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Zusammenfassung

Post

Oliver

Vergleich der thermischen Antinozizeption von spinal versus peripher appliziertem

Apraclonidin im Arthritismodell der Ratte

(Genehmigungsnummer G 84/99 der Tierschutzkomission der Bezirksregierung Miinster)

Fir Apraclonidin, ein Clonidin-Derivat, das aufgrund seiner verdnderten chemischen
Struktur eine reduzierte Blut-Hirn-Schrankenpenetration haben soll, wurde die periphere
und zentrale antinozizeptive Wirksamkeit untersucht. Dabei wurde im Tiermodell, mit und
ohne Kniegelenkentziindung, die thermale antinozizeptive Potenz von intraartikuldr und

intrathekal appliziertem Apraclonidin evaluiert.

Diese Studie belegt, dass die antinozizeptive Wirkung von peripher verabreichtem
Apraclonidin fast ausschlieBlich iiber periphere und nur geringfiigig tiber spinale o,-
adrenerge Rezeptoren zustande kommt.

Im Vergleich zu zentral appliziertem Apraclonidin, das keinerlei Verdnderung der
thermischen Antinozizeption unter Nichtentziindungs- versus Entziindungsbedingungen
bewirkt, verursacht die periphere Apraclonidin-Gabe eine Linksverschiebung der Dosis-
Wirkungs-Kurve.

Gemessen an fritheren Untersuchungen mit Clonidin bringt die periphere Applikation von

Apraclonidin Vorteile hinsichtlich der Reduktion von supraspinalen Nebenwirkungen.
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1. Einleitung

1.1 Titel der Arbeit

Vergleich der thermischen Antinozizeption von spinal versus peripher appliziertem

Apraclonidin im Arthritismodell der Ratte.

1.2  Ziel der Arbeit

Fiir Apraclonidin, ein Clonidin-Derivat, das aufgrund seiner verédnderten chemischen
Struktur eine reduzierte Blut-Hirn-Schrankenpenetration haben soll, wurde die
periphere und zentrale antinozizeptive Wirksamkeit untersucht. Dabei wurde im
Tiermodell mit und ohne Kniegelenkentziindung die thermale antinozizeptive Potenz
von intraartikuldr (IA) und intrathekal (IT) appliziertem Apraclonidin evaluiert. Ferner
wurde untersucht, ob peripher verabreichtes Apraclonidin, wie intrathekal appliziertes,

die neuronale Sensibilisierung hemmen kann.

1.3  Theoretische Grundlagen

1.3.1 Einfiihrung

Vor mehr als 30 Jahren wurde Clonidin, ein on-adrenerger Agonist in den klinischen
Gebrauch als Antihypertensivum eingefiihrt (Barnett et al. 1968 [8]). Abgesehen von
dieser Einsatzmdglichkeit fand Clonidin seine Verwendung in der Therapie
verschiedenster psychischer Stoérungen, der Therapie von kindlichen Wachstums-
storungen, (Aantaa et al. 1993 [1]; Gold et al. 1980 [40]; Wilkins et al. 1983 [85]; Bond
1986 [11]; Pintor et al. 1987 [68]) , sowie in der veterindrmedizinischen Anisthesie.

In den letzten Jahren untersuchten experimentelle und klinische Studien zunehmend den
analgetischen und anisthesiologischen Nutzen dieser Wirkstoffgruppe. So wurde
herausgefunden, dass Clonidin {iiber o,-adrenerge Rezeptoren im zentralen und
peripheren Nervensystem eine dosisabhidngige Analgesie bei Tier und Mensch erzielt
(Buerkle et al. 1999 [16]; Eisenach et al. 1995 [35]). Daraus hat sich ein neues
Einsatzgebiet fiir die Therapie neuropathischer und inflammatorischer Schmerzen

ergeben.



Eine Einschriankung der klinischen Anwendung von a,-adrenerger Agonisten resultiert
aber aus der Folge von zentralen Nebenwirkungen, wie Sedation, oder kardiovaskuldren
Nebenwirkungen, wie Bradykardie und Hypotension. Daher ist man an der Entwicklung

und klinischen Einfithrung von selektiven Agonisten, wie Apraclonidin, interessiert.

1.3.2 o-adrenerge Agonisten

a-adrenerge Agonisten werden aufgrund ihrer unterschiedlichen Pharmakologie in 2
Typen unterteilt (Bylund et al. 1983 [20]): in a,- und o,- adrenerge Agonisten. Diese
Unterteilung resultiert aus der jeweiligen Reaktion mit dem o,-selektiven Antagonisten
Prazosin und dem a,-selektiven Antagonisten Yohimbine. Dariiber hinaus werden o,-
Rezeptoren, basierend auf pharmakologischen und  molekulargenetischen
Untersuchungen (Bylund 1988 [19]), in weitere 3 Untertypen eingeteilt: in oA, o,B
und a,C. SchlieBlich werden die a,-adrenergen Agonisten pharmakologisch in drei
Hauptgruppen eingeordnet, in Phenylethylamine, in Oxaloazepine und in Imidazoline,
wie zum Beispiel Clonidin und Apraclonidin.

op-adrenerge Agonisten bewirken iiber G-Proteine eine Hemmung der Adenylatzyklase.
Dadurch kommt es zu einem Abfall von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP),
einer verminderten Stimulation der cAMP-abhédngigen Proteinkinase und damit zur
verminderten Phosphorylierung von Regulatorproteinen. Weitere Wirkmdglichkeiten
bestehen in der Verdnderung der Membranleitfahigkeit durch den Ausstrom von Kalium
iber kalziumgesteuerte Kaliumkanile und in der Inhibierung des Kalziumeinstroms in
Nervendigungen iiber spannungsgesteuerte Kalziumkanéle (Mizobe et al. 1995 [63]).
Aufgrund der weitgestreuten Verteilung von o-Rezeptoren im gesamten Korper gibt es

ein grofles Wirkspektrum :

Zentrales Nervensystem

e Sedation (Doze et al. 1989 [33])

o Anxiolyse (Carabine et al. 1991 [21] ; Wright et al. 1990 [86] ; Uhde et al. 1989
[82])

o Analgesie (Pertovaara et al. 1991 [66] ; Wang et al. 1985 [84]; Yaksh et al. 1981
[87]; Buerkle et al. 1999 [16] ; Eisenach et al. 1995 [35]



o Therapie von Alkohol- und Benzodiazepinentzugssyndromen (Ashton 1987 [6];
Cushman et al. 1989 [28]; Yam et al. 1992 [89])

o Erniedrigung des Andsthetikabedarfs (Kaukinen et al. 1979 [52]; Bloor et al.
1982 [10]; Maze et al. 1988 [59], Segal et al. 1988 [73]; Vickery et al. 1988
[83])

o Erniedrigung des Augeninnendruckes (Ghingnone et al. 1988 [39]; Jaakola et al.
1992 [47]; Kumar et al. 1992 [54]; Kriegelstein et al. 1978 [53])

e Therapie des postoperativen Shiverings (Joris et al. 1993 [49])

Kardiovaskuldres System (periphere und zentrale Wirkweise)

e Bradykardie (De Jonge et al. 1981 [30])

e Vasokonstriktion (Arterien und Venen) (Ruffolo 1985 [70])

e Hypotension (Frisk-Holmberg et al. 1984 [37]; Tibirica et al. 1991 [81];
Bousquet et al. 1984 [12]; Bousquet et al. 1989 [13])

o Antiarrythmogene Wirkung (Hayashi et al. 1991 [46]; Hayashi et al. 1993 [45];
Kamibayashi et al. 1995 [50])

Respiratorisches System

o geringfiigige Atemwegsdepression (Nguyen et al. 1992 [64]), bemerkenswerte
atemdepressive Wirkung von Clonidin nur nach massiven Dosen (Anderson et

al., 1989 [3]; Olsson et al. 1983 [65])

e keine Potenzierung der Opioid-induzierten Atemdepression durch Clonidin
(Bailey et al. 1991 [7]; Jarvis et al. 1992 [48])

o JVerbesserung der asthmabedingten Bronchokonstriktion durch Clonidin

(Lindgren et al. 1986 [57])

Endokrines System

o  Sympathikolyse (Langer 1974 [55])
o Ausschiittung des Wachstumshormons (Grossman et al. 1987 [42])

o Verminderung der Insulinausschiittung (Angel et al. 1988 [4]; Massara et al.
1983 [58])



Gastrointestinales System

o antisialogene Wirkung (Karhuvaara et al. 1991 [51])

o Hemmung der intestinalen Wasser- und lonensekretion in den Darm (McArthur
et al. 1982 [60])

o  Modulation der Magensdurefreisetzung (Blandiaai et al. 1990 [9])

Renales System

e Diuresesteigerung, durch: Hemmung der Ausschiittung des Antidiuretischen
Hormons (ADH) (Peskind et al. 1987 [67]), Antagonisierung der renal-
tubuldren ADH-Wirkung (Stanton et al. 1987 [77]), Steigerung der glomeruldiren
Filtrationsrate (Strandhoy 1985 [78]) und Ausschiittung des Atrialen
Natriuretischen Faktors (ANF) (Chen et al. 1989 [23])

Héamatologisches System

o Thrombozytenaggregation (Ruffolo et al. 1988 [71])

1.3.3 Clonidin
Abbildung 1: Strukturformel von Clonidin
2-[(2,6-Dichlorphenyl)imino]imidazolidin

/CH

2
c HN \CHQ
|/

C— N
N/
H
Cli

Clonidin (siehe Abbildung 1), ein Imidazol-Derivat, ist ein selektiver Partialagonist des
a-Rezeptors mit einem ungefdhren Verhéltnis von 200:1 (aw: o). Es wird rasch nach

oraler Applikation absorbiert und erreicht seine hochste Plasmakonzentration nach 60



bis 90 Minuten. Die Eliminationshalbwertszeit betrdgt zwischen 9 und 12 Stunden,
wobei 50 % des Medikamentes in Form inaktiver Metabolite {iber die Leber und der
Rest unverdndert tiber die Nieren ausgeschieden wird (Mizobe et al. 1995 [63]).

Die spinalen antinozizeptiven Wirkmechanismen des Clonidins finden, wie auch bei
den anderen os-adrenergen Agonisten, sowohl auf prisynaptischer als auch auf
postsynaptischer Seite statt. Neben der prisynaptischen Inhibierung der Freisetzung von
Neurotransmittern, wie Calcitonin - Gen assoziiertes Peptid, Substanz P, Vasoaktives
intestinales Polypeptid und Glutamat, hat Clonidin einen exzitatorischen Effekt auf
spinale nicht-nozizeptive Neurone (low treshold neurons) und einen inhibitorischen
Effekt auf spezifisch nozizeptive Neurone (high treshold neurons) und multirezeptive
Neurone (wide dynamic range neurons) im Riickenmarkshinterhorn der Ratte (Millar et
al. 1993 [61]). Dies ldsst vermuten, dass Clondin eine Ubererregbarkeit von
multirezeptiven Neuronen, wie sie bei chronischem Schmerz vorliegt, hemmen kann.
Somit wiirden op-adrenerge Agonisten direkt antagonistische Anteile an N-Methyl-D-
Aspartat-Rezeptoren (NMDA) auf multirezeptiven Neuronen besitzen (Buerkle et al.
2002 [14]; Faber et al. 1998 [36]).

1.3.4 Apraclonidin

Abbildung 2: Strukturformel von Apraclonidin
2-[(4-Amino-2,6-dichlorphenyl)imino]imidazolidin
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Apraclonidin (siche Abbildung 2), ein Clonidinderivat, besitzt im Vergleich zu Clonidin
eine  zusitzliche Aminogruppe, welche =zu einer reduzierten Blut-Hirn-

Schrankenpenetration fiihrt. Daher verursacht Apraclonidin auch keine systemische



Hypotension (Coleman et al. 1990 [26]) und wird dem Clonidin in der Ophthalmologie
zur Reduktion des Augeninnendruckes vorgezogen. Dies geschieht durch die
Verminderung von Produktion und Freisetzung des Kammerwassers (Kriegelstein et
al. 1978 [53]) und findet seinen Einsatz in der Glaukom-Therapie (Chen et al. 2001
[24]; Robin et al. 1995 [69]; Araujo et al. 1995 [5]).

Lin und seine Kollegen [56] wiesen nach, dass Apraclonidin als peripherer o-
adrenerger Agonist ohne Involvierung zentraler o,-Rezeptoren die spinale
Ausschiittung von exzitatorisch wirksamen Aminosduren hemmt und damit deren
spinale Konzentration. Letztere wird im Rahmen von Entziindung und dazugehoriger
zentraler  Sensibilisierung  fiir die  entstehende thermische und taktile

Uberempfindlichkeit verantwortlich gemacht.

1.3.5 Yohimbin

Yohimbin, ein op-adrenerger Antagonist, gehort zur Gruppe der Alkaloide. Aufgrund
seiner Wirksamkeit als kompetitiver Antagonist, welche proportional zur
Bindungsfahigkeit am o,-Adrenorezeptor ist (Buerkle et Yaksh 1998 [18]), wird er in
Studien zur Untersuchung o,-adrenerger Mechanismen eingesetzt (Takano et Yaksh

1992 [80]).



2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die Untersuchung wund alle damit verbundenen Experimente wurden in
Ubereinstimmung mit den Richtlinien zur tierexperimentellen Arbeit der internationalen
Schmerzforschungsgesellschaft  (IASP) sowie der Tierschutzkomission der
Bezirksregierung Miinster (WWU) (Genehmigungsnummer G 84/99) durchgefiihrt.

Bei den Experimenten kamen 93 minnlichen Sprague Dawley Ratten zum Einsatz.
Verwendet wurden adulte Ratten mit einem Gewicht von 270-360 Gramm (Harlan
Winkelmann GmbH®, Borchen).

Die Tiere wurden in der Tierexperimentellen Einrichtung der WWU Miinster einzeln in
Makrolonkéfigen bei einem 12-Stunden Hell-Dunkel-Zyklus gehalten, wobei Futter und
Wasser ad libitum zur Verfiigung standen.

Nach der durch den Versuchsplan erforderlichen Beobachtungszeit von circa 25
Stunden, in welcher die verschiedenen Versuche durchgefiihrt wurden, wurden die Tiere
nach Einleitung einer Narkose mittels Halothan® (Riisch Hospital Vertriebs GmbH®,
Boblingen) durch die intravendse Injektion von Barbiturat (Trapanal®, Byk Gulden®,

Konstanz) getotet.

2.1.1 Identifikation der Ratten
Jedes der Tiere wurde mit einer Identifikationsnummer versehen. Des Weiteren wurden
das Gewicht und die Knieumfiange des Tieres bestimmt und alle Besonderheiten, wie

zum Beispiel Operationsdaten oder Verhaltensauffélligkeiten, dokumentiert.

2.1.2 Messung der Knieumfiinge
Zur Kontrolle der Entziindungsreaktion wurde bei den Tieren eine Bestimmung der
Knieumfange durchgefiihrt. Dies geschah an beiden Hinterpfoten zu Beginn der

Versuchsreihe am ersten Tag und nach genau 24 Stunden am zweiten Tag.



Gemessen wurde unterhalb der Patella, wobei das Kniegelenk in einer Flexionsstellung

von circa 70-80° gehalten wurde.

2.2 Spinalkatheter

2.2.1 Herstellung des Intrathekalkatheters

Die Herstellung des Intrathekal-(IT-)Katheters wurde nach einem Verfahren von Yaksh
und Rudy, 1976 [88] durchgefiihrt. Dazu wurde ein 10 cm langer Polyethylenschlauch
(PE-10; 0,58 mm Innendurchmesser; 0,96 mm AuBlendurchmesser; Becton Dickinson®,
USA) mit einem lockeren Knoten versehen, der so angelegt wurde, dass er den IT-
Katheter in ein 7 cm und ein 3 cm langes Stiick einteilte und das Lumen nicht
verschloss. Zur Fixierung wurde der Knoten in Dental-Acryl-Losung, einem Kunststoft-
Kaltpolymerisat (Paladur®, Kulzer®), getaucht und gehértet. Am nichsten Tag wurde
das 7 cm lange Ende des PE-10 Schlauches dann manuell auf 12 cm gedehnt, um eine
weichere Konsistenz und einen kleineren Auflendurchmesser des Katheters zu erzielen.
Damit sollte die Traumatisierung des Riickenmarkes durch den IT-Katheter auf ein
Minimum reduziert werden. Nach einem weiteren Tag wurde das gedehnte Ende auf

8,5 cm gekiirzt und mittels NaCl 0,9 % auf seine Dichtigkeit hin iiberpriift.

2.2.2 Implantation des Intrathekalkatheters

Die Implantation des Intrathekalkatheters geschah durch ein von Buerkle et al. 1999
[16] beschriebenes Verfahren.

So wurde zu Beginn eine Sondierung des Spinalraumes am zisternalen Anteil in
Allgemeinanisthesie durchgefiihrt. Die Tiere wurden mittels Maskennarkose durch ein
Halothan (2-3 %) Sauerstoff-Luftgemisch betidubt und nach entsprechender Rasur im zu
operierenden Bereich mittels Alkoholldsung desinfiziert, um anschlieBend fiir die
exakte Lokalisierung des IT-Katheters unter Beibehaltung der Narkose in einem
stereotaktischen Kopfhalter plaziert zu werden. Es wurde dann, nach Hautschnitt (circa
0,5 cm) und schichtweiser Pridparation, die Membrana Atlanto-occipitale dargestellt,

unter welche nach Inzision der IT-Katheter in den Spinalraum zur Medikamentengabe
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eingebracht wurde. Die Lange des IT-Katheters betrug 8,5 cm und endete auf Hohe der
lumbalen VergroBBerung des Spinalmarks. Die kraniale Fixierung des Katheters erfolgte
mittels eines kleinen Knotens und einer subkutanen Naht. Nach schichtweisem
Verschlufl von Zisterne und Muskulatur wurde das Katheterende subkutan rostralwirts

nach auflen geleitet.

2.2.3 Postoperative Versuchsbedingungen

Fiir die intrathekale Applikation des Medikamentes wurden nur solche Tiere verwendet,
welche nach der Plazierung des Intrathekalkatheters normal auslosbare Reflexe
aufwiesen und keinerlei motorische oder sensorische Defizite zeigten.

Zur Uberpriifung der korrekten Lage des IT-Katheters wurde den Ratten am ersten
postoperativen Tag 10 pg Lidocain (Xylocain® 2 %, Astra GmbH®, Wedel) iiber den
Katheter appliziert. Als Kriterium fiir eine korrekte Lage wurde die symmetrische
Lihmung der hinteren Extremitét angesehen.

Nach dem Plazieren des Intrathekalkatheters wurde eine Rekonvaleszenzphase von 5

Tagen eingehalten.

2.3 Kniegelenkentziindung

Die Kniegelenksentziindung wurde durch 100 pl eines 3 % Kaolin/Carrageenan-
Gemisches, im Verhiltnis 1:1, induziert.

Kaolin ist ein Gemisch aus hydratisiertem Aluminiumsilikat und zeichnet sich durch
eine PartikelgroBe von 0,1-4 um aus.

Carrageenan besteht in seiner Form als ,,Carrageenan Lambda Type IV®* aus einem
Gemisch von 0,6 % Kalzium, 4,7 % Kalium und 4,7 % Natrium.

Beide Produkte kommen von der Firma Sigma Chemical®, St. Louis, USA.

Nach der Bestimmung der Baseline-Werte wurden die Tiere in eine Narkosebox gesetzt
und kurz mit einem 2-3 % Halothan-Sauerstoff-Luftgemisch betdubt. Das rechte
Kniegelenk wurde mit Alkohol desinfiziert und darauthin mit einer 27 Gauge-Nadel
durch das Lig. patellae punktiert.

Verabreicht wurden insgesamt 0,1 ml des Kaolin/Carrageenan-Gemisches.
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Um eine exakte Medikamentenapplikation in den Kniegelenksspalt sicherstellen zu
konnen, wurde im Vorfeld der Studie die intraartikuldre Injektion mit Hilfe von
Methylenblau (0,1 ml) an toten Ratten getestet und durch eine anschliefende Obduktion
tiberpriift.

2.4 Medikamentenapplikation

2.4.1 Intraartikulire Injektion

Vor der intraartikuldren Injektion wurden die Ratten in eine Narkosebox gesetzt und bis
zum Eintritt der Regungslosigkeit mit einem 2-3 % Halogen-Sauerstoff-Luftgemisch
andsthesiert.

Danach wurde das rechte Knie mit Alkohol desinfiziert und mit einer 27 Gauche-Nadel
durch das Ligamentum patellae punktiert.

Es wurde je nach Versuchsgruppenzugehorigkeit entweder 0,1 ml Apraclonidin-HCI
(Alcon®), NaCl 0,9 %, oder Yohimbin (Yohimbin Hydrochlorid, Sigma Chemical®,
St. Louis, USA) appliziert.

2.4.2 Subkutane Applikation

Wie zuvor bei der intraartikuldren Injektion beschrieben, wurden die Tiere vor der
subkutanen Injektion anisthesiert.
Nach diesem Vorgang wurde das rechte Knie mit Alkohol desinfiziert und mit Hilfe

einer 27 Gauche-Nadel 0,1 ml Apraclonidin tiber dem Kniegelenk subkutan injiziert.

2.4.3 Intrathekale Applikation

Damit die intrathekale Applikation durchgefiihrt werden konnte, wurden die Ratten, wie
schon zuvor erwihnt, andsthesiert.

Das Set zur Applikation des Medikamentes bestand aus einer 1 ml-Spritze mit 10 pl-

Skalierung, einem PE-Schlauch mit 0,58 mm Innendurchmesser und 0,96 mm
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AuBendurchmesser (10 pl entsprechen 3,8 cm, entsprechende Skalierung) und zwei
Adaptern (ein Adapter als Verbindung zwischen Spritze und PE-Schlauch und ein
Adapter als Verbindung zwischen PE-Schlauch und intrathekalem Katheter).

Vor jeder Benutzung wurden der PE-Schlauch und die Adapter mit Alkohol desinfiziert
und anschlieBend ausgiebig mit NaCl 0,9 % gespiilt.

Danach wurde der PE-Schlauch und die 1 ml-Spritze mit NaCl 0,9 % gefiillt, abgesehen
von den letzten 3,8 cm des PE-Schlauches an der Katheterspitze, welche mit dem zu
verabreichendem Apraclonidin oder Yohimbin gefiillt wurden.

Der Adapter der Katheterspitze des PE-Schlauches wurde mit dem IT-Katheter
konnektiert und dann iiber einen Zeitraum von 90 Sekunden zuerst 10 pul Apraclonidin
und darauffolgend 20 pl NaCl 0,9 % zum Spiilen des IT-Katheters injiziert. Die
gleichméafige und langsame Verabreichung des Medikamentes sollte die Verwirbelung
an der Austrittsstelle des IT-Katheters im Riickenmark und eine erhohte Druckbildung,
welche zu einem Aufsteigen des Medikamentes in hohere Bereiche des Riickenmarks
hitte fiihren konnen, verhindern. Die 20 ul NaCl 0,9 % zur Spiilung des Katheters
entsprachen der IT-Katheterldinge und gewihrleisteten eine vollstindige Spiilung des
Katheters. Zum Schluss wurde nach Entfernung des PE-Schlauches das Lumen des IT-
Kathether wieder mit einem Stiick Draht mit dem Innendurchmesser von 0,58 mm

verschlossen.

2.5 Versuchsgruppen

Die Studie umfasste insgesamt 18 Gruppen, jeweils mit einer Anzahl von vier bis sechs
Tieren.

Diese 18 Gruppen setzten sich zusammen aus einer Kochsalz-Gruppe, vier intrathekalen
Medikamentengruppen, sechs intraartikuliren Medikamentengruppen, einer subkutanen
Medikamentengruppe und sechs Antagonisten-Gruppen.

Die Tiere der Kochsalz-Gruppe bekamen 100 pl NaCl 0,9 % intraartikulédr gespritzt. Die
Dosierungen der intrathekalen Medikamentengruppe variierten zwischen 3 pug, 5 ug und
10 pg in 10 pl Kochsalzlésung geldst, die der intraartikuldren Medikamentengruppe
zwischen 3 pg, 10 pg und 30 pg, jeweils in 100 pl Kochsalzlosung geldst. Die Tiere der
subkutanen Medikamentengruppe erhielten 30 pg in 100 pl gelost und der
Antagonisten-Gruppe wurde entweder 10 pl intrathekal oder 100 pl intraartikuldr des

13



Yohimbin injiziert. Bei der Auswahl der Dosierungen fiir die intraartikulére Applikation
wurden die Studien von Abram et al. 1995 [2] herangezogen, daran orientierend auch
die Dosierungen der anderen Versuchsgruppen.

Die Dosierungen der einzelnen Versuchsgruppen waren der versuchsdurchfiihrenden

Person nicht bekannt, da die Studie als Doppel-Blind-Studie konzipiert war.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die Zusammensetzung der Versuchstiergruppen

Gruppen- Anzahl Entziindung Medikament |Dosierung
. der Tiere
Bezeichnung
A 4 Kaolin- NaCl 0,9 % 100pl TA
Carrageenan
B1 5 (6%) NaCl 0,9 % Apraclonidin | 3pg/10pnl IT
B2 4 Kaolin- Apraclonidin | 3pg/10pl IT
Carrageenan
B3 4 Kaolin- Apraclonidin | Spg/10pl IT
Carrageenan
B4 4 Kaolin- Apraclonidin | 10pg/
Carrageenan 10pl IT
Cl1 5 NaCl 0,9 % Apraclonidin |3pg/
100ul TA
C2 6 Kaolin- Apraclonidin |3pg/
Carrageenan 100ul TA
C3 5 NaCl 0,9 % Apraclonidin | 10pg/
100ul TA
C4 6 Kaolin- Apraclonidin | 10pg/
Carrageenan 100ul TA
CS 5 NaCl 0,9 % Apraclonidin | 30pg/
100ul TA
Cé6 6 Kaolin- Apraclonidin | 30pg/
Carrageenan 100ul TA
D1 5 Kaolin- Apraclonidin | 30pg/
Carrageenan 100ul SC
E1l 6 Kaolin- Yohimbin + 100ul TA
Carrageenan Apraclonidin 30pg/100ul TA
E 2 5 Kaolin- Yohimbin + 100ul TA
Carrageenan Apraclonidin 30ng/100ul SC
E3 5 Kaolin- Yohimbin 100ul TA
Carrageenan
E 4 6 Kaolin- Yohimbin + 10pl IT
Carrageenan Apraclonidin 30pg/100ul TA
ES 5 Kaolin- Yohimbin 10pl IT
Carrageenan
E 6 5 (6%%) Kaolin- Yohimbin + 10pl IT
Carrageenan Apraclonidin 30pg/10pl IT

Tab 1.: In Klammern steht die Anzahl der Tiere in urspriinglicher Gruppenstirke. Ausgeschlossen
wurden * 1 Tier mit undurchldssigem 1T-Katheter; ** 1 Tier mit Verhaltensauffilligkeiten.
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2.6 Thermische Testung

2.6.1 Die modifizierte Hargreaves Box

Zur Messung der thermischen Nozizeption wurde die thermal withdrawal response
(TWR) tiberpriift, unter Zuhilfenahme der modifizierten Hargreaves Box, beschrieben
von Hargreaves et al. 1998 [43]; Chaplan et al. 1994 [22].

Der Untersucher, dem die Art und Dosis des Medikamentes unbekannt war, setzte die
Ratten zu Beginn der Versuchsreihe in Klarsichtplastikboxen (9 x 22 x 5 cm) auf die
Glasplattenoberflache der Hargreaves Box, welche durch eine Feedback-kontrollierte
Heizliiftung konstant auf 30° Celsius gehalten wurde. Vor Beginn der thermischen
Stimulation wurde den Tieren 20 Minuten Zeit zur Adaptation an die neuen
Umgebungsbedingungen gegeben ( Dirig et al. 1997 [32], Cui et al. 1997 [27]).

Der thermale Stimulus bestand aus einer unter der Glasplatte frei beweglichen
Halogenbirne, deren Lichtstrahl auf das zu untersuchende Objekt fokussiert werden
konnte. Untersucht wurden die Plantarflichen beider Hinterpfoten, das heif3t sowohl die
Plantarflache ipsilateral des Knies mit der induzierten Entziindung als auch die
Plantarfliche der kontralateralen Hinterpfote, welche keine Entziindung aufwies. Durch
den thermischen Stimulus konnte die Glasplatte unter der zu untersuchenden
Plantarfliche bis auf 50° Celsius erhitzt werden. Der thermische Stimulus endete
automatisch, wenn entweder das Wegzichen der stimulierten Pfote durch eine
Photodiode registriert, oder ein Zeitintervall von 20,48 Sekunden (cut-off Zeitpunkt)
durch eine in die Box integrierte Stoppuhr erreicht wurde.

Die Temperatur der Glasplattenoberfliche wurde durch eine Temperaturmesssonde
festgestellt und kontinuierlich iiber ein Display angezeigt. Die Wéarmeintensitdt der
Halogenbirne wurde durch dieselbe Temperaturmesssonde gemessen und téglich
entsprechend kalibriert. Dies geschah durch Anpassung an die Temperaturverdnderung,
welche nach 10 Sekunden festgestellt werden konnte ( t'/, = 0,2 Sekunden). Die
Stimulationstemperatur von 50° Celsius wurde ab der 11. Sekunde bis zum Erreichen

des cut-off-Wertes nach 20.48 Sekunden konstant gehalten.
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2.6.2 Testphase

Die thermische Stimulation begann nach einer Adaptationsphase der Ratten auf der
Hargreaves Box von 20 Minuten.

Zuerst wurde die Extremitdt mit der induzierten Entziindung ausgetestet. Der Lichtstrahl
der Halogenbirne wurde dazu auf die Plantarfliche der rechten Hinterpfote fokussiert
und dann die Latenzzeit bis zum Wegziehen der Pfote gemessen. Nach einer Ruhephase
fiir das Tier von 30 bis 60 Sekunden, wurde dann die kontralaterale Hinterpfote
stimuliert, die keine Entziindung aufwies.

Als Kriterien einer Wegzieh-Reaktion galten:

o Plotzliches Wegziehen der stimulierten Pfote

o Lecken der stimulierten Pfote

o Anheben der stimulierten Pfote

o Sichtbare Kontraktion der Beinmuskulatur der stimulierten Extremitét

Bewegungen des Tieres, die nach einem anderen Muster abliefen, wurden als
Spontanaktivitit eingestuft und nicht als direkte Reaktion auf den thermischen Stimulus
gewertet.

Die thermische Messung wurde pro Messintervall und Ratte dreimal auf der Seite mit
der induzierten Entziindung und zweimal auf der kontralateralen, nicht entziindeten

Seite durchgefiihrt.

2.6.3 Zeitlicher Ablauf der Testung

Zu Beginn des ersten Testtages wurden die Ratten zur Adaptation in die Plexiglasboxen
auf die Hargreaves Box gesetzt. Dort verblieben sie dann 20 Minuten. Nachdem die
Tiere sich an ihre Umgebung angepasst und ihr exploratives Verhalten eingestellt
hatten, wurden, wie zuvor beschrieben, ihr Verhalten und ihre Reflexe iiberpriift. Daran
schloss sich die Bestimmung der nativen Baseline an. Zur Induktion der
Kniegelenkentziindung wurden die Ratten kurz mit Halothan narkotisiert, im betiubten
Zustand gewogen und die Kniegelenkumfinge gemessen. Nach der Narkose wurden die
Tiere in ihre Kifige mit Futter und Wasser gesetzt und es wurde ihnen eine Ruhepause
von 100 Minuten eingerdumt. Diese war notwendig, um eine maximale

Entziindungsreaktion im Kniegelenk der rechten Hinterpfote zu erreichen. Hierauf
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folgte wieder eine 20miniitige Adaptationszeit in den Plexiglasboxen auf der
Hargreaves Box, bevor die Entziindungsbaseline fiir alle Tiere bestimmt wurde.
AnschlieBend wurden die Ratten wieder narkotisiert, das Apraclonidin injiziert und die
Tiere in ihre Plexiglasboxen zuriickgebracht. Jeweils nach 25, 60 und 105 Minuten
wurden die Reaktionszeiten auf das Apraclonidin hin tiberpriift und der supraspinale
Index zur Beobachtung von Verhaltensauffilligkeiten angewandt. Dabei wurde darauf
geachtet, dass die Zeitabstinde fiir jedes Tier exakt eingehalten wurden. Nach
Abschluss des ersten Versuchstages wurden die Ratten wieder in ihre Kéfige gebracht,
wo ihnen Futter und Wasser ad libitum zur Verfiigung standen. 24 Stunden nach Beginn
des ersten Versuchstages wurden dann die Kniegelenkumfinge erneut bestimmt.

Danach wurden die Tiere euthanasiert.

Abbildung 3: Zeitlicher Ablauf der Testung am 1. Tag

-120 min. 0 min. 25 min 60 min. 105 min.
I - I I I »‘
1. Verhalten/Reflexe 1. Verhalten/Reflexe 1. Verhalten/Reflexe
2. native Baseline 2. Entziindungs-Baseline 2. Thermische Messung
3. Gewicht 3. Applikation von (ab der 25. Minute)
4. Kniegelenkumfang Apraclonidin

5. Entziindungsinduktion
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2.7  Supraspinale Nebenwirkungen
Um Verhaltensverdnderungen vor und nach Applikation von Medikamenten feststellen
zu konnen, wurde ein Index zur Messung von supraspinalen Nebenwirkungen
verwendet. Dieser Index umfasst vier verhaltensbiologische Parameter, welche in
Dosis-abhéngiger Weise durch Opioide geblockt werden konnen (Buerkle und Yaksh
1996 [17]:
e Ohrmuschelreflex (ausgelost durch leichte Beriihrung der inneren
Ohrmuschel mit PE-10 Schlauch)
e Cornealreflex (ausgelost durch leichte Beriihrung der Cornea mit PE-
10 Schlauch)
e Evozierte Bewegungen (ausgelost durch Anklopfen an die
Plexiglaswand)
e Spontane Bewegungen (Putzen, Kauen, Umherbewegen)

e Aufrichtreflex (nach Drehen auf den Riicken)

Die Bewertung der Reflexe wurde folgendermaflen durchgefiihrt:

e 0 Punkte: normale Spontanbewegungen, sofortige Reflexantwort

e | Punkt: Spontanbewegungen und Reflexantwort sind qualitativ
und quantitativ abgeschwicht, aber auslosbar

e 2 Punkte: Spontanbewegungen und Reflexantworten iiber einen Zeit-

raum von einer Minute nicht zu beobachten

Zur Einschitzung der supraspinalen Nebenwirkungen miissen die Punktwerte der
einzelnen Parameter summiert werden, was einen maximalen Punktwert von 10 (5x2)
erlaubt. Diese Testung der supraspinalen Nebenwirkungen wurde begleitend zur

antinozizeptiven Testung durchgefiihrt.
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2.8 Datenauswertung

Eine Verzogerung oder ein Ausfall des thermisch provozierten Wegziehreflexes,
beschreibt die vorherrschende antinozizeptive Aktivitdt. Diese Antinozizeption wird als
Prozentwert des maximal mdglichen Effektes (Maximal Possible Effect = MPE)

ausgedriickt.

% MPE = (Reflexlatenzzeit mit Medikament / NaCl 0.9% — Baseline-Latenzzeit) x 100

(cut-off-Wert — Baseline-Latenzzeit)

Baseline = Ausgangs-/ Entziindungswert in Sekunden

Abschaltwert der Hargreaves Box (20,48 Sekunden)

cut-off-Wert

Die Dosis-Wirkungskurven werden als Prozentwert des maximal possible effect
(%MPE) dargestellt, die Werte sind gemittelt (SD).

Als MaB fiir den Grad der Antinozizeption werden dann Werte zwischen 0 % (Baseline)
und 100 % (cut-off-Wert) erreicht. Die Hyperalgesie ist durch negative Werte
gekennzeichnet, resultierend aus Latenzzeiten, welche geringer als die Baseline-
Latenzzeit sind.

Um zeigen zu konnen, welche antinozizeptive Wirkung Apraclonidin im entziindeten
Kniegelenkmodell entfaltet, mussten die im Versuch ermittelten Werte in Bezug zu
einem  Entziindungswert gesetzt werden. Dieser Bezugswert war die
Entziindungsbaseline, die 120 Minuten nach Induktion der Kniegelenksentziindung
ermittelt wurde. Gleiches galt auch fiir die Kochsalzgruppe, welche die Wirkung des
Kaolin/Carrageenan-Gemisches im nicht entziindeten Kniegelenkmodell darstellen
sollte.

Zur Uberpriifung der gemessenen und errechneten Werte auf Signifikanzen wurde der
Kruskal-Wallis-Test benutzt, der als nicht-parametrischer Mehr-Stichproben-Test fiir
unabhingige Stichproben dem Vergleich mehrerer Verteilungsfunktionen respektive
ihrer zentralen Tendenzen (Mittelwerte) dient. Zum nicht-parametrischen Vergleich fiir

2 abhidngige Stichproben wurde der Wilcoxon-Test verwendet. Als statistisch
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signifikant wurde hierbei ein Unterschied von p<0.05 definiert. Die Berechnung der
EDsound des 95 % Konfidenz-Intervalls wurde mit Hilfe eines Programms von Yoshito
Takano durchgefiihrt, welches auf Tallarida und Murray zuriickgeht. ,,Area under the
curve (AUC)“-Werte als Prozentwerte der thermischen Antinozizeption wurden aus den
zuvor ermittelten %MPE-Werten berechnet. Der Verlauf der Kniegelenkumfinge wurde

unter Zuhilfenahme des T-Tests flir abhéngige Stichproben verglichen.
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3. Ergebnisse

3.1 Allgemeines

Die Versuchsbedingungen der verhaltensbiologischen Studie wurden stets konstant
gehalten. Die Basistemperatur der Bodenplatte der modifizierten Hargreaves Box
betrug wihrend der thermischen Testung 30° Celsius und konnte mittels einer
Stromstirke von 4,5 A nach 11 Sekunden (SD<1.0 Sekunden) auf die
Stimulationstemperatur von 50° Celsius erhoht werden, die dann bis zum cut-off-Wert
bei 20 Sekunden konstant blieb. Die Ausgangszeiten des FuBriickziehreflexes betrugen
fiir die rechte Hinterpfote 11,0 + 0,7 Sekunden und fiir die linke Hinterpfote 11,0 + 0,9
Sekunden.

Das Gewicht der Versuchstiere lag zum Versuchsbeginn bei 300 + 20 Gramm.

3.2 Kniegelenkentziindung durch intraartikuliire Kaolin-Carrageenan
Injektion

Die Kniegelenkentziindung der rechten Hinterpfote war zwei Stunden nach Induktion
der intraartikuldren Entziindung komplett ausgebildet und stellte sich iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum durch eine signifikant verminderte thermische Antinozizeption
dar (p<0,05). Diese Entziindung der rechten Hinterpfote zeichnete sich durch eine
verminderte Spontanbewegung, eine Schonhaltung mit Gewichtsentlastung der
betreffenden Pfote und einer GréBenzunahme des Kniegelenkumfanges aus.

Wihrend die nicht behandelte linke Hinterpfote nach 24 Stunden keinen signifikanten
GroBenunterschied erkennen lie, zeigten die Tiergruppen mit induzierter
Kniegelenkentziindung alle nach 24 Stunden eine signifikante GroBBenzunahme (p<0,05)
(Abb.4)

Bei der Versuchsgruppe A nahm der Umfang von 6,0 + 0,1 cm auf 8,6 + 0,1 cm zu, bei
den Gruppen B2 - B4 von 6,2 + 0,2 cm auf 8,4 + 0,2 cm, bei den Gruppen C2, C4 und
C6 von 6,3 + 0,1 cm auf 8,0 + 0,1 cm und bei der Gruppe D1 von 6,0 + 0,1 cm auf 8,0 +
0,1 cm. Dabei war die GroBenzunahme der Beinumfinge nicht abhédngig von der

verwendeten Medikamentendosis.
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Abbildung 4

Kniegelenkumfange der rechten Hinterpfoten vor
und nach 24 h Entzindungsinduktion
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Abb. 4: Verinderung der Kniegelenkumfinge der rechten Hinterpfote vor
Entziindungsinduktion (KC) und 24 h spiter. Darstellung als Mittelwert +
Standardabweichung fiir n=4 bis n=18; * signifikanter Unterschied (p<0,05), t-Test fiir
abhiingige Stichproben.

3.3 Intraartikuliire (periphere) Applikation von Apraclonidin

3.3.1 Thermische Antinozizeption

Bei der Untersuchung der thermischen Antinozizeption nach intraartikuldrer Gabe von

Apraclonidin stellten sich folgende Ergebnisse heraus:

e Eskam zu einer dosisabhingigen Antinozizeption bei allen Gruppen.

e Bei den Kontrollgruppen ohne Entziindung aber gleicher
Medikamentendosis fiel die antinozizeptive Wirkung hdoher aus.
Insbesondere bei den Dosierungen 3 pg und 30 pg (p<0,05) lieBen sich
signifikant hohere Wirkungsergebnisse beobachten (Abb.5).

e Signifikant war die Antinozizeption fiir alle Dosierungen ab der 25.

Minute nach Applikation von Apraclonidin (p<0,05) (Abb.6,7)
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Als EDso-Wert wurden fiir die Gruppen unter Entziindung 26,3 ug
ermittelt (95 % Konfidenzintervall 12,8 — 54,0 pg; 60 Minute) und fiir
die Kontrollgruppe unter NaCl 0,9 % 7,7 pg (95 % Konfidenzintervall
5,4 — 11,0 pg; 60. Minute).

Abgesehen von der Medikamentengruppe 3 pg Apraclonidin [A +
Entziindung war die thermische Antinozizeption der linken Hinterpfote
bei induzierter rechter Kniegelenkentzliindung im zeitlichen Verlauf
immer geringer ausgebildet, ohne dabei jedoch signifikant
unterschiedlich zu sein (Abb.5).

Beim Vergleich der %AUC-Werte iiber 105 Minuten ergaben sich im
Vergleich der Gruppen gleicher Dosierung - mit und ohne
Entziindungsinduktion - Unterschiede in der thermischen Antinozi-
zeption. Wiéhrend diese jedoch fiir die Dosierung von 10 pg nicht
signifikant waren, zeigten sich fiir die Dosierungen von 3 pg und fiir 30

ug signifikante Unterschiede (p<0,05) (Abb.8).
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Abbildung 5

Thermische Antinozizeption - Dosis-Wirkungskurve
fur Apraclonidin IA in das rechte Kniegelenk mit vs.
ohne Entziindung
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Abb. 5: Vergleich der dosisabhingigen thermischen Antinozizeption nach intraartikulérer
(IA) Injektion von Apraclonidin in das entziindete rechte (Entziindungsinduktion
durch Kaolin/Carrageenan (KC)) versus das nichtentziindete linke Kniegelenk.
%MPE = maximal moglicher antinozizeptiver Effekt (100% MPE = kein
FuBriickziehreflex nach 20,48 Sekunden thermischer Stimulation). Jeder
Datenpunkt reprisentiert den Mittelwert + die Standardabweichung fiir n=5-6
Versuchstiere, Signifikanzberechnung nach Kruskal-Wallis : * signifikanter
Unterschied (p<0,05), logarithmische Darstellung der x-Achse, Darstellung des
Messzeitpunktes 60. Minute.
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Abbildung 6

% MPE thermischer

Abb. 6:

Thermische Antinozizeption - Zeiteffektkurve fur
Apraclonidin IA bei Entziindung im rechten

Kniegelenk
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Zeitlicher Verlauf der thermischen Antinozizeption nach intraartikulirer (IA)
Injektion von Apraclonidin in das entziindete rechte Kniegelenk
(Entziindungsinduktion durch Kaolin/Carrageenan (KC)). Vergleich mit der
Kochsalzgruppe (NaCl IA). %MPE = maximal moéglicher antinozizeptiver Effekt
(100% MPE = kein Fufriickziehreflex nach 20,48 Sekunden thermischer
Stimulation). Jeder Datenpunkt reprisentiert den Mittelwert + die
Standardabweichung fiir n = 4-6 Tiere, Signifikanzberechnung nach Kruskal-

Wallis: * signifikanter Unterschied (p<0,05).
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Abbildung 7

Thermische Antinozizeption - Zeit-Effektkurve fiir
Apraclonidin IA bei nichtentziindetem rechten
Kniegelenk
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Abb. 7: Zeitlicher Verlauf der thermischen Antinozizeption nach intraartikulirer (IA)
Injektion von Apraclonidin in das rechte Kniegelenk ohne vorherige
Entziindungsinduktion. %MPE = maximal mdglicher antinozizeptiver Effekt
(100% MPE = kein FuBriickziehreflex nach 20,48 Sekunden thermischer
Stimulation). Jeder Datenpunkt reprisentiert den Mittelwert + die

Standardabweichung fiir n = 5 Tiere.
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Abbildung 8

Thermische Antinozizeption - % AUC-Werte fiir
Apraclonidin IA in das rechte Kniegelenk
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Abb. 8: Vergleich der thermischen Antinozizeption in %AUC nach intraartikuldrer (IA)
Injektion von Apraclonidin in das entziindete (Entziindungsinduktion durch
Kaolin/Carrageenan (KC)) versus das nichtentziindete rechte Kniegelenk. % AUC
= maximal moglicher antinozizeptiver Effekt iiber die Zeit von 105 Minuten (100
%AUC = kein FuBlriickziehreflex nach 20,48 Sekunden thermischer Stimulation zu
allen Messzeitpunkten). Jeder Datenpunkt reprisentiert den Mittelwert + die
Standardabweichung fiir n=5-6 Versuchstiere, Signifikanzberechnung nach

Kruskal-Wallis : * signifikanter Unterschied (p<0,05).
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3.4 Subcutane (systemische) Applikation von Apraclonidin

3.4.1 Thermische Antinozizeption
Beim Vergleich der antinozizeptiven Wirksamkeit von subcutan applizierten
Apraclonidin (in der Dosierung der hochsten untersuchten Wirkungsstufe von 30 pg)
zu intraartikuldr applizierten Apraclonidin in der gleichen Dosierung, stellten sich
folgende Ergebnisse heraus:
e Unter Entziindung konnte nach subcutaner Applikation eine signifikante
Steigerung der thermischen Antinozizeption ab der 25. Minute
festgestellt werden (p<0,05). Der maximale Effekt wurde nach 60
Minuten beobachtet (Abb.9).
e Die antinozizeptive Wirkung nach intraartikuldrer Applikation war im
Vergleich zur subcutanen Applikation in der rechten Pfote hoher
ausgebildet, ohne dabei jedoch signifikant zu sein. Beziiglich der linken
nicht behandelten Pfote waren die Ergebnisse entgegengesetzt und dabei
signifikant unterschiedlich (p<0,05) (Abb.9).
e Im Vergleich der rechten zur linken Hinterpfote nach subcutaner
Applikation zeigte sich, dass die thermische Antinozizeption auf der
rechten Seite starker ausgeprigt war, ohne sich dabei signifikant von der

linken Pfote zu unterscheiden (Abb.9).
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Abbildung 9

Thermische Antinozizeption - Zeiteffektkurve fur
Apraclonidin IA vs. SC bei entziindetem rechten
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Abb. 9: Zeitlicher Verlauf der thermischen Antinozizeption nach intraartikulirer (IA) und
subcutaner (SC) Injektion von Apraclonidin in das entziindete rechte Kniegelenk
(Entziindungsinduktion durch Kaolin/Carrageenan (KC)). Vergleich mit der
Kochsalzgruppe (NaCl 1A). %MPE = maximal moglicher antinozizeptiver Effekt
(100% MPE = kein Fufriickziehreflex nach 20,48 Sekunden thermischer
Stimulation). Jeder Datenpunkt reprisentiert den Mittelwert + die
Standardabweichung fiir n=4-6 Tiere, Signifikanzberechnung nach Kruskal-

Wallis: * signifikanter Unterschied (p<0,05).
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3.5 Intrathekale (spinale) Applikation von Apraclonidin

3.5.1 Thermische Antiniozizeption

Bei der Untersuchung der thermischen Antinozizeption nach intrathekaler Gabe von

Apraclonidin stellten sich folgende Ergebnisse heraus:

Es kam zu einer dosisabhingigen Antinozizeption bei allen Gruppen,
diese war sowohl fiir die rechte als auch fiir die linke Hinterpfote
signifikant (p<0,05) (Abb.10).

Signifikant war die Antinozizeption fiir alle Dosierungen ab der 25.
Minute nach Applikation von Apraclonidin (p<0,05) (Abb.11).

Beim Vergleich von intrathekal zu intraartikuldr verabreichten
Apraclonidin ~ nach Entziindungsinduktion (IA in der hdchsten
untersuchten Dosierung von 30 pg) zeigte sich, dass die antinozizeptive
Wirkung nach intrathekaler Medikamentengabe hoher ausfiel. Dabei war
der Unterschied zu 3 pg IT , 5 pug IT und zu 10 pg IT signifikant
(p<0,05) (Abb.11).

Auch beim Vergleich von intrathekal zu subcutan applizierten
Apraclonidin nach Entziindungsinduktion (SC in der Dosierung von 30
ug) fiel die antinozizeptive  Wirkung nach  intrathekaler
Medikamentengabe hoher aus und zwar signifikant fiir alle intrathekalen
Dosierungen (p<0,05) (Abb.11).

Als EDsp-Wert wurden fiir die intrathekalen Gruppen unter Entziindung
0,02 pg ermittelt (95 % Konfidenzintervall 1,87 . 1,8 pg; 60. Minute).

Beim Vergleich der rechten entziindeten Pfote mit der nicht entziindeten
linken Pfote konnte beobachtet werden, dass die thermische
Antinozizeption auf der rechten Seite unter den Dosierungen von 3 pg
und 5 pg geringer ausgeprdgt war, ohne dabei jedoch signifikant
unterschiedlich zu sein. Eine auf beiden Seiten gleichstark ausgeprigte

thermische Antinozizeption stellte sich bei der Dosierung von 10 pg ein.

31



Abbildung 10

% MPE thermischer

Abb

Antinozizeption

Thermische Antinozizeption - Dosis-Wirkungskurve
fur Apraclonidin IT bei entziindetem rechten
Kniegelenk
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. 10: Vergleich der dosisabhingigen thermische Antinozizeption nach intrathekaler

(IT) Injektion von Apraclonidin in das entziindete rechte (Entziindungsinduktion
durch Kaolin/Carrageenan (KC)) versus das nichtentziindete linke Kniegelenk.
%MPE = maximal moglicher antinozizeptiver Effekt (100% MPE = kein
FuBriickziehreflex nach 20,48 Sekunden thermischer Stimulation). Jeder
Datenpunkt reprisentiert den Mittelwert + die Standardabweichung fiir n = 4
Versuchstiere, logarithmische Darstellung der x-Achse, Darstellung des

Messzeitpunktes 60. Minute.
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Abbildung 11

Thermische Antinozizeption - Zeit-Effektkurve fiir
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Abb. 11: Zeitlicher Verlauf der thermischen Antinozizeption nach intrathekaler (IT),
intraartikuliirer (IA) und subcutaner (SC) Injektion von Apraclonidin in das
entziindete rechte Kniegelenk (Entziindungsinduktion durch Kaolin/Carrageenan
(KC)). Vergleich mit der Kochsalzgruppe (NaCl IA). %MPE = maximal moglicher
antinozizeptiver Effekt (100% MPE = kein FuBlriickziehreflex nach 20,48
Sekunden thermischer Stimulation). Jeder Datenpunkt reprisentiert den
Mittelwert + die Standardabweichung fiir n=4-6 Tiere, Signifikanzberechnung

nach Kruskal-Wallis: * signifikanter Unterschied (p<0,05).
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3.6 Vorbehandlung mit dem Alpha(2)-Antagonisten Yohimbin

3.6.1 Thermische Antinozizeption

Bei der Untersuchung der thermischen Antinozizeption nach Antagonisierung der

Alpha(2)-Rezeptoren und nachfolgender Apraclonidingabe kam es zu folgenden

Ergebnissen (Werte beziehen sich auf die 60. Minute):

Nach Entziindungsinduktion vermindert intraartikuldr appliziertes
Yohimbin im Vergleich zur Kontrollgruppe (Kaolin-Carrageenan + NaCl
0,9 %) die thermische Antinozizeption rechts signifikant um —29 % von
-22 + 8 % MPE auf -51 +9 % MPE (p<0,05).

Im Gegensatz dazu fiihrt der Antagonist intrathekal verabreicht zu einer
nicht signifikanten Steigerung der Antinozizeption um +5 % von -22 + 8
% MPE auf -17 + 4 % MPE (Abb.12).

Wird nach Entziindungsinduktion der Antagonist intraartikuldr gegeben,
gefolgt von Apraclonidin 30 pg IA, so reduziert sich die antinozizeptive
Wirkung im Vergleich zu Apraclonidin 30 pg IA nach Entziindung
rechts signifikant um —83 % von 53 + 14 % MPE auf -30 + 7 % MPE
(p<0,05) (Abb.13).

Wird nach Entziindungsinduktion der Antagonist intrathekal gegeben,
gefolgt von Apraclonidin 30 pg IT, so reduziert sich die antinozizeptive
Wirkung im Vergleich zu Apraclonidin 10 pg IT nach Entziindung nicht
signifikant um —12 % von 100 + 0 % MPE auf 88 + 13 % MPE (Abb.14).
Wird nach Entziindungsinduktion der Antagonist intrathekal gegeben,
gefolgt von Apraclonidin 30 pg IA, so reduziert sich die antinozizeptive
Wirkung im Vergleich zu Apraclonidin 30pg IA nach Entziindung nicht
signifikant um —5 % von 53 + 14 % MPE auf 48 + 6 % MPE (Abb.14).
Wird nach Entziindungsinduktion der Antagonist intrathekal gegeben,
gefolgt von Apraclonidin 30 pg IA, so reduziert sich die antinozizeptive
Wirkung im Vergleich zu Apraclonidin 10 pg IT nach Entziindung
signifikant um —52 % von 100 + 0 % MPE auf 48 + 6 % MPE (p<0,05)
(Abb.14).
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e Wird nach Entziindungsinduktion der Antagonist intraartikuldr gegeben,
gefolgt von Apraclonidin 30 pg SC, so steigert sich die antinozizeptive
Wirkung im Vergleich zu Apraclonidin 30 pg IA nach Entziindung nicht
signifikant um +14% von 43 + 10 % MPE auf 57 + 10 % MPE (Abb.13).

Abbildung 12

Thermische Antinozizeption - Yohimbin IA und IT vs.
NaCl-Kontrollgruppe bei Entziindung im rechten
Kniegelenk (60. Minute)

0
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Abb.12: Verinderung der thermischen Antinozizeption nach intrathekaler (IT) wund
intraartikuldrer (IA) Injektion des Alpha(2)-Antagonisten Yohimbin in das
entziindete rechte Kniegelenk (Entziindungsinduktion durch Kaolin/Carrageenan
(KCQC)). Vergleich mit der Kochsalzgruppe (NaCl IA). %MPE = maximal méglicher
antinozizeptiver Effekt (100% MPE = kein FuBriickziehreflex nach 20,48
Sekunden thermischer Stimulation). Jeder Datenpunkt reprisentiert den
Mittelwert + die Standardabweichung fiir n=4-5 Tiere, Signifikanzberechnung

nach Kruskal-Wallis: * signifikanter Unterschied (p<0,05).
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Abbildung 13

Thermische Antinozizeption - Yohimbin IA vs.
Kontrollgruppen bei Entziindung im rechten
Kniegelenk (60. Minute)
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Abb.13: Verinderung der thermischen Antinozizeption nach intraartikulirer (IA)

Injektion des Alpha(2)-Antagonisten Yohimbin in das entziindete rechte

Kniegelenk (Entziindungsinduktion durch Kaolin/Carrageenan (KC)). Vergleich

mit der Kochsalzgruppe (NaCl IA) und mit der alleinigen Applikation von

Apraclonidin 30pg IA und SC. %MPE = maximal méglicher antinozizeptiver
Effekt (100% MPE = kein FuBriickziehreflex nach 20,48 Sekunden thermischer

Stimulation). Jeder Datenpunkt reprisentiert den Mittelwert

Standardabweichung fiir n=4-6 Tiere, Signifikanzberechnung nach Kruskal-

Wallis: * signifikanter Unterschied (p<0,05).
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Abbildung 14

Abb.14:
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Thermische Antinozizeption - Yohimbin IT vs.
Kontrollgruppen bei Entziindung im rechten
Kniegelenk (60. Minute)
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B KC+Apra 30ug 1A

Verinderung der thermischen Antinozizeption nach intrathekaler (IT) Injektion
des Alpha(2)-Antagonisten Yohimbin in das entziindete rechte Kniegelenk
(Entziindungsinduktion durch Kaolin/Carrageenan (KC)). Vergleich mit der
alleinigen Applikation von Apraclonidin 30ug IA und 10pg IT. %MPE = maximal
moglicher antinozizeptiver Effekt (100% MPE = kein FufBlriickziehreflex nach
20,48 Sekunden thermischer Stimulation). Jeder Datenpunkt reprisentiert den
Mittelwert + die Standardabweichung fiir n=4-6 Tiere, Signifikanzberechnung

nach Kruskal-Wallis: * signifikanter Unterschied (p<0,05).
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3.7  Supraspinaler Index und Nebenwirkungen

Bei der Beobachtung der supraspinalen und systemischen Nebenwirkungen konnten

folgende Ergebnisse festgestellt werden:

Bei allen Versuchsgruppen waren zu jedem Zeitpunkt simtliche Reflexe
und die Spontanaktivitdt erhalten (Tab.2).

Eine verminderte Spontanaktivitit konnte bei den Gruppen KC + 30 ug
Apraclonidin TA und KC + Apraclonidin 30 pg SC beobachtet werden
(Tab.2).

Eine verminderte spontane und evozierte Aktivitit und ein verlangsamter
Aufrichtreflex konnte bei den Gruppen KC + Apraclonidin 3 pug, 5 pg
und 10 pg IT demonstriert werden (Tab.2).

Eine gesteigerte Diurese, die zwischen der 20. und 60. Minute nach
Applikation von Apraclonidin auftrat und {iber die gesamte
Versuchsdauer anhielt, konnte bei folgenden Gruppen festgestellt
werden: KC + Apraclonidin 3 pg, 10 pg und 30 pg IA, Apraclonidin 10
pg und 30 pg IA, KC + Apraclonidin 30 pg SC, KC + Apraclonidin 3
pg, 10 ug IT (Tab.3).

Bei den Antagonisten-Gruppen konnte nur bei der Gruppe KC +
Yohimbin IA + Apraclonidin 30 pg SC eine gesteigerte Diurese
nachgewiesen werden (Tab.3).

Eine verminderte spontane und evozierte Aktivitit und ein verlangsamter
Aufrichtreflex gab es nur bei der Gruppe KC + Yohimbin IT +
Apraclonidin 30 ug IT (Tab.2).
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Tabelle 2 Supraspinale Effekte

Gruppe Aufricht- |evozierte Ohrmuschel-| Korneal- |Spontan-

Reflex | Aktivitat Reflex Reflex | Aktivitat
KC+NaCl 0,9 % 0 0 0 0 0
KC+Apra 3ug IA 0 0 0 0 0
NaCl+Apra 3ug IA 0 0 0 0 0
KC+Apra 10ug IA 0 0 0 0 0
NaCl+Apra 10ug IA 0 0 0 0 0
KC+Apra 30ug IA 0 0 0 0 1
NaCl+Apra 30ug IA 0 0 0 0 0
KC+Apra 3ug IT 1 1 0 0 1
KC+Apra 5ug IT 1 1 0 0 1
KC+Apra 10ug IT 1 1 0 0 1
KC+Apra 30ug SC 0 0 0 0 1
KC+Yohimbin IA 0 0 0 0 0
KC+Yohimbin IT 0 0 0 0 0
A o o | o | o |
Coxemmon o 0 | o | o | o
Coremmont | 1+ | o | o | 3
oo™ 0 | o | o | o | o

Tab.2: Supraspinale Effekte fiir den Zeitraum von der 25. bis zur 105. Minute nach
Apraclonidin-Injektion. Der maximale supraspinale Index betrigt pro Gruppe 10 (5x2),

siehe Kapitel 2.6.3 Supraspinale Nebenwirkungen.
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Tabelle 3

Systemische Nebenwirkungen

Gruppe Diurese
KC+NaCl 0,9 % normal
KC+Apra 3ug IA gesteigert
Apra 3ug IA normal
KC+Apra 10ug 1A gesteigert
Apra 10ug 1A gesteigert
KC+Apra 30ug IA gesteigert
Apra 30ug 1A gesteigert
KC+Apra 3ug IT gesteigert
KC+Apra 5ug IT normal
KC+Apra 10ug IT gesteigert
KC+Apra 30ug SC gesteigert
KC+Yohimbin IA normal
KC+Yohimbin IT normal
KC+Yohimbin IA+Apra 30ug IA normal
KC+Yohimbin |IA+Apra 30ug SC gesteigert
KC+Yohimbin IT+Apra 30ug IT normal
KC+Yohimbin IT+Apra 30ug IA normal

Tab.3: Systemische Nebenwirkungen fiir den Zeitraum von der 25. bis zur 10S. Minute

nach Apraclonidin-Injektion.
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4. Diskussion

4.1 Diskussion des Modells

Das in dieser Studie verwendete Modell einer experimentell induzierten Entziindung ist
ein etabliertes und gut definiertes Verfahren der aktuellen Schmerzforschung. Es dient
der Evaluation von Schmerz, seiner Pathophysiologie und Biochemie, sowie der
Testung analgetisch potenter Pharmaka durch Hemmung peripherer und zentraler
Sensibilisierungsmechanismen (Yang et al. 1996 [90]; Smith et al. 1985 [76]; Diehl et
al. 1988 [31]; Tabo et al. 1998 [79]). Dies gilt im Weiteren auch fiir die Implantation
des intrathekalen Katheters (Yaksh und Rudy 1976 [88]; Buerkle et al. 1999 [16]) und
die Testung der thermischen Antinozizeption durch die Hargreaves Box (Hargreaves et
al. 1988 [43].

Die Homogenitit der einzelnen Medikamentengruppen konnte durch geringe
Standardabweichungen nachgewiesen werden. Dariiber hinaus wurde die
Zuverldssigkeit des Modells durch die zunehmende wund langandauernde
Schmerzfreiheit mit Steigerung der Analgetikadosis unterstrichen.

Die intraartikuldre Injektion von antinozizeptiven Medikamenten begriindet ein Modell
zum Nachweis einer peripher vermittelten Analgesie, wobei das Arthritismodell der
Ratte durch seine persistierende Entziindung auch Aussagen zur Auswirkung dieser

Entziindung auf die zu untersuchende Analgesie zuldsst.

4.2  Kochsalz-Kontrollgruppen

Zur Kontrolle der inflammatorischen Wirksamkeit des 3 %igen Kaolin/Carrageenan-
Gemisches und der antinozizeptiven Potenz des Medikamentes Apraclonidin wurden
Kontrollgruppen mit Natriumchlorid 0,9 % hinzugezogen.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von Yang et al. 1996 [90] konnte 120 Minuten
nach Induktion der Kniegelenkentziindung eine signifikant verminderte thermische
Antinozizeption  festgestellt werden (p<0,05), die {iber den gesamten
Beobachtungszeitraum bestehen blieb. Als Auswirkung der Kniegelenkirritation lieBen

sich typische entziindungs- und schmerzbedingte Verhaltenséinderungen beobachten,
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wie Hinken, Humpeln, Hochheben und Schiitzen der betroffenen Extremitdt. Wéhrend
die nicht behandelte linke Hinterpfote nach 24 Stunden keinen signifikanten
GroBenunterschied erkennen liel, zeigten alle Tiergruppen mit induzierter
Kniegelenkentziindung nach 24 Stunden eine signifikante Groenzunahme (p<0,05).
Des Weiteren blieben die Latenzzeiten der nichtbehandelten linken Pfoten konstant und
offenbarten so eine fehlende Beeinflussung durch die kontralaterale Entziindung.

Durch die Applikation des Kaolin/Carrageenan-Gemisches kommt es zur Ausbildung
einer persistierenden Inflammation, die einen Aktivititsanstieg von Hautafferenzen Typ
AP (dicke Myelinisierung), Typ Ad (diinne Myelinisierung) und Typ C (unmyelinisiert)
bewirkt.

Diese Sensibilisierung flihrt zu einer verstirkten Ausschiittung von exzitatorischen
Aminoséduren in den Hinterhornneuronen (Sluka and Westlund, 1993 [75]). Der damit
verbundene Anstieg von Glutamat korreliert mit der Herabsetzung der ,,paw withdrawal
latency* (Sluka et al. 1997 [74]) und gilt als Mal} der entstandenen Hyperalgesie.
Weiterhin kommt es zur Nozizeptorsensibilisierung durch sympathomimetische
Neuropeptide, Noradrenalin, Dopamin und Serotonin, welche sowohl direkt iiber
a-adrenerge oder dopaminerge Rezeptoren als auch indirekt iiber Zyklooxigenase-
Metaboliten wirken.

Die in diesem Arthritis-Modell entstehende thermische Hyperalgesie wird durch
zentrale Sensibilisierung auf spinaler Ebene bedingt, da die Entziindung im Kniegelenk
induziert wurde, die Testung der thermischen Antinozizeption jedoch im Plantarbereich

der Pfote stattfand (Sluka and Westlund, 1993 [75]).
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4.3  Applikation von Apraclonidin

In dieser Studie konnte nachgewiesen werden, dass der peripher und intrathekal
applizierte a,-adrenerge Agonist Apraclonidin im Arthritismodell der Ratte eine
dosisabhédngige antinozizeptive Wirkung entfaltet.

or-adrenerge Agonisten, wie Clonidin, produzieren eine dosisabhéngige Analgesie bei
Tieren und Menschen durch Wirkung an a,-adrenergen Rezeptoren, welche ubiquitir
im peripheren und zentralen Nervensystem verteilt sind. Diesbeziiglich gibt es eine
Vielzahl an Literatur, die die Vorziige der Schmerzbehandlung mit o,-adrenerge
Agonisten bei neuropathischem oder inflammatorischem Schmerz belegt (Mizobe und
Maze 1995 [63]; Eisenach et al. 1996 [34])

So konnte in der thermischen Testung eine Steigerung der Antinozizeption bei
vorbestehender Kniegelenkentziindung um + 75 % von — 22 + 8 % MPE auf 53 + 14
% MPE in der hochsten Dosierung von 30 pg Apraclonidin nach intraartikuldrer Gabe
erzielt werden. Der EDso-Wert betrug dabei fiir die Gruppen unter Entziindung 26,3 ng
(95 % Konfidenzintervall 12,8 — 54,0 ug; 60. Minute) und fiir die Kontrollgruppe unter
NaCl 0,9 % 7,7ug (95 % Konfidenzintervall 5,4 — 11,0 pg; 60. Minute). Dabei
unterschieden sich die mit Apraclonidin behandelten Ratten deutlich von denen, die der
unbehandelten ~ Kniegelenkentziindung  ausgesetzt ~ waren.  Schmerztypische
Verhaltensweisen wie Hinken, Humpeln, Hochheben und Schiitzen der betroffenen
Extremitit waren nur in abgeschwéchter Form oder gar nicht zu beobachten.

Eine dosisabhingige thermische Antinozizeption konnte ebenfalls bei der intrathekalen
und subkutanen Gabe von Apraclonidin festgestellt werden.

Wihrend die thermische Antinozizeption nach subkutaner Injektion von Apraclonidin
30 pg im Vergleich zu intraartikuldren 30 pg nicht signifikant geringer ausgeprigt war
(43 + 10 % MPE versus 53 + 14 % MPE), war die thermische Antinozizeption nach
intrathekaler Gabe von Apraclonidin 10 pg im Vergleich zu intraartikuldren 30 pg (100
+ 0 % MPE versus 53 + 14 % MPE) signifikant gesteigert (p<0,05). Dies zeigte sich
besonders deutlich im intrathekalen EDso-Wert unter Entziindung von 0,02 pg (95 %
Konfidenzintervall 1,87 * — 1,8 pg; 60. Minute).

Dass Apraclonidin seine analgetische Wirkung iiber periphere a,-adrenerge Rezeptoren

entfaltet, konnte durch den Vergleich der beiden Tiergruppen Araclonidin 30 pg
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intraartikuldr nach Entziindung und Apraclonidin 30 pg intraartikuldr nach Entziindung
und Antagonisierung mit dem o,-selektiven Antagonisten Yohimbin, der intraartikulér
appliziert wurde, bewiesen werden. So wurde durch die periphere o,-adrenerge
Rezeptorblockade die thermische Antinozizeption signifikant (p<0,05) um —83 % von
53 + 14 % MPE auf -30 + 7 % MPE gesenkt. Des Weiteren fiel auf, dass - falls der
Antagonist nach Entziindungsinduktion intrathekal gegeben wurde, gefolgt von
Apraclonidin 30 pg IA - sich die antinozizeptive Wirkung im Vergleich zu
Apraclonidin 30 pg IA nach Entziindung nicht signifikant um -5 % von 53 + 14 %
MPE auf 48 + 6 % MPE senkte. Daraus ldsst sich schlielen, dass die antinozizeptive
Wirkung von Apraclonidin nach peripherer Gabe fast ausschlieBlich iiber periphere und
kaum tber spinale a,-adrenerge Rezeptoren zustande kommt.

Neben der Moglichkeit, seine analgetische Wirkung tiber periphere o,-adrenerge
Rezeptoren zu entfalten, kann Apraclonidin aber auch {iiber spinale oy-adrenerge
Rezeptoren wirken. Eine Dosis von 10 pg Apraclonidin intrathekal appliziert, reicht
dabei aus, um einen MPE von 100 % zu erreichen. Selbst nach vorheriger intrathekaler
Antagonisierung mit Yohimbin und darauffolgender intrathekaler Gabe von
Apraclonidin 30 pg, sank die thermische Antinozizeption nur nicht signifikant um —12
% von 100 + 0 % MPE auf 88 + 13 % MPE.

Die periphere Gabe von Apraclonidin scheint der systemischen Gabe {iberlegen zu sein.
Denn die antinozizeptive Wirkung nach intraartikuldrer Applikation war im Vergleich
zur subcutanen Applikation in der rechten Pfote hoher ausgebildet, ohne dabei jedoch
signifikant zu sein. Beziiglich der linken nicht behandelten Pfote waren die Ergebnisse
entgegengesetzt und dabei signifikant unterschiedlich (p<0,05). Dies ist durch die
systemische analgetische Wirkung von Apraclonidin zu erkldren, welche natiirlich auch
die unbehandelte linke Pfote erreichte. Diesbeziiglich zeigten schon Gentili et al. [38]
und Schédpsmeier [72] in préklinischen und klinischen Studien, dass die intraartikulédre
analgetische Wirkung von Clonidin der systemischen Wirkung {iberlegen ist. Auch
andere Studien bewiesen, dass sowohl oberflachlich als auch intraartikuldr appliziertes
Clonidin eine periphere Analgesie vermittelt (Buerkle et al. 2000 [15], Davis et al. 1991
[29]).

Die Entwicklung der peripheren und zentralen Nozizeptorsensibilisierung wird, wie

schon in der Einleitung beschrieben, durch die Ausschiittung von prd- und
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postsynaptischen exzitatorischen Neurotransmittern, wie Glutamat, oder Substanz P,
ausgelost (Coderre et Melzack, 1992 [25]). Apraclonidin hemmt diese Ausschiittung
und damit die Liquorkonzentration von exzitatorischen Aminosduren nach peripherer
und zentraler Nozizeptorsensibilisierung (Lin et al. 2002 [56]).

In einer von Lin und Kollegen noch nicht ver6ffentlichten Studie konnte nachgewiesen
werden, dass Apraclonidin im Tiermodell einer induzierten peripheren Arthritis nach
lokaler intraplantaren Injektion von 0,3 mg, eine nahezu vollstindige Hemmung der
Freisetzung von exzitatorisch wirksamen Aminosiduren, wie Glutamat, Aspartat und
Citrullin, bewirkte. Im Vergleich dazu stiegen in der Kontrollgruppe nach
Entziindungsinduktion - aufgrund der peripheren und zentralen
Nozizeptorsensibilisierung - die  Liquorkonzentrationen der exzitatorischen
Aminoséduren an. Da keinerlei zentrale Effekte beobachtet wurden, postulierten Lin und
Kollegen, dass der oy-adrenerge Agonist Apraclonidin die Ausschiittung von
exzitatorischen Neurotransmittern auf peripherem Wege unter Ausschluss zentraler o,-

Rezeptoren blockiert.

4.4 Nebenwirkungen

Beziiglich der supraspinalen Nebenwirkungen konnte festgestellt werden, dass nach
peripherer und systemischer Gabe von Apraclonidin in der hochsten Dosierungsstufe
von 30 pg, die beobachteten supraspinalen Effekte minimal waren. So wurden bei
einem maximalen supraspinalen Index von 10 Punkten bei beiden Gruppen lediglich 1
Punkt erreicht, der eine reduzierte Spontanaktivitit betraf. Diese Beobachtung stimmt
auch mit der zuvor diskutierten peripheren Analgesie iiberein, die nur minimale spinale
Komponenten aufwies. Selbst nach intrathekaler Applikation von Apraclonidin in allen
drei Dosierungsstufen wurde nur ein supraspinaler Index von 3 Punkten erreicht, wobei
dieser Wert durch eine verminderte spontane und induzierte Aktivitit bedingt wurde. Zu
keinem Zeitpunkt der Versuchsreihe gab es jedwede neurologische Ausfille.
Wenngleich die aufgezeigten supraspinalen Nebenwirkungen nach peripherer
Apraclonidingabe nur minimal und in Bezug auf die gemessene periphere thermische
Antinozizeption nicht signifikant waren, konnten die Ergebnisse anderer

Forschungsgruppen um Coleman [26] und Lin [56], welche keine zentralen
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Nebenwirkungen feststellen konnten und somit eine Uniiberwindbarkeit der Blut-Hirn-
Schranke fiir Apraclonidin demonstrierten, nicht bestétigt werden.

Im Vergleich zu dieser Studie konnte Schidpsmeier [72] unter dem gleichen
methodischen Ansatz fiir Clonidin nachweisen, dass 30 pg Clonidin intraartikuldr
injiziert einen supraspinalen Index von 3 bis 4 Punkten erreichte. Dieser hohere Wert ist
durch die Penetrationsmoglichkeit der Blut-Hirn-Schranke durch Clonidin erklérbar und
belegt den enormen Vorteil den Apraclonidin als peripheres Analgetikum aufweist.
Beziiglich der systemischen Nebenwirkungen konnte nachgewiesen werden, dass -
abgesehen von den Gruppen Apraclonidin 3 pg IA ohne Entziindung und Apraclonidin
5 pug IT nach Entziindung - alle nicht antagonisierten Versuchsgruppen nach
Apraclonidingabe systemische Nebenwirkungen in Form einer gesteigerten Diurese
erkennen lieBen. Eine solche Diuresesteigerung ist durch die Hemmung der
Ausschiittung des Antidiuretischen Hormons (ADH) (Peskind et al. 1987 [67]), die
Antagonisierung der renal-tubuldren ADH-Wirkung (Stanton et al. 1987 [77]), die
Steigerung der glomeruldren Filtrationsrate (Strandhoy 1985 [78]) und die
Ausschiittung des Atrialen Natriuretischen Faktors (ANF) (Chen et al. 1989 [23])
erklarbar. Eine systemische antihypertensive Wirkung, wie sie selbst nach lokaler
Clonidingabe bei der Glaukom-Therapie zu beobachten ist (Harrison und Kaufmann
1977 [44]), konnte aufgrund des fehlenden Monitorings fiir Apraclonidin weder
bestdtigt noch widerlegt werden. Andere systemische Nebenwirkungen (beispielsweise
Ubelkeit und Erbrechen), wie sie in einer Untersuchung von Miller und Rhaesa [62] bei
Katzen nach lokaler Applikation von 30 ml Apraclonidin ins Auge auftraten, konnten in

dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden.

4.5 Weitere Ergebnisse

In dieser Studie konnte belegt werden, dass Apraclonidin zu keiner Steigerung der
peripher induzierten Antinozizeption durch Entziindung im Tiermodell fiihrt.

Im Vergleich zu zentral applizierten Apraclonidin, dass keinerlei Verdanderung der
thermischen Antinozizeption unter Nichtentziindungs- versus Entziindungsbedingungen
bewirkt, verursacht die periphere Apraclonidin-Gabe eine Linksverschiebung der Dosis-
Wirkungs-Kurve. Damit unterscheidet sich dieser Effekt eindeutig von denen fiir

Clonidin herausgefundenen Ergebnissen. Gray und Ferrel [41] konnten fiir systemisch
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injiziertes und Buerkle und Kollegen [16] flir peripher injiziertes Clonidin eine
Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve fiir die thermische Antinozizeption
unter Nichtentziindungs- versus Entziindungsbedingungen darlegen. Diese durch einen
Entziindungsprozess verstirkte Analgesie wurde auch schon frither fiir periphere

antinozizeptive Opioidrezeptoren demonstriert.

Sollten auch weitere Studien iiber Apraclonidin bestétigen, dass es bei den gleichen
therapeutischen Anwendungsmdglichkeiten, wie denen des Clonidins, dessen
therapielimitierenden Nebenwirkungen, wie zum Beispiel Hypotonie und Bradykardie,
nicht aufweist, dann sollte Apraclonidin eine wichtige Rolle als peripheres Analgetikum

in der Schmerztherapie beschienen sein.
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5. Zusammenfassung

Vergleich der thermischen Antinozizeption von spinal versus peripher
appliziertem Apraclonidin im Arthritismodell der Ratte

Fragestellung: Fiir Apraclonidin, ein Clonidin-Derivat, das aufgrund seiner
verdnderten chemischen Struktur eine reduzierte Blut-Hirn-Schrankenpenetration haben
soll, wurde die periphere und zentrale antinozizeptive Wirksamkeit untersucht. Dabei
wurde im Tiermodell, mit und ohne Khniegelenkentziindung, die thermale
antinozizeptive Potenz von intraartikuldr (IA) und intrathekal (IT) appliziertem
Apraclonidin evaluiert.

Methodik: Alle Untersuchungen waren von der Tierschutzkomission der
Bezirksregierung Miinster genehmigt (Genehmigungsnummer G 84/99). Der
persistierende Entziindungsschmerz wurde durch Injektion von 100 ul einer 3 %igen
Kaolin/Carrageenan (KC)- Losung IA rechts bei minnlichen, adulten Sprague Dawley
Ratten (270-360 g) (n = 4-6) induziert. Kontrolltiere (n = 4-6) erhielten eine Injektion
von 100 pl NaCl 0,9 %. Die Bestimmung der thermalen Nozizeption an den
Hinterpfoten der Tiere wurde durch Applikation eines thermalen Stimuli mit einer
modifizierten Hargreaves-Box vorgenommen. IA und IT Apraclonidin wurde 120 min
nach IA KC oder NaCl injiziert. Zur Analyse des Wirkungsprofils der unterschiedlichen
Applikationsformen wurden 100 pg des a,-selektiven Antagonist Yohimbin 20 min vor
Apraclonidingabe entweder IA oder IT verabreicht. Um supraspinale Nebenwirkungen
(NW) von Apraclonidin zu erfassen, wurde ein Index erstellt, der Ohrmuschelreflex,
Cornealreflex, Aufrichtreflex, evozierte und spontane Bewegungen mit 0 = normal, 1 =
abgeschwicht, 2 = fehlend, bewertete (Maximalwert 10).

Ergebnisse: IA und IT Apraclonidin verursachten eine dosisabhédngige thermale
Antinozizeption. Dabei wurden als Effektivdosierungen fiir eine 50 %ige Analgesie
(ED50) nach IA-Applikation mit Entziindung 26,3 pg (95 % Konfidenzintervall 12,8 —
54,0 pg) und fiir die Kontrollgruppe ohne Entziindung 7,7 pg (95 % Konfidenzintervall
5,4 — 11,0 pg) ermittelt. Die Effektivdosierung fiir eine 50 %ige Analgesie (ED50) nach
IT-Applikation mit Entziindung betrug 0,02 pg (95 % Konfidenzintervall 1,87 * — 1,8
ng). Wurde der Antagonist nach Entziindungsinduktion intraartikuldr gegeben, gefolgt

von Apraclonidin 30 pg IA, so sank die thermische Antinozizeption signifikant
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(p<0,05) um —83 % im Vergleich zur nicht antagonisierten Gruppe. Wurde der
Antagonist nach Entziindungsinduktion intrathekal gegeben, gefolgt von Apraclonidin
30 ug IA, so sank die antinozizeptive Wirkung im Vergleich zu Apraclonidin 30 ug [IA
nach Entziindung nicht signifikant um —5 %. Der supraspinale Index umfasste 1 Punkt
nach TA-Applikation und 3 Punkte nach IT-Applikation, neurologische Ausfille wurden
nicht beobachtet.

Schlussfolgerung: Die antinozizeptive Wirkung von peripher verabreichtem
Apraclonidin kommt fast ausschlieBlich iiber periphere und nur geringfiigig iiber spinale
or-adrenerge Rezeptoren zustande. Im Vergleich zu zentral appliziertem Apraclonidin,
das keinerlei Verdnderung der thermischen Antinozizeption unter Nichtentziindungs-
versus Entziindungsbedingungen bewirkt, verursacht die periphere Apraclonidin-Gabe
eine Linksverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve. Gemessen an fritheren
Untersuchungen mit Clonidin bringt die periphere Applikation von Apraclonidin

Vorteile hinsichtlich der Reduktion von supraspinalen Nebenwirkungen.
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Bezirksregierung Miinster

Bezirksregierung Miinster . 48128 Miinster

Gegen Empfan kenntni Dienstgebaude
Herrn Prof. Dr. med. Hugo Van Aken %ngggn4nﬂ
Herrn Dr. med. Hartmut BRiirkle Durchwahl: 2110
Klinik und Poliklinik f. Andsthesiologie Zawmer: 431
. g & . Frau Mollers

und operative Intensivmedizin der e

A . . sz .s A.kIEllZEl en
Westf. Wilhelms-Universitat Miinster 73083510 (G 84/99)

Albert-Schweitzer-StraRe 33

48149  Miinster

Betr. § Tierschutz; : )
hier: Durchfiihrung von Versuchen an Wirbeltieren

Bezug: Ihr Antrag vom 09.10.1999, hier eingegangen am
17.11.1999, und Ergdnzungen vom 19,01.2000

Genehmigungsbeschelid:

Sehr geehrter Herr Prof. Dr. Van Aken,
sehr geehrter Herr Dr. Birkle,

gemdh § 8 Tierschutzgesetz (TierSchG) in der Fassung der Be-
kanntmachung vom 25. Mai 1998 (BGBl. I. S. 1105) wird Ihnen die
Genehmigung zur Durchfilhrung nachstehenden Versuchsvorhabens
erteilt: %

Periphere und zentrale Rolle von Apraclonidin in der Behandlung
von Entziindungszeichen und Schmerzen bei entziindlicher Knie-
gelenkserkrankung.

Leiter des Versuchsvorhabens und sein Stellvertreter sind:

Herr _ Herr

Prof. Dr. med. Hugo Van Aken Dr. med. Hartmut Birkle
Klinik und Poliklinik fiir Klinik und Poliklinik fir
Andsthesiologie und operative Andsthesiologie und operative
Intensivmedizin der Intensivmedizin der

Westf. Wilhelms-Universitat Westf. Wilhelms-Universitat
Albert-Schweitzer-StraRe 33 Albert-Schweitzer—-StraBe 33
48149 Minster 48149 Miinster

Griines Umweltschutztelefon: (0251) 411-3300
e-mail: poststelle@bezreg-muenster. nrw.de @ X-400: C=de, A=dbp, P=dvs-nrw, O=bezreg-muenster, S=poststelle ® Telefax (0251) 411-2525
Konten der Regierungshauptkasse Miinster:
Landeszentralbank Niederlassung Miinster BLZ: 400 000 00 Konto: 40 001 520
B Westdeutsche Landesbank Girozentrale Miinster BLZ: 400 500 00 Konto: 61 820
Offentliche Verkehrsmittel - Buslinien 1 . 5. 6 . 17 bis Haltestelle Prinzipalmarkt und 2. 10 . 11 . 14 . 21 . 64 bis Domplatz

©0

AN . Februar 2000



Diese Genehmigung gilt bis zum 28.02. 2001.

Zur Durchfilhrung des Versuchsvorhabens diirfen folgende Tiere
verwendet werden: )

148 Ratten.

Auflagen:

Mit dem Versuchsvorhaben darf erst nach Vorliegen dieser
Genehmigung begonnen werden.

Sofern der Leiter des Versuchsvorhabens oder sein Stellvertreter
wechselt, 1ist mir dieser Wechsel unverziiglich anzuzeigen.

Diese Genehmigung wird zurilickgenommen, wenn bei der Erteilung
die Voraussetzungen nach § 8 Abs. 3 TierSchG nicht gegeben
waren. - -

Sie wird widerrufen, wenn die Voraussetzungen nach § 8 Abs. 3
TierSchG nicht mehr gegeben sind und dem Mangel nicht innerhalb
einer von mir zu bestimmenden Frist abgeholfen wird; sie kann
widerrufen werden, wenn ihre Bedingungen und Auflagen nicht
erfillt werden oder den Vorschriften des § 9 Abs. 2 TierSchG
wiederholt oder grob zuwidergehandelt worden ist.

Ein Antrag auf Verlangerung der Genehmigung ist rechtzeitig vor
Ablauf der Frist bei mir zu stellen.

Da das Versuchsvorhaben iiberwiegend im &ffentlichen Interesse
erfolgt, wird von der Erhebung einer Verwaltungsgebiihr Abstand
genommen.

Rechtsbehel fsbelehrung:

Gegen diesen Bescheid kann innerhalb eines Monats nach Bekannt-—
gabe Widerspruch erhoben werden. Der Widerspruch ist bei mir
unter der oben genannten Anschrift schriftlich oder zur Nieder-
schrift einzureichen.

Sollte die Frist durch das Verschulden eines von Ihnen Bevoll-
machtigten versdumt werden, so wiirde dessen Verschulden Ihnen
zZugerechnet werden.

Ich bitte um umgehende Riickgabe des beiliegenden Empfangsbe-
kenntnisses. '

Mit freundlichen GriilRen
Im Auftrag

U

Dr. Piontkowski



DER
CBERBURGERMEISTER

Syreug i MONSTER

VETERINAR- UND

Postanschrift: Stadt Minster « 48127 Miinster LEBENSMITTEL-
= - T UBERWACHUNGSAMT

Klinik und Poliklinik fur Anasthesiologie und

operative Intensivmedizin Schelmenstiege 1

z.H. Herrn Prof. Dr. Hugo Van Aken - ‘;‘:‘::‘;E;’;E:f::

AIbert—Scrlwe:tzer—Str. 33 e 4ps

48 149 Munster Telefon:  02534/971 - 301
Telefax:  02534/971 - 399
E-Mail:
Amt_39@stadt-muenster.de
Sprechzeiten:

nach Vereinbarung

Datum und Zeichen lhres Schreibens: Mein Zeichen (Bitte angeben): Minster,
08.10.1999 an die Bezirksregierung 39/401 a) 7 26.11.1999
hier eingegangen am 24.11.1999

Tierschutzgesetz;
Tierversuch G 84/99
Versuchsleiter und Antragsteller: Prof. Dr. Hugo Van Aken | Stellvertreter: Dr. Hartmut Brkle

Sehr geehrter Herr Professor Van Aken,
aufgrund § 11 Tierschutzgesetz erteile ich Ihnen die Erlaubnis zur Haltung von

148 Ratten.
Folgende Auflagen sind einzuhalten:

i Far die Pflege und Betreuung sind die Pfleger der ZTE zustandig.

2. Die medizinische Versorgung hat durch Herrn Prof. Dr. Richter zu erfolgen.

3. Die Kafige sind mit der Nummer der Versuchsgenehmigung zu kennzeichnen.
4, Uber die bezogenen Tiere und ihren Verbleib sind Aufzeichnungen zu machen.

5. Anderungen und Erweiterungen im Personalbereich, bei Tierart und -zahl sowie der Un-
terbringung sind umgehend dem Veterindramt der Stadt Munster mitzuteilen.

Bitte beachten Sie, dass mit dem Versuch erst begonnen werden darf, wenn die erforderlichen Ge-

nehmigungen vorliegen:

a) Tierversuchsgenehmigung der Bezirksregierung Miinster, Ansprechpartner Dr. Piontkowski;

b) bei Arbeiten mit transgenen Tieren die Bestiitigung des Staatl. Umweltamtes Miinster, Ansprech-
partner bei der WWU: Prof. Richter und Dr. Liicke. :

Diese Erlaubnis gilt fiir die Laufzeit des genehmigten Versuches.

Mit freundlichen GruRen

Im Auftra
// 7.

.
Dr. Otto
Stadt. Veterinardirektor
Konten der Stadtkasse Zentrale Verbindungen
Sparkasse Manster Kto.-Nr. 752 (BLZ 400 501 50) Commerzbank Manster Kto-Nr. 393 210 0/00  (BLZ 400 400 28) = Hauptvermitlung (0251) 482-0
Landeszentralbank Minster  Kto.-Nr. 40 001 700 (BLZ 400 000 00) Deutsche Bank Minster Kto.-Nr. 0470 005 {BLZ 400 700 80) Telefax (0251) 492-7700
Pastbank Dertmund Kto.-Nr. 21 1 36-461 (BLZ 440 100 48) Dresdner Bank Minster Kto.-Nr. 606 465 800 (BLZ 400 800 40) Datex-J *D251492#
Bank fir Gemeinwirtschaft Kto.-Nr. 1010305100 (BLZ 400101 11)  Volksbank Minster eG Klo.-Nr. 4 200 800 (BLZ 401600 50) E-Mail
Bankhaus Lampe Minster Kto.-Nr. 308 002 (BLZ 480201 51) Westdeutsche Landesbank Minster Klo.-Nr. 61226 (BLZ 400 500 00) Stadtverwaltung@stadt-muenster.de
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Postanschrift: Stadt Minster « 48127 Miinster

Herrn

Oliver Post

Klinik und Poliklinik fir Anasthesiologie
und operative Intensivmedizin
Albert-Schweitzer-Str. 33

48149 Munster

Datum und Zeichen lhres Schreibens:

39/401

Tierschutzgesetz;
hier: Versuche an Wirbeltieren - Sachkundenachweis

Sehr geehrter Herr Post,

Mein Zeichen (Bitte angeben):

DER
OBERBURGERMEISTER

S i MONSTER

VETERINAR- UND
LEBENSMITTEL-
UBERWACHUNGSAMT

Schelmenstiege 1

Auskunft erteilt:
Unterzeichner

Zimmer: 106

Telefon: 02534/971 - 301
Telefax: 02534/971 - 399
E-Mail:
Amt_39@stadt-muenster.de
Sprechzeiten:

nach Vereinbarung

Miinster,

16.12.1999

aufgrund des mir vorgelegten Zertifikates Uber einen erfolgreich abgeschlossenen dreiteiligen
Kursus ,Versuchstierkunde® im November und Dezember dieses Jahres kann ich die fur lhre Ta-
tigkeit mit Versuchstieren im obigen Institut erforderliche Sachkunde flr nicht-operative Eingriffe

bei Ratten, Mausen, Kaninchen und Primaten anerkennen.

Fur operative Eingriffe benttigen Sie nach wie vor eine Ausnahmegenehmigung.

Mit freundlichen GriiRen
i.A

Dr. Otto
Stadt. Veterinardirektor

Konten der Stadtkasse

Zentrale Verbindungen

Stadtsparkasse Minster Kto.-Nr. 752 (BLZ 400 501 50) Commerzbank Minster Kto.-Nr. 383 210 0/00 (BLZ 40040028) W Hauptvermittiung (0251) 492-0
Landeszentralbank Munster  Kto.-Nr. 40 001 700 (BLZ 400 000 00) Deutsche Bank Munster Kto.-Nr. 0470 005 (BLZ 400 700 80) Telefax (0251) 452-7700
Postbank Dortmund Kto.-Nr. 21 1 36-461 (BLZ 440 100 46) Dresdner Bank Mcnster Kio.-Nr. 606 465 600 (BLZ 400 800 40) Datex-J “0251492#
Bank fur Gemeinwirtschaft Kto.-Nr. 1 010 305 100 (BLZ 400 101 11) Volksbank Miinster eG Kto.-Nr. 4 200 800 (BLZ 401 600 50) E-Mail

Bankhaus Lampe Minster Kto.-Nr. 306 002 (BLZ 480 201 51) Westdeutsche Landesbank Minster Kto.-Nr. 61226 (BLZ 400 500 00)  Stadtverwaltung@stadi-muenster.de
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