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1 EINLEITUNG

1.1 Cannabis — ein historisches Heilmittel

Allgemein gilt, dass die Heimat der Hanfpflanze Cannabis sativa L. (Familie
Cannabaceae; Abbildung 1.1) in Zentralasien zu suchen ist. Exakte Angaben Uber
den Zeitpunkt und die Herkunft sind schwierig. 8000 v. Chr. dienten die Fasern der
Pflanze vor allem zur Herstellung von Textilien und Seilen, daneben fand der Samen
als Nahrungsmittel und Ollieferant Verwendung. Die Bezeichnung ,Cannabis“ geht
auf die Assyrer (circa 1700 v. Chr.) zurtick, die in ihren Schriften die Hanfpflanze als

,Qunnu-Bum® (wurzige Rohrpflanze) bezeichneten.

Abbildung 1.1: Die Hanfpflanze Cannabis sativa L.

1. Spitze der blihenden mannlichen Pflanze. 2. Spitze der fruchttragenden weiblichen
Pflanze. 3. Samling. 4. Teilblatt eines grofien, elfteiligen Blattes. 5. Teil des mannlichen
Blutenstandes mit Knospen und ausgereifter mannlicher Bliite. 6. Weibliche Bliten mit aus
dem Deckblatt herausragenden Narben. 7. Frucht, in ausdauerndem behaartem Deckblatt
eingeschlossen. 8. Seiten- und Kantenansicht der Frucht. 9. Drusenhaar. 10. Nichtdrusiges
Haar.

Neben seiner Bedeutung als Nutzpflanze besitzt der Hanf auch eine lange
Tradition als Heilpflanze. Das erste fragmentarische Dokument Uber Cannabis als

Medizin erschien vor ungefahr 5000 Jahren in China, wo es gegen Malaria,
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Darmtragheit, rheumatische Schmerzen sowie bei der Entbindung und, mit Wein
gemischt, als Analgetikum fur Operationen empfohlen wurde. Von China scheint die
Pflanze um 800 vor Christus nach Indien gelangt zu sein. Nachfolgende
Aufzeichnungen geben Hinweise Uber deren Verwendung in Asien, dem mittleren
Osten, Sudafrika und Stidamerika.

In der Antike war den Griechen und Lateinern Cannabis sowohl als
Faserlieferant als auch als vielfaltiges Heilmittel ein Begriff. Der romische Arzt Galen
beschrieb bereits im 2. Jahrhundert nach Christus neben der ,Foérderung der
Fréhlichkeit auch die medizinische Wirkung des Brennesselgewachses. Mit der
Uberlieferung der klassisch-antiken Medizinkonzepte in die arabische Welt wiesen
bereits um 1000 nach Christus einige Gelehrte auf einen grof3en Missbrauch von
Haschisch hin.

Schon seit dem 6. Jahrhundert gilt Cannabis als Heilmittel bei Appetitlosigkeit,
Asthma oder Migrane und beeinflusst damit die europaische Medizin seit mittlerweile
16 Jahrhunderten.

Die weltweite Verbreitung der Pflanze im 18. und 19. Jahrhundert basierte vor
allem auf der praktischen Nutzung der Hanffasern fur Textilien und Schiffstampen.

Wie bereits in den vorangegangen Epochen wurde auch im 18. Jahrhundert von
der Arzneipflanze Cannabis sativa L. fast ausschliel3lich, wie in der Volksmedizin
Ublich, der Samen in Form des Ols oder einer Emulsion medizinisch verwendet.
Cannabis sativa L. war eines der ersten homdopathischen Arzneimittel Uberhaupt
und wurde von Samuel Hahnemann bereits 1811 in seiner “Reinen Arzneimittellehre,
Erster Theil® erwahnt. Im Jahr 1839 setzt der in Indien stationierte irische Arzt
O’Shaughnessy diverse Hanfpraparate mit zum Teil groem Erfolg bei Indikationen
wie Rheumatismus, Tollwut, Cholera, Starrkrampf, Krampfe und Delirium tremens
ein. Ebenfalls in der ersten Halfte des 19. Jahrhunderts fanden Zubereitungen aus
Hanf Eingang in die Arzneibucher sowohl Europas als auch Amerikas. Das
Erganzungsbuch zum 6. Deutschen Arzneibuch aus dem Jahre 1941 enthielt
“Tinctura Cannabis indicae“ — Indischhanftinktur.

Mitte des 19. Jahrhunderts gehorte Cannabis dank der Arbeit des deutschen
Bernhard Fronmuller ("Klinische Studien uber die schlafmachende Wirkung der
narkotischen Arzneimittel") in Westeuropa in jede Hausapotheke — als wirksames
Mittel gegen Mudigkeit und Schlafstérungen. Diese Zeit fuhrte zur ersten fabrikmalig

hergestellten Cannabiszubereitung, dem ,Cannabin®, sowie der Asthmazigarette und
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dem bekannten Schlafmittel ,Bromidia“. Weltweit begannen viele Unternehmen,
darunter die Firma E. Merck in Darmstadt, hochwertige Rohstoffe und Fertigarzneien
zu produzieren, die bei Indikationen wie Schmerzzustande, Keuchhusten, Asthma,
Schlaf- und Ruhelosigkeit, Appetitlosigkeit, Depressionen und einigen mehr
verwendet wurden. Der sogenannte “Indian Hemp Report® der Englander von 1894
lieferte einen aulerordentlich  wichtigen wissenschaftlichen Beitrag zur
Cannabisforschung. Hierin ging es darum, die Gewinnung, den Handel und die
Auswirkung von Drogen aus Cannabis auf die Bevdlkerung zu untersuchen. So kann
die Zeitspanne von 1880 bis 1900 als Hohepunkt der Verwendung der Hanfpraparate
sowie als betrachtlicher Fortschritt der Cannabisforschung bezeichnet werden.

Im 20. Jahrhundert modernisierte der rasante naturwissenschaftliche Fortschritt
die Pharmakologie. Wahrend die Cannabispraparate um die Jahrhundertwende noch
haufig benutzt wurden, verschwanden sie gegen Mitte des 20. Jahrhunderts
vollstandig. Neue, synthetisch hergestellte Arzneimittel wie Acetylsalicylsaure
eroberten den Markt und drangten die medizinische Bedeutung von Hanf zuruck.
Weitere Grunde waren die Schwierigkeit der Standardisierung, wirtschaftliche
Aspekte und rechtliche Einschrankungen.

Da nun der Gebrauch als Rauschdroge stark zunahm, wurde die Pflanze in
vielen Landern den Betaubungsmittelgesetzen unterstellt, so in Deutschland 1951
(von 1982 bis 1996 herrschte hier sogar ein Anbauverbot). Als 1964 die Aufklarung
der chemischen Struktur des blass-gelben Harzes (-)-trans-A°-Tetrahydrocannabinol
(A%-THC) gelang (Gaoni & Mechoulam 1964), waren Hanfzubereitungen aus den
Arzneibuchern der westlichen Industrielander weitgehend wieder verschwunden.
Auch der Faserhanf wurde zurlckgedrangt von billigeren Fasern wie Sisal,
Baumwolle oder Jute.

In den letzten 50 Jahren bewahrte die Wissenschaft zwar ihr Interesse an
Cannabis, therapeutische Erfahrungen aus dieser Zeit wurden jedoch uUberwiegend
aullerhalb der medizinischen Fachliteratur erortert. Seit einigen Jahren drangen
jedoch immer mehr Wissenschaftler und Arzte darauf, deutlicher zwischen der
Rausch- und der Heilwirkung zu unterscheiden. In Studien wird derzeit geprift, ob
die Heilwirkungen von Cannabis streng kontrollierten, klinischen Bedingungen Stand

halten konnen.
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1.2 Pharmakologie der Cannabinoide

1.2.1 Rezeptoren und deren Verteilung

In den letzten zwei Jahrzehnten wurden gro3e Fortschritte bei der
Identifizierung und Charakterisierung der Cannabinoidrezeptoren und des
endogenen Cannabinoidsystems (Endocannabinoidsystems) gemacht.

Da Cannabinoide sehr lipophil und nicht wasserldslich sind, dachte man lange,
ihre pharmakologischen Eigenschaften beruhen auf ihrer Fahigkeit, die Struktur der
Phospholipidbestandteile von biologischen Membranen zu beeinflussen (Pertwee
1988). Obwohl diese Art der Wirkung nicht vollstandig ausgeschlossen werden kann,
ist nun klar, dass der wichtigste Mechanismus vieler Effekte der Cannabinoide
wesentlich spezifischer ist: Cannabinoide Uben ihre biologische Wirkung uber
Rezeptor-vermittelte Mechanismen aus (Howlett 1995; Pertwee 1997). Der erste
Beweis fur Cannabinoidrezeptoren wurde 1986 gefunden (Howlett et al. 1986).
Forscher berichteten, dass Cannabinoide die Akkumulation von zyklischem
Adenosinmonophosphat (cCAMP) hemmten, was auf einen Rezeptor-vermittelten
Mechanismus hindeutete. Zwei Subtypen von Cannabinoidrezeptoren, CB1 und CB,,
wurden bisher eindeutig identifiziert. Es bestehen jedoch Hinweise auf die Existenz
weiterer Cannabinoidrezeptor-Subtypen (Shire et al. 1995; Di Marzo et al. 2000;
Breivogel et al. 2001).

1990 klonierten Forscher den CB4-Cannabinoidrezeptor, identifizierten seine
DNS-Sequenz und bestimmten seine Lokalisation im Gehirn (Herkenham et al. 1990;
Matsuda et al. 1990). Es wurde herausgefunden, dass die Aminosauresequenz des
CBj-Cannabinoidrezeptors mit einer fur G-Protein-gekoppelte Rezeptoren typischen
Tertiarstruktur Ubereinstimmt. In der Tat hemmen Cannabinoidrezeptor-Agonisten
uber Aktivierung von CBi-Rezeptoren die Adenylatzyklaseaktivitdt konzentrations-
abhangig, stereoselektiv und in Pertussistoxin-sensitiver Weise (Matsuda et al.
1990). Sowohl der CBj- als auch der drei Jahre spater entdeckte CB,-Rezeptor
(Munro et al. 1993) gehoéren somit zur Klasse der heptahelikalen Gj,-Protein-
gekoppelten Rezeptoren. Zwischen der Aminosauresequenz der beiden
Cannabinoidrezeptor-Subtypen besteht eine Homologie von 44% insgesamt und von
68% innerhalb der transmembrandren Domane, die an der Ligandenerkennung
malfgeblich beteiligt ist (Fichera et al. 2000). Vergleicht man die Rezeptoren

verschiedener Spezies, so findet man weitgehende Homologien. So zeigt der
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CB+-Rezeptor bei Mensch und Ratte z.B. eine Homologie von 97,3% insgesamt und
sogar 100% innerhalb der transmembranaren Regionen (Gerard et al. 1991).

Der CB4-Rezeptor wurde urspringlich im Gehirn der Ratte beschrieben
(Devane et al. 1988) und als der ,zentrale Cannabinoidrezeptor” bezeichnet. Jedoch
wurden ein paar Jahre spater Cannabinoid-CB+-Bindungsstellen (Pertwee 1997) und
Immunreaktivitat (Kulkarni-Narla & Brown 2000) auch in peripheren Geweben
gefunden, wo kurz zuvor auch von Cannabinoid-CBs-Transkripten berichtet wurde
(Bouaboula et al. 1993, Galiegue et al. 1995). So treten sie in der Peripherie an
sensorischen Neuronen sowie endokrinen Drusen, Leukozyten, Milz, Herz und
einigen Abschnitten des Reproduktions-, Harn- und Gastrointestinaltraktes auf
(Pertwee 1997). Einige CBi-Rezeptoren befinden sich auch auf zentralen und
peripheren Nervenendigungen (Ong & Mackie 1999; Pertwee 1997; Tsou et al.
1998), wo sie vermutlich die Neurotransmitterfreisetzung modulieren. Innerhalb des
Zentralnervensystems (ZNS) konnen die ungleichmaligen Verteilungsmuster der
CB+-Rezeptoren einige pharmakologische Eigenschaften von Cannabinoiden
erklaren (Breivogel & Childers 1998). So sind die GroRhirnrinde und die
Basalganglien, besonders Substantia nigra pars reticulata und Globus pallidus, sowie
die Molekularschicht des Cerebellums besonders reich an CB4-Cannabinoidrezeptor-
Bindungsstellen. Uber diese Rezeptoren vermitteln CBj-Rezeptor-Agonisten ihre
bekannte Fahigkeit der Veranderung motorischer Funktionen (DeSanty & Dar 2001).
Auch der Hippokampus, der eine zentrale Rolle fir Gedachtnis- und Lernvorgange
spielt, weist eine hohe Dichte an CBj-Rezeptoren auf (Herkenham et al. 1990;
Hampson & Deadwyler 1999). Demgegenuber findet man in der Medulla oblongata
und der Brucke, in denen lebenswichtige Kreislauf- und Atemregulationszentren
lokalisiert sind, etwas weniger CBi-Rezeptoren (Herkenham 1990; Mailleux &
Vanderhaegen 1992; Tsou et al. 1998; Padley et al. 2003).

1993 wurde ein Cannabinoidrezeptor aul’erhalb des Gehirns entdeckt — der
CB2-Rezeptor (Munro et al. 1993). Er ist bislang weniger gut beschrieben, wird aber
nicht mit neuronalem Gewebe in Zusammenhang gebracht und scheint ein
peripherer Rezeptor zu sein. CB,-Rezeptoren werden vor allem von Zellen des
Immunsystems, beispielsweise Leukozyten, in der Milz und in Tonsillen exprimiert
(Pertwee 1997). Das lalkt vermuten, dass Cannabinoide naturgemal} als
Immunmodulatoren wirken. Jedoch ist die genaue Rolle der CB,-Rezeptoren bisher

nicht geklart.
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1.2.2 Signaltransduktion

Sowohl der CB4- als auch der CB,-Rezeptor sind in Zellmembranen
eingebettet. Bindet ein Cannabinoid-Agonist an den Rezeptor, lauft eine Reihe von
Reaktionen ab. Zuerst werden Gaojo-Proteine aktiviert, was zu verschiedenen
intrazellularen Veranderungen fuhrt (Howlett et al. 2002). Zum Beispiel wird das
Enzym Adenylatzyklase gehemmt und folglich die Konzentration von zyklischem
Adenosinmonophosphat (cCAMP) erniedrigt (Howlett et al. 1986; Felder et al. 1995).
Die verminderte cAMP-Konzentration flhrt zu Veranderungen im Phosphorylierungs-
muster zellularer Effektorproteine, die Zellprozesse steuern. Elektrophysiologische
Untersuchungen zeigen CBi- (nicht jedoch CBy-) induzierte Veranderungen der
Leitfahigkeiten verschiedener lonenkanale. CB¢-Rezeptoren sind negativ an N- und
P/Q-Typ-Kalziumkanale (Caulfield & Brown 1992; Mackie & Hille 1992; Mackie et al.
1995) sowie positiv an sowohl A-Typ auswartsgerichtete (Deadwyler et al. 1993) als
auch einwartsgerichtete Kaliumkanale gekoppelt (Henry & Chavkin 1995; Mackie et
al. 1995). CBi-Rezeptoren kdénnen zudem Arachidonsaure mobilisieren und
schlielen 5-HT3;-Rezeptor-lonenkanale (Barann et al. 2002; flr ein Review siehe
Pertwee 1997). Auferdem aktivieren sie unter bestimmten Bedingungen die
Adenylatzyklase Uber Gs-Proteine (Calandra et al. 1999; Glass & Felder 1997).
Dartber hinaus sind einige CBi-Rezeptoren nach einer juingeren Beobachtung
negativ an M-Typ-Kaliumkanale gekoppelt (Schweitzer 2000). Es gibt zudem
Hinweise aus Experimenten an Katzen, dass CBj-Rezeptoren negativ an
Dihydropyridin-sensitive  L-Typ-Kalziumkanale auf glatten Muskelzellen von
Hirnarterien gekoppelt sind (Gebremedhin et al. 1999).

Diese Veranderungen der Leitfahigkeiten verschiedener lonenkanale bewirken
eine Modulation der Transmitterfreisetzung (fir eine Ubersicht s. Wallmichrath &
Szabo 2004). So wurde postuliert, dass eine Aktivierung prasynaptischer
Cannabinoidrezeptoren uber eine Erniedrigung der Kalziumleitfahigkeit die
Transmitterfreisetzung hemmt (Guo & lkeda 2004; Engler et al. unverdffentlichte
Daten) (Abbildung 1.2, S. 7). Ahnlich kdnnten Cannabinoide durch eine Aktivierung
einwartsgerichteter Kaliumkanale das Membranpotential erniedrigen und so die
Generation und Fortleitung von Aktionspotentialen unterdricken (Mackie et al. 1995;
Guo & lkeda 2004) (Abbildung 1.2). Eine weitere Moglichkeit der durch

Cannabinoide vermittelten Hemmung der Neurotransmitterfreisetzung ware eine
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Interaktion mit den fir die Vesikel/Zellmembran-Verschmelzung verantwortlichen
SNARE-Proteinen (Abbildung 1.2).

Ai?ﬁ7 .
4%V~‘ postsynaptische
Sy Zelle
(‘;%/11

& ®
Aktions-
/\t/]ﬁotential L ]

+K+ A/‘ .
K z
Retepio W\/‘\\

exogener
CB-Agonist

Abbildung 1.2: Signaltransduktion an prasynaptischen CB;-Rezeptoren und retrograde
SignalUbertragung durch Endocannabinoide.

2-AG: 2-Arachidonoylglycerol; a.: ais-adrenerger Rezeptor; AEA: Anandamid; GPC receptor:
G-Protein-gekoppelter Rezeptor; mGlu: metabotroper Glutamat-Rezeptor; V: Vasopressin-
Typ-1-Rezeptor; Vm1: Depolarisation.

1.2.3 Liganden an Cannabinoidrezeptoren und das Endocannabinoid-System

Chemisch werden Cannabinoide definiert als eine Gruppe von Cjy4-
Verbindungen der Cannabispflanze, deren Carboxylsduren, Analoga und
Transformationsprodukte. Der erweiterte biochemisch-funktionelle Begriff beinhaltet
zusatzlich alle Substanzen, die an Cannabinoidrezeptoren binden. Das sind sowohl
eine Vielzahl charakteristischer und spezifischer Inhaltstoffe der Cannabispflanze als
auch endogene oder auf synthetischem Weg gewonnene Liganden. Im weitesten
Sinne zahlen auch Fettsaureamidhydrolasehemmer, die die Anhaufung von

endogenen Cannabinoiden fordern, zu den Cannabinoiden.

Phytocannabinoide. Erst um 1850 wurden in Europa nahere Untersuchungen
vorgenommen, um die Wirkstoffe der Hanfpflanze zu analysieren. Nahezu 500

Inhaltsstoffe finden sich in einer Hanfpflanze, rund 66 kommen ausschlie3lich darin
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vor. Die Cannabinoide stecken vor allem in den weiblichen Pflanzen, die deshalb als
Rausch- und Heilmittel bevorzugt werden. Verwenden lassen sich die getrockneten
Blatter und Blaten (Marihuana), aber auch das von Driusen abgesonderte Harz
(Haschisch) oder Hanfol. Die naturlichen Cannabinoide gehoéren zur Obergruppe
der Terpene. Der Cy4-Grundkérper der natlrlichen Cannabinoide enthalt als
wesentliche Bausteine ein Phenol und ein Monoterpen (Mechoulam 1973). Zu den
wichtigsten klassischen Cannabinoiden, die in der Hanfpflanze vorkommen, gehoren
das psychotrop wirkende A®-THC (Abbildung 1.3, S. 9; Tabelle 1), der Hauptwirstoff
des Hanfs, und das Cannabidiol, eine antibiotisch wirksame biosynthetische Vorstufe
des A°-THC. Cannabidiol und Cannabinol, ein Oxidationsprodukt des AS-THCs,
wirken nicht psychotrop (Hollister 1974). Das ebenfalls aktive Isomer A.-THC tragt
wegen seiner geringen Menge nur wenig zur psychotropen Wirkung des

Pflanzenextrakts bei.

Tabelle 1: Affinitdten verschiedener Liganden an den Cannabinoidrezeptoren

CB; und CB..
CB1-Rezeptor CB.-Rezeptor

Ki [nM] Ki [nM]
A°-THC 40.7 36.4
Anandamid 89 371
CP55940 0.58 0.69
R(+)-WIN55212-2 1.89 0.28
S(+)-WIN55212-3 > 3500° > 1000°
Rimonabant (sr141716A) 12.3 702

nach Showalter et al. 1996 und ?Pertwee 1999; K;: inhibitorische Konstante
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Abbildung 1.3: Strukturformeln
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des klassischen Cannabinoids A°-THC, der endogenen Cannabinoide Anandamid und

2-Arachidonoylglycerol, der synthetischen Cannabinoid-Agonisten WIN55212-2 und
CP55940 und des synthetischen Cannabinoid-Antagonisten Rimonabant (SR141716A).
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Endocannabinoidsystem. Die Existenz von Cannabinoidrezeptoren legt nahe,
dass endogene (korpereigene) Cannabinoide existieren. 1992 entdeckten
Wissenschaftler einen ersten endogenen Cannabinoid-Liganden (Devane et al.
1992), der ahnliche Effekte wie A%THC aufweist. Sie benannten dieses
Endocannabinoid ,Anandamid® (Arachidonoylethanolamid; AEA) (Abbildung 1.3, S. 9;
Tabelle 1, S. 8), nach ,ananda“, dem sanskritischen Wort fur Gluckseligkeit (Devane
et al. 1992). Die Entdeckung des Eicosanoids Anandamid im Zusammenwirken mit
den zwei Cannabinoidrezeptoren war entscheidend fur das Aufdecken eines
endogenen Cannabinoid-Systems. Drei Typen endogener Cannabinoide wurden
bislang identifiziert: die Amide (z.B. Anandamid), die Glycerole (z.B. 2-Arachidonoyl-
glycerol) (Abbildung 1.3) und die Ether (Noladinether) (Hanus et al. 2001). Alle
bekannten Endocannabinoide sind Metabolite der Arachidonsaure, einer endogenen
Fettsdure. Sie werden in Neuronen, im GefalRendothel, in zirkulierenden
Makrophagen, Monozyten und Blutplattchen gebildet (Wagner et al. 1998; Hillard
2000).

Die Endocannabinoide kdénnen offenbar als Neuromodulatoren fungieren. In
den letzten drei Jahren wurden Forschungsergebnisse publiziert, die einen Einblick
in die molekularen Mechanismen dieser Funktion an zentralen (v.a. GABAergen)
Neuronen gewahren (Wilson & Nicoll 2002; Freund et al. 2003). Es konnte gezeigt
werden, dass endogene Cannabinoide bei Bedarf durch postsynaptische
Depolarisation von Neuronen (Wilson & Nicoll 2001; Wallmichrath & Szabo 2002)
sowie Uber Aktivierung Gaq/11-gekoppelter Rezeptoren (z.B. Maejima et al. 2001; Kim
et al. 2002) synthetisiert, Uber einen noch unbekannten Mechanismus freigesetzt
werden und anschlieBend uber eine retrograde Transmission an prasynaptischen
CB1-Rezeptoren hemmend auf die Neurotransmitterfreisetzung wirken (Abbildung
1.2, S. 7). Dieser Mechanismus wird an GABAergen Neuronen als ,depolarisation-
induced suppression of inhibition (DSI) bezeichnet (Wilson & Nicoll 2001;
Wallmichrath & Szabo 2002). Eine entsprechende prasynaptische Hemmung der
Neurotransmitterfreisetzung durch Endocannabinoide wird an sympathisch
adrenergen Neuronen diskutiert (Christopoulos et al. 2001; Schlicker et al. 2003;
s. Kapitel 1.7.2, Abschnitt 2). AuRer CB+- und CB,-Rezeptoren kdnnen auch andere
Rezeptoren im Gehirn und an Gefallen, z.B. Vanilloid-Rezeptoren (VR1), die
Wirkungen der Endocannabinoide vermitteln (Zygmunt et al. 1999; Szallasi & Di
Marzo 2000; Hillard et al. 2000).
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Einmal freigesetzt, werden die Endocannabinoide schnell aus dem
Extrazellularraum entfernt. Fur Anandamid hangt dieses Entfernen von einem
Carrier-vermittelten Aufnahmeprozess in Nervenzellen und Astrozyten ab (Di Marzo
et al. 1998; Piomelli et al. 2000). In der Zelle werden sowohl Anandamid als auch
2-Arachidonoylglycerol durch das mikrosomale Enzym Fettsaureamidhydrolase zu
Arachidonsaure und Ethanolamin hydrolysiert (Di Marzo et al. 1998; Piomelli et al.
2000).

Synthetische Cannabinoide. Die Entdeckung dieses neuen Neurotransmitter-
/Neuromodulatorsystems verstarkte das Interesse an der pharmakologisch-
toxikologischen und klinischen Erforschung der Cannabinoide. Aufgrund der
geringen Wasserldslichkeit der klassischen Cannabinoide, die zu experimentellen
Schwierigkeiten fihren kann, wurde eine Vielzahl weniger hydrophober, héher-affiner
sowie zum Teil selektiver Cannabinoidrezeptor-Liganden synthetisiert. Haufig
verwendet als experimentelle Werkzeuge zur Erforschung Cannabinoidrezeptor-
vermittelter Wirkungen werden die synthetischen Cannabinoidrezeptor-Liganden
CP55940 und WIN55212-2 (Pertwee 1999; Howlett et al. 2002) (Abbildung 1.3, S. 9;
Tabelle 1, S. 8). Letzteres ist ein 1991 von der Firma Sterling-Winthrop zufallig bei
der Suche nach neuen Indometacinderivaten entdecktes Aminoalkylindol mit
geringer Selektivitat fir CB,-Rezeptoren (Howlett 1995) (Tabelle 1). Das nicht-
klassische Cannabinoid CP55940 wurde, von der Struktur des A’-THC ausgehend,
Mitte der 80er Jahre von der Firma Pfizer synthetisiert (Howlett 1995). Hinsichtlich
der Fahigkeit, Cannabinoidrezeptoren zu aktivieren, sind CP55940 und WIN55212-2
an beiden Rezeptorsubtypen signifikant potenter als AS-THC oder Anandamid
(Tabelle 1). Der Einsatz von WIN55212-2 und seines inaktiven Stereocisomers
WINS55212-3 (Pertwee 1999; Howlett et al. 2002) (Abbildung 1.3, S. 9 ; Tabelle 1)
ermdglicht eine Differenzierung in rezeptorvermittelte und unspezifische Effekte.

Die Synthese der ersten Cannabinoidrezeptor-Antagonisten gelang Mitte der
90er Jahre. 1994 wurde von der Firma Sanofi-Research unter der Bezeichnung
SR141716A der erste CB1-Rezeptor-selektive Antagonist entwickelt, der heute auch
unter dem Namen Rimonabant bekannt ist (Rinaldi-Carmona et al. 1994; Pertwee
1999; Howlett et al. 2002; Fernandez & Allison 2004) (Abbildung 1.3 und Tabelle 1).
Es handelt sich um einen kompetitiven Antagonisten mit schwacher invers-

agonistischer Wirkung (MacLennan et al. 1998; Pertwee 1999; Kathmann et al.
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2004). Rimonabant wurde in vorliegender Arbeit zur Identifizierung CB4-Rezeptor-

vermittelter Wirkungen verwendet.

Tonische Aktivitdt des Endocannabinoid-Systems. Das invers-agonistische
Verhalten der Cannabinoidrezeptor-Antagonisten in einigen Bioassay-Systemen —
sie verursachen entgegengesetzte Wirkungen zu denen der Agonisten A®-THC und
Anandamid, z.B. Hyperalgesie oder Erbrechen — legt zumindest in einigen Geweben
und Regionen eine tonische Aktivitat des endogenen Cannabinoidsystems nahe.
Diese tonische Aktivitat wird auf zwei moégliche Mechanismen zurickgefihrt: auf
einen

e primar aktivierten Zustand einiger Cannabinoidrezeptoren

und/oder auf eine

e andauernde Freisetzung von Endocannabinoiden.

Eine tonische Aktivitat des Cannabinoidsystems wurde klinisch nachgewiesen fir die
Schmerzleitung im Hinterhorn des Rickenmarks, flr die Kontrolle der Spastik in
einem Tiermodell der multiplen Sklerose, fur die Kontrolle des Appetits (s. Kapitel
1.5, letzter Abschnitt) sowie fur emetische Regelkreise des Gehirns. Zudem konnte
gezeigt werden, dass die Endocannabinoidspiegel oder die Zahl der
Cannabinoidrezeptoren in der Reaktion auf einige pathologische Zustande oder

Stimuli (Schmerzreize) erhoht waren (Siegling et al. 2001; Zhang et al. 2003).

1.3 Kardiovaskulares System & Cannabinoide

Cannabinoide  verursachen deutliche und komplexe kardiovasulare
Veranderungen, Uber deren Mechanismus relativ wenig bekannt ist (fir Reviews s.
Hillard 2000; Kunos et al. 2000; Ralevic et al. 2002; Randall et al. 2004).

Allgemeine kardiovaskulare Wirkungen von Cannabinoiden. Im Menschen
umfassen kardiovaskuldre Reaktionen auf akute Gabe von A°-THC eine
ausgepragte, reversible und dosisabhangige Tachykardie sowie einen geringen
Anstieg des diastolischen Blutdrucks (im Liegen) mit erhdhtem Sauerstoffbedarf
(Clark 1975; Tashkin et al. 1977; Huestis et al. 1992; Jones 2002). Diese Reaktionen

werden durch eine Herabsetzung des Parasympatikotonus unter Beteiligung von
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CBi-Rezeptoren erklart (Clark 1975; Huestis et al. 2001). Aufgrund der
Toleranzentwicklung (s. Kapitel 1.5, Abschnitt 4) kann Langzeitgebrauch zu
Bradykardie fuhren (Benowitz & Jones 1975 und 1981; Jones 2002). Bei hoherer
Dosierung kann ein orthostatischer Blutdruckabfall mit Schwindelerscheinungen
durch eine Erweiterung der BlutgefalRe auftreten. Diese Erweiterung der Blutgefalie
wird auch fur die Rotung der Bindehaut (Kapitel 1.5, Abschnitt 4) verantwortlich
gemacht.

In narkotisierten Tieren verschiedener Spezies vermindern systemisch
gegebene Cannabinoide Ublicherweise den Blutdruck und die Herzfrequenz (Hund:
Cavero et al. 1973a,b; Katze: Vollmer et al. 1974; Ratte: Graham & Li 1973, Lake et
al. 1997, Niederhoffer et al. 2003). Diese kardiovaskular-depressive Wirkung der
Cannabinoide hangt dabei wesentlich vom Zustand der Atemfunktion und des
Bewusstseins ab (Niederhoffer et al. 2003; Schmid et al. 2003). In wachen Tieren
l6sen Cannabinoide entweder eine moderate kardiovaskulare Depression oder,
haufiger, keinen Effekt oder Bluthochdruck und Tachykardie aus (Kaninchen: Stark &
Dews 1980; Ratte: Lake et al. 1997; Gardiner et al. 2002). In den meisten dieser
Untersuchungen war eine Zuordnung der Effekte zu peripheren oder zentralen
Anteilen des kardiovaskularen Systems aufgrund der lipophilen Eigenschaften und

der damit verbundenen guten ZNS-Gangigkeit der Cannabinoide nicht moglich.

Periphere kardiovaskulare Wirkungen von Cannabinoiden. Studien mit
despinalisierten Tieren ermdglichen die Untersuchung peripherer Wirkkomponenten
von Cannabinoiden (s. Kapitel 2.3.5). In despinalisierten Ratten und Kaninchen mit
praganglionarer elektrischer Stimulation des Sympathikus verminderten die
Cannabinoidrezeptor-Agonisten  WIN55212-2 und CP55940 deutlich die
Noradrenalinfreisetzung aus postganglionar-sympathischen Neuronen, was zu
erniedrigtem Blutdruck fuhrte (Malinowska et al. 1997; Niederhoffer & Szabo 1999;
Niederhoffer et al. 2003). Sie veranderten jedoch nicht die blutdrucksteigernde
Reaktion auf exogen zugefuhrtes Noradrenalin, was gegen einen direkten Effekt von
Cannabinoiden auf die Gefalde spricht (Malinowska et al. 1997; Niederhoffer & Szabo
1999). Allerdings wurde der Gefaldwiderstand koronarer und cerebraler Arterien in
Studien an Katzen und Ratten vorwiegend Uber eine direkte Aktivierung von
vaskularen CB4-Cannabinoidrezeptoren durch entsprechende endogene und
synthetische Agonisten herabgesetzt (Gebremedhin et al. 1999; Wagner et al.
2001b).
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Wirkungen von Cannabinoiden an kardiovaskularen regulatorischen Zentren.
Bisher wurden die Wirkungen der Cannabinoidrezeptor-Liganden auf kardiovaskular-
regulatorische Zentren in der Medulla oblongata nur in wenigen Studien beschrieben.
Unter Verwendung des Kopf-Cross-Zirkulationsmodells bei Hunden kamen Cavero et
al. (1973a,b) zu dem Schluss, dass die zentralen Wirkungen von A°-THC eine
Blutdruck- sowie Herzfrequenzminderung zur Folge hatten und diese Reaktionen
sowohl Sympathikus- als auch Parasympathikus-abhangig waren. In narkotisierten
Katzen losten Injektionen von A®-THC in den lateralen cerebralen Ventrikel ebenfalls
Senkungen des Blutdrucks und der Herzfrequenz aus (Vollmer et al. 1974); diese
Effekte wurden einer zentral vermittelten Sympathikushemmung zugesprochen. Bei
wachen Kaninchen steigerte intracisternale Applikation der Cannabinoid-Agonisten
WIN55212-2 und CP55940 den Blutdruck, die Feuerfrequenz der renalen
postganglionar-sympathischen Neurone und die Plasmanoradrenalin-Konzentration,
was auf eine zentrale Sympathikusaktivierung hinweist (Niederhoffer & Szabo 1999
und 2000). Zusatzlich wurde eine deutliche, durch Atropin antagonisierbare
Bradykardie hervorgerufen, wodurch auf eine zentrale Stimulation der kardialen
Vagusaktivitat geschlossen wurde. Da all diese Wirkungen durch Vorbehandlung mit
dem CBi-Rezeptor-selektiven Antagonisten SR141716A abgeschwacht wurden,
spricht dies fur eine Beteiligung von CB-Rezeptoren.

Von obigen Experimenten ausgehend bleibt der genaue Wirkort der
Cannabinoide in der Medulla oblongata jedoch unklar. Denn in die Cisterna magna
injiziert, kbnnen Substanzen auf nahezu alle kardiovaskular-modulierenden Kerne in
der Medulla oblongata und der Bricke wirken; das sind der Nucleus tractus solitarii
(NTS), der dorsale motorische Nucleus des Vagus (DMV), der Nucleus ambiguus
(NA), die rostrale ventrolaterale Medulla oblongata (RVLM) und die kaudale
ventrolaterale Medulla oblongata (CVLM). Direkte Mikroinjektionen von WIN55212-2
in die RVLM narkotisierter Ratten wurden von Padley et al. (2003) durchgefluhrt. Die
Ergebnisse zeigen eine Uber CB4-Rezeptoren vermittelte Sympathikusaktivierung mit
Blutdruckanstieg. Inwieweit die zentral vermittelten Wirkungen an den Effekten
systemisch applizierter Cannabinoide Anteil haben, wurde von Niederhoffer et al.
(2003) anhand von sowohl Mikroinjektionen und systemischer Applikation bei
anasthesierten Ratten als auch i.v.-Injektionen bei despinalisierten Ratten gezeigt.
Sie kamen zu dem Schluss, dass der Hauptwirkort der Cannabinoid-induzierten

kardiovaskularen Depression das sympathische Nervensystem sei.
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Die angesprochenen sowie maogliche weitere kardiovaskulare Wirkungen
konnen teilweise ein Risiko fur Cannabiskonsumenten mit bereits existierenden
Herzkrankheiten darstellen. Uber akute und manchmal tédliche Vorfille wurde schon

berichtet.

1.4 Respiratorisches System & Cannabinoide

Es ist schon seit vielen Jahren bekannt, dass Cannabinoide nicht nur einen
grolden, komplexen Einfluss auf das kardiovaskulare System, sondern auch auf die
Atemfunktion haben.

Bisherige Studien tber die Wirkung von A®-THC auf die Atemregulation beim
Menschen ergaben uneinheitliche Ergebnisse. So wurden eine Abnahme oder
Zunahme, aber auch keine Veranderung bei sowohl der Atemfrequenz als auch dem
Atemzugvolumen registriert (Malit et al. 1975; Mathew et al. 1992). Diese
unterschiedlichen Ergebnisse wurden auch innerhalb einzelner Studien als
individuelle Reaktionsweisen beobachtet (Bellville et al. 1975).

Bei Versuchstieren verursacht AS-THC im Gegensatz zum Menschen
ublicherweise eine ausgepragte Atemdepression, die sich meist in Form einer
dosisabhangigen Verminderung der Atemfrequenz auflert (Cavero et al. 1972;
Graham & Li 1973; Moss & Friedman 1976; Doherty et al. 1983; Estrada et al. 1987).
Bei narkotisierten Katzen war die Reduktion der Atemfrequenz sogar bis zum
Eintreten des Atemstillstands zu steigern (Doherty et al. 1983). Entgegen diesen
Beobachtungen zeigte sich in einer anderen Studie bei narkotisierten Hunden nach
AS-THC-Gabe eine Verminderung der Tiefe der Atemziige (Atemzugvolumen),
begleitet von einer vorubergehenden Steigerung der Atemfrequenz (Cavero et al.
1972).

Die Aufklarung der Angriffspunkte und Mechanismen der Interaktion von
Cannabinoiden mit dem respiratorischen System konnte erst nach Entwicklung
spezifischer Cannabinoidrezeptor-Agonisten und -Antagonisten in den 90er Jahren
(s. Kapitel 1.2.3, Abschnitt 7) beginnen. Ein Nachweis der Beteiligung spezifischer
Cannabinoid-CB+-Rezeptoren wurde erstmals von Vivian et al. (1998) erbracht. In
deren Studie an Rhesusaffen I6sten sowohl A®-THC als auch der synthetische

Agonist WIN55212-2 eine dosisabhangige Reduktion des Atemminutenvolumens und
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des Atemzugvolumens aus. Vorbehandlung mit SR141716A, einem CB4-Rezeptor-
selektiven Antagonisten, hob diese atemdepressiven Effekte auf. Erst kurzlich wurde
in einer weiteren Untersuchung gezeigt, dass systemisch appliziertes WIN55212-2
bei narkotisierten Ratten zu einer starken Abnahme der Atemfrequenz mit
nachfolgender Hypoxie, Hyperkapnie sowie Azidose flhrt, die ebenfalls durch
SR141716A antagonisierbar war (Schmid et al. 2003). Einseitige Mirkoinjektionen
von WIN55212-2 in die RVLM narkotisierter, beatmeter Ratten resultierte in einer
Abnahme der Feuerfrequenz des Nervus phrenicus, welche durch Vorbehandlung
mit einem CBi-Rezeptor-selektiven Antagonisten verhindert wurde (Padley et al.
2003).

Es ist nicht bekannt, ob Cannabinoide die Atemfunktion Uber einen zentralen
oder peripheren Wirkort hemmen. Jedoch scheint ein Angriffspunkt an
respiratorischen Zentren des Hirnstamms wahrscheinlich (Moss & Friedman 1976;
Doherty et al. 1983; Padley et al. 2003). Madglicherweise spielt auch eine
Verschiebung des CO,-Sollwertes zentraler Chemorezeptoren zu hoheren Werten
ein Rolle (Doherty et al. 1983). Diese Hypothese wird unterstutzt durch die
Beobachtung, dass A°-THC die Mechanismen zur Kompensation hoher alveolarer
und arterieller CO,-Konzentrationen beeintrachtigt. Normalerweise wird eine
Hyperkapnie mit einer Steigerung der Atemfrequenz und des Atemzugvolumens
beantwortet. Diese Reaktionen fielen bei narkotisierten Hunden unter A°-THC-
Behandlung jedoch deutlich geringer aus, was auf eine herabgesetzte CO,-
Empfindlichkeit hinweist (Moss & Friedman 1976).

Bei der Beurteilung von Cannabiswirkungen in der Lunge ist die
Applikationsform zu beachten. Nach dem Rauchen naturlicher
Cannabiszubereitungen  konnten bronchiale Irritationen und entzlndliche
Veranderungen beobachtet werden, die sowohl bei Marihuana- als auch bei
Tabakkonsum  auftraten. Ein akuter Effekt von Marihuana auf die alveolare
Permeabilitdt konnte nicht nachgewiesen werden (Tashkin et al. 1987; Gil et al.
1995). Gong et al. (1984) zeigten, dass die orale Gabe von A’-THC und, wenngleich
in geringerem Ausmal, von A8-THC, nicht aber von Cannabidiol oder Cannabinol,
akut bronchodilatatorisch wirkt. Eine Toleranz entwickelte sich trotz taglichen
Gebrauchs von A%-THC nicht. Andererseits fand man bei Langzeitbeobachtungen

intensiver Marihuana-Raucher eine leichte Obsruktion der Atemwege (Tashkin et al.
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1976), die allerdings auch als Folge einer Entziindungsreaktion durch den reizenden
Rauch interpretiert werden kann.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass Versuchstiere einheitlich mit einer
Atemdepression auf Cannabinoid-Gabe reagieren, wohingegen beim Menschen
deutlich unterschiedliche, teilweise sogar gegensatzliche Reaktionen auftreten. Auch
wenn vieles auf einen vorwiegend zentralen Wirkort hinweist, bleibt dennoch der
exakte Angriffspunkt ebenso wie der Mechanismus, mit dem Cannabinoide die

Atemregulation beeinflussen, abschliel3end zu klaren.

1.5 Wirkung von Cannabinoiden und deren therapeutischer Nutzen

Cannabinoide beeinflussen entsprechend der breiten Verteilung von
Cannabinoidrezeptoren im Korper eine Vielzahl verschiedener Funktionen des
Organismus. Sie kombinieren viele der Effekte von Alkohol, Tranquillizern, Opiaten
und Halluzinogenen; so haben Cannabinoide anxiolytische, sedative, analgetische
und psychische, aullerdem appetitsteigernde sowie viele systemische Wirkungen.
Dabei ist ihre akute Toxizitat extrem niedrig: noch nie wurde Uber einen direkt auf die
reine, akute Cannabiswirkung zurtckzufihrenden Todesfall bei vorher gesunden
Konsumenten berichtet. Im Folgenden wird eine Auswahl an Cannabinoid-Wirkungen
beschrieben. Kardiovaskulare und respiratorische Effekte sind Gegenstand
vorliegender Arbeit und werden daher in den Kapiteln 1.3 bzw. 1.4 ndher beleuchtet.

Das Hauptmerkmal des als Freizeitdroge gerauchten Cannabis ist der
euphorisierende Effekt, auch als ,High“ bezeichnet. Es beinhaltet eine Intensivierung
der Sinneseindricke, die von einem veranderten Zeitgefihl begleitet wird, eine
Sedierung, ein gesteigertes Wohlbefinden und eine angstmindernde Komponente.
Das AusmaR des ,High“ ist abhangig vom A°-THC/Cannabidiol-Verhaltnis. Es setzt
bei Inhalation innerhalb weniger Minuten ein, erreicht ein Maximum nach 15 bis 30
Minuten und Iasst dann innerhalb von zwei bis drei Stunden nach. Diese Effekte
fallen individuell sehr unterschiedlich aus, unter anderem abhangig von Dosierung
oder psychischer Verfassung des Konsumenten. Dementsprechend kann Cannabis
auch zu dysphorischen Reaktionen wie Angst, Panik, Paranoia und Psychosen
fuhren. Eine Beeintrachtigung kognitiver und psychomotorischer Funktionen durch

Cannabis kann sich in Form von Konzentrationsstérungen und Storungen des
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Kurzzeitgedachtnisses sowie in verlangsamten Reaktionen und beeintrachtigter
motorischer Koordination aul3ern (Kleiber & Kovar 1998). Diese Wirkungen werden
durch andere zentral-dampfende Substanzen wie z.B. Alkohol oder Benzodiazepine
verstarkt. Das ,High® und die psychisch dampfende Wirkung bezeichnet man
zusammen als ,psychotropen Effekt®.

Nach oraler Applikation von A*-THC (Dronabinol ist der internationale Freiname
fir A>-THC) setzt die Wirkung innerhalb von 30 bis 60 Minuten ein, das
Wirkungsmaximum liegt bei 2 bis 4 Stunden. Die psychotropen Effekte haben eine
Dauer von 4 bis 6 Stunden, der appetitstimulierende Effekt kann bis zu 24 Stunden
und langer anhalten. Daneben besitzen Cannabinoide mogliche therapeutische
Wirkungen bei Asthma, Glaukom, Schmerzzustanden (chronische und
therapieresistente Schmerzen, Migrane), Erkrankungen mit Muskelspasmen (Multiple
Sklerose, Querschnittslahmung), neurologischen  Erkrankungen (Alzheimer,
Epilepsie, Tourette-Syndrom) und anderen Indikationsgebieten (Kalant 2001, Kumar
et al. 2001; Grotenhermen 2003).

Bei Dauerkonsum von A%-THC nehmen bestimmte Wirkungen allmahlich ab; es
entwickelt sich eine Toleranz bzw. Tachyphylaxie. Dies betrifft vor allem die
Wirkungen auf die Psyche, das Herzkreislaufsystem und den Augeninnendruck,
wahrend andere Wirkungen, wie die Anregung des Appetits, keinen Toleranzeffekten
unterliegen. Diese Toleranzentwicklung ist nicht sehr stark ausgepragt und verlauft
langsam. Akute kdrperliche Nebenwirkungen sind Tachykardie (s. Kapitel 1.3) sowie
Mundtrockenheit und konjunktivale Rétung (Kumar et al. 2001; Grotenhermen 2003).
Cannabis kann aulRerdem Hypothermie induzieren, und in seltenen Fallen treten
Ubelkeit und Erbrechen auf. Die Effekte auf den Blutdruck sind individuell
unterschiedlich, meistens kommt es jedoch zu orthostatischer Dysregulation
(s. Kapitel 1.3).

Auch wenn Cannabis kein ernsthaftes Gesundheitsrisiko  fur
Gelegenheitsraucher darstellt (die in der Regel jung und gesund sind), kdnnen
negative Folgen durch andauernden Cannabiskonsum bei kranken Patienten oder
bei Risikogruppen nicht ausgeschlossen werden. Mdgliche Langzeiteffekte durch
Cannabiskonsum auf die Psyche, das Gedachtnis, die Wahrnehmung, das
Immunsystem und andere Funktionen werden deshalb kontrovers diskutiert (z.B. Hall
& Solowij 1998; Grotenhermen 2003). Das Rauchen von Marihuana oder Haschisch

hat langfristig die gleichen nachteiligen Auswirkungen auf die Lunge wie das
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Rauchen von Tabak (Tashkin et al. 1987; Gil et al. 1995; Kapitel 1.4, vorletzter
Abschnitt). Diese negativen Folgen des Marihuanarauchens konnten durch
Verabreichung oraler Praparate des A°>-THC (Dronabinol-Rezepturen, Marinol® und
Cesamet®) zumindest teilweise eingeschrankt werden. So ist das
Pharmaunternehmen Bayer gerade dabei, ein orales Spray auf den Markt zu bringen
(s. Kapitel 1.6, Abschnitt 3).

Zusétzlich zum A*THC sind verschiedene synthetische Cannabinoid-Analoga
ohne psychotrope Effekte und Modulatoren des endogenen Cannabinoid-Systems
(wie Wiederaufnahmehemmer und Cannabinoidrezeptor-Antagonisten) vielver-
sprechende Kandidaten flr die klinische Forschung und flr einen moglichen
therapeutischen Einsatz. So zeigt die Blockade von Cannabinoidrezeptoren mittels
synthetischer  Antagonisten im  Tierexperiment gedachtnissteigernde  und
appetitreduzierende Wirkungen (Terranova et al. 1996; Colombo et al. 1998; Le Fur
2004). Die appetitziigelnde Wirkung des Antagonisten Rimonabant (Abbildung 1.3,
S. 9) wird daher momentan von dem Unternehmen Sanofi-Synthelabo in einer
klinischen Phase llI-Studie untersucht (Le Fur 2004). Interessanterweise verdoppelte
Rimonabant gleichzeitig nach ersten Ergebnissen der Studie die Chance flr
Raucher, sich von ihrer Sucht nach Nikotin zu 16sen (Fernandez & Allison 2004).
Klinische Studien der Phase Il werden fur Rimonabant zur Zeit erganzend gegen
Alkoholismus durchgefuhrt. Viele historische Hinweise auf weitere Indikationen

(s. Kapitel 1.1) wurden noch nicht in klinischen Studien Uberprift.

1.6 Pharmazeutisches Recht & Cannabinoide

Haschisch, Marihuana sowie Cannabis-Extrakt stehen in der Anlage | des
Betaubungsmittelgesetzes (BtMG) und sind deshalb in Deutschland nicht verkehrs-
und nicht verschreibungsfahig. Daher kann zwar Cannabis selbst nicht, wohl aber
dessen wirksamkeitsbestimmender Inhaltsstoff A®-THC (Dronabinol, Anlage Il
BtMG) in der Apothekenrezeptur nach dem Neuen Rezeptur-Formularium als
Dronabinol-Kapseln (Rezeptur 22.7) oder olige Dronabinol-Tropfen (Rezeptur 22.8)
sowie auch als alkoholische Lésung zur Inhalation verarbeitet werden. Seit Juli 2000
kénnen Apotheken Dronabinol als Rezeptursubstanz in pharmazeutischer Qualitat in
den Mengen 0.25, 0.5 und 1.0 g (zu 100, 180 und 350 Euro; Stand November 2004;
THC-Pharm GmbH, Frankfurt/Main) oder als Set zur Herstellung oliger Tropfen von
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Delta 9 Pharma GmbH in Neumarkt erwerben. Die gesetzlich vorgeschriebene
Identitatsprufung der Rezeptursubstanz ist gemaly der Monographie D100THC des
Deutschen Arzneimittel-Codex im Rahmen des ublichen Apothekenbetriebs mit
Dunnschichtchromatographie und Farbreaktionen moglich.

Der Arzt kann gemal Betaubungsmittel-Verschreibungsverordung (BtMVV §2)
Arzneimittel mit dem Inhaltsstoff Dronabinol auf Betaubungsmittelrezept unter
Beachtung der Hochstmenge von 500 mg uber einen Zeitraum von 30 Tagen fur
einen Patienten verordnen. Ist in begriindeten Einzelfallen eine Uberschreitung der
festgesetzten Hochstmenge erforderlich, muss dies auf dem Betaubungsmittelrezept
durch den Buchstaben “A“ gekennzeichnet sein (BtMVV §2 (2)). Eine Meldung an die
zustdndige Uberwachungsbehdrde ist seit Inkraftireten der 10. Betdubungs-
mittelrechts-Anderung am 1. Februar 1998 nicht mehr notwendig. Bei der
Verschreibung von Dronabinol hat der Gesetzgeber keine Indikationsgebiete
vorgesehen, was den therapeutischen Einsatz erleichtert. Der Arzt kann im Rahmen
seiner Therapiefreiheit mit Dronabinol einen Heilversuch unternehmen. Die Apotheke
darf Dronabinol nur innerhalb von sieben Tagen ab Ausstellung des BtM-Rezeptes
an den Patienten abgeben.

Fertigarzneimittel stehen lediglich als Import zur Verfugung. Ein
Fertigarzneimittel mit dem Handelsnamen Marinol® aus den USA (synthetisch
hergestelltes Dronabinol; Roxane Laboratories, Columbus, Ohio, USA) besitzt dort
bereits seit 1985 fiir die Indikation “Ubelkeit und Erbrechen bei Chemotherapie®
sowie seit 1992 fir die Indikation “Anorexie mit Gewichtsverlust bei AIDS-Patienten®
zur Gewichtssteigerung eine Zulassung. Der deutsche Pharmakonzern Bayer kommt
demnachst mit einem auf Cannabis basierenden oralen Spray (Sativex®; A°-THC
und Cannabidiol) auf den Markt. In GroRbritannien und Canada soll es 2005 mit den
Erstindikationen “Multiple Sklerose“ sowie “neuropathische Schmerzen® zugelassen
werden. Dabei ist besonders pikant, dass es einst der Konzern Bayer selbst war, der
mafgeblich Cannabis als Heilmittel in die lllegalitdt drangte und die Kriminalisierung
dieser Heilpflanze (ber das Betaubungsmittelgesetz durchsetzte. Marinol®, Sativex®
und das ebenfalls in GroRbritannien im Verkehr befindliche Cesamet® (Nabilon;
synthetisches AQ—THC—Anangon) konnen auf Grundlage einer arztlichen Verordnung
uber Importeure, die eine Einfuhrerlaubnis der Bundesopiumstelle besitzen, nach
Deutschland eingeflhrt werden. Da der Import auslandischer Fertigarzneien gemaf

§73 Absatz 3 Arzneimittelgesetz aus den USA bis zu zwei Wochen dauert, die
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Praparate sehr teuer (60 Kapseln Marinol® & 2,5 mg kosten 817 Euro; Stand
November 2004) und nur fur einen eingeschrankten Indikationsbereich zugelassen
sind, spart die Eigenherstellung Dronabinol-haltiger Arzneimittel in der Apotheke Zeit,

ist kostengunstiger und kann zudem breitgefacherter eingesetzt werden.

In Deutschland hat 1991/92 die Cannabisdebatte erneut in den Massenmedien
Schlagzeilen gemacht, als der vorsitzende Richter am Lubecker Landgericht,
Neskovic, die vorhandenen Cannabisgesetze kritisierte. Seitdem unterliegen die
juristisch als ,nicht geringe Mengen® angesehenen Quantitaten an Cannabis in jedem
Bundesland erheblichen Schwankungen. Der Begriff ,nicht geringe Mengen®
entscheidet juristisch, mit welcher Harte bestraft wird und schwankt zwischen
weniger als einem Gramm in Bayern sowie bis zu 30 Gramm in Schleswig-Holstein.
Entgegen der vielerorts verbreiteten Meinung ist der Besitz von geringen Mengen
Cannabis in Deutschland jedoch nicht legalisiert worden.

Die Handhabung von Cannabis in Europa ist sehr unterschiedlich und reicht von
prohibitiv, wie z.B. in Skandinavien oder Grol3britannien, Uber zurickhaltend, wie z.B.
in Deutschland, bis hin zu liberal und toleriert in geringen Mengen, wie z.B. in
Holland. Es ist zu erwarten, dass sich die juristischen Aspekte in Europa in den
kommenden Jahren andern werden. Ob dies jedoch eine Auswirkung auf den bereits

sehr verbreiteten Gebrauch haben wird, muss abgewartet werden.

1.7 Ziele der Arbeit

Die markanten kardiovaskularen Wirkungen, z.B. eine starke Tachykardie beim
Menschen (s. Kapitel 1.3), und die respiratorischen Effekte (s. Kapitel 1.4) von
Cannabinoiden sind bislang nur unvollstandig erforscht. Das Ziel dieser Arbeit war
es, die primaren Wirkorte von Cannabinoiden auf die Kreislauf- und
Atmungsregulation zu identifizieren. Die Wirkungen von Cannabinoiden auf die glatte
Gefallmuskulatur und die verschiedenen Elemente der Bahnen, die fur die
Aufrechterhaltung des Sympathikustonus und der Atemfunktion verantwortlich sind,
d.h. regulatorische Kerne in der Medulla oblongata, pra- und postganglionare
Neurone, sollten in funktionellen Experimenten an lebenden Tieren untersucht
werden. Die Ergebnisse sollten helfen dazu beizutragen, gefahrliche

Kreislaufwirkungen von Cannabinoiden zu verstehen.
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1.7.1 Bestimmung der Folgen einer Aktivierung von Cannabinoidrezeptoren

auf die Atmung und das Herz-Kreislauf-System

Respiratorische Wirkungen. Bis heute ist nicht bekannt, ob Cannabinoide die
in Kapitel 1.4 beschriebene Atemdepression direkt an respiratorischen Zentren des
Hirnstamms ausldsen, oder ob sie an peripheren Wirkorten angreifen.

Deshalb war das erste Ziel dieser Experimentenreihe festzustellen, ob
Cannabinoide in der Lage sind, die Atmung Uber eine Wirkung im Hirnstamm zu
dampfen. Zu diesem Zweck wurde der gemischte CB;-/CB,-Cannabinoidrezeptor-
Agonist WIN55212-2 (Abbildung 1.3, S. 9) in die Cisterna magna anasthesierter
Ratten injiziert (d.h. in die unmittelbare Umgebung der die Atmung regulierenden
Zentren im Hirnstamm), und die Veranderungen der respiratorischen Parameter
Atemfrequenz (RR), Peak-Flow wahrend Einatmung (PIF), Atemzugvolumen (Vr)
und Atemminutenvolumen (Ve) wurden beobachtet.

Mehrere kurzlich veroffentlichte Studien deuten darauf hin, dass an manchen
Cannabinoid-Wirkungen, wie Antinocizeption oder Abhangigkeit, endogene Opioide
und Opioidrezeptoren beiteiligt sind (Tanda et al. 1997; Valverde et al. 2000;
Lichtman et al. 2001; Navarro et al. 2001). Das zweite Ziel dieser Experimentenreihe
war es deshalb herauszufinden, ob das gleiche auch auf die atemdepressive
Wirkung der Cannabinoide zutrifft. Daftir wurden die Wirkungen von WIN55212-2 auf
die respiratorischen Parameter mit denen des p-Opioidrezeptor-Agonisten [D-Ala® N-
Me-Phe*,Gly-ol°’]-enkephalin (DAMGO) verglichen und die Interaktion zwischen
WIN55212-2 und dem Opioidrezeptor-Antagonisten Naloxon getestet.

Kardiovaskulare Wirkungen. Cannabinoide bewirken unterschiedlichste
kardiovaskulare Veranderungen (siehe Kapitel 1.3). Die Rolle von Cannabinoid-
Wirkungen auf kardiovaskulare Zentren bei diesen komplexen Veranderungen ist
noch nicht geklart. Obwohl das Hauptaugenmerk der vorliegenden Studie auf den
respiratorischen Wirkungen von WIN55212-2 lag, sollten daher auch der Blutdruck,
die Herzfrequenz und die Plasmanoradrenalin-Konzentration aufgenommen werden.
Diese Ergebnisse sollten einen Beitrag zum Verstandnis der zentralen Wirkungen

von Cannabinoiden auf die Herzkreislauf-Regulation liefern.
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1.7.2 Bestimmung der Rolle von Endocannabinoiden bei der Sympathikus-

regulierung

Anatomische Studien weisen darauf hin, dass CB;-Cannabinoidrezeptoren im
Zentralen und Peripheren Nervensystem weit verbreitet sind (s. Kapitel 1.2.1). Die
am haufigsten beobachtete Folge einer Aktivierung dieser CB4-Rezeptoren ist eine
prasynaptische Hemmung der Neurotransmitter-Freisetzung (fir Reviews siehe
Schlicker & Kathmann 2001; Freund et al. 2003 und Szabo & Schlicker 2005).
Dementsprechend werden sowohl die Neurotransmission im Zentralen
Nervensystem (z.B. Levenes et al. 1998; Wallmichrath & Szabo 2002; Szabo et al.
2004) als auch die Neuro-Effektor-Transmission im peripheren Nervensystem
(z.B. Pertwee et al. 1992; Malinowska et al. 1997, 2001b; lzzo et al. 1998;
Niederhoffer & Szabo 1999; Niederhoffer et al. 2003; Schlicker et al. 2003) gehemmt.

Im Zentralen Nervensystem fuhren neben exogenen Cannabinoiden auch
Endocannabinoide zu einer prasynaptischen Hemmung der Neuorotransmitter-
freisetzung (s. Kapitel 1.2.3). Im Gegensatz hierzu gibt es im sympathischen
Nervensystem, mit Ausnahme des Vas deferens (Christopoulos et al. 2001; Schlicker
et al. 2003), noch keine Anzeichen fiur eine Endocannabinoid-vermittelte
prasynaptische Hemmung. Das Ziel dieser Studie war es dementsprechend, nach
solch einer Endocannabinoid-vermittelten prasynaptischen Hemmung im
sympathischen Nervensystem zu suchen. Hierfur sollte untersucht werden, ob der
CBj-Rezeptor-Antagonist Rimonabant (Abbildung 1.3, S. 9) den Sympathikotonus in
despinalisierten Ratten mit elektrisch stimuliertem Sympathikotonus erhoéht. Zudem
sollte die Wirkung von Rimonabant in Anwesenheit von Arginin-Vasopressin
(Vasopressin) und Phenylephrin untersucht werden. Die Hypothese dahinter war,
dass die Endocannabinoid-Synthese wahrend der Aktivierung vaskularer Gog11

Protein-gekoppelter Vasopressin V1-Rezeptoren sowie a1-Adrenoceptoren erhoht ist.

1.7.3 Bestimmung der Wirkung von Cannabinoiden auf die ganglionare

Ubertragung

Es existieren wenige in vivo-Studien Uber kardiovaskulare Wirkungen von
Cannabinoiden in der Peripherie (s. Kapitel 1.3). Da in diesen Studien ausschlief3lich
praganglionare Stimulation verwendet wurde, konnte bislang nicht geklart werden, ob

Cannabinoide die Sympathikusfunktion auf dem Level der sympathischen Ganglien
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oder prasynaptisch an Axonterminalen postganglionar-sympathischer Neurone
hemmen.

Eine prasynaptische CB1-Rezeptor-vermittelte Hemmung der
Neurotransmitterfreisetzung von postganglionaren sympathischen Neuronen wird von
einigen in vitro-Beobachtungen gestitzt (Herz: Ishac et al. 1996; Molderings et al.
1999; Malinowska et al. 2001b; Lunge: Vizi et al. 2001; mesenteriale Blutgefalde:
Ralevic & Kendall 2002; Vas deferens: Pertwee et al. 1996; Trendelenburg et al. 2000;
Schlicker et al. 2003). In despinalisierten Kaninchen mit elektrischer Stimulation
kardialer postganglionarer sympathischer Neurone hemmten Cannabinoide die
ausgeldste Herzbeschleunigung (Szabo et al. 2001b). Allerdings war das Ausmal} der
Hemmung in den untersuchten Geweben generell relativ gering. Interessanterweise
wurde in einigen Studien an peripheren Geweben Uberhaupt keine Hemmung
beobachtet (Arterien: Malinowska et al. 1997; Lay et al. 2000; Herz: Trendelenburg et
al. 2000). Da Cannabinoide die Sympathikusfunktion in Praparaten mit praganglionarer
Nervenstimulation stark herabsetzten, in Praparaten mit postganglionarer
Nervenstimulation jedoch nur schwach oder sogar nicht wirksam waren, ist ein
ganglionarer Effekt mdglich. Zwei frihere Untersuchungen konnten jedoch bisher
keinen Beweis fur eine Wirkung von Cannabinoiden auf die ganglionare Ubertragung
liefern (Vollmer et al. 1974; Varga et al. 1996). Allerdings wurden in diesen beiden
Studien die ganglionaren Effekte auch nicht ausfuhrlich untersucht.

Das Ziel der dritten Experimentenreihe war es daher, den Einfluss von
WIN55212-2 auf die sympathisch-ganglionare Ubertragung beziiglich der Niere zu
klaren. Anstiege des renalen vaskularen Widerstands sollten durch elektrische
Stimulation entweder pra- oder postganglionar-sympathischer, die Niere
innervierender Nerven ausgeldst und die Wirkung von WIN55212-2 darauf untersucht
werden. Es waren grundsatzlich drei unterschiedliche Ergebnisse moglich: erstens,
wenn Cannabinoide nur prasynaptisch an postganglionaren sympathischen Neuronen
wirken, dann sollte WIN55212-2 denselben Einfluss auf die durch pra- und
postganglionare Stimulation hervorgerufenen Antworten haben. Zweitens, wenn
Cannabinoide nur auf Ebene der Ganglien wirken, dann sollte WIN55212-2 die Antwort
auf die Stimulation praganglionarer Neurone reduzieren, nicht aber die auf Stimulation
postganglionarer Neurone. Drittens waren naturlich auch gleichzeitige Wirkungen auf

beiden genannten Ebenen maoglich.



2 METHODEN UND MATERIAL

2.1 Versuchstiere

Die Wistar Ratten wurden von Charles River, Sulzfeld, Deutschland bzw. dem
Tierstall der Universitat Freiburg bezogen. Sie wurden in klimatisierten R&umen bei
22 °C wund unter einem 12-stindigen Tag-/Nachtrhythmus gehalten, mit
Standardfutter gefuttert und hatten nach Belieben Zugang zu Wasser. Um
geschlechtsspezifische haemodynamische und respiratorische Unterschiede zu

vermeiden, wurden in dieser Arbeit grundsétzlich nur mannliche Tiere verwendet.

2.2 Anasthesie

2.2.1 Experimente mit anasthesierten Tieren

(betrifft das Kapitel 2.5.1)

Die Ratten wurden zunachst durch Inhalation von Halothan (4 %) in einer
Narkosekammer betaubt, um bei Bewusstlosigkeit problemlos eine intraperitoneale
Narkose mit Urethan (1.5 g kg'l) in den linken unteren Quadranten des Abdomens

setzen zu kénnen (Abbildung 2.1).

Abbildung 2.1: Intraperitoneale Injektion zur Narkose.
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Diese Injektionsmethode zeigt eine stabile und langanhaltende, jedoch auch
langsam eintretende Wirkung des Narkotikums mit Erhaltung guter kardiovaskularer
Reflexe (Buelke-Sam et al. 1978; DeWildt et al. 1983). Die Narkosedosis wurde
aufgeteilt in zwei Drittel (1.0 g kg™') zu Beginn und ein Drittel (0.5 g kg™) nach 30
Minuten.

Sobald die Ratten immobilisiert waren, wurden sie gewogen. Etwa 1.5
Stunden nach der initialen Injektion waren die Tiere in ausreichender Narkosetiefe,
die anhand von fehlenden Reaktionen auf Schmerzreize, wie das Kneifen in die
Schwanzspitze und in die Pfoten, und auf Reflexreize, wie das Berihren des

Augapfels, sichergestellt wurde. Um die Narkose wahrend des Experiments zu

verlangern, wurde intravenos (i.v.) Urethan (0.2 g kg'l) injiziert.

2.2.2 Experimente mit despinalisierten Tieren

(betrifft die Kapitel 2.5.2 und 2.5.3)

Die Ratten wurden zunachst durch Inhalation von Halothan (4 %) in einer
Narkosekammer betaubt, um bei Bewusstlosigkeit problemlos gewogen werden zu
konnen. AnschlieRend wurde die Anasthesie Uber eine Atemmaske im chirurgischen
Narkosestadium (1.5 - 2.5 %) gehalten. Fehlende Reaktionen auf Schmerz- und
Reflexreize, wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben, dienten zur Sicherstellung der
ausreichenden Narkosetiefe. Unmittelbar vor der Despinalisierung wurde die

Narkose beendet.

2.3 Chirurgische Praparation

Die Tiere wurden an den Operationsstellen rasiert und in Rickenlage an den

Hinterpfoten mit Klebeband auf der Unterlage fixiert.

2.3.1 Katheterisierung der Luftrohre

(betrifft die Kapitel 2.5.1 - 2.5.3)
Mit einem medianen Hautschnitt und einer Langsinzision der Muskelschichten
erfolgte die Freilegung der Trachea (Abbildung 2.2). Dann wurde zwischen zwei

Ringknorpeln (Abbildung 2.2b) quer ein kleiner Halbeinschnitt gemacht und ein
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Polyethylentubus (Lange 5 cm; Innendurchmesser 1.6 mm; AuRendurchmesser 2.1
mm) ca. 1 cm tief kaudal in die Trachea eingefiihrt und mit chirurgischem
Nahtmaterial an dieser fixiert. So blieben die Atemwege bei Versuchen mit spontan
atmenden Ratten frei, und das Pneumotachometer zur Bestimmung der
Atmungsparameter konnte angeschlossen werden. In den anderen Versuchsgruppen

mit despinalisierten Tieren war auf diese Weise eine kinstliche Beatmung maéglich.

a b

Musculus \J
B /f’n\"’ sternnohyoideus._x\' 'z Kehlkoof
71 T, s

Schilddriisen-
Isthmus
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mit Ringknorpeln

Musculus Y A
thyrohyoideus LA N

Abbildung 2.2: Freilegung der Trachea.
a Lokalisation des Hautschnitts und b die Trachea mit ihrer anatomischen Umgebung.

2.3.2 Implantation des Intracisternal-Katheters

(betrifft das Kapitel 2.5.1)

In einigen Versuchsgruppen wurde ein weiterer Katheter in die Cisterna
magna implantiert, um intracisternale (i.c.) Gabe von Substanzen zu ermdglichen.
Dazu wurde unter kiinstlicher Beatmung mit Raumluft (Atemzugvolumen 10 ml kg™;
Atemfrequenz 50 min™*; rodent ventilator 7025; Biological Research Apparatus, Ugo
Basile, Comerio, Italien ) (Niederhoffer et al. 2003) der Kopf der Ratte in einem

stereotaktischen Rahmen (David Kopf Instruments, Tujunga, California, USA)
(Abbildung 2.3) fixiert.
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Abbildung 2.3: Stereotaktisches Instrument (nach David Kopf).

Das Instrument besteht aus einem stabilen ,U“-Rahmen, zwei Ohrstdben und dem
Schneidezahnbalken (der Manipulator wurde abgeschraubt). Diese dienten zur Fixierung des
Kopfes in der richtigen Position, so dass die Operation und die Einfihrung des i.c.-Katheters
exakt ausgefuhrt werden konnten.

Nach einem ca. 3 cm langen, mittigen, langsverlaufenden Hautschnitt am
Nacken wurden die darunterliegenden Muskeln stumpf getrennt, um die atlanto-
occipitale  Membran  offenzulegen. Unter VergrbRerung mittels eines
Stereomikroskops (Olympus, Hamburg, Deutschland) wurde dann mit Hilfe einer
Kanule (Durchmesser 0.3 mm) ein kleines Loch in diese Membran gestochen und ein
Polyethylen-Katheter (Innendurchmesser 0.28 mm; Auf3endurchmesser 0.61 mm;
Lange 6 cm) 1 mm tief in die Cisterna magna eingefihrt (Abbildung 2.4a,b). Dieser
wurde mit Cyanoacrylat (Loctite 414; Loctite, Minchen, Deutschland) an die atlanto-
occipitale Membran geklebt und das freie Ende mit einem Stdpsel verschlossen
(Abbildung 2.4a). AnschlieBend wurden die Muskeln und die Haut um das freie
Ende des Katheters zusammengenéht, die Tiere aus dem stereotaktischen Rahmen

genommen und die kiinstliche Beatmung beendet.
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i.c.-Katheter

Schéadel Kleinhirn

Cyanoacrylat
Grof3hirn
atlanto-occipitale
Membran

Medulla oblongata
(kardiovaskulare &
respiratorische Zentren)

b i.c.-Katheter

rostral Schadel

atlanto-occipitale
Membran

kaudal

Abbildung 2.4: Intracisternaler Katheter.
a Schematischer Langsschnitt durch den Schadel einer Ratte mit Positionierung des

intracisternalen (i.c.) Katheters. b Aufsicht nach dorsal auf die atlanto-occipitale Membran mit

Positionierung des i.c.-Katheters.
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2.3.3 Katheterisierung der Femoralgefal3e

(betrifft das Kapitel 2.5.1)

Bei den Versuchsgruppen mit i.c.-Applikation erfolgte die Freilegung der
Arteriae und Venae femoralis durch einen 2 - 3 cm langen Hautschnitt im Bereich der
Leisten (Abbildung 2.5a), gefolgt von einer stumpfen Isolierung der GefalRe vom
umgebenden Gewebe. Diese Gefale wurden distal abgebunden und etwa 1 cm
hiervon Richtung proximal wurde jeweils ein zweiter Faden locker um die Gefal3e
gelegt (Abbildung 2.5b), der unter Spannung kurzfristig den Blutfluss in diesem
Bereich unterdriickte.

a b \ B

Bereich des

[_linke Arteria

Arterie, Vene < femoralis

distale Ligatur

o\ & Nev (abgebunden) _
oo A TIENISNEN linker Nervus
‘~-;;a;;'\;§k linke Vena femoralis
= v femoralis
"\\"'-\ _ proximale Ligatur
b,

Katheter in die /4 ™~

Arteria femoralis

eingeftihrt J*\ s\ - Katheter zum
= L2V R { Blutdruckauf-

nehmer

linker Nervus
femoralis

linke Vena
femoralis

Abbildung 2.5: Implantation eines Katheters in die Arteria femoralis.

a Lokalisation des Hautschnitts, b Platzierung der Ligaturen und c Platzierung des
Katheters in die Arteria femoralis.



2 METHODEN UND MATERIAL 31

Durch einen kleinen Halbeinschnitt mit einer mikrochirurgischen Schere
zwischen den beiden Ligaturen wurde der Zugang zum Gefal3lumen geschaffen. In
diesen wurde dann ein Polyethylen-Schlauch (Innendurchmesser 0.5 mm;
AulRendurchmesser 1 mm), geflllt mit physiologischer Kochsalzlosung (NaCl-
Losung), etwa 1.5 cm weit eingeschoben. Die beiden vorher gelegten Faden dienten
an dieser Stelle weiterhin zur Fixierung des Katheters am Gefal3 (Abbildung 2.5c).

Aspiration von Blut verifizierte die korrekte Position der Katheter. Der Arterien-
Katheter enthielt zusatzlich Heparin (10 IE/ml 0.9 %ige NaCl-Lsg.), um eine
Thrombenbildung zu vermeiden, die die Ubertragung der Druckpulsation zum
Druckaufnehmer stark dampfen und somit die Herzfrequenzmessung stéren wirde.

Der Arterien-Katheter diente fir die Blutentnahmen zur Plasmanoradrenalin-
Bestimmung und zur Registrierung des pulsierenden Blutdrucks. Applikation von
Substanzen erfolgte tGber den vendsen Zugang. Nach Vernahen der Operationsstelle
wurden die Kanilen durchgespilt, und der Arterien-Katheter wurde an den

Blutdruckmessfuhler angeschlossen.

2.3.4 Katheterisierung der Carotisarterien und Jugularvenen

(betrifft die Kapitel 2.5.2 und 2.5.3)

Bei den Versuchsgruppen mit despinalisierten Ratten erfolgte Uber den
Zugang zur Trachea die stumpfe Freilegung der beiden Arteriae caroticae und der
beiden Venae jugulares. Diese Gefal3e wurden katheterisiert, indem sie rostral
abgebunden wurden und etwa 1 cm hiervon Richtung kaudal jeweils ein zweiter
Faden locker um die Gefalle gelegt wurde, der unter Spannung kurzfristig den
Blutfluss in diesem Bereich unterdriickte. Die weitere Praparation verlief wie in
Kapitel 2.3.3 beschrieben.

Hier diente der linke Arterien-Katheter zur Registrierung des pulsierenden
Blutdrucks; die rechte Arteria carotica wurde fur Blutentnahmen zur
Plasmanoradrenalin-Bestimmung kanuliert. Intraventse Applikationen erfolgten tber

die Zugange der Venae jugulares.

2.3.5 Vorbereitung zur spinalen Stimulation

(betrifft die Kapitel 2.5.2 und 2.5.3)
Nach Abnahme der Halothan-Narkosemaske wurden die Ratten sofort in
Bauchlage despinalisiert. Diese komplette Zerstorung des ZNS wurde mit einem
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rostfreien Stahlstab (Durchmesser 2 mm; Lange 18 cm; isoliert fiir 2 cm am sakralen
Ende und 6.5 cm am kranialen Ende) vorgenommen, indem dieser durch die Orbita
eingefuhrt und etwa 15 cm den Spinalkanal hinuntergeschoben wurde (Gillespie et
al. 1970). Die korrekte Richtung des Vorstol3es konnte Gber Muskelzuckungen durch
Reizung motorischer Nerven beobachtet werden, und die Zerstérung des
Ruckenmarks wurde durch eine den Experimenten nachfolgende Sektion nochmals
Uberpruft. Direkt im Anschluss an die Despinalisierung begann die kunstliche
Beatmung mit Raumluft (Atemzugvolumen 10 ml kg*; Atemfrequenz 50 min™). Es
folgte eine subkutane Implantation und Befestigung einer 8 cm langen Kupfer-
Referenzelektrode, die Gber einen Schnitt am Nacken der Tiere unter die Haut nach
kaudal geschoben wurde.

Druch eine solche Zerstbérung des ZNS konnen periphere Wirkungen von
zentral vermittelten Wirkungen isoliert und ein kinstlicher Sympathikustonus kann
Uber elektrische Stimulation erzeugt werden.

Letztlich wurden die Nervi vagi beidseitig der Trachea durchtrennt, um vagale
Einflusse auf das Herz zu unterbinden. Nach Verndhen der Hautschnitte wurden alle
Kanudlen durchgespilt, und der linke Arterien-Katheter wurde an den Blutdruck-

messfihler angeschlossen (siehe auch Abbildung 2.6, S. 33).

2.3.6 Implantation des renalen Durchflussmessers und der renalen

Stimulationselektrode

(betrifft das Kapitel 2.5.3)

Nach der Praparation wie in den Kapiteln 2.3.4 und 2.3.5 beschrieben, wurden
bei Versuchsgruppen mit Messung der arteriellen Nierendurchblutung tber einen
retroperitonealen Zugang (d.h. unter Umgehung des Bauchfells) die linksseitigen
Nierengefalde freigelegt. Hierzu erfolgte eine 6 - 7 cm lange, langsgerichtete Inzision
der Haut und Muskeln im Bereich der linken Flanke. Dabei dienten zwei Klemmen
dazu, das Operationsgebiet zuganglich zu halten und die Nierengefal3e leicht unter
Spannung zu bringen (Abbildung 2.6). Unter Vergrdl3erung mittels eines Mikroskops
wurde dann die linke Arteria renalis vorsichtig vom umgebenden Gewebe isoliert.

Anschlieend wurde die Messmanschette eines Ultraschall-Doppler-
Durchflussmessers (Modell 545C-4; Lumen 1 mm; Frequenz 20 MHz; Titronics
Medical Instruments, lowa, USA) um die Arterie gelegt, und der Blutfluss der linken

Arteria renalis wurde kontinuierlich aufgezeichnet (Haywood et al. 1981). Eine
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bipolare Stahldraht-Elektrode, die nierenseitig zum Durchflussmesser um die Arterie
gelegt wurde, diente zur direkten Stimulation des perivaskular verlaufenden

Nierensympathikus (siehe mikroskopische Aufnahme in Abbildung 2.6).

Despinalisierungsstab
und Elektrode

Beatmungsschlauch

subkutane
Referenzelektrode

‘ Durchflussmesser

renale Elektrode

Temperaturfuhler Niere

Vena renalis lcm

Arteria renalis mit
perivaskular verlaufendem
Nierensympathikus

Abbildung 2.6: Versuchsmodell und mikroskopische Darstellung der Nierengefél3e.
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2.4 Messung der Parameter

2.4.1 Korpertemperatur

Wahrend des Experiments wurde mit einem rektalen Thermometer die
Kdrpertemperatur kontinuierlich gemessen und tber eine Heizmatte auf konstant 37 -
38 °C gehalten (temperature controller [TR100]; Fine Science Tools, Heidelberg,
Deutschland).

2.4.2 Arterieller Blutdruck und Herzfrequenz

Der pulsierende arterielle  Blutdruck wurde mit Hilfe eines
Blutdruckmessfuhlers (Baxter, Bentley Laboratories, Uden, Niederlande), der an
einen Briuckenverstarker (Elektro-Manometer; Hugo Sachs, Hugstetten, Deutschland
oder Grass-Telefactor AC/DC Strain Gage Amplifier, Astro-Med, Rodgau,
Deutschland) angeschlossen war, registriert. Uber die pulsierenden Blutdrucksignale
wurde die Herzfrequenz mit Hilfe eines Kardiotachometers (HRM Typ 669; Hugo

Sachs Elektronik, Hugstetten, Deutschland) ermittelt.

2.4.3 Plasmanoradrenalin-Konzentration

Als zuverlassige und empfindliche Methode zur Bestimmung von
Katecholaminen im Plasma hat sich die Hochleistungsflissigkeitschromatographie
(HPLC) mit elektrochemischer Detektion etabliert (Szabo ef al. 2001a).

Ihre Wiederfindungsrate lag bei 70 - 90 % bezogen auf einen internen

Standard (DHBA). Die untere Nachweisgrenze lag bei 35 pg mI™* Blutplasma.

2.4.3.1 Probengewinnung

Blut (500 pl) wurde uUber den arteriellen Katheter abgenommen und
unverzuglich zentrifugiert (12000 x g; 3 min; 0 °C; Rotanda/RP; Hettich-Zentrifugen,
Tuttlingen), um daraus 200 pl Plasma zu gewinnen. Das Plasma wurde in
EppendorfreaktionsgefaRen, die 10 pl Na;SO; (12.5 %) und 10 pl Na;EDTA (10 %)
enthielten, bei -20 °C eingefroren. Die abgesetzten Erythrozyten wurden mit 200 pl
0.9 %iger Kochsalzlosung resuspendiert und direkt nach der nachsten Blutentnahme

zurdckinjiziert.
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Nach jedem Experiment wurden direkt im Anschluss an die letzte
Blutentnahme zwei weitere Blutproben (e und f) entnommen. Dem Plasma der einen
Probe wurden zusatzlich 10 pl eines Standards zugegeben, der aus jeweils 100 ng
ml™* Adrenalin, Noradrenalin (NA) und Dopamin bestand (Plasmaprobe f) (Abbildung
2.7). Dem Plasma der anderen Probe wurden zum Zwecke der Volumenabgleichung
10 ul Perchlorséaure zugesetzt (Plasmaprobe e). Die Differenz der analysierten Werte
dieser beiden Plasmaproben ergab damit eine bestimmte Plasmanoradrenalin-
Konzentration, welche die Korrektur eines Verlustes von Katecholaminen durch die

Aufbewahrung und Aufbereitung der Proben ermdglichte (Gleichung 2.1).

Plasmaprobe f: 200 pl Plasma Gehalt an NA-Standard (100 ng mF)
10 pl Na,EDTA
10 pl NaxSO3
10 pl Standard — 1000 pg
230 pl —> 1000 pg
Rest 130 100 pl — 435 pg

% Al,O3-Chromatographie

150 pl — 435 pg
Rest 50 100 pl — 290 pg => 2900 pg ml™*
in HPLC

Abbildung 2.7: Aufarbeitung der Plasmaprobe f zur Ermittlung des Korrekturfaktors.

_ [NA]; —[NA],
NA 2900

(Gleichung 2.1)
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2.4.3.2 Probenaufbereitung

Am Tag der Analyse wurden die Proben (220 pl) aufgetaut. Nach
Zentrifugation (2500 x g; 15 min; 4 °C) wurden je 100 pl Plasma in eine Filtereinheit
(C4; Sartorius, Goéttingen) gegeben. Das Plasma wurde im nachsten Schritt mit 25 pl
Na SOz (1 %), 25 pl Na,EDTA (1.25 %), 100 pl Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
(2 mol I'*; mit konzentrierter HCI auf pH = 8,3 eingestellt) und 10 mg Al,O3 gemischt.

Jeder Probe wurden zudem 10 pl eines internen Standards (200 ng ml™
DHBA) zugesetzt. Mit Hilfe der bekannten Menge des Standards und des durch die
Anlage gemessenen Wertes war die Wiederfindungsrate des HPLC-Systems
bekannt, und ein zweiter Korrekturfaktor konnte errechnet werden.

Nach fanfminttigem Schitteln wurde das Gemisch zentrifugiert (1000 x g;
3 min; 4 °C) und der Uberstand verworfen. Das Zentrifugat enthielt das Aluminium,
an das die Katecholamine gebunden waren. Dann wurde das Aluminium zweimal mit
je 100 ul destilliertem Wasser gereinigt. AnschlieRend wurden die Katecholamine
zweimal mit jeweils 75 pl HCIO, (0.1 mol I'Y) eluiert. Auf jeden dieser vier Vorgange
folgte erneute Zentrifugation. Am Ende dieser Arbeitsschritte lagen die

Katecholamine in 150 pl Perchlorséure geldst vor.

2.4.3.3 HPLC

Aufbau. Die HPLC-Anlage war aus einer Waters ,514 Pumpe“ (Waters,
Eschborn), einem ,Waters 717plus sample injector®, einer C-18 reversed phase
.Prontosil“-Saule (125 x 4 mm; Teilchengrdol3e 3 um; Bischoff, Leonberg), einem
.Intro electrochemical detector” (Antec Leyden, Leiden, Niederlande) und einem
Datenerfassungssystem (Software ,Millenium“ von Waters) aufgebaut (Abbildung
2.8).

Proben-Injektor

Temperierte

Trennsaule

Datenerfassungssytem
(Computer und Software)

{ \ Elektrochemischer
Detektor mit

mobile Phase Signalwandler

Abbildung 2.8: Schematischer Aufbau einer HPLC-Anlage.
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Prinzip. Bei der Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC) macht
man sich das unterschiedliche Verhalten von Stoffen bei Phasentbergangen
zwischen einer mobilen und einer stationdren Phase zunutze. Die mobile Phase stellt
eine Flussigkeit dar, wahrend die stationare Phase haufig ein modifiziertes Kieselgel
ist (z.B. mit alkylierten Silanol-Gruppen), das dicht gepackt in einer Trennsaule
vorliegt. Da dem DurchflieRen der mobilen Phase durch die hohe Packungsdichte
der stationaren Phase ein sehr hoher Widerstand entgegengesetzt wird, verwendet
man Hochdruckpumpen, die das Elutionsmittel aus dem Vorratsgefal? mit hohem

Druck durch die Trennsaule pressen.

Mobile Phase. Die Zusammensetzung der wassrigen mobilen Phase ist

Tabelle 2.1 zu entnehmen.

Tabelle 2.1: Zusammensetzung der mobilen Phase fiir die HPLC.

Substanz Menge / Volumen
1-Octansulfonsaure 1.40¢
Citronensaure-Monohydrat 13.42 g
EDTA-Dinatriumsalz 0.98 ¢
Natriumacetat 14.70 g
Wasser bidest. 1914 ml

Nach 30-minutigem Ruhren wurde die Losung mit NaOH (10 molar) auf
einen pH-Wert von 5.3 - 5.35 eingestellt. Zuletzt wurden noch 160 ml Methanol

dazugegeben. Vor der Verwendung wurde diese Lésung nochmals filtriert.

2.4.3.4 Analytische Trennung und quantitative Bestimmung

100 pl der in Perchlorsdure gelosten Katecholamine wurden zur Trennung
Uber den Probeneinlass in das HPLC-System gegeben, mit der mobilen Phase bei
einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml min™* tber die auf konstant 38 °C temperierte

Saule geleitet und hier durch unterschiedliche, v.a. hydrophobe Wechselwirkungen
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mit der stationdren Phase voneinander getrennt. Zur Detektion der verschiedenen
Katecholamine diente eine elektrochemische Zelle, die den Oxidationsstrom an der
Arbeitselektrode, der durch Abgabe von Elektronen bei einer Spannung von 0.6 V
erzeugt wurde, misst. Dieser Strom wurde Uber einen Signalumwandler in Form von
Peaks im Chromatogramm registriert und ist direkt proportional zur jeweiligen Menge
der Katecholamine (Integral einer Peakflache) (Abbildung 2.9).

Zur Bestimmung der Retentionszeiten und zur Kalkulationskontrolle wurde
vorab ein sogenannter Plasma-Kalibrator in das HPLC-System eingespritzt
(Abbildung 2.9). Die Chromatogramme wurden mit Hilfe der Software ,Millenium*
von Waters ausgewertet und schlieBlich unter

Korrekturfaktoren (s. Kapitel 2.4.3.1 und 2.4.3.2) berichtigt.

Berlcksichtigung der beiden

12.00 —
10.00 ]
8.00 —
6.00 — 4
> -
- a
4.00 — ]
] a
2.00 - /\
0.00 — SV |
-2.00—]
I 1 I I | 1 1 I 1 | 1 I i 1 I 1 I 1 I
0.00 5.00 10.00 15.00
Minutes
Peak Results
Ret Time Area Height
i (min) (uV*sec) (uv) s Int Type
1| na 4.790 5266200 333171 | 10000.000 | BB
2
3| ad 6.537 5494781 323911 | 10000.000 | BB
4| dhba 9.790 7144969 367204 | 10000.000 | BB
5| da 15.890 5759955 230745 | 10000.000 | BB

Abbildung 2.9: Musterchromatogramm des aufgearbeiteten Plasma-Kalibrators.

Ret Time = Retentionszeiten; na: Noradrenalin; ad: Adrenalin; dhba: Dihydroxybenzylamin
(interner Standard); da: Dopamin.
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2.4.4 Atmung
2.4.4.1 Messkette

Der tracheale Katheter wurde an einen Pneumotachometer (Typ 378/1.2;
Hugo Sachs, Hugstetten, Deutschland) mit Differenzdruckaufnehmer (Validyne;
Hugo Sachs, Hugstetten, Deutschland) angeschlossen, der an eine Tragerfrequenz-
Messbricke (CFBA, Hugo Sachs, Hugstetten, Deutschland) gekoppelt war. So
konnte der Luftstrom kontinuierlich aufgezeichnet werden. Aus dem Luftstromsignal
wurde mit Hilfe einer Software (Polyview; Grass Instruments, Astro-Med, Rodgau,
Deutschland) die Atemfrequenz (RR), der Peak-Luftstrom wahrend der Inspiration
(im folgenden Peak-Luftstrom oder PIF) und das Atemzugvolumen (Vy) ermittelt (das
Atemzugvolumen wurde aus der Flache unter der Luftstromkurve wahrend der
Einatmung berechnet) (Abbildungen 3.4, S. 58 und 35, S. 59 ). Das
Atemminutenvolumen (Vg) wurde als Produkt der Atemfrequenz (RR) und des

Atemzugvolumens (V+) berechnet:

Ve =RR-V; (Gleichung 2.2)

2.4.4.2 Prinzip des Pneumotachometers

Der Pneumotachometer (PTM) ist ein Messwertaufnehmer zur Messung des
Atem-Luftstroms (Abbildung 2.10). Der PTM ist aus transparentem Plexiglas
hergestellt, so dass der Messkanal wahrend des Experiments gut zu kontrollieren ist.
Schleim, der wéhrend des Experiments in der Trachea auftritt und in den PTM
gelangen kann, lasst sich gut beobachten. Man kann rechtzeitig eingreifen, um
groRere Messfehler zu vermeiden, welche durch einen erhéhten Luftstromwiderstand
entstehen wirden, der durch die Verengung im PTM-Messkanal hervorgerufen
werden konnte. Zudem besitzt Plexiglas eine geringe Warmeleitfahigkeit. Die
Neigung zur Kondensationsbildung im PTM durch die feuchte Ausatemluft ist

deshalb gering.



2 METHODEN UND MATERIAL 40

Technische Daten Typ 378/1.2 fiir Ratten

Kennzeichnung: 378/12
Empfindlickeit: 10 mmH,O bei 27 ml-s™
Nominaler Messbereich: 27 ml/s
Flusswiderstand: 0.4 mmH,0-s-ml*
Totvolumen: ca. 50 pl

o differenhidl pressure transducer Silicon rubber tubing
’ r for adaplalion of trachea cannula
#3 3nm _#7mm Trachea cannula
- g Air flow

135 mm 135 mn
47 mo

Abbildung 2.10: Schematische Darstellung eines Pneumotachometers mit den wichtigsten
technischen Daten.

Das Grundprinzip des PTM ist die Erzeugung einer geringen Druckdifferenz
(bis £10 mmH,0), die sich proportional zum Luftstrom verhélt (Abbildung 2.11), von
einem Differenzdruckaufnehmer registriert und an die Tréagerfrequenz-Messbriicke
weitergeleitet wird.

Vor dem Einsatz wurde eine Volumenkalibrierung des PTM durchgefihrt.
Hierzu wurden mit Hilfe des Beatmungsgerates definierte Luftvolumina (ein Hub des
Kolbens stellte das Atemzugvolumen einer Ratte dar) durch das PTM gefuhrt und die
mit dem Softwareprogramm Polyview aufgenommenen Luftstromsignale integriert.
Bei Abweichungen der ermittelten mit den tatsachlichen Luftvolumina erfolgte eine

Anpassung der Softwareeingaben.
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Abbildung 2.11: Kennlinie Luftstrom/Druckdifferenz.
378/1.2: Typ des Pneumotachometers

2.4.5 Nierenblutfluss und renaler vaskularer Widerstand

2.4.5.1 Messprinzip des Durchflussmessers

Das Detektionssystem des Durchflussmessers (Abbildung 2.6, S. 33)
besteht aus einem piezoelektrischen Kristall, der ein 20 MHz Ultraschall-Signal
aussendet. Derselbe Kiristall empfangt das durch im GefaR vorbeistromende
Blutkdrperchen reflektierte Signal in den Intervallen zwischen den Ultraschall-Pulsen
(Abbildung 2.12). Verschiebungen der zurickkommenden Frequenz, Doppler-Shift
genannt, sind proportional zu der Geschwindigkeit der Blutkérperchen in dem Gefal3
und somit zum Blutfluss. Der Doppler-Shift (kHz) ist daher ein relativer Index des
Blutflusses (ml min?). Eine lineare Beziehung zwischen Doppler-Shift und
Blutvolumenfluss besteht, solange Winkel und Abstand des piezoelektrischen

Kristalls zur Mitte des GefalRes konstant bleiben.



2 METHODEN UND MATERIAL 42

Piezoelektrischer Kristall: Sender Empféanger
\ LI
A
N
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-« l 4 ‘
Halbelastische Manschette Blutkérperchen

Abbildung 2.12: Prinzip eines Doppler-Durchflussmessers.

Ausgehend vom pulsierenden Blutfluss wurde mit Hilfe der Software
Polyview der mittlere renale Blutfluss (MRF) dargestellt. Der renale vaskulare
Widerstand (RVR) wurde ermittelt als Quotient aus dem mittleren arteriellen

Blutdruck (MAP) und dem mittleren renalen Blutfluss:

RVR = MAP / MRF (Gleichung 2.3)

2.4.5.2 Verhinderung der Storanfalligkeit

Luft bildet eine effektive Barriere fur Ultraschall im Frequenzbereich von
1 bis 20 MHz. Schon eine winzige Luftblase auf der Oberflache einer Kristalleinheit
kann das Signal blockieren oder dampfen. Um eine adaquate Messung zu
gewahrleisten, wurde deshalb die Wundhohle mit schallleitender Agar-Masse
blasenfrei ausgegossen, die dann ebenso den Raum zwischen Arterie und
Flussmesser ausfiillte. Zum einen diente dies der besseren Ubertragung des
Ultraschall-Signals, zum anderen, durch die gelartige Festigkeit, der Fixierung und
damit einer Stabilisierung des Arteriendurchmessers gegentuber GefalRBbewegungen

durch Blutdruckpulse und Atembewegungen.
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Hergestellt wurde das gummiartige Gel, indem 0.55 g Agar unter Rihren in
25 ml kochendes Wasser gegeben und 5 min im Wasserbad gekocht wurden. Nach
anschlieBendem Abkuhlen auf etwa 40 °C war die Agar-Masse gebrauchsfertig.
Nachdem sie in die Wundhohle gegossen wurde, erreichte sie innerhalb von 10 - 15

Minuten ihre gummiartige Festigkeit.

2.5 Versuchsablaufe und -protokolle

Im Folgenden sind grundsétzliche Ablaufe beschrieben, die fur alle Versuchs-
reihen Gultigkeit besitzen, sofern in den Kapiteln nichts anderes angegeben ist.

Die Messung der Parameter begann im Anschluss an die chirurgische
Praparation. Nachdem sich die Parameter stabilisiert hatten, wurde die Zeit auf Null
gesetzt (t = 0 min). Wahrend der nachsten 15 Minuten wurden Referenzwerte,
sogenannte PRE-Werte, fir die Parameter bestimmt. Diese PRE-Periode ist in den
entsprechenden Abbildungen dargestellt. Die zu bestimmenden Parameter wurden
mit der Software Polyview vom Zeitpunkt { = 0 min bis zum Ende des Experiments
kontinuierlich aufgezeichnet und alle zwei Minuten ausgewertet. Die Plasma-
noradrenalin-Konzentration wurde zweimal wahrend der PRE-Periode (bei t = 0 und

15 min) sowie 15 Minuten nach jeder Substanzinjektion bestimmit.

2.5.1 Experimente zur Bestimmung der Folgen einer Aktivierung von

Cannabinoidrezeptoren auf die Atmung und das Herz-Kreislauf-System

Nach der PRE-Periode wurden das Losungsmittel (25 pl kg'l) oder
ansteigende Dosen der Cannabinoide WIN55212-2 (1, 3, 10 und 30 pg kg'l) und
WIN55212-3 (1, 3, 10 und 30 ug kg'l) oder des p-Opioidrezeptor-Agonisten DAMGO
(0.1, 0.3, 1 und 3 pg kg™) bei t = 20, 40, 60 und 80 min intracisternal (i.c.) verabreicht
(fur das Versuchsprotokoll siehe Originalabbildung 3.4, S. 58). In zwei weiteren

WINS55212-2 Gruppen wurden die Tiere entweder mit dem CB,-Cannabinoidrezeptor-

Antagonisten Rimonabant (2 mg kg'1 i.v.) oder dem Opioidrezeptor-Antagonisten
Naloxon (0.2 mg kg™ i.v.) jeweils zum Zeitpunkt ¢ = -20 min vorbehandelt. Naloxon
(0.2 mg kg™ i.v.) wurde ebenfalls in einer weiteren DAMGO Gruppe zum Zeitpunkt
t =-20 min verabreicht.
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2.5.2 Experimente zur Bestimmung der Rolle von Endocannabinoiden bei der

Sympathikusregulierung

2.5.2.1 Despinalisierte Ratten mit elektrisch stimuliertem Sympathikotonus

Bei diesen Versuchsgruppen wurde eine Injektion von Methylatropin (1 mg
kg™') verabreicht, um muskarinische Acetylcholinrezeptoren zu blockieren. Die
Versuchstiere wurden dann mit Pancuronium (2 mg kg™) paralysiert, bevor das
gesamte sympathische Nervensystem kontinuierlich Gber den Despinalisierungsstab
mit Hilfe eines Stimulators (Typ 215/Il; Hugo Sachs Elektronik, Hugstetten,
Deutschland) gereizt wurde (mit 40 mA, 0.5 ms Rechteckpulsen bei 1 Hz, oder mit 80
mA, 0.5 ms Rechteckpulsen bei 3 Hz). Zusétzliches Pancuronium (0.25 mg kg™)
wurde verabreicht, wenn es notig war.

Bei t = 20 und 40 min wurden entweder das Losungsmittel (0.5 ml kg™) oder
zwei Dosen Rimonabant (0.5 und 2 mg kg™*) oder WIN55212-2 (0.1 und 1 mg kg™)
injiziert (Abbildung 2.13).

MAtr Panc % SOL/RIM/WIN-2 SOL/RIM/WIN-2 %
\L ‘l’ Stim l’ \1, Stim
["> . . . . <..I
I | 1 I 1 ! >
0 15 20 40 60 min
PRE
y ¥ ¥ y
B B B B

Abbildung 2.13: Versuchsprotokoll.

Despinalisierte Ratten mit elektrisch stimuliertem Sympathikotonus.
B: Blutentnahmen; MAtr: Methylatropin; Panc: Pancuronium; PRE: Referenzwerte;
RIM: Rimonabant; SOL: Lésungsmittel; Stim: Stimulation; WIN-2: WIN55212-2.



2 METHODEN UND MATERIAL 45

2.5.2.2 Despinalisierte Ratten mit elektrisch stimuliertem Sympathikotonus

und i.v.-Infusion

Die Tiere wurden zunachst, wie in Kapitel 2.5.2.1 Abschnitt 1 beschrieben,
fur die Sympathikusstimulation vorbereitet. Danach unterschied sich das
Versuchsprotokoll von den vorigen wie folgt:

Nach dem Start der Stimulation und Stabilisierung der Parameter wurde mit
einer Infusion von Vasopressin (4 ng kg™ min™) oder Phenylephrin (10 pg kg™ min™)
begonnen. Nachdem sich die Parameter erneut stabilisieren konnten, wurde die Zeit
auf Null gesetzt (t = 0), und die aufgrund der zusatzlichen Infusion lediglich 10-
minitige PRE-Periode fiir die Referenzwerte begann. Das Lésungsmittel (0.5 ml kg™)
oder Rimonabant (2 mg kg*) wurden zum Zeitpunkt ¢ = 15 min injiziert.

Die Plasmanoradrenalin-Konzentration wurde zweimal wahrend der
Stimulation vor Infusion, zweimal wahrend der PRE-Periode (bei t = 0 und 10 min)
sowie 5 und 10 Minuten nach der Substanzinjektion bestimmt (fir das

Versuchsprotokoll siehe Originalabbildung 3.11, S. 68).

2.5.2.3 Despinalisierte Ratten mit einer blutdrucksteigernden Infusion von

Noradrenalin

In diesen Tieren wurde der Sympathikotonus nicht elektrisch stimuliert.
Stattdessen bekamen sie nach der Praparation eine kontinuierliche Infusion von
Noradrenalin (1 pg kg™ min™), um den vaskularen Tonus zu erhéhen.

Nach Stabilisierung der Parameter begann die PRE-Periode. Bei t = 20 und
40 min wurden entweder das Losungsmittel (0.5 ml kg') oder zwei Dosen
WIN55212-2 (0.1 und 1 mg kg™) injiziert (Abbildung 2.14).
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Abbildung 2.14: Versuchsprotokoll.

Despinalisierte Ratten mit einer blutdrucksteigernden Infusion von Noradrenalin.
B: Blutentnahmen; MAtr: Methylatropin; Panc: Pancuronium; PRE: Referenzwerte;
SOL: Lésungsmittel; WIN-2: WIN55212-2.

2.5.3 Experimente zur Bestimmung der Wirkung von Cannabinoiden auf die

ganglionare Ubertragung

Nach der Praparation wie in den Kapiteln 2.3.1 und 2.3.4 - 2.3.6
beschrieben, wurden Methylatropin und Pancuronium (s. Kapitel 2.5.2.1) injiziert.

Die Parameter stabilisierten sich, und die PRE-Periode begann (fir das
Versuchsprotokoll siehe Originalabbildung 3.16, S. 74). Im Wechsel erfolgte jeweils
eine Minute lang die postgangliondre Stimulation des Nierensympathikus (renale
Stimulation) oder die praganglionére Stimulation im Spinalkanal (spinale Stimulation)
mit 8 V, 0.5 ms Rechteckpulsen bei 2 Hz. Zwischen den beiden Stimulationsarten lag
immer ein Intervall von 5 Minuten. Auf diese Weise wurden innerhalb der PRE-
Periode jeweils zwei Referenzwerte der beiden Stimulationsarten bestimmt.

Bei t = 20 und 35 min wurden dann entweder das Lésungsmittel (0.5 ml kg™)
oder zwei Dosen WIN55212-2 (0.1 und 1 mg kg™) injiziert. Jeweils 5 Minuten nach
einer Injektion folgten wieder im 5 Minuten-Intervall die renale und die spinale

Stimulation. In einer weiteren WIN55212-2 Gruppe wurden die Tiere mit dem CB;-

Cannabinoidrezeptor-Antagonisten Rimonabant (2 mg kg'l I.v.) zum Zeitpunkt t = -20

min vorbehandelt.



2 METHODEN UND MATERIAL 47

2.5.4 Verifizierung der adrenerg vermittelten Wirkung bei postganglionarer
Stimulation des Nierensympathikus

Um sicherzustellen, dass die durch postgangliondare Stimulation des
Nierensympathikus ausgeloste Wirkung adrenerg vermittelt war, wurden einige
Experimente ausgefuhrt, bei denen nach der PRE-Periode die antisympathoton

wirkende Substanz Guanethidin (5 mg kg™ i.v.) gegeben wurde.

2.5.5 Verifizierung der praganglionaren Stimulation

Am Ende einiger Experimente der Studien mit elektrisch stimuliertem
Sympathikotonus (s. Kapitel 2.5.2.1, 25.22 wund 2.5.3) wurde die
ganglienblockierende Substanz Mecamylamin  (2mg kg™') gegeben, um
sicherzustellen, dass die elektrische Stimulation wirklich praganglionar stattfand. In
Experimenten mit i.v.-Infusion wurde diese 10 Minuten vor der Mecamylamin-

Injektion beendet.
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2.6 Materialien

2.6.1 Substanzen

Die in vorliegender Arbeit verwendeten Substanzen sind der unten

aufgefuhrten Tabelle 2.2 zu entnehmen.

Tabelle 2.2: Liste der verwendeten Substanzen und deren Bezugsquellen.

SUBSTANZ MOLEKULARGEWICHT BEZUGSQUELLE
[g mol*

Agar e Sigma-Aldrich
High Gel Strength; Ash: 3-4 % Schnelldorf, Deutschland
Adrenalin-Bitartrat 333.3 Sigma-Aldrich

Schnelldorf, Deutschland
Alkamuls EL-620 (Emulphor) - Rhéne-Poulenc
Polyoxyethyliertes Oleum Ricini; Emulgator Cranbury, NJ, USA
Aluminiumoxid 101.9 Recipe

Munchen, Deutschland
Arginin-Vasopressin 1084.2 Sigma-Aldrich

Schnelldorf, Deutschland
Citronensdure-Monohydrat 210.1 Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland
[D-Ala?,NMe-Phe*,Gly-ol’]-enkephalin 513.7 Tocris
(DAMGO) Bristol, UK
3,4-Dihydroxybenzylamin-HBr 98 % 220.1 Sigma-Aldrich
(DHBA) Schnelldorf, Deutschland
Evans Blau 960.8 Sigma-Aldrich

Schnelldorf, Deutschland

Dopamin-HCI 189.6 Sigma-Aldrich
Schnelldorf, Deutschland

Ethanol 100% 46.1 Rhéne-Poulenc
Cranbury, NJ, USA

Guanethidin-Sulfat 494.7 Sigma-Aldrich
Schnelldorf, Deutschland
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SUBSTANZ MOLEKULARGEWICHT BEZUGSQUELLE
[g mol™]

Halothan e AstraZzeneca GmbH

Wedel, Deutschland
Heparin-Natrium e B. Braun

Melsungen, Deutschland
Mecamylamin-HCI 203.8 Merck & CO, INC.

Rahway, NJ, USA
Methanol 99.9% 32.0 Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland
Methylatropin-Br 384.3 Sigma-Aldrich

Schnelldorf, Deutschland
Naloxon-HCI 399.8 Tocris

Bristol, UK
Natriumacetat 82.0 Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland
Ethylendiamintetraessigsaure-Na, 372.2 Merck

Darmstadt, Deutschland
Natriumhydroxid 40.0 Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland
Natriumsulfit 126.0 Merck

Darmstadt, Deutschland
Noradrenalin-Bitartrat 319.3 Sigma-Aldrich

Schnelldorf, Deutschland
1-Octansulfonsaure 216.3 Sigma-Aldrich

Schnelldorf, Deutschland
Pancuronium-Br 732.7 Organon Teknika

Oss, Niederlande
Perchlorsaure 70-72% - Merck

Darmstadt, Deutschland
(R)-(-)-Phenylephrin-HCI 203.7 Sigma-Aldrich

Schnelldorf, Deutschland
Rimonabant (SR141716A) 463.8 Sanofi-Synthelabo

Montpellier, Frankreich
(Schenkung)
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SUBSTANZ MOLEKULARGEWICHT BEZUGSQUELLE
[g mol™]

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 121.1 Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland
Urethan 89.1 Sigma-Aldrich

Schnelldorf, Deutschland
WIN55212-2 523.2 Tocris
R(+)-[2,3-dihydro-5-methyl-3[(morpholinyl)methyl] Bristol, UK

pyrrolo[1,2,3-de]-1,4-benzoxazinyl]-(1-naphthalenyl)
methanone mesylate

WIN55212-3 523.2 Tocris

S(-)-[2,3-dihydro-5-methyl-3[(morpholinyl)methyl] Bristol, UK
pyrrolo[1,2,3-de]-1,4-benzoxazinyl]-(1-naphthalenyl)
methanone mesylate

Lidocain-HCI 2 % 270.8 Astra GmbH
Wedel, Deutschland

Die Cannabionidrezeptor-Liganden WIN55212-2 (2 mg ml™"), WIN55212-3
(2 mg ml") und Rimonabant (4 mg ml') wurden in einer Mischung aus
Ethanol/Alkamuls EL-620/NaCl-Lsg. (0.9 %) (1/1/8, v/viv) gelost und weiter verdinnt.

Arginin-Vasopressin (0.1 mg ml™), DAMGO (1 mg ml™), Mecamylamin (2 mg ml™),
Methylatropin (1 mg ml'), Naloxon (1.2 mg ml?%), Noradrenalin (1 mg ml™),
Pancuronium (2 mg ml™?), Phenylephrin (1 mg ml*) und Urethan (0.25 mg ml?)
wurden in NaCl-Lsg. (0.9 %) geldst und gegebenenfalls verdinnt.

In der ersten Experimentenserie (Kapitel 2.5.1) wurden DAMGO, WIN55212-2
und WIN55212-3 intracisternal (i.c.) appliziert, alle anderen Substanzen wurden
immer intravends (i.v.) gegeben. Das Bolusvolumen von 25 pl kg™ (i.c.) bzw. 0.5 - 1
ml kg? (i.v.) wurde innerhalb von 1 - 1.5 Minuten injiziert, gefolgt von einem
Durchspilen der Katheter mit 10 pl (i.c.) bzw. 0.2 ml (i.v.) NaCl-Lsg. (0.9 %).
Infusionen wurden mit einer Rate von 1.9 ml h™ infundiert.

Alle in vorliegender Arbeit angegebenen Dosen beziehen sich auf die

jeweiligen Salze der Substanzen.
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2.6.2 Gerate

Die in vorliegender Arbeit verwendeten Gerate sind der unten aufgefuhrten

Tabelle 2.3 zu entnehmen.

Tabelle 2.3: Liste der verwendeten Geréate und deren Bezugsquellen.

GERAT

BEZUGSQUELLE

Beatmungspumpe
rodent ventilator 7025

Blutdruckmessfiihler
Uniflow™

Brickenverstarker
Elektro-Manometer, Transducer Type

Differenzdruckaufnehmer
Validyne Typ DPT 45-14

Doppler-Durchflussmesser
Modell 545C-4, gleichgerichtete Impulse,

Messfuhler: Typ Manschette, Lumen: 1 mm, Frequenz: 20 MHz

HPLC-Detektor

Intro electrochemical detector

HPLC-Hochdruckpumpe
Modell 514

HPLC-Probengeber

Modell 717plus autosampler

HPLC-Saulenthermostat

Modell Jetstream Plus

Kardiotachometer
HRM Typ 669

Mikroskop
Stereo-Zoom SZ-STU2

Narkosemittel-Verdunster
Halothan Vapor 19.3, umgebaut

Oszilloskop
HM 205-3

Biological Research Apparatus
Ugo Basile, Comerio, Italien

Baxter Bentley Laboratories
Uden, Niederlande

Hugo Sachs Elektronik
Hugstetten, Deutschland

Hugo Sachs Elektronik
Hugstetten, Deutschland

Titronics Medical Instruments
lowa, USA

Antec Leyden
Leiden, Niederlande

Waters
Eschborn, Deutschland

Waters
Eschborn, Deutschland

Thermotechnic Products GmbH
Langensersdorf, Osterreich

Hugo Sachs Elektronik
Hugstetten, Deutschland

Olympus
Hamburg, Deutschland

Dragerwerk AG
Lubeck, Deutschland

Hameg
Frankfurt, Deutschland
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GERAT BEZUGSQUELLE
Perfusor B. Braun

Typ VI Melsungen, Deutschland
Pneumotachometer Hugo Sachs Elektronik
Typ 378/1.2 Hugstetten, Deutschland

Stereotaktischer Rahmen
Modell 900 small animal

Stimulator
Typ 215/11

Temperaturregler
Modell TR100

Tragerfrequenz-Messbriicke
CFBA: Carrier Frequency Bridge Amplifier, Typ 677

Verstarker
AC/DC Strain Gage Amplifier, Modell 122

2.7 Statistik

David Kopf Instruments
Tujunga, California, USA

Hugo Sachs Elektronik
Hugstetten, Deutschland

Fine Science Tools
Heidelberg, Deutschland

Hugo Sachs Elektronik
Hugstetten, Deutschland

Grass / Astro-Med
Rodgau, Deutschland

In jedem Experiment wurden die wahrend der PRE-Periode ermittelten
Referenzwerte eines jeden Parameters gemittelt, um vor der Substanzgabe initiale
Absolutwerte (PRE) zu erhalten. Alle weiteren Werte wurden als Prozentanteil von
PRE ausgedruickt.

Die in Text und Abbildungen aufgeflhrten Ergebnisse sind als Mittelwerte aus
n Experimenten + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt.

Statistische Unterschiede zwischen Gruppen wurden mit dem nicht-
parametrischen, zweiseitigen Mann-Whitney-Test ausgewertet.  Statistische
Unterschiede innerhalb einer Gruppe wurden mit dem nichtparametrischen,
zweiseitigen Wilcoxon signed rank-Test beurteilt.

Zur Bestimmung signifikanter Unterschiede diente der vorher festgelegte
P-Wert, der bei P < 0.05 Signifikanz anzeigt. Es ist durchweg nur dieses
Signifikanzniveau angezeigt, auch wenn P < 0.01 oder 0.001 war.

Als Software fur die statistische Auswertung wurde SPSS fir Windows v. 10.0;
SPSS, Chicago, IL, USA, herangezogen.
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3.1 Folgen einer Aktivierung von Cannabinoidrezeptoren auf die

Atmung und das Herz-Kreislauf-System

3.1.1 Referenzwerte (PRE-Werte)

Die bei t = 0 und 15 min bestimmten Werte der Parameter wurden gemittelt,
um die absoluten Initialwerte (PRE-Werte) vor intracisternaler (i.c.) Substanzgabe zu
erhalten. Die PRE-Werte der verschiedenen Gruppen sind in Tabelle 3.1 dargestellt.

Vorbehandlung mit dem CB;-Cannabinoidrezeptor-Antagonisten Rimonabant
(2 mg kg' i.v.) hat die Atemfrequenz und die kardiovaskularen Parameter nicht
beeinflusst. Der Peak-Luftstrom (PIF), das Atemzugvolumen (V1) und das
Atemminutenvolumen (Vg) waren jedoch in der Rimonabant-behandelten Gruppe
hoher. Vorbehandlung mit dem Opioidrezeptor-Antagonisten Naloxon (0.2 mg kg™
i.v.) hat auRRer einer leichten Erhéhung des Peak-Luftstroms keine Anderungen der

respiratorischen und kardiovaskuldren Parameter hervorgerufen.
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3.1.2 Kontroll-Experimente

In der einen Kontroll-Gruppe wurde das Ldésungsmittel (SOL) fir die
Cannabinoide viermal i.c. injiziert (je 25 pl kg™"). AuRer kurzweiligen (< 6 min) und
geringen (~ 5 mmHg) Senkungen des Blutdrucks, blieben die gemessenen

Parameter bei diesen Tieren stabil (Abbildungen 3.1 und 3.2).
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Abbildung 3.1: Effekte des Lésungsmittels (SOL), WIN55212-2 (WIN-2) und WIN55212-3
(WIN-3) auf a die Atemfrequenz, b den Peak-Luftstrom wahrend der Inspiration, ¢ das
Atemzugvolumen und d das Atemminutenvolumen. SOL (25 ul kg™'), WIN-2 (1, 3, 10 und 30
ug kg™') und WIN-3 (1, 3, 10 und 30 pg kg') wurden, wie durch die Pfeile angezeigt, i.c.
injiziert. Die Werte sind als Prozent von PRE angegeben. Mittelwerte+tSEM von jeweils
8 Experimenten. * P < 0.05 versus SOL (Der Pfeil zeigt an, dass alle weiteren Werte
signifikant unterschiedlich zu SOL waren).
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Abbildung 3.2: Effekte des Lésungsmittels (SOL), WIN55212-2 (WIN-2) und WIN55212-3
(WIN-3) auf a den mittleren arteriellen Blutdruck, b die Herzfrequenz und c die
Plasmanoradrenalin-Konzentration. SOL (25 pl kg™), WIN-2 (1, 3, 10 und 30 pg kg™') und
WIN-3 (1, 3, 10 und 30 pg kg”') wurden, wie durch die Pfeile angezeigt, i.c. injiziert. Die
Werte sind als Prozent von PRE angegeben. MittelwertexSEM von jeweils 8 Experimenten.
* P < 0.05 versus SOL.
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In der anderen Kontroll-Gruppe wurde NaCl-Lsg. als Losungsmittel (SAL) fur
DAMGO viermal injiziert (je 25 pl kg™). Hier wurde eine leichte Abnahme der
Atemfrequenz und eine leichte Zunahme des Atemzugvolumens beobachtet

(Abbildung 3.3). Die kardiovaskularen Parameter blieben stabil (nicht gezeigt).
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Abbildung 3.3: Effekte der NaCl-Lsg. (SAL), DAMGO oder Naloxon (NX) + DAMGO auf
a die Atemfrequenz, b den Peak-Luftstrom wahrend der Inspiration, ¢ das Atemzugvolumen
und d das Atemminutenvolumen. SAL (25 pl kg™') und DAMGO (0.1, 0.3, 1 und 3 pg kg™)
wurden, wie durch die Pfeile angezeigt, i.c. injiziert. Bei t = -20 min wurde eine der beiden
DAMGO-Gruppen mit NX (0.2 mg kg™ i.v.) vorbehandelt. Die Werte sind als Prozent von
PRE angegeben. MittelwertetSEM von 8 (SAL), 8 (DAMGO) und 7 (NX+DAMGO)
Experimenten. * P < 0.05 DAMGO versus SAL (Pfeile zeigen an, dass alle weiteren Werte
signifikant unterschiedlich zu SAL waren); " P < 0.05 NX+DAMGO versus DAMGO allein.
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Vier ansteigende Dosen des Cannabinoid-Agonisten WIN55212-2 (1, 3, 10

und 30 ug kg™") und seines inaktiven Enantiomers WIN55212-3 (1, 3, 10 und 30 g
kg") wurden i.c. injiziert. Originalregistrate von einem typischen Experiment mit

WIN55212

3.1.3 Wirkungen von WIN55212-2 und WIN55212-3

3 ERGEBNISSE

2 sind in den Abbildungen 3.4 und 3.5 gezeigt, die statistische

S. 56.

Auswertung hingegen in den Abbildungen 3.1, S. 55 und 3.2,
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Abbildung 3.5: Originalaufnahme. Effekte von a WIN55212-2 (WIN-2) und b DAMGO auf
den Luftstrom und das Atemzugvolumen innerhalb eines Atemzyklus. Die Kurven wurden
jeweils vor und 15 min nach i.c.-Injektion von WIN-2 (30 pg kg™') oder DAMGO (3 g kg™)
aufgenommen. WIN-2 verlangerte den Atemzyklus von 607 ms auf 797 ms (d.h. die
Atemfrequenz sank von 99 min” auf 75 min”) und vergréBerte das Atemzugvolumen.
DAMGO verlangerte den Atemzyklus von 424 ms auf 864 ms (d.h. die Atemfrequenz sank
von 141 min” auf 69 min™) und verminderte den Peak-Luftstrom wahrend der Inspiration
sowie das Atemzugvolumen. Die Aufnahme reprasentiert 8 Experimente.

WIN55212-2 verursachte eine deutliche, dosisabhangige Abnahme der
Atemfrequenz (Abbildungen 3.1a, S. 55, 3.4, S. 58 und 3.5a). Der Peak-Luftstrom
blieb unverandert (Abbildungen 3.1b, 3.4 und 3.5a). Das Atemzugvolumen stieg
geringfugig nach der hochsten WIN55212-2 Dosis (Abbildungen 3.1c, 3.4 und
3.5a). Zudem verminderte WIN55212-2 dosisabhangig das Atemminutenvolumen,;
die Minderung war aufgrund des leichten Anstiegs des Atemzugvolumens geringer
als die Abnahme der Atemfrequenz (Abbildung 3.1a,c,d und Gleichung 2.2, S. 48).
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Der mittlere arterielle Blutdruck veranderte sich nach Applikation der zwei
niedrigeren Dosen (1 und 3 pg kg”') des Cannabinoid-Agonisten WIN55212-2 nicht,
stieg jedoch nach den zwei héheren Dosen (10 und 30 g kg™”') (Abbildungen 3.2a,
S. 56 und 3.4, S. 58). WIN55212-2 senkte dosisabhangig die Herzfrequenz und
steigerte dosisabhangig die Plasmanoradrenalin-Konzentration (Abbildungen 3.2b,c
und 3.4).

WIN55212-3, ein Enantiomer von WIN55212-2, das sehr geringe Affinitat zu
Cannabinoidrezeptoren aufweist (Tabelle 1, S. 8), zeigte weder auf respiratorische
noch auf kardiovaskulare Parameter eine Wirkung (Abbildungen 3.1, S. 55 und 3.2,
S. 56). Als einzige Ausnahme stieg aus unbekanntem Grund das Atemminuten-

volumen leicht an.

3.1.4 Wirkungen von DAMGO

Die Wirkungen des Cannabinoid-Agonisten WIN55212-2 wurden auch mit
denen des p-Opioidrezeptor-Agonisten DAMGO verglichen. Vier ansteigende Dosen
von DAMGO (0.1, 0.3, 1 und 3 pg kg') wurden i.c. injiziert. Die Wirkungen auf die
respiratorischen Parameter sind in den Abbildungen 3.3, S. 57 und 3.5, S. 59
gezeigt.

DAMGO reduzierte merklich die Atemfrequenz, den Peak-Luftstrom, das
Atemzugvolumen und das Atemminutenvolumen (Abbildungen 3.3 und 3.5b). Da
DAMGO sowohl die Atemfrequenz als auch das Atemzugvolumen verminderte,
nahm das Atemminutenvolumen, als Produkt der beiden Parameter, starker ab als
die individuellen Parameter (Abbildung 3.3a,c,d). Der Opioidrezeptor-Antagonist
Naloxon schwachte die respiratorischen Wirkungen von DAMGO wie erwartet ab
(Abbildung 3.3).

Der Blutdruck nahm nach Injektion von DAMGO stark ab (auf 57 £ 6 % des
PRE-Werts nach 3 g kg™'; P < 0.05), die Herzfrequenz blieb im Bereich der initialen
Werte, und ein deutlicher Anstieg der Plasmanoradrenalin-Konzentration (auf 446 +
68 % des PRE-Werts nach 3 pg kg”'; P < 0.05) wurde festgestellt (nicht gezeigt).
Diese kardiovaskularen Wirkungen wurden ebenfalls durch Naloxon abgeschwacht

(nicht gezeigt).
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3.1.5 Interaktion zwischen WIN55212-2 und Rimonabant oder Naloxon

Zuerst wurde die Interaktion zwischen dem selektiven CB;-Rezeptor-
Antagonisten Rimonabant und WIN55212-2 getestet. Alle respiratorischen
Wirkungen von WIN55212-2 wurden durch Rimonabant antagonisiert (Abbildung
3.6).

a WIN-2 WIN-2 WIN-2 WIN-2 C
_ 1 3 10 30 pgkg"1

ool
N — g'_‘
G 100 £m
=R =14
B c on
=S S c 100
g > =
ox 9 N3
<= =

=
60 L

60

—o— WIN-2
—o— RIM+WIN-2
—+— NX+WIN-2

O
o

120 120 -

-

o

o
|

[00]
o
|
[% von PRE]

Peak-Luftstrom
[% von PRE]

Atemminutenvolumen

60 — | I I I I I 40 = I I I I I
0 20 40 60 80 100 min 0 20 40 60 80 100 min

Abbildung 3.6: Interaktion zwischen WIN55212-2 (WIN-2) und Rimonabant (RIM) oder
Naloxon (NX) auf a die Atemfrequenz, b den Peak-Luftstrom wahrend der Inspiration, ¢ das
Atemzugvolumen und d das Atemminutenvolumen. WIN-2 (1, 3, 10 und 30 ug kg™') wurde in
allen drei Gruppen, wie durch die Pfeile angezeigt, i.c. injiziert. Bei t = -20 min wurde eine
Gruppe mit RIM (2 mg kg’ i.v.) und eine andere Gruppe mit NX (0.2 mg kg’ i.v.)
vorbehandelt. Die Werte sind als Prozent von PRE angegeben. MittelwertetSEM von
8 (WIN-2), 7 (RIM+WIN-2) und 5 (NX+WIN-2) Experimenten. * P < 0.05 versus WIN-2 allein
(der Pfeil zeigt an, dass alle weiteren Werte signifikant unterschiedlich zu WIN-2 allein
waren).

Rimonabant verhinderte aulerdem den Blutdruckanstieg, der durch die
hochste Dosis von WIN55212-2 (30 pg kg™') ausgeldst wurde (Abbildung 3.7a),
ebenfalls den Anstieg der Plasmanoradrenalin-Konzentration (Abbildung 3.7c) und
die WIN55212-2-induzierte Bradykardie (Abbildung 3.7b).
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Abbildung 3.7: Interaktion zwischen WIN55212-2 (WIN-2) und Rimonabant (RIM) oder
Naloxon (NX) auf a den mittleren arteriellen Blutdruck, b die Herzfrequenz und c die
Plasmanoradrenalin-Konzentration. WIN-2 (1, 3, 10 und 30 pg kg') wurde in allen drei
Gruppen, wie durch die Pfeile angezeigt, i.c. injiziert. Bei t = -20 min wurde eine Gruppe mit
RIM (2 mg kg™ i.v.) und eine andere Gruppe mit NX (0.2 mg kg™ i.v.) vorbehandelt.

Die Werte sind als Prozent von PRE angegeben. MittelwertetSEM von 8 (WIN-2),
7 (RIM+WIN-2) und 5 (NX+WIN-2) Experimenten. * P < 0.05 versus WIN-2 allein.

Vorbehandlung mit dem Opioidrezeptor-Antagonisten Naloxon hatte keinen
Einfluss auf die von WIN55212-2 ausgeldsten respiratorischen und kardiovaskularen
Wirkungen (Abbildungen 3.6, S. 61 und 3.7). Durch WIN55212-2 hervorgerufene
Anderungen der Atemfrequenz, des Atemzugvolumens, des Atemminutenvolumens,
des mittleren arteriellen Blutdrucks und der Herzfrequenz waren eindrucksvoll

identisch in Abwesenheit und Gegenwart von Naloxon (Abbildungen 3.6 und 3.7).
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3.1.6 Verifizierung der korrekten Lokalisation des Katheters in der Cisterna

magna

Am Ende eines jeden Experiments wurde NaCl-Losung, die Evans Blau
enthielt, Giber den intracisternalen Katheter injiziert (0.2 % w/v; 25 pl kg™'). 15 Minuten
spater wurden die Tiere durch eine Uberdosis Urethan getdtet. Nach Dekapitierung
wurden das Fell des Kopfes und die Schadeldecke mit einer Schere und einer
Fasszange in kaudo-rostraler Richtung erdffnet und das Gehirn zur Untersuchung
aus dem Schadel geschalt. Blaue Farbung des Hirnstamms verifizierte die korrekte
Lokalisation des Katheters in der Cisterna magna.

In drei Experimenten konnte keine blaue Farbung des Hirnstamms beobachtet
werden — diese Experimente wurden von der statistischen Analyse ausgeschlossen.
In den verbleibenden Experimenten wurde eine blaue Verfarbung sowohl auf der

dorsalen als auch ventralen Seite des Hirnstamms festgestellt (Abbildung 3.8).

Abbildung 3.8: Am Ende des Experiments wurde Evans Blau in NaCl-Lésung Uber den i.c.-
Katheter injiziert (0.2 % w/v; 25 ul kg™). Die korrekte Lokalisation des i.c.-Katheters wurde
durch Blaufarbung des Hirnstamms (a dorsal; b ventral) verifiziert.
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3.2 Die Rolle von Endocannabinoiden bei der Sympathikus-

regulierung

3.2.1 Despinalisierte Ratten mit elektrisch stimuliertem Sympathikotonus

3.2.1.1 Wirkungen von Rimonabant auf die sympathische Neuro-Effektor-

Transmission

Der gesamte Sympathikus der despinalisierten Ratten wurde kontinuierlich
bis zum Ende der Experimente stimuliert (mit 40 mA, 0.5 ms Rechteckpulsen bei
1 Hz). Wie erwartet, steigerte die Stimulation den Blutdruck, die Herzfrequenz und
die Plasmanoradrenalin-Konzentration (Tabelle 3.2, S. 66).

Das Lésungsmittel (SOL) (0.5 ml kg™') oder zwei Dosen des CBi-Rezeptor-
Antagonisten Rimonabant (0.5 und 2 mg kg™') wurden appliziert (Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.9: Effekte des Lésungsmittels (SOL) und Rimonabant (RIM) auf a den mittleren
arteriellen Blutdruck, b die Herzfrequenz und c die Plasmanoradrenalin-Konzentration in
despinalisierten Ratten mit elektrisch stimuliertem Sympathikus (40 mA und 0.5 ms Pulse bei
1 Hz). SOL (0.5 ml kg”') und Rimonabant (0.5 und 2 mg kg™”') wurden, wie durch die Pfeile
angezeigt, i.v. injiziert. Die Werte sind als Prozent von den Werten angegeben, die der
Injektion von SOL oder Rimonabant vorausgingen (PRE). Mittelwerte+tSEM von 5 (SOL) und
7 (RIM) Experimenten.
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Die Gabe des Ldsungsmittels flihrte zu einem kurzfristigen Anstieg des
Blutdrucks (Abbildung 3.9a); ein solcher Anstieg wurde auch schon mit einem
Losungsmittel ahnlicher Zusammensetzung beobachtet (Malinowska et al. 2001b).
Die Herzfrequenz (Abbildung 3.9b) und die Plasmanoradrenalin-Konzentration
(Abbildung 3.9c) nahmen in der mit Losungsmittel behandelten Gruppe
kontinuierlich ab. Der CB1-Rezeptor-Antagonist Rimonabant hatte weder Einfluss auf
den mittleren arteriellen Blutdruck (Abbildung 3.9a), noch auf die Herzfrequenz
(Abbildung 3.9b) und die Plasmanoradrenalin-Konzentration (Abbildung 3.9c).

Die fehlende Wirkung des Antagonisten deutet darauf hin, dass
Endocannabinoide unter den Bedingungen der ersten Experimentenreihe die
sympathische Neuro-Effektor-Transmission nicht hemmen.

Als nachster Schritt wurde versucht, durch Infusion von Vasopressin die
Synthese der Endocannabinoide anzuregen. Die Uberlegung war, dass Aktivierung
vaskularer Gag11-Protein-gekoppelter Vi-Rezeptoren zu einer Endocannabinoid-
Synthese flhren wirde (Abbildung 1.2, S. 7). In ahnlicher Weise steigern sowohl
die Aktivierung Goag11-Protein-gekoppelter Rezeptoren im ZNS (s. Kapitel 1.2.3,
Abschnitt 5) als auch die Aktivierung von Acetylcholinrezeptoren in Blutgefalien
(Mechoulam et al. 1998; wahrscheinlich Uber Gog11-Protein-gekoppelte
Muskarinrezeptoren) die Endocannabinoid-Synthese.

In Gegenwart der elektrischen Stimulation flhrte Vasopressin zu einem
Anstieg des Blutdrucks, die Herzfrequenz und die Plasmanoradrenalin-Konzentration

blieben unverandert (Tabelle 3.2).
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Das Lésungsmittel (0.5 ml kg~') oder Rimonabant (2 mg kg™') wurden dann
wahrend weiterlaufender elektrischer Stimulation und Vasopressin-Infusion
verabreicht (Abbildung 3.10). In der Gruppe, die das Losungsmittel erhielt, nahmen
der Blutdruck (Abbildung 3.10a) und die Plasmanoradrenalin-Konzentration
(Abbildung 3.10c) leicht ab, dagegen blieb die Herzfrequenz stabil (Abbildung
3.10b). Verglichen mit der Losungsmittel-Gruppe zeigte Rimonabant keine
signifikanten Wirkungen (Abbildungen 3.10a,b,c).
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Abbildung 3.10: Effekte des Loésungsmittels (SOL) und Rimonabant (RIM) auf a den
mittleren arteriellen Blutdruck, b die Herzfrequenz und c¢ die Plasmanoradrenalin-
Konzentration in despinalisierten Ratten mit elektrisch stimuliertem Sympathikus (40 mA und
0.5 ms Pulse bei 1 Hz) und einer Infusion von Vasopressin (4 ng kg™ min™"). SOL (0.5 ml kg™
und Rimonabant (2 mg kg”') wurden, wie durch die Pfeile angezeigt, i.v. injiziert. Die Werte
sind als Prozent von den Werten angegeben, die der Injektion von SOL oder Rimonabant
vorausgingen (PRE). MittelwertexSEM von 7 (SOL) und 8 (RIM) Experimenten.
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Das wiederholte Ausbleiben der Wirkung des Antagonisten flhrte zur
weiteren Suche nach jenen Bedingungen, die fur einen Endocannabinoid-
vermittelten Effekt gunstig sind. So wurden die Starke der elektrischen Stimulation
erhoht und as-Adrenozeptoren (sie sind ebenfalls Go11-Protein-gekoppelt) durch
eine Infusion mit Phenylephrin aktiviert (s. Abbildung 3.11 fur eine
Originalaufnahme). Kontinuierliche Stimulation mit 80 mA, 0.5 ms Rechteckpulsen
bei 3 Hz steigerte den Blutdruck, die Herzfrequenz und die Plasmanoradrenalin-
Konzentration (Abbildung 3.11 und Tabelle 3.2, S. 66). Die Zunahme des
Blutdrucks und der Plasmanoradrenalin-Konzentration war starker als wahrend der

Stimulation mit 40 mA, 0.5 ms Rechteckpulsen bei 1 Hz (Tabelle 3.2).
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Abbildung 3.11: Originalaufnahme. Effekte der elektrischen Stimulation des Sympathikus
(80 mA und 0.5 ms Pulse bei 3Hz), der Phenylephrin-Infusion und von Rimonabant auf den
mittleren arteriellen Blutdruck, die Herzfrequenz und die Plasmanoradrenalin-Konzentration
(PL-NA) in despinalisierten Ratten. Phenylephrin (10 ug kg™' min~') und Rimonabant (2 mg
kg”') wurden, wie durch die Pfeile angezeigt, i.v. injiziert. Die Aufnahme reprasentiert
7 Experimente.
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In Gegenwart der elektrischen Stimulation erhéhte Phenylephrin (10 pg kg™
min~') leicht die Herzfrequenz, der Blutdruck tendierte zu steigen, und die
Plasmanoradrenalin-Konzentration nahm ab (Abbildung 3.11 und Tabelle 3.2,
S. 66). Dieser Abfall der Plasmanoradrenalin-Konzentration kdnnte die Folge eines
verzogerten Spillovers von Noradrenalin aus der sympathischen Neuro-Effektor-
Synapse in die systemische Zirkulation sein (dies ist manchmal bei Substanzen zu
beobachten, die eine Vasokonstriktion verursachen).

Das Loésungsmittel (0.5 ml kg™") oder Rimonabant (2 mg kg™') wurden dann
wahrend weiterlaufender elektrischer Stimulation und Phenylephrininfusion
verabreicht (Abbildungen 3.11 und 3.12).
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Abbildung 3.12: Effekte des Ldsungsmittels (SOL) und Rimonabant (RIM) auf a den
mittleren arteriellen Blutdruck, b die Herzfrequenz und c¢ die Plasmanoradrenalin-
Konzentration in despinalisierten Ratten mit elektrisch stimuliertem Sympathikus (80 mA und
0.5 ms Pulse bei 3 Hz) und einer Infusion von Phenylephrin (10 ug kg™ min™"). SOL (0.5 ml
kg”) und Rimonabant (2 mg kg™') wurden, wie durch die Pfeile angezeigt, i.v. injiziert. Die
Werte sind als Prozent von den Werten angegeben, die der Injektion von SOL oder
Rimonabant  vorausgingen (PRE). MittelwertetSEM  von 7 Experimenten.
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Die Injektion des Lésungsmittels flihrte zu einem voribergehenden Anstieg
des Blutdrucks (Abbildung 3.12a); die Herzfrequenz (Abbildung 3.12b) und die
Plasmanoradrenalin-Konzentration (Abbildung 3.12c) blieben dagegen stabil.
Verglichen mit dem Losungsmittel zeigte Rimonabant keine signifikanten Wirkungen
(Abbildung 3.12a,b,c).

3.2.1.2 Wirkungen von WIN55212-2 auf die sympathische Neuro-Effektor-

Transmission

Unter einer Reihe unterschiedlicher Bedingungen zeigte der Cannabinoid-
Antagonist Rimonabant keine signifikanten Wirkungen — was darauf hinweist, dass
Endocannabinoide keine Sympathikushemmung vermittelten. Angesichts dieses
Befundes musste nun Uberpruft werden, ob ein exogener Agonist die Neuro-Effektor-
Transmission in vorliegendem Modell hemmen kann. Der Sympathikotonus wurde
dabei durchgehend mit 80 mA, 0.5 ms Rechteckpulsen bei 3 Hz stimuliert.

Zwei Dosen des CB1-/CB2-Rezeptor-Agonisten WIN55212-2 (0.1 und 1 mg
kg™) wurden verabreicht (Abbildung 3.13, S. 71). Injektion von WIN55212-2 fiihrte
zu einer dosisabhangigen Abnahme sowohl des Blutdrucks (Abbildung 3.13a) als
auch der Plasmanoradrenalin-Konzentration (Abbildung 3.13c). Die Minderung der
Herzfrequenz erreichte dagegen keine statistische Signifikanz (Abbildung 3.13b).

Die Wirkung von WIN55212-2 auf die Plasmanoradrenalin-Konzentration in
despinalisierten Ratten mit elektrisch stimuliertem Sympathikotonus legt nahe, dass
die Substanz die Noradrenalinfreisetzung von postganglionaren sympathischen
Neuronen hemmt.

In der letzten Experimentenreine wurde schlieldlich untersucht, ob
Cannabinoidrezeptoren im GefalRendothel oder in glatten Muskelzellen am durch
WIN55212-2 hervorgerufenen Blutdruckabfall beteiligt sind. In diesen Experimenten
wurde nicht elektrisch stimuliert, sondern stattdessen Noradrenalin infundiert (1 ug
kg™ min™). Die Noradrenalininfusion erhdhte den Blutdruck, die Herzfrequenz und die
Plasmanoradrenalin-Konzentration (Tabelle 3.2, S. 66).

Das Lésungsmittel (0.5 ml kg™') oder zwei Dosen von WIN55212-2 (0.1 und
1 mg kg™') wurden verabreicht (Abbildung 3.14, S. 72). Injektion des Lésungsmittels
fuhrte zu einer kurzweiligen Zunahme des Blutdrucks (Abbildung 3.14a). Hingegen

blieb die Herzfrequenz (Abbildung 3.14b) und die Plasmanoradrenalin-
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Konzentration (Abbildung 3.14c) stabil. WIN55212-2 zeigte keine Wirkung, sondern
verursachte die gleichen Reaktionen wie das Losungsmittel (Abbildung 3.14a,b,c).
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Abbildung 3.13: Effekte von WIN55212-2 (WIN-2) auf a den mittleren arteriellen Blutdruck,
b die Herzfrequenz und ¢ die Plasmanoradrenalin-Konzentration in despinalisierten Ratten
mit elektrisch stimuliertem Sympathikus (80 mA und 0.5 ms Pulse bei 3 Hz). WIN-2 (0.1 und
1 mg kg™") wurde, wie durch die Pfeile angezeigt, i.v. injiziert. Die Werte sind als Prozent von
den Werten angegeben, die der Injektion von WIN-2 vorausgingen (PRE). Mittelwerte+tSEM
von 5 Experimenten. * P < 0.05 versus PRE.
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Abbildung 3.14: Effekte des Ldsungsmittels (SOL) und WIN55212-2 (WIN-2) auf a den
mittleren arteriellen Blutdruck, b die Herzfrequenz und c die Plasmanoradrenalin-
Konzentration in despinalisierten Ratten mit einer Infusion von Noradrenalin (1 ug kg™ min™).
SOL (0.5 ml kg™") und WIN-2 (0.1 und 1 mg kg™') wurden, wie durch die Pfeile angezeigt, i.v.
injiziert. Die Werte sind als Prozent von den Werten angegeben, die der Injektion von SOL
oder WIN-2 vorausgingen (PRE). MittelwertezSEM von jeweils 5 Experimenten.

3.2.2 Verifizierung der pragangliondren Stimulation

Bei Tieren, in denen der Sympathikotonus mit 40 mA und 0.5 ms
Rechteckpulsen bei 1 Hz (n = 27) stimuliert wurde, senkte Mecamylamin den
mittleren arteriellen Blutdruck um 10 £ 2 mmHg (18 %; P < 0.05 vs. den Wert direkt
vor der Mecamylamin-Injektion) und die Herzfrequenz um 88 + 8 min™' (18 %;
P < 0.05) (nicht gezeigt).

Bei Tieren, in denen der Sympathikotonus mit 80 mA und 0.5 ms
Rechteckpulsen bei 3 Hz (n = 19) stimuliert wurde, senkte Mecamylamin den
mittleren arteriellen Blutdruck um 24 + 2 mmHg (39 %; P < 0.05 vs. den Wert direkt
vor der Mecamylamin-Injektion) und die Herzfrequenz um 123 + 10 min™" (23 %;
P < 0.05) (nicht gezeigt).
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Nach Beenden der elektrischen Stimulation nach Mecamylamin-Injektion ist
keine bedeutende Anderung von Blutdruck oder Herzfrequenz mehr aufgetreten, was

auf eine ausschlieB3lich praganglionare Stimulation hinweist.

3.3 Die Wirkung von Cannabinoiden auf die ganglionare
Ubertragung

Zur Veranschaulichung sei vorweg die Bedeutung der Basal- bzw. Delta-Werte
dargestellt. Basal-Werte sind Werte direkt vor jeder einzelnen Stimulation, Delta-
Werte beschreiben die Anderung wahrend der Stimulation, also die Differenz
zwischen Maximum und Basal-Wert (Abbildung 3.15).

m sp m sp

SN U P

M ﬂ vﬂ Wertekurve eines

b, b, bs by Parameters

Abbildung 3.15: Skizze zur Veranschaulichung der Basal- bzw. Delta-Werte.
bs4: basale Werte; A: Delta-Wert; rn: renale Stimulation; sp: spinale Stimulation

3.3.1 Referenzwerte (PRE-Werte)

Die beiden Basal-Werte sowie die beiden Delta-Werte der zwei renalen bzw.
spinalen Stimulationen wahrend der PRE-Periode (s. Kapitel 2.5 und Abbildung
3.16 Originalaufnahme) wurden gemittelt, um jeweils einen absoluten PRE-Wert vor
intravendser (i.v.) Substanzgabe zu erhalten. Alle Basal- und Delta-Werte wurden
dann als Prozent dieser Referenz-PRE-Werte ausgedrickt. Die PRE-Periode ist in

den Abbildungen dargestellt.

Wie erwartet steigerte die spinale Reizung den Blutdruck (BP), die

Herzfrequenz (HR) und den renalen vaskularen Widerstand (RVR) (Abbildung 3.16
Originalaufnahme).



74

3 ERGEBNISSE

‘uonenwils afeulds :ds ‘uone|Nwng ajeusal Ul “sjuswiadxy g Yenuaseldal swyeuiny
aiq ‘paiziful “A'1 YBiezabue 3j18jd 1P yoInp aim ‘apinm (,-63% Buw | pun |'0) Z-NIM "Z-NIM UoA uonalul yoeu pun (3yd)
JOA uayey uaualisijeuldsap ul (YAY) puelsIapIp) ualenysea uajeual uap pun (YH) zusnbaujzieH alp ‘(dg9) 3onipinig
uajieepe uapuasaisind uap ‘(4YW) SSNNIG usjeusas uasepIw uap ‘(4¥d) ssniinig usjeuas uapualaisind usp jne
(zH z 129 @s|nd SW G pun A g) UoKEINWIS J1aYdsLNale Jajeual pun Jajeuids apjay3 ewyeusnejeulbuQ 9L ¢ Bunplqqy

34d

ulw 05 i oF ge o€ 14 [0/4 )8 ] S 0
Il

0z

- —— - lllll.lll.l.ll.l.ll-.-lll-fllt.fu-ll\'nllfl} P— e —
Y T A Y A or H_..NIx
BHww]
9 UAY

08
roog

- } —_— Foor [widd]
T J;z /j ros  dH

=009

-0

i!{i-ijiéiijtugi!jl;; L% [BHww]
_ fes.  d8
=00e

.t [zml
SN . —~ L
oy s SRR e SN ™ ¢ duN

[zl
4¥d




3 ERGEBNISSE 75

Der mittlere renale Blutfluss (MRF) anderte sich nicht reproduzierbar und
wurde deshalb in den statistischen Abbildungen nicht dargestellt. Die direkte Reizung
des Nierensympathikus fuhrte zu einer Abnahme des MRF und einer Zunahme des
RVR. Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) und die HR blieben unbeeinflusst
(Abbildung 3.16 Originalaufnahme) und wurden deshalb in den statistischen
Abbildungen nicht dargestellt.

Sowohl die Basal- als auch die Delta-PRE-Werte der Gruppen ohne und mit
Vorbehandlung sind in Tabelle 3.3, S. 76 dargestellt. Vorbehandlung mit dem CB+-
Cannabinoidrezeptor-Antagonisten Rimonabant (2 mg kg’ i.v.) hat keinen der
Parameter signifikant beeinflusst. Es gibt auch innerhalb der Gruppen keinen
Unterschied der basalen PRE-Werte zwischen den Stimulationsarten, was fur die
Stabilitat des Modells spricht.

3.3.2 Basal-Werte

Die prozentualen Basal-Werte sind fir die jeweiligen Parameter und
Stimulationsarten in den Abbildungen 3.17, S. 77 und 3.18, S. 78 gezeigt.

Zwischen den zwei Gruppen SOL und WIN-2 sind bei den untersuchten
Parametern keine signifikanten Unterschiede in den Basal-Werten vor spinaler
(Abbildung 3.17) und renaler (Abbildung 3.18) Stimulation festzustellen. Somit
kann davon ausgegangen werden, dass gleiche Ausgangswerte fur eine Antwort auf
eine elektrische Reizung in den untersuchten Gruppen vorlagen.

Die Basal-Werte zwischen den beiden Gruppen RIM und WIN-2 zeigten bis
auf die PRE-Werte des MAP bei spinaler (Abbildung 3.17a) und renaler Stimulation
(Abbildung 3.18a) bei keinem der Parameter signifikante Unterschiede. Wie man in
den Abbildungen sieht, ist diese Signifikanz der prozentualen Basal-PRE-Werte nicht
sehr deutlich und geht sogar verloren, wenn man die absoluten PRE-Werte zwischen
der mit Rimonabant vorbehandelten Gruppe und den insgesamt nicht

vorbehandelten Tieren betrachtet (Tabelle 3.3).
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Abbildung 3.17: Effekte des Losungsmittels (SOL), WIN55212-2 (WIN-2) und Rimonabant
(RIM+WIN-2) auf die Basalwerte a des mittleren arteriellen Blutdrucks, b des renalen
vaskularen Widerstands, ¢ der Herzfrequenz und d des mittleren renalen Blutflusses in
despinalisierten Ratten, jeweils vor den einzelnen spinalen Stimulationen. SOL (0.5 ml kg™
und WIN-2 (0.1 und 1 mg kg™") wurden, wie durch die Pfeile angezeigt, i.v. injiziert. Bei t = -20
min wurde eine der beiden WIN-2-Gruppen mit RIM (2 mg kg™ i.v.) vorbehandelt. Die Werte
sind als Prozent von PRE angegeben. Mittelwerte+SEM von 6 (SOL), 8 (WIN-2) und 6 (RIM)
Experimenten. * P < 0.05 versus WIN-2 allein.



3 ERGEBNISSE 78

a sou  sou C sou  sou
WIN-2 WIN-2 ] WIN-2 WIN-2 ]
S 120 — 0.1 1 mgkg 120 - 0.1 1 mgkg
E , I I
5 _ -
o H:'—J' 100 ~ /M + N 100
o o
2 c 80 O c 80
g2 58
T R T 2
& 007 TS 60
o
‘€ 40 - 40 -
b d mmm SOL
1 WIN-2
mmm RIM+WIN-2
©
§ 120 @ 120
e >
) E=]
S — 100 = M i S — 100 M T
; L o L
o 5 o
[} Qo
55 80 S5 80
3 > o >
B 2 2
© — O —
> 60 s 60 -
o) E
© k=
c 40 - 40 -
9 T T T T T T T T
1 2 3 4 1 2 3 4
renale Stimulationen renale Stimulationen
PRE PRE

Abbildung 3.18: Effekte des Losungsmittels (SOL), WIN55212-2 (WIN-2) und Rimonabant
(RIM+WIN-2) auf die Basalwerte a des mittleren arteriellen Blutdrucks, b des renalen
vaskularen Widerstands, ¢ der Herzfrequenz und d des mittleren renalen Blutflusses in
despinalisierten Ratten, jeweils vor den einzelnen renalen Stimulationen. SOL (0.5 ml kg™
und WIN-2 (0.1 und 1 mg kg™") wurden, wie durch die Pfeile angezeigt, i.v. injiziert. Bei t = -20
min wurde eine der beiden WIN-2-Gruppen mit RIM (2 mg kg™ i.v.) vorbehandelt. Die Werte
sind als Prozent von PRE angegeben. Mittelwerte+SEM von 6 (SOL), 8 (WIN-2) und 6 (RIM)
Experimenten. * P < 0.05 versus WIN-2 allein.

3.3.3 Kontroll-Experimente

In der Kontroll-Gruppe wurde das Losungsmittel fur die Cannabinoide (SOL)
zweimal i.v. injiziert (je 0.5 ml kg™") (Abbildung 3.19). Die Injektion verursachte, wie
schon zuvor in Kapitel 3.2.1.1 beschrieben, einen kurzfristigen Anstieg des
Blutdrucks, auflerdem des mittleren renalen Blutflusses und auch des renalen

vaskularen Widerstands (nicht gezeigt). Vor den elektrischen Reizungen waren die
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Werte wieder stabil und zeigten weder bei spinaler (Abbildung 3.19a,b,c) noch bei
renaler Stimulation (Abbildung 3.20a,b, S. 80) signifikante Veranderungen der

reizbedingten Anstiege der gemessenen Parameter.
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Abbildung 3.19: Effekte des Losungsmittels (SOL), WIN55212-2 (WIN-2) und Rimonabant
(RIM+WIN-2) auf a den mittleren arteriellen Blutdruck, b den renalen vaskularen Widerstand
und c die Herzfrequenz in despinalisierten Ratten mit spinaler elektrischer Stimulation (8 V
und 0.5 ms Pulse bei 2 Hz). SOL (0.5 ml kg™) und WIN-2 (0.1 und 1 mg kg™) wurden, wie
durch die Pfeile angezeigt, i.v. injiziert. Bei t = -20 min wurde eine der beiden WIN-2-
Gruppen mit RIM (2 mg kg™ i.v.) vorbehandelt. Die Werte sind als Prozent von PRE
angegeben. Mittelwerte+xSEM von 6 (SOL), 8 (WIN-2) und 6 (RIM) Experimenten. * P < 0.05
versus SOL; " P < 0.05 versus WIN-2 allein.
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3.3.4 Wirkungen von WIN55212-2

Zwei Dosen des CB;-/CB,-Rezeptor-Agonisten WIN55212-2 (0.1 und 1 mg kg™)
wurden verabreicht (Abbildungen 3.16, S. 74, 3.19, S. 79 und 3.20). Injektion von
WIN55212-2 fuhrte bei spinaler Stimulation sowohl zu einer dosisabhangigen
Abnahme des reizbedingten Anstiegs des Blutdrucks (Abbildungen 3.16 und 3.19a)
als auch des renalen vaskularen Widerstands, wobei letztere allerdings erst bei der
héheren Dosis signifikant wurde (Abbildungen 3.16 und 3.19b).
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renalen vaskularen Widerstands

renale Stimulationen
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Abbildung 3.20: Effekte des Losungsmittels (SOL), WIN55212-2 (WIN-2) und Rimonabant
(RIM+WIN-2) auf a den mittleren renalen Blutfluss und b den renalen vaskularen Widerstand
in despinalisierten Ratten mit renaler elektrischer Stimulation (8 V und 0.5 ms Pulse bei
2 Hz). SOL (0.5 ml kg™') und WIN-2 (0.1 und 1 mg kg') wurden, wie durch die Pfeile
angezeigt, i.v. injiziert. Bei t = -20 min wurde eine der beiden WIN-2-Gruppen mit RIM (2 mg
kg" i.v.) vorbehandelt. Die Werte sind als Prozent von PRE angegeben. Mittelwerte+SEM
von 6 (SOL), 8 (WIN-2) und 6 (RIM) Experimenten.
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Die Minderung des reizbedingten Anstiegs der Herzfrequenz erreichte
aufgrund der groRen Standardabweichungen keine statistische Signifikanz
(Abbildung 3.19c, S. 79). Injektion von WIN55212-2 bei renaler Stimulation
veranderte weder die reizbedingte Abnahme des MRF noch den Anstieg des RVR
(Abbildungen 3.16, S. 74 und 3.20a,b).

3.3.5 Interaktion zwischen WIN55212-2 und Rimonabant

Nach Vorbehandlung mit dem selektiven CBi-Rezeptor-Antagonisten
Rimonabant (2 mg kg™) wurden nach der PRE-Periode wieder zwei Dosen von
WIN55212-2 (0.1 und 1 mg kg™) verabreicht. Bei spinaler Stimulation wurden die
zuvor beobachteten Wirkungen von WIN55212-2 auf die reizbedingten Anstiege des
MAP, des RVR und der HR vollstandig antagonisiert (Abbildung 3.19a,b,c, S. 79).
Bei renaler Stimulation zeigte die mit Rimonabant vorbehandelte Gruppe keinen
Unterschied zur SOL- und WIN-2-Gruppe (Abbildung 3.20, S. 80).

3.3.6 Verifizierung der adrenerg vermittelten Wirkung bei postganglionarer

Stimulation des Nierensympathikus

Guanethidin gelangt mit dem Noradrenalin-Transporter in die Axonendigungen
postganglionar-sympathischer Neurone. Dort hemmt es spannungsabhangige
Natriumkanale, was zu einer Hemmung der Noradrenalinabgabe fuhrt.

Erneute postganglionare Reizung des Nierensympathikus 15 bis 20 min nach
Guanethidin-Injektion durfte dann keine nennenswerte Anderung des renalen
Blutflusses und des renalen vaskularen Widerstands mehr hervorrufen. Auch die
Wirkung der spinalen Stimulation auf die Parameter musste von Guanethidin
unterdruckt werden (Abbildung 3.21 Originalaufnahme, S. 82).

Guanethidin selbst (n = 5) fuhrte zu einer geringfigigen Abnahme des
mittleren arteriellen Blutdrucks von 77.2 + 7.8 auf 72.8 + 6.4 mmHg (P < 0.05) und
des MRF von 2.24 + 0.36 auf 1.85 + 0.59 kHz (P < 0.05). Somit stieg der RVR von
35.28 + 7.45 auf 42.71 + 14.18 mmHg kHz™" (P < 0.05). Die Herzfrequenz (HR) nahm
ausgehend von 475 £ 43 bpm sowie einem initial voribergehenden Anstieg auf 492 +
35 bpm zu (Abbildung 3.21 Originalaufnahme).
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Die Abnahme des MRF und damit auch die Zunahme des RVR durch direkte

Stimulation des Nierensympathikus mit 8 V, 0.5 ms Rechteckpulsen bei 2 Hz, wurden

Auch

15 bis 20 min nach Injektion von Guanethidin signifikant unterdrickt.
praganglionare Sympathikusreizung hatte keinen Einfluss mehr. Tabelle 3.4 zeigt fur

jeden Parameter die absoluten Anderungen wéahrend der PRE-Phase sowie die

geringen prozentualen Anderungen nach Substanzinjektion, die durch renale bzw.

spinale Stimulation ausgeldst wurden. Fir ein Originalregistrat siehe Abbildung

3.21.
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3.3.7 Verifizierung der praganglionaren Stimulation

Erneute elektrische Sympathikusreizung 15 min nach Mecamylamin-Injektion
durfte keine nennenswerte Anderung des Blutdrucks, der Herzfrequenz und des
renalen vaskularen Widerstands mehr hervorrufen (Abbildung 3.22).

Praganglionare Stimulation des Sympathikotonus nach Injektion von
Mecamylamin hatte kaum noch Einfluss auf die Parameter MAP, HR und RVR.
Tabelle 3.4, S. 83 zeigt furr jeden Parameter die absoluten Anderungen wahrend der
PRE-Phase sowie die geringen prozentualen Anstiege nach Substanzinjektion, die
durch spinale Stimulation ausgelost wurden. Fur ein Originalregistrat siehe
Abbildung 3.22.

Mecamylamin
sp 2mg kg™ sp

_ V {

PRF 4
kHz] 2] .

4_
MRF g: m-—-cl'\--.r-q*—"““ A, I Mo
[kHZ] 14
208:
BP 1)
[mmHg] 50 - 1
04

HR so04 /N
bpm] o] T

80

RVR 60 -
[mmHg

kHz] 40+

!
45 50 55 60 65 min
PRE

Abbildung 3.22: Originalaufnahme. Effekte spinaler elektrischer Stimulation (8 V und 0.5 ms
Pulse bei 2 Hz) auf den pulsierenden renalen Blutfluss (PRF), den mittleren renalen Blutfluss
(MRF), den pulsierenden arteriellen Blutdruck (BP), die Herzfrequenz (HR) und den renalen
vaskularen Widerstand (RVR) in despinalisierten Ratten vor (PRE) und nach Mecamylamin.
Mecamylamin (2 mg kg™') wurde, wie durch den Pfeil angezeigt, i.v. injiziert. Die Aufnahme
reprasentiert 5 Experimente. sp: spinale Stimulation.



4 DISKUSSION

4.1 Folgen einer Aktivierung von Cannabinoidrezeptoren auf die

Atmung und das Herz-Kreislauf-System

4.1.1 Respiratorische Wirkungen

Intracisternal (i.c.) appliziert hat der gemischte CB;-/CB;-
Cannabinoidrezeptor- Agonist WIN55212-2 (Pertwee 1999; Howlett et al. 2002) die
Atemfrequenz und das Atemminutenvolumen gesenkt sowie das Atemzugvolumen
leicht gesteigert. Die ausbleibende Wirkung des Stereoisomers WIN55212-3
(Pertwee 1999; Howlett et al. 2002) deutet auf eine Beteiligung spezifischer
Cannabinoidrezeptoren hin. Die antagonistischen Wirkungen des CB;-Rezeptor-
selektiven Antagonisten Rimonabant (Rinaldi-Carmona et al. 1994; Pertwee 1999;
Howlett et al. 2002) identifizierte den Rezeptor als CB1-Rezeptor. Zumindest im Falle
der Atemfrequenz zeigte Rimonabant keine eigene Wirkung (Tabelle 3.1, S. 54);
deshalb ist ein funktioneller Antagonismus zwischen WIN55212-2 und Rimonabant
unwahrscheinlich.

Die intracisternalen Dosen, die in den vorliegenden Experimenten
respiratorische Wirkungen hervorgerufen haben (1 - 30 pg kg™?), waren wesentlich
kleiner als die intravends injizierten Dosen, die zu einer Atemdepression in Ratten
fihrten (30 - 1000 pg kg™; Schmid et al. 2003). Dieser Befund argumentiert gegen
eine systemische Wirkung des i.c. injizierten WIN55212-2 (nach Diffusion in den
systemischen Kreislauf) und macht es wahrscheinlich, dass WIN55212-2 tatsachlich
in Zentren des Hirnstamms gewirkt hat, die vom Intracisternalraum aus erreichbar
sind. Einer kurzlich erschienenen Beobachtung in Ratten zufolge bewirken
Cannabinoide, mikroinjiziert in den rostroventrolateralen retikularen Nucleus, eine
kurzweilige Unterdrickung (< 8 s) des Feuerns des Nervus phrenicus (d.h. sie
verursachen Apnoe; Padley et al. 2003). Im Gegensatz dazu wurde in der
vorliegenden Arbeit eine lang andauernde Atemdepression beobachtet (> 10 min);
aus diesem Grund mag das in diesen beiden Studien beobachtete Phanomen nicht
identisch sein. Dennoch zeigen sowohl die Untersuchungen von Padley et al. (2003)
als auch die der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal, dass eine Aktivierung von CB;-

Rezeptoren im Hirnstamm zu Atemdepression fuhrt. In den Untersuchungen der
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vorliegenden Arbeit wurde dies Uber eine direkte Messung verschiedener
respiratorischer, dynamischer Parameter gezeigt. Es ist wahrscheinlich, dass
systemisch applizierte Cannabinoide die Atmung ebenfalls durch eine Wirkung im
Hirnstamm hemmen, allerdings kénnen weitere Wirkorte (auch periphere Orte) nicht
ausgeschlossen werden.

Es ist nicht bekannt, welches der Atemzentren im Hirnstamm (die ventrale
medullére respiratorische Gruppe, die dorsale medullare respiratorische Gruppe oder
die pontine respiratorische Gruppe) der Hauptangriffspunkt der Cannabinoide zur
Senkung der Atemfrequenz war. Jedoch sind sowohl die CB;-Rezeptor-mRNA als
auch das -Protein in verschiedenen Nuclei prasent, die zu diesen respiratorischen
Zentren gehdren; so im Nucleus tractus solitarii, im Nucleus dorsalis nervi vagi, in der
Area postrema, im rostroventrolateralen Nucleus reticularis, im Nucleus ambiguus
und im Nucleus parabrachialis (Herkenham et al. 1991; Mailleux & Vanderhaeghen
1992; Matsuda et al. 1993; Glass et al. 1997; Tsou et al. 1998; Padley et al. 2003).

Im Gegensatz zur Senkung der Atemfrequenz hat WIN55212-2 den Peak-
Luftstrom wahrend der Inspiration nicht beeinflusst. Da der Peak-Luftstrom eine
Funktion des respiratorischen Antriebs (hier definiert als die Anzahl der
Muskelfasern, die aktiv an der Inspiration beteiligt sind) und des Atemweg-
widerstandes ist, weist diese Beobachtung darauf hin, dass WIN55212-2 die
medullare Regulation dieser Parameter nicht verandert hat. WIN55212-2 hatte also
selektiven Einfluss auf die medullare respiratorische Rhythmogenese.

Das zweite Ziel dieser Experimentenreihe war, die Frage zu klaren, ob
endogene Opioide und Opioidrezeptoren an der atemdepressiven Wirkung der
Cannabinoide beteiligt sind. Die Ergebnisse zweier Versuchsreihen sprechen gegen
eine solche Beteiligung von Opioiden. Zum Einen unterschied sich das Wirkmuster
des Cannabinoid-Agonisten WIN55212-2 von dem Wirkmuster des pu-Opioidrezeptor-
Agonisten DAMGO. Beide Substanzen verminderten die Atemfrequenz und das
Atemminutenvolumen. Der Cannabinoid-Agonist zeigte jedoch keine Wirkung auf
den Peak-Luftstrom, wohingegen der Opioid-Agonist diesen stark verminderte. Das
Atemzugvolumen wurde durch das Cannabinoid gesteigert, durch das Opioid jedoch
gemindert.

Das zweite, ausschlaggebendere Argument gegen eine Beteiligung
endogener Opioide wurde durch die Interaktionsexperimente geliefert: Der

Opioidrezeptor-Antagonist Naloxon veranderte die durch den Cannabinoid-Agonisten
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hervorgerufene Atemdepression nicht, wahrend er die Wirkungen des Opioid-
Agonisten abschwdachte. Da Naloxon Affinitdt zu p-, 6- und x-Opioidrezeptoren
besitzt (Corbett et al. 1993), ist es aul3erst unwahrscheinlich, dass irgendeiner dieser

Rezeptoren an der Wirkung des Cannabinoid-Agonisten WIN55212-2 beteiligt war.
Ein erganzendes Argument gegen eine Beteiligung von k-Opioidrezeptoren ist die

Tatsache, dass «-Opioidrezeptor-Agonisten keine Atemdepression hervorrufen
(Flérez & Hurlé 1993). Auch auf die atemdepressiven Wirkungen systemisch
applizierter Cannabinoide in Affen zeigte ein Opioid-Antagonist keinen Einfluss
(Vivian et al. 1998).

Der CB;-Rezeptor-Antagonist Rimonabant, i.v. gegeben, erhdhte den Peak-
Luftstrom, das Atemzugvolumen und das Atemminutenvolumen (Tabelle 3.1, S. 54).
Es ist schwierig, diese Ergebnisse auf eine Blockade der Wirkung endogener
Cannabinoide im Hirnstamm zurtickzufihren (z.B. wurde in diesem Fall eine
Verminderung des Atemzugvolumens erwartet). Eine Wirkung von Rimonabant in der
Peripherie scheint wahrscheinlicher; eine Senkung des Atemwegwiderstandes durch
Rimonabant konnte alle drei beobachteten Veranderungen erklaren. Wenn
beispielsweise endogene Cannabinoide tonisch die Noradrenalinfreisetzung aus
sympathischen Neuronen der Bronchien hemmen (so wie exogene Cannabinoide;
Vizi et al. 2001), dann ist zu erwarten, dass Rimonabant den Atemwegwiderstand

vermindert.

4.1.2 Kardiovaskulare Wirkungen

Es herrscht allgemeine Ubereinstimmung, dass die Hemmung der
Noradrenalinfreisetzung aus postganglionar-sympathischen Neuronen durch
Aktivierung prasynaptischer CB;j-Rezeptoren eine wichtige Komponente der
Cannabinoidwirkung auf das kardiovaskulare System darstellt (Varga et al. 1996;
Malinowska et al. 1997, 2001b; Niederhoffer & Szabo 1999; Szabo et al. 2001b;
Niederhoffer et al. 2003).

Das Bild Uber die Effekte von Cannabinoiden auf kardiovaskulare
Regulationszentren ist weniger klar. Applikation von A°-Tetrahydrocannabinol in den
Blutkreislauf des Kopfes von Hunden oder in den lateralen cerebralen Ventrikel von
Katzen |oste eine Sympathikushemmung aus (Cavero et al. 1973a,b; Vollmer et al.
1974). In einer neueren Studie an Hunden veranderten in den Nucleus tractus

solitarii  injizierte  Cannabinoid-Agonisten  nicht die  Empfindlichkeit des
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Barorezeptorreflexes (Rademacher et al. 2003). In wachen Kaninchen fuhrte die
Injektion von Cannbinoiden in die Cisterna magna zu Sympathikusanregung und
vagal vermittelter Bradykardie (Niederhoffer & Szabo 1999 und 2000). In Ratten
hatten Mikroinjektionen von Cannabinoiden in den Nucleus tractus solitarii keine
Wirkung, wohingegen Injektionen in den rostroventrolateralen Nucleus reticularis
eine schwache Sympathikushemmung erzeugten (Niederhoffer et al. 2003). Bei einer
weiteren Studie an Ratten I6sten Mikroinjektionen von Cannabinoiden in den
rostroventrolateralen Nucleus reticularis eine Anregung des Sympathikus aus
(Padley et al. 2003).

In den vorliegenden Experimenten erzeugte i.c.-Injektion des
Cannabinoidrezeptor-Agonisten WIN55212-2 drei Effekte: die Plasmanoradrenalin-
Konzentration und der Blutdruck stiegen an, wahrend die Herzfrequenz sank. Sowohl
die ausbleibende Wirkung des inaktiven Stereoisomers WIN55212-3 als auch die
Aufhebung der Wirkungen durch den CB;-Rezeptor-selektiven Antagonisten
Rimonabant weisen auf eine Beteiligung von CB;-Rezeptoren bei den durch
WIN55212-2 ausgeldsten Effekten hin.

Es ist sehr wahrscheinlich, dass der i.c. injizierte Cannabinoid-Agonist
WIN55212-2 im Hirnstamm und nicht systemisch wirkte (nach Diffusion in den
systemischen Kreislauf). Erstens, weil die intracisternalen Dosen, die in den
vorliegenden Experimenten kardiovaskuldare Wirkungen auslésten (1 - 30 pg kg™),
wesentlich geringer waren als die intraventsen Dosen, die zu kardiovaskularen
Veranderungen in Ratten fithrten (30 - 1000 pg kg*; Lake et al. 1997; Niederhoffer et
al. 2003; Schmid et al. 2003). Zweitens, weil das Wirkmuster, welches von i.c.
applizierten Cannabinoiden hervorgerufen wurde, sich von jenem Wirkmuster
unterscheidet, das bei i.v.-Applikation von Cannabinoiden beobachtet wurde. Nach
i.c.-Injektion erhdhte WIN55212-2 die Plasmanoradrenalin-Konzentration und den
Blutdruck, wahrend diese Parameter nach i.v.-Injektion sanken (Lake et al. 1997;
Niederhoffer et al. 2003; Schmid et al. 2003). Demnach |6ste WIN55212-2 seine
kardiovaskularen Effekte wahrscheinlich Uber eine direkte Wirkung in
kardiovaskularen Zentren des Hirnstamms aus. Allerdings fand gleichzeitig eine
Atemdepression statt, weshalb nicht ausgeschlossen werden kann, dass
kardiovaskuléare Veranderungen aufgrund von Hypoxie, Hyperkapnie und Azidose zu

dem Gesamtbild kardiovaskularer Reaktionen beigetragen haben.
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Der Anstieg der Plasmanoradrenalin-Konzentration zeigt, dass in der Ratte
(@hnlich wie in Kaninchen; siehe Niederhoffer & Szabo 1999, 2000) Cannabinoid-
Agonisten den Sympathikotonus uUber eine Wirkung im Hirnstamm erhdhen.
Intracisternale Injektion von WIN55212-2 fihrte auch zu einer dosisabhangigen
Bradykardie (ahnlich wie in Kaninchen; siehe Niederhoffer & Szabo 1999, 2000).
Dies ist wahrscheinlich auf eine Erhéhung des Vagustonus am Herzen
zuruckzufahren, da die durch systemisch appliziertes WIN55212-2 ausgeldste
Bradykardie in Ratten vagal vermittelt ist (Niederhoffer et al. 2003, Schmid et al.
2003).

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass eine Aktivierung von CB;-
Cannabinoidrezeptoren den respiratorischen Rhythmus-Generator im Hirnstamm
dampft. Eine Sympathikusanregung und eine Erh6hung des Vagustonus am Herzen
sind weitere Folgen einer Aktivierung zentraler CB;-Rezeptoren. Endogene Opioide
und Opioidrezeptoren sind an den zentralen respiratorischen und kardiovaskuléren
Wirkungen von Cannabinoiden nicht beteiligt. Diese von Cannabinoiden im ZNS
ausgelosten Effekte konnten unerwinschte Nebenwirkungen darstellen, wenn
Cannabinoid-Agonisten z.B. in der Therapie von Asthma, Schmerz, Ubelkeit und

Muskelkspastik (s. Einleitung Kapitel 1.5, Abschnitt 3) eingesetzt werden.

4.2 Die Rolle von Endocannabinoiden bei der Sympathikus-

regulierung

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Aktivierung von Cannabinoidrezeptoren durch
einen exogenen Cannabinoid-Agonisten eine deutliche Hemmung der sympa-
thischen Neuro-Effektor-Transmission bewirkt. Es gab jedoch keine Anzeichen dafir,
dass eine solche Sympathikushemmung durch Endocannabinoide vermittelt wird.

Eine prasynaptische Hemmung der Noradrenalinfreisetzung aus sympathischen
Neuronen durch Cannabinoide wurde in mehreren Geweben nachgewiesen: Herz
(Ishac et al. 1996; Malinowska et al. 2001b; Szabo et al. 2001b), Lunge (Vizi et al.
2001), mesenteriale Blutgefalie (Ralevic & Kendall 2002) und Vas deferens (Pertwee
et al. 1992; Trendelenburg et al. 2000; Christopoulos et al. 2001; Schlicker et al.
2003). Durch eine prasynaptische Hemmung in vielen Organen vermindern

Cannabinoide bei despinalisierten Ratten und Kaninchen mit elektrisch stimuliertem
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Sympathikus das gesamte Noradrenalin-Spillover in der Peripherie. Auch die
Plasmanoradrenalin-Konzentration sowie der Blutdruck werden folglich gesenkt
(Malinowska et al. 1997; Niederhoffer & Szabo 1999; Niederhoffer et al. 2003). All
diese Effekte wurden auf eine Aktivierung des neuronalen CB;i-Rezeptors
zuruckgefuhrt.  Die von WIN55212-2 erzeugte Sympathikushemmung in der
vorliegenden Arbeit bestatigt diese friheren Beobachtungen. Wahrend in den
vorhergehenden Studien die Sympathikusstimulation nur kurzfristig erfolgte (10 s - 3 min;
Malinowska et al. 1997; Niederhoffer et al. 2003), spiegelt die in der vorliegenden
Arbeit angewendete kontinuierliche Stimulation eher die physiologischen
Bedingungen wider. Die Resultate bestatigen zugleich, dass die verwendete
Methode geeignet ist, um  Cannabinoid-evozierte = Veranderungen im
Sympathikotonus zu erfassen.

Es ist beeindruckend, dass — im Gegensatz zu den stark ausgepragten
Wirkungen von WIN55212-2 bei despinalisierten Ratten mit elektrischer Stimulation —
der Cannabinoid-Agonist keinerlei Wirkung auf den Blutdruck und die Herzfrequenz
bei Tieren mit einer Noradrenalin-Infusion hatte. Diese Beobachtung schliel3t direkte
Effekte von WIN55212-2 auf das Endothel und die glatte Muskulatur sowie auf den
Sinusknoten des Herzens aus und deutet darauf hin, dass die beobachteten
Wirkungen bei despinalisierten Ratten mit elektrischer Stimulation Folgen einer
Sympathikushemmung waren. Aufgrund der Art des verwendeten Modells kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass WIN55212-2 in anderen Regionen, die
nur geringfligig zum totalen peripheren Widerstand beitragen, direkte Wirkungen auf
das GefalRendothel und die glatte Muskulatur hat (z.B. Cerebral- und
Koronararterien, Gebremedhin et al. 1999; Wagner et al. 2001b).

Die Hypothese der vorliegenden Experimente war, dass endogene
Cannabinoide eine Sympathikushemmung hervorrufen. Unter dieser Annahme war
zu erwarten, dass der CB;-Rezeptor-Antagonist Rimonabant den Sympathikustonus
anheben wirde. Rimonabant wurde unter drei verschiedenen Versuchsbedingungen
verabreicht, erhohte aber unter keiner der Bedingungen den Blutdruck, die
Herzfrequenz oder die Plasmanoradrenalin-Konzentration. Bei den verabreichten
Dosen hebt Rimonabant den sympathikushemmenden Effekt exogener
Cannabinoidrezeptor-Agonisten auf (Malinowska et al. 1997 und 2001b; Niederhoffer
et al. 2003; Schmid et al. 2003). Demnach ist es unwahrscheinlich, dass

Endocannabinoide den Sympathikotonus am Herzen oder in einer anderen Region,
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die wesentlich zur Plasmanoradrenalin-Konzentration oder zum totalen peripheren
Widerstand beitrdgt, hemmen. Die vorliegende Studie kann aber natirlich nicht
ausschlieRen, dass Endocannabinoide in Regionen, die nur unwesentlich zur
Plasmanoradrenalin-Konzentration oder zum totalen peripheren Widerstand
beitragen, ein Rolle spielen (z.B. Vas deferens).

Rimonabant ist kein reiner CB;-Rezeptor-Antagonist. Vielmehr zeigt die
Substanz in Gegenwart konstitutiv aktiver CB;-Rezeptoren invers-agonistische
Eigenschaften (MacLennan et al. 1998; Pertwee 1999; Howlett et al. 2002). Kurzlich
wurde gezeigt, dass Rimonabant im ZNS aufgrund dieser invers-agonistischen
Wirkung tatsachlich die Transmitterfreisetzung erhéhen kann (Kathmann et al. 2004).
Daher beruhte der durch Rimonabant ausgeloste Anstieg der
Noradrenalinfreisetzung im Vas deferens (Christopoulos et al. 2001; Schlicker et al.
2003) maoglicherweise nicht auf einer Unterbrechung der Endocannabinoid-
vermittelten prasynaptischen Hemmung, sondern war Folge einer invers-
agonistischen Wirkung an konstitutiv aktiven, prasynaptischen CB;-Rezeptoren.

Obwohl Endocannabinoide unter den relativ physiologischen Bedingungen der
vorliegenden Experimente nicht freigesetzt wurden, kénnen sie dennoch in der
Peripherie unter extrem pathologischen Bedingungen freigesetzt werden: bei
hamorrhagischem Schock (Wagner et al. 1997), bei kardiogenem Schock (Wagner et
al. 2001a), bei endotoxin-induziertem Schock (Varga et al. 1998; Godlewski et al.
2004) und bei Leberzirrhose (Batkai et al. 2001) (fir ein Review s. Wagner et al.
1998). Unter diesen Bedingungen werden Endocannabinoide von Makrophagen,
Monozyten und Blutplattchen synthetisiert. Urspringlich wurde davon ausgegangen,
dass sie eine Vasodilatation vorwiegend uber eine Wirkung am Gefal3endothel oder
an der glatten Muskulatur auslosten (Wagner et al. 1997, 2001a; Varga et al. 1998;
Batkai et al. 2001). Nach neueren Erkenntnissen vermindern Endocannabinoide
wahrend eines endotoxin-induzierten Schocks den Blutdruck jedoch hauptséachlich,
indem sie die Noradrenalinfreisetzung aus sympathischen Neuronen hemmen
(Godlewski et al. 2004).

Die Bedeutung der Endocannabinoide im ZNS und in der Peripherie ist
offensichtlich  unterschiedlich. In vielen Bereichen des ZNS werden
Endocannabinoide von postsynaptischen Zellen auch unter physiologischen
Bedingungen freigesetzt (z.B. Brown et al. 2003) und hemmen die

Transmitterfreisetzung aus prasynaptischen Axonterminalen. In der Peripherie



4 DISKUSSION 92

hingegen werden Endocannabinoide nur unter extremen Bedingungen von Blutzellen
freigesetzt und ihre am besten beschriebene Wirkung ist eine direkte Dilatation der
Blutgefalle. In der Peripherie sind eine Freisetzung unter physiologischen
Bedingungen und eine prasynaptische Wirkung eher selten (Schlicker et al. 2003;
Godlewski et al. 2004; vorliegende Arbeit).

Das Endocannabinoid Anandamid kann neben CB;- und CB»-
Cannabinoidrezeptoren auch VR1-Vanilloidrezeptoren aktivieren (Zygmunt et al.
1999; Malinowska et al. 2001a; Li et al. 2003; fir eine Ubersicht siehe Szallasi & Di
Marzo 2000). In der vorliegenden Studie wurde nur untersucht, ob Endocannabinoide
CB;-Rezeptoren aktivieren. Es kann demnach nicht ausgeschlossen werden, dass
Endocannabinoide unter den gegebenen experimentellen Bedingungen freigesetzt
wurden und CB;-Rezeptor-unabhéngige Effekte verursachten.

Eine therapeutische Folgerung kann aus den vorliegenden Ergebnissen
abgeleitet werden. In aktuellen klinischen Studien wird Rimonabant zur
Unterstutzung der Gewichtsreduktion und des Tabakentzugs verwendet (Le Fur
2004; Fernandez & Allison 2004; Einleitung Kapitel 1.5, Abschnitt 6). Die
vorliegenden tierexperimentellen Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Substanz
bei peripherer Wirkung den Sympathikotonus, den Blutgefaftonus und das Herz
nicht beeinflusst. Folglich sind kardiovaskulare Nebenwirkungen wahrend der

Behandlung mit Rimonabant wahrscheinlich nicht zu erwarten.

4.3 Die Wirkung von Cannabinoiden auf die ganglionéare

Ubertragung

Bisher wurde als Mechanismus der Cannabinoid-vermittelten kardiovaskularen
Wirkungen eine prasynaptische Hemmung der Transmission zwischen
postganglionar-sympathischen Neuronen und Effektororganen angenommen
(s. Einleitung Kapitel 1.7.3).

In dieser Experimentenreihe sollte die Wirkung von Cannabinoiden auf die
ganglionare Ubertragung geklart werden. Dazu wurde der Einfluss des gemischten
CB;-/CB,-Cannabinoidrezeptor-Agonisten WIN55212-2 auf den renalen vaskularen
Widerstand unter pra- und postganglionarer Stimulation in despinalisierten Ratten

untersucht.
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Praganglionare Stimulation des Sympathikus fihrte zu einem starken Anstieg
des renalen vaskularen Widerstands, des mittleren arteriellen Blutdrucks sowie der
Herzfrequenz. Mecamylamin als Ganglienblocker beseitigte die durch spinale
Stimulation ausgelosten Anstiege dieser kardiovaskularen Parameter und bestétigte
dadurch eine ausschlieflich praganglionére Reizung.

Postganglionare Stimulation des Nierensympathikus steigerte ebenfalls den
renalen vaskularen Widerstand. Jedoch betrug dieser Anstieg weniger als die Halfte
des Anstiegs, der durch spinale Stimulation verursacht wurde (Tabelle 3.3, S. 76).
Der Blutdruck und die Herzfrequenz veranderten sich durch die Reizung des
Nierensympathikus nicht. Der adrenerge Neuronenblocker Guanethidin verhinderte
die stimulationsbedingte Zunahme des renalen vaskularen Widerstands und
verifizierte somit, dass diese Vasokonstriktion der Nierenarterie tber Aktivierung der
Noradrenalinfreisetzung aus postganglionar-sympathischen Neuronen ausgeldst wird
(Fink & Brody 1978). Eine Verminderung dieser Freisetzung durch Cannabinoide
wéahrend postganglionarer Stimulation musste folglich ebenfalls zu einer Abnahme
des renalen vaskularen Widerstands fuhren.

Bei spinaler Stimulation senkte der Cannabinoidrezeptor-Agonist WIN55212-2
dosisabhangig den reizbedingten Anstieg des renalen vaskuldren Widerstands.
Zusatzlich zeigte WIN55212-2 eine Hemmung des stimulationsdingten Anstiegs des
mittleren  arteriellen Blutdrucks, die im Vergleich zu einigen bisherigen
Untersuchungen in despinalisierten Ratten und Kaninchen (Malinowska et al. 1997,
Niederhoffer & Szabo 1999, Niederhoffer et al. 2003) relativ gering war. Aul3erdem
senkte WIN55212-2 mit steigender Dosis den Anstieg der Herzfrequenz.

Im Gegensatz zur spinalen Stimulation hatte WIN55212-2 wéahrend renaler
Stimulation keinen Einfluss auf den renalen vaskularen Widerstand.

Alle durch WIN55212-2 verursachten Wirkungen wurden durch den CBj-
Rezeptor-selektiven Antagonisten Rimonabant antagonisiert, was auf eine Wirkung
am CB;i-Rezeptor schliel3en lasst.

Die vorliegenden Experimente geben erstmals Grund zu der Annahme, dass
der gemischte CB;-/CB,-Cannabinoidrezeptor-Agonist WIN55212-2 in despinali-
sierten Ratten die sympathische ganglionare Ubertragung hemmt und/oder an den
regulierenden praganglionaren Neuronen wirkt. Als Mechanismus kann eine
prasynaptische CBi-Rezeptor-vermittelte Hemmung der Acetylcholinfreisetzung aus

praganglionar-sympathischen Neuronen angenommen werden. Niederhoffer et al.
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(2001) haben eine solche pragangliondre Hemmung durch WIN55212-2 am isolierten
Nebennierenmark gezeigt, und auch die Hemmung der Acetylcholinfreisetzung aus
zentralen Neuronen durch WIN55212-2 wurde schon beobachtet (Gifford & Ashby
1996, Steffens et al. 2003).

Es gibt eine Anzahl von Studien dariber, dass in der Ratte (im Gegensatz zu
anderen Spezies) die von Noradrenalin hervorgerufene renale Vasokonstriktion tber
az-Adrenozeptoren vermittelt wird (in vivo: Wolff et al. 1987, Elhawary et al. 1992; in
vitro: Schmitz et al. 1981, Cooper et al. 1985). Dennoch war der erste Versuch in
vorliegender Arbeit, den stimulationsbedingten Anstieg des renalen vaskularen
Widerstands mit dem a;-selektiven Antagonisten Prazosin zu verhindern, nicht so
erfolgreich wie die komplette adrenerge Blockade mit Guanethidin. Diese
Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die zumindest
auf eine Beteiligung von a,-Adrenozeptoren (Wolff et al. 1989) sowie auf eine
geringe nicht-adrenerge  Komponente (Sehic et al. 1997) an der renalen
Vasokonstriktion hinweisen. Der initiale, voribergehende Anstieg der Herzfrequenz
nach  Guanethidin-Injektion  ist  wahrscheinlich  auf eine  adrenerge
Transmitterfreisetzung vor Eintritt der lokalanasthetischen Wirkung zurtickzufuhren.

Nach einer Studie von Sripairojthikoon & Wyss (1987) entspringen die die Niere
innervierenden sympathischen Neurone in der Ratte Uberwiegend den
Paravertebralganglien T12-L1, die standig einen erregenden und hemmenden Input
erhalten (Hayes et al. 1991). Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit missten
folglich in diesen sympathischen Ganglien an Axonterminalen CBj-
Cannabinoidrezeptoren und in den Zellkdrpern der regulierenden Neurone im
Ruckenmark mRNA fur CB;-Cannabinoidrezeptoren zu finden sein. Diese kdnnten
durch Injektion einer retrograd- (z.B. Meerrettich-Peroxidase) bzw. transganglionar-
retrograd wandernden Indikatorsubstanz (z.B. konjugierte Meerrettich-Peroxidase;
Gladwell et al. 1999, Xie et al. 1999) in die Niere markiert und anschlief3end mit Hilfe
der Immunohistochemie (Acsady et al. 2000) bzw. in situ-Hybridisierung (Romero et
al. 1998) identifiziert werden. Anhand dieser anatomischen Untersuchungen kénnten
die funktionellen Resultate erganzt und bekréftigt, sowie der genaue Wirkort der
Cannabinoide auf die sympathische Innervierung der Nierendurchblutung geklart

werden.
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4.4 Allgemeines

Der durch das Lésungsmittel (Ethanol/Alkamuls EL-620/NaCl-Lsg. (1/1/8, viviv))
verursachte kurzfristige Anstieg des Blutdrucks (vergleiche Kapitel 3.2.1.1, Abschnitt
2) ist vermutlich der etwas hoheren Viskositat des Losungsmittelgemisches im
Vergleich zu wassrigem Medium zuzuschreiben. Aus diesem Grund wurde innerhalb
der vorliegenden Arbeit versucht, die Wasserl6slichkeit des k&uflich erhaltlichen
WIN55212-2-Mesylats durch eine Uberfiihrung in das Hydrochlorid zu erhéhen. Die
Hydrophilie wurde jedoch nicht entscheidend verbessert. Mit manchen seit April 2003
kommerziell verfigbaren wasserléslichen Cannabinoidformulierungen (Tocris,
Bristol, UK) konnte dieser kurzweilige Blutdruckanstieg wahrscheinlich vermieden
werden. Bei diesen Produkten handelt es sich um wasserl6sliche (dispergierbare)
Emulsionen aus Sojaél/Wasser im Verhaltnis 1:4 (Tocrisolve™ 100), die mit dem
Block-Copolymer Pluronic F68 emulgiert werden. Das Sojaél umhillt das
Cannabinoidmolekul, wahrend das Block-Copolymer die Emulsion stabilisiert, damit
die Lipidtrépfchen im umgebenden wassrigen Milieu nicht fusionieren. Tocrisolve™
100 kann in beliebigem Verhéltnis mit wassrigen Medien wie Wasser, NaCl-Lésung
oder HEPES-Puffer verdinnt werden und wurde fur das Endocannabinoid
Anandamid bereits in Studien beschrieben (in vivo: Gardiner et al. 2002; in vitro:
Geragthy & Mazzone 2002). Da diese Formulierungen bisher jedoch nur fur
bestimmte Cannabinoide erhaltlich und zudem derzeit noch recht teuer sind, wird

ihre Verbreitung in der Forschung wohl noch eine Weile auf sich warten lassen.



5 ZUSAMMENFASSUNG

Viele Fragen Uber die systemischen und zentralen Wirkungen von
Cannabinoiden auf das Herz-Kreislauf-System und die Atemfunktion sind ungeklart.

In der vorliegenden Arbeit wurden drei Fragestellungen untersucht.

Erstens sollten zentrale respiratorische und kardiovaskulare Effekte von
Cannabinoiden an narkotisierten Ratten aufgeklart werden. Intracisternale
Applikation des synthetischen CB;/CB,-Cannabinoidrezeptor-Agonisten WIN55212-2
senkte dosisabhangig die Atemfrequenz und das Atemminutenvolumen. Das
Atemzugvolumen stieg leicht an, wohingegen der Peak-Luftstrom unveréndert blieb.
Zusatzlich verursachte WIN55212-2 einen Anstieg des mittleren arteriellen
Blutdrucks und der Plasmanoradrenalin-Konzentration sowie eine Abnahme der
Herzfrequenz. Im Gegensatz dazu waren nach Applikation des inaktiven
Enantiomers WIN55212-3 die gemessen Parameter unverandert. Der CB;-
Cannabinoidrezeptor-Antagonist Rimonabant hob alle respiratorischen und
kardiovaskularen Wirkungen von WIN55212-2 auf. Die Wirkungen von WIN55212-2
wurden auch mit den Wirkungen des Opioidrezeptor-Agonisten DAMGO verglichen.
Intracisternale Applikation von DAMGO verminderte die Atemfrequenz, das
Atemzugvolumen, das Atemminutenvolumen und den Peak-Luftstrom. Das Muster
der respiratorischen Opioidwirkungen unterschied sich demnach von dem Muster der
Cannabinoidwirkungen. Alle Wirkungen von DAMGO wurden durch Vorbehandlung
mit dem Opioidrezeptor-Antagonisten Naloxon antagonisiert. Dagegen wurden durch
WIN55212-2 ausgeloste respiratorische und kardiovaskulare Effekte nicht von
Naloxon beeinflusst.

Zusammenfassend fihrt also eine Aktivierung von CB;-Rezeptoren im
Hirnstamm zu Atemdepression, gesteigertem Sympathikotonus und erhéhtem
Vagustonus des Herzens. An diesen zentralen Cannabinoid-Wirkungen sind Opioid-

Mechanismen nicht beteiligt.

Zweitens sollte geklart werden, ob im peripheren Nervensystem eine durch
endogene Cannabinoide vermittelte prasynaptische Hemmung der Neuro-
transmitterfreisetzung aus Axonterminalen funktioniert. In despinalisierten Ratten
wurde ein kunstlicher Sympathikotonus durch kontinuierliche elektrische Reizung
praganglionar-sympathischer  Axone erzeugt. Der CB;-Rezeptor-Antagonist
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Rimonabant hatte keinen Einfluss auf den Blutdruck, die Herzfrequenz oder die
Plasmanoradrenalin-Konzentration. Wir versuchten, die Endocannabinoidsynthese
durch Aktivierung von Go11-Protein-gekoppelten Vasopressin Vi-Rezeptoren (durch
Infusion von Vasopressin) und a;-Adrenozeptoren (durch Infusion von Phenylephrin)
zu stimulieren. Rimonabant hatte jedoch auch wahrend Vasopressin- oder
Phenylephrininfusion keine Wirkung. Zuséatzlich zeigten wir, dafll exogene
Cannabinoide den Sympathikus hemmen. So senkte WIN55212-2 den Blutdruck und
die Plasmanoradrenalin-Konzentration bei Ratten mit elektrisch stimuliertem
Sympathikus. Im Gegensatz dazu beeinflusste WIN55212-2 bei blutdrucksteigernder
Infusion von Noradrenalin keinen der kardiovaskularen Parameter in despinalisierten
Ratten.

Nach diesen Ergebnissen hemmt eine Aktivierung préasynaptischer CBj-
Rezeptoren die Noradrenalinfreisetzung aus sympathischen Nervenendigungen.
Eine solche prasynaptische Hemmung wird jedoch offenbar nicht durch

Endocannabinoide vermittelt.

Die dritte Frage galt dem Einfluss von Cannabinoiden auf die ganglionare
Ubertragung in der sympathischen Innervation der Niere. Sowohl praganglionare
Stimulation des Sympathikus despinalisierter Ratten als auch direkte postganglionére
Stimulation des Nierensympathikus flhrten zu einem Anstieg des renalen vaskularen
Widerstands. Der  Cannabinoidrezeptor-Agonist ~ WIN55212-2  verminderte
dosisabhangig den durch spinale Stimulation hervorgerufenen Anstieg. Diese
Wirkung wurde durch den Antagonisten Rimonabant aufgehoben. Im Gegensatz
dazu hatte WIN55212-2 jedoch keinen Einfluss auf den durch postganglionére
Stimulation verursachten Anstieg des renalen vaskularen Widerstands.

Eine Aktivierung von CB;-Rezeptoren hemmt somit die sympathische
ganglionare Ubertragung, was zu verminderter Katecholaminfreisetzung aus
postganglionar-sympathischen Nervenendigungen und damit zu einem geringeren
renalen vaskularen Widerstand fihrt. Diese Beobachtung ist der erste Hinweis auf

eine Hemmung der ganglionaren Ubertragung durch Cannabinoide.
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