg dozlar NTG’nin yol a¢tig1 mast
hiicre degraniilasyonu (p<0.05) ve sayisindaki artislart anlamli 6l¢iide azaltt1 (p<0.01) (Sekil
4.3A ve B). Ancak eskuletinin 5 mg/kg dozu etkili olmadi. Tedavi agisindan pozitif kontrol
olarak uygulanan migren ilact sumatriptan NTG’nin yol actig1 mast hiicre degraniilasyonu
ve sayisindaki artiglart anlamli derecede azaltt1 (p<0.01, Sekil 4.3A ve B).

Mast hiicrelerinin bazal degraniilasyonu ve sayisi iizerinde, tek basina uygulanan
eskuletinin 20 mg/kg dozu herhangi bir degisikligie yol agmadi (p>0.05, Sekil 4.3A ve B).
Deney gruplarina ait dural mast hiicre say1 ve degraniilasyonunun degerleri Tablo 4.1°de

sunulmaktadir. Ayrica gruplara ait temsili mast hiicre goriintiileri Sekil 4.4’te gosterilmistir
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Sekil 4.3 in-vivo gruplarda Eskuletin’in dural mast hiicreleri iizerine etkileri
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Sekil 4.4 In-vivo gruplara ait temsili dural mast hiicre goriintiileri

(@) kontrol, (b) NTG, (c) Es-5+NTG, (d) Es-10+NTG, (e) Es-20+NTG, (f)
Sum+NTG, (g) Es-20 gruplari (X40). (h) kontrol grubunda intakt (saglam) mast hiicresi
(X100), (1) NTG grubunda degraniile mast hiicresi (X100). Kirmiz1 diiz oklar intakt (saglam)
mast hiicrelerini, sar1 ok uglar1 degraniile mast hiicrelerini gostermektedir.( ma: middle

meningeal arter) (Sekil 4.4)
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4.4 Eskuletin’in ex-vivo hemiskull, trigeminal gangliyon ve beyin sapa
niikleus trigeminalis preparatlarindan NTG ile indiiklenmis CGRP

salimi lizerine etkileri

Hemiskull preparatlar1 kullanilarak yapilan deneylerin ilk boliimiinde, NTG
uygulamasi kontrol grubu ile karsilastirildiginda CGRP salimini anlamli derecede artirdi
(p<0.001, Sekil 4.5A). indiiklenmis CGRP salim1 iizeine etkinligi arastirilan eskuletin’in
NTG ile birlikte uygulanmasi NTG nin yol a¢tigi CGRP salimin1 degistirmedi (p>0.05, Sekil
45A).

Bu deneylerin ikinci béliimiinde, NTG uygulamasi kontrole gére CGRP salimini
anlamli artirdi (p<0.001, Sekil 4.5B), NTG olmaksizin tek basina uygulanan eskuletin ise
kontrol ile karsilagtirildiginda CGRP’nin bazal salimi iizerine etki etmedi (p>0.05, Sekil
4.5B). Deneylerinin {igiincii boliimiinde, NTG uygulamas1 kontrol ile karsilastirildiginda
CGRP salimimi anlamh artirdi (p<0.001, Sekil 4.5C) ve ayrica pozitif kontrol olarak
uygulanan migren ilact sumatriptan NTG ‘nin yol agtigt CGRP salimindaki artiglar1 anlamlt

derecede azaltt1 (p<0.001, Sekil 4.5C).
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Sekil 4.5 Ex-vivo hemiskull preparatlarinda Eskuletin’in CGRP salim {izerine

etkileri.

Trigeminal gangliyon preparatlar1 ile yapilan deneylerin birinci bdliimiinde, NTG
uygulamasi kontrol ile karsilastirildiginda CGRP salimini anlamli artirdi (p<<0.001, Sekil
4.6A) bununla birlikte NTG ile birlikte uygulanan eskuletin, NTG’nin yol a¢tigt CGRP
salimmindaki artiglart anlaml olarak azaltt1 (p<0.001, Sekil 4.6A). Trigeminal gangliyon
preparatlar1 ile yapilan deneylerin ikinci boliimiinde, NTG uygulamasi kontrol ile
karsilastirildiginda CGRP salimini anlamli decerede artirirken (p<0.001, Sekil 4.6B) ilging
bir sekilde tek basina eskuletin uygulamasi kontrol grubu ile karsilastirildi§inda CGRP’nin

bazal salimini anlamli olarak azaltt. (p<0.05, Sekil 4.6B). Trigeminal gangliyon preparatlari
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ile yapilan deneylerin {i¢iincii boliimiinde, NTG uygulamasi kontrole ile karsilastirildiginda
CGRP salimint anlamli dlgtide artirdi. (p<<0.001, Sekil 4.6C), ayrica pozitif kontrol olarak
uygulanan migren ilact sumatriptan ise NTG’nin yol agtigt CGRP salimindaki artiglar

anlamli olarak azaltt1 (p<0.001, Sekil 4.6C).
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Sekil 4.6 Ex-vivo trigeminal gangliyon preparatlarinda Eskuletin’in CGRP salim1

uzerine etkileri.

Beyin sap1 nukleus trigeminalis preparatlari ile gerceklestirilen deneylerin birinci
boliimiinde, NTG uygulamasi kontrol ile karsilastirildiginda CGRP salimini 6nemli
derecede artirdi (p<0.001, Sekil 4.7A) buna karsilik NTG ile birlikte uygulanan eskuletin,
NTG’nin yol a¢tigt CGRP salimindaki artislari anlamli olarak azaltti (p<0.001, Sekil 4.7A).

Beyin sap1 nukleus trigeminalis preparatlar ile gergeklestirilen deneylerin ikinci
boliimiinde, NTG uygulamasi kontrol ile karsilagtirlldiginda CGRP salimini 6nemli
derecede artirdi (p<0.001, Sekil 4.7B) ancak eskuletin’in NTG olmaksizin tek basina
uygulanmasi kontrol ile karsilastirildiginda CGRP’nin bazal salimini degistirmedi. (p>0.05,
Sekil 4.7B). Beyin sapi nukleus trigeminalis preparatlari ile gergeklestirilen deneylerin
tigtincii bolimiinde, NTG uygulamasi kontrol ile karsilastirildiginda CGRP salimini 6nemli
derecede artirdi (p<0.001, Sekil 4.7C), pozitif kontrol olarak uygulanan migren ilaci
sumatriptan ise NTG’ nin yol agtigt CGRP salimindaki artiglari anlamli olarak azaltti
(p<0.001, Sekil 4.7C). Ex-vivo hemiskull, trigeminal gangliyon ve beyin sap1 nukleus

trigeminalis deneylerine ait CGRP degerleri gruplara gore Tablo 4.2°de sunulmaktadir.
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Sekil 4.7 Ex-vivo beyin sap1 nukleus trigeminalis preparatlarinda Eskuletin’in CGRP

salimi lizerine etkiler.

4.5 Ex-vivo gruplarda CGRP diizeylerine ait degerler

Tablo 4.2 Ex-vivo gruplarda CGRP diizeylerine ait degerler

Kontrol NTG NTG+ES ES NTG+Sum

. deney seti 13,7+0,4 28,2+09 27,2106

2. deney seti 14,8+0,7 27211 4™ 14,0+0,5

3. deney seti 13,2403 27, 7+0,57* 13.640,3%
L EIN 1. deney seti 33,411 1181+£3 4™ 56 1+1 4+
gangliyon

2. deney seti 37,9814 153,845 4™ 31,9+1,0°

3. deney seti 33,2¢1,0 109,2+5,8™ 38,320, 7++

Beyinsapl QulLiSE=] 22 6+0,8 46 6411 30, 1+1,0%*

nukleus :
trigeminalis 2. deney seti 23,7£1,0 70,8432 23,705

3. deney seti 18,0+0,7 47 441, 3™ 21,3+0,0%+

Degerler ortalama+ortalamanin standart hatasi olarak ifade edilmistir. * Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda; * NTG grubu ile ile karsilastirlldiginda; *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001; *p<0.05, **p<0.01, *p<0.001. NTG: nitrogliserin, ES: Eskuletin, Sum:

sumatriptan.
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5. TARTISMA

Migren bas agrisinin patofizyolojisi her ne kadar karmasik olsa da patofizyolojiyi
aciklamaya yonelik ileri siiriilen teorilerden ndrojenik inflamasyon teorisi digerlerine gore
oldukca on plana ¢ikmaktadir. Norojenik inflamasyonun bilesenlerinden CGRP’nin
diizeylerinin migren hastalarinin plazmasinda yiiksek bulunmasi (294-297) ve ayrica
migrenin deneysel modellerinde trigeminovaskiiler sistemden saliminin artmasi (10, 232,
282, 285, 298) migren patofizyolojisinde nérojenik inflamasyonun roliinii giiclendirmistir.
Deneysel kemirgen modellerinde, ndrojenik inflamasyonun diger bileseni olan dural mast
hiicrelerinin aktivasyonunun migren bas agrisindan sorumlu tutulan trigeminal agr1 yolagini
aktive ettiginin ve trigeminal sinirin meninksleri innerve eden periferik afferentlerinde
nosiseptif ateslemeyi uzun siireli tetiklediginin gosterilmesi nérojenik inflamasyon teorisini
daha fazla giliglendirmistir (50, 299). Meningeal trigeminal duysal sinir uglarindan salinan
CGRP ile bu sinir uglarma yakin bir sekilde yerlesmis olan meningeal (dural) mast
hiicrelerinin  karsilikli  etkilesimi meninkslerde meydana gelen steril norojenik
inflamasyonun bir kisir dongii halini almasinda 6énemli bir rol oynamaktadir. Buna gore,
trigeminovaskiiler sistemin aktivasyonu sonucu akson refleksi ile trigeminal meningeal sinir
terminallerinden salinan CGRP meningeal mast hiicrelerini degraniile/aktive etmektedir.
Aktive olan mast hiicrelerinden degraniilasyon yoluyla graniillerinde bulunan histamin,
serotonin, ATP, CGRP, SP, bradikinin, IL-1beta, TNF-a, proteazlar, nitrik oksit, 16kotrienler
ve prostaglandinler gibi pro-inflamatuvar, vazoaktif ve pro-nosisieptif 6zellikteki araci
molekiiller salinir. Bu molekiiller trigeminal meningeal sinir uglarini daha fazla sensitize ve
aktive ederek norojenik inflamasyonun giiclenmesine ve nosiseptif ateslemenin ve iletimin

artmasina yol agarlar.

Ilging bir sekilde trigeminovaskiiler sistem aktivasyonu sonucu sinir uglarindan
salinan ve dural mast hiicrelerinin degraniilasyonuna yol agan CGRP ayni1 zamanda aktive
olan mast hiicrelerinin graniillerinden de salinmaktadir. Her iki durumda da CGRP giiclii
vazodilatasyon, = meningeal sinir uglarinin sensitizasyonu ve yeniden mast hiicre
aktivasyonunu tetiklemektedir. Migren patofizyolojisindeki bu 6nemli roliinden dolay1
CGRP patofizyolojik ve tedaviye yoOnelik arastirmalarda baslica hedef haline gelmistir.
Triptanlar grubundan sumatriptan ve ditanlar grubundan lasmiditan isimli ilaglarin
trigeminal sinirlerden CGRP salimini bloke ederek migren ataklarini sonlandirmasi da
migren tedavisinde CGRP sisteminin olduk¢a 6nemli oldugunu pekistirmistir. Bunlara ek

olarak, son zamanlarda gelistirilen yeni nesil spesifik anti-migren ilaglart CGRP sinyal
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yolagin1 hedef almaktadir (300, 301). Bu kapsamda CGRP’yi ve CGRP reseptoriinii bloke
eden monoklonal antikorlar ve ayrica CGRP reseptor antagonistlerinin kullanimi FDA
tarafindan onaylanmustir (300, 301). Ulkemizde de bu ilaglardan bazilar1 recete edilmektedir.
Yeni nesil bu spesifik ilaglarin migren hastalarinin yaklasik yarisinda etkili oldugu yapilan
klinik denemelerle kanitlanmistir (301). Migren tedavisindeki bu olumlu gelismelere ragmen
hala bu ilaglara cevap vermeyen migren hastalarinda etkili olabilecek yeni tedavi
yaklagimlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu kapsamda norojenik inflamasyonun birden fazla
bilesenini hedef alan ve trigeminal sinir uglarindaki reseptor ve enzim sistemlerini modiile
eden ¢ok hedefli yaklagimlar umut verici olabilir. Bu yaklagimi temel alarak mevcut tez
calismasinda migren disindaki farkli deneysel ¢aligmalarda giiglii anti-nosiseptif, anti-
inflamatuvar,  anti-oksidan, anti-koagiilan ve 5-lipoksijenaz inhibitdrii O6zellikleri
kanitlanmig olan eskuletin isimli fitokimyasalin in-vivo ve ex-vivo migren modellerinde,
migren patofizyolojisinden sorumlu tutulan nérojenik inflamasyonun bilesenleri {izerine

terapotik etkileri aragtirilmigtir.

Calismamizda migren modelini olusturmak i¢in enjekte edilen NTG, in-vivo’da
mekanik hiperaljeziyi, beyin sap1 nukleus trigeminalis c-fos ekspresyonunda artigi, plazma,
trigeminal gangliyon ve beyin sap1 nukleus trigeminalis CGRP diizeylerinde artis1 ve dural
mast hiicre sayisi ve degraniilasyonunundaki artis1 tetikledi. Calismamizda in-vivo migren
modeli olusturmak ic¢in kullanilan ve bir nitrik oksit dondrii olan NTG’ nin insanlara ve
kemirgenlere sistemik enjeksiyonu diinya genelinde migren bas agrisin1 gergegine yakin
temsil eden en gegerli model olarak kabul edilmektedir. Calismamizda NTG nin hiperaljezi,
CGRP ve c-fos ekspresyonunda artig ve mast hiicre degraniilasyonunundaki artiga yol agmasi
literatiir ile uyumludur ve NTG ile indiiklenmis migren modelinin dogru bir sekilde
olusturuldugunu gostermistir (10, 282, 285, 298, 302, 303). Ayrica NTG ile uyarilan
degisikliklerin migren tedavisinde kullanilan Sumatriptan isimli ila¢ tarafindan inhibe
edilmesi modelin dogrulugunu daha fazla desteklemektedir. Ciinkii NTG ile olusturulan

migren modelinin Sumatriptan tedavisine cevap verdigi daha 6nce kanmitlanmistir (45, 282,
288, 304).

Diger taraftan etkinligi arastirilan eskuletin’in 5 mg/kg dozu etkili olmazken 10 ve 20
mg/kg dozlar1 in-vivo gruplarda NTG*nin tetikledigi mekanik hiperaljeziyi, beyin sapi
nukleus trigeminalisteki c-fos ekspresyonunu ve ayrica plazma, trigeminal gangliyon ve
beyin sap1 nukleus trigeminalisteki CGRP konsantrasyonlarini ve dural mast hiicrelerinin
aktivasyonunu ve  sayisim1 azaltti.Eskuletin’in  NTG kaynakli mekanik allodiniyi

(hiperaljezi) ve beyin sapinda nosiseptif iletim sirasinda ekspresyonu artan c-fos’u
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baskilamas1 onceki ¢alismalarda bildirilen analjezik etkisi ile uyumludur (64, 305). Daha
once yapilan ¢alismalarda siganlarda inflamatuar ve non-inflamatuar olarak indiiklenmis
agri modellerinde eskuletin’in analjezik etkiler gosterdigi bulunmustur (64). Bir calismada,
rezerpin ile olusturulan deneysel sigan fibromiyalji modelinde eskuletin’in mekanik
allodiniyi iyilestirdigi gosterilmistir (305). Mevcut ¢alismada migren modelinde eskuletin’in
analjezik etkilerinin gosterilmesi literatiirde ilk olup her ne kadar literatiirdeki ¢alismalar

migren ile ilgili olmasa da eskuletin’in anti-nosiseptif etkili olmasi ile uyumludur.

Bunlara ek olarak eskuletin’in NTG ile indiiklenen plazma, trigeminal gangliyon ve
beyin sap1 nukleus trigeminalisteki CGRP konsantrasyonlarini azaltmasi migrendeki
terapotik etkileri acisindan dnemlidir. Ciinkii yukarida da bahsedildigi gibi CGRP migren
patofizyolojisindeki ana mediyator olarak kabul edilmektedir ve yeni nesil migrene 6zgii
ilagclar CGRP ve reseptoriinii hedef alarak etki gdstermektedir. Dahast CGRP yolagim
hedefleyen bu yeni ilaglar tedavide biiyiik basar1 gostermistir. CGRP gii¢lii bir vazodilator
olmasinin yaninda trigeminal meningeal sinir terminallerini sensitize edici 0zelliginden
dolay1r ayn1 zamanda pro-nosiseptif bir noropeptittir. Kronik migrenin altinda bulunan
periferik ve merkezi sensitizasyonda ana rolii iistlendigi de kabul edilmektedir. Bu 6zellikleri
ile uyumlu olarak migrenli hastalarin kaninda CGRP diizeylerinin arttig1 bildirilmistir (294—
297). Daha once yapilan klinik ¢aligmalar ayrica CGRP infiizyonunun insanlarda migren-
benzeri bas agris1 olusturdugunu ve migrenin prodrom semptomlarina yol actigini
bildirmistir (306). Mevcut ¢aligmamizda eskuletin, trigeminovaskiiler yapilardan (trigeminal
gangliyon ve beyin sap1) NTG ile indiiklenen CGRP salimini azaltmistir. Eskuletin’in
mekanik allodiniyi ve beyin sap1 c-fos ekspresyonunu azaltici etkisi birlikte ele alindiginda,
eskuletin’in migren modelindeki bu anti-nosiseptif etkilerini trigeminovaskiiler sistemden
migren mediyatdrii olan CGRP’nin salimin1 inhibe ederek gdsterdigi ileri siirtilebilir. Ayrica
CGRP’nin migren patofizyolojisinden sorumlu tutulan meningeal norojenik inflamasyonun
olusumundaki merkezi rolii géz oniine alindiginda eskuletin’in migren modelinde CGRP

salimin1 azaltarak anti-inflamatuvar etkiler sergiledigi sonucuna da varilabilir.

CGRP’ ye ek olarak eskuletin mevcut ¢alismada dural mast hiicre aktivasyonunu da
baskilamistir. Mast hiicreleri ¢ok islevli immiin hiicrelerdir ve tehlike aninda potansiyel
hasar vericilere karsi ilk cevap verenlerdir (307). Graniillerinde bulunan elli gesitten fazla
mediyator araciligi ile inflamatuvar yanit1 alevlendirerek viicudu alarma gegirirler (65, 304).
Eskuletin’in ¢alismamizda dural mast hiicre aktivasyonunu baskilamasi anti-inflamatuvar
etkisinin diger bir kanitidir. Daha 6nce inflamasyonun indiiklendigi hayvan modellerinde,

bu ¢alismalar her ne kadar migren modelinde olmasa da, eskuletin’in IL-1B ve TNF- a gibi
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bazi pro-inflamatuvar sitokinlerin ve inflamatuvar yolak {iiriinlerinden lokotrien B4’ iin
diizeylerini azalttig1 bildirilmistir (305). Ayrica farkli caligmalarda eskuletin’in inflamasyon
ile ilgili deneysel modellerde, COX-2, TNF-a, IL-1p, IL-6, CCL2 ve iINOS, NO ve PGE2
gibi inflamatuvar aracilar1 ve yolaklar1 inhibe ettigi de bildirilmistir (273, 274, 279, 280).
Inflamatuar yolak {iriinlerinden 16kotrien B4’ iin olusumu arasidonik asit iizerine 5-
lipoksijenaz (5-LOX) enziminin etkisi ile olusmaktadir. Eskuletin giiglii bir 5-LOX
inhibitoriidiir. Onceki deneysel ¢aligmalar bazi lipoksijenaz metabolitlerinin periferik
inflamasyona, hiperaljeziye ve noéropatik agriya yol actigimi gostermistir (308-311).
Bununla birlikte daha 6nce 5-LOX inhibitoriiniin mekanik hiperaljeziyi inhibe ettigi
gosterilmistir (310). Bu calismalardan yola ¢ikarak mevcut ¢alismada eskuletin’in migren
agrist ile 1ilgili parametreleri azaltici etkisinin onun 5-LOX inhibitorii 6zelliginden

kaynaklandigini ileri siirmek olduk¢a mantiklidir ve literatiir ile uyumludur

Buna ek olarak onceki calismalar eskuletin’in, inhibitor bir ndrotransmitter olan
GABA’nin GABAa reseptorleri igin kismi bir agonist oldugunu bildirmistir (312-314).
GABAa reseptorleri aktive oldugunda norona klor girigini artirarak noronal inhibisyon
saglamaktadir. Eskuletin’in mevcut ¢alismadaki anti-nosiseptif etkisinden onun GABAa
reseptorlerini aktive edici etkisi de sorumlu olabilir. Ciinkii GABAa reseptor aktivasyonu
nosiseptif ileti yollarindaki ndronlar1 inhibe ederek analjezik 6zellik gosterirler. Bunlara ek
olarak, yukarida belirtildigi gibi baz1 deneysel ¢aligmalar eskuletin’ in iINOS ve NO’ yu
inhibe ettigini bildirmistir (273, 274, 279, 280). Migren modelini indiiklemek igin
kullandigimiz NTG bir nitrik oksit dondrii olup migren benzeri etkilerini NO araciligiyla
ortaya ¢ikarmaktadir. Dolayisiyla bu bilgiler dogrultusunda eskuletin’in ¢alismamizdaki
anti-migren etkilerini NO yolagini baskilayarak gostermis olabilecegi yorumunu yapmak da
olduk¢a mantiklidir. Birlikte degerlendirildiginde Eskuletin’in etki mekanizmasi agisindan
her ii¢ olasilik da miimkiindiir ancak kesin etki mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in bu

konuda daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir.

In-vivo deneylere ek olarak ¢alismamizda, eskuletin ex-vivo trigeminal gangliyon ve
beyin sap1 nukleus trigeminalis preparatlarinda NTG ile uyarilan CGRP’nin salimini 6nemli
olglide azaltti. Ancak eskuletin, ex-vivo hemiskull preparatlarinda NTG ile uyarilan CGRP
salimi tizerine etkili olmadi. Calismamizda in-vivo modele ek olarak eskuletin’in ex-vivo’da
da test edilmesi eskuletin’in CGRP salimi iizerine CGRP nin kaynagi olan sinirlere etkisinin
direk mi yoksa dolayli mi oldugunu anlamak i¢indi. Ex-vivo preparatlar viicuttan ayri oldugu
icin uygulanan eskuletin direk ndronlar tizerine etki etmektedir. Ancak in-vivo’da viicuttaki

ikincil mekanizmalar1 harekete gecirerek etki etmis olmas1 da muhtemeldir. Bunu anlamak
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icin eskuletin ex-vivo’da uygulanmis ve trigeminal gangliyon ve beyin sapi nukleus
trigeminaliste uyarilmig CGRP diizeylerini azalttigi bulunmustur. Bu bulgular eskuletin’in
etkilerini viicutta ikinci mekanizmalar1 kullanmak yerine direk trigeminal sinir yapilarini
etkileyerek gosterdigini Onermektedir. Diger taraftan, ex-vivo hemiskull (dural)
preparatlarda eskuletin NTG ile indiiklenen CGRP salimini degistirmedi. Bu bulgu her ne
kadar diger bulgularimiz ile tezat gibi goriinse de eskuletin’in bu etkisi meninksleri (kranyal
dura mater) innerve eden trigeminal sinir uclarinda ¢ok fazla cesitte ve sayida reseptdr ve
iyon kanali sistemlerinin bulunmasi ile agiklanabilir (315, 316). Dolayisiyla ex-vivo
hemiskull preparatlarinda eskuletin, meninksleri (dura mater) innerve eden trigeminal sinir
uclarinda hem eksitasyona hem de inhibisyona aracilik eden reseptor ve/veya iyon
kanallarmi ayn1 anda aktive ederek noronal depolarizasyonun stabilizasyonuna yol agmis
olabilir. Boyle bir olas1 mekanizma eskuletin’in, meningeal trigeminal sinir ug¢larindan
NTG’nin CGRP salimini indiikleyici etkisine engel olamamasini agiklayabilir. Bu konuda,
meninksleri innerve eden trigeminal sinir uglarindaki reseptér ve iyon kanallarinin
modiilatorlerinin eskuletin ile birlikte test edilmesi, olas1 mekanizmanin aydinlatiimasi
acisindan yararli olacaktir. Eskuletinin  NTG ile indiklenmis deneysel migren

modellerindeki etkilerine dair bulgularimiz Sekil 5.1°de 6zet olarak sematize edilmistir.
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Sekil 5.1 NTG ile olusturulan migren modelinde Eskuletin’in etkilerinin sematik 6zet
gosterimi. Eskuletin, migren agrist ile iliski yapilar olan trigeminal gangliyon ve beyin sap1
nukleus trigeminaliste NTG ile indiiklenen CGRP salimini ve nucleus trigeminalis c-fos
ekspresyonunu azaltti. Diger taraftan eskuletin, migren agrisinin baslangig yeri olarak kabul
edilen meninsklerde NTG ile indiiklenen dural mast hiicrelerinin aktivasyonunu azaltt1 ancak

meningeal trigeminal sinir terminallerinden CGRP’ nin indiiklenmis salimini degistirmedi.
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Sonug olarak, mevcut calismamizda eskuletin’in NTG ile indiiklenmis in-Vivo ve ex-
vivo migren modellerinde anti-hiperaljezik etkisi ve trigeminovaskiiler sistemin periferik
(trigeminal gangliyon) ve merkezi (beyin sap1) yapilarindan migren mediyatdrii olarak kabul
edilen CGRP’nin indiiklenmis salimin1 azaltmasi ve ndrojenik inflamasyonda 6nemli role
sahip olan dural mast hiicrelerinin aktivasyonunu baskilamasi onun migren tedavisinde
umut verici bir anti-migren potansiyeli sergiledigini 6nermektedir. Sunulan ¢alisma,
eskuletinin bu yeni etkilerine dair ilk ve dncii bir ¢calisma olmasi nedeniyle de énemli olup

bu agidan literatiire katkida bulunma potansiyeline sahiptir.
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6. SONUC VE ONERILER

Eskuletin deneysel migren modelinde trigeminovaskiiler sistem aktivasyonunu yansitan
mekanik allodiniyi ve beyin sap1 c-fos ekspresyonunu azaltti.

Eskuletin deneysel migren modelinde migren patofizyolojisi ile ilgili olan
trigeminovaskiiler sistem yapilarindan migren mediyatorii olarak kabul edilen
CGRP’nin salimin azaltt.

Eskuletin deneysel migren modelinde migren patofizyolojisinden sorumlu tutulan
meningeal norojenik inflamasyonun bilesenlerinden meningeal (dural) mast hiicrelerinin
aktivasyonunu baskiladi.

Eskuletin ex-vivo modellerde trigeminal ganliyon ve beyin sap1 nukleus trigeminalis’ten
CGRP salimini azaltti ancak meninksleri innerve eden trigeminal afferentleri igeren
hemiskull’dan CGRP salimini etkilemedi.

Eskuletin’in trigeminovaskiiler sistemin merkezi ve periferik yapilarindan CGRP
salimmn1 ve dural mast hiicre aktivasyonunu baskilamasi norojenik inflamasyonun
bilesenlerini hedef alan ¢ok hedefli yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi agisindan
onemlidir.

Bu caligma eskuletin’in migren modelinde etkilerini arastiran ilk ve oncii bir ¢calismadir

Eskuletin’in migren modelinde sergiledigi olumlu sonuglar ileride farkli migren
modellerinde de terapodtik etkilerinin arastirilmast  i¢in 1iyi bir bilimsel temel
olusturmustur.

Eskuletin’ in farkli migren modellerinde 5-lipoksijenaz, nitrik oksit ve cesitli iyon
kanallarim1 hedef alan bloker ve antagonistlerle birlikte test edilmesi etki
mekanizmasinin daha fazla aydinlatilmasina katkida bulunacaktir.

Eskuletin’ in ileride farkli migren modellerinde de terapodtik etkinliginin ortaya
cikarilmast migren hastalarinda klinik denemelerinin yapilmasi i¢in iyi bir temel

olusturacaktir.

61



10.

11.

7. KAYNAKLAR

(Bu tez ¢alismasinda VVancouver atif sistemi kullanilmistir.)

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

Saylor D, Steiner TJ. The Global Burden of Headache. Semin Neurol.
2018;38(2):182—-90.

Ashina M, Saper J, Cady R, et al. Eptinezumab in episodic migraine: A randomized,
double-blind, placebo-controlled study (PROMISE-1). Cephalalgia. 2020;40(3):241.

Fu T, Liu L, Huang X, et al. Cerebral blood flow alterations in migraine patients with
and without aura: An arterial spin labeling study. J Headache Pain [Internet]. 2022
[cited 2023 Jul 22];23(1) Available from: /pmc/articlessPMC9531478/.
d0i:10.1186/S10194-022-01501-0.

Rapoport A, Edmeads J. Migraine: the evolution of our knowledge. Arch Neurol.
2000;57(8):1221-3.

Erdener SE, Kaya Z, Dalkara T. Parenchymal neuroinflammatory signaling and dural
neurogenic inflammation in migraine. J Headache Pain [Internet]. 2021 [cited 2023
Aug 6];22(1) Available from: /pmc/articles/PMC8600694/. doi:10.1186/S10194-021-
01353-0.

Penfield W, Mcnaughton F. Dural headache and innervation of the dura mater. Arch
Neurol Psychiatry. 1940;44(1):43-75

Ramachandran R. Neurogenic inflammation and its role in migraine. Semin
Immunopathol. 2018;40(3):301-14.

Ray BS,Wolff HG. Experimental studies on headache: Pain-sensitive structures of the
head and their significance in headache. Archives of Surgery. 1940;41(4):813-56

Kilinc E, Dagistan Y, Kukner A, et al. Salmon calcitonin ameliorates migraine pain
through modulation of CGRP release and dural mast cell degranulation in rats. Clin
Exp Pharmacol Physiol. 2018;45(6):536—46.

Hoffmann J, Baca SM, Akerman S. Neurovascular mechanisms of migraine and
cluster headache. Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism. 2019;39(4):573—
94.

62



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Tajti J, Moller S, Uddman R, Bodi I, Edvinsson L. The human superior cervical
ganglion: neuropeptides and peptide receptors. Neurosci Lett. 1999;263(2—3):121-4.

Graefe SB, Mohiuddin SS. Biochemistry, Substance P. StatPearls [Internet]. 2022
Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK554583/.

Steenbergh PM, Hoppener JWM, Zandberg J, Visser A, Lips CIM, Jansz HS.
Structure and expression of the human calcitonin/CGRP genes. FEBS Lett.
1986;209(1):97-103.

McLatchie LM, Fraser NJ, Main MJ, et al. RAMPs regulate the transport and ligand
specificity of the calcitonin-receptor-like receptor. Nature. 1998;393(6683):333-9.

Edvinsson L, Warfvinge K. Recognizing the role of CGRP and CGRP receptors in
migraine and its treatment. Cephalalgia. 2019;39(3):366—73.

Sevivas H, Fresco P. Treatment of resistant chronic migraine with anti-CGRP

monoclonal antibodies: a systematic review. Eur J Med Res. 2022;27(1):86.

Durham PL. Inhibition of Calcitonin Gene-Related Peptide Function: A Promising
Strategy for Treating Migraine. Headache. 2008;48(8):1269.

Cernuda-Morollon E, Larrosa D, Ramén C, Vega J, Martinez-Camblor P, Pascual J.
Interictal increase of CGRP levels in peripheral blood as a biomarker for chronic
migraine. Neurology. 2013;81(14):1191-6.

Sarchielli P, Alberti A, Codini M, Floridi A, Gallai V. Nitric oxide metabolites,
prostaglandins and trigeminal vasoactive peptides in internal jugular vein blood

during spontaneous migraine attacks. Cephalalgia. 2000;20(10):907-18.

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

Dahlin JS, Hallgren J. Mast cell progenitors: origin, development and migration to
tissues. Mol Immunol. 2015;63(1):9-17.

da Silva EZM, Jamur MC, Oliver C. Mast Cell Function: A New Vision of an Old
Cell. Journal of Histochemistry and Cytochemistry. 2014;62(10):698.

Graham AC, Temple RM, Obar JJ. Mast cells and influenza A virus: Association with
allergic responses and beyond. Front Immunol [Internet]. 2015 [cited 2022 Dec
12];6(MAY) d0i:10.3389/FIMMU.2015.00238.

63



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Zhang XC, Strassman AM, Burstein R, Levy D. Sensitization and activation of
intracranial meningeal nociceptors by mast cell mediators. J Pharmacol Exp Ther.
2007;322(2):806-12.

Neeb L, Hellen P, Boehnke C, et al. IL-13 Stimulates COX-2 Dependent PGE2
Synthesis and CGRP Release in Rat Trigeminal Ganglia Cells. PLoS One.
2011;6(3):17360.

Cunha JM, Cunha FQ, Poole S, Ferreira SH. Cytokine-mediated inflammatory
hyperalgesia limited by interleukin-1 receptor antagonist. Br J Pharmacol.
2000;130(6):1418.

Paszcuk AF, Quintdo NLM, Fernandes ES, et al. Mechanisms underlying the
nociceptive and inflammatory responses induced by trypsin in the mouse paw. Eur J
Pharmacol. 2008;581(1-2):204-15.

Jin H, Koyama T, Hatanaka Y, Akiyama S, Takayama F, Kawasaki H. Histamine-
induced vasodilation and vasoconstriction in the mesenteric resistance artery of the
rat. Eur J Pharmacol. 2006;529(1-3):136-44.

Levy D. Migraine pain, meningeal inflammation, and mast cells. Curr Pain Headache
Rep. 2009;13(3):237-40.

Morgan JI, Curran T. Stimulus-transcription coupling in neurons: role of cellular
immediate-early genes. Trends Neurosci. 1989;12(11):459-62.

Mitsikostas DD, Sanchez del Rio M. Receptor systems mediating c-fos expression
within trigeminal nucleus caudalis in animal models of migraine. Brain Res Rev.
2001;35(1):20-35.

Alexander SPH, Benson HE, Faccenda E, et al. The Concise Guide to Pharmacology
2013/14.: The Concise Guide to Pharmacology 2013/14: G Protein-Coupled
Receptors. Br J Pharmacol. 2013;170(8):1459.

Messlinger K, Fischer MJM, Lennerz JK. Neuropeptide effects in the trigeminal
system: pathophysiology and clinical relevance in migraine. Keio J Med.
2011;60(3):82-9.

Hunt SP, Pini A, Evan G. Induction of c-fos-like protein in spinal cord neurons
following sensory stimulation. Nature. 1987;328(6131):632—4.

64



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

Clayton JS, Gaskin PJ, Beattie DT. Attenuation of Fos-like immunoreactivity in the
trigeminal nucleus caudalis following trigeminovascular activation in the
anaesthetised guinea-pig. Brain Res. 1997;775(1-2):74-80.

Kaube H, Hoskin KL, Goadsby PJ. Activation of the trigeminovascular system by
mechanical distension of the superior sagittal sinus in the cat. Cephalalgia.
1992;12(3):133-6.

Zhu X, Han Y, Xiong W, et al. Effects of heating coagulation of middle meningeal
artery on plasma CGRP level and c-fos expression in migraine rat triggered by

nitroglycerin. Neurological Sciences. 2011;32(4):589-94.

Moskowitz MA, Nozaki K, Kraig RP. Neocortical spreading depression provokes the
expression of c-fos protein-like immunoreactivity within trigeminal nucleus caudalis

via trigeminovascular mechanisms. The Journal of Neuroscience. 1993;13(3):1167.

Francis SH, Busch JL, Corbin JD. cGMP-dependent protein kinases and cGMP
phosphodiesterases in nitric oxide and cGMP action. Pharmacol Rev.
2010;62(3):525-63.

Lassen LH, Christiansen I, Iversen HK, Jansen-Olesen I, Olesen J. The effect of nitric
oxide synthase inhibition on histamine induced headache and arterial dilatation in
migraineurs. Cephalalgia. 2003;23(9):877-86.

Luo ZD, Cizkova D. The role of nitric oxide in nociception. Curr Rev Pain.
2000;4(6):459-66.

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

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

Juhasz G, Zsombok T, Modos EA, et al. NO-induced migraine attack: strong increase
in plasma calcitonin gene-related peptide (CGRP) concentration and negative
correlation with platelet serotonin release. Pain. 2003;106(3):461-70.

Wu S, Ren X, Zhu C, et al. A c-Fos activation map in nitroglycerin/levcromakalim-
induced models of migraine. J Headache Pain [Internet]. 2022 [cited 2023 Aug
7];23(1) Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36180824/.
d0i:10.1186/S10194-022-01496-8.

65



47.

48.

49.

50.

o1,

52.

53.

54,

55.

56.

Pardutz A, Szatmari E, Vecsei L, Schoenen J. Nitroglycerin-induced nNOS increase
in rat trigeminal nucleus caudalis is inhibited by systemic administration of lysine
acetylsalicylate but not of sumatriptan. Cephalalgia. 2004;24(6):439-45.

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

Zobdeh F, ben Kraiem A, Attwood MM, et al. Pharmacological treatment of migraine:
Drug classes, mechanisms of action, clinical trials and new treatments. Br J
Pharmacol. 2021;178(23):4588-607.

Kilinc E, Dagistan Y, Kotan B, Cetinkaya A. Effects of Nigella sativa seeds and
certain species of fungi extracts on number and activation of dural mast cells in rats.
Physiol Int. 2017;104(1):15-24.

Tanaka M, Torok N, Vécsei L. Are 5-HT1 receptor agonists effective anti-migraine
drugs? https://doi.org/101080/1465656620211910235. 2021;22(10):1221-5.

Edvinsson L, Haanes KA, Warfvinge K, Krause DiN. CGRP as the target of new
migraine therapies - successful translation from bench to clinic. Nat Rev Neurol.
2018;14(6):338-50.

Manoukian R, Sun H, Miller S, Shi D, Chan B, Xu C. Effects of monoclonal
antagonist antibodies on calcitonin gene-related peptide receptor function and
trafficking. Journal of Headache and Pain. 2019;20(1):1-12.

Luo G, Chen L, Conway CM, et al. Discovery of (5S,6S,9R)-5-amino-6-(2,3-
difluorophenyl)-6,7,8,9-tetrahydro-5H-cyclohepta[b]pyridin-9-yl 4-(2-ox0-2,3-
dihydro-1H-imidazo[4,5-b]pyridin-1-yl)piperidine-1-carboxylate (BMS-927711): an
oral calcitonin gene-related peptide (CGRP) antagonist in clinical trials for treating
migraine. J Med Chem. 2012;55(23):10644-51.

Yang CP, Liang CS, Chang CM, et al. Comparison of New Pharmacologic Agents
With Triptans for Treatment of Migraine: A Systematic Review and Meta-analysis.
JAMA Netw Open [Internet]. 2021 [cited 2023 Mar 23];4(10) Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/34633423/.
d0i:10.1001/JAMANETWORKOPEN.2021.28544.

Tfelt-Hansen PC, Koehler PJ. History of the use of ergotamine and
dihydroergotamine in migraine from 1906 and onward. Cephalalgia. 2008;28(8):877—
86.

66



S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

Rubio V, Garcia-Pérez Al, Tejedor MC, Herraez A, Diez JC. Esculetin Neutralises
Cytotoxicity of t-BHP but Not of H202 on Human Leukaemia NB4 Cells. Biomed
Res Int [Internet]. 2017 [cited 2023 Sep 7];2017 Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28367450/. doi:10.1155/2017/9491045.

Zhang L, Xie Q, Li X. Esculetin: A review of its pharmacology and pharmacokinetics.
Phytother Res. 2022;36(1):279-98.

Rzodkiewicz P, Gasinska E, Gajewski M, Bujalska-Zadrozny M, Szukiewicz D,
Maslinski S. Esculetin reduces leukotriene B4 level in plasma of rats with adjuvant-

induced arthritis. Reumatologia. 2016;54(4):161-4.

Hu Y, Hu Y, Chen X, Duan H, Mu X. Chinese herbal medicinal ingredients inhibit
secretion of IL-6, IL-8, E-selectin and TXB2 in LPS-induced rat intestinal
microvascular endothelial cells. Immunopharmacol Immunotoxicol. 2009;31(4):550—
5.

Paya M, Halliwell B, Hoult JRS. Interactions of a series of coumarins with reactive
oxygen species. Scavenging of superoxide, hypochlorous acid and hydroxyl radicals.
Biochem Pharmacol. 1992;44(2):205-14.

Venugopala KN, Rashmi V, Odhav B. Review on natural coumarin lead compounds
for their pharmacological activity. Biomed Res Int [Internet]. 2013 [cited 2023 Sep
7];2013 Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23586066/.
d0i:10.1155/2013/963248.

Lee HC, Liu FC, Tsai CN, Chou AH, Liao CC, Yu HP. Esculetin Ameliorates
Lipopolysaccharide-Induced Acute Lung Injury in Mice Via Modulation of the
AKT/ERK/NF-kB and RORyt/IL-17 Pathways. Inflammation. 2020;43(3):962-74.

Rzodkiewicz P, Gasinska E, Maslinski S, Bujalska-Zadrozny M. Antinociceptive
properties of esculetin in non-inflammatory and inflammatory models of pain in rats.
Clin Exp Pharmacol Physiol. 2015;42(2):213-9.

Koyuncu Irmak D, Kilinc E, Tore F. Shared fate of meningeal mast cells and sensory
neurons in migraine. Front Cell Neurosci [Internet]. 2019 [cited 2022 Oct 24];13
doi:10.3389/FNCEL.2019.00136.

Lipton RB, Bigal ; M E, Diamond ; M, Freitag ; F, Reed ML, Stewart WF. Migraine
prevalence, disease burden, and the need for preventive therapy. 2007 [cited 2022 Oct
23],

67



67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

Waober C, Brannath W, Schmidt K, et al. Prospective analysis of factors related to
migraine attacks: the PAMINA study. Cephalalgia. 2007;27(4):304-14.

Burstein R, Noseda R, Borsook D. Migraine: Multiple Processes, Complex
Pathophysiology. 2015 [cited 2022 Oct 24]; Available from:

http://www.jneurosci.org/misc/ifa_minireviews.dtl.

Donnet A, Ducros A, Radat F, Allaf B, Chouette I, Lanteri-Minet M. Severe migraine
and its control: A proposal for definitions and consequences for care. Rev Neurol
(Paris). 2021;177(8):924-34.

Silberstein SD, Young WB. Migraine aura and prodrome. Semin Neurol.
1995;15(2):175-82.
Aguilar-Shea AL, Diaz-de-Teran J. Migraine review for general practice. Aten

Primaria. 2022;54(2):102208.

Bose P, Karsan N, Goadsby PJ. The Migraine Postdrome. Continuum (Minneap
Minn). 2018;24(4, Headache):1023-31.

Edvinsson L, Uddman R. Neurobiology in primary headaches. Brain Res Brain Res
Rev. 2005;48(3):438-56.

Boran HE, Bolay H. Pathophysiology of Migraine. Noro Psikiyatr Ars.
2013;50(Suppl 1):S1.
Olesen J, Bes A, Kunkel R, et al. The International Classification of Headache

Disorders, 3rd edition (beta version). Cephalalgia. 2013;33(9):629-808.

Graham JR, Wolff HG. Mechanism of migraine headache and action of ergotamine
tartrate. Arch Neurol Psyhiatry. 1938;39(4):737-63.

Eadie MJ. The pathogenesis of migraine - 17th to early 20th century understandings.
J Clin Neurosci. 2005;12(4):383-8.

Geppetti P, Rossi E, Chiarugi A, Benemei S. Antidromic vasodilatation and the
migraine mechanism. J Headache Pain. 2012;13(2):103.

Asghar MS, Hansen AE, Amin FM, et al. Evidence for a vascular factor in migraine.
Ann Neurol. 2011;69(4):635-45.

Amin FM, Asghar MS, Hougaard A, et al. Magnetic resonance angiography of
intracranial and extracranial arteries in patients with spontaneous migraine without

aura: a cross-sectional study. Lancet Neurol. 2013;12(5):454-61.

68



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Ashina M, Tfelt-Hansen P, Dalgaard P, Olesen J. Lack of correlation between
vasodilatation and pharmacologically induced immediate headache in healthy
subjects. Cephalalgia. 2011;31(6):683—90.

May A, Goadsby PJ. The trigeminovascular system in humans: pathophysiologic
implications for primary headache syndromes of the neural influences on the cerebral
circulation. J Cereb Blood Flow Metab. 1999;19(2):115-27.

Messlinger K. Migraine: where and how does the pain originate? Exp Brain Res.
2009;196(1):179-93.

Bartsch T, Goadsby PJ. Anatomy and Physiology of Pain Referral Patterns in Primary
and Cervicogenic Headache Disorders. Headache Currents. 2005;2(2):42-8.

Shibata Y. Migraine Pathophysiology Revisited: Proposal of a New Molecular
Theory of Migraine Pathophysiology and Headache Diagnostic Criteria. Int J Mol Sci
[Internet]. 2022  [cited 2023 Mar  19];23(21) Available  from:
/pmc/articles/PMC9653875/. doi:10.3390/1IMS232113002.

Williamson DJ, Hargreaves RJ. Neurogenic inflammation in the context of migraine.
Microsc Res Tech. 2001;53(3):167-78.

Parsons AA, Strijbos PJLM. The neuronal versus vascular hypothesis of migraine and

cortical spreading depression. Curr Opin Pharmacol. 2003;3(1):73-7.

Dreier JP. The role of spreading depression, spreading depolarization and spreading
ischemia in neurological disease. Nat Med. 2011;17(4):439-47.

Telles JPM, Welling LC, Coelho ACS da S, Rabelo NN, Teixeira MJ, Figueiredo EG.
Cortical spreading depolarization and ketamine: a short systematic review.
Neurophysiol Clin. 2021;51(2):145-51.

Kraio RP, Nicholson C. Extracellular ionic variations during spreading depression.
Neuroscience. 1978;3(11):1045-59.

Zhou N, Rungta RL, Malik A, Han H, Wu DC, MacVicar BA. Regenerative glutamate
release by presynaptic NMDA receptors contributes to spreading depression. Journal
of Cerebral Blood Flow & Metabolism. 2013;33(10):1582.

Carneiro-Nascimento S, Levy D. Cortical spreading depression and meningeal
nociception. Neurobiology of Pain [Internet]. 2022 [cited 2023 Mar 20];11 Available
from: /pmc/articles/PMC9065921/. doi:10.1016/J.YNPAI.2022.100091.

69



93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

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

Bolay H, Vuralli D, Goadsby PJ. Aura and Head pain: relationship and gaps in the
translational models. J Headache Pain [Internet]. 2019 [cited 2023 Mar 20];20(1)
Available from: /pmc/articles/PMC6734357/. doi:10.1186/S10194-019-1042-8.

Akerman S, Holland PR, Goadsby PJ. Diencephalic and brainstem mechanisms in
migraine. Nat Rev Neurosci. 2011;12(10):570-84.

Buture A, Gooriah R, Nimeri R, Ahmed F. Current Understanding on Pain
Mechanism in Migraine and Cluster Headache. Anesth Pain Med. 2016;6(3):35190.

Charles A. The pathophysiology of migraine: implications for clinical management.
Lancet Neurol. 2018;17(2):174-82.

Derbyshire SWG, Jones AKP, Gyulai F, Clark S, Townsend D, Firestone LL. Pain
processing during three levels of noxious stimulation produces differential patterns of
central activity. Pain. 1997;73(3):431-45.

Noseda R, Burstein R. Migraine pathophysiology: anatomy of the trigeminovascular
pathway and associated neurological symptoms, CSD, sensitization and modulation
of pain. Pain [Internet]. 2013 [cited 2023 Mar 29];154 Suppl 1(SUPPL. 1) Available
from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24347803.
d0i:10.1016/j.pain.2013.07.021.

Strassman AM, Raymond SA, Burstein R. Sensitization of meningeal sensory
neurons and the origin of headaches. Nature. 1996;384(6609):560—4.

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

Olesen J, lversen HK, Thomsen LL. Nitric oxide supersensitivity: a possible

molecular mechanism of migraine pain. Neuroreport. 1993;4(8):1027-30.

Edvinsson L. Pathophysiology of primary headaches. Curr Pain Headache Rep.
2001;5(1):71-8.

Edvinsson L, Owman C, Sjoberg NO. Autonomic nerves, mast cells, and amine
receptors in human brain vessels. A histochemical and pharmacological study. Brain
Res. 1976;115(3):377-93.

70



105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

Tajti J, Szok D, Majlath Z, Tuka B, Csati A, Vécsei L. Migraine and neuropeptides.
Neuropeptides. 2015;52:19-30.

Edvinsson L, Villalon CM, Maassenvandenbrink A. Basic mechanisms of migraine

and its acute treatment. Pharmacol Ther. 2012;136(3):319-33.

Gallai V, Sarchielli P, Trequattrini A, Paciaroni M, Usai F, Palumbo R. Neuropeptide
Y in juvenile migraine and tension-type headache. Headache. 1994;34(1):35-40.

Larsson LI, Edvinsson L, Fahrenkrug J, Hakanson R, Owman C.
Immunohistochemical localization of a vasodilatory polypeptide (VIP) in
cerebrovascular nerves. Brain Res. 1976;113(2):400-4.

Nozaki K, Moskowitz MA, Maynard KI, et al. Possible Origins and Distribution of
Immunoreactive Nitric Oxide Synthase-Containing Nerve Fibers in Cerebral Arteries.
http://dx.doi.org/101038/jcbfm19939. 2016;13(1):70-9.

Laburthe M, Couvineau A, Tan V. Class Il G protein-coupled receptors for VIP and
PACAP: Structure, models of activation and pharmacology. Peptides (NY).
2007;28(9):1631-9.

Csati A, Tajti J, Kuris A, Tuka B, Edvinsson L, Warfvinge K. Distribution of
vasoactive intestinal peptide, pituitary adenylate cyclase-activating peptide, nitric
oxide synthase, and their receptors in human and rat sphenopalatine ganglion.
Neuroscience. 2012;202:158-68.

Gonzalez-Hernandez A, Condés-Lara M, Garcia-Boll E, Villalon CM. An outlook on
the trigeminovascular mechanisms of action and side effects concerns of some
potential neuropeptidergic antimigraine therapies. Expert Opin Drug Metab Toxicol.
2021;17(2):179-99.

Erdling A, Sheykhzade M, Maddahi A, Bari F, Edvinsson L. VIP/PACAP receptors

in cerebral arteries of rat: characterization, localization and relation to intracellular
calcium. Neuropeptides. 2013;47(2):85-92.

Syed AU, Koide M, Braas KM, May V, Wellman GC. Pituitary Adenylate Cyclase-
Activating Polypeptide (PACAP) Potently Dilates Middle Meningeal Arteries:
Implications for Migraine. J Mol Neurosci. 2012;48(3):574.

Tuka B, Helyes Z, Markovics A, et al. Peripheral and central alterations of pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide-like immunoreactivity in the rat in response
to activation of the trigeminovascular system. Peptides (NY). 2012;33(2):307-16.

71



116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

Sarchielli P, Pini LA, Zanchin G, et al. Clinical-Biochemical Correlates of Migraine
Attacks in Rizatriptan Responders and Non-Responders.
https://doi.org/101111/j1468-2982200501016.x. 2016;26(3):257—65.

Cernuda-Morollon E, Martinez-Camblor P, Ramon C, Larrosa D, Serrano-Pertierra
E, Pascual J. CGRP and VIP levels as predictors of efficacy of Onabotulinumtoxin
type A in chronic migraine. Headache. 2014;54(6):987-95.

Noseda R, Jakubowski M, Kainz V, Borsook D, Burstein R. Cortical Projections of
Functionally Identified Thalamic Trigeminovascular Neurons: Implications for
Migraine Headache and Its Associated Symptoms. The Journal of Neuroscience.
2011;31(40):14204.

Zagami AS, Goadsby PJ, Edvinsson L. Stimulation of the superior sagittal sinus in

the cat causes release of vasoactive peptides. Neuropeptides. 1990;16(2):69-75.

Goadsbhy PJ, Charbit AR, Andreou AP, Akerman S, Holland PR. Neurobiology of
migraine. Neuroscience. 2009;161(2):327-41.

Shields KG, Goadsby PJ. Serotonin receptors modulate trigeminovascular responses
in ventroposteromedial nucleus of thalamus: a migraine target? Neurobiol Dis.
2006;23(3):491-501.

Summ O, Charbit AR, Andreou AP, Goadsby PJ. Modulation of nocioceptive
transmission with calcitonin gene-related peptide receptor antagonists in the
thalamus. Brain. 2010;133(9):2540-8.

Andreou AP, Goadsby PJ. Therapeutic potential of novel glutamate receptor
antagonists in migraine. http://dx.doi.org/101517/13543780902913792.
2009;18(6):789-803.

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

Kew JNC, Kemp JA. lonotropic and metabotropic glutamate receptor structure and

pharmacology. Psychopharmacology (Berl). 2005;179(1):4-29.

Jackson DL, Graff CB, Richardson JD, Hargreaves KM. Glutamate participates in the
peripheral modulation of thermal hyperalgesia in rats. Eur J Pharmacol.
1995;284(3):321-5.

72



127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

Burstein R, Cutrer MF, Yarnitsky D. The development of cutaneous allodynia during
a migraine attack clinical evidence for the sequential recruitment of spinal and
supraspinal nociceptive neurons in migraine. Brain. 2000;123 ( Pt 8)(8):1703-9.

Mitsikostas DD, Del Rio MS, Wacber C, Huang Z, Michael Cutrer F, Moskowitz MA.
Non-NMDA glutamate receptors modulate capsaicin induced c-fos expression within
trigeminal nucleus caudalis. Br J Pharmacol. 1999;127(3):623-30.

Hoffmann J, Charles A. Glutamate and Its Receptors as Therapeutic Targets for
Migraine. Neurotherapeutics 2018 15:2. 2018;15(2):361-70.

Settle M. The hypothalamus. Neonatal Netw. 2000;19(6):9-14.

Denuelle M, Fabre N, Payoux P, Chollet F, Geraud G. Hypothalamic activation in
spontaneous migraine attacks. Headache. 2007;47(10):1418-26.

Alstadhaug K. Migraine and the hypothalamus. Cephalalgia. 2009;29(8):809-17.

Burstein R, Dado RJ, Giesler GJ. The cells of origin of the spinothalamic tract of the
rat: a quantitative reexamination. Brain Res. 1990;511(2):329-37.

Liu Y, Broman J, Zhang M, Edvinsson L. Brainstem and Thalamic Projections from
a Craniovascular Sensory Nervous Centre in the Rostral Cervical Spinal Dorsal Horn
of Rats. https://doi.org/101111/j1468-2982200801829.x. 2009;29(9):935-48.

Afridi SK, Matharu MS, Lee L, et al. A PET study exploring the laterality of
brainstem activation in migraine using glyceryl trinitrate. Brain. 2005;128(Pt 4):932—
9.

Holland PR, Saengjaroentham C, Vila-Pueyo M. The role of the brainstem in
migraine: Potential brainstem effects of CGRP and CGRP receptor activation in
animal models. Cephalalgia. 2019;39(3):390-402.

Rosa AC, Fantozzi R. The role of histamine in neurogenic inflammation. Br J
Pharmacol. 2013;170(1):38.

Xanthos DN, Sandkiihler J. Neurogenic neuroinflammation: inflammatory CNS

reactions in response to neuronal activity. Nat Rev Neurosci. 2014;15(1):43-53.

Melo-Carrillo A, Strassman AM, Nir RR, et al. Fremanezumab—A Humanized
Monoclonal Anti-CGRP Antibody—Inhibits Thinly Myelinated (Ad) But Not
Unmyelinated (C) Meningeal Nociceptors. The Journal of Neuroscience.
2017;37(44):10587.

73



140.

141.

142.

143.

144,

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

Xianli L, Wu Z, Li Y. Innervation of the Cerebral Dura Mater. Neuroradiol J.
2014;27(3):293.

Witten A, Marotta D, Cohen-Gadol A. Developmental innervation of cranial dura
mater and migraine headache: A narrative literature review. Headache.
2021;61(4):569-75.

Jansen I, Uddman R, Ekman R, Olesen J, Ottosson A, Edvinsson L. Distribution and
effects of neuropeptide Y, vasoactive intestinal peptide, substance P, and calcitonin
gene-related peptide in human middle meningeal arteries: comparison with cerebral
and temporal arteries. Peptides (NY). 1992;13(3):527-36.

Liu Y, Broman J, Edvinsson L. Central projections of the sensory innervation of the
rat middle meningeal artery. Brain Res. 2008;1208:103-10.

Manning BM, Gruba SM, Meyer AF, Haynes CL. Neuropeptide-Induced Mast Cell
Degranulation and Characterization of Signaling Modulation in Response to IgE
Conditioning. ACS Chem Biol. 2016;11(11):3077-83.

Balcziak LK, Russo AF. Dural Immune Cells, CGRP, and Migraine. Front Neurol.
2022;13:874193.

KILINC E, BARANOGLU Y. Mast cell stabilizers as a supportive therapy can
contribute to alleviate fatal inflammatory responses and severity of pulmonary
complications in COVID-19 infection. Anadolu Klinigi Tip Bilimleri Dergisi.
2020;25(Special Issue on COVID 19):111-8.

Alstadhaug KB. Histamine in migraine and brain. Headache. 2014;54(2):246-59.

Moskowitz MA. The neurobiology of vascular head pain. Ann Neurol.
1984;16(2):157-68.
Ji RR, Xu ZZ, Gao YJ. Emerging targets in neuroinflammation-driven chronic pain.

Nat Rev Drug Discov. 2014;13(7):533.

Edwards RM, Stack EJ, Trizna W. Calcitonin gene-related peptide stimulates
adenylate cyclase and relaxes intracerebral arterioles. Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics [Internet]. 1991 [cited 2022 Dec 7];257(3).

Amin FM, Asghar MS, Guo S, et al. Headache and prolonged dilatation of the middle
meningeal artery by PACAP38 in healthy volunteers. Cephalalgia. 2012;32(2):140—
9.

74



152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

Féarber K, Kettenmann H. Physiology of microglial cells. Brain Res Brain Res Rev.

2005:48(2):133-43.

Sofroniew M V. Astrocyte reactivity: Subtypes, states and functions in CNS innate
immunity. Trends Immunol. 2020;41(9):758.

Fiebich BL, Schleicher S, Butcher RD, Craig A, Lieb K. The neuropeptide substance
P activates p38 mitogen-activated protein kinase resulting in IL-6 expression
independently from NF-kappa B. J Immunol. 2000;165(10):5606—11.

Edvinsson L, Haanes KA, Warfvinge K. Does inflammation have a role in migraine?
Nat Rev Neurol. 2019;15(8):483-483.

Empl M, Sostak P, Riedel M, et al. Decreased Stnf-Ri in Migraine Patients?
BOShttps://doi.org/101046/j1468-2982200300453.x. 2016;23(1):55-8.

Turner MD, Nedjai B, Hurst T, Pennington DJ. Cytokines and chemokines: At the
crossroads of cell signalling and inflammatory disease. Biochimica et Biophysica
Acta (BBA) - Molecular Cell Research. 2014;1843(11):2563-82.

Conti P, D’Ovidio C, Conti C, et al. Progression in migraine: Role of mast cells and
pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines. Eur J Pharmacol. 2019;844:87—
94,

Christopherson K, Hromas R. Chemokine regulation of normal and pathologic
immune responses. Stem Cells. 2001;19(5):388-96.

Tore F, Tuncel N. Anatomical and Functional Relationships Between Sensory Nerves
and Mast Cells. Antiinflamm Antiallergy Agents Med Chem. 2012;10(1):10-7.

Leist M, Siinder CA, Drube S, et al. Membrane-bound stem cell factor is the major
but not only driver of fibroblast-induced murine skin mast cell differentiation. Exp
Dermatol. 2017;26(3):255-62.

Metcalfe DD, Baram D, Mekori YA. Mast cells. Physiol Rev. 1997;77(4):1033-79.

Moon TC, St Laurent CD, Morris KE, et al. Advances in mast cell biology: new
understanding of heterogeneity and function. Mucosal Immunology 2010 3:2.
2009;3(2):111-28.

Noto CN, Hoft SG, DiPaolo RJ. Mast Cells as Important Regulators in Autoimmunity
and Cancer Development. Front Cell Dev Biol. 2021;9:2814.

75



165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

Tore F, Reynier-Rebuffel AM, Tuncel N, Callebert J, Aubineau P. Effects of sepsis
on mast cells in rat dura mater: influence of L-NAME and VIP. Br J Pharmacol.
2001;134(7):1367.

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

Lennerz JK, Riihle V, Ceppa EP, et al. Calcitonin receptor-like receptor (CLR),
receptor activity-modifying protein 1 (RAMP1), and calcitonin gene-related peptide
(CGRP) immunoreactivity in the rat trigeminovascular system: differences between
peripheral and central CGRP receptor distribution. J Comp Neurol.
2008;507(3):1277-99.

Galli SJ, Nakae S, Tsai M. Mast cells in the development of adaptive immune
responses. Nat Immunol. 2005;6(2):135-42.

Alvarez-Errico D, Lessmann E, Rivera J. Adapters in the organization of mast cell
signaling. Immunol Rev. 2009;232(1):195.

Min HK, Kim KW, Lee SH, Kim HR. Roles of mast cells in rheumatoid arthritis.
Korean J Intern Med. 2020;35(1):12.

Suto H, Nakae S, Kakurai M, Sedgwick JD, Tsai M, Galli SJ. Mast Cell-Associated
TNF Promotes Dendritic Cell Migration. The Journal of Immunology.
2006;176(7):4102-12.

Baram D, Vaday GG, Salamon P, Drucker I, Hershkoviz R, Mekori YA. Human mast
cells release metalloproteinase-9 on contact with activated T cells: juxtacrine
regulation by TNF-alpha. J Immunol. 2001;167(7):4008-16.

Liu X, Yang W, Zhu C, et al. Toll-like receptors and their role in neuropathic pain
and migraine. Mol Brain [Internet]. 2022 [cited 2022 Dec 12];15(1) Available from:
/pmc/articles/PMC9392297/. doi:10.1186/S13041-022-00960-5.

Lacagnina MJ, Watkins LR, Grace PM. Toll-like receptors and their role in persistent
pain. Pharmacol Ther. 2018;184:145.

Wernersson S, Pejler G. Mast cell secretory granules: armed for battle. Nat Rev
Immunol. 2014;14(7):478-94.

Kunder CA, St. John AL, Li G, et al. Mast cell-derived particles deliver peripheral
signals to remote lymph nodes. J Exp Med. 2009;206(11):2455.

76



177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

John ALS, Chan CY, Staats HF, Leong KW, Abraham SN. Synthetic mast-cell
granules as adjuvants to promote and polarize immunity in lymph nodes. Nat Mater.
2012;11(3):250.

Tani E, Senba E, Kokumai S, Masuyama K, Ishikawa T, Tohyama M. Histamine
application to the nasal mucosa induces release of calcitonin gene-related peptide and
substance P from peripheral terminals of trigeminal ganglion: a morphological study
in the guinea pig. Neurosci Lett. 1990;112(1):1-6.

Steinhoff M, Vergnolle N, Young SH, et al. Agonists of proteinase-activated receptor

2 induce inflammation by a neurogenic mechanism. Nat Med. 2000;6(2):151-8.

Vergnolle N, Bunnett NW, Sharkey KA, et al. Proteinase-activated receptor-2 and
hyperalgesia: A novel pain pathway. Nat Med. 2001;7(7):821-6.

Gupta K, Harvima IT. Mast cell-neural interactions contribute to pain and itch.
Immunol Rev. 2018;282(1):168.

Theoharides TC, Alysandratos KD, Angelidou A, et al. Mast cells and inflammation.
Biochim Biophys Acta. 2012;1822(1):21.

Hendriksen E, van Bergeijk D, Oosting RS, Redegeld FA. Mast cells in

neuroinflammation and brain disorders. Neurosci Biobehav Rev. 2017;79:119-33.

Amara SG, Arriza JL, Leff SE, Swanson LW, Evans RM, Rosenfeld MG. Expression
in brain of a messenger RNA encoding a novel neuropeptide homologous to calcitonin
gene-related peptide. Science. 1985;229(4718):1094-7.

Russell FA, King R, Smillie SJ, Kodji X, Brain SD. Calcitonin Gene-Related Peptide:
Physiology and Pathophysiology. Physiol Rev. 2014;94(4):1099.

Messlinger K, Russo AF. Current understanding of trigeminal ganglion structure and
function in headache. Cephalalgia. 2019;39(13):1661.

Gibbins IL, Furness JB, Costa M, Maclintyre I, Hillyard CJ, Girgis S. Co-localization
of calcitonin gene-related peptide-like immunoreactivity with substance P in
cutaneous, vascular and visceral sensory neurons of guinea pigs. Neurosci Lett.
1985;57(2):125-30.

Ottosson A, Edvinsson L. Release of histamine from dural mast cells by substance P

and calcitonin gene-related peptide. Cephalalgia. 1997;17(3):166—74.

Raddant AC, Russo AF. Calcitonin gene-related peptide in migraine: intersection of

peripheral inflammation and central modulation. Expert Rev Mol Med. 2011;13:e36.

77



190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

Markowitz S, Saito K, Moskowitz MA. Neurogenically mediated leakage of plasma
protein occurs from blood vessels in dura mater but not brain. The Journal of
Neuroscience. 1987;7(12):4129.

Burstein R, Collins B, Jakubowski M. Defeating migraine pain with triptans: a race

against the development of cutaneous allodynia. Ann Neurol. 2004;55(1):19-26.

Vause C V., Durham PL. Calcitonin gene-related peptide differentially regulates gene
and protein expression in trigeminal glia cells: Findings from array analysis. Neurosci
Lett. 2010;473(3):163.

Capuano A, De Corato A, Lisi L, Tringali G, Navarra P, Dello Russo C.
Proinflammatory-activated trigeminal satellite cells promote neuronal sensitization:

relevance for migraine pathology. Mol Pain. 2009;5:43.

lyengar S, Johnson KW, Ossipov MH, Aurora SK. CGRP and the Trigeminal System
in Migraine. Headache. 2019;59(5):659.

Van Rossum D, Hanisch UK, Quirion R. Neuroanatomical localization,
pharmacological characterization and functions of CGRP, related peptides and their
receptors. Neurosci Biobehav Rev. 1997;21(5):649-78.

Hay DL, Garelja ML, Poyner DR, Walker CS. Update on the pharmacology of
calcitonin/CGRP family of peptides: IUPHAR Review 25. Br J Pharmacol.
2018;175(1):3.

Pioszak AA, Hay DL. RAMPs as allosteric modulators of the calcitonin and
calcitonin-like class B G protein-coupled receptors. Adv Pharmacol. 2020;88:115.

ter Haar E, Koth CM, Abdul-Manan N, et al. Crystal structure of the ectodomain
complex of the CGRP receptor, a class-B GPCR, reveals the site of drug antagonism.
Structure. 2010;18(9):1083-93.

Evans BN, Rosenblatt MI, Mnayer LO, Oliver KR, Dickerson IM. CGRP-RCP, a
novel protein required for signal transduction at calcitonin gene-related peptide and
adrenomedullin receptors. J Biol Chem. 2000;275(40):31438-43.

Oliver KR, Wainwright A, Edvinsson L, Pickard JD, Hill RG. Immunohistochemical
localization of calcitonin receptor-like receptor and receptor activity-modifying
proteins in the human cerebral vasculature. J Cereb Blood Flow Metab.
2002;22(5):620-9.

78



201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

Butt E, Bernhardt M, Smolenski A, et al. Endothelial nitric-oxide synthase (type I11)
Is activated and becomes calcium independent upon phosphorylation by cyclic
nucleotide-dependent protein kinases. J Biol Chem. 2000;275(7):5179-87.

Ferro A, Queen LR, Priest RM, et al. Activation of nitric oxide synthase by beta 2-
adrenoceptors in human umbilical vein endothelium in vitro. Br J Pharmacol.
1999;126(8):1872-80.

Hong KW, Yoo SE, Suk SS, Lee JY, Rhim BY. Pharmacological coupling and
functional role for CGRP receptors in the vasodilation of rat pial arterioles. Am J
Physiol [Internet]. 1996 [cited 2022 Dec 19];270(1 Pt 2) Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/8769767/.
doi:10.1152/AJPHEART.1996.270.1.H317.

Brain SD, Grant AD. Vascular actions of calcitonin gene-related peptide and
adrenomedullin. Physiol Rev. 2004;84(3):903-34.

Morgan JI, Curran T. Stimulus-transcription coupling in the nervous system:
involvement of the inducible proto-oncogenes fos and jun. Annu Rev Neurosci.
1991;14:421-51.

Greenberg ME, Ziff EB. Stimulation of 3T3 cells induces transcription of the c-fos
proto-oncogene. Nature. 1984;311(5985):433-8.

Lanahan A, Worley P. Immediate-Early Genes and Synaptic Function. Neurobiol
Learn Mem. 1998;70(1-2):37-43.

Ter Horst GJ, Meijler WJ, Korf J, Kemper RHA. Trigeminal nociception-induced
cerebral Fos expression in the conscious rat. Cephalalgia. 2001;21(10):963-75.

Kilinc E, Firat T, Tore F, Kiyan A, Kukner A, Tungel N. Vasoactive Intestinal peptide
modulates c-Fos activity in the trigeminal nucleus and dura mater mast cells in
sympathectomized rats. J Neurosci Res. 2015;93(4):644-50.

Caterina MJ, Rosen TA, Tominaga M, Brake AJ, Julius D. A capsaicin-receptor
homologue with a high threshold for noxious heat. Nature. 1999;398(6726):436—41.

AG,LV,JW, XL, R E. Immunocytochemical localization of the vanilloid receptor
1 (VR1): relationship to neuropeptides, the P2X3 purinoceptor and 1B4 binding sites.
Eur J Neurosci. 1999;11(3):946-58.

79



212.

213.

214.

215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

Geppetti P, Del Bianco E, Santicioli P, Th.Lippe I, Maggi CA, Sicuteri F. Release of
sensory neuropeptides from dural venous sinuses of guinea pig. Brain Res.
1990;510(1):58-62.

Cutrer FM, Limmroth V, Ayata G, Moskowitz MA. Attenuation by valproate of c-fos
immunoreactivity in trigeminal nucleus caudalis induced by intracisternal capsaicin.
Br J Pharmacol. 1995;116(8):3199.

Iliakis B, Anderson NL, Irish PS, Henry MA, Westrum LE. Electron microscopy of
immunoreactivity patterns for glutamate and <y-aminobutyric acid in synaptic
glomeruli of the feline spinal trigeminal nucleus (subnucleus caudalis). Journal of
Comparative Neurology. 1996;366(3):465—77.

Bereiter DA, Bereiter DF, Hathaway CB. The NMDA receptor antagonist MK-801
reduces Fos-like immunoreactivity in central trigeminal neurons and blocks select
endocrine and autonomic responses to corneal stimulation in the rat. Pain.
1996;64(1):179-89.

Bormann J. The “ABC” of GABA receptors. Trends Pharmacol Sci. 2000;21(1):16—
9.

Cutrer FM, Moskowitz MA. Wolff Award 1996. The actions of valproate and
neurosteroids in a model of trigeminal pain. Headache. 1996;36(10):579-85.

Li JL, Ding YQ, Xiong KH, Li JS, Shigemoto R, Mizuno N. Substance P receptor
(NK1)-immunoreactive neurons projecting to the periaqueductal gray: distribution in
the spinal trigeminal nucleus and the spinal cord of the rat. Neurosci Res.
1998;30(3):219-25.

Sharp T, Barnes NM. Central 5-HT receptors and their function; present and future.
Neuropharmacology [Internet]. 2020 [cited 2022 Nov 20];177 Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32522572/.
doi:10.1016/J.NEUROPHARM.2020.108155.

Cologno D, Mazzeo A, Lecce B, et al. Triptans: over the migraine. Neurological
Sciences 2012 33:1. 2012;33(1):193-8.

Goadsby PJ, Lipton RB, Ferrari MD. Migraine--current understanding and treatment.
N Engl J Med. 2002;346(4):257-70.

80



222.

223.

224,

225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.

Bruinvels AT, Landwehrmeyer B, Moskowitz MA, Hoyer D. Evidence for the
presence of 5-HT1B receptor messenger RNA in neurons of the rat trigeminal ganglia.
Eur J Pharmacol. 1992;227(3):357-9.

Mitsikostas DD, Sanchez Del Rio M, Moskowitz MA, Waeber C. Both 5-HT1B and
5-HT1F receptors modulate c-fos expression within rat trigeminal nucleus caudalis.
Eur J Pharmacol. 1999;369(3):271-7.

Nozaki K, Moskowitz MA, Boccalini P. CP-93,129, sumatriptan, dihydroergotamine
block c-fos expression within rat trigeminal nucleus caudalis caused by chemical
stimulation of the meninges. Br J Pharmacol. 1992;106(2):409-15.

Bredt DS. Endogenous nitric oxide synthesis: biological functions and
pathophysiology. Free Radic Res. 1999;31(6):577-96.

Ahmed AR, Ahmed M, Vun-Sang S, Igbal M. Is Glyceryl Trinitrate, a Nitric Oxide
Donor Responsible for Ameliorating the Chemical-Induced Tissue Injury In Vivo?
Molecules 2022, Vol 27, Page 4362. 2022;27(14):4362.

Messlinger K, Suzuki A, Pawlak M, Zehnter A, Schmidt RF. Involvement of nitric
oxide in the modulation of dural arterial blood flow in the rat. Br J Pharmacol.
2000;129(7):1397.

Moncada S, Higgs EA. Nitric oxide and the vascular endothelium. Handb Exp
Pharmacol. 2006;176(176 Pt 1):213-54.

Edvinsson L, Mulder H, Goadsby PJ, Uddman R. Calcitonin gene-related peptide and
nitric oxide in the trigeminal ganglion: cerebral vasodilatation from trigeminal nerve
stimulation involves mainly calcitonin gene-related peptide. J Auton Nerv Syst.
1998;70(1-2):15-22.

Toda N, Okamura T. The pharmacology of nitric oxide in the peripheral nervous

system of blood vessels. Pharmacol Rev. 2003;55(2):271-324.

Casili G, Lanza M, Filippone A, et al. Dimethyl fumarate alleviates the nitroglycerin
(NTG)-induced migraine in mice. J Neuroinflammation [Internet]. 2020 [cited 2023
Mar 20];17(1) Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32066464/.
doi:10.1186/S12974-020-01736-1.

Chen H, Tang X, Li J, et al. IL-17 crosses the blood-brain barrier to trigger

neuroinflammation: a novel mechanism in nitroglycerin-induced chronic migraine. J

81



233.

234.

235.

236.

237.

238.

239.

240.

241.

242.

243.

Headache Pain [Internet]. 2022 [cited 2023 Mar 20];23(1) Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34979902/. doi:10.1186/S10194-021-01374-9.

Foudah Al, Devi S, Algarni MH, et al. Quercetin Attenuates Nitroglycerin-Induced
Migraine Headaches by Inhibiting Oxidative Stress and Inflammatory Mediators.
Nutrients [Internet]. 2022 [cited 2023 Mar 20];14(22) Available from:
/pmc/articles/PMC9695045/. doi:10.3390/NU14224871.

Tfelt-Hansen PC, Koehler PJ. One Hundred Years of Migraine Research: Major
Clinical and Scientific Observations From 1910 to 2010. Headache: The Journal of
Head and Face Pain. 2011;51(5):752-78.

Jacob H, Braekow P, Schwarz R, et al. Ergotamine Stimulates Human 5-HT4-
Serotonin Receptors and Human H2-Histamine Receptors in the Heart. Int J Mol Sci.
2023;24(5):4749.

Dale HH. On some physiological actions of ergot. J Physiol. 1906;34(3):163-206.

Tfelt-Hansen P, Saxena PR, Dahlof C, et al. Ergotamine in the acute treatment of
migraineA review and European consensus. Brain. 2000;123(1):9-18.

Tynan D, Ahmad K, Thieben M. Long-term Ergotamine Derivative Therapy for
Migraine Associated with Pachymeningitis and Sixth Cranial Nerve Palsy. Neuro-
Ophthalmology. 2019;43(6):417.

Bigal M, Borucho S, Serrano D, Lipton R. The acute treatment of episodic and chronic
migraine in the USA. Cephalalgia. 2009;29(8):891-7.

Curran DA, Hinterberger H, Lance JW, Joffe AD. Total plasma serotonin, 5-
hydroxyindoleacetic acid and p-hydroxy-m-methoxymandelic acid excretion in
normal and migrainous subjects. Brain. 1965;88(5):997-1010.

Kilinc E, Guerrero-Toro C, Zakharov A, et al. Serotonergic mechanisms of trigeminal
meningeal nociception: Implications for migraine pain. Neuropharmacology.
2017;116:160-73.

Moreno-Ajona D, Chan C, Villar-Martinez MD, Goadsby PJ. Targeting CGRP and
5-HT1F Receptors for the Acute Therapy of Migraine: A Literature Review.
Headache: The Journal of Head and Face Pain. 2019;59(S2):3-19.

Villalon CM, Centurion D. Cardiovascular responses produced by 5-
hydroxytriptamine:a pharmacological update on the receptors/mechanisms involved

82



244,

245.

246.

247.

248.

249.

250.

251.

252.

253.

and therapeutic implications. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol. 2007;376(1—
2):45-63.

Doenicke A, Brand J, Perrin VL. POSSIBLE BENEFIT OF GR43175, A NOVEL 5-
HT1-LIKE RECEPTOR AGONIST, FOR THE ACUTE TREATMENT OF
SEVERE MIGRAINE. The Lancet. 1988;331(8598):1309-11.

Rubio-Beltran E, Labastida-Ramirez A, Villalon CM, MaassenVanDenBrink A. Is
selective 5-HT1F receptor agonism an entity apart from that of the triptans in
antimigraine therapy? Pharmacol Ther. 2018;186:88-97.

Adelborg K, Szépligeti SK, Holland-Bill L, et al. Migraine and risk of cardiovascular
diseases: Danish population based matched cohort study. BMJ. 2018;360:k96.

de Vries T, Villalon CM, MaassenVanDenBrink A. Pharmacological treatment of
migraine: CGRP and 5-HT beyond the triptans. Pharmacol Ther. 2020;211:107528.

Ramadan NM, Skljarevski V, Phebus LA, Johnson KW. 5-HT1F receptor agonists in
acute migraine treatment: a hypothesis. Cephalalgia. 2003;23(8):776-85.

Gonzalez-Hernandez A, Manrique-Maldonado G, Lozano-Cuenca J, et al. The 5-
HT(1) receptors inhibiting the rat vasodepressor sensory CGRPergic outflow: further
involvement of 5-HT(1F), but not 5-HT(1A) or 5-HT(1D), subtypes. Eur J Pharmacol.
2011;659(2-3):233-43.

Nelson DL, Phebus LA, Johnson KW, et al. Preclinical pharmacological profile of the
selective 5-HT1F receptor agonist lasmiditan. Cephalalgia. 2010;30(10):1159-69.

Edvinsson L, Chan KY, Eftekhari S, et al. Effect of the calcitonin gene-related peptide
(CGRP) receptor antagonist telcagepant in human cranial arteries. Cephalalgia.
2010;30(10):1233-40.

Hong P, Tan T, Liu Y, Xiao J. Gepants for abortive treatment of migraine: A network
meta-analysis. Brain Behav [Internet]. 2020 [cited 2023 Mar 24];10(8) Available
from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32525262/. doi:10.1002/BRB3.1701.

lovino M, Feifel U, Yong CL, Wolters JM, Wallenstein G. Safety, tolerability and
pharmacokinetics of BIBN 4096 BS, the first selective small molecule calcitonin
gene-related peptide receptor antagonist, following single intravenous administration
in healthy volunteers. Cephalalgia. 2004;24(8):645-56.

83



254,

255.

256.

257.

258.

259.

260.

261.

262.

263.

264.

Olesen J, Diener H-C, Husstedt IW, et al. Calcitonin Gene—Related Peptide Receptor
Antagonist BIBN 4096 BS for the Acute Treatment of Migraine.
https://doi.org/101056/NEJM0a030505. 2004;350(11):1104-10.

Ho TW, Connor KM, Zhang Y, et al. Randomized controlled trial of the CGRP
receptor  antagonist telcagepant for migraine prevention.  Neurology.
2014;83(11):958-66.

Marcus R, Goadsby PJ, Dodick D, Stock D, Manos G, Fischer TZ. BMS-927711 for
the acute treatment of migraine: A double-blind, randomized, placebo controlled,
dose-ranging trial. Cephalalgia. 2014;34(2):114-25.

Voss T, Lipton RB, Dodick DW, et al. A phase Ilb randomized, double-blind,
placebo-controlled trial of ubrogepant for the acute treatment of migraine.
Cephalalgia. 2016;36(9):887-98.

Reuter U, Ehrlich M, Gendolla A, et al. Erenumab versus topiramate for the
prevention of migraine — a randomised, double-blind, active-controlled phase 4 trial.
Cephalalgia. 2022;42(2):108.

Baumann A. Early development of therapeutic biologics--pharmacokinetics. Curr
Drug Metab. 2006;7(1):15-21.

Bigal ME, Walter S, Rapoport AM. Therapeutic antibodies against CGRP or its
receptor. Br J Clin Pharmacol. 2015;79(6):886-95.

Gonzalez-Hernandez A, Marichal-Cancino BA, MaassenVanDenBrink A, Villalon
CM. Side effects associated with current and prospective antimigraine
pharmacotherapies. Expert Opin Drug Metab Toxicol. 2018;14(1):25-41.

Oshima N, Narukawa Y, Takeda T, Kiuchi F. Collagenase inhibitors from Viola
yedoensis. J Nat Med. 2013;67(1):240-5.

Garg SS, Gupta J, Sahu D, Liu CJ. Pharmacological and Therapeutic Applications of
Esculetin. Int J Mol Sci [Internet]. 2022 [cited 2023 Mar 25];23(20) Available from:
/pmc/articles/PMC9604018/. doi:10.3390/1JMS232012643.

Liang C, Ju W, Pei S, Tang Y, Xiao Y. Pharmacological Activities and Synthesis of
Esculetin and Its Derivatives: A Mini-Review. Molecules 2017, Vol 22, Page 387.
2017;22(3):387.

84



265.

266.

267.

268.

269.

270.

271.

272.

273.

274.

275.

Kadakol A, Sharma N, Kulkarni YA, Gaikwad AB. Esculetin: A phytochemical
endeavor fortifying effect against non-communicable diseases. Biomed
Pharmacother. 2016;84:1442-8.

Budzynska B, Boguszewska-Czubara A, Kruk-Slomka M, et al. Effects of
imperatorin on scopolamine-induced cognitive impairment and oxidative stress in
mice. Psychopharmacology (Berl). 2015;232(5):931-42.

Floege J, Liischer B, Miiller-Newen G. Cytokines and inflammation. Eur J Cell Biol.
2012;91(6-7):4217.

Medzhitov R. Inflammation 2010: New Adventures of an OIld Flame. Cell.
2010;140(6):771-6.

Arulselvan P, Fard MT, Tan WS, et al. Role of Antioxidants and Natural Products in
Inflammation. Oxid Med Cell Longev [Internet]. 2016 [cited 2023 Mar 26];2016
Available from: /pmc/articles/PMC5075620/. doi:10.1155/2016/5276130.

Giuliani C, Bucci |, Napolitano G. The Role of the Transcription Factor Nuclear
Factor-kappa B in Thyroid Autoimmunity and Cancer. Front Endocrinol (Lausanne).
2018;9(AUG):471.

Lawrence T, Fong C. The resolution of inflammation: anti-inflammatory roles for NF-
kappaB. Int J Biochem Cell Biol. 2010;42(4):519-23.

Ghosh S, Karin M. Missing pieces in the NF-xB puzzle. Cell [Internet]. 2002 [cited
2023 Mar 27];109(2 SUPPL. 1) Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11983155/. doi:10.1016/S0092-8674(02)00703-1.

CHENG YJ, TIAN XL, ZENG YZ, et al. Esculetin protects against early sepsis via
attenuating inflammation by inhibiting NF-xB and STAT1/STATS3 signaling. Chin J
Nat Med. 2021;19(6):432-41.

Hong SH, Jeong HK, Han MH, Park C, Choi YH. Esculetin suppresses
lipopolysaccharide-induced inflammatory mediators and cytokines by inhibiting
nuclear factor-xB translocation in RAW 264.7 macrophages. Mol Med Rep.
2014;10(6):3241-6.

Jayakumar T, Huang CJ, Yen TL, et al. Activation of Nrf2 by Esculetin Mitigates
Inflammatory Responses through Suppression of NF-kB Signaling Cascade in RAW
264.7 Cells. Molecules [Internet]. 2022 [cited 2023 Mar 27];27(16) Available from:
/pmc/articles/PMC9412493/. doi:10.3390/MOLECULES27165143.

85



276.

2177.

278.

279.

280.

281.

282.

283.

284.

285.

286.

Jeong NH, Yang EJ, Jin M, et al. Esculetin from Fraxinus rhynchophylla attenuates
atopic skin inflammation by inhibiting the expression of inflammatory cytokines. Int
Immunopharmacol. 2018;59:209-16.

Riches DWH, Chan ED, Winston BW. TNF-alpha-induced regulation and signalling
in macrophages. Immunobiology. 1996;195(4-5):477-90.

Deshmane SL, Kremlev S, Amini S, Sawaya BE. Monocyte Chemoattractant Protein-
1 (MCP-1): An Overview. Journal of Interferon & Cytokine Research.
2009;29(6):313.

Kim Y, Park Y, Namkoong S, Lee J. Esculetin inhibits the inflammatory response by
inducing heme oxygenase-1 in cocultured macrophages and adipocytes. Food Funct.
2014;5(9):2371-7.

Zhu L, Nang C, Luo F, et al. Esculetin attenuates lipopolysaccharide (LPS)-induced
neuroinflammatory processes and depressive-like behavior in mice. Physiol Behav.
2016;163:184-92.

Wan M, Tang X, Stsiapanava A, Haeggstrom JZ. Biosynthesis of leukotriene B4.
Semin Immunol. 2017;33:3-15.

Ramachandran R, Bhatt DK, Ploug KB, et al. Nitric oxide synthase, calcitonin gene-
related peptide and NK-1 receptor mechanisms are involved in GTN-induced
neuronal activation. Cephalalgia. 2014;34(2):136-47.

Greco R, Gasperi V, Sandrini G, et al. Alterations of the endocannabinoid system in
an animal model of migraine: evaluation in cerebral areas of rat. Cephalalgia.
2010;30(3):296-302.

Mohammadi Vosough E, Baradaran Rahimi V, Masoud SA, et al. Evaluation of
protective effects of non-selective cannabinoid receptor agonist WIN 55,212-2
against the nitroglycerine-induced acute and chronic animal models of migraine: A
mechanistic study. Life Sci. 2019;232:116670.

Kilinc E, Tore F, Dagistan Y, Bugdayci G. Thymoquinone Inhibits Neurogenic
Inflammation Underlying Migraine Through Modulation of Calcitonin Gene-Related
Peptide Release and Stabilization of Meningeal Mast Cells in Glyceryltrinitrate-
Induced Migraine Model in Rats. Inflammation. 2020;43(1):264—73.

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

86



287.

288.

289.

290.

291.

292.

293.

294.

295.

296.

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

Bates EA, Nikai T, Brennan KC, et al. Sumatriptan alleviates nitroglycerin-induced

mechanical and thermal allodynia in mice. Cephalalgia. 2010;30(2):170-8.

Bree D, Levy D. Intact mast cell content during mild head injury is required for
development of latent pain sensitization: implications for mechanisms underlying
post-traumatic headache. Pain. 2019;160(5):1050-8.

Strecker T, Dux M, Messlinger K. Nitric Oxide Releases Calcitonin-Gene-Related
Peptide from Rat Dura mater Encephali Promoting Increases in Meningeal Blood
Flow. J Vasc Res. 2002;39(6):489-96.

Citak A, Kilinc E, Torun IE, Ankarali S, Dagistan Y, Yoldas H. The effects of certain
TRP channels and voltage-gated KCNQ/Kv7 channel opener retigabine on calcitonin
gene-related peptide release in the trigeminovascular system. Cephalalgia.
2022;42(13):1375-86.

Labastida-Ramirez A, Rubio-Beltrdn E, Haanes KA, et al. Lasmiditan inhibits
calcitonin gene-related peptide release in the rodent trigeminovascular system. Pain.
2020;161(5):1092-9.

Kilinc E, Ankarali S, Torun IE, Dagistan Y. Receptor mechanisms mediating the anti-
neuroinflammatory effects of endocannabinoid system modulation in a rat model of

migraine. European Journal of Neuroscience. 2022;55(4):1015-31.

Goadsby PJ, Edvinsson L, Ekman R. Vasoactive peptide release in the extracerebral
circulation of humans during migraine headache. Ann Neurol. 1990;28(2):183-7.

Fusayasu E, Kowa H, Takeshima T, Nakaso K, Nakashima K. Increased plasma
substance P and CGRP levels, and high ACE activity in migraineurs during headache-
free periods. Pain. 2007;128(3):209-14.

Frederiksen SD, Bekker-Nielsen Dunbar M, Snoer AH, Deen M, Edvinsson L.
Serotonin and Neuropeptides in Blood From Episodic and Chronic Migraine and
Cluster Headache Patients in Case-Control and Case-Crossover Settings: A
Systematic Review and Meta-Analysis. Headache. 2020;60(6):1132—64.

87



297.

298.

299.

300.

301.

302.

308.

304.

305.

306.

307.

Gallai V, Sarchielli P, Floridi A, et al. Vasoactive peptide levels in the plasma of
young migraine patients with and without aura assessed both interictally and ictally.
Cephalalgia. 1995;15(5):384-90.

Greco R, Demartini C, Zanaboni AM, Tassorelli C. Chronic and intermittent
administration of systemic nitroglycerin in the rat induces an increase in the gene
expression of CGRP in central areas: potential contribution to pain processing. J
Headache Pain [Internet]. 2018 [cited 2023 Sep 6];19(1) Awvailable from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/30003352/. doi:10.1186/S10194-018-0879-6.

Levy D, Burstein R, Kainz V, Jakubowski M, Strassman AM. Mast cell degranulation
activates a pain pathway underlying migraine headache. Pain. 2007;130(1-2):166—
76.

Al-Hassany L, Goadsby PJ, Danser AHJ, MaassenVanDenBrink A. Calcitonin gene-
related peptide-targeting drugs for migraine: how pharmacology might inform
treatment decisions. Lancet Neurol. 2022;21(3):284-94.

Altamura C, Brunelli N, Marcosano M, Fofi L, Vernieri F. Gepants - a long way to
cure: a narrative review. Neurol Sci. 2022;43(9):5697-708.

Offenhauser N, Zinck T, Hoffmann J, et al. CGRP release and c-fos expression within
trigeminal nucleus caudalis of the rat following glyceryltrinitrate infusion.
Cephalalgia. 2005;25(3):225-36.

Vamos E, Fejes A, Koch J, et al. Kynurenate derivative attenuates the nitroglycerin-

induced CamKlIIa and CGRP expression changes. Headache. 2010;50(5):834—43.

Pedersen SH, Ramachandran R, Amrutkar DV, Petersen S, Olesen J, Jansen-Olesen
I. Mechanisms of glyceryl trinitrate provoked mast cell degranulation. Cephalalgia.
2015;35(14):1287-97.

Singh L, Kaur A, Garg S, Singh AP, Bhatti R. Protective Effect of Esculetin, Natural

Coumarin in Mice Model of Fibromyalgia: Targeting Pro-Inflammatory Cytokines
and MAO-A. Neurochem Res. 2020;45(10):2364—74.

Lassen LH, Haderslev PA, Jacobsen VB, Iversen HK, Sperling B, Olesen J. CGRP
may play a causative role in migraine. Cephalalgia. 2002;22(1):54-61.

Theoharides TC, Donelan J, Kandere-Grzybowska K, Konstantinidou A. The role of
mast cells in migraine pathophysiology. Brain Res Brain Res Rev. 2005;49(1):65-76.

88



308.

309.

310.

311.

312.

313.

314.

315.

316.

Jain NK, Kulkarni SK, Singh A. Role of cysteinyl leukotrienes in nociceptive and
inflammatory conditions in experimental animals. Eur J Pharmacol. 2001;423(1):85—
92.

Noguchi K, Okubo M. Leukotrienes in nociceptive pathway and
neuropathic/inflammatory pain. Biol Pharm Bull. 2011;34(8):1163-9.

Okubo M, Yamanaka H, Kobayashi K, Noguchi K. Leukotriene synthases and the
receptors induced by peripheral nerve injury in the spinal cord contribute to the
generation of neuropathic pain. Glia. 2010;58(5):599-610.

Levine JD, Lau W, Kwiat G, Goetzl EJ. Leukotriene B4 produces hyperalgesia that
is dependent on polymorphonuclear leukocytes. Science. 1984;225(4663):743-5.

Wu KC, Chen YH, Cheng KS, et al. Suppression of voltage-gated Na(+) channels and
neuronal excitability by imperatorin. Eur J Pharmacol. 2013;721(1-3):49-55.

Skalicka-Wozniak K, Orhan IE, Cordell GA, Nabavi SM, Budzynska B. Implication
of coumarins towards central nervous system disorders. Pharmacol Res.
2016;103:188-203.

Singhuber J, Baburin I, Ecker GF, Kopp B, Hering S. Insights into structure-activity
relationship of GABAA receptor modulating coumarins and furanocoumarins. Eur J
Pharmacol. 2011;668(1-2):57-64.

Yan J, Dussor G. lon Channels and Migraine. Headache: The Journal of Head and
Face Pain. 2014;54(4):619-39.

Gregory D. Meningeal Afferent lon Channels and their Role in Migraine.
Neurobiological Basis of Migraine. 2017;49-68.

89



