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Kurzzusammenfassung

Das Endocannabinoidsystem spielt eine groBe Rolle bei der Regulation verschiedener
physiologischer Prozesse, indem es die synaptische Transmission moduliert. Es wird
postuliert, dass das Endocannabinoidsystem homoostatisch auf eine Dysregulation von
verschiedenen Neurotransmittersystemen reagiert und somit protektiv auf die Ent-

wicklung schizophrener Psychosen wirken kann.

Auf der anderen Seite gilt Cannabiskonsum wahrend der Pubertéat als Risikofaktor fir
die Ausbildung einer psychotischen Symptomatik im jungen Erwachsenenalter. Dies ist
im Wesentlichen auf den psychotomimetischen Hauptbestandteil von Cannabis sativa,
A°-Tetrahydrocannabinol (A°-THC), zurickzufiihren. Der zweite Hauptbestandteil der
Pflanze, Cannabidiol, wird hingegen als mogliches Antipsychotikum diskutiert. Der ge-
naue Wirkmechanismus ist allerdings noch nicht gut verstanden. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Hypothese, dass Cannabidiol das Endocannabinoidsystem moduliert
und dariiber seine antipsychotische Wirkung entfaltet, Gberprift. Zudem wurde unter-
sucht, ob die Modulation des Endocannabinoidsystems (iber die Inhibition von Endo-
cannabinoidabbau oder —aufnahme (Hochregulation der Endocannabinoide) Verhal-

tensdanderungen induziert.

Die verhaltenspharmakologischen Untersuchungen ergaben, dass bei adulten Ratten
unter weitestgehend stressfreien Haltungs- und Testbedingungen die Hochregulation
der Endocannabinoidkonzentration keine Auswirkung auf das Verhalten hat. Zudem
stellte sich heraus, dass die beim Menschen wirksame Cannabidiol-Menge nicht aus-

reicht, um auch bei der Ratte addquate Spiegel im Gehirngewebe zu erreichen.

Die chronische pubertire Behandlung mit dem synthetischen Cannabinoid
WIN 55,212-2 gilt als etabliertes Tiermodell fiir Schizophrenie bei Ratten. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde untersucht, ob sich dieses Modell auch mit dem vom Menschen
konsumierten A’-THC reproduzieren l3sst, und in wie weit die Darreichungsform die
Wirkung der Cannabinoide beeinflussen kann. Die pubertire Applikation von A’-THC in
einer oligen Darreichungsform resultierte nicht in langfristigen Verhaltensdefiziten.
AuBerdem wurde dessen Wirkung auf die Glukoseutilisation wahrend einer Verhal-

tensaufgabe mittels Positronen-Emissions-Tomographie (Verhaltens-PET) untersucht.
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Das Verhaltens-PET stellte sich im Hinblick auf Tiermodellstudien als eine geeignete
Methode heraus, jedoch konnten in dieser Arbeit keine metabolischen Veranderungen
festgestellt werden. Allerdings zeigte sich, dass die Wirkung des A°-THC auf das Verhal-
ten der Tiere durch die Darreichungsform beeinflusst wird, wobei eine schnelle Kinetik,
die durch eine wassrige Formulierung erreicht wird, entscheidender zu sein scheint als

die im Gehirngewebe erreichte Endkonzentration.

Diese Arbeit verdeutlicht die Komplexitat des Endocannabinoidsystems sowie des psy-
chiatrischen Tiermodells. Wie die heterogenen Ergebnissen in der Literatur zeigen, ist
das Tiermodell durch unterschiedlichste Faktoren wie Haltungsbedingungen, Stress
oder die Darreichungsform des Cannabinoids sehr beeinflussbar. Mit dem Verhaltens-
PET steht eine neue Methode zur Verfligung, mit der zerebrale Regulationsmechanis-
men des Endocannabinoidsystems sichtbar gemacht werden kdnnen, die sich nicht

zwangslaufig einheitlich phanotypisch duRern.



Abstract

The endocannabinoid system plays an important role in the regulation of several phys-
iological processes by modulating synaptic transmission. It is postulated that the endo-
cannabinoid system reacts homeostatic towards neurotransmitter imbalances and

thus acts protectively on the development of schizophrenic psychosis.

On the other hand cannabis consumption during puberty is regarded as risk factor for
the development of a psychotic pathology in young adulthood. This has been attribut-
ed to the major psychotomimetic ingredient of Cannabis sativa, A°-tetrahydro-
cannabinol (A°-THC). The second main compound of the plant, cannabidiol, is dis-
cussed as a potential antipsychotic substance. The exact mechanism of action is still
sparsely understood. The present study examined the hypothesis that cannabidiol acts
as an antipsychotic drug by modulating the endocannabinoid system. Furthermore, it
was investigated if the modulation of the endocannabinoid system by inhibition of
endocannabinoid uptake or degradation (upregulation of endocannabinoids) can in-

duce behavioural alterations.

Behavioural pharmacological analysis revealed that under almost stressless housing
and experimental conditions, the upregulation of endocannabinoid levels has no effect
on the behaviour of adult rats. In addition it turned out, that although the cannabidiol
dosage was effective in humans, it was insufficient to achieve appropriate levels in the

brain tissue of rats.

Chronic pubertal treatment with the synthetic cannabinoid WIN 55,212-2 is considered
as an established animal model for schizophrenia. In this project it was investigated if
this model can be replicated by using A’-THC that is consumed by humans, and to
which extent the pharmaceutical form influences the effect of cannabinoids. Pubertal
administration of A°-THC in an oily pharmaceutical form induced no long-term behav-
ioural deficits. In addition, the effects of A’>-THC administration on glucose utilisation
during a behavioural task were determined by positron emission tomography (behav-
ioural PET). Behavioural PET turned out to be a suitable method with regard to animal
models, although in this study no metabolic changes were observed. However, the

effect of A’-THC on rats’ behaviour was highly influenced by the pharmaceutical prepa-



ration. A fast kinetic achieved by a water-based solution is a more contributing factor

than the final concentration that is reached in brain tissue.

The present project illustrates the complexity of the endocannabinoid system and psy-
chiatric animal models. As displayed by the heterogeneous results in the literature, the
A°-THC animal model for schizophrenia is extremely influenced by various factors as
housing conditions, stress or the pharmaceutical form of the cannabinoid applied. To
visualise cerebral regulation mechanisms of the endocannabinoid system that have not
necessarily a uniform phenotypic effect, the behavioural PET provides a new promising

method.
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Einleitung

1. Einleitung

Im Fokus der vorliegenden Arbeit steht das Endocannabinoidsystem, ein Neurotrans-
mittersystem, das unter anderem eine wichtige Rolle bei der Modulation der synapti-
schen Transmission einnimmt. Dieses System beeinflusst z. B. das Arbeitsgedachtnis,
die Schmerzwahrnehmung, den Schlaf-Wach-Rhythmus, kardiovaskulare Funktionen,
das Immunsystem sowie das Essverhalten (Maccarrone et al., 2010). Mittlerweile wer-
den Substanzen, die das Endocannabinoidsystem beeinflussen, als mogliche Medika-
mente bei der Schmerzbehandlung, der Behandlung von Schlaganfillen, von Bewe-
gungsstorungen und von Psychosen, insbesondere von Schizophrenie diskutiert
(Piomelli et al., 2000; Leweke et al., 2012). Letzteres ist fir diese Arbeit von besonde-

rem Interesse.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Aspekte dieses komplexen Sys-
tems untersucht. Zum einen wurde Uberprift, unter welchen Bedingungen sich das
Endocannabinoidsystem mit Hilfe von A°-Tetrahydrocannabinol, einer der beiden
Hauptbestandteile der Cannabis-Pflanze, so modulieren lasst, dass bei Ratten Verhal-
tensveranderungen (Schizophrenie-dhnliche Symptome) auftreten. Zum anderen wur-
de untersucht, ob und wie der andere Hauptbestandteil der Pflanze, Cannabidiol, das

Endocannabinoidsystem der Ratte modulieren kann.

Im Folgenden werden zunachst die genannten Phytocannabinoide naher beleuchtet.
AnschlieBend wird das Endocannabinoidsystem erlautert, bevor beides im Zusammen-
hang mit Schizophrenie betrachtet wird. AbschlieBend werden Tiermodelle fiir psychi-
atrische Erkrankungen im Allgemeinen und speziell die chronische pubertare Cannabi-

noidbehandlung als Tiermodell fiir Schizophrenie dargelegt.

1.1.Cannabis

Die Hanfpflanze Cannabis sativa L. wird schon seit Jahrtausenden in vielfaltiger Weise
verwendet: als Faserlieferant (Kleidung, Seile), als Lebensmittel (Hanfsamen), fiir me-
dizinische Zwecke und als Rauschmittel. Bereits im altesten bekannten Arzneibuch
,Pén-ts’ao Ching” (28.Jh. v. Chr.) sind Eintragungen (iber die medizinischen Eigen-
schaften der Pflanze und seine psychotropen Nebenwirkungen bei exzessivem Ge-

brauch zu finden (Murray et al., 2007). Mitte des 19. bis Mitte des 20. Jh. wurden Can-
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nabisprodukte vielfiltig als Arzneimittel verwendet, bis schlielRlich eine Vielfalt anderer
Wirkstoffe mit besserer pharmazeutischer Stabilitat entwickelt wurden (Mechoulam &
Carlini, 1978; Fankhauser, 2004). AuBerdem wurden auf Basis der von sechzig Natio-
nen unterschriebenen ,Single Convention of Narcotic Drugs” (1961), rechtliche Ein-
schrankungen bezliglich des Besitzes, der Verwendung, des Handels, Imports/Exports
sowie der Produktion von Cannabis eingefihrt (vgl. International Narcotics Control

Board (INCB) der Vereinten Nationen).

Heutzutage gehort Cannabis zum einen zu den am meisten konsumierten Rauschmit-
teln weltweit. In Europa haben zwischen 1,5 % (Rumanien, 2007) und 32,5 % (Dane-
mark, 2010) der Erwachsenen (15-64 Jahre) die Substanz mindestens einmal auspro-
biert (vgl. European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA)). Auf
der anderen Seite sind in einigen Landern Cannabisprodukte wieder als Medikamente
zur Behandlung neuropathischer Schmerzen bei Multipler Sklerose (Sativex®), gegen
Ubelkeit und Erbrechen bei Krebspatienten (Cesamet®, Marinol®) und zur Behandlung
von Anorexie bei AIDS-Patienten (Marinol®) zugelassen. Dennoch riickt die potentiell
schadliche Wirkung von A°-Tetrahydrocannabinol auf die Entwicklung des Gehirns und
die damit verbundene Steigerung des Risikos fiir Schizophrenie immer mehr in den
Blickpunkt der Wissenschaft (vgl. 1.3.2). Des Weiteren zeichnet sich ab, dass die bei-
den Hauptbestandteile der Cannabis-Pflanze, A°-Tetrahydrocannabinol und Can-
nabidiol, aufgrund von unterschiedlichen Wirkmechanismen entgegengesetzte Effekte
entfalten kdnnen, die man bei der Entwicklung neuer Medikamente bericksichtigen

sollte. Dieser Aspekt spielt auch in der vorliegenden Arbeit eine wichtige Rolle.

1.1.1. Chemische Bestandteile der Cannabis-Pflanze

Obwohl Cannabis Mitte des 19. Jh. Einzug in die westliche Medizin erhielt, wurde die
wichtigste psychoaktive Substanz, das Cannabinoid A’-Tetrahydrocannabinol (A*-THC),
erst Mitte des 20. Jh. aus der Pflanze isoliert (Adams, 1940; Adams & Baker, 1940;
Adams et al., 1940c). Die Bestimmung der korrekten Strukturformel von A°-THC gelang
erst 1964 mittels NMR-Spektroskopie (Kernspinresonanzspektroskopie, Gaoni &
Mechoulam, 1964).

Der zweite Hauptbestandteil der Cannabis-Pflanze ist das nicht psychoaktive Cannabi-

noid Cannabidiol (CBD). Die Isolierung gelang ebenfalls erstmals 1940 (Adams et al.,
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1940a; Adams et al., 1940b; Adams et al., 1940d) und erneut wurde die Molekdilstruk-
tur im Labor von Mechoulam mittels NMR-Spektroskopie aufgeklart (Mechoulam &

Shvo, 1963) und spéater durch Rontgenstrukturanalysen bestatigt (Jones et al., 1977).

Neben diesen beiden Hauptbestandteilen wurden bis 2005 zudem 487 weitere Inhalts-
stoffe nachgewiesen (Elsohly & Slade, 2005). Dazu zdhlen weitere Phytocannabinoide
(Cy1-Terpenphenole), sowie Substanzen, die 18 anderen Substanzklassen wie Terpene,

Kohlenwasserstoffe, Zucker etc. zugeordnet werden kénnen.

In Abhingigkeit vom A°-THC- und CBD-Anteil werden Cannabis-Pflanzen in drei ver-
schiedene Phanotypen (Tabelle 1) unterteilt: (1) Drogen-, (2) intermediarer und (3)
Faser-Hanf (de Meijer et al., 1992).

Phanotyp A°-THC [%] | CBD [%] | Tabelle 1: Einteilung der Cannabis-
Pflanze in verschiedene Phanotypen in
Drogen-Hanf 503 <05 | Abhingigkeit vom a°-THC- und CBD-
’ ’ Gehalt.
Intermediirer Hanf S 0’3 > 015 (NaCh de Meijer etal,, 1992)
Faser Hanf <0,3 >0,5

Die héchste Cannabinoid-Konzentration ist im Harz enthalten. Dieser wird von Driisen-
haaren (Abbildung 1), vor allem auf der Oberflache der Tragblatter (Braktee) der weib-
lichen Bliiten, sekretiert (Hammond & Mahlberg, 1973).

Abbildung 1: Weibliche Cannabis-
pflanze (modifiziert nach Marks et
al., 2009).

(A) Blutenstand einer weiblichen
Cannabispflanze 8 Wochen nach der
Keimung. (B) Nahaufnahme der Blat-
ter (Pfeil) nahe des Blitenstandes.
(C) Harzdrisen (Pfeil) auf den Trag-
blattern der weiblichen  Bliten.
(D) Elektronenmikroskopie der getiel-
ten Harzdrisen. Gestielte Driusen-
haare entwicklen sich im Laufe der
Tragblatterentwicklung aus knolligen
sowie ungestielten, kdpfchenférmigen
Drisen (Hammond & Mahlberg,
1973)

In der Pflanze werden CBD und A°-THC zunéchst als Sduren (CBDS, THCS) gespeichert.
Wenn das pflanzliche Produkt getrocknet, gelagert oder erhitzt wird, erfolgt eine teil-

weise oder vollstindige Decarboxlierung zur neutralen Form: es entsteht A’-THC bzw.
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CBD (de Meijer et al., 2003). Die Decarboxylierung erfolgt nicht-enzymatisch (Taura et
al., 2007) und wird durch Licht und Temperatur beeinflusst (Yamauchi et al., 1967;
Pertwee, 2006).

Zunichst ging man davon aus, dass CBD durch eine RingschlieRung in A’-THC ubergeht
(Mechoulam, 1970; Shoyama et al.,, 1975). Mittlerweile wurde aber nachgewiesen,
dass Cannabigerol-Saure die gemeinsame Vorstufe fir beide Cannabinoide ist und
entweder Uber die sog. die THCS-Synthase in THCS (Taura et al., 1995) oder Gber CBDS-
Synthase in CBDS (Taura et al., 1996) umgewandelt wird. In Drogenhanf herrschen ak-
tive THCS-Synthase-Enzyme vor, die sich in ihrer genetischen Sequenz von den inakti-

ven Varianten in Faserhanf unterscheiden (Kojoma et al., 2006).

1.2. Endocannabinoidsystem

Das Endocannabinoidsystem spielt bei diversen Prozessen sowohl im Zentralnerven-

system (ZNS) als auch in peripheren Geweben eine wichtige Rolle (Abbildung 2).

Beeintrachtigung des Arbeitsgedachtnisses
Beeintrachtigung der Gedachtniskonsolidierung
Interferenz mit der dopaminergen Transmission

Aktivierung der Blutplattchenaggregation

Bradykardi
Inhibition der GABAergen Transmission \ Hryioytof;:e'e
Inhibition der glutamatergen Transmission *L Inhibition der Chemotaxis

Inhibition der Langzeit-Potenzierung (LTP) Kontrolle der Zytokin-Produktion
Induktion von Langzeit-Depression (LTD) Modulation von Entziindungen
Kontrolle der Schmerzinitiation AV Stimulation des Wachstums blutbildender Stammzellen

Kontrolle des Schlaf-Wach-Rhythmus
Kontrolle der Thermogenese

Kontrolle des Appetits
Kontrolle von psychomotorischen Stérungen
Kontrolle der Energiehomdostase

—‘ Inhibition der Peristaltik

Regulation des Fettstoffwechsels '—

Inhibition der Blastozysten-Implantation
Kontrolle der Trophoblasten-Differenzierung und des -Wachstums
Kontrolle des Oozyten-Transports

Stillstand der Keratinozyten Differenzierung

Abbildung 2: Funktion der Endocannabinoide im Zentralnervensystem (griin hinterlegt)
und in peripheren Geweben (modifiziert nach Maccarrone et al., 2010)

Im Gehirn modulieren Endocannabinoide vor allem die synaptische Transmission liber
einen retrograden Regulationsmechanismus (vgl. 1.2.3) und beeinflussen auf diese

Weise z. B. die Gedachtnisleistung, den Schlaf-Wach-Rhythmus, die Psychomotorik, die
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Schmerzinitiation sowie den Appetit (vgl. griin hinterlegter Kasten in Abbildung 2). Au-
Rerdem spielen sie eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der Energiechomdostase. Des
Weiteren regulieren Endocannabinoide peripher kardiovaskuldre Funktionen, Repro-

duktionsprozesse, das Immunsystem sowie das Essverhalten (Maccarrone et al., 2010).

Das Endocannabinoidsystem setzt sich aus Cannabinoidrezeptoren, Endocannabinoi-
den sowie synthetisierenden und degradierenden Enzymen zusammen, die im Folgen-

den naher erlautert werden.

1.2.1. Cannabinoid-Rezeptoren

Aufgrund der hydrophoben Eigenschaften von A’-THC ging man lange Zeit davon aus,
dass A’-THC fir seine Effekte keinen Rezeptor benétigte, sondern unspezifisch die Flu-
iditat der Zellmembranen erhéhen kdnnte (Lawrence & Gill, 1975; Hillard et al., 1985).
Diese Ansicht anderte sich, als synthetische Ag-THC-Ananga entwickelt wurden, die
eine groflere Potenz und Stereoselektivitdt aufwiesen. Die Existenz einer deutlichen
Stereoselektivitat lasst sich nicht mit unspezifischen Membraninteraktionen in Ein-
klang bringen (vgl. Review: Freund et al., 2003). Schlief3lich zeigte die Gruppe um De-
vane (1988) anhand von Rattengehirn-Membranpraparaten, dass A’-THC schnell und
reversibel an einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor bindet. Wenig spater wurde so-
wohl die Ratten- als auch die humane cDNA dieses ersten Cannabinoidrezeptors (CB;-
Rezeptor) kloniert und exprimiert (Matsuda et al., 1990; Gerard et al., 1991). Der hu-
mane CB;-Rezeptor dhnelt dem der Ratte stark: 97,3 % der beiden fast gleich langen
Aminosauresequenzen (human: 472, Ratte: 473 Aminosduren) stimmen (berein. Er-
staunlicherweise ist die erste Halfte des relativ langen N-Terminus (116 Aminosauren)
bei Ratten und Menschen identisch (Gerard et al., 1991). Die hohe evolutive Konser-
vierung im Bereich der Liganden-Bindungsstelle lasst vermuten, dass der Rezeptor im

ZNS eine wichtige Rolle spielt.

Die Verteilung von CB;-Rezeptoren wurde u.a. mittels Autoradiographie in Ratten-
(Herkenham et al., 1991; Jansen et al., 1992) und post mortem in humanen Gehirnen
(Glass et al., 1997; Mato et al., 2003) untersucht. Wenn man evolutionar bedingte Un-
terschiede der Gehirne bericksichtigt, dann gleichen sich die Ergebnisse der humanen

und Rodentia-Studien qualitativ (Mackie, 2005).
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Die charakteristische Verteilung des CB;-Rezeptors im ZNS ist durch eine Haufung im
Kortex, Hippokampus, Amygdala, den Ausgangsstationen der Basalganglien (Substantia
nigra und Globus pallidus) und im Zerebellum gekennzeichnet. Im Thalamus, der Pons
und im Hirnstamm ist die CB;-Expression hingegen nur sehr gering. Interessant ist vor
allem die im Vergleich zu Opioid-Rezeptoren niedrige CB;i-Rezeptordichte im Atem-
zentrum. Dies erklart vermutlich die geringe Sterblichkeit bei sehr hohen Cannabinoid-

Dosierungen.

Auch in situ Hybridisierungsstudien (Mailleux & Vanderhaeghen, 1992; Matsuda et al.,
1993) und immunhistochemische Untersuchungen (Tsou et al., 1998; Egertova &
Elphick, 2000) bestatigten diese Verteilung bei Ratten. Man geht davon aus, dass CB;-
Rezeptoren vorwiegend prasynaptisch auf Axonen lokalisiert sind (Hajos et al., 2000;
Katona et al., 2001; Freund et al., 2003), obwohl einige immunhistochemische Studien
auch postsynaptische CB-Rezeptoren auf Somata und Dendriten finden konnten (Tsou
et al., 1998; Salio et al., 2002). Fir die prasynaptische Lokalisation sprechen neben
anatomischen Hinweisen auch zahlreiche physiologische und pharmakologische Belege
(vgl. 1.2.3), wahrend diese bisher fiir die Existenz von postsynaptischen Rezeptoren
fehlen. Daher kénnten Schwachen in der immunhistochemischen Methodik zu den
positiven Befunden beziiglich postsynaptischer CB;-Rezeptoren gefiihrt haben (Freund

et al.,, 2003).

Der Vollstandigkeit halber sei erwahnt, dass CB;-Rezeptoren zwar vorwiegend im ZNS
exprimiert werden, aber auch auf groBeren Nerven des peripheren Nervensystems
vorkommen (Hohmann & Herkenham, 1999). Des Weiteren liegen im enterischen Ner-

vensystem hohe CB;-Rezeptordichten vor (vgl. Review: Pinto et al., 2002).

Des Weiteren wurde ein zweiter Cannabinoidrezeptor (CB,) identifiziert (Munro et al.,
1993), der vor allem in der Peripherie auf Immunzellen lokalisiert ist, aber auch auf

Mikrogliazellen nachgewiesen wurde (Nunez et al., 2004).

Zudem wird die Existenz weiterer Cannabinoidrezeptoren diskutiert (u.a. GPR55 und
GPR19 sowie verschiedene Vanilloidrezeptoren wie z.B. TRPV1; vgl. Review: De

Petrocellis & Di Marzo, 2010).

-18-



Einleitung

1.2.2. Endocannabinoide

Unter Endocannabinoiden versteht man per Definition endogen synthetisierte Moleki-
le, die einen oder beide der bisher bekannten Cannabinoidrezeptoren aktivieren (Di
Marzo et al., 1998). Sie wirken im Gegensatz zu exogen zugeflihrten Cannabinoiden

lokal, zeitlich begrenzt und in einem definierten Wirkspektrum.

Obwohl wie beschrieben 1988 der erste Cannabinoidrezeptor entdeckt wurde, dauerte
es weitere vier Jahre bis der erste endogene Ligand aus Schweinegehirnen isoliert und
cannabimimetische Aktivitdt nachgewiesen werden konnte: Anandamid (Devane et al.,
1992). Der Name leitet sich einerseits aus dem Sanskritwort ,ananda” (Gllckseligkeit)
ab, spielt aber andererseits auch auf die chemische Struktur an. Bei Anandamid han-
delt es sich chemisch gesehen um ein Amid der Arachidonsdure, genauer gesagt um

Arachidonoylethanolamid (AEA, Abbildung 3).

Abbildung 3:  Strukturformel der
o Arachidonsaure (a) und des Endo-
H cannabinoids Anandamid (b).
— — OH Die Grundstruktur von Arachidonséure
(a) besteht aus 20 C-Atomen und vier
Doppelbindungen (20:4). Das C1-Atom
1 15 ist Bestandteil einer Carboxylgruppe.
Bei Anandamid (b) handelt es sich um
ein Arachidonsaure-Derivat. Es hat die
gleiche Grundstruktur (20:4), aber am
ﬁ C1 ist die Hydroxyl-Gruppe der
Carboxylgruppe durch Ethanolamin
- N OH ersetzt. Die korrekte chemische
Bezeichnung ist somit Arachidonoyl-
ethanolamid (AEA). Die Strukturformeln
wurden mit dem Programm Symyx®
Draw 3.2 (Symyx Technologies, Inc.,
Santa Clara, USA) erstellt.

Drei Jahre spater gelang die Isolation eines weiteren Arachidonsdurederivats mit Bin-
dungsaffinitdt zum CB;-Rezeptor und cannabimimetischen Eigenschaften (Mechoulam
et al., 1995) aus Darmgewebeproben von Hunden: 2-Arachidonoyl-sn-glycerol (2-AG,
Abbildung 4). Zeitgleich wurde aber auch die Bindungsfahigkeit von synthetisiertem

2-AG an CB;-Rezeptoren in Rattengehirn-Praparaten bestatigt (Sugiura et al., 1995).

Abbildung 4: Strukturformel des
Endocannabinoids 2-Arachidonoyl-sn-
glycerol.

Auch 2-Arachidonoyl-sn-glycerol (2-AG)
ist ein Arachidonsaure-Derivat. Uber eine
Esterbindung ist Glycerol am C1-Atom
gebunden. Erstellt mit Symyx® Draw 3.2.
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Molekiile wie Anandamid und 2-AG, die sich von der Arachidonsaure ableiten, werden
zu den Eicosanoiden gezdhlt, einer Lipidklasse, deren Molekile sich durch das Grund-
geriist von 20 C-Atomen auszeichnen. Neben Anandamid (AEA) und 2-AG existieren
noch zwei weitere Eicosanoide: Palmitoylethanolamid (PEA) und Oleoylethanolamid
(OEA). Sie unterliegen den selben Synthese- und Abbauwegen wie Anandamid (vgl.
1.2.2.1, Schmid & Berdyshev, 2002). Beide teilen einige cannabimimetische Eigen-
schaften mit Anandamid und 2-AG, zeigen aber nur sehr geringe bis keine Affinitat zu
den beiden Cannabinoidrezeptoren (Lambert & Di Marzo, 1999; Appendino et al.,

2009). Daher sind sie streng genommen nicht als Endocannabinoide zu bezeichnen.

Trotz der fehlenden Cannabinoidrezeptoraffinitdit nehmen sie moglicherweise lber
den so genannten ,,entourage effect” Einfluss auf das Endocannabinoidsystem. Darun-
ter versteht man die Hemmung des Anandamid-Abbaus, ausgeldst durch die Konkur-
renz um das Hydrolyse-Enzym FAAH (vgl. 1.2.2.1) und die daraus resultierende Erho-
hung des Anandamid-Spiegels im Gehirn (Lambert & Di Marzo, 1999; Jonsson et al.,
2001; Lo Verme et al., 2005).

1.2.2.1. Synthese und Inaktivierung von Endocannabinoiden

Endocannabinoide werden bei Bedarf aus membranstandigen Vorstufen (Phospholipi-
den) synthetisiert (Abbildung 6). Ausgangspunkt der Anandamid (AEA)-Synthese ist
Phosphatidylethanolamin (PE), welches Ca’"-abhingig in zwei enzymatischen Schritten
in Anandamid umgewandelt wird (Di Marzo et al., 1994; Cadas et al., 1996; Schmid &
Berdyshev, 2002; Freund et al., 2003; Piomelli, 2003). 2-AG wird hingegen aus Phos-
phatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP,) Ca**-abhéngig in zwei enzymatischen Stufen syn-
thetisiert (Stella et al., 1997; Maejima et al., 2005; Lafourcade et al., 2007).

Die Inaktivierung der Endocannabinoide scheint sowohl durch intrazellulare Hydrolyse
(Degradierung), als auch Uber aktiven Transport in die Zelle zu erfolgen (Piomelli,
2003). Anandamid wird durch die intrazelluldre, membrangebundene Fettsdureamid-
hydrolase (fatty acid amide hydrolase, FAAH) abgebaut (Cravatt et al., 1996; McKinney
& Cravatt, 2005). Bei der enzymatischen Reaktion wird Anandamid in Arachidonsaure
und Ethanolamin gespalten (Abbildung 6). FAAH degradiert neben Anandamid Amide
wie OEA und PEA, aber auch Ester wie 2-AG konnen prinzipiell von FAAH hydrolysiert

werden (Goparaju et al., 1998; Patricelli & Cravatt, 1999). Dieses ungewodhnlich breite
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Substratspektrum fihrte zu der Annahme, dass auch in vivo FAAH beide Endocannabi-
noide inaktiviert. Mittlerweile wurde allerdings nachgewiesen, dass in vivo 2-AG nicht
Uber FAAH abgebaut wird (Beltramo & Piomelli, 2000; Lichtman et al., 2002). Die Hyd-
rolyse erfolgt vielmehr (iber die Monoacylglycerol-Lipase (MGL, Dinh et al., 2002), die
2-AG in Arachidonsaure und Glycerol spaltet (Abbildung 6).

In vielen Gehirnregionen (insbesondere im Kortex, Hippokampus und Zerebellum) von
Nagern ist FAAH in Somata und Dendriten lokalisiert, die postsynaptisch zu Axonen
liegen, die CB;-Rezeptoren exprimieren (Egertova et al., 1998; Egertova et al., 2003).
Allerdings trifft dies nicht fir samtliche Gehirnregionen zu. Es existieren auch Areale
(Substantia nigra pars reticulata, Globus Pallidus) mit hoher CB;-Dichte und geringer
FAAH-Expression und Regionen (z. B. Nucleus olivaris inferior) mit hoher FAAH-
Konzentration und niedriger CB;-Expression (Egertova et al., 2003). Im Gegensatz zu
FAAH ist die MGL vorwiegend prasynaptisch lokalisiert, wird aber ebenfalls vor allem in

Regionen exprimiert, in denen die CB;-Rezeptordichte hoch ist (Dinh et al., 2002).

Obwohl Anandamid und 2-AG aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften auch passiv
Uber die Membran diffundieren kénnen, scheint es zusatzlich einen aktiven Trans-
portmechanismus zu geben (Abbildung 6). Anandamid wird schnell, temperaturabhan-
gig sowie sattigungsfahig in Zellen aufgenommen (Di Marzo et al., 1994) und die Ak-
kumulation von Anandamid und 2-AG kann pharmakologisch inhibiert werden
(Beltramo et al., 1997; Beltramo & Piomelli, 2000). Da Anandamid und 2-AG gegensei-
tig ihren Transport verlangsamten, ging man davon, dass lediglich ein Transporter fir
beide Endocannabinoide existiert (Beltramo & Piomelli, 2000; Bisogno et al., 2001b).
Dies scheint allerdings nicht der Fall zu sein, denn kirzlich konnte ein Anandamid-
selektiver Transporter identifiziert werden. Es handelt sich um eine SpleiBvariante von
FAAH und wird deswegen als FAAH-like Anandamide Transporter (FLAT) bezeichnet
(Abbildung 5). FLAT fehlt die Hydrolase-Aktivitdt, bindet Anandamid mit niedriger mik-
romolarer Affinitat und férdert die Translokation in die Zelle. Zudem hemmt ein be-
reits bekannter Inhibitor die Translokation (Fu et al., 2011). Obwohl FAAH neben Ana-
ndamid (AEA) auch die verwandten Lipide OEA und PEA hydrolysiert, scheint FLAT die

beiden anderen Eicosanoide nicht zu transportieren.
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Abbildung 5: Modell des Transporters FLAT auf Basis der FAAH-Molekiilstruktur (Fu et
al., 2011).

Im Wesentlichen fehlt FLAT die a1- (griin) sowie die a2-Helix (orange), was zum Verlust der
Hydrolase-Aktivitat fuhrt. Beide Molekiile weisen aber eine Membran-gebundene Domaéane
(blau) und eine Schleife auf, die vermutlich mit a2 interagiert (rot) und die katalytische Tasche
des Enzym vor Wassermolekile abschirmt.

1.2.3. Signaltransduktionsmechanismen des Endocannabinoidsystems

Die beiden Endocannabinoide Anandamid und 2-AG zahlen zu einer neuen Gruppe von
Neurotransmittern: den Lipidneurotransmittern. lhre groRe Bedeutung fir das ZNS
spiegelt zum einen die hohe evolutive Konservierung der CB;-Rezeptoren wider (vgl.
1.2.1). Zum anderen ist die Anandamid-Konzentration in humanen Gehirnen vergleich-

bar mit Dopamin- und Serotonin-Konzentrationen (Felder et al., 1996).

Lipidneurotransmitter werden im Gegensatz zu den klassischen Neurotransmittern bei
Bedarf aus membranstandigen Vorstufen in postsynaptischen Zellen synthetisiert (vgl.
1.2.2.1). Nach ihrer Ausschiittung in den synaptischen Spalt entfalten sie ihre Wirkung
vorwiegend an prasynaptisch lokalisierten CB;-Rezeptoren. Somit wirken Endocan-
nabinoide als retrograde Transmitter. Physiologisch wurde dies zuerst anhand der sog.
depolarization-induced suppression of inhibition (DSI) gezeigt (Katona et al., 1999;
Hoffman & Lupica, 2000; Ohno-Shosaku et al., 2001; Yoshida et al., 2002). Unter DSI
versteht man eine mehrere Sekunden anhaltende Reduktion der GABAergen IPSC (in-
hibitory post-synaptic currents)-Amplitude, nach kurzer neuronaler Aktivierung. Zu-
mindest im Zerebellum und prafrontalen Kortex wird DSI Giber 2-AG vermittelt (Szabo

et al., 2006; Yoshino et al., 2011). Neben DSI wurde auch der umgekehrte Effekt nach-
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gewiesen: eine CB;-vermittelte depolarization-induced suppression of excitation (DSE,
Kreitzer & Regehr, 2001). Darunter versteht man die Reduktion der EPSC (excitory
post-synaptic currents)-Amplitude, durch Inhibition der Glutamatausschiittung. Zu-
mindest im Nucleus striae terminalis wird dieser Effekt ebenfalls Gber 2-AG vermittelt
(Abbildung 6; Puente et al., 2011). Das heil’t, die durch neuronale Aktivitat hervorgeru-
fene postsynaptische Depolarisation fuhrt zur Synthese und Freisetzung von 2-AG,
welches wiederum an prasynaptische CB;-Rezeptoren auf inhibitorischen GABAergen
(DSI) bzw. exzitatorischen glutamatergen Neuronen (DSE) bindet. Durch die Rezep-
toraktivierung wird die Transmitterausschiittung reduziert und somit die Aktivitat der

postsynaptischen Neurone moduliert (Abbildung 6).

DSE und DSI kénnen in den gleichen Gehirnarealen mit dhnlichen Stimulationsproto-
kollen ausgeldst werden. Die genaue Regulation ist allerdings noch nicht bekannt. Eine
Moglichkeit ist, dass glutamaterge Neurone weniger sensitiv fliir Endocannabinoide
sind und ein Wechsel von DSI zu DSE erfolgt, wenn eine bestimmte Endocannabinoid-

Schwelle liberschritten wird (Piomelli, 2003).

Endocannabinoide scheinen aber nicht ausschlieBlich retrograd zu wirken. Bei der sog.
Langzeit-Depression (long-term depression, LTD) spielen zumindest in einigen Gehirn-
arealen autokrine Endocannabinoideffekte eine Rolle. Wahrend die Kurzzeit-
Depression (z. B. DSI und DSE) nur wenige Sekunden anhalt, wird die synaptische Akti-
vitat bei der LTD fiir mehrere Stunden verandert. Im Gyrus dentatus und Nucleus striae
terminalis wird dieser Effekt anscheinend Uber postsynaptisch synthetisiertes An-
andamid vermittelt. Die Aktivierung postsynaptischer Vanilloid (TRPV1)-Rezeptoren
durch Anandamid resultiert schlieRlich in einer anhaltenden Amplitudenreduktion der
postsynaptischen Potentiale (Abbildung 6; Chavez et al., 2010; Puente et al., 2011). Im
Striatum scheint die LTD hingegen (iber eine retrograde CB;-Rezeptoraktivierung zu
erfolgen. Allerdings ist noch nicht abschlieBend geklart, welches Endocannabinoid ver-
antwortlich ist. Wahrend die Ergebnisse einer Studie darauf hindeuten, dass die Akti-
vierung Uber Anandamid erfolgt (Gerdeman et al., 2002), zeigte eine andere Studie,

dass 2-AG entscheidend ist (Puente et al., 2011).

Die Signaltransduktionsmechanismen von Endocannabinoiden sind somit &duBerst
komplex: zum einen kénnen sie liber verschiedene Rezeptoren Einfluss nehmen und

zum anderen sowohl Uber retrograde als auch autokrine Mechanismen ihre Wirkung
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entfalten. Die Aktivierung von CB;-Rezeptoren durch endo- und exogene Cannabinoide
ist ebenfalls wesentlich vielfaltiger und komplexer als bisher angenommen. Lange Zeit
ging man davon aus, dass die Bindung von CB;-Rezeptoragonisten immer zur Gy
Protein-Aktivierung fihrt. Die Aktivierung dieser G-Protein-Subklasse bewirkt letztend-
lich eine Reduktion der Transmitterauschittung (Abbildung 6 und vgl. Review: Howlett
et al., 2002). Beobachtete Unterschiede in den Wirkungen von Endocannabinoiden
und diversen exogen zugefiihrten Cannabinoiden wurden bisher auf die unterschiedli-
che Affinitdt und Wirkdauer am Rezeptor zuriickgefiihrt. Mittlerweile geht man aber
davon aus, dass der tatsachliche Signaltransduktionsmechanismus wesentlich komple-
xer ist: CB;-Rezeptoren scheinen nicht nur an G- sondern auch an Gs-Proteine gekop-
pelt zu sein, und zusatzlich konnen verschiedene Subtypen Gj-/Gs-alpha-
Untereinheiten aktiviert werden. AulRerdem kdnnen Interaktionen mit modifizieren-
den Proteinen oder cholesterinreichen Domanen der Zellmembran (lipid raft) die Sig-
nalweiterleitung oder den Abbau bzw. die Synthese von Rezeptoren (receptor traffi-
cking) beeinflussen. Des Weiteren scheint es verschiedenste Desensitivierungsmecha-
nismen zu geben, die eine Limitierung der Signaldauer und —starke hervorrufen (vgl.
Review: Bosier et al., 2010). Somit kénnen unterschiedliche Agonisten verschiedene
Signalkaskaden aktivieren. Dieses Phanomen wird als funktionelle Selektivitdt bezeich-
net. Die Effektivitdt der Agonisten wird zudem zusatzlich durch die Verfiigbarkeit und

den Aktivitatszustand der Rezeptoren reguliert.

Abbildung 6 veranschaulicht in vereinfachter Form das Endocannabinoidsystem und
zwei mogliche Signaltransduktionsmechanismen und fasst somit das Kapitel Endocan-

nabinoidsystem (1.2) graphisch zusammen.

Dabei ist zu beachten, dass diese Abbildung nur einen kleinen Ausschnitt des komple-
xen Systems darstellt. Wie bereits beschrieben wirkt Anandamid nicht nur autokrin
Uber Vanilloidrezeptoren sondern auch retrograd tiber CB;-Rezeptoren. Die Wirkweise
ist abhangig von der Art der Neurone, unterscheidet sich in Abhangigkeit vom Gehirn-

areal und wird lber vielfaltige Mechanismen zusatzlich reguliert.
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Abbildung 6: Vereinfachte Darstellung des Endocannabinoidsystems und zweier Signal-
transduktionsmechanismen (Kurzzeit- (STD) und Langzeitdepression (LTD)), am Beispiel
einer glutamatergen Synapse im Nucleus striae terminalis.

(1) Die Ausschittung von Glutamat fihrt zu einer Aktivierung ionotroper Glutamatrezeptoren
(AMPA) und resultiert in einer Depolarisation. (2) Eine Depolarisation der Postsynapse bedingt
die Offnung spannungsabhangiger Ca®*-Kanile, was die postsynaptische 2-AG-Synthese aus
membranstandigen Vorstufen beglinstigt. Zunachst wird Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat
(PIP,) Uber die Phospholipase C in Diacylglycerol (DAG) gespalten. Letzteres wird wiederum
von der DAG-Lipase (DGL) in 2-AG umgewandelt. Wie 2-AG die Zelle verlasst ist noch nicht
abschlieBend geklart. Denkbar ware mit Hilfe eines noch identifizierten Transporters, Uber
unterstitzende extrazellulare Proteinen oder direkt nach Synthese in der Membran.
Freigesetztes 2-AG aktiviert schliellich retrograd prasynaptische CB;-Rezeptoren (3). Sind
diese an Gj,-Proteine gekoppelt, fihrt dies lber folgende Mechanismen zur Reduktion der
Transmitterausschiittung (4): a) Offnung einwartsgleichrichtender K*-Kanéle, b) Hemmung der
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Adenylylcyclase (Erniedrigung der cAMP-Konzentration) und somit Aufhebung der Inhibition
von A-Typ-K*-Kanalen durch die Proteinkinase A (PKA) und c) Inhibition spannungsabhéngiger
Ca’*-Kanale. Dies resultiert letztendlich in der Reduktion des exzitatorischen postsynaptischen
Potentials. 2-AG wird schlieRlich prasynaptisch Uber die Monoacylglycerol-Lipase (MGL)
abgebaut und in Arachidonsaure (AA) und Glycerol gespalten.

(5) Glutamat kann aber auch an metabotrope Glutamatrezeptoren binden, die wiederum Uber
G-Proteine die Phospholipase C aktivieren (6). Bei der Spaltung von PIP, entsteht neben DAG
Inositol triphosphat (IP3), welches die Freisetzung von Ca®* aus dem endoplasmatischen Re-
ticulum bewirkt und somit die Anandamid (AEA%—Synthese in der Lipidmembran fordert.
Zunachst wird Phosphatidylethanolamin (PE), Ca®"-abhéngig durch eine N-acyltransferase
(NAT) in N-arachidonoyl-PE (NAPE) umgewandelt, bevor eine Phospholipase D daraus
Anandamid  synthetisiert. = Anandamid kann autokrin  postsynaptische ionotrope
Vanilloidrezeptoren aktivieren (8). Dies flihrt zunachst zu einem weiteren Anstieg des
intrazellularen CaZ+-SpiegeIs und resultiert schlieBlich in der Internalisierung von AMPA-Rezep-
toren (9) und somit in einer Langzeitdepression (LTD). Da die Vanilloidreptor-Bindungsstelle
innerhalb der Membran liegt, muss Anandamid (AEA) die Zelle nicht verlassen. Somit ist bei
dieser Art der synaptischen Transmission, die Wiederaufnahme uber den Transporter (FLAT)
nicht notwendig. Die Anadamid-Hydrolyse zu Arachidonsaure (AA) und Ethanolamin erfolgt
postsynaptisch uber die Fettsdureamidhydrolase (FAAH).

1.3.Schizophrenie

Schizophrenie ist eine sehr heterogene, chronische psychische Erkrankung, mit einer
Lebenszeitpravalenz von 0,4-1 % (Linscott & van Os; Cannon & Jones, 1996; Tsuang,
2000; Bhugra, 2005; Kellendonk et al., 2009; Heekeren, 2011). Die Erkrankung tritt in
der Regel zwischen dem 15. und 35. Lebensjahr erstmals auf, wobei Manner haufig

etwa 3-4 Jahre friher erkranken als Frauen (Hafner et al., 1993; Gaebel, 2002).

Schizophrenie ist durch drei Leitsymptome charakterisiert: positive, negative und kog-
nitive Symptome (Kellendonk et al., 2009). Positivsymptome gehen haufig mit gestei-
gerter Angst einher. Die Intensitat der verschiedenen Symptome variiert mit der Zeit
(Hafner et al., 1993; Lieb, 2008). Wahrend der akuten Phase der Erkrankung tGberwie-
gen im klinischen Bild die Positivsymptome wie Wahnvorstellungen, Halluzinationen
(vor allem akustisch) und Ich-Stérungen (z. B. Gedankeneingebung oder -entzug, Wil-
lensbeeinflussung). Die chronische und ,stabile” Phase der Krankheit ist vor allem
durch Negativsymptome, wie Antriebslosigkeit, Affektverflachung, sozialer Rickzug
sowie die Beeintrachtigung kognitiver Funktionen (vor allem Aufmerksamkeit, Arbeits-
geddchtnis und exekutive Funktionen) charakterisiert. Zudem treten bereits einige
Monate bis Jahre vor der Manifestation der akuten Erkrankung die ersten kognitiven

Defizite und Negativsymptome auf (Prodromalphase).

Heutzutage stehen diverse Medikamente zur Behandlung der Erkrankung zur Verfi-
gung. Die typischen Antipsychotika der 1. Generation wirken hauptsachlich antagonis-

tisch am Dopamin-D,-Rezeptor. Die atypischen Antipsychotika der 2. Generation blo-
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ckieren hingegen die Dopaminrezeptoren weniger stark und wirken in der Regel zu-
satzlich an serotonergen, cholinergen, adrenergen und histaminergen Rezeptoren.
Insbesondere die antagonistische Wirkung an Serotoninrezeptoren wird mit einer Re-
duktion der Negativsymptomatik in Zusammenhang gebracht, wiahrend die Blockade
der anderen Rezeptortypen mit den Nebenwirkungen und weniger mit der Wirksam-
keit in Verbindung steht (Frauenknecht et al., 2008). Extrapyramidale Nebenwirkun-
gen, die dem Krankheitsbild von Parkinson dhneln, sind charakteristisch fir typische
Antipsychotika. Aufgrund der geringeren Dopaminrezeptor-Blockade fiihren die atypi-
schen Antipsychotika nicht mehr zu starken motorischen Stérungen. Sie sind aber mit
Gewichtszunahme, Diabetes mellitus Typ Il, Sedierung und sexuellen Dysfunktionen

assoziiert (vgl. Review: Freedman, 2003).

Die Reduktion der Lebensqualitat wird vor allem den Negativsymptomen und kogniti-
ven Stérungen zugeschrieben. Sie beeinflussen maligeblich die Prognose des Krank-
heitsverlaufs und sind langfristig fiir das berufliche und soziale Schicksal der Betroffe-
nen wesentlich folgenschwerer als die Positivsymptome (Hafner, 2005). Obwohl die
Einflihrung der atypischen Antipsychotika mit deutlichen Behandlungsfortschritten
einherging, konnen bisher hauptsachlich die Positivsymptome ausreichend behandelt
werden. AuRerdem wird ein Drittel der Patienten als behandlungsresistent angesehen.
Somit besteht immer noch ein Bedarf an alternativen psychopharmakologischen Be-

handlungsansatzen.

1.3.1. Schizophrenie und das Endocannabinoidsystem

Die neurobiologischen Grundlagen der Schizophrenie sind erst in Ansatzen verstanden.
Die vorherrschende Hypothese ist die Dopaminhypothese. Grundlage dieser Hypothe-
se war die Feststellung, dass Antipsychotika den Catecholamin-Stoffwechsel beeinflus-
sen und zu einer Rezeptorblockade fiihren kénnten (Carlsson & Lindgvist, 1963). Als
sich die Befunde bezliglich der Dopamin-Rezeptorblockade verdichteten, wurde die
Hypothese aufgestellt, das Schizophrenie auf einer Hyperaktivitat des Dopaminsystems
beruht (van Rossum, 1966). Mittlerweile geht man allerdings davon aus, dass die Pa-
thophysiologie der Erkrankung wesentlich komplexer ist. Zum einen wurde die Dopa-
minhypothese revidiert: die Hyperaktivitdt an D,-Rezeptoren wird nun mit den Posi-

tivsymptomen in Zusammenhang gebracht, wahrend die Negativsymptome auf eine
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Hypoaktivitat an D;-Rezeptoren zurlickgefiihrt werden (Davis et al., 1991). Zum ande-
ren geht man davon aus, dass Dysfunktionen verschiedener Neurotransmittersysteme
sowie ihre Interaktionen eine Rolle spielen. Dazu gehoren das glutamaterge (Kim et al.,
1980), GABAerge (Garbutt & van Kammen, 1983) und serotonerge System (Meltzer,

1989) sowie das Endocannabinoidsystem (Emrich et al., 1997).

Verschiedene Befunde sprechen fiir die Hypothese, dass das Endocannabinoidsystem
adaptiv auf Neurotransmitter-Anomalien reagiert und protektiv bei der Entwicklung

schizophrener Psychosen wirken kann (Leweke, 2012).

So wurden bereits bei Patienten, die sich in der Prodromalphase einer Psychose be-
fanden, erhéhte Anandamidlevel im Liquor cerebrospinalis (CSF) gemessen. Zusatzlich
hatten Patienten mit niedrigeren Anandamidspiegeln ein hoheres Risiko, aus der prod-

romalen Phase in eine akute Psychose liberzugehen (Koethe et al., 2009).

Patienten mit einer unbehandelten erstmanifesten paranoiden Psychose wiesen ge-
geniliber gesunden Kontrollprobanden ebenfalls eine signifikante Erhohung des Ana-
ndamidspiegels im CSF auf (Leweke et al., 1999a; Giuffrida et al., 2004). Dabei war die
Hohe des Anandamidlevels invers zur Psychopathologie dieser Patientengruppe korre-
liert. Das heift je hoher die Anandamidkonzentration war, desto schwacher waren die
psychotischen Symptome ausgepragt. Interessanterweise waren die Anandamidspiegel
von Patienten, die mit typischen Antipsychotika (D,-Rezeptor-Antagonisten) behandelt
worden waren, nicht von denen der gesunden Kontrollprobanden zu unterscheiden.
Patienten, die atypische Antipsychotika erhielten (zusatzlicher antagonisierender Ef-
fekt am 5HT,a- Serotoninrezeptor), wiesen hingegen ebenfalls eine signifikante Erho-
hung des Anandamidspiegels auf. Die Anandamidkonzentration erreichte jedoch nicht
das Niveau der unbehandelten Gruppe. Da eine Behandlung mit typischen Antipsycho-
tika zu einer Reduktion der Anandamidkonzentration auf NormalmaR flhrt, ist zu ver-
muten, dass das Endocannabinoidsystem regulierend auf das Dopaminsystem ein-
wirkt. Diese Hypothese wird von Tierstudien unterstiitzt. Sowohl die neuronale Aktivi-
tat im dorsalen Striatum der Ratte als auch die lokale Administration eines
D,-Agonisten flihrten zur Ausschittung von Anandamid (Giuffrida et al., 1999). Die
Gabe eines D,-Antagonisten verhinderte hingegen den Anstieg der Anandamidkon-
zentration. AulRerdem wurde der Einfluss des D,-Agonisten auf die motorische Aktivi-

tat von Ratten zum einen durch die Gabe eines CB;-Antagonisten verstarkt (Giuffrida
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et al., 1999) und zum anderen durch die Hemmung des Anandamidtransports verrin-
gert (Beltramo et al., 2000; Martin et al., 2008). Diese Befunde deuten darauf hin, dass
das Endocannabinoidsystem als negatives Rickkopplungssystem der Dopaminaus-

schiittung entgegenwirkt.

Auch die CB;-Rezeptordichte scheint bei Schizophreniepatienten verandert zu sein,
allerdings ist die Datenlage humaner post mortem Studien bislang nicht konsistent.
Zwei Studien konnten autoradiographisch eine erhohte CB;-Rezeptor-Expression im
dorsolateralen prafrontalen Kortex und anterioren zinguldren Kortex (Dean et al.,
2001; Zavitsanou et al.,, 2004) nachweisen. Im Gegensatz dazu konnte immunhisto-
chemisch im anterioren zinguldren Kortex kein Unterschied in der CB;-Rezeptordichte
von Schizophreniepatienten und Normalprobanden festgestellt werden (Koethe et al.,
2007). In einer weiteren Studie wurde bei Schizophreniepatienten im dorsolateralen
prafrontalen Kortex eine signifikant geringere CB;-mRNA- und Proteinmenge gemes-
sen (Eggan et al., 2008). Ein Grund fiir diese widerspriichlichen Ergebnisse ist sicher-
lich, dass die Untersuchungen nur post mortem durchgefiihrt werden kénnen und so-
mit nur der Endpunkt einer langen Krankheit mit unterschiedlicher Historie (z. B. Be-
handlungsart und —dauer sowie Lebensumstdnde) erfasst wird. Mithilfe von Positro-
nen-Emissions-Tomographie (PET)-Studien wird es nun moglich, zu verschiedenen
Zeitpunkten der Erkrankung einen Eindruck von der CB;-Rezeptordichte zu bekommen.
Die ersten PET-Studien zeigten eine Erhdhung der CB;-Rezeptorbindung, die als erhoh-
te CB;i-Rezeptordichte interpretiert werden kann (Wong et al., 2010; Ceccarini et al.,

2012).

1.3.2. Schizophrenie und Cannabis

Nicht nur die neurobiologischen Grundlagen der Schizophrenie sondern auch die Atio-
logie der Erkrankung ist duBerst komplex. Wie Zwillingsstudien zeigen, liegt die Kon-
kordanzrate eineiiger Zwillingen nur bei etwa 50 %, die zweieiiger Zwillinge bei etwa
20 %. Somit missen neben genetischen Faktoren auch diverse Umweltfaktoren sowie
Interaktionen beider Faktoren eine Rolle spielen (Tsuang, 2000; Caspi & Moffitt, 2006;
Kellendonk et al., 2009). 1984 (Nuechterlein & Dawson) wurde erstmals ein Vulnerabi-
litats-Stress-Modell postuliert, das bis heute Giiltigkeit hat. Man geht davon aus, dass

genetische Faktoren zu verschiedenen neuropathologischen Verdanderungen fiihren,
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die alleine nicht ausreichend sind, um eine Schizophrenie auszulosen (Vulnerabilitat).
Sind aber vulnerable Individuen bestimmten Umweltfaktoren (Stress) ausgesetzt, rei-
chen die intrinsischen Kompensationsmechanismen nicht mehr aus, um den Ausbruch

der Erkrankung zu unterdriicken.

Zahlreiche Umweltfaktoren werden als Risikofaktor diskutiert. Dazu gehort, ob man in
der Stadt oder auf dem Land geboren wird und aufwachst, zu welcher Jahreszeit man
geboren wird, pranatale Infektionen bzw. maternale Infektionen wahrend der
Schwangerschaft, maternaler Stress, paternales Alter, Geburtskomplikationen und

Erndhrung (vgl. Review: Brown, 2011) .

Ein weiterer diskutierter Risikofaktor ist Cannabiskonsum. Einige Zeit wurde postuliert,
dass langjahriger Cannabiskonsum eine sog. ,,Cannabis-Psychose” auslost, die eine
eigene nosologische Entitat darstellen sollte. Diese Ansicht wird mittlerweile verneint.
Vielmehr geht man davon aus, dass Cannabiskonsum im Sinne des Vulnerabilitats-
Stress-Modells bei pradisponierten Personen als Stressfaktor wirkt, der die Entwick-
lung einer Schizophrenie begiinstigt (Leweke et al., 2004). Mehrere epidemiologische
Studien und Meta-Analysen zeigten, dass Cannabiskonsum vor allem in der Jugend mit
einem signifikant erhéhten Risiko einhergeht, spater an einer Psychose zu erkranken
(Andreasson et al., 1987; Arseneault et al., 2002; van Os et al., 2002; Zammit et al.,
2002; Fergusson et al., 2003; Henquet et al., 2005). Die verschiedenen Studien bezif-
fern die Erhohung des Risikos auf das 1,2 bis 4 fache. Zammit und Kollegen (2002) be-
obachteten zudem einen Zusammenhang zwischen Schizophrenierisiko und AusmafR
des Cannabiskonsums. Wahrend das Risiko bei gelegentlichen Cannabisnutzern nur um
das 1,2 fache stieg, fihrte haufiger Cannabiskonsum (>50 Mal) zu einer 6,7 fachen
Risikoerhéhung. Dieser Zusammenhang wurde auch in einer Meta-Analyse bestatigt

(Moore et al., 2007).

Die Tatsache, dass das psychoaktive A°-THC sowohl bei gesunden Individuen als auch
bei Schizophreniepatienten psychotische Symptome hervorruft, unterstiitzt die Hypo-
these, dass Cannabiskonsum und Schizophrenie miteinander assoziiert sind. So fihrt
die Gabe von A’-THC bei gesunden Probanden voribergehend zu positiven und negati-
ven Symptomen, perzeptuellen Veranderungen, Euphorie und Angst sowie zu kogniti-
ven Beeintrachtigungen wie bspw. Storungen des Arbeitsgedachtnis und der Aufmerk-

samkeit (Leweke et al., 1999b; Leweke et al., 2000; D'Souza et al., 2004; Koethe et al.,
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2006; Bhattacharyya et al., 2009; Fusar-Poli et al., 2009). Bei Schizophreniepatienten
verschlimmern sich hingegen vorlbergehend positive und negative Symptome,
perzeptuelle Veranderungen, kognitive Defizite und sogar extrapyramidale Nebenwir-

kungen von Antipsychotika (D'Souza et al., 2005).

Cannabiskonsum scheint bei schizophrenen Patienten auch einen Effekt auf das Endo-
cannabinoidsystem zu haben. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Anandamid-
konzentration im CSF bei Schizophreniepatienten mit geringem Cannabiskonsum, im
Vergleich zu Patienten mit hohem Cannabiskonsum sowie gesunden Kontrollen 10 fach
erhoht war (Leweke et al., 2007). Die Symptomatik war sowohl bei den Patienten mit
niedrigen als auch mit hohem Cannabiskonsum negativ mit der Anandamid-
Konzentration korreliert. Somit scheint Cannabiskonsum der mutmaRlich protektiven

Hochregulierung des Endocannabinoidsystem entgegenzuwirken.

Wahrend Veranderungen der CB;-Rezeptordichte bei Schizophreniepatienten noch
kontrovers diskutiert werden (vgl. 1.3.1), scheint die Auswirkung von Cannabiskonsum
bzw. A°-THC auf die CB;-Rezeptordichte eindeutiger zu sein. Eine aktuelle PET-Studie
(Hirvonen et al.,, 2011) konnte zeigen, dass bei Normalprobanden chronischer Can-
nabiskonsum zu einer reversiblen und regional selektiven Verringerung der CB1-
Rezeptorverfiigbarkeit fihrt. Die Verringerung des PET-Signals wurde als Abnahme der
Rezeptordichte interpretiert. Der Grad der Reduktion korrelierte mit der Anzahl der
Jahre, in denen die Probanden Cannabis konsumierten. Nach etwa 4 Wochen Canna-
bis-Abstinenz erreichte die CB;-Rezeptorverfligbarkeit wieder NormalmaR. Dieses Er-
gebnis steht in Einklang mit Tierstudien, in denen ebenfalls eine regional selektive Re-
duktion der CB;-Rezeptordichte nach chronischer A’-THC-Behandlung beobachtet
wurde (Rodriguez de Fonseca et al., 1994; Romero et al., 1995; Romero et al., 1997;
Romero et al., 1998; Breivogel et al., 1999). Die Erniedrigung der Rezeptordichte wird
als Mechanismus der Toleranzentwicklung betrachtet. Somit verringert hoher Can-
nabiskonsum die Signaltransduktion des Endocannabinoidsystems auf der Ebene der
Rezeptoren und schwiacht auf diese Weise die regulative Wirkung des Systems. Bisher
ist ungeklart, ob der beobachtete Effekt von Cannabiskonsum auf die Anandamid-
Spiegel von Schizophreniepatienten (siehe oben, Leweke et al., 2007) ein direkter ist,

oder indirekt durch die Internalisierung der CB;-Rezeptoren induziert wird.
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1.3.3. Schizophrenie und Cannabidiol

Wihrend A-THC fiir die psychotropen Effekte von Cannabis verantwortlich ist und bei
pradisponierten Personen die Entwicklung einer Schizophrenie begiinstigt, wirkt der
zweite Hauptbestandteil der Cannabispflanze, CBD, nicht psychoaktiv. Vielmehr wur-
den in diversen praklinischen und humanen Studien sedierende, anxiolytische, schlaf-
induzierende, antiemetische, antikonvulsive sowie antioxidative, antiinflammatorische
und neuroprotektive Effekte nachgewiesen (vgl. Reviews: Mechoulam et al., 2002;
Mechoulam et al., 2007). AulRerdem wird CBD als vielversprechende Substanz fiir eine
alternative Schizophreniebehandlung angesehen (vgl. Review: Zuardi et al., 2006a;

Leweke et al., 2012).

Bei gesunden Probanden wirkt CBD den psychotropen Effekten von A’-THC entgegen.
Es reduziert die durch A’-THC ausgel6sten Positivsymptome, das gesteigerte Angst-
empfinden und perzeptuelle Verdanderungen (Zuardi et al., 1982; Leweke et al., 2000;

Bhattacharyya et al., 2010).

Die Wirkung von CBD als Antipsychotikum wurde erstmals 1995 im Rahmen eines Heil-
versuches getestet (Zuardi et al., 1995). Dabei wurde eine akut psychotische Patientin
taglich mit CBD behandelt. Die beobachtete klinische Verbesserung konnte durch die
anschlieRende Gabe eines damals gangigen Antipsychotikums nicht gesteigert werden.
Einige Jahre spater wurde CBD drei behandlungsresistenten Patienten verabreicht
(Zuardi et al., 2006b). Bei einem der Patienten wurde ein leichter Riickgang der Positiv-
und Negativsymptomatik beobachtet. Bei den anderen beiden Patienten hatte die Be-
handlung zwar keinen Effekt, aber es traten auch keine Nebenwirkungen auf. Aufgrund
dieser Beobachtungen wurde schlieflich die erste doppelblinde randomisierte Studie
mit Schizophreniepatienten durchgefiihrt (Leweke et al., 2012). Dabei wurde die Wirk-
samkeit von CBD mit einem gangigen Antipsychotikum (Amisulprid) verglichen. Beide
Substanzen zeigten eine vergleichbare Wirksamkeit, aber CBD zeichnete sich durch ein
deutlich glinstigeres Nebenwirkungsprofil aus. Verglichen mit Amisulprid traten signifi-
kant weniger extrapyramidale Symptome auf. AuBerdem zeigten die Probanden keine
relevante Gewichtszunahme und keine Erhéhung des Prolaktinspiegels, wobei letzte-
res als Indikator fir sexuelle Dysfunktion und Galaktorrhoe (,krankhafter” Milchfluss)

gilt. Zudem wurden Leber- und Herzfunktionen nicht beeinflusst.
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Der Wirkmechanismus von CBD ist noch wenig erforscht. Bisher ist nachgewiesen, dass
dieses Cannabinoid nur mit duRRerst geringer Affinitat an die beiden Cannabinoidrezep-
toren bindet (Bisogno et al., 2001a; Fride et al., 2005; McPartland et al., 2007). Den-
noch wurde in Membranprdparaten von Maus- und Rattengehirnen eine CB;-
vermittelte antagonistische Wirkung beobachtet (Petitet et al., 1998; Thomas et al.,
2007). Eine weitere Studie konnte hingegen weder einen agonistischen noch einen

antagonistischen Effekt von CBD nachweisen (Breivogel et al., 2001).

Bisogno et al. (2001a) zeigten, dass CBD in Zellkulturen mit dhnlicher Effizienz und
Wirksamkeit wie Capsaicin an den humanen Vanilloid-Rezeptor (TRPV1) bindet. Dieser
Rezeptor kann auch von Anandamid aktiviert werden (vgl. 1.2.3). Des Weiteren scheint
CBD in Zellkulturen und Membranpraparaten sowohl die Anandamid-Hydrolyse zu in-
hibieren (FAAH-Inhibition; Watanabe et al., 1996; Bisogno et al., 2001a; Leweke et al.,
2012) als auch die Aufnahme von Anandamid in die Zelle (FLAT-Inhibition; Rakhshan et
al., 2000; Bisogno et al., 2001a). AuRerdem wurde postuliert, dass CBD indirekt die
Endocannabinoid-Synthese steigern kann. In hippokampalen Zellkulturen von Ratten
fuhrte die CBD-Gabe zu einem Anstieg der intrazelluldren Ca**-Konzentration (Ryan et
al., 2007). Dieser Anstieg war in Anwesenheit von Anandamid oder 2-AG deutlich ge-
ringer. Daher wurde angenommen, dass die Synthese von Anandamid und 2-AG zu-
nichst durch den intrazelluldren Ca**-Anstieg erhdht wird und sich diese gesteigerten
Endocannabinoidkonzentrationen schlieRlich negativ modulierend auf den CBD-Effekt

auswirken.

Somit kdnnte die antipsychotische Wirkung des CBDs (iber die zusatzliche Hochregulie-
rung des Endocannabinoidsystems zustande kommen. Dafiir sprechen auch die Ergeb-
nisse der bereits erwdahnten klinischen CBD-Studie (Leweke et al., 2012). Die Gabe von
CBD fiihrte zu einer Erhohung des Anandamidspiegels im Serum, die signifikant mit
einer Verbesserung der psychotischen Symptome assoziiert war. Da zudem die Kon-
zentrationen der verwandten Eicosanoide PEA und OEA anstiegen, kann postuliert
werden, dass CBD auch in-vivo das gemeinsame Hydrolyseenzym FAAH inhibiert. Den-
noch kénnen zusatzliche Wirkmechanismen (z.B. Gber den Serotonin-5-HT1a-Rezeptor;

vgl. Review: Mechoulam et al., 2007) nicht ausgeschlossen werden.
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1.4.Tiermodelle psychiatrischer Erkrankungen

Im Sinne der Neurowissenschaften versteht man unter Tiermodellen die Untersuchung
von Gehirn-Verhaltensbeziehungen in lebenden Organismen unter kontrollierten Be-
dingungen, mit dem Ziel, einen Einblick in diese Beziehungen zu bekommen und Vor-
hersagen bei Menschen und anderen Spezies zu treffen (van der Staay, 2006). Tiermo-
delle haben einige Vorteile. Beispielsweise ist es hdufig nicht moglich, bei Menschen
die neurobiologischen Grundlagen einer Erkrankung umfassend zu untersuchen, da fir
einige Untersuchungen noch keine nicht-invasiven Methoden zur Verfligung stehen.
Bei Menschen lassen sich zudem unterschiedliche Umwelteinfliisse nicht vermeiden,
wahrend in Tierstudien die Varianz verringert werden kann, indem alle Tiere unter den
gleichen Bedingungen gehalten werden (z. B. Tag-Nacht-Rhythmus, Nahrung, Raum-
temperatur etc.). AuBerdem ist es moglich, longitudinale Untersuchungen vor und
nach einer , Erkrankung” durchzufiihren. Die Nachteile der Tiermodelle liegen darin,
dass Krankheiten nicht im vollen Umfang im Modell reproduzierbar und einige Symp-

tome humanspezifisch sind. Letzteres gilt insbesondere fiir psychiatrische Tiermodelle.

1.4.1. Tiermodelle: Validitat, Endophanotypen und Biomarker

Die Validitat und somit die Qualitat eines Tiermodells kann anhand von verschiedenen
Kriterien eingeschatzt werden. Nach McKinney und Bunney (1969) sollte ein Tiermo-
dell der modellierten Erkrankung beziiglich der Atiologie, Biochemie, Symptomatik und
der Behandlung gleichen. Ausgehend von dieser ersten Beschreibung wurden schliel3-
lich drei Validitatskriterien festgelegt (Willner, 1984; Willner, 1986), die bis heute An-
wendung finden: (1) die Augenscheinvaliditat (face validity), (2) die Vorhersagevaliditat

(predictive validity) und (3) die Konstruktvaliditdt (construct validity).

Die Augenscheinvaliditat besagt, dass auf verschiedenen Ebenen eine phanotypische
Ahnlichkeit zwischen Modell und modelliertem Zustand existiert. Unter Vorhersage-
validitat versteht man, dass die Richtung eines Effektes vorhersagbar ist, wobei die
genaue Definition in der Literatur zweideutig ist (Koch, 2006). Zum einen kann vorher-
gesagt werden, wie sich Manipulationen im Tiermodell in anderen Spezies oder unter
anderen Bedingungen auswirken werden (z.B. Vorhersage Uber die klinische Potenz
neuer Wirkstoffe). Zum anderen kann ein Verhaltensdefizit durch klinisch etablierte

Wirkstoffe verbessert werden. Das heiRt, diese Substanzen haben im Tiermodell die
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gleiche Wirkung wie im zu modellierenden Zustand, so dass die Potenz bekannter
Wirkstoffe vorsehbar ist. Die Konstruktvaliditat beinhaltet die homologen Aspekte des
Tiermodells und des modellierten Zustandes. Beides dhnelt sich nicht nur auf dem ers-
ten Blick (Augenscheinvaliditat), sondern die grundlegenden theoretischen Konstrukte
beziiglich Atiologie, Biochemie, Symptomatik und Behandlung sind gleich. Tiermodelle
mit guter Konstruktvaliditdt machen z. B. explizite Annahmen (iber die zugrundelie-
genden (pathologischen) Prozesse und lUber Wirkmechanismen von moglichen thera-
peutischen Komponenten. Das Problem ist, dass dies voraussetzt, dass der zu model-
lierende Zustand bereits gut untersucht ist, wahrend Tiermodelle gerade eingesetzt

werden um die Grundlagen einer Erkrankung zu verstehen.

Wie bereits erwdhnt, ist es in der Regel nicht moglich, komplexe humane Erkrankun-
gen vollstandig in einem Tiermodell abzubilden. Es kdnnen lediglich einzelne Kompo-
nenten dargestellt und Uberpriift werden. Nach Gottesman und Gould (2003) muss
dabei in Tiermodellen psychiatrischer Erkrankungen zwischen Endophanotypen und

Biomarkern unterschieden werden (Abbildung 7).

Abbildung 7: Prinzip der Endophdnotypen und
Gene, Umwelt, Gen X Umwelt Biomarker.

Epigenetik

Eine Erkrankung (Syndrom) Iasst sich in kleinere, im
v Tiermodell testbare, Komponenten zerlegen: in Endo-

phanotypen (auf einzelne Gene zuriickfihrbar) und
Biomarker (bedingt durch Umweltfaktoren, Epigenetik

oder multifaktoriellen Ursprungs). Endophéanotypen
Verinderungen der Proteine und Biomarker liegen auf verschiedenen Ebenen
zwischen den Ursachen und den Auspragungen einer
Erkrankung (Syndrom). Somit kénnen die messbaren
v Komponenten neuroanatomischer, biochemischer,
neurophysiologischer oder kognitiver Natur sein. Auf
Verénderungen des zelluldren diese Weise kann eine Vielzahl von Tiermodellen
Systems & der Signalkaskaden konzipiert werden, die jeweils unterschiedliche
Aspekte der Atiologie und Pathophysiologie einer

v Erkrankung beleuchten.

(Die Abbildung wurde modifiziert nach Cannon &
Dysfunktionen des Keller, 2006).
neuronalen Systems

Y

Kognitive Dysfunktionen
& weitere Symptome

Y

Syndrom

Endophéanotypen & Biomarker
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Wahrend Biomarker multifaktoriellen Ursprungs sind oder sich auf Umwelt- oder epi-
genetische Faktoren zurlickfliihren lassen, sind Endophanotypen per Definition gene-
tisch bedingt. Nach dieser strengen Definition sind sicherlich viele in der Literatur als
Endophanotypen bezeichnete Faktoren in Wirklichkeit Biomarker. Dennoch ist die Zer-
legung einer komplexen humanen Erkrankung in kleinere Komponenten essentiell fiir
die Entwicklung eines guten Tiermodells, das neue Erkenntnisse (iber den modellierten
Zustand liefern soll. Da Endophanotypen und Biomarker auf unterschiedlichen Ebenen
zwischen den Ursachen und der Auspragung einer Erkrankung liegen, kénnen in ver-

schiedenen Tiermodellen auch diverse Aspekte einer Erkrankung untersucht werden.

1.4.2. Messmethoden fiir Biomarker und Endophédnotypen

Entsprechend der Vielfalt von Biomarkern und Endophédnotypen, existieren vielfiltige
Methoden um diese zu messen. Verhaltenstests ermoglichen die Analyse von kogniti-
ven Dysfunktionen und anderen Symptomen. Dysfunktionen des neuronalen Systems
kdnnen u.a. auf der Ebene des zerebralen Glukosemetabolismus mittels Positronen-
Emissions-Tomographie oder auf der Ebene der Transmitter (iber Bestimmung der

Transmitterspiegel-Veranderungen untersucht werden.

Fiir ein gutes Tiermodell ist die Verwendung valider Methoden essentiell. Eine wichtige
Voraussetzung ist, dass die verwendeten Methoden reproduzierbare Ergebnisse lie-
fern. Insbesondere bei Verhaltenstests besteht die Herausforderung, die Tests so zu
konzipieren, dass die Ergebnisse einwandfrei interpretierbar sind und eine mogliche
Beeinflussung der Testergebnisse durch andere Faktoren (z. B. Motivation, Motorik)
Uberprift werden. Viele Tests machen sich die natiirlichen Eigenschaften oder Reflexe
der Versuchstiere zunutze. Dazu gehort bei Ratten u.a. das Meiden von freien Flachen
und die damit verbundene thigmotaktische Fortbewegung, spontanes Explorations-
verhalten unbekannter Objekte, das natiirliche Sozialverhalten und die Prapulsinhibiti-
on der akustischen Schreckreaktion. Im besten Falle gleichen sich die Tests bei Men-
schen und Ratten sowohl bezlglich ihrer neurobiologischen Grundlagen (Konstrukt-
validitat), als auch vordergriindig (Augenscheinvaliditat). Wenn sich Effekte von Mani-
pulationen vorhersehen lassen, liegt zudem eine Vorhersagevaliditat vor. Tabelle 2
stellt einige der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Modell-Paradigmen den bei

Menschen gangigen Untersuchungen gegenliber.
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Zielfunktion Paradigma im Tiermodell Humanes Paradigma
Prapulsinhibition (PPI) der akustischen Schreckreaktion
Unter PPI versteht man die natirliche Reduktion der
Schreckreaktion, wenn vor dem Schreckreiz ein schwécher-
sensomotorische er Prapuls prasentiert wird, der selbst keine Schreckreaktion
Hemmung/ hervorruft. Reduzierte PPI gilt als Endophéntotyp fir Schizo-
Aufmerksamkeit phrenig und \_Nird a_]_ls gestorte se_nsorisch_e Filterung interpre- Katalog, San Diego Instruments
tiert, die zu einer Uberladung mit sensorischen Reizen fihrt
Messung der und die effiziente Verarbeitung von Informationen stort. Es elektromyographische
Ganzkdrper- handelt sich um emg nlcht-erlemte, unwillklrliche Mo_dulatlon Aufnahme des
) der Reflexantwort, die sowohl bei Ratten als auch bei Men- Lidschlaas
reaktion schen gemessen werden kann. 9
Objekterkennung “Delayed (non) matching to sample task”
Der Test ist eine Variante des hu- Zunéchst wird dem Pro-
manen "delayed non-matching to band ein Objekt gezeigt
sample task” und basiert auf dem (rotes Quadrat). Das Ob-
spontanen Explorationsverhalten von jekt verschwindet dann
D Ratten: sie untersuchen unbekannte wieder und nach einer
urchgang 1 . . . . -
Arbeitsgedachtnis Gegenstande intensiver als bereits ' festgelegten' Zeﬁspanne
bekannte. Im 1. Durchgang werden in | werden zwei Objekte
einer Arena zwei gleiche Objekte prasentiert (weilRe Quad-
prasentiert, im 2. ein bekanntes und rate). Der Proband wird an-
ein unbekanntes. Eine Praferenz fir schlieBend entweder auf- modifiziert nach CABTAB
das neue Objekt im 2. Durchgang wird | gefordert das bekannte Objekt auszuwéahlen
Durchgang 2 daher als Objektwiedererkennung be- ("matching to sample”) oder das unbekannte
wertet (Ennaceur und Delacour, 1988). | (“non-matching to sample).
Soziale Interaktion Funktionelle Magnetresonanztomographie
Zwei Ratten (Kafigpartner modifiziert nach o\
oder sich fremde Tiere) Valter tal. 2009
werden in eine Arena ge- = [ -
setzt und kdnnen meh-
Sozialverhalten rere Minuten miteinander
interagieren. Ausgewertet betrachten kurze
werden anogenitale (z.B. Bildergeschichten und missen
obere Abbildung) und dann aus mehreren Méglichkeiten ein Bild aus-
non-anogenitale Ver- wahlen, da_s ein logisches Ende ergibt. _Kontroll-
; bedingung: Geschichte ohne sozialen (= neu-
haltensweisen (untere traler) Inhalt. Testbedingung: Geschichten mit so-
Abbildung). zialem Kontext. Verglichen werden die Aktivier-
ungsmuster der Test - und Kontrollbedingung.
Erhdhte Plusarena Fragebégen
Ratten halten sich bevorzugt auf z.B.
den geschlossenen Armen auf - Hamilton Anxiety Scale
(Pellow et al., 1985). Dieses Ver- | _ geif Rating-Anxiety Scale (SAS)
halten basiert vermutlich auf der
Angst naturlichen Aversion gegenuber
offenen Gebieten (Lister, 1987).
Diese Aversion scheint u.a. auf der Abwesenheit
von thigmotaktischen Reizen zu beruhen (Rodgers
und Dalvi, 1997). Bei verringerter Angst steigt die
Zeit auf den offenen Armen, bei gesteigerter Angst
nimmt sie hingegen ab.
Positronen-Emissions-Tomographie (PET) =3
mit ['*F]-Fluordesoxyglukose(FDG) %; %
Mithilfe von PET kénnen physiologische <§ E
Vorgange minimal-invasiv untersucht » 3
ze?r.ebr.ale Glukose- werden. Die Injektion radioaktiv markierter (7. N
utilisation Glukose (FDG) ermdglicht eine Messung =
des Glukoseverbrauchs, der als indirektes
Mag far die neuronale Aktivitat verwendet
werden kann (Schiffer et al., 2007).

Tabelle 2: Gegeniiberstellung der verwendeten Modellparadigmen und entsprechenden
humanen Untersuchungen.

Da zum einen Ag-THC, als ein Risikofaktor fir Schizophrenie und zum anderen CBD, als
mogliche antipsychotisch wirksame Substanz, im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen, wurden
insbesondere Verhaltensparadigmen verwendet, mit denen Negativsymptome (Defizite des
Sozialverhaltens und der sensomotorischen Filterung), kognitive Defizite (Arbeitsgedachtnis)
sowie Angst gemessen werden kénnen. Zusatzlich wurde die zerebrale Glukoseutilisation und
somit indirekt die neuronale Aktivitat untersucht.
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1.4.3. Tiermodelle fiir Schizophrenie

Entsprechend der komplexen Atiologie und neurobiologischen Grundlagen der Schizo-
phrenie werden in verschiedenen Tiermodellen schizophreniedhnliche Symptome (En-
dophanotypen/Biomarker) auf vielfiltige Art und Weise induziert (Lipska &
Weinberger, 2000; Marcotte et al., 2001; Powell & Miyakawa, 2006; Boksa, 2007). Die
genetische Pradisposition wird in der Regel in Maus-Modellen untersucht. Dabei wird
u.a. die Expression moglicher ,Risikogene” verringert, vollstdndig blockiert oder er-
hoht. AuRerdem kénnen Mutationen eingefiihrt werden, die die Funktion der resultie-
renden Proteine beeinflussen. Andere Modelle versuchen, verschiedene Neurotrans-
mittersysteme aus dem Gleichgewicht zu bringen, um die Pathophysiologie von Schi-
zophrenie zu untersuchen. Dies kann durch die Gabe von verschiedenen Substanzen
wie NMDA-Antagonisten (z B. Phencyclidin, MK-801 oder Ketamin) oder Dopaminre-

zeptor-Agonisten (Apomorphin) erfolgen.

Ein weiterer Ansatz stellt den Einfluss von Umweltfaktoren bei der Induktion schizo-
phreniedhnlicher Symptome in den Vordergrund. Dabei wird beispielsweise unter-
sucht, wie maternale Infektionen wahrend der Schwangerschaft die Vulnerabilitat fur
die Entwicklung einer Schizophrenie erhéhen. Das in dieser Arbeit verwendete Tier-
modell stammt ebenfalls aus dieser Kategorie. In ihm wird der Einfluss von Can-
nabiskonsum wahrend der Pubertat als Risikofaktor beleuchtet, der sich beim Men-
schen als besonders risikoreich im Hinblick auf die Ausbildung einer psychotischen

Symptomatik im jungen Erwachsenenalter erwiesen hat (Arseneault et al., 2002).

1.4.3.1. Chronische pubertiare Cannabinoidbehandlung

Pubertit und Adoleszenz beschreiben den Ubergang von der Kindheit zum Erwachse-
nenalter. Obwohl die beiden Begriffe in der Literatur in der Regel synonym verwendet
werden, bezieht sich die Pubertat auf die Gonadenreifung, wahrend die Adoleszenz die
Reifung sozialer und kognitiver Verhaltensweisen beschreibt (Sisk & Foster, 2004;
McCormick & Mathews, 2007). Die Geschlechtsreifung (Pubertat) vollzieht sich wéah-
rend der Adoleszenz. Wahrend fir Anfang und Ende der Adoleszenz keine speziellen
Marker existieren, ist der Beginn der Pubertat bei madnnlichen Ratten durch die voll-
standige Separierung von Vorhaut und der Eichel des Penis definiert (McCormick &

Mathews, 2007). Im Mittel ist dies 45-48 Tage nach der Geburt (postnatal day (pd) 45-
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48) der Fall, wobei bei einigen Tieren bereits nach 40 und bei anderen erst nach 76
Tagen die Geschlechtsreife festgestellt wurde (vgl. Review: Lewis et al., 2002). Eine
allgemein anerkannte Definition besagt, dass sich bei Ratten die Adoleszenz von pd 21
bis pd 59 erstreckt. Dabei wird die Adoleszenz in drei Phasen unterteilt: friilhe Adoles-
zenz (pd 21-34), Mitte der Adoleszenz (pd 34-46) und spate Adoleszenz (pd 46-59;
Tirelli et al., 2003). Eine weitere Klassifizierung nimmt an, dass die Adoleszenz von
pd 28 bis pd 46 andauert. Bei dieser Definition existiert allerdings eine zeitliche Liicke
bis zum Erwachsenenalter, welches die Ratten ca. 8 Wochen nach der Geburt errei-
chen (pd 60-63; McCormick & Mathews, 2007; McCutcheon & Marinelli, 2009). In der
vorliegenden Arbeit findet die erste Definition Anwendung (siehe auch Abbildung 8),
da diese (1) keine zeitliche Licke beinhaltet, (2) die individuellen Schwankungen der
Geschlechtsreife der Mannchen berticksichtigt, (3) der Testosteronspiegel erst nach ca.
65 Tagen sein Maximum erreicht (Korenbrot et al., 1977) und (4) auch die endgiiltige
CBi-Rezeptordichte erst 60 Tage nach der Geburt erreicht wird (Belue et al., 1995).

L
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 N 98
1 1 L] 1 1 ! 1 1 1 L
heonatal _ adolfeszent _ adult

Ent- Beginn der
wdéhnung Pubertat

postnataler
Tag [pd]

Abbildung 8: Entwicklungsstadien einer mannlichen Ratte.

Ratten werden 21 Tage nach der Geburt von ihrer Mutter getrennt (Entwdéhnung). Der Beginn
der Adoleszenz ist definiert als erster Tag der Entwéhnung. Nach etwa 8 Wochen (ca. pd 60-
63) werden die Tiere als adult betrachet. (Die Abbildung wurde modifiziert nach McCutcheon &
Marinelli, 2009)

Schneider und Koch (2003) etablierten die ,,chronische pubertare Cannabinoidbehand-
lung” als ein Tiermodell, in dem der Zusammenhang zwischen Cannabiskonsum und
Schizophrenie genauer untersucht werden kann. Dabei wurde den Ratten von
pd 40 bis 65 das synthetische Cannabinoid WIN 55,212-2 (WIN) verabreicht, welches
ein deutlich besseres Loslichkeitsprofil als das natiirliche Cannabinoid A°-THC aufweist

(Schneider & Koch, 2003). Nach der oben erlauterten Definition erfolgte die Behand-
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lung somit in der spaten Adoleszenz bzw. zu Beginn der Pubertat. Dieses Tiermodell

weist sowohl Augenschein- als auch Vorhersage- und Konstruktvaliditat auf:

(1) Augenscheinvaliditat: Die chronische pubertare WIN-Behandlung fiihrt bei Ratten
zu verschiedenen, langanhaltenden Defiziten (u.a. reduzierte Prapulsinhibition sowie
Defizite des Arbeitsgedachtnisses und des Sozialverhaltens), die auch bei Schizophre-
niepatienten beobachtet werden (Schneider & Koch, 2003; Schneider et al., 2008;
Leweke & Schneider, 2010). Die adoleszente Behandlung mit einem weiteren syntheti-
schen Cannabinoid (pd 30-51) fiihrt ebenfalls zu Defiziten, die den Negativsymptomen

und kognitiven Beeintrachtigungen gleichen (O'Shea et al., 2006).

(2) Vorhersagevaliditat: Die durch eine chronische pubertire WIN-Behandlung indu-
zierte Reduktion der Prapulsinhibition konnte durch die Gabe des klinisch wirksamen
Antipsychotikums Haloperidol aufgehoben werden (Schneider & Koch, 2003). Des Wei-
teren konnten Defizite des Sozialverhaltens mit Hilfe des Antipsychotikums Quetiapin

ausgeglichen werden (Leweke & Schneider, 2010).

(3) Konstruktvaliditat: Wie bereits ausfiihrlich erldutert (vgl. 1.3.2) kann davon ausge-
gangen werden, dass Cannabiskonsum und Schizophrenie assoziiert sind. Dabei scheint
insbesondere Cannabiskonsum in der Pubertat das Risiko fiir die Entwicklung einer
Schizophrenie deutlich zu erhohen (Arseneault et al., 2004; Caspi et al., 2005; Moore
et al., 2007). Aufgrund der starken Konservierung des CB;-Rezeptors kann zudem da-
von ausgegangen werden, dass Cannabinoide sowohl in der Ratte als auch beim Men-

schen auf vergleichbare Weise ihre Wirkung entfalten.

Das bisherige Modell hat allerdings auch seine Schwachen. Etabliert wurde es wie er-
wahnt mit dem synthetischen Cannabinoid WIN. Die pharmakologischen Eigenschaften
von WIN unterscheiden sich aber in einigen Punkten von A’-THC (vgl. Review: Howlett
et al., 2002). Der wichtigste Unterschied ist sicherlich die unterschiedliche Affinitdt am
CB;i-Rezeptor. Wahrend es sich bei WIN um einen vollen Agonisten handelt, scheint
A°-THC nur ein partieller Agonist zu sein. Somit ist es wahrscheinlich, dass sich die Wir-
kungen der beiden Cannabinoide zumindest teilweise unterscheiden und aufgrund der
funktionellen Selektivitat (vgl. 1.2.3) eventuell auch unterschiedliche Signalkaskaden
aktiviert werden. Da Menschen nicht WIN sondern Cannabis und somit A’-THC konsu-

mieren, ist es unerldsslich, die Wirkung einer chronischen pubertaren A°-THC-
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Behandlung im Rattenmodell zu Gberpriifen und somit die Konstruktvaliditdt des Mo-

dells zu verbessern.

Zu Beginn dieser Arbeit fanden sich in der Literatur kaum Berichte liber die Effekte
einer chronischen adoleszenten A°-THC-Behandlung. Stiglick und Kalant (1983) beo-
bachteten, dass eine A°-THC-Behandlung (pd 40-130, spite Adoleszenz bis ins Erwach-
senenalter) nur tendenziell die generelle motorische Aktivitdt beeinflusste, das Ver-
meidungverhalten verstirkte und die Lernfihigkeit verlangsamte. Die mit A’-THC be-
handelten Tiere schlossen nach 13 Tagen taglichen Testens wieder zu den Tieren, die
nur das Losungsmittel verabreicht bekamen, auf. Eine weitere Studie beobachtete kei-
nen Effekt einer chronischen adoleszenten Behandlung (pd 30-51) auf das Lernverhal-
ten von Ratten, aber einen stirkeren Effekt der akuten Gabe bei adoleszenten Tieren
(Cha et al., 2006). Im Laufe dieser Arbeit wurden schlielRlich drei weitere Studien verof-
fentlicht, in denen die adulten Auswirkungen einer chronischen adoleszenten A°-THC-
Behandlung untersucht wurden. Wiley und Burston (2010) beobachteten eine Leis-
tungsverschlechterung in einer komplexen operanten Lernaufgabe nach A°-THC-Gabe
in der frihen bis spiten Phase der Adoleszenz (A’-THC-Behandlung: pd 21-50). Des
Weiteren wurden Defizite im Sozialverhalten und im Arbeitsgedédchtnis nach A’-THC-
Administration in der Mitte der Adoleszenz festgestellt (THC-Behandlung: pd 32-40,
bzw. 35-45; Quinn et al., 2008; Rubino et al., 2009).

Einige Studien untersuchten zudem die Effekte einer chronischen adulten A°-THC-
Behandlung. Neben Verdanderungen des Anandamid- und 2-AG-Spiegels (Di Marzo et
al., 2000) wurde eine Verringerung der CB;-Rezeptordichte (Rodriguez De Fonseca et
al., 1994; Romero et al., 1998; Breivogel et al., 1999) sowie eine Verschlechterung des
Arbeitsgedachtnisses (Nakamura et al., 1991) beobachtet. AuRerdem konnte gezeigt
werden, dass die akute Gabe von A’-THC oder A’-THC-reichen Extrakten in adulten
Ratten sowohl motorische als auch Lern- und Gedachtnisdefizite hervorruft und den
Glukosemetabolismus im Gehirn verandert (Margulies & Hammer, 1991; Lichtman et

al., 1995; Brett et al., 2001; Fadda et al., 2004; Egerton et al., 2005).
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2. Fragestellungen

Die beiden Phytocannabinoide A’-THC und CBD sowie ihre Effekte auf das Endocan-

nabinoidsystem stellen die zentralen Aspekte der vorliegenden Arbeit dar.
Ziel der Arbeit war es, folgende Fragen zu klaren:
Fiihrt bei adulten Ratten die chronische Gabe von CBD zu Verhaltensanderungen?

Wirkt CBD auch im lebenden Organismus nach systemischer Gabe als Inhibitor des

Anandamid-Hydrolyseenzyms FAAH?
Ist die CBD-Wirkung mit der des bekannten FAAH-Inhibitors URB 597 vergleichbar?

Lasst sich das Modell der chronischen pubertiaren WIN 55,212-2 -Gabe auch mit dem
vom Menschen konsumierten A’-THC reproduzieren? Kénnen durch die pubertire
A°-THC-Behandlung bei adulten Ratten Verhaltensdefizite und Verdnderungen der ze-

rebralen Glukoseutilisation induziert werden?
Des Weiteren wurden folgende Fragen adressiert:

In wie weit beeinflusst die Darreichungsform die Wirkung von Cannabinoiden? Wirkt
A°-THC in einer 6ligen arzneimittelnahen Formulierung anders als in einer wéssrigen

Formulierung? Wodurch werden Unterschiede bedingt?
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3. Material und Methoden

3.1.Tiere und Haltung

Samtliche Studien wurden mit mannlichen Ratten (Rattus norvegicus) durchgefiihrt. Zu
Beginn der Arbeit wurden Tiere des Zuchtstammes Lister hooded (Harlan®, Rossdorf,
Deutschland) verwendet, einem Auszuchtstamm, der auf einen Rattenstamm aus dem
Lister-Institut zurtckzufihren ist. Die spater verwendeten Black hooded (PVG) Ratten
(Janvier®, Le Genest St Isle, Frankreich), entstammen urspriinglich ebenfalls diesem
Stamm, wurden aber als Inzuchtstamm weitergeziichtet. Der Rattenstamm wurden im
Laufe dieser Doktorarbeit gewechselt, da sich nach der Etablierung eines Hortests her-
ausstellte, dass die Black hooded liber ein besseres Horvermogen verfligen. Alle chro-
nischen Versuche wurden mit Lister hooded, alle akuten Studien mit Black hooded

Ratten durchgefiihrt.

Die Tiere wurden in Typ 4-Makrolon-Kafigen bei einer Raumtemperatur von 22 +1 °C
und einer Luftfeuchtigkeit 55 + 5 % in Gruppen gehalten. Die Gruppengrolie betrug 2-3
adulte Tiere, jlingere Ratten (21 bis 65 Tage) wurden hingegen in 5 er Gruppen gehal-
ten und erst anschlieBend in kleinere Gruppen aufgeteilt. Nach dem Tod eines Kéfig-
partners (z.B. aufgrund eines Tumors oder einer Narkoseunvertraglichkeit) wurde die
verbleibende Ratte nicht wieder neu vergesellschaftet, um einen Einfluss der Ausbil-
dung neuer sozialer Strukturen auf die Testergebnisse mehrerer Tiere zu verhindern.
Die Kafige waren alle mit einer horizontalen Réhre, einem kleinen Hauschen inklusive
Nistmaterial und kleinen Holzern zum Nagen ausgestattet. Diese moderate Bereiche-
rung der Umwelt reduziert Stress, verbessert somit das Wohlergehen der Labortiere

und unterstitzt das natlrliche Verhalten der Tiere im Versuch (Brillaud et al., 2005).

Die Tiere wurden in einem inversen 12 h-Tag/Nacht-Rhythmus gehalten (Licht an:
20:30 — 8:30 Uhr). Da Ratten nachtaktiv sind und in der Lichtphase ca. 80 %, in der
Dunkelphase hingegen nur 30 % der Zeit schlafen (Antle & Mistlberger, 2005), konnten
auf diese Weise alle Versuche in der aktiven Phase der Tiere durchgefiihrt werden.
Wahrend der Dunkelphase war das Licht im Tierstall in der Regel ausgeschaltet. Wenn
allerdings Licht benétigt wurde, z.B. zur Fitterung oder fir Injektionen, wurde Rotlicht
(> 660 nm, 2 Lux) eingeschaltet. Ratten besitzen drei verschiedene Fotorezeptoren. Die
Stabchen haben ein Absorptionsmaxima Anax von 486 nm (Bridges, 1959), bei den Zap-
-45-



Material und Methoden

fen liegt Amax bei 358 nm (Yokoyama et al., 1998) sowie 510 nm (Neitz & Jacobs, 1986).
Oberhalb von 600 nm sind selbst die blau-griinen Zapfen (Amax= 510 nm) kaum noch
sensitiv (Jacobs et al., 2001), so dass Rotlicht den zirkadianen Rhythmus der Ratten

nicht stort.

Zundachst wurden alle Tiere ad libitum gefiuttert (Haltungsfutter, Harlan®), um die Fut-
termenge zu ermitteln, die die Tiere pro Tag zu sich nahmen. Im Anschluss wurde die
Futtermenge auf 80 % der unter ad libitum Bedingungen verzehrten Menge begrenzt
(restriktive Futterung). Die Tiere, die flr die letzten beiden Studien (Dosisstudie, L6-
sungsmittelstudie) verwendet wurden, wurden von Beginn an mit speziellem Diatfut-
ter (Ssniff®) ad libitum gefittert. Diese Art der Erndhrung flihrt nur zu einer sehr lang-
samen Gewichtszunahme, vergleichbar mit der Gewichtsentwicklung bei restriktiver

Futterung.

Zu Beginn einer Studie wurden die Tiere nur 1-2 Mal die Woche gewogen, um die Ge-
wichtsentwicklung zu verfolgen und bei starken Schwankungen gegebenenfalls eingrei-
fen zu kénnen. Sobald die Tiere Injektionen erhielten, wurden sie hingegen jeden Mor-

gen gewogen, um das exakte Injektionsvolumen ermitteln zu kénnen.

3.2.Substanzen und Losungsmittel

Im Folgenden werden die in den verschiedenen Studien verwendeten Substanzen und
Losungsmittel erldutert. Die experimentelle Verwendung der verschiedenen Substan-
zen sowie die eingesetzten Konzentrationen werden unter dem Punkt Positronen-

Emissions-Tomographie (vgl. 3.7) bzw. Studien (3.11) detailliert beschrieben.

3.2.1.Substanzen

3.2.1.1. 2-[*®F] Fluor-2-Deoxyglukose

Bei 2-[*®F] Fluor-2-Deoxyglukose (**FDG) handelt es sich um ein Radiopharmakon, mit
dem die zerebrale Glukoseutilisation untersucht werden kann. Die Halbwertzeit be-
tragt 109,8 min (Cherry, 2001). Die radioaktive Markierung des Zuckermolekiils Gluko-
se wird durch den Austausch der Hydroxyl-Gruppe am C-2 Atom gegen ‘®F erreicht

(Abbildung 9).
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Abbildung 9: Gegeniiberstellung der Strukturformeln von Glukose (a) und 2-[**F] Fluor-2-
Deoxy-glukose (b).

Die Hydroxylgruppe am C-2 Atom

der Glukose ist im 2-[°F] Fluor-2- &) o b) o
Deoxyglukose-Molekul durch das

Radionuklid "°F ersetzt. (Die Struk- HO O HO O
turformel wurde mit Symyx®

Draw 3.2 erstellt.) H HOOH H OH

eDG wird wie Glukose tber die Bluthirnschranke transportiert und in die Zellen auf-
genommen (Crane et al., 1983). In der Zelle wird *®FDG wie Glukose zunichst von der
Hexokinase zu 2-[*®F] Fluor-2-Deoxyglukose-6-Phosphat (**FDG-6-Phosphat) phospho-
ryliert (Bessell et al., 1972). *®FDG-6-Phosphat kann anschlieRend von der Glukose-6-
Phosphat-lsomerase, dem nachsten Enzym der Glykolyse nicht weiter metabolisiert

werden, so dass es in der Zelle akkumuliert.

Das in den PET-Studien verwendete ®FDG wurde von der Radiochemie des MPI fiir

neurologische Forschung synthetisiert.

3.2.1.2. URB 597

Die Aktivitat der Fettsaure-Amid-Hydrolase (FAAH, vgl. 1.2.2.1) lasst sich mithilfe ver-
schiedenster Substanzen inhibieren (Freund et al., 2003). Zu den potentesten und se-
lektivsten Inhibitoren gehort das Carbamat-Derivat URB 597 (URB, IUPAC-Bezeichnung:

[3-(3-carbamoylphenyl) phenyl] N-cyclohexylcarbamat).

Ox _NH, Abbildung 10: Strukturformel URB 597
N (Symyx® Draw 3.2; in Anlehnung an
Piomelli et al., 2006).
Die Sumenformel des FAAH-Inhibitors
H URB 597 lautet: Con22N203.
N._ O
(0]

FAAH hydrolysiert das Endocannabinoid Anandamid (AEA) sowie die beiden Eicosanoi-
de OEA und PEA in Ethanolamin und die entsprechende Fettsdure (Arachidonsdure,
Olsdure oder Palmitinsiure). Das andere Endocannabinoid, 2-AG, wird hingegen nicht
von FAAH inaktiviert (vgl. 1.2.2.1). Die ICso (Konzentration die ausreicht um die FAAH-
Aktivitat zu 50 % zu inhibieren) liegt bei 4,6 + 1,6 nM, die IDsq (Dosis die bendtigt wird
um die FAAH-Aktivitat um 50% zu reduzieren) betrdgt nach systemischer Gabe (intra-

peritoneal, i. p.) 0,15 mg/kg (Kathuria et al., 2003). Der maximale inhibitorische Effekt
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von URB wird laut Literatur in wassrigem Losungsmittel bereits 15 min nach i. p. Injek-

tion erreicht und dauert bis zu 16 Stunden an (Fegley et al., 2005).

URB, wurde als Feststoff bezogen (Axxora Deutschland GmbH (Lorrach, Deutschland)
und Enzo Life Science (Loérrach, Deutschland)). Die entsprechenden Losungen wurden

vor Beginn der Studien (vgl. 3.11.2 und 3.11.5) hergestellt.

3.2.1.3. Cannabidiol

Cannabidiol (CBD, IUPAC-Bezeichnung: 2-[(1R, 6R)-3-methyl-6-prop-1-en-2-ylcyclohex-
2-1n-1-yl]-5-pentylbenzene-1, 3-diol) ist einer der Hauptbestandteile in der Cannabis-
pflanze (vgl. 1.1.1). CBD ist durch einen offenen Pyran-Ring gekennzeichnet und gehort
somit chemisch gesehen nicht zu den klassischen (trizyklischen) Cannabinoiden (daher
auch zum Teil als nicht-klassisches Cannabinoid bezeichnet). Im Gegensatz zum Can-
nabinoid A’-Tetrahydrocannabinol besitzt CBD nur eine geringe Affinitat fir die beiden
Cannabinoid-Rezeptoren CB; und CB; (bei Ratten K; CB;: 2210,5 + 558,08 nM (MW + SE
aus 6 Studien), K; CB,: 1000 nM (nur eine Studie, McPartland et al., 2007). Dies ist ver-

mutlich auf den gedffneten Pyran-Ring zurlickzufiihren (Howlett et al., 2002).

7 Abbildung 11: Strukturformel Cannabidiol
(Symyx® Draw 3.2; modifiziert nach Jones
et al., 1977).

Das Molekil Cannabidiol (CBD) weist folgen-
de Summenformel auf: C21H300,.

Der bei den klassischen Cannabinoiden als B-
Ring bezeichnete Pyranring liegt bei CBD in
geoffneter Form vor. Das fiihrt zu einer Re-
duktion der Bindungsfahigkeit an den CB4 und
CB,-Rezeptor (Howlett et al., 2002).

Das CBD, das in der CBD-URB-Studie (vgl. 3.11.2) verwendet wurde, wurde bereits in-
jektionsfertig bestellt (The Specials Laboratory (Northumberland, England)). Fir die
Losungsmittelstudie (vgl. 3.11.5) wurde CBD als Feststoff (Pflanzenextrakt) gekauft
(THC Pharm, Frankfurt am Main, Deutschland) und die benétigten Losungen vor Be-

ginn der Studie hergestellt.

3.2.1.4. A’-Tetrahydrocannabinol

A’-Tetrahydrocannabinol  (A°-THC, IUPAC-Bezeichnung: 6,6,9-trimethyl-3-pentyl-

6a,7,8,10a-tetrahydrobenzo[c]chromen-1-ol) ist ein ABC-trizyklisches Dibenzopyran-
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Derivat und gehort somit zu den klassischen Cannabinoiden (Howlett et al., 2002).
A°-THC ist ein partieller Agonist an beiden Cannabinoid-Rezeptoren CB; und CB,, wobei
die Affinitat zu CB; etwas niedriger ist als zu CB, (bei Ratten K; CB;: 42,6 + 5,01 nM
(MW + SE aus 18 Studien), K; CB,: 13,0 + 7,70 nM (drei Studien; McPartland et al.,
2007).

Abbildung 12: Strukturformel Ag-Tetrahydro-
cannabinol.

A°-Tetrahydrocannabinol (A%-THC) besitzt die
gleiche Summenformel wie CBD: Cy1H3,0,. Im
Gegensatz zu CBD liegt bei A°-THC aber der B-
Ring in geschlossener Form vor. Somit handelt
es sich bei A°-THC um ein klassisches Cannabi-
noid (Symyx® Draw 3.2; in Anlehnung an Howlett
et al., 2002).

Alle benétigten A>-THC-Lésungen wurden von der Klinik-Apotheke (Universitat zu KoIn)

hergestellt.

3.2.1.5. R-(+)-WIN 55,212

R-(+)-WIN 55,212-2 (WIN, IUPAC-Bezeichnung: (R)-(+)-[2, 3-Dihydro-5-methyl-3-(4-
morpholinylmethyl) pyrrolo [1,2,3-de]-1,4-benzoxazin-6-yl]-1-napthalenylmethanon)
ist ein synthetisch hergestellter voller CB1- und CB2-Rezeptor-Agonist. WIN gehort

aber nicht zu den klassischen Cannabinoiden, sondern ist ein Aminoalkylindol.

O Abbildung 13 Strukturformel WIN 55,212-2
H Bei WIN 55,212-2 (WIN) handelt es sich um ein
Aminoalkylindol mit der Summenformel: C,7H26N203

‘ Obwohl die Struktur nicht an ein klassisches Cannabi-
noid erinnert, bindet es mit hoher Affinitdt an beide
Cannabinoid-Rezeptoren (Symyx® Draw 3.2; in

)vo Anlehnung an Howlett et al., 2002).
[N
Oj

N

Der mittlere Ki-Wert fiir CB; liegt bei 40,3 + 46,92 nM und fiir CB, 5,0 £ 5,76 nM (je-
weils MW + STABW aus 5 Studien, anhand der Angaben in Howlett et al. (2002) be-
rechnet. Allerdings fallen zwei der finf CB;-Ki-Werte mit 62,3 und 123 nM sehr hoch
aus. Zudem wurde in einer aktuelleren Studie ein Wert von nur 7,3 nM gemessen

(Mazzoni et al., 2010)).
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WIN wurde von VWR International GmbH (Langenfeld, Deutschland) als Feststoff be-
zogen. Die bendétigten Losungen wurden vor Beginn der Losungsmittelstudie (vgl.

3.11.5) hergestellt.

3.2.2. Lésungsmittel

Zu Beginn der Doktorarbeit wurde steriles Sesamol (zunachst The Specials Laboratory
(Northumberland, England, spater Klinik-Apotheke der Universitat zu Koln) als Lo6-
sungsmittel (Vehikel) festgelegt. Ein Grund war die verbesserte Vergleichbarkeit mit
humanen Studien, da in einer ersten klinischen Studie (Klinik fir Psychiatrie und Psy-
chotherapie, Universitat zu Kéln) Kapseln mit in Sesamol geldostem CBD verwendet
wurden. Es wird eine Depot-Wirkung (langsamere kontinuierliche Freisetzung der Mo-
lekile) erwartet, die als hilfreich eingestuft wurde. Zum anderen lassen sich die lipo-

philen Cannabinoide problemlos darin I6sen.

Im Laufe der Arbeit wurden zusatzlich zwei verschiedene wassrige Losungsmittel (Ve-

hikel) verwendet (siehe Losungsmittelstudie 3.11.5).

Vehikel 1 bestand aus 1 % Polysorbat 80 (Tween80, Sigma-Aldrich GmbH (Taufkirchen,
Deutschland)) in Saline (0,9 %ige Kochsalzlésung, B.Braun Melsungen AG (Melsungen,

Deutschland)).

Vehikel 2 setzte sich aus Ethanol (99,5 %; Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)),

Tween80 und Saline im Verhaltnis von 1:1:18 zusammen.

Die Auswahl der beiden Losungsmittel erfolgte zur besseren Vergleichbarkeit in Anleh-
nung an die Literatur. Einige Studien verwendeten Losungsmittel mit 1 % Tween80
ohne Ethanol (Schneider & Koch, 2002; Bortolato et al., 2005; Egerton et al., 2005),
wahrend andere Losungsmittel mit Ethanol, einem Losungsvermittler wie
Tween80/Cremophor/ Emulphor und Saline wahlten (Lamarque et al., 2001; Sim-Selley

& Martin, 2002; Rubino et al., 2007; Quinn et al., 2008).

Wihrend alle A’-THC- sowie die CBD-Lsungen der CBD-URB-Studie bereits injektions-
fertig bezogen wurden (vgl. 3.2.1.3 und 3.2.1.4), wurden alle anderen Losungen selber

hergestellt. Die Herstellung erfolgte immer nach einem dhnlichen Prinzip.

a) Olige Lésungen: nach Zugabe des sterilen Sesaméls zu den entsprechenden Sub-

stanz-Mengen wurden die Losungen wiederholt gevortext und ins temperierte Ultra-
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schallbad gestellt, bis sich die Substanzen vollstandig geldst hatten. Das Aminoalkylin-
dol WIN lieR sich nicht in Sesamdl |6sen, so dass in der Losungsmittelstudie unter-
schiedliche Wirkweisen des synthetischen Cannabinoids basierend auf unterschiedli-

chen Losungsmitteln nicht Gberprift werden konnten.

b) Wassrige Losungen: Die Substanzen wurden entweder zundchst in 1% Tween80
gelost (Vehikel 1) oder in einem Teil Ethanol mit anschliefender Zugabe der gleichen
Menge Tween80 (Vehikel 2). Anschlielfend wurde bei beiden Ansdtzen langsam unter
Riihren die entsprechende Menge Saline hinzugegeben. Dann wurden auch diese L6-
sungen gevortext und ins temperierte Ultraschallbad gestellt. WIN |6ste sich in beiden
wissrigen Lésungsmitteln vollstandig, fiir A>-THC und CBD lieBen sich mit beiden Lo-
sungsmitteln Emulsionen herstellen, aber URB |6ste sich nur in Vehikel 2. Daher wurde
im dritten Teil der Losungsmittelstudie (vgl. 3.11.5) nur die Pharmakokinetik von CBD,

A°-THC und URB in Sesamél (Vehikel 3) und im wissrigen Vehikel 2 verglichen.

3.3. Andsthesie

Einige Versuche bzw. Versuchsteile mussten unter Narkose durchgefiihrt werden. Dazu
zahlen der Hortest (vgl. 3.5), die Injektion des Radiopharmakons bei der Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) sowie die PET- (vgl. 3.7) und MRT-Aufnahme (vgl. 3.6).
Zudem war eine Narkose wahrend der Praparation der Arteria fermoralis (vgl. 3.8) er-

forderlich.

Die Anasthesie erfolgte jeweils nach dem gleichen Schema. Die Narkose wurde zu-
nachst in einer Inhalationsnarkosebox mit einer hohen Isofluran-Konzentration einge-

leitet (5 % Isofluran in 30 % O, und 70 % N,0).

Im Falle der Radiopharmaka-Injektion wurde nun die Injektion durchgefiihrt, so dass

das Tier etwa 1 min spater wieder bei vollem Bewusstsein war.

Fiir die PET- und MRT-Messungen sowie die Hortests und die Blutentnahme war hin-
gegen eine ldangere Anasthesie erforderlich. Sobald das Tier ausreichend tief narkoti-
siert war (kein Lidschlussreflex mehr), wurde es auf einer speziellen Halterung fixiert
und Uber eine Atemmaske weiterhin mit Narkosegasen versorgt. Dabei wurde die Iso-
flurankonzentration so reduziert, dass die Atemfrequenz etwa 55/min entsprach (1,5 —

2,5% Isofluran). Die Atemfrequenzmessung erfolgte bei den PET- und MRT-
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Messungen (iber einen Atemsensor, der unter dem Thorax des Tieres platziert wurde.
Bei den Hortest-Messungen sowie der Blutentnahme konnte die Atemfrequenz nur
visuell beobachtet werden. Wahrend der langeren Narkosen wurde die Kérpertempe-
ratur der Tiere Uber eine rektale Temperatursonde gemessen und mithilfe eines auto-
matisch regulierten Warmebetts (PET- und MRT: Wasserbad; Hortest und Blutentnah-
me: Heizkissen) konstant bei 37°C (+ 0,2°C) gehalten. Des Weiteren wurde nach Einlei-
tung der Narkose jeweils etwas Bepanthen (5 % Dexpanthenol, Bayer Vital®) auf die
Augen aufgetragen, um ein Austrocknen der Augen wahrend der Anasthesie zu ver-

hindern.

3.4.Verhaltensversuche

Alle Versuche wurden ab 9:00 Uhr und somit wahrend der Dunkelphase (aktive Phase,

vgl. 3.1) durchgefiihrt.

Mit Ausnahme der Prapulsinhibition der akustischen Schreckreaktion (PPI) fanden alle
Verhaltensversuche in einer schallreduzierten, klimatisierten (22 °C) Kammer statt.
Uber eine Videokamera (Panasonic®) konnten die Versuche auRerhalb der Kammer

verfolgt und fiir die spatere Datenanalyse aufgezeichnet werden.

Fir die digitalen Aufzeichnungen war eine minimale Beleuchtung mit Rotlicht
(> 660 nm) mit einer Intensitdt von 3 Lux ausreichend. Ein in Zusammenarbeit mit der
Firma medres® entwickeltes flexibles Beleuchtungssystem ermoglichte eine homogene
Ausleuchtung aller verwendeten Arenen, durch die die Bildqualitdt maximiert und

eventuelle Einfliisse des Lichtes auf das Verhalten der Tiere minimiert wurde.

Um fir alle Tiere die gleichen Testbedingungen zu schaffen, wurden samtliche Arenen
sowie die PPI-Testapparatur zu Beginn des Versuchstages und nach jedem Durchgang
mit Essigwasser gereinigt. Auf diese Weise wurden mogliche olfaktorische Marker ent-

fernt.

Mit Ausnahme des Open Field-Versuches und der erhohten Plusarena wurden alle im
Folgenden beschriebenen Verhaltensversuche zu Beginn meiner Arbeit von mir im

Institut etabliert.
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3.4.1. Open Field

Der ,,Open Field“-Test wurde bereits erstmals 1934 beschrieben (Hall) und ist mittler-
weile einer der weitverbreitetsten Verhaltensversuche (Prut & Belzung, 2003). Der
Test erlaubt die Bestimmung der allgemeinen Lokomotion. Somit kann Gberprift wer-
den, ob die applizierten Substanzen eine sedierende oder stimulierende Wirkung ha-
ben, die die Ergebnisse anderer Verhaltenstests beeinflussen kdnnte. Da sich die Tiere
bei ihren Erkundungsgdngen im Open Field thigmotaktisch entlang der Wande fortbe-
wegen und das Zentrum der Arena meiden, ermdglicht der Test prinzipiell auch eine
Messung des Angstverhaltens. Eine Erhohung der zentralen Lokomotion oder der Zeit,
die die Tiere im zentralen Bereich der Arena verbringen, ohne Veranderung der ge-
samten Aktivitat, lassen auf eine Anxiolyse schlieRen, wahrend eine Abnahme dieser
Variablen als eine Zunahme der Angst bewertet werden kann (Prut & Belzung, 2003).
Des Weiteren wurde bei diesem Versuch ein ,Homebase-Verhalten” beschrieben
(Eilam & Golani, 1989; Mertgens, 2008). Darunter versteht man das wiederholte, ldn-
gere Aufsuchen eines oder mehrerer Orientierungspunkte innerhalb der Open Field

(OF)-Arena, von denen aus neue Erkundungsgange gestartet werden.

Fiir diesen Versuch wurde eine nach oben offene, runde PVC-Arena (¢: 1,20 m, 0,58 m
hohe Wand) verwendet. Die Tiere wurden immer an der gleichen Stelle (dem unteren
Randbereich (Startpunkt), Abbildung 14) in die OF-Arena gesetzt und durften diese

10 min frei explorieren.

3.4.1.1. Auswertung Open Field

Zur Analyse wurde die Arena in eine duBere und innere Zone eingeteilt (Grenze:
0,21 m von der Wand entfernt, Abbildung 14 a). Die duBere Zone wurde dann zusatz-
lich in vier weitere, gleich grofRe Zonen unterteilt: die untere, obere, linke und rechte

Zone (Abbildung 14 b).
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Abbildung 14: Zonen der ,,Open-Field“ (OF) —Arena.

Fir die Datenauswertung wurde die OF-Arena einerseits in eine duere (hellbau kariert) und
eine innere Zone (blau quergestreift) unterteilt (a). Zudem wurde die aul’ere Zone weiter in eine
obere (blau quergestreift), linke (griin quergestreift), rechte (hellblau kariert) und untere (rot
kariert) Zone unterteilt (b). Die Tiere wurden zu Beginn jedes Versuches immer in die Mitte der
unteren Zone (in Wandnahe) gesetzt (Startpunkt).

Die Auswertung der motorischen Aktivitat erfolgte mithilfe des Programms Ethovision
(Noldus®). Analysiert wurde die zurlickgelegte Distanz (gesamte Arena, duflere und
innere Zone) sowie die Zeit, die die Tiere prozentual in den verschiedenen dufReren
Zonen verbrachten, die Fortbewegungsgeschwindigkeit und die Frequenz mit der sie

die innere Zone betraten.

3.4.2. Objekterkennung

Das Arbeitsgedachtnis der Ratten kann anhand ihrer Fahigkeit, bekannte Objekte von
unbekannten Objekten zu unterscheiden, bewertet werden. Der Objekterkennungstest
nutzt das spontane Explorationsverhalten der Tiere, die dazu neigen, unbekannte Ob-
jekte ausgiebiger zu untersuchen als bereits bekannte. Bei Prasentation eines unbe-
kannten und eines bekannten Objektes wird eine Praferenz fiir das neue Objekt als
Objektwiedererkennung gewertet und folglich als intaktes Arbeitsgedachtnis interpre-
tiert (Ennaceur & Delacour, 1988; Ennaceur et al., 1989; Ennaceur & Meliani, 1992;
Ennaceur et al., 1997; Sutcliffe et al., 2007). Da der Objektwiedererkennungstest eben-
falls in der OF-Arena stattfand, wurde er stets im Anschluss an das Open field-Verhal-

ten getestet, so dass sichergestellt wurde, dass die Tiere die Testumgebung kannten.
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Der Versuchsaufbau wurde an die urspriingliche Arbeit von Ennaceur und Delacour

(1988) angelehnt und setzt sich aus zwei Durchgdangen zusammen.

Im ersten Durchgang hatten die Tiere 3 min Zeit, um zwei identische Objekte (A1 und
A2) zu explorieren. Daran schloss sich eine 15-miniitige Pause an, die die Tiere in ihrem
Heimkafig verbrachten. In dieser Zeit wurde die Arena mit Essigwasser gesdubert. Im
zweiten, ebenfalls 3-miniitigen Durchgang, wurde den Ratten ein bereits bekanntes
(A3) sowie ein neues Objekt (B) prasentiert. Um olfaktorische Einfliisse zu vermeiden,
handelte es sich bei dem bekannten Objekt A3 um ein Duplikat der Objekte A1 und A2.
In der Regel wurden zwei Objekttypen verwendet: eine Messingpyramide und ein Ple-

xiglaszylinder mit drei ,,Armen” (Abbildung 15).

Da die Etablierung dieses Versuches erst nach der CBD-URB-Studie abgeschlossen
wurde, wurde in dieser Studie zusatzlich zu dem beschriebenen Objektpaar noch ein
zweites randomisiert prasentiert: eine seitlich offene PVC-Rohre und ein lackierter

Holzklotz mit seitlichen Vertiefungen (Abbildung 15).

Abbildung 15: Objekte, die im Objekterkennungsversuch verwendet wurden.

Die in (a) abgebildeten Objekte (links: Messingpyramide, rechts: Plastikzylinder mit 3 ,Armen*)
wurden in allen Objekterkennungsversuchen prasentiert. In der chronischen CBD-URB-Studie
wurden zuséatzlich die beiden in (b) abgebildeten Objekte verwendet (links: seitlich offene PVC-
Rohre, rechts: Holzklotz mit seitlichen Vertiefungen). Alle Objekte wurden in den jeweiligen
Versuchen mit gleicher Haufigkeit als neues Objekt B prasentiert.

Die jeweiligen Objektpaare wurden immer in der linken und rechten Zone der OF-
Arena an der Grenze zur inneren Zone platziert (Abbildung 16) und mit Patafix (Uhu®)
am Boden fixiert, damit sie nicht verschoben oder umgeworfen werden konnten. Die
Position des neuen Objektes (rechts oder links) sowie die Art (Messingpyramide oder

Plexiglaszylinder bzw. Réhre oder Holzklotz) wurde jeweils ausbalanciert randomisiert.
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Abbildung 16: Beispielhafte Darstellung des Aufbaus der beiden Durchgange des
Objekterkennungstestes

Im ersten Durchgang (a) wurden zwei identische Objekte (A1, A2; in grin dargestellt) in der
rechten und linken Halfte der Arena (Abstand zur Wand jeweils: 0,21 m) platziert. Im zweiten
Durchgang hingegen (b) wurde neben einem bekannten Objekt (A3; griin dargestellt) ein bisher
unbekanntes Objekt B (orange dargestellt) prasentiert.

3.4.2.1. Auswertung Objekterkennung

Die Bestimmung der Explorationzeit der einzelnen Objekte erfolgte mit dem Programm
Observer (Noldus®). Als Explorationsverhalten wurde Beschniiffeln, Nagen, Lecken und
Beriihren des Objektes mit Nase, Vibrissen und Pfoten gewertet. Auf einem Objekt
sitzen oder stehen sowie lediglich dagegen lehnen, wurde hingegen nicht dazu gezahlt.
Um sicherzustellen, dass die Motivation der Tiere die Ergebnisse nicht beeinflusste,
wurde die gesamte Explorationszeit im 1. Durchgang und 2. Durchgang verglichen. Des
Weiteren wurde die Frequenz mit der die Tiere zwischen dem bekannten (A3) und un-
bekannten (B) Objekt wechselten sowie die Latenzzeit bis zum ersten Betrachten eines

der beiden Objekte analysiert.

Die Bewertung der Leistungsfahigkeit des Arbeitsgedadchtnisses erfolgte anhand eines
Diskriminierungsindex (d): d = B-A3

B+A3 , also die Differenz der Explorati-
onszeit des neuen und des bekannten Objektes (B-A3), dividiert durch die gesamte
Explorationszeit im 2. Durchgang (B+A3). Werte Uber Null geben an, dass das neue
Objekt ausgiebiger untersucht wurde als das alte und somit das Arbeitsgedachtnis in-
takt zu sein scheint. Allerdings mussten fiir die Berechnung des Diskriminierungsindex

zwei Bedingungen erfiillt sein: 1) musste mindestens eines der Objekte im ersten
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Durchgang untersucht (A1 oder A2) und 2) im zweiten Durchgang beide Objekte zu-
mindest kurz betrachtet worden sein. Auf diese Weise wurde gewahrleistet, dass die
Daten, die in der Berechnung berticksichtigt wurden, auch tatsdchlich einen Riick-
schluss auf die Leistungsfahigkeit des Arbeitsgedachtnisses erlaubten und nicht durch

die zuféllige erste Wahl der Tiere beeinflusst wurden.

3.4.3.Soziale Interaktion

Die OF-Arena wurde auch verwendet, um das Sozialverhalten fremder Ratten zu unter-
suchen. Der sog. ,social interaction test” wurde 1978 entwickelt (File & Hyde) und ba-
siert darauf, dass Ratten in einer Umgebung, in denen keine der beiden ein Revier
etabliert hat, selten aggressive aber verschiedene affiliative Verhaltensweisen zeigen.
Zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfihrung war den Tieren die Arena bereits bekannt,
da sie bereits den Open Field- und Objekterkennungstest absolviert hatten. Somit soll-

te die Umgebung das Sozialverhalten nur geringfigig beeinflussen.

Um zu vermeiden, dass eine der getesteten Ratten eine deutlich dominantere Rolle
einnehmen konnte, wurde zudem darauf geachtet, dass die getesteten Ratten etwa
gleich alt und schwer waren. AuRerdem wurden die beiden Ratten gleichzeitig, an ge-
geniiberliegenden Seiten in die Arena gesetzt. Ein Durchgang dauerte 3 min. Um die
Tiere in der anschlieBenden Auswertung mit dem Programm Observer (Noldus®) bes-
ser unterscheiden zu kdnnen, wurde der Ricken einer Ratte mit einem Stift (Edding®)

geschwarzt.

3.4.3.1. Auswertung Sozialverhalten

Analysiert wurde non-anogenitales und anogenitales Sozialverhalten. Unter non-
anogenitalem Verhalten wurde Nasenkontakt (Abbildung 17 a), gegenseitiges putzen
und beschniiffeln am Kopf und Rumpf sowie Spielverhalten zusammengefasst. Als a-
nogenitales Verhalten wurde das Schniiffeln am After des Interaktionspartners bewer-
tet (Abbildung 17 b und c). Zusatzlich wurde das gesamte Sozialverhalten betrachtet.
Dieses umfasste nicht nur die Summe des non- und anogenitalen Verhaltens, sondern
auch die beiden Verhaltensweisen ,folgen” und ,fliichten”. Darunter versteht man den
Versuch, den Interaktionspartner zur anogenitalen oder non-anogenitalen Interaktion

zu erreichen oder vor der Kontaktaufnahme zu fliichten.
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a) Abbildung 17: Schematische
Darstellung verschiedener Ver-
haltensweisen bei sozialer In-
teraktion

Nasenkontakt ist ein Beispiel fur
non-anogenitales Sozialverhalten
(a). Die Tiere berihren sich ge-
genseitig vorsichtig mit der Nase
und schniffeln. Anogenitales
Verhalten kann sowohl gleich-
zeitig von beiden Interaktions-
partnern (b), oder nur von einem
der Tiere gezeigt werden (c).

3.4.4. Erhohte Plusarena

Um die Neugier/Angstlichkeit der Ratten zu ermitteln, wurde eine erhéhte Plusarena
aus PVC verwendet, bei der vier Arme (0,50 x 0,12 m) plusférmig um eine erhohte
zentrale Plattform angeordnet (0,12 x 0,12 m, 0,50 m Uber dem Boden) waren
(Abbildung 18 a). Zwei gegeniiberliegende Arme hatten keine Umrandung (offene Ar-
me), wahrend die beiden anderen Arme an drei Seiten von Wéanden (0,34 m, geschlos-
sene Arme) umgeben waren. Zu Beginn des Versuches wurden die Tiere in das Zent-

rum gesetzt und konnten dann die Arena 10 min frei explorieren.

Diese Methode zur Analyse der Angstlichkeit/Neugier wurde 1985 etabliert (Pellow et
al., 1985). Es wurde gezeigt, dass sich Ratten bevorzugt auf den geschlossenen Armen
aufhalten. Man geht davon aus, dass dieses Verhalten auf der natirlichen Aversion
gegeniber offenen Gebieten basiert und diese u.a. auf die Abwesenheit von thig-
motaktischen Reizen zurickzufihren ist (siehe auch Open Field; Rodgers & Dalvi,
1997). Der Test ermdglicht eine bidirektionale Analyse der Angstlichkeit, wobei die
Verinderung der Zeit auf den offenen Armen als MaR fiir eine veranderte Angstlichkeit

betrachtet wird (Pellow et al., 1985; Carobrez & Bertoglio, 2005).
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3.4.4.1. Auswertung erhohte Plusarena

Die Auswertung wurde mit Ethovision (Noldus®) durchgefiihrt. Die Arena wurde in drei
verschiedene Zonen aufgeteilt: Zentrum, offene und geschlossene Arme

(Abbildung 18 b).

ge

geschlossenl

s
]

geschlossen?,

Abbildung 18: Erhohte Plusarena

In (a) ist ein Foto der verwendeten Arena zu sehen. Jeweils zwei gegeniiberliegende offene und
geschlossene Arme sind Uiber eine erhohte zentrale Plattform (Zentrum) plusférmig mit einander
verbunden.

Fir die Auswertung wurde zunachst fir jeden Arm sowie das Zentrum (schwarz kariert) eine
Zone erstellt (b). Die Daten der beiden offenen (offen1 (griin gestreift) und 2 (orange gestreift))
sowie der beiden geschlossenen Zonen (geschlossen1 (blau kariert) und 2 (pink gestreift))
wurden schlieBlich zusammengefasst ausgewertet.

Analysiert wurde neben der prozentualen Aufenthaltsdauer auf den offenen Armen
die Frequenz des Armwechsels, die der Frequenz, mit der das Zentrum liberquert wur-

de, entspricht.

3.4.5. Prapulsinhibition der akustischen Schreckreaktion

Die Schreckreaktion ist eine schnelle protektive Verhaltensreaktion, welche durch un-
erwartete, starke sensorische Reize ausgelost wird. Bei der Ratte duRert sich die
Schreckreaktion als plotzliche Ganzkoérperbewegung ("Startle"), die in etwa mit dem
Moro-Reflex beim Menschen vergleichbar ist. Unter Prapulsinhibition (PPI) versteht
man hingegen die Reduktion der Schreckreaktion, wenn etwa 20-800 ms vor dem
Schreckreiz (Hoffman & lIson, 1980) ein schwéacherer Prapuls dargeboten wird, der
selbst keine Schreckreaktion hervorruft. Man geht davon aus, dass die PPl einen
Schutzmechanismus widerspiegelt, der eine Stoérung der Verarbeitung des Prapulses

durch den Schreckreiz verhindert (Graham, 1975; Koch, 1999). Daher kann die PPI als
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Mal fir die sensomotorische Hemmung (Fahigkeit eines schwachen Stimulus, die mo-

torische Reflexantwort auf einen starken Stimulus zu modulieren) verwendet werden.

Die akustische Schreckreaktion (ASR) sowie die PPl der ASR, wurden in einer beliifte-
ten, schallreduzierten Kammer, dem sogenannten SR-LAB (San Diego Instruments®,
San Diego, USA) ermittelt. Wahrend der Versuche wurden die Tiere in einen Plexiglas-

zylinder (@: 9 cm) gesetzt (Abbildung 19), der auf einer kleinen Plattform montiert war.

Abbildung 19: SR-LAB

Die Ratte befindet sich wahrend der Testung in einem
Plexiglaszylinder, der vorne und hinten mit einem Turchen
verschlossen ist. Das Piezoelement (in der Abbildung nicht
erkennbar) ist unter der weilen Plattform, auf der der Zylinder
befestigt ist, angebracht.

Der unter der Plattform angebrachte bewegungsempfindliche Sensor (Piezoelement),
detektierte die motorische Ganzkorperreaktion auf einen akustischen Reiz. Die dabei
erzeugte elektrische Spannung wurde verstarkt, digitalisiert und auf einem Computer

aufgezeichnet.

Die akustischen Stimuli (weiBes Rauschen: 2,2- ca. 16,8 kHz, Abbildung 20) wurden

Uber einen Lautsprecher prasentiert, der sich mittig iber dem Plexiglaszylinder befand.

70 -

Abbildung 20: Frequenzspektrum

60 - des vom SR-LAB erzeugten
weilen Rauschens

=y 90~ Das weiBe Rauschen umfasste
3 Frequenzen von 2,2- 10,3 kHz in
o 40 - L . . .
2 etwa gleicher Lautstarke sowie in
B abgeschwachter Lautstérke Fre-
£ quenzen bis 16,8 kHz. Des Weiteren
2 20- wurde ein Peak bei 19 kHz ge-
g messen, laut SDI® die Leistungs-

10 - grenze des Lautsprechers. Die

Frequenzanalyse wurde mit Hilfe
eines Schallpegelmessgerates mit
FFT (schnelle Fourier-Transforma-
tion)-Analysekarte (NL-32 mit
NX-22FT, Rion® Co., LTD, Japan)
durchgefiihrt. Das Frequenzspektrum entspricht der Differenz der Messwerte eines Dauer-
signals (Lautstarke: 78 dB SPL LIN) und den Werten einer Leermessung, in der nur das Um-
gebungsrauschen gemessen wurde. Bei den beiden 60 s langen Messungen wurden folgende
Einstellung verwendet: Kalkulationsmodus der FFT-Analyse: Mittelwert aller Daten-
Ubertragungsbldcke (LIN), Fensterfunktion bei FFT: Hanning-Fenster, unbewertete, lineare
Frequenzgewichtung (FLAT), langsame Zeitbewertung (slow), Lautstarkebereich bis 80 bzw.
100 dB (Leer- bzw. Dauersignalmessung) sowie eine Frequenzspanne bis 20 kHz.

.
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Im Laufe der Doktorarbeit wurde das PPIl-Paradigma einmal verandert, um es besser an
die Anforderungen der Verhaltens-PET-Messungen anzupassen. Der Ablauf der Tes-
tung sowie die Lautstarken wurden dabei beibehalten, aber die Habituationsphase
wurde verkirzt (von 5 auf 1 min) und die Anzahl der Stimuli erh6éht (von 20 auf 30 pro
Stimulustyp). In der ersten Version (verwendet in der chronischen CBD-URB-Studie
sowie der pubertiren A’-THC-Studie) dauerte ein Durchgang 38, in der zweiten Version

45 min (verwendet in der PPI-PET-Studie und allen akuten Studien).

Wadhrend des gesamten Versuches betrug die Lautstdrke des Hintergrundrauschens
65 dB SPL LIN. Alle Stimuli waren 25 ms lang. Das Interstimulusintervall wurde rando-
misiert und lag zwischen 1s und 13 s. Nach einer kurzen Habituationsphase, beste-
hend aus 5 min bzw. 1 min Hintergrundrauschen (siehe oben) gefolgt von 25 Schreck-

reizen (110 dB SPL LIN), startete dann das eigentliche Testprogramm.

Das Programm umfasste 200 bzw. 300 Stimuli (siehe oben), die in einer pseudorando-
misierten Reihenfolge prasentiert wurden. Die verwendeten Stimuli setzten sich wie
folgt zusammen: (a) 20 bzw. 30 Kontrollstimuli (nur Hintergrundrauschen), (b) 20 bzw.
30 Schreckreize (110 dB SPL LIN), (c) 80 bzw. 120 Prapulsstimuli (20 bzw. 30 fir jede
Lautstarke: 68, 72, 78 oder 84 dB SPL LIN) und (d) 80 bzw. 120 Prapulse gefolgt von
einem Schreckreiz (20 bzw. 30 Stimuli pro Prapulslautstarke). Das Intervall zwischen

Prapuls und Schreckreiz betrug jeweils 100 ms.
Im Anschluss folgten erneut 20 Schreckreize.

Die Lautstarke samtlicher verwendeter Stimuli wurde mittels Schallpegelmessers (zu-
nachst Model 2700, Quest Technologies®, dann NL-32, Rion® Co., LTD, Japan) Uber-

prift und justiert.

Das SR-LAB wurde zu Beginn jedes Testtages mit einer sog. Standardisierungs-Einheit
(San Diego Instruments®, San Diego, USA) kalibriert. Dieses Gerat wurde auf dem Ple-
xiglaszylinder befestigt und erzeugte kontinuierlich definierte mechanische Pulse. Die
Verstarkung wurde so eingestellt, dass die durch die Standardisierungs-Einheit erzeug-
te elektrische Spannungsamplitude im Mittel 300 mV betrug. Die Einstellung war aller-
dings nicht hundertprozentig genau, so dass die Basis-Spannungsamplituden verschie-

dener Messtage um einige mV abwichen (Korrekturfaktor siehe unten).
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3.4.5.1. Auswertung der PPl der ASR

Die Datenaufnahme erfolgte mit einer Abtastrate von 1000 Hz. Insgesamt wurden
200 ms nach Prasentation eines Stimulus aufgenommen. In Anlehnung an die Literatur
(Geyer & Swerdlow, 1998) wurde fir jeden Stimulus die mittlere Reaktionsamplitude
berechnet. Dabei wurden die Daten von 5-100 ms nach Stimulusprasentation (also
insgesamt 95 ms) mithilfe der SR-LAB-Software gemittelt. Neben dieser mittleren
Amplitude ermittelte das Programm die Basisamplitude in den ersten 5 ms nach Stimu-
lusprasentation. Da die Schreckreaktion im Mittel eine Latenz von etwa 13 ms aufweist
(vgl. 4.2) bildet diese Basisamplitude den Aktivitatszustand der Ratte unmittelbar vor
der Schreckreaktion ab. Dreht sich die Ratte gerade um, ist die gemessene Amplitude
grofer, als wenn sie einfach nur im Plexiglaszylinder sitzt. Um den Grundzustand der
Ratte zu berlicksichtigen, wurde die Basisamplitude zur Korrektur von der mittleren

Amplitude subtrahiert.

Fiir jede der vier Prapulslautstarken erfolgte die Berechnung der prozentualen PPI

nach folgender Formel:

Amplitude nach Schreckreiz — Amplitude nach Prapuls + Schreckreiz »

PPI =
Amplitude nach Schreckreiz

100

Des Weiteren wurde die Amplitude der reinen Schreckreaktion gesondert betrachtet.
Fiir diese Analyse wurden die Schreckreize wahrend des eigentlichen Testprogrammes
verwendet. Da es sich bei der Amplitude um einen absoluten Wert handelt (im Gegen-
satz zu den relativen PPI-Daten), wurde zwecks besserer Vergleichbarkeit eine Norma-
lisierung durchgefiihrt, die die kalibrierungsbedingt leicht unterschiedlichen Basis-
Spannungsamplituden bericksichtigte. Durch Multiplikation aller Schreckreizamplitu-
den mit einem Korrekturfaktor wurden alle Werte an die mittlere Basis-Spannung ei-

ner Studie angepasst.

Fur die PPI-PET-Studie wurde zusatzlich die tatsachliche Anzahl der Schreckreaktionen
(bei reinen Schreckreizen mittlere Amplitude > 30 mV und bei Prapuls + Schreckreiz PPI
< 15 %) und der PPI-Ereignisse (PPl > 15 %, da angemessene PPI-Level zwischen 20 und
80 % liegen; Geyer & Swerdlow, 1998) wahrend des PPI-Paradigmas ermittelt. Daraus

wurde das prozentuale Verhaltnis von PPI-Ereignissen und Schreckreaktionen berech-

net: [Anzahl ppi — Anzahl Schreck]
[Anzahl pp1 + Anzahl schreck]

X 100
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Negative Werte zeigen an, dass prozentual mehr Schreckreaktionen auftraten, wah-

rend bei positiven Werten die PPI-Ereignisse liberwogen.

3.5.Hortest

Die Horfahigkeit der Ratten ist fir die PPl (vgl. 3.4.5) von entscheidender Bedeutung,
da dieses Paradigma auf der Prasentation von akustischen Stimuli basiert. Allerdings
wurde der Hortest erst im Laufe der vorliegenden Arbeit etabliert, so dass er nicht in

allen Studien eingesetzt werden konnte (vgl. 3.11).

Die Horfahigkeit von Ratten lasst sich mittels friiher akustisch evozierter Potentiale
(FAEPs) ermitteln, die als Komponenten des EEGs an der Schadeloberflache abgeleitet
werden konnen. Die FAEPs der Ratte bestehen in der Regel aus vier Komponenten
(Wellen), die aus der Aktivierung des VIl en Hirnnervs (auditorischer Nerv) und audito-

rischer Kerne des Hirnstamms sowie des Mesencephalon resultieren (Shaw, 1988).

Die Messungen erfolgten am anasthesierten Tier (vgl. 3.3) in einer schallreduzierten
Kammer, umgeben von einem Faraday-Kafig. Fir die Differenzableitung der FAEPs
wurden zum einen zwei Platin-Nadelelektroden subkutan auf dem Schadel der Ratte
platziert. Dabei wurde die Ableitelektrode (iber das linke oder rechte Mastoid, die Re-
ferenzelektrode liber dem Vertex gesteckt. Als Erde wurde eine weitere Nadelelektro-
de subkutan auf dem Ricken des Tieres oberhalb der Schwanzwurzel platziert. Die
Prasentation der akustischen Stimuli erfolgte tber ,closed-field“-Lautsprecher (Model
CF1, Tucker Davis Technology®, (TDT), Alachua, USA), auf die kleine Plastikschlauche

aufgesteckt und in den duReren Gehorgang der Ratten eingefiihrt wurden.

Abbildung 21: Versuchsaufbau des Hortests

Die Messungen wurden unter Lautsprecher mit in den Gehor-
Inhalationsnarkose durchgefiihrt, bei | A‘eﬁ"‘as"e *gang eingefilhrten Schiauch
der die Narkosegase uUber eine .
Atemmaske zugefiihrt wurden.

Uber diinne Plastikschlauche, die in
den auBeren Gehodrgang der Ratte
eingefihrt wurden und mit den Laut-
sprechern verbunden waren, wur-
den die akustischen Stimuli présen-
tiert.

Fur die FAEP-Ableitung wurde eine
Ableit- und eine Referenzelektrode rektale
auf dem Schadel sowie eine Elek- Temperatuay| gy

trode als Erde oberhalb der fonds 3 m, Erde )
Schwanzwurzel platziert. -

Referenz-
elektrode
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Als akustische Stimuli wurden Klick-Signale (1-20 kHz, 500 ms) verwendet. Mit diesem
breiten Frequenzband, in dem alle Frequenzen im Mittel mit der gleichen Amplitude
prasentiert werden, kdnnen viele auditorische Neurone gleichzeitig stimuliert werden.
Die Prasentation der Klicks erfolgte (kontrolliert Gber einen Trigger) mit einer Stimula-

tionsrate von 4 Hz.

Zur Ermittlung der Horschwelle wurde die Lautstdrke der Stimuli ausgehend von
100 dB pSPL in jedem Durchgang um 10 dB pSPL verringert (geringste Lautstarke
10 dB pSPL), bis keine FAEPs mehr ausgelost wurden. Wahrend der Hortestung wurde
jeweils das kontralaterale Ohr mit kontinuierlichem weilRen Rauschen (30 dB pSPL un-

terhalb der Klick-Lautstarke) vertaubt.

Alle Stimuli wurden unter Verwendung des Programms SigGen32 (TDT) generiert, Gber
ein Glasfaserkabel vom Stimulus-Computer zum RX6-Prozessor (TDT) lGbermittelt und
schliefRlich Gber einen Verstarker (SA1 Stereo Power Amp, TDT) an die ,,closed-field“-

Lautsprecher (Model CF1, TDT) weitergeleitet.

Die Trigger wurden ebenfalls liber SigGen32 (TDT) generiert und an den RX6-Prozessor
(TDT) geleitet. AnschlieBend wurden sie iber ein Patchpanel (PP24, TDT) und einem

A/D-Wandler an die PCI-6143-Karte des Datenerfassungscomputers tubermittelt.

Auch die EEG-Daten wurden tber den A/D-Wandler und die PCI-6143-Karte auf den
Datenerfassungscomputer Ubertragen. Vor der Digitalisierung wurden die Daten je-
doch 1000fach verstarkt und Frequenzen Uber 3 kHz mittels analogen Tiefpassfilters
entfernt. Die weitere Steuerung der EEG-Datenauswertung erfolgte dann UGber ein spe-
zielles Dasy Lab Programm (National Instruments®, Austin, USA). Nach erneuter
1000facher Verstarkung und digitaler Hochpassfilterung (100 Hz) wurden die EEG-
Potentiale Gber etwa 1000 Trigger (abhangig von der Qualitat der Ableitung) pro getes-

tete Lautstarke gemittelt.

3.5.1. Auswertung des Hortests

Wie beschrieben wurde die Klicklautstarke in 10er Schritten reduziert, bis keine FAEPs
mehr ausgeldst werden konnten. Der Mittelwert zwischen der Lautstarke, bei der kein
evoziertes Potential mehr im EEG zu beobachten war, und der Lautstarke, bei der das
letzte Potential detektiert werden konnte, wurde als Horschwelle bezeichnet. Das
heilt, wenn beispielsweise bei einer Klick-Lautstdrke von 30 dB pSPL im EEG noch ein
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Potential erkennbar war, bei 20 dB pSPL hingegen nicht mehr, dann betrug die Hor-
schwelle 25 dB pSPL.

Die Lautstarke sehr kurzer Stimuli, wie sie im Hortest verwendet wurden, muss in der
Einheit dB pSPL gemessen werden. Dahingegen wurden bei der Lautstarkekalibrierung
der Stimuli des PPI-Paradigmas langere Stimuli verwendet, deren Lautstarke wiederum
in dB SPL gemessen werden muss (Burkard, 1984; Burkard, 2006). Daher lasst sich
nicht ohne weiteres feststellen, ob auch die leisen Prapulse im PPI-Paradigma oberhalb
der Horschwelle liegen. Um die Prapulslautstdarke dennoch mit der Horschwelle in Re-
lation setzten zu kénnen, wurden zwei Kalibriergeraden fiir die Prapulslautstarken auf-
genommen (pro Einheit eine, Abbildung 22). Anschliefend wurde berechnet, ob sich
die Steigung der beiden abhdngigen Geraden signifikant unterscheidet oder nicht. Da
dies nicht der Fall war (Steigung db pSPL=0,152; Steigung db SPL=0,152; t=0,54;
p=0,630) wurde ein Korrekturfaktor berechnet (= 0,8509) und die Hortestergebnisse in
dB SPL LIN konvertiert.

Abbildung 22:
Kalibriergeraden der Stimuli

des PPI-Paradigmas Ta0=

Uber die SR-LAB Software —

konnten die im PPI-Paradigma

verwendeten Stimuli als Dauer-

rauschen abgespielt wurden. Lo

Die analogen Werte entsprech- ¢

en den Einstellungen im SR- § S0rZ

LAB-Programm. Die Lautstarke @

der langen Stimuli muss nor- £ 60-

malerweise in dB SPL ge-

messen werden (schwarz aus- 40 -

gefillte Kreise). Diese Ergeb-

nisse wurden daher auch der 20 - ; Sg SSPIF',,_
Ermittlung der Stimuluslaut-

starke zugrunde gelegt. Die 0 - T ' T ' ' ' '
Lautstarke kurzer Stimuli, wie 400 450 500 550 600 650 700 750
sie beim Hortest verwendet Analoge Werte

wurden, muss hingegen in

dB pSPL angegeben werden. Um die Horschwellen in Relation zu den Stimuli-Lautstarken
setzen zu kdénnen, wurde eine zweite Kalibriergerade aufgenommen, bei der die Lautstarke der
langen Stimuli in dB pSPL gemessen wurde (unausgefiillte Kreise). Da sich die Steigung der
beiden Kalibriergeraden nicht unterschied, wurde anhand dessen ein Korrekturfaktor berechnet
und die Ergebnisse der Horschwelle in dB SPL konvertiert.

3.6. Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist ein bildgebendes Verfahren, mit dem ana-

tomische Strukturen dargestellt werden kénnen. Mit Hilfe von MRT-Bildern kann zum
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einen kontrolliert werden, ob das Gehirn eines Versuchstieres Anomalien aufweist und
es somit aus der Studie ausgeschlossen werden muss. Zum anderen erleichtern die
MRT-Bilder der Rattengehirne aufgrund der hoheren rdumlichen Auflésung die Aus-

wertung der PET-Daten (vgl. 3.7.1.1).

MRT-Messungen wurden bei allen Versuchstieren durchgefiihrt, die auch im PET ge-
messen wurden. Die Aufnahmen wurden am 4,7-T BioSpec-Systems (Bruker BioSpin®)
angefertigt. Dabei wurde eine Quadratur-Sender/Empfanger-, birdcage“-Spule (Rapid
Biomedical®) mit einem Innendurchmesser von 38 mm eingesetzt. Bei allen Aufnah-
men wurde eine T2-gewichtete RARE (Rapid Acquisition with Relaxation Enhance-
ment)-Sequenz verwendet, so dass sehr protonenreiche Bereiche wie die mit Cerebro-

spinalflissigkeit (CSF) gefillten Ventrikel sehr hell erschienen.

Fiir die MRT-Messungen wurden die Tiere wie beschrieben anasthesiert (vgl. 3.3) auf
einer speziellen Tierhalterung (medres®, Kéln) fixiert und anschlieBend im MRT-System

positioniert. Die Messungen dauerten in etwa 5 %2 min.

3.7.Positronen-Emissions-Tomographie

Eine mogliche Methode zur funktionellen Bildgebung ist die Positronen-Emissions-
Tomographie (PET), bei der Radiopharmaka eingesetzt werden, um physiologische
Prozesse zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit wurde die zerebrale Glukoseutili-
sation mit Hilfe des Radiopharmakons 2-[*®F] fluor-2-deoxyglukose (**FDG, vgl. 3.2.1.1)
untersucht. Beim radioaktiven Zerfall des [‘®F] werden Positronen freigesetzt (B'-
Zerfall). Jedes Positron bewegt sich zunachst durch das Gewebe (0,25 mm bei von
Fluor emittierten Positronen, Cherry, 2001) und verliert dabei durch Interaktionen mit
umliegenden Atomen kinetische Energie. Wenn die Energie gering genug ist und das
Positron mit einem Elektron zusammen stoR3t, kommt es zur sog. Annihilation. Dabei
werden zwei hochenergetische Photonen (y-Strahlen) in einem Winkel von 180° emit-
tiert. Diese Photonen kénnen von ringformig angeordneten Detektorblocken des PET-
Scanners detektiert werden. Treffen zwei Photonen innerhalb von 6 ns auf zwei ge-
genliberliegende Detektoren, werden diese beiden Photonen als koinzident bewertet
und einem Zerfallsereignis zugeordnet. Jede gemessene Koinzidenz wird von dem Sys-

tem als sog. ,line of response” gespeichert. Aus diesen Informationen werden dann
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Bilder rekonstruiert, die die Verteilung der Positron-emittierenden Substanz wieder-

spiegeln. Das PET-Prinzip ist in Abbildung 23 graphisch zusammengefasst dargestellt.

Abbildung 23: Schematische Darstellung des PET-Prinzips.
Das radioaktiv markierte Fluor (18F)

des "®FDG emittiert beim Zerfall ein Kainzidenz-
Positron (e’). Dieses bewegt sich derekton(@re)
durch das Gewebe und kollidiert

schlieflich mit einem Elektron (e’).

Der Zusammenstol3 resultiert in der

Annihilation, bei der zwei y-Strahlen

(Photonen) mit einer Energie von

511 keV entstehen, die in einem Win-

kel von 180° ausgesendet werden. Bildrekonstrukiion

Treffen diese in einem Zeitfenster 8 u_‘
von 6 ns auf gegenuberliegende De- ' @ [ 5
tektoren, werden sie einem Zerfalls- El , StikeVy

ereignis zugeschrieben und als

Koinzidenz gespeichert. Aus einer

Vielzahl an Koinzidenzen werden schliellich Bilder rekonstruiert, die die Verteilung des ¥FDG
darstellen. (Die Graphik wurde freundlicherweise von Heike Endepols zur Verfligung gestellt.)

511 keV'y

In der vorliegenden Arbeit wurde die zerebrale Glukoseutilisation wahrend eines Ver-
haltensversuchs analysiert. Als Verhaltensversuch wurde die akustische Schreckreakti-

on und Prapulsinhibition (PP1) ausgewahlt (PPI-Verhaltens-PET).

Im Folgenden wird die generelle Vorgehensweise beim PPI-Verhaltens-PET beschrie-
ben. Details der grundlegenden PPI-PET-Studie sowie Besonderheiten der pubertaren

A°-THC-Studie werden unter dem Punkt Studien genauer erldutert (vgl. 3.11.1, 3.11.3).

3.7.1. PPI-Verhaltens-PET

Um den Glukoseverbrauch im Gehirn eines wachen, sich verhaltenden Tieres untersu-
chen zu kénnen, wurde zunichst das Radiopharmakon *®FDG i. p. verabreicht. Die Ak-
tivitat (Anzahl radioaktiver Zerfalle pro Zeiteinheit) betrug zwischen 2,01 und 2,22 mCi
in 500-700 pl (Natriumphosphat-Puffer, je nach Bedarf bis zu einem Verhéltnis von
1:10 mit 0,9 % iger Saline verdiinnt). Die Injektion erfolgte unter einer kurzen Narkose

(vgl. 3.3), von der sich die Tiere innerhalb weniger Minuten erholten.

Im Anschluss an die Injektion wurden die Tiere ins SR-LAB (vgl. 3.4.5) gesetzt und ein
Testprogramm gestartet (genauer Ablauf vgl. 3.11.1 und 3.11.3). Nach der
45 minutigen Verhaltenstestung wurden die Tiere andsthesiert, auf einem speziellen

Tierhalter (medres®, Koln) fixiert (vgl. 3.3) und im PET-Scanner (Focus 220, CTI-
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Siemens®, Auflosung im Zentrum: 1,4 mm) platziert. Die PET-Messung wurde exakt

eine Stunde nach FDG-Injektion gestartet und dauerte 30 min.

Der Ablauf des PPI-Verhaltens-PET ist in Abbildung 24 zusammenfassend dargestellt.

waches Tier
1 PET-
Verhaltenstest i Vorbereitung
~2mCi Isofluran Anasthesie (1.5-2.5%)
b i 4]6 GlO 9‘0 Zeit [min]
Start Ende Start Ende
Verhaltens- Verhaltens- PET PET
Testung testung

Abbildung 24: Zeitlicher Ablauf der Verhaltens-PET-Messung.

Nach i.p. Injektion von '®FDG (etwa 2 mCi, unter kurzer Isofluran-Narkose) folgte das
Verhaltensparadigma. Dies konnte in Abhangigkeit von der Studie ein Kontrollprogramm (nur
65 dB SPL Hintergrundrauschen) oder eine Testbedingung (PPI-Paradigma) sein. Beide
Programme waren 45 min lang. Im Anschluss wurde das Tier herausgenommen, narkotisiert
und fir die PET-Messung vorbereitet. Exakt 60 min nach 18FDG-Injektion startete die Messung
fur 30 min.

3.7.1.1. Auswertung der PPI-Verhaltens-PET-Daten

Die PET-Bilder wurden von der Arbeitsgruppe Medizinische Physik des MPIs nach der
sog. OSEM3D/MAP-Methode (Qi et al., 1998) rekonstruiert (VoxelgroBe: 0,38 x
0,38 x 0,82 mm). Die weitere Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms VINCI

(Vollmar et al., 2007).

Ein Rattengehirnatlas (Swanson, 1998) diente bei der Auswertung zunachst als Basis.
Dann wurde ein Referenzgehirn (11,7 T-MRT-Bild einer adulten Black hooded-Ratte) so
ausgerichtet, dass es so gut wie moglich auf den Rattenatlas passte. AnschlieBend
wurden die 4,7 T-MRT-Bilder der Tiere ebenfalls koregistriert, d.h. identisch positio-

niert, und dienten als individuelle Vorlagen fir die Koregistrierung der PET-Bilder.

Nach der Koregistrierung wurde die Intensitat der PET-Bilder auf den Bulbus olfactorius
normalisiert. Dieser wurde als Referenzgebiet gewahlt, da angenommen werden konn-
te, dass seine Aktivitat unter allen Bedingungen in etwa identisch war. Alle Tiere ro-
chen wahrend der Verhaltenstestung (Kontroll- und Testbedingung) das Gleiche: ver-
diinnte Essigsdure, mit der der Plexiglaszylinder nach jedem Durchlauf gereinigt wurde.
In Anlehnung an die Quotienten-Normalisierungstechnik (Arndt et al., 1996) wurde
jedes PET-Bild durch die Aktivitat der Bulbus-VOI (volume of interest) dividiert. Da die
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Form/GroRe der Black und Lister hooded-Gehirne etwas von der des Rattenatlas-
Gehirns abwich, wurde die VOI entlang der anatomischen Grenzen des Bulbus des Re-

ferenzgehirns gezeichnet.

Bei der weiteren Datenauswertung miissen zwei verschiedene Auswertungsverfahren
unterschieden werden: 1) die VOI-Analyse und 2) die Erstellung von sog. t-Wert-Karten
(t-maps). Im Folgenden wird die allgemeine Vorgehensweise beschrieben, wahrend
Auswertungsdetails im Kapitel Studien fiir die entsprechenden Studien genauer erldu-

tert werden (vgl. 3.11.1, 3.11.3).

Fiir die VOI-Analyse (1) wurden zunéachst flr das PPI-Paradigma relevante VOIs entlang
der anatomischen Grenzen der entsprechenden Areale im Referenzgehirn gezeichnet.
AnschlieRend wurde die Aktivitdt in diesen Arealen zwischen Test- und Kontrollbedin-
gung verglichen. Alle VOIs, die eine Aktivitatsdifferenz von tber 5 % aufwiesen, wur-
den in die statistische Analyse aufgenommen (vgl. 3.10). Der Vorteil der VOI-Analyse
liegt darin, dass die Ergebnisse mit Verhaltensdaten korreliert werden kénnen. Beim
PPI-Paradigma bietet sich dafiir das prozentuale Verhaltnis von PPI-Ereignissen und

Schreckreaktionen an (vgl. 3.4.5.1).

Bei der Erstellung von t-Wert-Karten (2) werden hingegen einzelne Voxel hinsichtlich
ihrer Aktivitat in Test- und Kontrollbedingung miteinander verglichen. Grundlage fir
die Berechnung von t-Wert-Karten ist eine optimale Koregistrierung der PET-Bilder.
Auf diese Weise kann davon ausgegangen werden, dass sich Voxel mit der gleichen
Position in allen PET-Bildern entsprechen. In Abhangigkeit vom Studien-Design wurden
fiir den Vergleich entweder unabhangige oder abhangige t-Tests (vgl. 3.10) herangezo-
gen. Die resultierenden t-Werte kdnnen farbcodiert auf dem Referenzgehirn darge-
stellt werden. Dabei wurde die Schwelle so festgelegt, dass nur die Voxel, deren t-Wert
einem unkorrigierten p-Wert von kleiner 0,05 entspricht, sichtbar sind. In einer sol-
chen t-Wert-Karte werden somit alle Voxel dargestellt, bei denen sich die Test- und
Kontrollbedingung signifikant unterscheiden. Auf diese Weise werden auch Substruk-

turen einer VOI sichtbar, die fir die Verhaltensaufgabe eine Rolle spielen.

3.8.Blut-, Organ- und Gehirnentnahme

Verhaltenstestungen und PET-Messungen ermoglichen es, die phanotypischen Effekte
exogener Modulationen des Endocannabinoidsystems (durch systemische Injektionen
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von A’-THC und CBD) zu untersuchen. Um die Auswirkungen von chronischen und
akuten Behandlungen auf Anandamid (AEA) und 2-AG als Bestandteile des Endocan-
nabinoidsystems sowie auf verwandte Lipide (PEA, OEA) analysieren zu kdnnen, wurde

arterielles Blut sowie Organe und das Gehirn entnommen.

Ein optimaler und schneller Ablauf bei der Gewinnung der Blut- und Gewebeproben,
erforderte drei Personen (je eine Person fiir Blutabnahme, Gehirn- und Organentnah-
me). Fir die Blutabnahme wurde zunachst die Oberschenkelarterie (Arteria femoralis)
am anéasthesierten Tier frei prapariert (vgl. 3.3) und anschlieRend ein Katheter (@:
0,98 mm, Becton Dickinson, Heidelberg) in die A. femoralis eingefiihrt. Dann wurden
bis zu 4,8 ml Blut mit Hilfe eines Serum-Réhrchens (S-Monovette, Sarstedt, Nim-
brecht) entnommen. Zur Gewinnung des Serums wurden die Serumréhrchen 30 min
bei 4°C mit 3500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in Glasvials abgefiillt und

bei -80°C gelagert.

Im Anschluss an die Blutabnahme wurden die Tiere dekapitiert. Nach Offnung der
Bauchhohle (Cavitas abdominalis) wurde ein Leberlappen, eine Niere sowie die Milz
entnommen, zeitgleich wurde fir die Gehirnentnahme (von mir durchgefiihrt) das
Schadeldach (Calvaria) mit Hilfe einer Knochenzange entfernt und noch vorhandene
Reste der Hirnhaut (Meninx encephali, insbesondere Reste der Dura mater) mit einer
Pinzette beseitigt. Nach dem Herauslosen des Gehirns aus dem Schadel wurde das
Gehirn sagittal entlang der Langsfurche (Fissura longitudinalis) in die linke und rechte
Hemisphére geteilt. Eine Hemisphare (ausbalanciert randomisiert mal die linke, mal die
rechte) wurde in sechs kleinere Areale unterteilt (Abbildung 25): 1) Kleinhirn (Zerebel-
lum), 2) Mittelhirn (Mesencephalon), 3) Hypothalamus, 4) Thalamus, 5) Hippokampus
und 6) prafrontaler Kortex (PFC). Die andere Hemisphare wurde intakt flir zukiinftige

Analysen eingefroren.

Um ein moglichst schonendes und schnelles Tieffrieren der Gewebeproben zu gewahr-
leisten, wurden die Proben in eine -40°C kalte 2-Methylbutan Losung (Isopentan, Carl
Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe) gegeben und direkt im Anschluss an die Experimente

bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung (vgl. 3.9) gelagert.
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Abbildung 25: Schematische Darstellung der sagittalen Ansicht der rechten Hemisphare
eines Rattengehirns (Schnitt 0,4 mm rechts der Langsfurche).

Die fur die weitere Analyse entnommenen Areale sind mit Zahlen markiert: 1) Kleinhirn, 2)
Mittelhirn, 3) Hypothalamus, 4) Thalamus, 5) Hippokampus und 6) prafrontaler Kortex.
(Modifiziert nach Paxinos & Watson, 2005)

3.9. Analyse von Eicosanoiden und exogen zugefiihrten Cannabinoiden

Obwohl die Analyse der Eicosanoide nicht von mir, sondern meiner Kollegin Frau Fran-
ziska Pahlisch durchgefiihrt wurde, soll die Vorgehensweise an dieser Stelle kurz erlau-

tert werden.

Neben den Endocannabinoiden Anandamid (AEA) und 2-AG sowie den strukturell ver-
wandten Lipiden OEA und PEA kénnen auch exogen zugefithrte Cannabinoide (A>-THC,
CBD) in den Gewebeproben der verschiedenen Gehirnareale, den Organen und den

Serumproben analysiert werden.

Die Extraktion der Analyte erfolgte wie von Fegley et al. (2005) beschrieben mit Me-
thanol-Chloroform (Verhaltnis 1:2) unter Zugabe deuterierter, interner Standards (Iso-
topenverdiinnungs-Methodik). AnschlieRend wurde die organische Phase der Proben
mittels Silicagel-Saulenchromatographie gereinigt und nach Aufkonzentrierung mittels
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie gekoppelt an Tandem-Massenspektro-
metrie (HPLC/MS-MS) analysiert. Im Rahmen der HPLC (Agilent® 1200 HPLC System)

wurden die Proben mit einer 4 um Synergi Hydro-RP Cig-Sdule (150 x 2 mm; Pheno-
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menex®) mit dazugehoriger Vorsdule aufgetrennt. Die Elution der Analyten erfolgte
mit Hilfe eines Wasser-Methanol-Gradienten und einer Flussrate von 0,5 ml/min. W3h-
rend der MS-MS (Applied Biosystems® API 5000) wurden die Analyten mittels positiver
Elektrospray-lonisation ionisiert und Gber zwei hintereinander geschaltete Quadrupole
entsprechend ihres Masse- zu Ladungsverhaltnisses aufgetrennt. Die Fragmente der
Analyten wurden Uber das multiple reaction monitoring (MRM) detektiert und quanti-

fiziert.

3.10. Statistik

Samtliche statistische Analysen wurden mit PASW Statistics 18 und aktueller (SPSS

Statistics 19 und 20; alles SPSS® Inc., IBM company, USA) durchgefihrt.

Das Signifikanzniveau a wurde auf p < 0,05 festgelegt. Somit wurde bei p-Werten klei-

ner 0,05 die Nullhypothese abgelehnt und der Unterschied als signifikant betrachtet.

Aufgrund der sogenannten versuchsbezogenen Irrtumswahrscheinlichkeit hat unter
biometrischen Gesichtspunkten nur der erste statistische Test, der mit den Daten einer
Studie durchgefiihrt wird, eine wirkliche Aussagekraft im Sinne der Signifikanz. Wenn
zur Untersuchung einer Fragestellung mehrere Tests durchgefiihrt werden, wird zwar
in jedem einzelnen Test die individuelle Irrtumswahrscheinlichkeit kontrolliert, die ver-
suchsbezogene Irrtumswahrscheinlichkeit ist jedoch gréRer (bei a = 0,05: 1-(0.95)" mit
n = Anzahl der durchgefihrten Tests). Sofern keine Korrektur der versuchsbezogenen
Irrtumswahrscheinlichkeit erfolgt (Korrektur samtlicher ermittelter p-Werte einer Stu-
die), kann bei allen weiteren Tests nur die Aussage getroffen werden, dass die Unter-
schiede, die sich aus der deskriptiven Statistik ergeben vermutlich nicht zufallig zu-
stande gekommen sind. In den meisten Tierstudien und so auch in der vorliegenden
Arbeit, ist es nicht moglich die versuchsbezogene Irrtumswahrscheinlichkeit zu redu-
zieren (oder sinnvoll zu korrigieren), da man versucht, einen Uberblick iber einen
Sachverhalt zu erhalten und somit viele verschiedene Parameter (Bsp.: OF, PPl etc.)
untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurde entsprechend nur die individuelle, aber
nicht die versuchsbezogene Irrtumswahrscheinlichkeit berticksichtigt. Unter welchen
Gesichtspunkten die statistische Analyse in den verschiedenen Studien erfolgte, wird

in den jeweiligen Ergebnisteilen kurz erldutert.

Prozentwerte wurden vor der statistischen Analyse Arkussinus (arcsin) transformiert.
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Aufgrund der geringen StichprobengroRe (meist n =5) lasst sich die Normalverteilung
der Daten schlecht verldsslich ermitteln. Daher werden in anderen Arbeiten haufig
vorsichtshalber nicht-parametrische Tests fir die statistische Analyse verwendet. Al-
lerdings sind diese Tests gerade bei kleinen Stichproben nicht ideal, wahrend paramet-
rische Tests durchaus sinnvolle Ergebnisse liefern kénnen (Bland & Altman, 2009). Des
Weiteren besteht das Problem, dass SPSS keine mehrfaktoriellen nicht-parametrischen
Analysemethoden zur Verfiigung stellt. Aufgrund dessen wurden die Daten nicht auf
Normalverteilung tGberpriift und dennoch parametrische Analysemethoden angewen-
det, solange die anderen Bedingungen erfiillt wurden, die ein statistischer Test erfor-

derte (z.B. Gleichheit der Varianzen).

Bei Varianzanalysen ohne Messwiederholung (ANOVA) und Varianzanalysen mit min-
destens einem Faktor ohne und einem Faktor mit Messwiederholung (mixed-design
ANOVA) wurde die Varianzhomogenitat der Zwischensubjektfaktoren mit Hilfe des
Levene-Tests Uberpriift. Bei Verletzung der Varianzhomogenitat (Nullhypothese wird
abgelehnt; p < 0,05) wurde zunachst versucht, durch Transformation der Daten (Rezip-
rok der Quadratwurzel, Logarithmus, Wurzel oder Reziprok-Berechnung) Varianzho-
mogenitdt zu erreichen. Bei ineffektiver Transformation bzw. bei schon arcsin-
transformierten Prozentzahlen, wurde statt einer einfaktoriellen ANOVA der Kruskal-
Wallis-Test (nicht-parametrische Analysemethode) verwendet. Aus Mangel einer nicht-
parametrischen Methode anstelle einer mixed-design ANOVA, wurden diese Analysen
trotz Verletzung der Varianzhomogenitat fortgefiihrt. Allerdings wurden die Ergebnisse

entsprechend vorsichtig interpretiert.

Bei Varianzanalysen mit Messwiederholung (RM-ANOVA) wurde die Spharizitat (Vari-
anzgleichheit der Differenzen von allen moglichen Messwertpaaren, die von einem
Testsubjekt stammen) mit Hilfe des Mauchly-Tests untersucht. Wird die Spharizitat
verletzt (Nullhypothese wird abgelehnt; p <0,05), kann entweder eine Greenhouse-
Geisser- oder eine Huyhn-Feldt-Korrektur vorgenommen werden. Bei beiden Korrektu-
ren wird ein Korrekturfaktor (€) berechnet, der fir die Anpassung der Freiheitsgrade
und der F-Werte verwendet wird, so dass die Abweichung von der Spharizitdt ausgegli-
chen wird. Die Greenhouse-Geisser-Korrektur gilt als recht konservativ. Daher wurde

die Greenhouse-Geisser-Korrektur, wie empfohlen (Field, 2009), nur bei Spharizitats-
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Schatzungen von €<0,75 verwendet wahrend bei €>0,75 auf die Huynh-Feldt-

Korrektur zurtickgegriffen wurde.

Um die Haupteffekte der ANOVA bei mehr als zwei Faktorstufen genauer analysieren
zu konnen, wurden verschiedene weitere Analysen durchgefiihrt. Der Post hoc-Test
Dunnett wurde verwendet um herauszufinden, welche Behandlung im Vergleich zur
Kontrolle (Vehikel) zu einem signifikanten Zwischensubjekteffekt fiihrte. Bei Faktoren
mit Messwiederholung wurden einfache geplante Kontraste durchgefihrt, wenn der
Effekt beziiglich einer bestimmten Faktorstufe untersucht werden sollte (z.B. in Bezug
auf ein bestimmte Zone im Open Field (Homebase) oder auf die Behandlungskontrolle
(Saline)). Um eine signifikante Interaktion von zwei Faktoren auflésen zu kénnen, wur-
den zum einen Interaktionsgraphen erzeugt und zum anderen wurde der Post hoc-Test
Sidak berechnet. In den Interaktionsgraphen werden sogenannte geschatzte Randmit-
tel und ihre Standardfehler gegen einen Faktor aufgetragen. Wenn eine 2 faktorielle
ANOVA durchgefiihrt wurde, entsprechen die geschatzten Randmittel dem Mittelwert
eines Faktors. Bei einer 3 faktoriellen Analyse werden hingegen die Mittelwerte von
zwei Faktorenstufen gemittelt. Das heiRRt, bei einer Analyse mit den Faktoren Testzeit-
punkt, Behandlung und einer auf den Verhaltenstest bezogenen Variablen wie z.B. der
Prapulslautstarke, kann man bei der signifikanten Interaktion Prapulslautstar-
ke*Testzeitpunkt den Faktor Testzeitpunkt auf die X-Achse auftragen und die geschatz-
ten Randmittel der verschiedenen Prapulslautstarken auf die Y-Achse. Diese entspre-
chen dann der Prapulsinhibition fir jede Lautstarke aber jeweils gemittelt (iber beide
Behandlungen. Die Interaktionsgraphiken vereinfachen das Verstandnis der Interakti-
on, wahrend die zusatzlichen Post hoc-Tests anzeigen, ob die sichtbaren Unterschiede

auch signifikant sind.

Fiir die VOI-Analyse und die Erstellung von t-Wert-Karten wurden t-Tests durchgefiihrt
(abhangiger t-Test: Vergleich Kontroll- und Testbedingung bei Black hooded-Ratten;
unabhangiger t-Test: Vergleich der Black und Lister hooded-Ratten und Vergleich un-
behandelte und mit A>-THC behandelten Ratten).

Da fiir jede VOI, die eine Aktivitatsdifferenz zwischen Test- und Kontrollbedingung von
Uber 5 % aufwies, ein t-Test durchgefiihrt werden musste, ergibt sich hier das Problem

des multiplen Testens. Um dem entgegenzuwirken, wurden die resultierenden p-
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Werte mit Hilfe eines statistischen Verfahrens (False Discovery Rate (FDR); Benjamini

& Hochberg, 1995) korrigiert.

Das Problem des multiplen Testens ergibt sich auch bei der Erstellung von t-Wert-
Karten. Allerdings stehen momentan noch keine adaquaten Korrekturmoglichkeiten
zur Verfiigung. Aufgrund der immens groBen Anzahl an Tests (pro Voxel ein Test, somit
werden ca. 19000 Tests durchgefihrt) fihren die Korrekturen alle dazu, dass kein ein-

ziger Voxel signifikante Aktivitdtsunterschiede aufweist.

3.11. Studien

Insgesamt wurden wahrend der Doktorarbeit fiinf verschiedene Studien durchgefiihrt.

Das genaue Design dieser Studien wird im Folgenden erlautert.

3.11.1. PPI-PET-Studie

Die PPI-PET-Studie wurde mit insgesamt zehn adulten, unbehandelten Ratten durchge-
fihrt (5 Black und 5 Lister hooded-Ratten). Ziel dieser Studie war die Untersuchung
neuronaler Grundlagen der Schreckreaktion und Prapulsinhibition (vgl. 3.4.5) in gesun-
den Tieren. Die Ergebnisse dieser Studie sind zudem Grundlage fiir die Auswertung der

PET-Daten, die wihrend der pubertiren A’-THC-Studie (vgl. 3.11.3) gewonnen wurden.

In der Studie wurde jedes Tier sowohl in einer Kontroll- als auch in einer Testbedin-
gung getestet. Die Kontrollbedingung bestand nur aus kontinuierlichem Hintergrund-
rauschen. Dieses Hintergrundrauschen war identisch mit dem Rauschen, dass im PPI-
Paradigma verwendet wurde (vgl. 3.4.5; 65dBSPL, 2.2-16.7 kHz). Eine ‘!FDG-
Akkumulation war unter diesen Bedingungen in akustischen Arealen und solchen, die
wahrend der normalen physiologischen Prozesse eines wachen Tieres aktiv sind, zu

erwarten.

Die Testbedingung umfasste das PPI-Paradigma (vgl. 3.4.5). Somit akkumulierte das
8EDG in allen Arealen, die wihrend der Schreckreaktion und der Prapulsinhibition ak-
tiv waren, aber auch in Arealen, die fiir akustische Verarbeitung und andere physiolo-

gische Prozesse der wachen Tiere verantwortlich sind.

Bildet man einen Quotienten der Aktivitatsmuster der Test- und Kontrollbedingung,

kiirzen sich zwar die Aktivitaten heraus, die auf der akustischen Verarbeitung und an-
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deren physiologischen Prozessen beruhen, aber es kann nicht zwischen Arealen unter-
schieden werden, die nur fir die Vermittlung der Schreckreize relevant sind und sol-
che, die die PPl vermitteln. Um dennoch die Areale, die bei der Schreckreaktion und
der Prapulsinhibition aktiv sind, indirekt unterscheiden zu kénnen, wurde die unter-
schiedliche Horfahigkeit engverwandter Rattenstdmme ausgenutzt. Vorangegangene
Hortest-Untersuchungen ergaben deutliche Horschwellen-Unterschiede bei Lister und
Black hooded-Ratten. Aufgrund dessen wurde angenommen, dass sich beide Stadmme
auch hinsichtlich der Anzahl der Schreckreaktionen und PPI-Ereignisse wahrend des
PPI-Paradigmas unterscheiden. Daraus sollten auch Aktivitdtsunterschiede in den je-

weiligen Arealen resultieren.

Der Ablauf der Verhaltens-PET-Messungen ist unter dem Punkt PPI-Verhaltens-PET
(vgl. 3.7.1) beschrieben und in Abbildung 24 zusammengefasst. Alle Tiere wurden ins-
gesamt zweimal an unterschiedlichen Tagen im PET gemessen: einmal wurde nach der
EDG-Injektion eine Kontrollmessung und einmal die Testbedingung gestartet (s.o0.).
Die Reihenfolge der Testungen wurde ausbalanciert randomisiert, so dass die eine
Halfte der Tiere zunachst in der Kontrollbedingung getestet wurde und die andere zu-

erst die PPI-Testung durchlief.

Des Weiteren wurden alle Tiere einem Hortest (vgl. 3.5) unterzogen und es wurden

MRT-Bilder angefertigt.

Da sich die Auswertung in dieser Studie von der Analyse der Daten der pubertaren
A°-THC-Studie in einigen Punkten unterschied, wurden unter dem Punkt 3.7.1.1 nur die
generellen Grundlagen erlautert. Im Folgenden werden die Details fiir die PPI-PET-

Studie zusammengefasst:

Fiir die Kontrollbedingung wurden a priori Areale des zentralen auditorischen Systems
als VOIs festgelegt: obere Olive (Nucleus olivaris superior, SOC), dorsaler und ventraler
Lemniscus lateralis (DLL, VLL), Colliculus inferior (IC), medialer Kniehocker (Corpus ge-

niculatum mediale, MG) und auditorischer Kortex (Au).

Die a priori festgelegten Areale fiir die Testbedingung waren angelehnt an Strukturen,
die laut Literatur fir die Vermittlung der Schreckreaktion und PPI relevant sind: Nu-
cleus reticularis pontis caudalis (PnC) als Schlisselstruktur in der Vermittlung der

Schreckreaktion, Colliculus superior (SC), Nucleus tegmentalis pedunculopontinus
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(PPTg) und Nucleus tegmentalis posterolateralis (LDTg) sowie Substantia nigra (SN) als
wichtige Strukturen der PPI-Vermittlung. Nach einer ersten Daten-Analyse wurde deut-
lich, dass angrenzende und Sub-Strukturen ebenfalls relevant sein kénnten. Daher
wurden folgende VOIs erganzt: Nucleus reticularis pontis oralis (PnQO), der rostral zum
PnC liegt, der ventrocaudale PnC und Nucleus ventrolateralis tegmentalis (VLTg) als
Substrukturen von PnC und PnO, sowie der Nucleus cuneiformis (CnF), der an den PPTg
angrenzt. Zwar wird der IC ebenfalls als Teil der PPI-Vermittlung betrachtet, aber da
sich die metabolische Aktivitat der Struktur bereits in der Kontrollbedingung zwischen
den beiden Rattenstammen signifikant unterschied, wurde der IC in der Testbedingung

nicht ausgewertet.

Zunachst wurde die Gehirnaktivitdt beider Stamme wahrend der Kontrollbedingung
sowie wahrend der Testbedingung miteinander mittels VOI-Analyse (vgl. 3.7.1.1) ver-

glichen.

Fiir den Vergleich der grundlegender Unterschiede wahrend der Kontrollbedingung
wurden die normalisierten PET-Bilder des Kontrolldurchlaufs fiir jeden Stamm (BH:
Black hooded, LH: Lister hooded) zunachst gemittelt. Um die Unterschiede der Gehirn-

aktivitat analysieren zu kénnen, wurde daraus wie folgt die Differenz berechnet:

PET Mittelwert gy - PET _Mittelwert .u
(PET _Mittelwert gy + PET_Mittelwert vy) + 2

Auf die gleiche Weise wurden auch die Bilder der Testbedingung miteinander verrech-

net.

Im Anschluss wurde Uberpriift, in welchen Arealen (VOIs) die Differenz iber 5% lag.

Diese Areale wurden dann weiter statistisch ausgewertet (vgl. 3.10).

Die Aktivierungsdifferenzen wahrend des PPI-Versuchs wurden zudem mit dem pro-
zentualen Verhaltnis von Schreckreaktionen und PPI-Ereignissen (vgl. 3.4.5.1) korre-
liert. AuBerdem wurden t-Wert-Karten erstellt (vgl. 3.7.1.1), bei denen die beiden Rat-

tenstamme in der Testbedingung verglichen wurden.

Zusatzlich wurden die Ergebnisse der Kontroll- und Testbedingung der gut hérenden

Black hooded-Ratten direkt miteinander verglichen:

PET_Mittelwert test— PET_Mittelwert kontrolle
PET_MlttelWert Kontrolle
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Auch hierfir wurde eine t-Wert-Karte erstellt, die die Aktivitatsunterschiede zwischen

der Test-und Kontrollbedingung darstellt.

3.11.2. CBD-URB-Studie

Die CBD-URB-Studie wurde mit 20 adulten Lister hooded-Ratten begonnen.

Das Studien-Design ist in Abbildung 26 schematisch dargestellt. Zunachst wurde das
Verhalten aller Tiere im Open Field (vgl. 3.4.1), bei der Objekterkennung (vgl. 3.4.2),
der sozialen Interaktion (vgl. 3.4.3), auf der erhohten Plusarena (vgl. 3.4.4) sowie bei
der Prapulsinhibition der akustischen Schreckreaktion (vgl. 3.4.5.) untersucht (Zeit-
punkt t0; Tag 0-22). Wahrend dieser Zeit musste eine Ratte aufgrund eines Tumors
getodtet werden, so dass alle folgenden Experimente nur noch mit 19 Tieren durchge-

fuhrt werden konnten.

Verhaltenstests: Verhaltenstests: Tétun
OF, OR, SlI, EPM, PPI OF, OR, SI, EPM, PPI &
Behandlung:
Vehikel, CBD, URB oder CBD+URB
| D
Tag 0-22 Tag 23-34 Tag 35-53 Tag 54

Zeitpunkt t0 Zeitpunkt t1

Abbildung 26: Schematische Darstellung des CBD-URB-Studien-Designs.
Alle Tiere (n =19) wurden zunachst naiv (Zeitpunkt t0) in verschiedenen Verhaltensversuchen

getestet: Open Field (OF), Objekterkennung (OR), soziale Interaktion (Sl), erhéhte Plusarena
(EPM) und Prapulsinhibition der akustischen Schreckreaktion (PPI). AnschlieBend wurde mit
der Behandlung begonnen. Vier Tiere erhielten taglich eine Sesamdl (Vehikel)-Injektion, funf
Cannabidiol (CBD, 12 mg/kg), finf URB (0,3 mg/kg) und 5 Tieren wurde eine Kombination aus
CBD und URB appliziert. Nach zwolf Tagen startete erneut die Verhaltenstestung (Zeitpunkt t1).
Am Morgen nach der letzten Injektion wurde allen Tieren arterielles Blut sowie Gehirn und
Organe entnommen (T6tung). Dieses Material wurde dann von Franziska Pahlisch mittels
HPLC/MS-MS weiter analysiert.

Auf die initiale Verhaltenstestung folgte eine 12-tagige Behandlung (Tag 23-34) mit
Vehikel (Sesamol, n = 4), CBD (n =5), URB (n=5,) oder einer Kombination von CBD und
URB (n = 5). Die verschiedenen Substanzen wurden jeden Abend i. p. mit einen Injekti-
onsvolumen von 1 ml/kg appliziert. CBD wurde in einer Konzentration von 12 mg/kg
verwendet. Diese Konzentration wurde in Anlehnung an eine erste klinische Studie
gewdhlt (Leweke et al., 2012), in der Patienten pro Tag 800 mg verabreicht wurde. Bei

einem Durchschnittsgewicht von 70 kg entspricht dies 11,43 mg/kg. URB wurde mit
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0,3 mg/kg in einer Konzentration verwendet, die laut Literatur eine maximale FAAH-

Inhibition erlaubt (vgl. 3.2.1.2).

Im Anschluss wurden die Tiere erneut den oben genannten Verhaltenstests unterzo-
gen (Zeitpunkt t1; Tag 35-53). Wahrend dieser Zeit wurde die Behandlung fortgesetzt.
Auf diese Weise wurden alle Substanzen auf einem konstanten Plasmaspiegel gehalten

(steady state).

Am Morgen nach der letzten Injektion folgte schlieRlich die Blutabnahme sowie die
Entnahme des Gehirns und der Organe (vgl. 3.8). Schlielllich wurden die Konzentratio-
nen der Endocannabinoide (2-AG, AEA) und verwandten Lipide (PEA, OEA) sowie die
CBD-Konzentration mittels HPLC/MS-MS im Serum und den Gewebeproben gemessen

(vgl. 3.9).

3.11.3. Pubertire A°-THC Studie

Die pubertire A’-THC-Studie wurde mit zehn Lister hooded-Ratten durchgefiihrt. Das

Studien-Design ist in Abbildung 27 schematisch dargestellt.

Die Tiere wurden im Alter von 21 Tagen geliefert und konnten sich 2 Tage an die neue
Umgebung gewohnen, bevor mit den ersten Verhaltenstests begonnen wurde. Zwi-
schen dem postnatalen Tag (pd) 23 bis 39 (Zeitpunkt t0) wurden die Tiere im Open
Field (vgl. 3.4.1), in der Objekterkennung (vgl. 3.4.2), der sozialen Interaktion (vgl.
3.4.3), auf der erhohten Plusarena (vgl. 3.4.4) sowie der Prapulsinhibition (vgl. 3.4.5.)

getestet.

Wihrend der Pubertit der Tiere (pd 40 - 65) wurden funf Ratten mit A>-THC in Se-
samdl behandelt, wobei bei jeder i. p. Injektion 5 mg/kg A’-THC in einem Injektionsvo-
lumen von 1 ml/kg appliziert wurden. Diese Konzentration wurde in Anlehnung an die
Literatur gewahlt. Die anderen funf Tiere (Kontrolltiere) erhielten hingegen 1 ml/kg
reines Sesamol (Vehikel). Die Injektionen erfolgten in unregelmaRigen und ausbalan-
ciert randomisierten Abstanden: an je 10 Tagen wurde nur einmal A°-THC injiziert, an 5
Tagen zweimal und an den weiteren 10 Tagen wurde keine Behandlung durchgefiihrt.
Neben der Anzahl der Injektionen wurde auch die Uhrzeit der Injektionen variiert. Die-
se irreguldre Applikation von A°-THC wurde zum einen gewihlt, um den unregelmaRi-
gen Cannabiskonsum bei Menschen nachzuempfinden. Zum anderen sollte die Ent-
wicklung einer Toleranz gegeniiber A>-THC vermieden werden, da diese die A’-THC-
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Wirkung beeintrachtigen wirde (Breivogel et al., 1999; Bass & Martin, 2000; Lamarque
et al.,, 2001; Whitlow et al., 2003). Im Anschluss an die pubertdre Behandlung folgte
zunachst eine 12 tagige Pause, bis erneut alle Verhaltenstestungen wiederholt wurden.
Zusatzlich wurde die PPl der akustischen Schreckreaktion mit einer puPET-Messung
kombiniert (PPI-Verhaltens-PET, vgl. 3.7) und MRT-Messungen durchgefiihrt (vgl. 3.6;
Zeitpunkt t1: pd 78 - 92). Die Pause sollte gewihrleisten, dass sich das A°-THC der letz-
ten Injektion nicht mehr im Gehirngewebe der Ratte befand und somit nur chronische

Verdanderungen gemessen wurden.

MRT-Messungen

PPI-Verhaltens-PET

Verhaltenstests: Verhaltenstests:
OF, OR, SI, EPM, PPI OF, OR, SI, EPM
Behandlung:
Vehikel, THC Pause
1
| prapubertar pubertar adult >
pd 23-39 pd 40-65 pd 66—77| pd 78-92
Zeitpunkt t0 Zeitpunkt t1

Abbildung 27: Schematische Darstellung des Designs der pubertidren A’-THC-Studie.

Alle Tiere (n =10) wurden vor der Pubertat in verschiedenen Verhaltensparadigmen (Open
Field (OF), Objekterkennung (OR), soziale Interaktion (SI) erhohte Plusarena (EPM),
Prapulsinhibition (PPI)) untersucht. Wahrend der Pubertat wurden finf Ratten mit Vehikel
(Sesamdl) und finf Tiere mit A°-THC (5 mg/kg) behandelt. Zwolf Tage nach Beendigung der
Behandlung wurden die adulten Tiere erneut den verschiedenen Verhaltenstest unterzogen.
Zusatzlich wurde die PPI mit PET kombiniert und MRT-Messungen durchgefiihrt.

Da sich in dieser Studie der Ablauf des Verhaltens-PET und die Auswertung der resul-
tierenden Daten von denen der PPI-PET-Studie unterscheidet, soll im Folgenden ge-

nauer darauf eingegangen werden.

Im Gegensatz zur PPI-PET-Studie, in der unbehandelte Tiere in einer Kontroll- und
Testbedingung getestet wurden (vgl. 3.11.1), wurden die Tiere in dieser Studie nur in
der Testbedingung untersucht. Da in der pubertiren A’-THC-Studie zwei Gruppen (Tie-
re die in der Pubertit mit A°-THC behandelt wurden und Ratten, die nur Vehikel verab-
reicht bekamen) untersucht wurden, konnte der Glukosemetabolismus beider Grup-
pen wahrend des PPIl-Paradigmas verglichen und somit analysiert werden, ob die pu-
bertire A’-THC-Gabe in der adulten Ratte zu einer Veranderung der Glukoseutilisation

wahrend der Schreckreaktionen und PPI flihrt. Bei der Analyse wurden die Resultate
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der PPI-PET-Studie zugrunde gelegt: es wurden nur die Areale betrachtet, die sich in
der PPI-PET-Studie als relevant fiir die Vermittlung der Schreckreaktion und PPI her-

ausgestellt hatten.
Zunachst wurden die Aktivitatsdifferenzen zwischen den beiden Gruppen wie folgt
berechnet:

PET _Mittelwert tnc- PET_Mittelwert vehikel
(PET _Mittelwert tuc + PET_Mittelwert vehikel) =+ 2

Im Anschluss wurde Uberpriift in welchen VOIs (vgl. 3.7.1.1) die Differenz iber 5 % lag.

Diese Areale wurden dann mittels VOI-Analyse ausgewertet.

Die Verdanderungen des Aktivierungsmusters wurden schliellich mit den Daten der
Lister hooded Ratten aus der PPI-PET-Studie verglichen. Auf diese Weise war es mog-
lich, die Relevanz der Aktivitatsveranderungen trotz der fehlenden Kontrollbedingung

fur die PPl zu bewerten.

3.11.4. Dosisstudie

In der Dosisstudie wurden adulte Black hooded-Ratten getestet (vgl. 3.1). Es wurde mit
5 Tieren begonnen, eine Ratte starb jedoch wahrend der Studie und wurde ausge-
schlossen. Ein direkter Zusammenhang mit der A°-THC-Injektion kann nicht vollstindig
ausgeschlossen werden, aber erscheint unwahrscheinlich, da zwei Tage zwischen In-

jektion und dem Eintreten des Todes lagen.

Zu Beginn der Studie wurde bei allen Tieren die Horfahigkeit ermittelt (vgl. 3.5). Das

weitere Studien-Design ist in Abbildung 28 zusammengefasst.

Das Open Field-Verhalten (vgl. 3.4.1), die Objekterkennung (vgl. 3.4.2) und die PPI (vgl.
3.4.5) der Tiere wurde zunachst naiv und anschliefRend in acht verschiedenen Testbe-
dingungen untersucht. Diese Testbedingungen umfassten folgende i. p. Injektionen mit
einem Injektionsvolumen von 1 ml/kg: a) Saline, b) Sesamol, c) 1 mg/kg, d) 3 mg/kg,

e) 5 mg/kg, f) 10 mg/kg, g) 25 mg/kg und h) 50 mg/kg A°-THC geldst in Sesamél.

Alle Tiere wurden in jeder Testbedingung getestet, wobei zwischen den verschiedenen
Testtagen jeweils 5 injektionsfreie Tage lagen. Die Reihenfolge der verschiedenen In-
jektionen wurde fiir jedes Tier pseudorandomisiert. Die 5 tagige Pause zwischen den

Versuchstagen sollte gewihrleisten, dass sich kein A°-THC der vorherigen Injektion
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mehr im Gehirngewebe befand. Laut Literatur wird bei Verwendung eines wassrigen
Losungsmittels 15 min nach i. p. Injektion eine maximale Konzentration im Gehirn er-
reicht, die bis ca. 4 Stunden nach Injektion stabil bleibt (Tseng et al., 2004). Nach
24 Stunden ist die A’-THC-Konzentration im Gehirngewebe um das 3,1 bis 5,5 fache
gesunken (Nahas et al., 1981; Nahas et al., 2002). Demnach betragt die Halbwertzeit in

etwa 12 Stunden. Die 5 tagige Pause entspricht somit der 10 fachen Halbwertzeit.

Am Versuchstag wurde 2 Stunden nach der Injektion mit dem Open Field-Versuch be-
gonnen, gefolgt von dem Objekterkennungstest und der PPI. Die PPI-Testung endete
215 min nach der Injektion. Somit sollte wihrend aller Versuche die gleiche A’-THC-

Konzentration im Gehirn vorliegen (siehe oben).

0— Injektion 1 Injektion 2 Injektion 8

Pause | Pause | Pause | Pause  Pause

120—
Verhaltens- Verhaltens- Verhaltens-
tests: tests: tests:
OF OF OF
OR OR OR
PPI PPI PPI
215+
Zeit [min]\/
Tag 1 Tag 2| Tag 3| Tag 4| Tag 5| Tag 6 Tag 7 Tag 43

Abbildung 28: Schematische Darstellung des Designs der Dosisstudie.

Uber einen Zeitraum von 43 Tagen erhielten alle Tiere (n = 4) insgesamt acht verschiedene In-
jektionen (Saline, Sesamdl, 1, 3, 5, 10, 25 oder 50 mg/kg A°-THC in Sesamdl). Die Injektions-
reihenfolge wurde flr jedes Tier randomisiert. Zwischen den Versuchstagen wurde jeweils
5 Tage pausiert, um zu gewahrleisten, dass keine relevanten Spuren der vorherigen Injektion
im Gehirngewebe vorhanden waren.

Am Versuchstag wurde zwei Stunden nach i. p. Injektion mit den Verhaltenstests begonnen.
Zunachst wurden die Tiere im Open Field (OF), dann im Objekterkennungstest (OR) getestet,
gefolgt von der Testung der Prapulsinhibition (PPI). 215 min nach Injektion waren alle Tests
abgeschlossen.

3.11.5. Losungsmittelstudie

Im Anschluss an die Dosisstudie wurde eine Losungsmittelstudie durchgefiihrt, die sich
in drei Teile gliedern ldsst. Im ersten Teil wurden die Verhaltenseffekte von 5 mg/kg
A°-THC in wissriger Lésung mit den Effekten von 1,2 mg/kg WIN (ebenfalls in wissriger
Losung) verglichen. Die Dosierung wurde in Anlehnung an die Literatur (Schneider &

Koch, 2002; Schneider & Koch, 2003; Schneider et al., 2008) gewdahlt, um eine gute
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Vergleichbarkeit mit den genannten Studien zu erreichen. Beide Substanzen wurden in
zwei verschiedenen wassrigen Losungsmitteln (einmal ohne Ethanol (Vehikel 1), ein-
mal mit Ethanol (Vehikel 2); vgl. 3.2.2) gel6st. Fiir den direkten Wirkungsvergleich
wurde zusatzlich A’-THC in Sesamél (Vehikel 3) verwendet. Dieser Teil umfasste somit
9 Versuchsbedingungen: a) Saline, b) Vehikel 1, c) Vehikel 2, Vehikel 3 d) A’>-THC in Ve-
hikel 1, e) A>-THC in Vehikel 2, A’-THC in Vehikel 3 f) WIN in Vehikel 1 und g) WIN in
Vehikel 2.

Der Ablauf der Studie war ansonsten identisch mit der Dosisstudie (vgl. 3.11.4 und Ab-
bildung 28). Es wurden sechs adulte Black hooded-Ratten verwendet, wobei vier davon
auch schon in der Dosisstudie getestet wurden. Die beiden neuen Tiere wurden eben-

falls zu Beginn der Studie auf ihre Horfahigkeit getestet (vgl. 3.5).

Wie zuvor wurden die Tiere jeden sechsten Tag, zwei Stunden nach i. p. Injektion (In-
jektionsvolumen jeweils 1 mil/kg), im Open Field, dem Objekterkennungstest und der
PPI getestet. Die Reihenfolge, mit der die verschiedenen Losungen appliziert wurden,

wurde erneut fiir jedes Tier randomisiert.

Der zweite Teil der Studie (Abbildung 29) wurde mit flinf adulten Black hooded-Ratten
durchgefihrt.
Dieser zweite Teil unterschied sich lediglich in drei Punkten vom ersten Teil:

1) Die Wirkung von 5 mg/kg A’-THC wurde nicht erst 2 h, sondern bereits 15 min nach

Injektion untersucht.

2) Die Wirkung von WIN und A°-THC in Sesamdl wurde diesmal nicht mehr mitgetestet.
Somit gab es nur 5 verschiedene Testbedingungen: a) Saline, b) Vehikel 1, c) Vehikel2,
d) A’-THC in Vehikel 1, e) A’-THC in Vehikel 2.

3) Die Tiere wurden nach Injektion entweder im Open Field und anschlieRendem Ob-
jekterkennungstest (Dauer: 40 min) oder im PPI-Paradigma getestet (Dauer: 45 min),
um die maximale Testdauer zu reduzieren. Das heiBt, jedes Tier wurde in jeder Ver-

suchsbedingung zweimal getestet.

Auch bei diesem zweiten Teil wurde die zunachst die Horfahigkeit der Ratten getestet.
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0— Injektion 1a Injektion 1b Injektion 5b
15— Pause Pause Pause Pause Pause
Verhaltens-
tests: Verhaltens- Verhaltens-
OF test: test:
OR PPI PPI
55—
60—
Zeit [min[V
Tag 1 Tag 2| Tag 3| Tag 4| Tag 5| Tag 6 Tag 7 Tag 55

Abbildung 29: Schematische Darstellung des Designs des zweiten Teils der Losungs-
mittelstudie.

In einen Zeitraum von 55 Tagen wurden funf Ratten mit finf verschiedenen Substanzen
behandelt (Saline, Vehikel 1, Vehikel 2, A°-THC in Vehikel 1, A°-THC in Vehikel 2). Im Gegen-
satz zum ersten Teil der Studie wurde der Effekt auf verschiedene Verhaltensweisen bereits
15 min nach Injektion untersucht. Um zu gewahrleisten, dass die Substanzmenge im Gehirnge-
webe in allen Versuche vergleichbar war, wurden die drei Verhaltensversuche auf 2 Versuchs-
tage aufgeteilt. Das hatte zur Folge, dass jedes Tier jede Substanz zweimal appliziert bekam (in
der Abbildung bezeichnet als Injektion a und b). Zwischen diesen beiden Injektionen lagen
ebenfalls 5 Tage Pause.

D.h. am ersten Versuchstag wurden die Tiere 15 min nach Injektion a im Open Field (OF) und
der Objekterkennung getestet (OR). Der Versuchstag war 55 min nach Injektion abgeschlossen.
Sechs Tage spater wurde die gleiche Substanz erneut injiziert (Injektion b). Nach 15 min wurde
mit der Testung der Prapulsinhibition (PPI) begonnen, die 45 min dauerte und somit 60 min
nach Injektion endete.

Am dritten Versuchstag (= fortlaufender Tag 13) wurde schlieRlich eine andere Substanz
appliziert und wieder OF und OR durchgefiihrt u.s.w.

Die Reihenfolge, in der die Effekte der flinf verschiedenen Substanzen getestet wurden, wurde
fiir jedes Tier randomisiert.

Der dritte Teil der Losungsmittelstudie umfasste keine Verhaltensversuche mehr, son-
dern diente der Analyse der Pharmakokinetik. Das Studien-Design ist in Abbildung 30

schematisch zusammengefasst.

Je nach Versuchsgruppe wurde 15 min oder 2 Stunden nach Injektion mit der arteriel-
len Blutabnahme (vgl. 3.8) begonnen. Daran schloss sich die Gehirn- und Organent-
nahme an (vgl. 3.8). Die Konzentrationen der verschiedenen Lipide (Anandamid (AEA),
PEA, OEA und 2-AG) sowie der exogen zugefiihrten Cannabinoide (A>-THC, CBD) wur-
den schlieRlich von Frau Pahlisch mittels HPLC/MS-MS (vgl. 3.9) bestimmt.

Insgesamt wurden fir den dritten Teil der Losungsmittelstudie 51 adulte Black

hooded-Ratten verwendet, die auf 11 Versuchsgruppen wie folgt verteilt wurden:

1. Beginn der Blutabnahme 2 h nach Injektion: Saline (n=5), b) Vehikel 2 (n= 2),
c) Vehikel 3 (n=4), d) A>-THC in Vehikel 2 (5mg/kg; n=5), e)CBD in Vehikel 2
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(12 mg/kg; n=5), f)URB in Vehikel 2 (0,3 mg/kg; n=5), g)A>-THC in Vehikel 3
(5 mg/kg; n=5), h) CBD in Vehikel 3 (12 mg/kg; n =5), i) URB in Vehikel 3 (0,3 mg/kg;
n=>5).

2. Beginn der Blutabnahme 15 min nach Injektion: j) A’-THC in Vehikel 2 (5 mg/kg;
n =5), k) A>-THC in Vehikel 3 (5 mg/kg; n = 5).

Die Ergebnisse der verschiedenen Vehikel wurden zusammengefasst analysiert, da es
a) nicht moglich war, bei allen Gruppen eine ausreichend grolRe Stichprobe zu erzielen
und b) bei einer pharmakokinetischen Analyse die Vehikel-Gruppen als reine Negativ-

kontrolle dienen.

a) — b) _
0— Injektion 0— Injektion
15—
/f’ Blutentnahme
Gehirn- und

ca. 40 Organentnahme

120
Blutentnahme
Gehirn- und
Organentnahme
ca. 145
Zeit [min]\/ Zeit [min]\/

Abbildung 30: Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs des dritten Teils der
Losungsmittelstudie.

(a) Bei 41 Tieren wurde zwei Stunden nach Injektion von Saline, Vehikel 2, Sesamdl
(Vehikel 3), A°-THC in Vehikel 2, CBD in Vehikel 2, URB in Vehikel 2, A-THC in Vehikel 3,
CBD in Vehikel 3 oder URB in Vehikel 3 mit der arteriellen Blutentnahme begonnen. Direkt im
Anschluss wurden die Tiere dekapitiert und es wurden parallel sowohl Gehirn als auch Organe
entnommen.

(b) Bei 10 Tieren wurde bereits 15 min nach der Injektion von A°-THC in Vehikel 2 oder A°-THC
in Vehikel 3 mit der Blutabnahme begonnen und sofort im Anschluss die Organe und Gehirne
entnommen.

AnschlielRend wurden die verschiedenen Proben mittels HPLC/MS-MS analysiert.
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4. Ergebnisse PPI-PET-Studie

4.1 Hortest

Die Horschwelle der Lister hooded-Ratten (MW + STABW = 60,8 = 2,4 dB SPL LIN) un-
terschied sich signifikant (unabhéngiger t-Test; t (8) =-25,40; p < 0,001) von der Hor-
schwelle der Black hooded-Ratten (MW = STABW = 18,1 + 2,9 dB SPL LIN). Der Unter-
schied war mit etwa 40 dB betrachtlich, aber dennoch war die Horfahigkeit der Lister
hooded-Ratten grolR genug, um das Hintergrundrauschen (65 dB SPL LIN) und alle im
PPI-Paradigma verwendeten Prapulse (68, 72, 78 und 84 dB SPL LIN) wahrzunehmen.

4.2 Prapulsinhibition der akustischen Schreckreaktion

Die mittlere Amplitude der Schreckreaktion betrug bei Lister hooded-Ratten 99,2
+ 16,9 mV und bei Black hooded 168,3 + 45,4 mV (MW = STABW). Diese Differenz war
signifikant (unabhangiger t-Test; t (8) = 3,2; p = 0,01).

In Abbildung 31 ist zur Veranschaulichung die normale Schreckreaktion der reduzierten
Schreckreaktion, vermindert durch einen 100 ms zuvor prasentierten Prapuls, gegen-

Ubergestellt.

700 - Abbildung 31: Beispielhafte
Prépuls 78 dB SPLLIN +Schreckreiz Darstellung der Schreck-

600 - A et Schreckreiz 110dB SPLLIN reaktion (gepunktete Linie)
= 500 - sowie einer reduzierten
E H! S Schreckreaktion  (durchge-
S 400 - LS Y zogene Linie) vermindert
o R " durch die Prasentation eines
2 3004 Pripul
= pulses.

g' 200 -
<

100

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Zeit [ms]

Die Ergebnisse der PPI-Analyse sind in Abbildung 32 dargestellt. Eine 2 faktorielle
mixed-design ANOVA (Faktoren: Prapulslautstarke, Rattenstamm) zeigte, dass die PPI
signifikant von der Prapulslautstarke abhing (F (3, 24) = 255,0; p < 0.001). Der Post hoc-
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Test Sidak ergab, dass die PPl umso hoher war, je lauter der vor dem Schreckreiz pra-

sentierte Prapuls (68 vs. 72 dB: p = 0,026; ansonsten p < 0,001).

Abbildung 32: Gegeniiberstellung der
PPl beider Rattenstimme (Black und
Lister hooded) in Abhangigkeit von der

100 - Prapulslautstirke.
[ Lister hooded

B Biack hooded Es wurden vier verschiedene Prapuls-

80 - " T lautstarken getestet: 68, 72, 78 und
1 84 dB SPL LIN. Generell lasst sich sagen:

je lauter der Prapuls desto starker die PPI

50 - (p <0.001, die Signifikanz des Haupt-

effektes ist aus Griinden der Ubersicht-
I lichkeit nicht eingezeichnet).

Des Weiteren ergab sich ein Haupteffekt
des Rattenstamms. Der Post hoc-Test

*
[ ]
*

Sidak ergab, dass bei Durchgangen in
20 - denen ein 68, 72 oder 78 dB SPL LIN
Prapuls von einem Schreckreiz gefolgt

i

68 72

PPI [%]

40 -

wurde, die PPl der Lister hooded-Ratten
signifikant geringer war, als die der Black
hooded (*: p = 0,001). Betrug die Prapuls-
lautstéarke hingegen 84 dB SPL LIN war
Prépulslautstérke [dB SPL LIN] die PPI beider Rattenstamme identisch.

78 84

Des Weiteren lag ein signifikanter Haupteffekt des Rattenstamms (F (1, 8) =24,2;
p =0,001) sowie eine signifikante Interaktion der Faktoren Prapulslautstarke und Rat-
tenstamm (F (3, 24) =5,4; p =0,006) vor. Der Haupteffekt des Rattenstamms besagt
zunachst nur, dass die PPl generell bei Black hooded starker ausgepragt war als bei
Lister hooded-Ratten. Die Auflosung der Interaktion (Interaktionsgraphik
(Abbildung 33) sowie der Post hoc-Test Sidak) ergab jedoch, dass dies nur bei den drei
leiseren Prapulsen der Fall war (68 dB und 72 dB: p < 0,001; 78 dB: p = 0,011), wahrend
sich die PPl nach einem Prapuls von 84 dB zwischen den Stammen nicht unterschied
(p =0,429). AuRerdem war bei Lister hooded-Ratten die PPI, die aus der Prasentation
des 68 dB-Prapulses resultierte, vergleichbar mit der PPl nach einem 72 dB-Prapuls

(p =0,611). Ansonsten gilt auch hier: je lauter der Prapuls desto groRer die PPI.
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Abbildung 33: Interaktionsgraphiken Prapulslautstarke*Rattenstamm.

Aufgrund der zweifaktoriellen Analyse entsprechen die aufgetragenen geschatzten Randmitteln
dem Mittelwert der PPI fir die verschiedenen Prapulslautstarken in Abhangigkeit vom
Rattenstamm (a) bzw. fiir die Rattenstamme in Abhangigkeit von der Prapulslautstarke (b).

Aus Abbildung a) geht deutlich hervor, dass sich die PPl der beiden Rattenstdmme nur bei den
leiseren Prapulsen (68, 72 und 78 dB SPL LIN) signifikant unterschied, wahrend die Reaktion
auf einen Schreckreiz vor dem ein 84 dB-Prapuls prasentiert wurde, vergleichbar war. Generell
war die PPl zudem abhangig von der Prapulslautstarke: je lauter der Prapuls, desto groRer war
die gemessene PPI (b). Allerdings gab es bei den Lister hooded-Ratten eine Ausnahme. Die
PPI-Werte in Durchgadngen mit 68 und mit 72 dB-Werte waren nicht signifikant unterschiedlich.

Obwohl das PPI-Paradigma bei allen Tiere identisch ablief, war die Anzahl an tatsachli-
chen Schreckreaktionen und Prapulsinhibitionen signifikant vom Rattenstamm abhan-
gig (Abbildung 34). Black hooded-Ratten erschraken wahrend des Versuches seltener
als Lister hooded-Ratten (t-test flir unabhangige Stichproben, t (8) =-3,0; p = 0,018),
wahrend eine PPl hdufiger gemessen werden konnte (keine Varianzgleichheit gegeben,
daher Korrektur der Freiheitsgrade; t (6,23) = 5,3; p = 0,002).

120 - * * .
| —‘ Listerhooded  Abbildung 34: Anzahl der Schreck-

mmm Black hooded ~ reaktionen und PPI-Ereignisse.

100 - Lister hooded-Ratten erschraken sig-
nifikant haufiger als Black hooded-
80 - Ratten (Amplitude nach alleiniger
Prasentation eines Schreckreizes
= >30mV bzw. nach kombinierter
N 60 - Prasentation von Prapuls und
< Schreckreiz PPl <15 %, p =0,018),
40 - wahrend eine PPl (PPl > 15 %)
seltener auftrat (p = 0,002).
20 -
0

Schreckreaktion PPI
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Daraus resultierte ein negatives prozentuale Verhaltnis von Schreckreaktionen und PPI
bei Lister hooded (MW = STABW =-9,01 +8,92 %) sowie ein positives fiir Black hooded
Ratten (MW = STABW = 11,53 +7,79%).

4.3 Verhaltens-PET

Wahrend der Kontrollbedingung (nur Hintergrundrauschen) unterschied sich die me-
tabolische Aktivitat zwischen den Rattenstammen um mehr als 5 % in verschiedenen
Arealen des zentralen auditorischen Systems (Colliculus inferior (I1C), Corpus genicula-
tum mediale (MG), ventraler und dorsaler Lemniscus lateralis (VLL/DLL) und Nucleus
olivaris superior (SOC)) sowie im Colliculus superior (SC) und der Substantia nigra (SN).
Die Signifikanz wurde zunachst mittels t-Tests fiir unabhangige Stichproben (bei nor-
malverteilten Daten) bzw. Kolmogorov-Smirnov-Test (K-S-Test; bei den nicht normal-
verteilten Daten (rechten SC)) ermittelt. Nach Korrektur der p-Werte (False Discovery
Rate (FDR)) war nur noch die metabolische Aktivitat des linken IC der besser hérenden
Ratten (Black hooded) signifikant hoher (p = 0,013) im Vergleich zu den schlechter ho-
renden Ratten (Lister hooded), wahrend die Aktivitat im rechten IC nur tendenziell
erhoht war (p = 0,053). Aufgrund dessen kann nicht ausgeschlossen werden, dass mog-
liche Unterschiede im IC auch wahrend der Testbedingung auf die unterschiedliche
Horfahigkeit und nicht auf Unterschiede in der PPI-Vermittlung zurlickzufiihren sind.
Folglich wurde die IC-Aktivitdt in der Testbedingung nicht ausgewertet. Die genaue

Statistik ist in Tabelle 3 zusammengefasst.

Areal Verinder- Wert unkorrigier- korrigier- Tabelle 3: Statistik der
rea ung [%] e ter p-Wert terp-Wert | Areale, deren metabolische
Aktivitdt sich wahrend der
MG  (links) +16,5 3,0 0,017 0,063 Kontrollbedingung zwisch-
SOC (rechts) +158 18 0,111 0,122 en beiden Rattenstimmen
mehr als 5 % unterschied.
VLL  (jinks) 13,6 28 0,022 0,061

Fur alle Areale ist die metabo-
IC  (links) +12,4 48 0,001 0,013 lische Aktivitatsdifferenz, der
t-Wert (t-Test fir unabhang-
ige Stichproben bzw. *:Z-
SN (rechts) +9,9 2,0 0,081 0,111 Wert des K-S-Tests) sowie
der resultierende  p-Wert
(unkorrigiert und korrigiert)
SC  (links) +7,1 2,4 0,041 0,090 angegeben. Abk.: IC:
Colliculus inferior, MG:

IC (rechts) +10,4 3.4 0,010 0,053

DLL ™ (iinks) 83 23 0,051 0,094

SN (links) +7,1 1,7 0,125 0,125 , )

Corpus geniculatum mediale,
MG (rechts) +5,8 2,0 0,080 0,126 VLL/DLL: ventraler/ dorsaler
§C(rechts) 53 i3 6683 61606 Lemniscus lateralis, SOC:

Nucleus olivaris superior, SC:

Colliculus superior, SN: Substantia nigra.
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Graphisch sind die metabolischen Unterschiede zwischen den beiden Rattenstammen

in der Kontrollbedingung in Abbildung 35 a dargestellt.

a) Kontrollbedingung

Wy = Wi
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Bregma -6.24 mm

N

-30 -25 -20 -15 -10 -5 5 10 15 20 25 30
Metabolische Differenz [%)]

Abbildung 35: Mittelwert der metabolischen Aktivitatsdifferenzen von Black und Lister
hooded-Ratten wahrend der Kontroll- (a) und der Testbedingung (b).

Die Differenzen in der Gehirnaktivitdt beider Rattenstamme (Berechnung vgl. 3.11.1) sind
farblich kodiert dargestellt. Negative Werte (blau) zeigen an, dass die metabolische Aktivitat bei
Lister hooded grofRer war als bei Black hooded-Ratten. Areale, die bei Black hooded Ratten
eine hohere Aktivitat aufwiesen, sind rot (positive Werte) dargestellt. Je heller die
Farbkodierung, desto gréoRer der Unterschied. Die gestreiften Bereiche wurden nicht analysiert,
da in diesen Arealen Einstrahlungen von auflerhalb des Gehirns (Kaumuskeln, Driisen) nicht
ausgeschlossen werden konnten. Wahrend der Kontrollbedingung (Hintergrundrauschen)
unterschied sich die metabolische Aktivitdt der beiden Rattenstdmme in Arealen des zentralen
auditorschen Systems. Black hooded-Ratten (niedrige Horschwelle) wiesen im Vergleich zu
Lister hooded-Ratten (hohe Hoérschwelle) eine signifikant héhere Aktivitat im Colliculus inferior
(IC) auf. Aber auch in anderen auditorischen Arealen wie dem Nucleus olivaris superior (SOC),
dem dorsalen und ventralen Lemniscus lateralis (DLL, VLL) sowie dem Corpus geniculatum
mediale (MG) wurden tendentielle Unterschiede beobachtet. Die Aktivitatsdifferenz des
auditorischen Kortex (Au) lag unter 5 %, wobei berlcksichtigt werden muss, dass aufgrund von
Einstrahlungen nur ein Teil dieses Areals ausgewertet werden konnte.

Wahrend der Testbedingung war die Aktivitat des Nucleus ventrolateralis tegmentalis (VLTQg) in
Lister hooded-Ratten signifikant erhoht. Black hooded-Ratten wiesen hingegen im Colliculus
superior (SC), Nucleus cuneiformis (CnF) und der Substantia nigra (SN) eine signifikant hohere
metabolische Aktivitat auf. Der linke ventrocaudale Nucleus reticularis pontis caudalis (vcPnC)
und der rechte Nucleus tegmentalis posterolateralis (LDTg) waren tendenziell in Black hooded-
Ratten starker aktiv. Es wurde kein Unterschied in der Aktivierung des Nucleus tegmentalis
pedunculopontinus (PPTg) beobachtet.
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Wahrend der Testbedingung durchliefen die Tiere das PPI-Paradigma. Die unterschied-
liche Reaktion auf die Prasentation von Schreckreizen und einer Kombination von Pra-
pulsen und Schreckreizen spiegelte sich nicht nur im Verhalten wider (vgl. 4.2), son-
dern dullerte sich auch in metabolischen Aktivitatsdifferenzen. Wahrend bei Black
hooded-Ratten die Aktivitat im linken Nucleus ventrolateralis tegmentalis (VLTg) ver-
glichen mit Lister hooded-Ratten erniedrigt war (-9,3 %), war die metabolische Aktivi-
tat in den folgenden Arealen um mehr als 5% erhoht: im linken ventrocaudalen Nu-
cleus reticularis pontis caudalis (vePnC), im Colliculus superior (SC), im rechten Nucleus
tegmentalis posterolateralis (LDTg), im Nucleus cuneiformis (CnF) und der Substantia
nigra (SN). Nach p-Wert Korrektur (FDR) waren die metabolischen Unterschiede zwi-
schen den Rattenstimmen noch in folgenden Arealen signifikant: VLTg, SC, CnF und

SN. Die genauen statistischen Ergebnisse sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: Statistik fiir

Verander- unkorrigier- | korrigier- : )
Areal t-Wert die Areale, bei denen
ung [%] ter p-Wert | ter p-Wert | sijch die metabolische
Aktivitit wahrend der
SN  (rechts) +18,9 4,0 0,004 0,009 Testbedingung zwischen
SN (links) +17,5 3,7 0,006 0,009 den beiden Ratten-
CnF (iinks) | +125 5.0 0,001 0,005 gt;)mumnfe"rs:medmeh’ als
CnF (rechts) +9,6 3,7 0,006 0,008 Fir alle Areale ist die
SC (Iinks) +9,4 3,7 0,006 0,008 metabolische Aktivitats-
} differenz, der t-Wert (t-
VLTg (IInkS) -9,3 '4,2 0,003 0,009 Test fur unabhéngige
vePnC (links) +9,1 1.8 0,119 0,134 | Stichproben bzw. *: Z-
Wert, des K-S-Tests) so-
SC (rechts) +8,9 5,4 0,001 0,006 wie der resultierende p-
LDTg (rechts) +5.1 10 0.329 0.329 Wert (unkorrigiert) und der
korrigierte p-Wert nach

FDR angegeben. Abk.: VLTg: Nucleus ventrolateralis tegmentalis, vcPnC: ventrocaudaler
Nucleus reticularis pontis caudalis, SC: Colliculus superior, LDTg: Nucleus tegmentalis
posterolateralis, CnF: Nucleus cuneiformis, SN Substantia nigra.

Allerdings unterschied sich die Aktivitat zwischen den beiden Rattenstammen nicht in

anderen Arealen, die fur die Vermittlung der Schreckreaktion und der PPI als relevant

angesehen werden: dem rechten vcPnC, rechten VLTg, linken LDTg, dem Nucleus teg-
mentalis pedunculopontinus (PPTg), dem gesamten Nucleus reticularis pontis caudalis

(PnC) sowie dem Nucleus reticularis pontis oralis (PnO).

Graphisch sind die Aktivitatsdifferenzen in Abbildung 35 b dargestellt. Des Weiteren
konnen die Unterschiede zwischen Black und Lister hooded Ratten wahrend des PPI-

Paradigmas in der t-Wert-Karte (Abbildung 36) genauer betrachtet werden.
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t-Werte

Abbildung 36: t-Wert-Karte des voxel-weisen Vergleichs der Gehirnaktivitat beider
Rattenstamme wéahrend der Testbedingung.

Angegeben sind alle Voxel, deren t-Werte (Berechnung vgl. 3.11.1) einem p-Wert von kleiner
0,05 entsprechen (t>*2,3). Postive t-Werte sind rot dargestellt und geben an, dass die
metabolische Aktivitat in Black hooded-Ratten signifikant groer war. Voxel die in Lister hooded
Ratten eine signifikant hohere Aktivitat aufwiesen, besitzen einen negativen t-Wert und sind
blau dargestellt. Je heller die Farbe, desto grofRer der t-Wert und desto kleiner der zugehdrige
p-Wert (z.B. t 2 3,36, p < 0,01). Die gestreiften Bereiche wurden nicht analysiert, da in diesen
Arealen Einstrahlungen von auferhalb des Gehirns (Kaumuskeln, Driisen) nicht ausge-
schlossen werden konnten. Die t-Wert-Karte spezifiziert die Ergebnisse der VOI-Analyse, da
nur exakt die Voxel dargestellt sind, die wahrend der PPI in den beiden Rattenstdmmen
signifikant unterschiedlich aktiviert waren.

Abk.: vePnC: ventrocaudaler Nucleus reticularis pontis caudalis, SOC: Nucleus olivaris superior,
IC: Colliculus inferior, MG: Corpus geniculatum mediale, VLL/DLL: ventraler/ dorsaler
Lemniscus lateralis, VLTg: Nucleus ventrolateralis tegmentalis, , LDTg: Nucleus tegmentalis
posterolateralis, PPTg: Nucleus tegmentalis pedunculopontinus, CnF: Nucleus cuneiformis, SC:
Colliculus superior, SN: Substantia nigra.

Fiir die gut horenden Black hooded-Ratten wurde zudem die Testbedingung direkt mit
der Kontrollbedingung verglichen. Wahrend der Testbedingung war die Aktivitdt in den
folgenden Arealen um mehr als 5 % erhoht: im rechten Nucleus reticularis pontis cau-
dalis (PnC) und vcPnC, im Nucleus cuneiformis (CnF) und der Substantia nigra (SN).
Nach statistischer Analyse der Differenzen mittels t-Tests filir eine Stichprobe (Ver-
gleich gegen Testwert pu=1) und anschlieBender FDR war nur noch die Aktivitdt im

linken CnF wahrend der Testbedingung signifikant erhoht (Statistik vgl. Tabelle 5).

Dagegen war die metabolische Aktivitdt im linken PnC und vcPnC, sowie im Nucleus
ventrolateralis tegmentalis (VLTg), Colliculus inferior (IC), Colliculus superior (SC), Nu-
cleus tegmentalis posterolateralis (LDTg) sowie Nucleus tegmentalis pedunculoponti-

nus (PPTg) in Kontroll- und der Testbedingung vergleichbar.
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= — s Tabelle 5:
o Verander: e unkorrigier: korrigier: Statistik der Areale von
ung [%] ter p-Wert | ter p-Wert | Black hooded-Ratten,
deren metabolische Ak-
vcPnC (rechts) +10,4 1.9 0,127 0,127 tivitat sich zwischen

_ Kontroll- und Testbe-
SN (links) +8,4 2,3 0,083 0,146 dingung um mehr als

5 % unterschied.

CnF  (rechts) +8,0 3,0 0,038 0,077 Fir alle Areale ist die
tabolische  Aktivitats-

CnF (inks) | 476 | 131 | 0000 | 0001 | Giforen, der twert (-
Test fur unabhangige

PnC (rechts) +7,5 3,1 0,035 0,104 Stichproben) sowie der
resultierende p-Wert (un-

SN (rechts) +5,5 2,0 0,122 0,124 korrigiert) und der korri-

gierte p-Wert nach FDR
angegeben. Abk.: (vc)PnC: (ventrocaudaler) Nucleus reticularis pontis caudalis, CnF: Nucleus
cuneiformis, SN Substantia nigra.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 37 sowohl als Mittelwert der prozentualen Verdnde-

rung der metabolischen Aktivitat (a) als auch als t-Wert-Karte (b) graphisch dargestellt.

Zusatzlich wurden die Verhaltensergebnisse mit den signifikanten metabolischen Ver-
anderungen korreliert. Die Pearson-Korrelation ergab, dass die Aktivitat im linken Nu-
cleus ventrolateralis tegmentalis signifikant negativ mit dem prozentualen Anteil an
Schreckreaktionen und PPI-Ereignissen korreliert war (r =-0,76; p = 0,010). Das heift,
die Aktivitat dieses Kerns war um so hoher, je mehr Schreckreaktionen ein Tier durch-
lebte (und desto kleiner das Verhaltnis von PPl zu Schreckreaktionen ausfiel, vgl.
3.5.4.1). Auf der anderen Seite war die metabolische Aktivitat des Nucleus cuneiformis
(links: r=0,85; p=0,002; rechts r=0,82; p =0,004) und der rechten Substantia nigra
(r=0,70; p = 0,025) positiv mit diesem Quotienten korreliert. Das heil3t je haufiger eine

Prapulsinhibition stattfand, desto hoher war die Aktivitat in diesen Kerngebieten.
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Abbildung 37: Vergleich der metabolischen Aktivitat wahrend der Kontroll- und der
Testbedingung in Black hooded Ratten.

a) Mittelwert der prozentualen Veranderung der metabolischen Aktivitdt. Die Unterschiede in
der Gehirnaktivitdt wahrend der Kontroll- und Testbedingung (Berechnung vgl. 3.11.1) sind
farbkodiert dargestellt. Negative Werte (blau) zeigen an, dass die metabolische Aktivitat
wahrend der Kontrollbedingung héher war. Areale, die wahrend der Testbedingung starker aktiv
waren, sind rot (positive Werte) dargestellt. Je heller die Farbkodierung, desto groRer der
Unterschied. Die gestreiften Bereiche wurden nicht analysiert da in diesen Arealen
Einstrahlungen von aulerhalb des Gehirns (Kaumuskeln, Driisen) nicht ausgeschlossen
werden konnten.

Wahrend der Testbedingung war vor allem die Aktivitat im linken Nucleus cuneiformis (CnF)
signifikant erhoht. Des Weiteren wurde eine gesteigerte Aktivitdt im rechten CnF, im rechten
Nucleus reticularis pontis caudalis (vePnC) und in der rechten und linken Substantia nigra (SN)
beobachtet. Allerdings waren diese Aktivitdtsunterschiede von Uber 5 % nur vor der FDR-
Korrektur fir den rechten CnF und vcPnC signifikant, aber nicht fir die SN. Die Aktivitat des
Nucleus ventrolateralis tegmentalis (VLTg), Nucleus tegmentalis pedunculopontinus (PPTg),
Nucleus tegmentalis posterolateralis (LDTg), Colliculus inferior (IC) und des Colliculus superior
(SC) unterschied sich hingegen nicht zwischen beiden Bedingungen.

-95-



-96-



Diskussion PPI-PET-Studie

5. Diskussion PPI-PET-Studie

Die Studie wurde mit dem Ziel durchgefiihrt, die Areale zu identifizieren, die bei ge-
sunden, unbehandelten Ratten in die Vermittlung der Schreckreaktion und der Pra-
pulsinhibition involviert sind. Die Ergebnisse der Studie dienten zudem als Grundlage

fur die Analyse der PET-Ergebnisse in der pubertiren A’-THC-Studie.

Im Folgenden werden zunachst die Ergebnisse des Hortests und die PPI-
Verhaltensdaten diskutiert. Die neurobiologischen Grundlagen der Schreckreaktion
und PPI wurden bislang nur mittels invasiver Methoden (z. B. Ldsionen, Substanzgabe,
elektrische Stimulation) und genetischer Ansatze untersucht (Swerdlow et al., 2000;
Swerdlow et al., 2001; Geyer et al., 2002; Schwabe et al., 2007). Studien, die wie die
vorliegende die bisher postulierten zugrundeliegenden neuronalen Prozesse an unbe-
handelten Tieren Uberprifen, fehlen allerdings noch immer. Daher wird im Anschluss
genauer diskutiert, in wie weit die PET-Ergebnisse die bisherigen Erkenntnisse bestati-

gen und wie sie diese erganzen.

5.1.Hortest und Prapulsinhibition der akustischen Schreckreaktion

Die in der Studie verwendeten Black und Lister hooded-Ratten hatten ein unterschied-
liches Horvermogen. Die Horschwelle der Black hooded-Ratten entsprach der Literatur
(Backoff & Caspary, 1994; Brandt-Lassen et al., 2000; Popelar et al., 2006), wahrend
die der Lister hooded-Ratten um etwa 40 dB erhoht war. Die Lautstarke des Hinter-
grundrauschens und samtlicher Stimuli lag aber oberhalb der Hérschwelle der Lister
hooded-Ratten. Dennoch spiegelten sich die unterschiedlichen Horfahigkeiten sowohl
in der Schreckreizamplitude, dem AusmaR der PPI, als auch in der Anzahl der Schreck-
reaktionen und PPI-Ereignisse wider. Die Lister hooded-Ratten erschreckten sich haufi-
ger und die mittlere Schreckreizamplitude war verglichen mit Black hooded-Ratten
niedriger. Dies lag daran, dass sie zum einen den Schreckreiz nicht so laut wahrnahmen
und zum anderen die leiseren Prapulse keine stabile PPl auslosten. Wie auch in der
Literatur beschrieben, hing das Ausmal} der PPl bei beiden Stammen signifikant von
der Prapulslautstarke ab: je lauter der Prapuls, desto groRer war die PPl (Hoffman &
Wible, 1970; Ison, 1978; Reijmers & Peeters, 1994). In der vorliegenden Studie flihrte

nur der lauteste Prapuls bei beiden Stammen zu einer vergleichbaren PPI. Ansonsten
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war die PPl bei den gut horenden Black hooded-Ratten starker ausgepragt. Das Aus-
maR der PPI scheint folglich davon abhangig zu sein, wie stark sich der Prapuls vom
Hintergrundrauschen abhebt. Auch eine humane Studie belegt, dass das Signal-
Rausch-Verhaltnis weitaus wichtiger ist als die reine Prapulslautstarke (Franklin et al.,
2007). Unter den in der Studie vorhandenen Bedingungen kann mit einem Signal-
Rausch-Verhaltnis von 1,3 bei beiden Rattenstdmmen eine maximale PPl zu erzeugt
werden. Allerdings muss bei Lister hooded-Ratten das Verhaltnis mindestens 1,11 be-
tragen, um eine stabile PPl auszulosen, wahrend bei gut hoérenden Black hooded-
Ratten bereits ein Verhaltnis von 1,04 ausreicht. Unterschiedliche PPI-Werte in der
Literatur sind daher vermutlich eher auf die verschiedenen Horfahigkeiten der geteste-
ten Tiere zurlickfiihren als auf andere genetische Unterschiede zwischen den Ratten-

stammen.

5.2.Verhaltens-PET

Die unterschiedlichen Horfahigkeiten der beiden Stamme spiegelten sich nicht nur im
Verhalten sondern auch in der Glukoseutilisation im zentralen auditorischen System
wider. Wahrend der Kontrollbedingung (Hintergrundrauschen) war die metabolische
Aktivitat vor allem im Colliculus inferior (IC) bei den gut hérenden Black hooded-Ratten

gegenliber den Lister hooded-Ratten erhoht.

Daraus lasst sich ableiten, dass die metabolische Aktivitat der beteiligten Areale auch
durch Unterschiede in der Anzahl der Schreckreaktionen und dem AusmaR der PPI
entsprechend beeinflusst wird. Daher wurden die Areale, in denen die metabolische
Aktivitat mit der Anzahl der Schreckreaktionen korrelierte, als mit der Vermittlung der
Schreckreaktion assoziiert klassifiziert. Umgekehrt wurden Areale mit einer Korrelation
zwischen der metabolischen Aktivitat und der Anzahl der PPI-Ereignisse mit der Ver-

mittlung der PPl in Verbindung gebracht.

Basierend auf den bisherigen Ergebnissen aus invasiven Studien geht man momentan
davon aus, dass der Nucleus reticularis pontis caudalis (PnC) die Schliisselstruktur bei
der Vermittlung der Schreckreaktion darstellt. Dieser Kern erhalt Eingang von den Nu-
clei cochlearis und projiziert auf spinale Motoneurone (Yeomans & Frankland, 1996;
Koch, 1999). In der vorliegenden Studie war die Aktivitdt des gesamten PnC bei beiden

Stammen nahezu identisch (Differenz <5 %), aber Subregionen des Kerns unterschie-
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den sich deutlicher. Es gibt Hinweise darauf, dass vor allem die sog. Riesenneurone des
ventrocaudalen PnCs (vcPnC) fur die Vermittlung der akustischen Schreckreaktion re-
levant sind (Koch et al., 1992; Lingenhohl & Friauf, 1994; Yeomans & Frankland, 1996;
Schmid et al., 2010). Tendenziell war der linke vcPnC bei Black hooded-Ratten starker
aktiviert als bei Lister hooded-Ratten. Dies steht zunachst im Gegensatz zu der Theorie,
dass die PPl auf einer Herunterregulierung des vcPnC basiert, da bei Tieren, die mehr
und starkere PPI-Ereignisse erleben, dann die metabolische Aktivitat geringer sein soll-
te. Die *®FDG-Aufnahme spiegelt aber die synaptische Eingangsaktivitat wider und er-
laubt keine Aussage lber die Anzahl der weitergeleiteten Aktionspotentiale (Raichle &
Mintun, 2006). Somit ist die erhohte metabolische vcPnC-Aktivitat vermutlich durch
zusatzliche inhibitorische Eingange (z. B. Substantia nigra oder Nucleus cuneiformis,

s. u.) bedingt.

Des Weiteren war bei Lister hooded-Ratten die metabolische Aktivitat im Nucleus
ventrolateralis tegmentalis (VLTg, entspricht der posterioren Halfte des Nucleus reticu-
laris pontis oralis (PnO)) wahrend der Testbedingung erhoht. Da die Aktivitdt des Ker-
nes zusatzlich mit der Anzahl der Schreckreaktionen korreliert war, scheint diese Struk-
tur mit der Vermittlung der Schreckreaktion, aber nicht mit der Vermittlung der PPI
assoziiert zu sein. Auch in der Literatur wurde bereits vermutet, dass dieser Kern eine
Rolle bei sensomotorischen Verhaltensweisen spielt, da er wie der PnC Eingange von
den Nuclei cochleares (Kandler & Herbert, 1991) erhélt und sowohl auf den vcPnC
(Yeomans & Frankland, 1996), als auch auf den Nucleus motorius nervo facialis
(Herbert et al., 1997) projiziert. Somit konnte der VLTg entweder nur die Gesichts-
Komponenten der Schreckreaktion (Anspannung der Gesichtsmuskeln etc.) vermitteln
oder auch Uber die Aktivierung des vcPnC die Gesamtkorperreaktion beeinflussen. Da
kleine elektrolytische Lasionen des VLTg keinen Einfluss auf die Schreckreaktions-
amplitude hatten, die wie in dieser Studie als Gesamtkorperreaktion tber ein Piezoe-
lement gemessen wurde (Lee et al., 1996), ist anzunehmen, dass die Aktivierung des

VLTgs hauptsachlich die Gesichts-Komponenten kontrolliert.

Bisher wurde postuliert, dass sich das PPI-Netzwerk aus dem Colliculus inferior (I1C) und
superior (SC), dem Nucleus tegmentalis pedunculopontinus (PPTg) und Nucleus teg-

mentalis posterolateralis (LDTg) sowie der Substantia nigra (SN) zusammensetzt.
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Dabei scheint der IC Informationen zwischen dem auditorischen System und dem PPI-
Netzwerk zu vermitteln (Fendt et al., 2001). Grof3e IC-Lasionen fiihrten zu einer Erho-
hung der Schreckreaktionsamplitude und eine PPl konnte nur noch visuell, aber nicht
mehr akustisch ausgelost werden (Leitner & Cohen, 1985). Kleinere Lasionen schwéch-
ten hingegen nur das AusmaR der PPl ab und hatten keinen Effekt auf die Amplitude
der Schreckreaktion (Li et al., 1998). Da sich die Aktivierung des IC bereits in der Kon-
trollbedingung zwischen den beiden Stammen unterscheidet, ist nicht auszuschlieRen,
dass dies die Ergebnisse der Testbedingung beeinflusst. Daher wurde die IC-Aktivitat
beider Stamme wahrend der Testbedingung nicht verglichen. Beim Vergleich der IC-
Aktivitat zwischen der Kontroll- und der Testbedingung bei Black hooded-Ratten ergab
sich aber kein Aktivitdtsunterschied. Dies kdnnte dadurch begriindet sein, dass der IC
als wichtige Struktur des zentralen auditorischen Systems in beiden Bedingungen aktiv
war und die Vermittlung der PPI nur zu einer vergleichsweise kleinen, im PET nicht
detektierbaren metabolischen Anderung fiihrte. Einige Studien gehen davon aus, dass
der IC die Signale des auditorischen Systems zunachst an den SC weiterleitet (Koch &
Schnitzler, 1997; Fendt et al., 2001; Yeomans et al., 2006), der somit das zweite rele-
vante Areal in der Vermittlung der akustischen PPI darstellen wiirde. Der SC ist mit der
sensomotorischen Integration wahrend Abwehrreaktionen (Dean et al., 1989) assozi-
iert und kénnte somit auch die PPl vermitteln. In der vorliegenden Studie wurde in der
Testbedingung eine signifikant hohere SC-Aktivitat bei Black hooded-Ratten beobach-
tet, die im Vergleich zu Lister hooded-Ratten sowohl mehr als auch stdrkere PPI-
Ereignisse erlebten. Allerdings korrelierte die *FDG-Aufnahme nicht mit der Anzahl
der PPI-Ereignisse. Dies ist verwunderlich, da SC-Lasionen das Ausmal der PPI redu-
zierten, ohne dabei die Schreckreaktionsamplitude zu verdndern (Fendt et al., 1994).
Des Weiteren fiihrte die Inhibition der GABA-AKktivitat innerhalb des SC zu einer Ver-
starkung der PPl ohne die Amplitude der Schreckreaktion zu beeinflussen (Fendt,
1999). Die fehlende Korrelation in der vorliegenden Studie deutet daraufhin, dass im
intakten Organismus die Rolle des SC moglicherweise nicht so bedeutsam ist. Dies wird
auch dadurch unterstitzt, dass der PPTg, der Eingange vom SC erhalt (Redgrave et al.,
1987), entgegen bisheriger Annahmen nicht in die Vermittlung der PPI involviert zu
sein scheint (Koch, 1999; Fendt et al., 2001). Lasionen des PPTg (Swerdlow & Geyer,
1993; Kodsi & Swerdlow, 1997), Infusionen eines GABA-Agonisten (Diederich & Koch,

-100-



Diskussion PPI-PET-Studie

2005) und neurotoxische Lasionen der cholinergen PPTg Neurone (Koch et al., 1993)
flihrten zu einer Reduktion der PPI. In der vorliegenden Studie war die metabolische
Aktivitat des PPTg wahrend der Testbedingung bei beiden Stammen identisch. Auch
die Aktivitat des LDTg unterschied sich nicht, obwohl eine andere Studie zeigte, dass

Lasionen mit Ibotensadure die PPl reduzierten (Jones & Shannon, 2004).

Die genauere Betrachtung der PET-Daten ergab allerdings, dass der CnF, eine Struktur
unmittelbar dorsal zum PPTg und lateral zum LDTg, bei Black hooded-Ratten signifikant
starker aktiviert war als bei Lister hooded-Ratten. Das AusmaR der Aktivierung korre-
lierte dabei positiv mit der Anzahl der PPI-Ereignisse. Dies stimmt mit den Ergebnissen
von Saitoh und Kollegen (1987) Uberein. Sie zeigten, dass eine elektrische CnF-
Stimulation die Schreckreaktion inhibiert und die Starke dieser Inhibition negativ mit
der Entfernung der Stimulationselektrode vom CnF korreliert war. Elektrolytische Lasi-
onen des lateralen tegmentalen Areals (CnF eingeschlossen) reduzierten ebenfalls die
PPI (Leitner et al., 1981) und erhdhten die Schreckreaktionsamplitude (Swerdlow &
Geyer, 1993). Daher ist es denkbar, dass nicht der PPTg, sondern der angrenzende CnF,
bei unbehandelten Tieren eine wichtige Rolle bei der PPI-Vermittlung spielt. Die Tatsa-
che, dass die Schreckreaktion eine protektive Verhaltensreaktion z. B. als Schutz vor
Verwundung durch einen Feind darstellt, und der CnF durch Stimuli aktiviert wird, die
mit Abwehrverhalten verbunden sind (Dielenberg et al., 2001; McGregor et al., 2004;
Walker & Winn, 2007), unterstiitzt ebenfalls die Theorie, dass der CnF bei der Regula-

tion der Schreckreaktion beteiligt ist.

Neben dem CnF war auch die Aktivitdt der SN signifikant mit der Anzahl der PPI-
Ereignisse korreliert. Dies steht im Einklang mit der Literatur, da Lasionen der SN mit
Ibotensdure die PPI, vermutlich durch die Eliminierung der GABAergen Projektionen
auf den PnC, erniedrigten (Koch et al., 2000). Neben dieser direkten Inhibition des PnC
konnte eine Aktivierung theoretisch auch indirekt (iber den SC erfolgen, auf den die SN

ebenfalls projiziert (Bentivoglio et al., 1979).

Die Verhaltens-PET-Daten unterstiitzen somit die Rolle des vcPnC als Integrationsstruk-
tur zwischen Netzwerkstrukturen, die die Schreckreaktion und PPl vermitteln. Auch die
Bedeutung des VLTg fir die Schreckreaktion wird durch die Daten bestatigt. AuBerdem
sprechen die Ergebnisse fiir die Hypothese, dass die SN bei der PPI-Vermittlung invol-

viert ist. Im Gegensatz dazu konnten in dieser Studie keine Belege gefunden werden,
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dass SC, PPTg und LDTg im intakten Organismus eine entscheidende Rolle beziiglich
der PPI spielen. Die metabolischen Aktivitaitsmuster deuten vielmehr darauf hin, dass
der CnF, eine zum PPTg und LDTg angrenzende Struktur, eine Schllisselfunktion bei der

PPI-Vermittlung einnimmt.

Generell ist es nicht verwunderlich, dass Lasionsstudien und bildgebende Untersu-
chungen von unbehandelten, gesunden Tieren zu unterschiedlichen Ergebnissen
kommen, da in Lasionsstudien mogliche funktionelle Kompensationen und sekundare
Schadigungen nicht gut kontrollierbar sind. Das PPI-Verhaltens-PET ist somit eine ge-
eignete Ergdnzung zu den bisherigen Lasionsstudien. Es sind jedoch noch weitere Un-
tersuchungen notwendig, um die hier gezeigten Ergebnisse zu untermauern und um
das PPl Netzwerk weiter zu entschllisseln. Ein weiterer wichtiger Schritt ist die Opti-
mierung der Kontrollbedingung. Mit dem bisherigen Versuchsablauf ist es nur (iber
einen korrelativen Ansatz moglich, Areale, die an der Vermittlung der Schreckreaktion
beteiligt sind von denen abzugrenzen, die fir die PPI-Vermittlung relevant sind. Fir
eine Folgestudie ist geplant, eine weitere Kontrollbedingung einzuschlieRen, in der die
Tiere nur Schreckreizen ausgesetzt werden. Dabei muss zum einen gewahrleistet wer-
den, dass genug Schreckreize prasentiert werden, damit sich diese neue Bedingung
ausreichend von der bisherigen Kontrollbedingung (Hintergrundrauschen) unterschei-
det. Zum anderen muss der Stress, dem die Tiere durch die standige Prasentation von
Schreckreizen ausgesetzt sind, bericksichtigt und moglichst gering gehalten werden.
Optimal ware es daher, wenn fiir jedes Tier die Anzahl der Schreckreize in der neuen
Kontrollbedingung an die Anzahl der tatsachlichen Schreckreaktionen in der zuvor
durchlaufenen Testbedingung angepasst wiirde. Vergleicht man dann die Ergebnisse
der Testbedingung mit dieser neuen Kontrollbedingung, resultiert daraus das Aktivie-

rungsmuster der Areale, die an der PPI-Vermittlung beteiligt sind.

Zusatzlich zu dem neuronalen Netzwerk, dass der PPI-Vermittlung zugrunde liegt,
scheint es ein weiteres Netzwerk zu geben, dass die PPl moduliert. Nach Erkenntnissen
aus invasiven Studien sind dabei folgende Strukturen involviert: Nucleus accumbens,
ventrales Pallidum, das septohippokampale System, basolaterale Amygdala, medio-

dorsaler Thalamus und der mediale prafrontale Kortex.
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Man geht davon aus, dass das Modulationssystem die sensomotorische Hemmung
reduziert, in dem es Uber den Nucleus accumbens und das ventrale Pallidum auf das

PPI-Vermittlungssystem einwirkt (Koch & Fendt, 2003).

In der vorliegenden Studie wurde dieses System noch nicht genauer betrachtet, da die
Anzahl der ausgewerteten Areale vorher eingegrenzt wurde, um eine sinnvolle statisti-
sche Analyse zu gewahrleisten. Je mehr Areale betrachtet werden, desto groRer wird
der Faktor fiir die p-Wert-Korrektur und desto unwahrscheinlicher wird es, signifikante
Unterschiede zu erfassen. Da dies die erste Studie ist, die die neuronalen Grundlagen
der PPl der akustischen Schreckreaktion am unbehandelten Tier untersuchte, wurde
zunachst die Auswertung a priori auf die Vermittlung der Schreckreaktion und PPI be-
grenzt (vgl. 3.11.1). In einer folgenden Studie, soll (unter Verwendung der neuen Kon-
trollbedingung) auch das PPI-Modulationsnetzwerk untersucht werden, um einen Ein-

druck davon zu erhalten, welche der postulierten Areale tatsachlich relevant sind.
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6. Ergebnisse CBD-URB-Studie

6.1.Verhaltensversuche

Im Folgenden werden zunachst die Ergebnisse der verschiedenen Verhaltensversuche
erlautert. Die Daten wurden im Hinblick auf den Effekt der verschiedenen Behandlun-
gen (Vehikel, Cannabidiol (CBD), URB 597 (URB) und CBD+URB) sowie des Testzeit-
punktes (t0, t1) analysiert (2 faktorielle mixed design ANOVA, Faktoren: Testzeitpunkt,
Behandlung). Bei einigen Versuchen wurde zusatzlich der Effekt bestimmter Variablen
des Verhaltensversuchs untersucht, wie verschiedene Zonen, Durchgange etc. Diese
Analyse erfolgte mittels 3 faktorieller mixed design ANOVA (Faktoren: Testzeitpunkt,

Behandlung und die zusatzliche Variable).

Der Testzeitpunkt tO entspricht dem Verhalten vor Behandlung. Die zweite Verhal-
tensmessung erfolgte wahrend der Behandlung (t1), wobei die Tiere der CBD-, URB-
und CBD+URB-Gruppe einen konstanten Plasmaspiegel der entsprechenden Substan-
zen aufwiesen (vgl. 3.11.2). Ein Haupteffekt des Testzeitpunktes zeigt an, dass sich
(gemittelt Gber alle Behandlungen) die Ratten beim zweiten Test anders verhalten als
beim ersten. Dies kann zwar auf einen Behandlungseffekt zurlickzufiihren sein, kann
aber auch z.B. einen generellen Gewohnungs-, Alterungseffekt, etc. widerspiegeln. Ein
Haupteffekt der Behandlung bedeutet, dass sich die Behandlungsgruppen (gemittelt
Uber die Testzeitpunkte) unterscheiden. Auch dies kann durch die Behandlung verur-
sacht sein, kann aber auch auf a priori-Unterschiede der Gruppen zuriickzufiihren sein.
Die Faktorinteraktion zeigt einen Behandlungseffekt dagegen eindeutig: Der Einfluss
des Faktors Testzeitpunkt ist abhdngig von der Behandlung und umgekehrt. Welche
Behandlung einen Effekt auf das Verhalten gezeigt hat, kann nur (iber post hoc-Tests

geklart werden.

6.1.1. Open Field

Weder der Testzeitpunkt (F(1,15) = 3,1; p = 0,098) noch die Behandlung (F(3,15) = 3,0;
p = 0,062) hatten einen Einfluss auf die generelle Lokomotion. Innerhalb von 10 min in
der Open Field-Arena legten die Tiere im Mittel 3985 + 1176 cm zurlick. Zudem wur-
den die zurilickgelegten Distanzen in der inneren und in der duBeren Zone verglichen.

Da der Levene-Test signifikant war, mussten die Daten zunachst transformiert werden
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(1/Wurzel X). Alle Tiere bewegten sich in der inneren Zone signifikant weniger als in
der dufReren Zone (F(1,15) = 142,0; p < 0,001) und zwar unabhédngig vom Testzeitpunkt
(F(1,25)=2,2; p=0,158) und der Behandlung (F(3,15) =1,1; p =0,397). Da sich somit
die Ergebnisse vor und wahrend Behandlung nicht unterschieden, sind in Abbildung 38

nur die Ergebnisse zum Zeitpunkt t1 graphisch dargestellt.

6000 - !
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: =3 CBD
I URB
_ 5000 - o i | [ CBD+URB
g |
= |
N 4000 - | T
8
I !
a |
8 3000 - |
o |
(]
° |
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Q
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1000 - : *
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0 L | L
gesamt innen aullen
OF- Arena OF-Zone

Abbildung 38: Zuriickgelegte Distanz im Open Field (OF) Paradigma zum Testzeitpunkt
t1.

Links: Zuriickgelegte Distanz in der gesamten OF-Arena. Keine der applizierten Substanzen
(Vehikel, CBD, URB oder CBD+URB) hatte einen Effekt auf die allgemeine Lokomotion. Die
Tiere legten somit unabhangig von der Behandlung in etwa die gleiche Distanz zurtck.

Rechts: Zurlickgelegte Distanz in der inneren und aueren Zone der OF-Arena. Alle Tiere
bewegten sich unabhangig von der Behandlung in der inneren Zone signifikant weniger als in
der auBeren Zone (p < 0,001).

Zusatzlich zur zuriickgelegten Distanz wurde die Laufgeschwindigkeit der Ratten in der
inneren und &uBeren Zone verglichen. Weder der Testzeitpunkt (F(1,15)=0,1;
p =0,790) noch die Behandlung (F(3,15) = 0,6; p = 0,645) hatte einen Effekt auf die
Geschwindigkeit. Somit wirkte keine der applizierten Substanzen (Vehikel, CBD, URB

oder CBD+URB) sedierend oder stimulierend.

Allerdings gab es einen Haupteffekt der Zone (Abbildung 39): die Ratten liefen in der
inneren Zone signifikant schneller als in der dulReren Zone (F(1,15) = 70,0; p < 0,001).
Da dies unabhéangig vom Testzeitpunkt war, sind in Abbildung 39 nur die Laufge-

schwindigkeitsunterschiede in den beiden Zonen zum Zeitpunkt t1 graphisch darge-
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stellt. Die Differenz betrug Uber alle Tiere und beide Zeitpunkte gemittelt 13,5 +

7,5 cm/s.
SO - - . - ' Abbildung 39: Laufgeschwindigkeit in der
N Vehikel inneren und auBeren Zone wahrend der
E Sgg Behandlung (t1).
w 40~ [ CBD*URB Die Behandlung mit Vehikel, CBD, URB oder
5 CBD+URB scheint keinen Effekt auf die
= I Motorik zu haben. Unabhangig von der Art
5 30 - der Behandlung bewegten sich die Ratten in
i der auBeren Zone signifikant langsamer und
E * erhéhten ihre Geschwindigkeit, wenn sie sich
0 20~ in der inneren Zone aufhielten (p < 0,001).
s
=
3 10-
O ||
innen aullen
Zonen

Des Weiteren wurde die prozentuale Aufenthaltsdauer in den vier duReren Zonen (un-
ten, oben, links und rechts; Abbildung 40) untersucht. Da der Mauchly-Test fiir die Fak-
toren Zone sowie Zone*Messzeitpunkt signifikant war (Zone: X(5) = 26,4; p < 0,001;
Zone*Messzeitpunkt: X*(5) =12,7; p=0,027), wurden die Freiheitsgrade korrigiert
(Greenhouse-Geisser Schatzung; Zone: € = 0,525; Zone*Messzeitpunkt: € = 0,688). Die
statistische Analyse ergab einen Haupteffekt der Zone (F(1,574, 23,607)=47,0;
p < 0,001). Geplante einfache Kontraste bestatigten, dass alle Tiere zu beiden Testzeit-
punkten unabhadngig von der Behandlung ein sog. Homebase-Verhalten zeigten
(Abbildung 40 a/b). Das heilt, sie hielten sich in einer duBeren Zone, der unteren Zone,
signifikant langer auf als in den anderen drei Zonen (bei allen Kontrasten p < 0,001). Es
gab keinen Haupteffekt des Testzeitpunktes (F(1,15) = 3,9; p = 0,068), aber eine signifi-
kante Interaktion von Testzeitpunkt und Zone (F(2,063, 30,939)=5,687; p =0,007;
Abbildung 40 c). Der Post hoc-Test Sidak ergab, dass nur die Aufenthaltsdauer in der
rechten Zone zu beiden Testzeitpunkten unverandert blieb (p =0,797). Die Aufent-
haltsdauer in der unteren Zone nahm wahrend der Behandlung (t1) signifikant zu
(p =0,008) wahrend sie in der linken (p =0,013) und oberen Zone (p =0,017) sank
(Abbildung 40 c). Die Art der Behandlung hatte hingegen keinen Effekt auf die Aufent-
haltsdauer (F(3,15) = 0,6; p = 0,648). Allerdings muss berticksichtigt werden, dass der
Levene-Test fiir einige Variablen (tO links: p =0,029; t1 unten: p =0,026; t1 rechts:
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p = 0,035) signifikant war. Zusammengefasst heilt das, dass alle Tiere unabhangig von
der Behandlung ein Homebase-Verhalten zeigten, welches sich bei allen zum Zeitpunkt

t1 verstarkte.

a) b)
100 - 100 -
I Vehikel * I Vehikel
[/ CcBD [/ CBD
N URB [ URB
80 - . [ CBD+URB 80 - 1 CBD+URB
g 60- g o0-
3 3
2 2
g g
€ 40 - € 40 -
e &
=] =
< <
20 - Iﬂiﬂ 20 - ‘nln
o i
links unten oben rechts links unten oben rechts
Zonen Zonen
C) Abbildung 40: Prozentuale Aufenthalts-
10 - dauer in den duBeren Zonen vor (a) und
09 - * —e— 10 wahrend der Behandlung (b) sowie der
' —Oo—t1 direkte Vergleich in einer
_ E' 08 - Interaktionsgraphik (c).
£ % Zu beiden Testzeitpunkten zeigten alle
£ 5 07 - Tiere ein Homebase-Verhalten. Die Home-
5 2 base war die untere Zone (p < 0,001). Die
o 06- Behandlung hatte keinen Effekt auf das
55 Verhalten (p =0,648). Trotzdem gab es
S E 05 - % eine signifikante Interaktion der Zone und
(a';a‘:(s * des Testzeitpunkts (p = 0,007). Wie aus
< 04 - der Interaktionsgraphik (c) hervorgeht, ver-

starkte sich das Homebase-Verhalten bei
allen Tieren wahrend der Behandlung (11,
unausgefiilite Kreise). Der Grund fiir den
fehlenden Haupteffekt des Testzeitpunkt
ist, dass die Aufenthaltsdauer in der

Zonen rechten dufleren Zone unverandert bleibt.
Im Gegensatz dazu nimmt sie aber im Vergleich zu t0 (schwarz ausgefillte Kreise) in der linken
und oberen Zone ab und in der unteren Zone zu. (Die geschatzten Randmittel entsprechen der
Aufenthaltsdauer in den verschiedenen Zonen zu beiden Testzeitpunkten, gemittelt Gber die
Behandlungen).

0,3 -

0,2 T T T T
links unten oben rechts

Die Behandlung (Vehikel, CBD, URB oder CBD+URB) hatte auch keinen Einfluss auf die
Frequenz, mit der die innere Zone der OF-Arena betreten wurde (F(3,15)=1,4;
p =0,271). Somit wurde die Angstlichkeit der Tiere durch keine der Substanzen modu-
liert. Allerdings hatte der Testzeitpunkt einen signifikanten Effekt auf die Frequenz

(F(1,25) =7,3; p=0,016). Da keine signifikante Interaktion von Testzeitpunkt und Be-
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handlung vorlag (F(3,15) =0,6; p =0,614), gilt, dass die Frequenz mit der die innere
Zone betreten wurde, bei allen Behandlungsgruppen zum Zeitpunkt t1 signifikant ge-

ringer war als vor Behandlung (t0; Abbildung 41).

Abbildung 41: Frequenz mit der die

35 - innere Zone vor (t0) und wahrend
. mmm 0 der Behandlung (t1) betreten

'g 30 - h —=t1  wurde.
ES Wahrend der Behandlung betraten
S o5 * alle Tiere die innere Zone der OF-
o Arena seltener als vor Behandlung
s 00 - * * - (p=0,016). Diese Abnahme war
': T allerdings unabhangig von der
g applizierten Substanz. Es gab weder
£ 15 - einen signifikanten  Behandlungs-
5 effekt, noch eine signifikante
2 10- ' ' ' Interaktion von Behandlung und
2 Testzeitpunkt.
g °

0

Vehikel CBD URB CBD+URB
Behandlungsgruppen

6.1.2. Objekterkennung

Weder der Testzeitpunkt (F(1,15) = 2,7; p = 0,118)) noch die Behandlung (F(3,15) =0,2;
p = 0,894) hatten einen signifikanten Einfluss auf die Explorationsdauer. Wahrend des
insgesamt sechsminitigen Versuches (jeweils 3 min pro Durchgang) explorierten alle
Tiere die Objekte jeweils im Mittel 111 + 32 s. Somit verbrachten sie etwa % der Zeit

mit der aktiven Exploration beider Objekte.

Bei dem Vergleich der Explorationszeit im ersten und zweiten Durchgang ergab sich
allerdings eine signifikante Interaktion von Behandlung und Durchgang (F(3,15) = 3,3;
p = 0,049). Der Post hoc-Test Sidak zeigte, dass sich nur die Tiere der CBD+URB-Gruppe
sowohl vor als auch nach Behandlung im 2. Durchgang signifikant weniger ausgiebig
mit den beiden Objekten beschaftigen (p =0,017; Abbildung 42). Allerdings war der
Levene-Test signifikant und keine Transformation zur Verbesserung der Varianzhomo-

genitat erfolgreich, so dass dieses Ergebnis mit Vorbehalt zu betrachten ist.

Da sich die Tiere der CBD-URB-Gruppe sowohl vor als auch wahrend der Behandlung
gleich verhielten, lasst sich dennoch sagen, dass keine der verwendeten Substanzen

einen Effekt auf das Explorationsverhalten der Tiere hatte.
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Abbildung 42: Vergleich der

gesamten Explorationsdauer
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Das Verhalten im zweiten Durchgang (OR2) erlaubt einen Riickschluss auf die Arbeits-
geddchtnisleistung der Ratten. Die genauere Analyse ergab, dass weder der Testzeit-
punkt (F(1,15)=0,2; p=0,682) noch die Behandlung (F(3,15)=0,6; p =0,652) einen
Effekt auf die Frequenz hatte, mit der die Tiere zwischen dem bekannten und unbe-

kannten Objekt wechselten (Abbildung 43 a).
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Abbildung 43: Frequenz mit der die Tiere zwischen dem bekannten und unbekannten
Objekt wechselten (a) sowie die Latenzzeit bis zum ersten Betrachten des ersten
Objektes (b).

Weder der Testzeitpunkt (vor (t0), wahrend der Behandlung (t1)) noch die Art der Behandlung
hatten im zweiten Durchgang einen Effekt auf die Objektwechselfrequenz. Im Mittel liefen die
Tiere zwischen beiden Objekten 5+ 2 mal hin und her. Auch die Latenzzeit wurde nicht
beeinflusst (mittlere Latenzzeit: 4,1 + 4,3 s).
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Die Latenzzeit bis zum ersten Betrachten eines der beiden Objekte wurde ebenfalls
nicht beeinflusst (Abbildung 43 b; Testzeitpunkt: F(1,15) < 0,1; p = 0,940), Behandlung:
(F(3,15)=0,1; p = 0,950)).

Somit wurde die Gedachtnisleistung nicht durch die Aktivitat/Lokomotion beeinflusst.

Da alle Tiere im ersten Durchgang mindestens ein Objekt betrachteten und im zweiten
mindestens einmal zwischen den Objekten wechselten, wurde keines von der Analyse
des Diskriminierungsindex ausgeschlossen (Berechnung vgl. 3.4.2.1). Im Mittel wiesen
alle Ratten einen positiven Diskriminierungsindex auf (Abbildung 44), d.h. sie betrach-
teten das unbekannte Objekt langer als das bekannte. Daher kann davon ausgegangen
werden, dass das Arbeitsgeddchtnis bei allen Tieren intakt war und keine der verwen-
deten Substanzen die Leistungsfahigkeit des Arbeitsgedachtnisses beeinflusste

(F(3,15)=0,8; p=0,491). Auch der Testzeitpunkt hatte keinen Effekt (F(1,15)=0,1;

p =0,824).
09 - Abbildung 44: Diskriminierungsindex
Positive Werte geben an, dass das neue
06 - Objekt ausgiebiger betrachtet wurde als
. das bekannte. Dies ist im Mittel bei allen
§ 03 - Tieren der Fall, so dass von einem in-
i ' takten Arbeitsgedachtnis ausgegangen
< werden kann. Weder der Testzeitpunkt
§ 0.0 (t0: vor, t1: wahrend der Behandlung)
'€ noch die Art der Behandlung hatte einen
g 03- Effekt auf die Leistungsfahigkeit des Ar-
3 beitsgedachtnisses.
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_019 —
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6.1.3. Soziale Interaktion

Weder der Testzeitpunkt (F(1,15) = 2,3; p = 0,155) noch eine der applizierten Losungen
(F(3,15) =0,1; p =0,946) beeinflusste die soziale Interaktion mit einer fremden Ratte
(Abbildung 45). Somit flihrte keine Substanz zu sozialem Riickzug oder zu einem ge-
steigerten Sozialverhalten. Die Analyse des gesamten Sozialverhaltens ergab, dass alle

Ratten im Mittel etwa % der Zeit in der Arena mit sozialer Interaktion verbrachten.
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Abbildung 45: Generelles Sozialverhalten
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Die genaue Analyse von non-anogenitalen und anogenitalen Interaktionen ergab, dass
sich der Anteil der beiden Verhaltensweisen am gesamten Sozialverhalten generell
nicht signifikant unterschied (F(1,15) = 0,1; p = 0,790). Beide Verhaltensweisen mach-
ten jeweils etwa 40 % aus (Abbildung 46). Zwar gab es keinen signifikanten Hauptef-
fekt der Behandlung (F(3,15) = 2,1; p = 0,141), aber signifikante Interaktionen, die auf

einen Einfluss von URB auf das Sozialverhalten hindeuten (s.u.).

Neben einem Haupteffekt des Testzeitpunktes (F(1,15) = 10,9; p = 0,005) ergaben sich
signifikante Interaktionen des Testzeitpunktes mit der Verhaltensweise (F(1,15) = 11,7;
p = 0,005), der Behandlung (F(3,15) =4,2; p =0,025) sowie der Verhaltensweise und
der Behandlung (F(3,15) = 4,2; p = 0,025).

Die Interaktionsanalyse zeigte, dass in der Vehikelgruppe zum Testzeitpunkt t1 (wah-
rend der Behandlung) der Anteil des anogenitalen Verhaltens signifikant zunahm
(p =0,031; Abbildung 46). Allerdings hatte diese Verdanderung keinen Einfluss auf das
Verhéltnis beider Verhaltensweisen am gesamten Sozialverhalten. Zu beiden Zeitpunk-
ten erkundeten die Tiere der Vehikelgruppe die fremde Ratte in der Arena gleicherma-

Ren ano- und non-anogenital.

Die Gabe von URB fiihrte hingegen zu einer Verschiebung des Verhiltnisses von ano-
genitalem und non-anogenitalem Verhalten. Wahrend sich die beiden Verhaltenswei-
sen vor Behandlung nicht signifikant unterschieden, fiihrte die chronische URB-Gabe

zu einer Zunahme des anogenitalen und einer Abnahme des non-anogenitalen Verhal-
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tens (p=0,001). Daher unterschieden sich beide Verhaltensweisen wahrend URB-

Injektion signifikant (p = 0,013).
CBD oder eine kombinierte Gabe von CBD und URB beeinflusste die soziale Interaktion
zwischen fremden Ratten hingegen nicht.

Abbildung 46:Anteil des anogenitalen und non-anogenitalen Verhaltens am gesamten
Sozialverhalten in Abhdngigkeit vom Testzeitpunkt und der Behandlung.

Das anogenitale Verhalten ist

100 - dunkelgrau dargestellt, non-
B anogenital, t0 anogenitales Verhalten hingeg-
S anogenital, t1 en hellgrau. Vor Behandlung
80 - [ non-anogenital, t0

(t0, Balken ohne Streifen) un-
terschieden sich die beiden
Verhaltensweisen in der Ve-
hikel- und der URB-Gruppe nur
tendenziell. Wahrend der Be-
handlung (t1, gestreifte Balken)
entwickelte sich ein signifkanter
Unterschied in der URB-Grup-
pe: die Ratten zeigten langer
anogenitales als non-anogeni-
tales Verhalten (*: p=0,013).
AuRerdem flihrte die URB-Be-
handlung zu einer Zunahme
Behandlungsgruppen des anogenitalen und einer Ab-
nahme des non-anogenitalen
Verhaltens (#: p = 0.001). Des Weiteren ergab die statistische Analyse, dass in der Vehikel-
gruppe der Anteil an anogenitalem Verhalten wahrend der Behandlung zunahm (x: p = 0,031),
wobei dies keinen Einfluss auf das Verhaltnis beider Verhaltensweisen an der gesamten
sozialen Interaktion hatte.

XX non-anogenital, t1

Sozialverhalten [%]

6.1.4. Erhohte Plusarena

Die relative Zeit, die die Ratten auf den Armen der erhdohten Plusarena verbrachten,
unterschied sich bereits zu Beginn der Versuche. Dies spiegelt auch der signifikante
Haupteffekt der Behandlung wider (F(3,15) = 4,1; p = 0,025), der sich nicht nur auf den
Zeitpunkt wahrend der Behandlung (t1), sondern auch auf a priori-Unterschiede zwi-
schen den Versuchsgruppen bezieht. Der anschliefende Post hoc-Test Dunnett ergab,
dass sich die Ratten der Vehikelgruppe signifikant kiirzer auf den offenen Armen auf-
hielten als die Ratten der CBD- (p =0,014), der URB- (p =0,045) und der CBD+URB-
Gruppe (p = 0,033; Abbildung 47). Der Testzeitpunkt hatte hingegen keinen Einfluss auf
das Verhalten der Tiere (F(1,15)=1,2; p=0,294) und eine Interaktion zwischen Be-
handlung und Testzeitpunkt lag ebenfalls nicht vor (F(3,15)=1,0; p =0,431). Daher
kann davon ausgegangen werden, dass der Effekt der Behandlungsgruppe sowohl vor

als auch wahrend der Injektionen signifikant war.
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Abbildung 47: Relative Zeit auf den
offenen Armen der erhohten Plusarena
in Abhangigkeit von der Behandlung.
Die Tiere der Vehikelgruppe verbrachten
sowohl vor (t0) als auch wahrend der
Behandlung (1) signifikant weniger Zeit
auf den offenen Armen als die Ratten der
anderen Gruppen.

Die lokomotorische Aktivitat auf der Plusarena war hingegen bei allen Tieren unab-

hangig vom Testzeitpunkt (F(1,15) = 1,2; p = 0,291) und der Behandlung (F(3,15) = 2,1;

p = 0,144) identisch: die Ratten wechselten die Arme der Arena mit der gleichen Fre-

qguenz (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Lokomotorische Aktivitat
auf der erh6ohten Plusarena in Abhéngig-
keit der Behandlung.

Die Armwechselfrequenz, ein Mal fiir die
lokomotorische Aktivitat, war vor (t0),
wahrend der Behandlung (t1) identisch.
Keine der verwendeten Substanzen beein-
flusste die Frequenz, mit der die Tiere die
Arme der erhéhten Plusarena wechselten.

6.1.5. Prapulsinhibition der akustischen Schreckreaktion

Da bei der statistischen Analyse der Schreckreaktionsamplitude die Voraussetzung der

Varianzhomogenitat nicht gegeben war (Levene-Test signifikant), wurde zunéachst eine

Quadratwurzel-Transformation der Daten durchgefiihrt. Die Amplitude der Schreckre-

aktion (Abbildung 49) war wahrend der Behandlung (t1) signifikant niedriger als vor
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Behandlung (t0, F(1,15) = 37,9; p < 0,001). Dieser Effekt war allerdings unabhangig von

der Art der Behandlung (F(3,15) = 1,3; p = 0,318).
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Abbildung 49: Amplitude der Schreck-
reaktion vor (t0) und wahrend der (t1)
Behandlung.

Unabhangig von der Art der Behandlung
sank die Amplitude der Schreckreaktion
bei allen Gruppen.

Bei der Analyse der Prapulsinhibition (PPl) mussten die Freiheitsgrade fir den Faktor

Prapulslautstiarke (X*(5)=13,1; p=0,023) korrigiert werden (Greenhouse-Geisser

Schitzung; €=0,714),

da der Mauchly-Test eine Verletzung der Spharizitats-

Voraussetzung anzeigte. Die PPl war signifikant von der Prapulslautstirke abhangig

(Abbildung 50; F(2,143, 32,140) = 320,7; p < 0,001).
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Abbildung 50: Prapulsinhbition (PPI)
wahrend der Behandlung, in Ab-
héngigkeit von der Prapulslautstarke.
Die Héhe der PPl war von der Prapuls-
lautstarke abhangig. Je lauter der Prapuls,
desto hdéher die PPI, wobei samtliche
Lautstarkevergleiche  signifikant waren
(aus Griinden der Ubersicht nicht in der
Graphik dargestellt). Die Behandlung hatte
hingegen keinen Effekt auf die PPI. Die
sensomotorische Hemmung wurde somit
weder von CBD noch von URB oder einer
kombinierten Gabe beeinflusst.

Der Post hoc-Test-Sidak bestétigte, dass die mittlere PPl umso grofRer ausfiel, je lauter

der prasentierte Prapuls war (68 vs. 72 dB SPL LIN: p = 0,009; fiir alle anderen Verglei-
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che p < 0,001). Der leiseste Prapuls (68 dB SPL LIN) rief keine stabile PPl von tiber 15 %
hervor, und auch ein Prapuls von 72 dB SPL LIN fiihrte zu sehr variablen Reaktionen.
Die PPl wurde nicht vom Testzeitpunkt beeinflusst (F(1,15) = 1,4; p = 0,253). Daher ist
in Abbildung 50 nur das Ergebnis zum Zeitpunkt t1 dargestellt. Des Weiteren beein-
flusste weder CBD noch URB oder eine Kombination beider Substanzen die sensomo-

torische Hemmung (F(3,15) = 1,1; p = 0,398).

6.2. Messungen der Endocannabinoide und verwandter Lipide

Nach Abschluss der Verhaltenstestung wurden die Tiere schlielRlich getétet, um die
Konzentrationen der verschiedenen Eicosanoide (Anandamid (AEA), PEA, OEA und 2-
AG) in den verschiedenen Gehirnarealen sowie in der Leber mittels HPLC/MS-MS zu
bestimmen. Die statistische Analyse der Behandlungseffekte auf die Eicosanoid-Level
in den verschiedenen Gehirnarealen (3 faktorielle mixed design ANOVA (Faktoren: Ge-
hirnareal, Eicosanoide, Behandlung; Greenhouse-Geisser-Korrektur, log-Transforma-
tion zur Herstellung von Varianzgleichheit) bestatigte zunachst, dass sich die Konzent-
rationen der verschiedenen Lipide per se unterschieden (F(1,627, 24,405) = 2995,6;
p <0,001). Zusatzlich schwankten die Eicosanoid-Level in Abhangigkeit vom Gehirn-
areal (F(3,116,47,490) = 34,5; p<0,001), so dass auch eine signifikante Interaktion
Gehirnareal*Endocannabinoid zu  beobachten war (F(5,708, 171,866) = 30,3;
p <0,001). Der Effekt der Behandlung war allerdings unabhangig vom Gehirnareal
(F(9,498, 47,490) = 0,9; p =0,525). Aufgrund dessen und in Anbetracht der Tatsache,
dass der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit nicht auf den Eicosanoid-Messungen
lag, wurden alle Daten zusammengefasst und die Behandlungseffekte auf die
Eicosanoid-Konzentration im Gehirngewebe insgesamt analysiert (detailliertere Daten-

analyse siehe Doktorarbeit von Frau Pahlisch).

Zur Analyse der Eicosanoid-Level im gesamten Gehirngewebe wurde eine 2 faktorielle
mixed design ANOVA (Faktoren: Eicosanoide, Behandlung) durchgefiihrt. Da der
Mauchly-Test signifikant war (Eicosanoide: X*(5) = 60,3; p < 0,001) und damit die Vo-
raussetzung der Spharizitat nicht gegeben war, wurden die Freiheitsgrade angepasst
(Greenhouse-Geisser-Korrektur; € =0,372). Des Weiteren mussten die Daten trans-
formiert (1/Wurzel x) werden, da fur die OEA- und PEA-Daten zunachst keine Varianz-

gleichheit gegeben war (Levene-Test OEA: F(3,15) =4,3; p =0,022; PEA: F(3,15) = 4,0;
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p =0,027). Wie bereits erwahnt, sind die Konzentrationen der verschiedenen Eicosano-
id-Konzentrationen im Gehirn generell nicht zu vergleichen, was sich in einem signifi-
kanten Haupteffekt der Eicosanoide (F(1,116, 16,735) = 1863,4; p < 0,001) widerspie-
gelt. Da die Konzentrationsunterschiede sehr groR sind, werden in Abbildung 51 die

Ergebnisse fir jedes Lipid in einzelnen Graphen dargestellt.

Die Behandlung hatte einen signifikanten Effekt auf die Lipidkonzentrationen
(F(3,15) = 33,789; p<0,001), wobei der Behandlungseffekt vom Eicosanoid abhing
(signifikante Interaktion Eicosanoid*Behandlung: F(3,347, 16,735) = 18,1; p <0,001).
Der Post hoc-Test Sidak ergab, dass weder CBD noch URB oder eine kombinierte Gabe
einen Effekt auf die 2-AG-Konzentration hatte (Vehikel vs. CBD: p = 0,987; Vehikel vs.
URB und CBD+URB jeweils p = 1,000). Somit wurde die Degradierung von 2-AG nicht

inhibiert.
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Abbildung 51: Einfluss der Behandlung auf die Eicosanoid-Konzentration im Gehirn-

gewebe.

Keine der verwendeten Substanzen hatte einen Einfluss auf die 2-AG Konzentration.
Die AEA-, PEA- und OEA-Level im Gehirngewebe erhohten sich hingegen gleichermalien nach
URB- und CBD+URB-Gabe (p < 0,001). Die Wirkung von CBD lie3 sich nicht von der Vehikel-

wirkung unterscheiden.
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Die Wirkung von CBD auf die Anandamid- (AEA), OEA- und PEA-Level war nicht von der
Vehikel-Wirkung zu unterscheiden (AEA: p =0,973; OEA: p =1,000; PEA: p =0,999).
Allerdings erhohte URB im Vergleich zum Vehikel signifikant die AEA-, PEA- und OEA-
Konzentrationen (jeweils p <0,001). Somit wurde die Hydrolyse dieser drei Lipide
durch FAAH blockiert. Die Gabe von CBD+URB erhohte die Konzentration der drei Lipi-
de (Vehikel vs. CBD+URB: jeweils p < 0,001) im gleichen Ausmal wie die alleinige URB-
Administration (URB vs. CBD+URB: AEA: p = 1,000; OEA: p = 0,999; PEA: p =0,981). Die

kombinierte Gabe von CBD und URB hatte somit keinen synergistischen Effekt.

Vollstandigkeitshalber sei an dieser Stelle erwahnt, dass dhnliche Effekte in der Leber
zu beobachten waren. Allerdings fiihrte die URB- sowie CBD+URB-Gabe verglichen mit
der Vehikel-Behandlung nur tendenziell zu einer Erhéhung der AEA-, PEA- und OEA-
Konzentrationen. Eine 2 faktorielle mixed design ANOVA ergab keinen signifikanten
Haupteffekt der Behandlung (F(3,15) = 1,3; p = 0,326) und keine signifikante Interakti-
on zwischen Behandlung und Eicosanoid F(3,001, 15,003) = 18,1; p = 0,312).
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7. Diskussion CBD-URB-Studie

Die CBD-URB-Studie wurde mit dem Ziel durchgefiihrt, die Effekte und die Wirkweise
einer chronischen CBD-Gabe bei gesunden adulten Ratten ndher zu beleuchten. Die
Hypothese war, dass CBD den enzymatischen Abbau von Anandamid (AEA) und den
verwandten Lipiden PEA und OEA inhibiert. Daher wurde die Wirkung von CBD mit der
von URB, einem potenten Inhibitor des Enzyms FAAH, welches AEA, OEA und PEA hyd-
rolysiert (vgl. 1.2.2.1), verglichen. Es wurde (berprift, ob die chronische Gabe von
CBD, URB oder einer Kombination Einfluss auf die Motorik, die raumliche Orientierung,
die Neugier/Angstlichkeit, das Arbeitsgedachtnis, das Sozialverhalten oder die senso-
motorische Hemmung hat. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Verhaltensversu-
che zunachst getrennt betrachtet und schlielRlich im Kontext der Lipidverdanderungen

im Gehirngewebe erlautert.

7.1.Verhaltensversuche

7.1.1. Motorik: Open Field und erh6hte Plusarena

Weder CBD noch URB oder eine kombinierte Gabe beider Substanzen wirkte sedierend
oder stimulierend. Im Open Field-Test legten alle Tiere im Mittel die gleiche Distanz
zurlick und auch die Geschwindigkeit, mit der sich die Ratten bewegten, blieb von den
verschiedenen Behandlungsansatzen unbeeinflusst. Ein weiteres Mal fiir die lokomo-
torische Aktivitat ist die Frequenz, mit der die Tiere die Arme der erhohten Plusarena
wechseln. Aber auch die Armwechselfrequenz unterschied sich nicht zwischen den
Gruppen. Das heildt, die Ergebnisse der anderen Verhaltensversuche wurden nicht

durch eine veranderte Motorik beeinflusst.

Dies steht im Einklang mit der Literatur. In keiner der Studien fihrte die akute Gabe
von URB oder CBD zu einer Verdanderung der Motorik (Finn et al., 2004; Scherma et al.,
2008; Trezza & Vanderschuren, 2008; Malone et al., 2009). Wahrend der Effekt einer
chronischen Gabe von URB bisher noch nicht untersucht wurde, analysierte eine kiirz-
lich veroffentlichte Studie die Wirkung einer subchronischen CBD-Gabe (10 mg/kg).
Weder nach drei noch nach neun taglichen CBD-Injektionen (i. p.) veranderte sich die

zurlickgelegte Distanz oder die Bewegungsgeschwindigkeit (EIBatsh et al., 2011).
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7.1.2. Raumliche Orientierung: Open Field

Die Analyse des Open Field-Verhaltens ergab zudem, dass alle Tiere ein klassisches
Homebase-Verhalten zeigten. Darunter versteht man das wiederholte, langere Aufsu-
chen eines oder mehrerer Orientierungspunkte innerhalb der Arena, von denen aus
neue Erkundungsgange gestartet werden. In dieser Studie hielten sich die Ratten ins-
besondere in dem Bereich, in dem sie in die Arena gesetzt wurden, am langsten auf.
Dieses Verhalten verstarkte sich zum Zeitpunkt t1 unabhangig von der Behandlung.
Das Homebase-Verhalten von Ratten in der Open Field-Arena wurde bisher hauptsach-
lich in der Lichtphase beobachtet (Eilam & Golani, 1989; Golani et al.,, 1993;
Tchernichovski et al., 1998; Drai et al., 2000). Wurden Nager hingegen in der Dunkel-
phase unter Infrarotlicht getestet, zeigten sie dieses Verhalten nicht wie in der vorlie-
genden Studie innerhalb von 10 min, sondern erst wesentlich spater (Zadicario et al.,
2005; Avni et al.,, 2006). Auch in anderen Studien unserer Arbeitsgruppe wurde das
Homebase-Verhalten unter Rotlicht nachgewiesen (Mertgens, 2008; Lee, 2010). Da
Rotlichtbeleuchtung einen Einfluss auf die zirkadiane Rhythmik der Tiere haben kann
(Sun et al., 1993; Poeggeler et al., 1995; Fukuhara et al., 2005), kdnnte es sein, dass
Ratten unter Rotlicht dennoch etwas Licht wahrnehmen kdonnen, obwohl ihre Fotore-
zeptoren eigentlich nicht sensitiv flr diese langen Wellenldngen sind (vgl. 3.1; Bridges,
1959; Neitz & Jacobs, 1986; Yokoyama et al., 1998; Jacobs et al., 2001). Ware dies der
Fall, kdnnten sich die Tiere anhand visueller Landmarken orientieren, die die Ausbil-
dung einer Homebase begiinstigen. Andererseits wird diskutiert, dass Ratten nicht nur
Hinweise aus der Umwelt (sowohl visuell als auch olfaktorisch) fiir ihre raumliche Ori-
entierung nutzen, sondern auch ihre eigenen Bewegungen im Sinne einer Koppelnavi-

gation (vgl. Review: Wallace et al., 2008).

Aber unabhangig davon, wie die Orientierung genau erfolgt, lasst sich zumindest fest-
halten, dass weder eine chronische CBD-, URB- oder die kombinierte Gabe einen Effekt

auf die raumliche Orientierung der Ratten hatte.

7.1.3. Angstlichkeit/Neugier: Open Field und erhéhte Plusarena

Das Open Field wird nicht nur zur Uberpriifung der lokomotorischen Aktivitit herange-
zogen, sondern auch, um die Angstlichkeit der Tiere zu testen (Prut & Belzung, 2003).

Generell halten sich Ratten hauptsachlich im duReren Bereich der Arena auf. Sie be-
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wegen sich dabei thigmotaktisch und berihren mit ihren Vibrissen die Wand. Immer
wieder werden Erkundungsziige gestartet, bei denen die Ratten auch die innere Zone
Uberqueren. Dabei nimmt die Geschwindigkeit in der Regel zu. Dies wurde auch bei
allen getesteten Tieren beobachtet. Unter der Voraussetzung, dass sich die allgemeine
Lokomotion nicht verandert (wie im Falle dieser Studie), kann eine Zunahme der Fre-
quenz, mit der die innere Zone betreten wird, als Abnahme der Angstlichkeit interpre-
tiert werden. Die Frequenz wurde durch keine der Behandlungen beeinflusst, so dass
weder eine anxiolytische noch ein anxiogene Wirkung auftrat. Dies bestatigten auch

die Ergebnisse der erhohten Plusarena.

Die erhéhte Plusarena gilt als ein Standardtest zur Untersuchung der Angstlichkeit von
Ratten (Pellow et al., 1985). Dabei wird die Veranderung der Zeit auf den offenen Ar-
men als MaR fiir eine Veranderung der Angstlichkeit/Neugier herangezogen. Wenn die
Zeit, die die Tiere auf den offenen Armen verbringen, sinkt, wird von einer Zunahme

der Angst ausgegangen und umgekehrt (Carobrez & Bertoglio, 2005).

Zwar verhielten sich die Tiere der Vehikelgruppe von Anfang an dngstlicher als alle an-
deren, aber es konnte kein Behandlungseffekt beobachtet werden. Dass in keinem der
beiden Tests eine verringerte Angstlichkeit durch die Behandlung mit CBD, URB oder
CBD+URB beobachtet werden konnte, widerspricht zunachst den Erwartungen. Ver-
schiedene Studien zeigten, dass bei Nagern sowohl CBD als auch URB in verschiedenen
Paradigmen anxiolytisch wirken (Guimaraes et al., 1990; Onaivi et al., 1990; Kathuria et
al., 2003; Moreira et al., 2006; Patel & Hillard, 2006; Resstel et al., 2006; Scherma et
al., 2008; Long et al., 2009). Beziiglich URB hat sich mittlerweile herausgestellt, dass
die anxiolytische Wirkung einer akuten Gabe vor allem unter besonders stressigen Be-
dingungen zum Tragen kommt (Haller et al., 2009; personliche Mitteilung Daniele
Piomelli, 2011). Werden beispielsweise die offenen Arme der erhéhten Plusarena hell
beleuchtet, die geschlossenen hingegen nicht (Patel & Hillard, 2006), oder wechselt die
Lichtintensitat plotzlich wahrend des Versuches (Haller et al., 2009), dann wirkt URB
anxiolytisch. Auch die durch Phencyclidin-Gabe (NMDA-Rezeptor-Antagonist), Alkohol-
entzug oder durch sehr starke Beleuchtung gesteigerte Angstlichkeit kann durch URB
reduziert werden (Cippitelli et al., 2008; Scherma et al., 2008; Haller et al., 2009;
Seillier & Giuffrida, 2011). Unter stressarmen Bedingungen (z. B. gleichmaRiges, nicht

zu starkes Licht, vorherige Habituation an den Raum, Handling der Tiere) scheint URB
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hingegen keinen Effekt zu haben (Naidu et al., 2007; Haller et al., 2009; Seillier &
Giuffrida, 2011). Dies deutet darauf hin, dass URB insbesondere induzierte Angst redu-
ziert, aber per se keinen Einfluss auf die Angstlichkeit eines Tieres hat. Da URB durch
die FAAH-Inhibition zu einer Erhéhung der Konzentration von Anandamid und ver-
wandten Lipiden flihrt, deuten diese Befunde darauf hin, dass das Endocannabinoid-

system lediglich protektiv wirkt.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Testung der Tiere in einer stressarmen Umge-
bung: die Tiere waren mit Menschen und dem Raum vertraut und wurden in ihrer Ak-
tivitatsphase bei gedimmtem Rotlicht getestet. Somit ist der fehlende Effekt von URB
auf die Angstlichkeit der Ratten nicht verwunderlich, auch wenn der oben beschriebe-
ne Einfluss unterschiedlicher Versuchsbedingungen nur fir eine akute URB-

Behandlung untersucht wurde.

Auch fur CBD ist die Datenlage nicht eindeutig und abhangig von der injizierten Dosis
und der Behandlungsdauer. In Versuchen mit der erhéhten Plusarena wurde bei Rat-
ten eine anxiolytische Wirkung nach akuter Injektion von 2,5, 5 und 10 mg/kg CBD be-
obachtet, wahrend 20 mg/kg hingegen keinen Effekt hatte (Guimaraes et al., 1990).
Die anxiolytische Wirkung moderater CBD-Konzentrationen wurde auch bei Mausen
bestatigt (1 und 10 mg/kg, aber nicht 100 mg/kg; Onaivi et al., 1990), konnte aber in
einer weiteren Studie nicht beobachtet werden (1 und 50 mg/kg; Long et al., 2009).
Zudem senkte eine Vorbehandlung mit CBD die durch THC-Gabe induzierte gesteigerte
Angstlichkeit auf der erhdhten Plusarena (Onaivi et al., 1990). Wurden Ratten auf aver-
sive Stimuli konditioniert bzw. wahrend des Trinkens immer wieder Elektroschocks
ausgesetzt, wirkte eine vorherige CBD-Gabe ebenfalls anxiolytisch (Moreira et al.,
2006; Resstel et al., 2006). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass CBD, dhnlich wie
URB, vor allem unter stressigen Bedingungen seine anxiolytische Wirkung entfaltet,
auch wenn dies im Gegensatz zu URB noch nicht systematisch untersucht wurde. Soll-
ten beide Substanzen tatsachlich Uber einen dhnlichen Mechanismus wirken, namlich
die Erhéhung der Konzentrationen von Anandamid (AEA) und verwandter Lipide, wéare

es auch nicht erstaunlich, wenn sich ihre akuten Effekte dhneln.

Bisher untersuchten zwei Studien die Wirkung chronischer CBD-Behandlungen auf die
Angstlichkeit. Beide kommen zu unterschiedlichen Ergebnissen. W3hrend bei Ratten

nach 11-tdgiger Behandlung (10 mg/kg) eine Verstarkung der konditionierten Angst

-122-



Diskussion CBD-URB-Studie

beobachtet wurde (EIBatsh et al., 2011), wurde bei Madusen in Abhdngigkeit vom Test-
paradigma und der Dosierung entweder kein Effekt oder eine anxiolytische Wirkung
beobachtet (Long et al., 2009). Wie auch in der vorliegenden Studie hatte CBD (1, 5, 10
oder 50 mg/kg) keinen Effekt auf die Zeit auf den offenen Armen der erhéhten Plusa-
rena. Eine Dosierung von 50 mg/kg erhohte allerdings die Zeit in der inneren Zone des
Open Fields und in einem weiteren Paradigma wirkte lediglich 1 mg/kg CBD anxioly-
tisch. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Testbedingungen offensichtlich eine ganz ent-
scheidende Rolle fiir die Wirkung von CBD spielen. Daher ware eine systematische Un-
tersuchung des Zusammenhangs von Umweltfaktoren, Dosierungen und Dosierungs-
dauer erforderlich, um eine fundierte Aussage Uber die Wirkung von CBD auf die

Angstlichkeit treffen zu kénnen.

7.1.4. Arbeitsgedachtnis: Objekterkennung

Das Arbeitsgedachtnis der Ratten wurde mit Hilfe des Objekterkennungs-Tests unter-
sucht. Dieser Test macht sich das natiirliche Explorationsverhalten der Ratten zunutze,
die unbekannte Objekte intensiver untersuchen als bekannte. Wahrend der erste
Durchgang dazu dient, die Tiere mit einer Objektart bekannt zu machen, wird im zwei-
ten Durchgang untersucht, welches Objekt (bekannt/unbekannt) intensiver untersucht
wird. Durch die zeitliche Verzégerung zwischen den beiden Durchgangen und der Tat-
sache, dass man misst, ob die Tiere das neue Objekt erkennen, bezeichnet man diesen

Verhaltensversuch auch als ,,delayed non-matching to sample task”.

Vergleicht man die gesamte Explorationszeit beider Durchgdnge, erhalt man einen
Eindruck von der Aktivitat der Tiere. Keine der Behandlungen verdnderte das Explora-
tionsverhalten der Tiere. Sowohl vor als auch wahrend der Behandlung explorierten
die Tiere der Vehikel-, CBD- und URB-Gruppe die Objekte in beiden Durchgdngen mit
gleicher Intensitat, was auf eine unveranderte Aktivitdt schlieBen ldsst. Die Ratten der
CBD+URB-Gruppe hingegen untersuchten zu beiden Testzeitpunkten die Objekte im
zweiten Durchgang nicht ganz so ausgiebig. Dies deutet auf generell reduziertes Explo-
rationsverhalten der Tiere dieser Gruppe hin, das aber unabhangig von der Behand-
lung war. Die Aktivitat der Tiere lasst sich zudem anhand der Frequenz, mit der sie zwi-
schen den dargebotenen Objekten hin und her laufen sowie der Latenz, bis sie das

erste Objekt betrachten, bewerten. Alle Tiere, auch die der CBD-URB-Gruppe, verhiel-
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ten sich beziiglich Wechselfrequenz und Latenz zu beiden Zeitpunkten wie alle ande-
ren Ratten. Somit wurden die Ergebnisse bei keiner Gruppe durch eine veranderte Ak-

tivitat wahrend des Testes beeintrachtigt.

Keine Behandlung hatte eine Auswirkung auf die Arbeitsgedachtnisleistung: alle Tiere
betrachteten im zweiten Durchgang das unbekannte Objekt intensiver als das bekann-

te (positiver Diskriminierungsindex).

Beziglich CBD steht dies im Einklang mit der Literatur. Allerdings wurde bisher nur in
einer einzigen Studie die akute Wirkung eines CBD-reichen Extraktes (85 % CBD, 7,8 %
A°-THC) auf das Arbeitsgedéchtnis der Ratten in einem sog. , delayed matching to posi-
tion“-Test untersucht (Fadda et al., 2004). Dabei wurden Dosierungen von bis zu

50 mg/kg getestet, von denen keine die Gedachtnisleistung verschlechterte.

Im Falle von URB stehen die Ergebnisse der vorliegenden Studie teilweise im Gegen-
satz zur Literatur. Die akute Gabe von 0,3 mg/kg verschlechterte die Gedachtnisleis-
tung in einem anderen Arbeitsgedadchtnistest mit zeitlicher Verzégerung (spontane
Alternierung, Seillier et al., 2010). Auf der anderen Seite flihrte die akute URB-Gabe in
einem ,delayed non-matching to sample task”, der in einer operanten Konditionie-
rungsbox durchgefiihrt wurde, zu keiner Reduktion der Gedachtnisleistung, wenn wie
in der vorliegenden Studie eine Dosierung von 0,3 mg/kg appliziert wurde. Die zehnfa-
che Dosierung erhohte hingegen, in Abhdngigkeit von der Lange der zeitlichen Verzo-
gerung, die Fehlerrate (Goonawardena et al., 2011). Im Gegensatz zu URB (FAAH-
Inhibition), fuhrte die Gabe eines Inhibitors des Anandamid-Transporters (FLAT) bei
keiner der Dosierungen zu einem Behandlungseffekt (Goonawardena et al., 2011).
Falls die verwendeten Konzentrationen der FAAH- und FLAT-Inhibitoren den Ana-
ndamidspiegel nicht im gleichen Ausmal} erhohten und die Effektivitat der eingesetz-
ten FLAT-Inhibitor-Dosis vergleichbar mit der von 0,3 mg/kg URB aber nicht mit der
von 3 mg/kg war, dann ware auch keine Wirkung auf das Arbeitsgedachtnis zu erwar-
ten. Auf der anderen Seite kdnnten auch die unterschiedlichen Wirkmechanismen der
beiden Inhibitoren eine Rolle gespielt haben. Da URB den Abbau von Anandamid und
verwandten Lipiden hemmt und somit zu einem generellen Anstieg der Anandamid-
konzentration flhrt, resultiert die Inhibition des Transporters in einem erhéhten Ana-
ndamidspiegel im synaptischen Spalt. AuRerdem erh6ht URB auch die PEA- und OEA-

Spiegel. Somit konnte die Wirkung von URB auch (ber diese beiden Lipide und nicht
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Uber Anandamid vermittelt werden. Dagegen spricht, dass die akute systemische Gabe
von Anandamid ebenfalls das Arbeitsgedachtnis verschlechtern kann (Mallet &
Beninger, 1998). Obwohl keine Informationen vorliegen, ob die zerebrale Anandamid-
konzentration nach systemischer Anandamid-Gabe vergleichbar mit der Konzentration
nach FAAH- oder FLAT-Inhibitor-Administration ist, deutet vieles daraufhin, dass die
Wirkung auf das Arbeitsgedachtnis eine Frage der Konzentration ist. Es ist moglich,
dass ein deutlicher Eingriff in das Endocannabinoidsystem auch einen negativen Effekt
haben kann, wahrend eine geringfligigere Veranderung keinen Einfluss auf das Ge-

dachtnis hat.

7.1.5.Sozialverhalten: Soziale Interaktion

Der Test der sozialen Interaktion erlaubt zum einen eine Betrachtung des Sozialverhal-
tens insgesamt, aber auch eine Analyse einzelner Verhaltensweisen. Weder die CBD-
noch die URB- oder eine kombinierte Gabe beeinflusste das Ausmal} des Sozialverhal-
tens wahrend des Versuches. Das heil’t alle Tiere beschaftigten sich in der Open Field-
Arena gleich lange mit der ihnen unbekannten Ratte. Allerdings scheint die chronische
URB-Gabe das Verhiltnis einzelner Verhaltensweisen zu verdndern. Vor Behandlung
war der Anteil an anogenitalem und non-anogenitalem Verhalten bei allen Ratten sehr
dhnlich. Die URB-Gabe fiihrte allerdings dazu, dass die Tiere die fremde Ratte langer
anogenital erkundeten, wahrend die non-anogenitalen Verhaltensweisen abnahmen.
Der resultierende relative Unterschied beider Verhaltensweisen war signifikant. Inte-

ressanterweise hatte die kombinierte Gabe von CBD+URB keinen Effekt.

In der Literatur findet man nur eine Studie, die die Wirkung von URB auf das Sozialver-
halten untersucht. Seillier et al. (2010) beobachteten eine Reduktion des gesamten
Sozialverhaltens nach akuter Gabe. Allerdings analysierten sie nicht die einzelnen Ver-
haltensweisen. In einer anderen Studie wurden die striatalen Anandamid-Spiegel wah-
rend der sozialen Interaktion mit einer bekannten bzw. einer unbekannten Ratte in
einem neutralen Kafig untersucht (Marco et al., 2011). Die unbekannten Ratten be-
schniiffelten (keine Unterscheidung von non- und anogenital) sich intensiver als die
bekannten Ratten und bei der Interaktion mit einer unbekannten Ratte nahm die Ana-
ndamid-Konzentration signifikant zu. Es ist denkbar, dass der durch die URB-Gabe her-

vorgerufene erhohte Anandamid-Spiegel soziale Verhaltensweisen fordert, die Ratten
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gegeniber fremden Ratten zeigen. Dies kdnnte die Zunahme des anogenitalen Verhal-

tens gegeniber dem non-anogenitalen Verhalten in der vorliegenden Studie erklaren.

Mehrere Studien untersuchten die Wirkung einer akuten CBD-Gabe auf das Sozialver-
halten. Wie in der vorliegenden Studie konnte keine einen Effekt nachweisen (van Ree

et al., 1984; Long et al., 2009; Malone et al., 2009; Gururajan et al., 2011).

7.1.6. Sensomotorische Hemmung: Prapulsinhibition

Die Schreckreaktion ist eine protektive Verhaltensreaktion, die sich bei Ratten in einer
Ganzkorperreaktion duflert, in der die Augen geschlossen, Gesichts-, Hals- und Ske-
lettmuskeln kontrahiert, gerade ablaufende Verhaltensweisen gestoppt werden und
sich die Herzschlagrate beschleunigt (Koch, 1999). Die Prasentation eines leiseren Pra-
pulses reduziert die Schreckreaktion (Prapulsinhibition, vgl. 3.4.5) und kontrolliert so-

mit die durch den Schreckreiz ausgeloste Reflexantwort (sensomotorische Hemmung).

Betrachtet man zunachst die Ergebnisse ganz allgemein, so wird deutlich, dass, wie
bereits in der PPI-PET-Studie (4.2, 5.1) gezeigt, das AusmaR der sensomotorischen
Hemmung von der Prapulslautstarke abhing. Je lauter der Prapuls, desto starker war
die PPI. Obwohl zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der CBD-URB-Studie noch kein Hor-
test zur Verfligung stand, lassen die PPI-Ergebnisse vermuten, dass die Hoérschwelle
der Lister hooded-Ratten in beiden Studien vergleichbar war. Auch in dieser Studie war
ein Signal-Rausch-Verhaltnis von 1,11 notwendig, um eine stabile PPl hervorzurufen
und die Schreckreaktionsamplitude lag in einem ahnlichen Bereich (insbesondere zum

Zeitpunkt t1).

In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal untersucht, ob URB die sensomotori-
sche Hemmung beeinflussen kann und die Modulation der motorischen Reflexantwort
durch einen schwachen Prapuls verstarkt oder abschwacht. Nach der chronischen
URB-Gabe konnte weder ein Effekt auf die Amplitude der Schreckreaktion, noch auf
die Prapulsinhibition (PPI) nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse stehen im Einklang
mit einer Studie, die den Effekt der FLAT-Inhibition auf die PPl bei Ratten untersuchte
(Bortolato et al., 2006). Die akute Gabe des FLAT-Inhibitors (2,5, 5 und 10 mg/kg) be-
einflusste ebenfalls weder die PPl noch die Amplitude der Schreckreaktion. Zwar sind
die Wirkmechanismen der FAAH- und FLAT-Inhibition unterschiedlich (s.0.), aber beide

Behandlungen aktivieren das Endocannabinoidsystem, so dass dhnliche Wirkungen
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denkbar sind. Bei Mausen allerdings erhohte die akute Gabe des FLAT-Inhibitors die
Amplitude der Schreckreaktion in Abhangigkeit von der Dosierung (2,5 mg/kg, aber
nicht 5 mg/kg) und reduzierte die PPI (5 mg/kg, aber nicht 2,5 mg/kg) bei einer von
zwei Prapulslautstarken (70 nicht 80 dB). Bei der subchronischen Behandlung (7 Tage)
mit 5 mg/kg wurden hingegen umgekehrte Effekte beobachtet: die Amplitude der
Schreckreaktion blieb unbeeinflusst, wahrend die PPl bei beiden Prapulslautstarken
abnahm (Fernandez-Espejo & Galan-Rodriguez, 2004). Griinde fiir diese Verschiebung

in den Ergebnissen werden von den Autoren nicht diskutiert.

Es ist nicht auszuschlieRen, dass Unterschiede in den Versuchsprotokollen, dem Hand-
ling der Tiere oder der Horfahigkeit die Ergebnisse der Mausestudie beeinflussen und
zur Diskrepanz zu den beiden Rattenstudien fiihren (vorliegende Studie; Bortolato et
al., 2006). Fiur ein nur maRiges Horvermogen der Mdause spricht, dass die PPl bei bei-
den Prapulsen nur bei etwa 40 % lag, obwohl ein Signal-Rausch-Verhaltnis von 1,16
und 1,33 vorlag. Selbst bei den schlechter hérenden Lister hooded-Ratten reichte ein
Signal-Rausch-Verhaltnis von 1,11 fir eine PPl von etwa 50 % und wahrend ein Wert

von 1,29 zu einer PPl von 80 % fuhrte (vgl. 4.2, 5.1 und 6.1.5).

Wie URB beeinflusste in der vorliegenden Studie auch die chronische Gabe von CBD
die sensomotorische Hemmung nicht. Die Literatur ist in diesem Punkt nicht konsis-
tent. Bei Mausen fihrte die subchronische (7 Tage) und chronische Gabe (18 Tage)
verschiedener CBD-Konzentrationen (1, 5, 10 und 50 mg/kg) weder zu einer Verande-
rung der Schreckreaktionsamplitude noch zu einer Veranderung der PPl (Long et al.,
2009). Allerdings wird in der Veroffentlichung von einer signifikanten Erhéhung der PPI
nach chronischer Gabe von 1 mg/kg CBD berichtet. Dieses Ergebnis wurde aus geplan-
ten Kontrasten abgeleitet, die streng genommen nicht betrachtet werden durften, da
anscheinend nur fiur die akute, nicht aber fiir die chronische Behandlung ein signifikan-
ter Haupteffekt vorlag. In der gleichen Studie hatte die akute Gabe von 10 mg/kg kei-
nen Effekt auf die PPI, wahrend die akute Gabe von 1, 5 und 50 mg/kg die PPl erhGhte.
Die Amplitude der Schreckreaktion blieb bei allen Dosierungen unbeeinflusst. Interes-
santerweise stehen diese Ergebnisse im Gegensatz zu den Resultaten einer vorange-
gangenen Studie (Long et al., 2006). In dieser ersten Studie flihrte die akute CBD-Gabe
(1 und 15 mg/kg, aber nicht 5 mg/kg) zu einer Erhohung der Schreckreaktionsamplitu-

-127-



Diskussion CBD-URB-Studie

de, wahrend die PPl unverandert blieb. Die Diskrepanz dieser Ergebnisse wird von den

Autoren nicht naher erlautert.

Bei Ratten wurden nach akuter CBD-Gabe wieder andere Ergebnisse beobachtet
(Gururajan et al., 2011). CBD verringerte dosisabhangig die Schreckreaktionsamplitude
(3 und 10 mg/kg, aber nicht 30 mg/kg) und die PPI (nur 10 mg/kg). Die Griinde fiir die-
se dulRerst inkonsistenten Daten sind bisher unklar. Vermutlich fiihren wie auch schon
bei der Testung der Angstlichkeit (vgl. 7.1.3) kleine Unterschiede im Versuchsprotokoll,
im Testzeitpunkt, der Gewohnung der Tiere an den Experimentator, den Raum oder
den Versuch, zu unterschiedlichen Ergebnissen. Somit ware es wiinschenswert, wenn
diese Zusammenhange in Zukunft systematisch untersucht wiirden, um eine bessere

Standardisierung und Interpretierbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten.

7.2.Konzentrationen der Endocannabinoide und verwandter Lipide

Die Eicosanoid-Messungen ergaben, dass die systemische (i. p.) URB-Gabe zu einer
signifikanten Steigerung der Anandamid (AEA)-, PEA- und OEA-Level im Gehirngewebe
flihrte. Im Gegensatz dazu blieb die 2-AG-Konzentration unverandert. Diese Ergebnisse
entsprechen den Erwartungen. 2-AG wird nicht von FAAH sondern der Monoacylglyce-
rol-Lipase (MGL) degradiert (vgl. 1.2.2.1) und in vitro Untersuchungen zeigten, dass
URB als selektiver FAAH-Inhibitor wirkt und die MGL-Aktivitat nur in hohen Konzentra-
tionen reduzieren kann. Wahrend 4.6 £ 1.6 nM URB ausreichen, um die FAAH-Aktivitat
zu 50 % zu inhibieren (ICsg), liegt die ICsg von URB in Bezug auf MGL bei tGber 30 uM
(Kathuria et al., 2003). Somit kann die verwendete Dosis von 0,3 mg/kg, die der dop-
pelten IDsy entspricht (Kathuria et al., 2003), keinen Effekt auf die MGL-Aktivitat ha-

ben.

In samtlichen bekannten URB-Studien wurde die Substanz in einem wassrigen Lo6-
sungsmittel gelost appliziert. In der vorliegenden Arbeit wurde hingegen mit Sesamal
eine Formulierung gewahlt, die der eines Arzneimittels ndher kommt. Die Ergebnisse
zeigen, dass Sesamol bei chronischer Gabe keinen generellen Einfluss auf die Wirk-

samkeit der Substanz zu haben scheint.

Die Hypothese, dass CBD ebenso wie URB die Anandamid-Hydrolyse inhibiert, konnte

in dieser Studie nicht bestatigt werden. Nach chronischer CBD-Gabe unterschieden

sich die Anandamid (AEA)-, PEA und OEA-Spiegel im Gehirngewebe nicht von denen
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der Vehikel-Tiere. Der Grund scheint in der zu geringen Dosierung zu liegen. Wahrend
in Neuroblastomzellen von Mausen die ICsg 27,5 UM betrug (Bisogno et al., 2001a),
ergaben Untersuchungen von Rattengehirnpraparationen, dass CBD mit einer ICso von
10 uM die Anandamid-Hydrolyse blockiert (Leweke et al., 2012). In der vorliegenden
Studie wurde allerdings nur etwa ein Flinftel der erforderlichen CBD-Konzentration im
Gehirngewebe nachgewiesen. Dieses Ergebnis ist zunachst verwunderlich, da die ver-
wendete Dosierung dquivalent zu der in der humanen Studie verwendeten Konzentra-
tion war, in der die antipsychotische Wirksamkeit von CBD bei Schizophreniepatienten
gezeigt werden konnte (Leweke et al., 2012). Auch das Losungsmittel (Sesamol) wurde
in Anlehnung an diese Studie ausgewahlt. Um den Stress fiir die Tiere zu minimieren

wurde CBD allerdings nicht oral sondern intraperitoneal appliziert.

Neben der Administrationsroute konnte eine unterschiedliche Metabolisierung des

CBDs in der Leber bei Ratte und Mensch eine schlechtere Bioverfiigbarkeit bedingen.

7.3.Fazit

Die Erh6hung der Konzentration von Anandamid und verwandten Lipiden durch eine
chronische URB-Gabe wirkte sich in der vorliegenden Studie (1) weder sedierend noch
stimulierend auf die Motorik aus, hatte (2) keinen Effekt auf die Orientierungsfahig-
keit, fithrte (3) unter stressarmen Bedingungen zu keiner erhdhten Angstlichkeit und
beeinflusste (4) weder das Arbeitsgedachtnis noch (5) die sensomotorische Hemmung.
Allerdings scheint (6) eine erhohte Anandamid-Konzentration die sozialen Verhaltens-

weisen gegeniber fremden Ratten zu verstarken.

Die anfangliche Frage, ob bei adulten Ratten die chronische Gabe von CBD zu Verhal-
tensdanderungen fihrt, muss zunachst verneint werden. CBD wirkte sich ebenso wenig
wie URB auf die Motorik, die Orientierungsfiahigkeit, die Angstlichkeit, das Arbeitsge-
dachtnis und die sensomotorische Hemmung aus. AuRerdem hatte es keinen Effekt auf
das Sozialverhalten. Allerdings fiihrte die chronische CBD-Gabe im Gegensatz zu URB
zu keiner Veranderung des Anandamid- sowie PEA- und OEA-Spiegels. Wie bereits er-
wahnt war dies vermutlich durch eine zu geringe Dosierung bedingt (vgl. 7.2). Somit
kann die Frage, ob CBD auch im lebenden Organismus nach systemischer Gabe als In-
hibitor des Anandamid-Hydrolyseenzyms FAAH wirkt, vorlaufig nicht beantwortet

werden. Allerdings bleibt nun die Frage, ob CBD in der vorliegenden Studie keine Ver-
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haltensanderungen hervorrufen konnte, weil die Dosierung zu gering gewahlt war,
oder ob der Wirkmechanismus gar nicht in erster Linie tUber die FAAH-Inhibition er-
folgt. Neben der Blockade der Anandamid-Hydrolyse wurde auch eine Inhibition des
Anandamid-Transporters FLAT postuliert. Letzteres wiirde nur zu einem Anstieg der
Anandamid-Konzentration im synaptischen Spalt flihren und somit eine Wirkverlange-
rung ermoglichen. Da dabei die Gesamtmenge an Anandamid unverandert bleiben
wirde, konnte man auch keine Erhdhung des Anandamid-Spiegels messen. Die fir die
FLAT-Inhibition notwendige 1Cso (Rakhshan et al., 2000; Bisogno et al., 2001a) liegt
aber in einem dhnlichen Bereich wie die der FAAH-Inhibition. Somit ware auch fir die-

sen Mechanismus die CBD-Konzentration zu gering.

Andererseits wurden in anderen Studien auch Verhaltensverdanderungen mit noch ge-
ringeren Dosierungen hervorgerufen als die 12 mg/kg, die in der vorliegenden Arbeit
appliziert wurden. Dosierungen von 1, 2,5, 3, 5 und 10 mg/kg wirkten beispielsweise
unter bestimmten Bedingungen anxiolytisch (Guimaraes et al., 1990; Onaivi et al.,
1990) oder sogar anxiogen (EIBatsh et al., 2011), hatten Auswirkungen auf die
Amplitude der Schreckreaktion oder die PPl (Gururajan et al., 2011). Allerdings finden
sich ebenso Berichte in denen bei den Dosierungen keine Wirkung beobachtet wird

(Long et al., 2006; Long et al., 2009).

Somit ergeben sich aus den Ergebnissen der CBD-URB Studie folgende Fragen: Wirkt
CBD Uber einen ganz anderen Mechanismus, fir den die geringen Konzentrationen
ausreichen? Ist die Wirkung von CBD eventuell durch die verwendete Spezies (Maus
oder Ratte, unterschiedliche Stamme) und somit durch genetische Faktoren bedingt?
Konnte die Bioverfligbarkeit durch die Verwendung einer anderen Formulierung in den
genannten Studien besser gewesen sein, so dass hohere CBD-Konzentrationen das
Gehirn erreichten? Wahrend die beiden ersten Fragen unbeantwortet bleiben missen,
wurde die Frage der verbesserten Bioverfligbarkeit durch eine andere Darreichungs-

form im dritten Teil der Losungsmittelstudie untersucht.
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8. Ergebnisse pubertare THC-Studie

8.1.Verhaltensversuche

In der pubertaren THC-Studie durchliefen die Tiere jeweils zweimal verschiedene Ver-
haltensparadigmen. Die erste Testung erfolgte prapubertar (t0), die zweite im Erwach-
senalter (t1) nach pubertdrer Vehikel- oder A’-THC-Behandlung. Die Daten wurden
hinsichtlich des Behandlungseffektes und des Testzeitpunktes mittels 2 faktorieller
(Faktoren: Testzeitpunkt, Behandlung) bzw. 3 faktorieller mixed design ANOVA (Fakto-
ren: Testzeitpunkt, Behandlung, zusatzliche Variable des Verhaltensversuchs wie Zone,
Durchgang etc.) ausgewertet. Ein Haupteffekt des Testzeitpunktes gibt an, dass sich
die Ratten (zunachst unabhangig von der Behandlung) prapubertar (t0) anders verhiel-
ten als im Erwachsenenalter (t1). Diese Verdnderung kann entwicklungsbedingt sein
und einen Alterungseffekt widerspiegeln oder durch die Behandlung ausgel6st worden
sein. Ein Haupteffekt der Behandlung zeigt Gruppenunterschiede (Vehikel, THC) an, die
zum einen bereits a priori bestanden haben kénnen oder durch die pubertire A’-THC-
Behandlung hervorgerufen wurden. Liegt eine Interaktion zwischen den Faktoren Be-
handlung und Testzeitpunkt vor, lasst sich mittels Interaktionsanalyse genau klaren, ob

Unterschiede auf die Behandlung zurtickzufiihren sind.

8.1.1. Open Field

Die Analyse der zuriickgelegten Distanz in der Open Field-Arena ergab mehrere signifi-
kante Haupteffekte und Interaktionen. Zum einen legten alle Ratten zu beiden Test-
zeitpunkten in der inneren Zone signifikant kirzere Distanzen zuriick als in der duBeren
Zone (F (1,7) = 307,5; p < 0,001; Abbildung 52). Zum anderen wurde das Laufverhalten
durch den Testzeitpunkt (F (1,7) =5,7; p =0,048) und die Behandlung (F (1,7) = 22,8;
p = 0,002) beeinflusst und fir beide Faktoren wurde eine Interaktion mit dem Faktor
Zone beobachtet (Zone*Behandlung: F(1,7)=13,7; p=0,008;, Zone*Zeitpunkt:
F(1,7) =10,0; p =0,016). Die Interaktionsgraphiken (Abbildung 53) und der Post hoc-
Test Sidak bestatigten was sich bereits in Abbildung 52 erahnen lasst: die Laufaktivitat
der prapubertiren und adulten Ratten war in der inneren Zone vergleichbar
(p =0,575), in der duReren Zone legten die prapubertdren Tiere allerdings eine signifi-

kant kiirzere Strecke zurick (p = 0,017). Dieser Unterschied zwischen den Altersgrup-
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pen bezieht sich aber nur auf die Ratten der THC-Gruppe, die vor Behandlung in der
dulleren Zone signifikant weniger weit liefen als die Tiere der Vehikelgruppe
(p =0,003). Im Erwachsenenalter legten alle Tiere unabhéangig von der Behandlung

vergleichbare Distanzen zuriick.
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Abbildung 52: Zuriickgelegte Distanz in der gesamten Open Field-Arena (links) sowie in
der inneren und duBeren Zone (rechts).

Alle Tiere legten zu beiden Testzeitpunkten (t0: prapubertar, t1: adult) in der inneren Zone signi-
fikant geringere Distanzen zurtick, als in der duBeren (p < 0,001). Allerdings bewegten sich die
Tiere der THC-Gruppe vor Behandlung insbesondere in der dueren Zone weniger als die pra-
pubertaren Ratten der Vehikelgruppe (vgl. Interaktionsgraphik, Abbildung 53).
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Abbildung 53: Interaktionsgraphiken der zuriickgelegten Distanz: (a) Zone*Testzeitpunkt
und (b) Zone*Behandlung.

Die geschatzten Randmittel (gemittelt ber Faktor Behandlung) verdeutlichen, dass die Ratten
adult (1) nur in der duBeren Zone weiter liefen als prapubertar (t0; p = 0,017). Die zurlick-
gelegte Distanz in der inneren Zone blieb unverandert (a). Dieser Unterschied wurde durch
Gruppenunterschiede ausgeldst (b, geschatzte Randmittel gemittelt Gber Faktor Testzeitpunkt).
Die THC-Tiere liefen in der dueren Zone signifikant weniger als die Ratten der Vehikelgruppe
(p = 0,003).
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Dieser prapubertdare Gruppenunterschied spiegelte sich nicht in der Laufgeschwindig-
keit wider. Die Geschwindigkeit, mit der sich die Tiere in den beiden Zonen der Open
Field-Arena bewegten, nahm allerdings mit dem Alter zu (F (1,7) = 18,1; p = 0,004; Ab-
bildung 54). Des Weiteren liefen alle Tiere in der inneren Zone schneller als in der du-
Beren (F (1,7) =75,8; p < 0,001). Die Behandlung beeinflusste die Laufgeschwindigkeit
nicht (F (1,7) =4,4; p = 0,074). Zusammen mit den Ergebnissen beziglich der zuriickge-
legten Distanz l3sst sich somit sagen, dass die pubertire A°-THC-Gabe weder eine se-

dierende noch eine stimulierende Wirkung auf die Motorik der Ratten hatte.

Abbildung 54: Laufgeschwindigkeit
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Fiir die Analyse des Homebase-Verhaltens der Tiere wurde die Aufenthaltsdauer in den
vier dulleren Zonen betrachtet (Abbildung 55). Da die Bedingung der Spharizitat ver-
letzt wurde, wurden die Freiheitsgrade zunichst korrigiert (Zone: X*(5)=11,6;
p = 0,043; Greenhouse-Geisser Schitzung € = 0,518; Zone*Testzeitpunkt: X*(5) = 22,2;
p = 0,001; Greenhouse-Geisser Schatzung; € = 0,382). Zu beiden Zeitpunkten bildeten
die Ratten beider Behandlungsgruppen eine Homebase aus. Die geplanten einfachen
Kontraste, die aufgrund des signifikanten Haupteffekts der Zone (F (1,553,
10,872) =74,4; p <0,001) durchgefiihrt wurden, ergaben, dass sich die Aufenthalts-
dauer in der rechten, linken und oberen Zone signifikant von der unteren Zone unter-
schied (jeweils p < 0,001). Dies zeigt an, dass die Homebase in der unteren Zone lag.
Allerdings lag auch eine signifikante Interaktion der Faktoren Zone und Testzeitpunkt

vor (F (1,146, 8,025) = 5,8; p = 0,040).
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Abbildung 55: Prozentuale Aufent-
haltsdauer in den &uBeren Zonen
der Open Field-Arena.

Die Ratten bildeten sowohl im pra-
pubertaren (t0) als auch im Er-
wachsenenalter (t1) eine Homebase
aus (p<0,001). Diese lag in der
unteren Zone (p <0,001). Bei den
adulten Ratten verschob sich die
Homebase teilweise nach rechts (siehe
Interaktionsgraphik).

Die Interaktionsanalyse (Abbildung 56, Post hoc-Test Sidak) zeigte, dass die prapuber-

taren Ratten ihre Homebase tatsachlich nur in der unteren der Zone einrichteten (un-

ten vs. links: p = 0,013; vs. rechts: p = 0,008; vs. oben: p = 0,006), wahrend sich die Rat-

ten im Erwachsenenalter sowohl in der unteren und rechten Zone langer aufhielten als

in den anderen beiden (links vs. unten: p =0,011; links vs. rechts: p =0,022; oben vs.

rechts: p = 0,008; oben vs. unten: p = 0,003). Die Zunahme der Aufenthaltsdauer in der

rechten Zone zum Testzeitpunkt t1 war signifikant (p < 0,001).
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Abbildung 56:

Interaktionsgraphik fur die Aufent-
haltsdauer: Zone*Zeitpunkt.

Die geschatzten Randmittel (gemittelt
Uber die Behandlung) machen deutlich,
dass sich die prapubertaren Ratten (t0)
vorwiegend in der unteren Zone auf-
hielten (*: p £ 0,013). Nach Behandlung
(t1) sank die Aufenthaltsdauer in der
unteren Zone etwas, wahrend die in der
rechten Zone signifikant zunahm (Sig-
nifikanz nicht eingezeichnet: p < 0,001).
Dies laRt auf ein Homebaseverhalten
schliel3en, das sich Uber die zwei Zonen
erstreckte (*: p< 0,022).
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Die pubertire A°-THC-Behandlung wirkte sich nicht auf das Homebaseverhalten der
Ratten aus (F (1, 7) = 3,4; p = 0,108).

Weder die Behandlung (F (1,7) =0,1; p = 0,812) noch das Alter (F (1,7) =0,5; p=0,513)
der Tiere bewirkte eine Veridnderung der Angstlichkeit: die Frequenz, mit der die Tiere

die innere Zone betraten, blieb unverandert (Abbildung 57).

Abbildung 57: Frequenz, mit der die
innere Zone der Open Field-Arena be-
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Behandlungsgruppen

Durchschnittlich betraten die Ratten die innere Zone der Open Field-Arena 37 + 9 Mal
und somit haufiger als die Tiere der CBD-URB-Studie (vgl. 6.1.1).

8.1.2. Objekterkennung

Das Explorationsverhalten der Ratten war in beiden Durchgiangen (F(1,7)=1,5;
p =0,259) und zu beiden Testzeitpunkten (F (1,7) =4,5; p =0,071) vergleichbar. Die
pubertire A-THC-Behandlung hatte ebenfalls keinen Einfluss (F (1,7) = 1,3; p = 0,290)
auf die Tiere. Insgesamt verbrachten sie etwa % der Testzeit mit der aktiven Explorati-
on der Objekte (Abbildung 58) und beschaftigten sich somit dhnlich lange mit den Ob-
jekten wie die Ratten der CBD-URB-Studie (vgl. 6.1.2).
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Abbildung 58: Gesamte Explorations-
zeit wahrend des ersten (OR1) und
zweiten Durchgangs (OR2) des Ob-
jekterkennungstests.

Weder die Behandlung noch der Test-
zeitpunkt (t0: prapubertar, t1: adult) wirkt-
en sich auf das Explorationsverhalten der
Ratten aus.

Die Zeit, bis die Tiere im zweiten Durchgang das erste Objekt betrachteten, sowie die

Objektwechselfrequenz wurden ebenfalls nicht durch die Behandlung (Latenz:

F(1,7)=0,6; p=0,467; Objektwechsel: F (1,7) <0,1; p = 0,964) oder das Alter der Rat-

ten (Latenz: F (1,7) = 1,7; p = 0,231; Objektwechsel: F (1,7) < 0,1; p = 1,000) beeinflusst.

a) b)

7_
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0 T T
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Abbildung 59: Latenzzeit, bis das erste Objekt im zweiten Durchgang betrachtet wurde
(a) sowie die Frequenz, mit der die Ratten zwischen den Objekten wechselten (b).

Zu beiden Testzeitpunkten (t0: prapubertar, t1: adult) war die Latenzzeit und die Objektwechsel-
frequenz bei beiden Behandlungsgruppen vergleichbar.

Daher wurde die Arbeitsgedachtnisleistung nicht durch die Aktivitat/Lokomotion der

Tiere beeinflusst. Sowohl vor als auch nach der pubertiren A°-THC-Behandlung erga-

ben sich fir beide Gruppen positive Diskriminierungsindizes, so dass bei allen Ratten
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zu beiden Testzeitpunkten von einem intakten Arbeitsgedachtnis ausgegangen werden

kann (Abbildung 60). Weder der Testzeitpunkt (F (1,7) =0,2; p =0,657) noch die Be-

handlung (F (1,7) = 0,2; p = 0,635) verursachte eine Veranderung der Leistungsfahigkeit

des Arbeitsgedachtnisses.

Diskriminierungsindex

06 -

0,9 -

0,6 -

0,3 -

0,0

03 -

-0,9 -

Vehikel THC
Behandlungsgruppen

8.1.3. Soziale Interaktion

Abbildung 60: Diskriminierungsindex.

Alle Tiere betrachteten im zweiten Durch-
gang das neue Objekt intensiver als das
bekannte (positiver Diskriminierungsin-
dex). Somit hatte die pubertire A*-THC-
Behandlung keinen Einfluss auf die Ge-
dachtnisleistung.

Die Zeit, die die Tiere wahrend des Versuches mit sozialer Interaktion verbrachten, war

bei beiden Behandlungsgruppen vor und nach Behandlung vergleichbar (Abbildung 61;

Testzeitpunkt: F (1,7) <0,1; p = 0,926; Behandlung: F (1,7) = 0,4; p = 0,540).
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Abbildung 61: Sozialverhalten gegen-
tiber einer fremden Ratte.

Sowohl im prapubertaren (t0) als auch
im adulten Alter (1) beschatftigten sich
die Ratten etwa gleich lange mit dem
Interaktionspartner. Die  pubertare
A°-THC-Behandlung hatte somit keinen
Einfluss auf die soziale Interaktion.
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Durchschnittlich interagierten alle Tiere etwa % der Zeit mit der fremden Ratte (vgl.

6.1.3), wobei sich die Qualitat des Sozialverhaltens mit zunehmenden Alter verdanderte

(Abbildung 62).

Abbildung 62: Prozentualer An-
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Die prapubertaren Ratten schienen hauptsachlich non-anogenital zu interagieren. Die
Videoanalyse zeigte, dass in diesem Alter das Spielverhalten ausgepragter war als bei
den adulten Tieren. Im Erwachsenenalter nahm hingegen das anogenitale Verhalten
zu, so dass es zeitlich mit dem non-anogenitalen Verhalten vergleichbar war. Diese
Verdanderungen der Verhaltensweisen mit zunehmenden Alter waren allerdings nicht
signifikant (Testzeitpunkt: (F (1,7) =5,3; p = 0,055); Verhaltensweise (non-anogential,
anogenital; F (1,7) = 5,4; p = 0,053). Die pubertire A’-THC-Behandlung beeinflusste das
Verhiltnis des anogenitalen und non-anogenitalen Verhaltens nicht (F(1,7)=0,4;

p =0,541).

8.1.4. Erhohte Plusarena

Die statistische Analyse der Zeit, die die Ratten auf den offenen Armen verbrachten,
ergab einen signifikanten Haupteffekt des Testzeitpunkts (F (1,7) = 35,0; p =0,001).
Wie Abbildung 63 zeigt, hielten sich alle Tiere vor der pubertdaren Behandlung signifi-
kant kirzer auf den offenen Armen auf, als zum Testzeitpunkt t1. Diese Veranderung

war altersbedingt und unabhingig von der A°’-THC-Behandlung (F(1,7)=1,2;
p =0,309).
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Abbildung 63: Relative Zeit auf den
offenen Armen der erhohten Plusarena.
Im prapubertdren Alter (t0) verbrachten
alle Ratten signifikant weniger Zeit auf den
offenen Armen als im Erwachsenenalter
(t1; p=10,001). Das Verhalten der adulten
Tiere wurde durch die pubertare A°-THC-
Behandlung nicht beeinflusst.

Dass dieser Unterschied auf einer verminderten Angstlichkeit im Erwachsenenalter

beruhte, zeigt auch die zu beiden Testzeitpunkten vergleichbare Armwechselfrequenz

(F(1,7)=0,3; p=0,578; Abbildung 64), die ebenfalls nicht durch die pubertare Behand-

lung beeinflusst wurde (F (1,7) = 1,4; p =0,271). Das Verhalten auf den offenen Armen

der Arena wurde also nicht durch eine verdanderte Lokomotion bedingt.
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Abbildung 64: Lokomotorische Aktivitat
auf der erhohten Plusarena.

Die Armwechselfrequenz veranderte sich
weder in Abhangigkeit vom Alter der Tiere
(t0: prapubertar, t1:adult) noch durch die
pubertare Behandlung mit A°-THC.

8.1.5. Prapulsinhibition der akustischen Schreckreaktion

Die Amplitude der Schreckreaktion (Abbildung 65) unterschied sich deutlich zwischen

den Testzeitpunkten (F (1,7) = 30,4; p = 0,001), wihrend die A’-THC-Behandlung kei-
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nen Einfluss hatte (F (1,7) <0,1; p = 0,943). Im prapubertaren Alter war die Amplitude
mit 36 + 7 mV deutlich niedriger als im Erwachsenenalter (100 + 34 mV). Hierbei ist zu
beriicksichtigen, dass die jungen Ratten deutlich weniger wogen (prdpubertar:
129 + 10 g; adult: 311 + 18 g). Wahrend bei der Messung der Ganzkorperreaktion liber
das Piezoelement kleinere Gewichtsunterschiede keine grofRe Rolle spielen (Korrelati-
on nach Pearson Amplitude/Gewicht prapubertar: r = 0,60; p = 0,090; adult: r=0,63;

p = 0,070), machen sich groRe Gewichtsunterschiede deutlich bemerkbar.

160 - S Abbildung 65: Amplitude der Schreck-
reaktion in Abhéangigkeit vom Testzeit-
S 140 - i - o
E punkt (t0: prapubertér, t1: adult) und
S 100 - der Behandlung.
£ Die Schreckreaktionsamplitude nahm mit
$ 100 - dem Alter signifikant zu (p =0,001),
§ wobei dies mit einer deutlichen Gewichts-
'F: 80 - zunahme einherging. Die pubertare
® A°-THC-Behandlung  hatte  hingegen
& 60- keinen Einfluss.
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Bei der Analyse der Prapulsinhibition (PPI) zeigte sich eine Verletzung der Spharizitats-
Bedingung, so dass die Freiheitsgrade des Faktors Prapulslautstarke angepasst wurden

(Mauchly-Tests: X*(5) = 15,3; p = 0,010; Greenhouse-Geisser Schitzung: € = 0,436).

Es gab keinen signifikanten Haupteffekt der Behandlung (F (1,7) = 0,6; p = 0,454), aber
der Prapulslaustarke (F (1,309, 9,166) =110,0; p <0,001) und des Testzeitpunkts
(F(1,7) =56,3; p<0,001). Zudem lag eine signifikante Interaktion beider Faktoren vor
(F (3,21) = 12,6; p < 0,001)

Wie aus Abbildung 66 und der Interaktionsgraphik Abbildung 67 a hervorgeht, war die
PPl bei den adulten Ratten starker ausgepragt als im prapubertaren Alter (Post hoc-
Test Sidak: 68 dB: p =0,032; 72 dB: p =0,006; 78 dB: p =0,001; 84 dB: p <0,001). Zu-
dem war das Ausmal’ der PPl von der Prapulslautstarke abhangig. Generell galt je lau-
ter der Prapuls, desto groRer die PPl. Wahrend dies bei den adulten Ratten fir alle
Prapulslautstarken galt (Post hoc-Test Sidak: 68 vs. 72 dB: p =0,019; 84 vs. 68 und

vs. 72 dB: p <0,001; ansonsten p =0,001), unterschied sich zum Testzeitpunkt t0 die
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PPl nach Prasentation eines Prapulses von 68 dB SPL LIN nicht von der nach 72 und
aufgrund der hohen Standardabweichung auch nicht von der PPl nach 78 dB SPL LIN
Prapulsen (Post hoc-Test Sidak: 68vs.72dB: p=0,657; 68vs.78dB: p=0,051;
68 vs.84dB: p=0,001; 72vs.78dB: p=0,048; alle anderen p<0,001; Abbil-
dung 67 b).

Somit verstarkte sich die Abhdngigkeit der PPl von der Prapulslautstarke mit zuneh-
mendem Alter. Dies hing sicherlich auch mit der insgesamt starkeren PPl der adulten

Tiere zusammen.

Abbildung 66: Prapulsinhibition
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Abbildung 67: Interaktiongraphen: Prapulslautstarke*Testzeitpunkt.

Die geschatzten Randmittel (gemittelt Uber die Behandlung) zeigen deutlich, dass (a) die
adulten Tiere (1) bei jeder Prapulslautstarke eine signifikant starkere PPl aufwiesen als im
prapubertaren Alter (t0). AuRerdem nahm (b) zum Testzeitpunkt t1 die PPl mit zunehmender
Prapulslautstarke zu, wahrend bei den prapubertdaren Ratten (t0) die PPI nach 68 dB SPL LIN
Prapulsen vergleichbar mit der PPI nach 72 und 78 dB SPL LIN Prapulsen war.
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8.2.Verhaltens-PET

Zum Testzeitpunkt t1 wurde die PPI-Untersuchung mit einer PET-Messung kombiniert,
um eventuelle metabolische Veridnderungen, ausgeldst durch die pubertire A°-THC-

Behandlung, untersuchen zu kdnnen.

Der Vergleich der beiden Behandlungsgruppen ergab zunachst in mehreren Gehirnare-
alen einen Unterschied in der Glukoseutilisation (Berechnung vgl. 3.11.3) mit Aktivi-
tatsdifferenzen Uber 5 %. Die Veranderungen innerhalb der Areale, die sich in der PPI-
PET-Studie fur die PPl sowie die Schreckreaktion als relevant herausgestellt hatten,

sind in Tabelle 6 angegeben.

Die statistische Analyse (unabhangige t-Tests mit anschlielender FDR) ergab jedoch,

dass diese Aktivitatsdifferenzen nicht signifikant waren (Tabelle 6).

Tabelle 6: Vergleich der Glukoseutilisation nach pubertarer Vehikel- oder A°-THC-
Behandlung wahrend der

Pripulsinhibition im Er- Gehirn- Differenz t-Wert p-Wert p-Wert

wachsenenalter. areal [%] unkorrigiert | korrigiert

In keinem fiir die PPl und | ycPnC_li -16,0 -1,9 0,119 0,179

die Schreckreaktion rele-

vanten Areal war die AKtiVI- | yeppc_re | -16,4 -1,0 0,361 0,433

tatsdifferenz nach Korrektur

signifikant. Somit hatte die ; i i

pubertare Behandlung kein- VLT li 6,4 2.1 0,074 0,222

en relevanten Einfluss auf

die Glukoseutilisation. VLTg_re -10,6 2,9 0,024 0,144

Abk.: vePnC: ventrocaudaler CrE Ti 10

Nucleus reticularis pontis | “Mr =" ’ - - -

caudalis, VLTg: Nucleus

ventrolateralis tegmentalis, | CnF_re -2,8 - - -

CnF: Nucleus cuneiformis,

SN: Substantia nigra. SN_Lli 13,6 -1,8 0,112 0,223
SN_re -6,4 -0,6 0,559 0,559

Dass liberhaupt Aktivitatsdifferenzen von lber 5 % auftraten, schien an zwei Tieren in
der THC-Gruppe zu liegen, bei denen die Intensitdtsnormalisierung mit dem Bulbus
olfactorius als Referenzareal nicht optimal aussah. Mit Ausnahme der linken Substantia
nigra waren alle Unterschiede negativ, d.h. die Glukoseutilisation war wahrend des

PPI-PET-Versuches bei den THC-Tieren etwas geringer als bei den Kontrollen.
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9. Diskussion pubertidre THC-Studie

Bei Menschen gilt Cannabiskonsum in der Pubertat als Stressfaktor, der bei pradispo-
nierten Personen die Entwicklung einer Schizophrenie beginstigt (vgl. 1.3.2). Davon
ausgehend wurde ein Tiermodell etabliert, mit dem gezeigt werden konnte, dass bei
Ratten eine chronische pubertire Behandlung mit dem synthetischen Cannabinoid
WIN 55,212-2 im adulten Tier Schizophrenie-dhnliche Symptome auslost, die mit Hilfe
von Antipsychotika behandelt werden kénnen (Schneider & Koch, 2003; Schneider et
al., 2008; Leweke & Schneider, 2010). Die pubertare THC-Studie wurde durchgefihrt,
um zu Uberprifen, ob sich das Modell der chronischen pubertdaren WIN 55,212-2-Gabe
auch mit dem vom Menschen konsumierten A°-THC reproduzieren lisst. Dabei wurde
nicht nur analysiert, ob die pubertire A°-THC-Behandlung bei adulten Ratten Defizite
beziiglich der Motorik, der raumlichen Orientierung, der Neugier/Angstlichkeit, des
Arbeitsgedachtnisses, des Sozialverhaltens oder der sensomotorische Hemmung her-
vorruft, sondern auch ob Verdanderungen der zerebralen Glukoseutilisation induziert

werden.

Im Folgenden werden die Ergebnisse im Zusammenhang mit den Resultaten anderer
chronischer adoleszenter Cannabinoidbehandlungen diskutiert. Dabei muss berick-
sichtigt werden, dass sich die Ergebnisse nicht immer direkt vergleichen lassen, da un-
terschiedliche Cannabinoide eingesetzt wurden und die Behandlung teilweise inner-

halb verschiedener Zeitraume der Adoleszenz durchgefiihrt wurden.

9.1.Verhaltensversuche

9.1.1. Motorik: Open Field und erh6hte Plusarena

Die pubertire A°-THC-Behandlung wirkte weder sedierend noch stimulierend auf das
Verhalten der Tiere. Im Open Field legten die Ratten beider Behandlungsgruppen ver-
gleichbare Distanzen mit dhnlicher Geschwindigkeit zuriick. Auch die Armwechselfre-
guenz auf der erhéhten Plusarena war identisch, so dass auch hier von einer unveran-
derten Lokomotion ausgegangen werden kann. Allerdings lie sich ein Alterungseffekt
beobachten. Die prapubertaren Tiere liefen insgesamt etwas langsamer als spater im

jungen Erwachsenenalter.

-143-



Diskussion pubertare THC-Studie

In nur einer weiteren Studie wurde ebenfalls die Wirkung einer chronischen puberta-
ren A°-THC-Behandlung (postnatal day (pd) 41-60) auf die Lokomotion untersucht,
wobei die Testung bereits am letzten Tag der Behandlung erfolgte, so dass ein mogli-
cher Effekt auch akut bedingt sein konnte (Harte & Dow-Edwards, 2010). Unter dieser
Bedingung konnte aber ebenfalls kein Effekt auf die zurlickgelegte Distanz nachgewie-
sen werden. Es wurde aber festgestellt, dass eine chronische prapubertire A’-THC-
Gabe (pd 22-40) zu einer Reduktion der zurlickgelegten Strecke fiihrt. Wahrend eine
weitere prapubertire Studie (A°-THC-Behandlung: pd 30-38) beobachtete, dass sich
die adulten Tiere seltener aufrichteten (Wiley et al., 2007), konnten Rubino et al.

(2008) keinen Einfluss auf die Lokomotion feststellen (Behandlung pd 35-45).

Wurden die Ratten chronisch von Beginn der Pubertat (pd 40) bis ins Erwachsenenal-
ter (pd 130) hinein mit A’-THC behandelt, lieR sich nur eine tendenzielle Aktivititsmin-

derung im Open Field messen (Stiglick & Kalant, 1983).

Des Weiteren fiihrte weder die prapubertire (pd 15-40) noch die pubertdre
WIN 55,212-2-Behandlung (pd 40-65) zu einer Veranderung der zuriickgelegten Dis-
tanz im Open Field (Schneider & Koch, 2003; Schneider et al., 2005). Dem gegeniiber
steht allerdings eine Studie der gleichen Arbeitsgruppe, in der die pubertdre
WIN 55,212-2-Gabe zu einer Hyperaktivitdt im Open Field fliihrte (Wegener & Koch,
2009). Die Autoren fuihren diese unterschiedlichen Resultate auf eine leicht veranderte

Testprozedur zurick.

9.1.2. Raumliche Orientierung: Open Field

Unabhangig von der pubertdaren Behandlung wurde bei allen Tieren ein Homebase-
Verhalten (vgl. 7.1.2) beobachtet. Wahrend die prapubertdren Tiere nur in der unteren
Zone eine Homebase etablierten, starteten die Tiere nach Behandlung ihre Erkun-
dungsgange entweder von der unteren oder der rechten Zone bzw. teilweise von der
Grenzregion beider Zonen. Dieses klassische Verhalten zeigt, dass die rdumliche Orien-
tierung schon bei den jungen Tieren voll ausgepragt war und auch nicht durch die

A°-THC-Behandlung beeinflusst wurde.

In der Literatur finden sich keine Berichte Gber die Auswirkung von Cannabinoiden auf
das Homebase-Verhalten von Ratten. Auch in anderen Paradigmen scheint der Be-

handlungseinfluss auf die Koppelnavigation nicht untersucht worden zu sein.
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Ebenso fehlen Untersuchungen beziglich des Homebase-Verhaltens von jungen Rat-

ten.

9.1.3. Angstlichkeit/Neugier: Open Field und erhéhte Plusarena

Die Frequenz, mit der die innere Zone der Open Field-Arena betreten wird, gilt als in-
verses MaR fiir die Angstlichkeit, sofern die motorische Aktivitat der Tiere, wie in die-
ser Studie, unverandert ist (vgl. 7.1.3). Da weder der Testzeitpunkt noch die Behand-
lung die Frequenz beeinflusste, ist zunichst davon auszugehen, dass sich die Angstlich-
keit nicht mit dem Alter veranderte und auch die pubertire A’-THC-Behandlung keine
Auswirkungen auf die Angstlichkeit der Tiere hatte. Betrachtet man aber zusitzlich die
Ergebnisse der erhohten Plusarena, so zeigt sich, dass dies zwar fiir die pubertare Be-
handlung gilt, aber nicht fir den Einfluss des Alters. Die adulten Tiere hielten sich auf
den offenen Armen der Plusarena signifikant langer auf als noch im prapubertdren
Alter. Somit nahm die Angstlichkeit mit zunehmendem Alter ab. Dieses Ergebnis
scheint auch nicht auf die geringere Lokomotion der jingeren Tiere zurlickzufiihren
sein, die im Open Field-Test beobachtet wurde, da die Armwechselfrequenz (ebenfalls
ein MaR fiir die Lokomotion) zu beiden Testzeitpunkten identisch war (vgl. 9.1.1). Folg-
lich ist anzunehmen, dass man mit dem Open Field und der erhéhten Plusarena unter-
schiedliche Angstlichkeitsformen misst. Da beide Tests auf der Vermeidung von be-
drohlichen Situationen beruhen, ging man zunachst davon aus, dass beide auch das
gleiche emotionale Konstrukt messen. Diverse Analysen zeigten aber, dass Ergebnisse
der beiden Tests nicht miteinander korrelieren und somit unterschiedliche Aspekte der
Angst/Emotionalitat widerspiegeln. Dies erklart auch, warum bei verschiedenen phar-
makologischen Untersuchungen die Ergebnisse in Abhangigkeit von der Art des Tests

variieren (vgl. Review: Ramos, 2008).

Die Wirkung einer chronischen pubertiren A’-THC-Behandlung auf die Angstlichkeit
der Tiere im Erwachsenenalter wurde bisher in anderen Studien nicht untersucht. Die
langfristige orale A°-THC-Gabe von Beginn der Pubertit bis ins Erwachsenenalter
(pd 40-130) fuhrte allerdings zu keiner Veranderung der Zeit, die die Tiere in der inne-
ren Zone des Open Fields verbrachten (Stiglick & Kalant, 1983). Auch durch eine pra-
pubertire A°-THC-Behandlung (pd 35-45) wurde weder die Zeit in der inneren Zone

noch das Verhalten auf der erhohten Plusarena beeinflusst. Es wurde lediglich eine
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tendenzielle Abnahme der Frequenz, mit der die innere Zone betreten wurde, beo-

bachtet (Rubino et al., 2008).

Nach Behandlung mit dem synthetischen Cannabinoid WIN 55,212-2 wurden gegen-
satzliche Effekte beobachtet. Wahrend die pubertdre Gabe (pd 40-65) zu einer Reduk-
tion der allgemeinen Angstlichkeit fiihrte (Zunahme der Zeit auf den offenen Armen
der erhdhten Plusarena sowie in der inneren Zone des Open Fields, Wegener & Koch,
2009), erhdhte die prapubertire WIN-Behandlung (pd 15-40) die Angstlichkeit

(Reduktion der Zeit in der inneren Zone im Open Field, Schneider et al., 2005).

Die chronische prapubertdare CP 55,940-Behandlung (pd 30-41), wirkte wiederum in
verschiedenen Tests, die das Verhalten gegeniliber bedrohlichen Situationen unter-
suchten, weder anxiolytisch noch anxiogen. Die einzige Ausnahme war, dass die Tiere
nach der Cannabinoid-Gabe signifikant weniger Zeit in einem schiitzenden Hauschen in
der Open Field-Arena verbrachten, was als leicht anxiolytische Wirkung interpretiert

werden kann (O'Shea et al., 2006).

Die unterschiedlichen Ergebnisse der verschiedenen Studien kdnnten auf dem Behand-
lungszeitpunkt beruhen und in der zuletzt beschriebenen Studie auf den speziellen
Test zurickzufihren sein. Abschlieend lasst sich anhand der bisherigen chronischen
Studien die Frage, ob Cannabinoide die Angstlichkeit in die eine oder andere Richtung

beeinflussen, nicht beantworten.

9.1.4. Arbeitsgedachtnis: Objekterkennung

Wadhrend des Objekterkennungstests zeigten alle Tiere zu beiden Testzeitpunkten ein
vergleichbares Explorationsverhalten. Sie beschaftigten sich in beiden Durchgangen
gleich lange mit den Objekten, begannen mit der Exploration mit etwa gleicher Latenz-
zeit und wechselten in der Betrachtung der Objekte gleich haufig. Dies steht im Ein-
klang mit der Literatur (Quinn et al., 2008) und bedeutet zum einen, dass der Lokomo-
tionsunterschied, der im Open Field-Test zwischen den beiden Testzeitpunkten beo-
bachtet wurde, keinen Einfluss auf die Resultate des Objekterkennungstest hatte. Zum
anderen konnte die Arbeitsgedachtnisleistung tUber die Berechnung des Diskriminie-
rungsindex ohne Einschrankungen bewertet werden (vgl. 3.4.2.1). Alle Tiere beschaf-

tigten sich im zweiten Durchgang langer mit dem neuen Objekt als mit dem bereits
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bekannten. Folglich beeinflusste weder das Alter noch die pubertire A°-THC-

Behandlung das Arbeitsgedachtnis der Ratten.

Auch bezliglich des Arbeitsgedachtnisses ist ein direkter Vergleich der vorliegenden
Studie mit der Literatur problematisch, da in keiner Studie eine pubertire A’-THC-
Behandlung durchgefiihrt wurde, sondern entweder A’-THC in einem anderen Zeit-
raum verabreicht wurde oder die pubertire Behandlung mit einem synthetischen Can-
nabinoid erfolgte. AuRerdem waren die Intervalle zwischen den beiden Durchgangen
des Objekterkennungsversuches nicht immer vergleichbar oder das Arbeitsgedachtnis

wurde mit einem anderen Paradigma getestet.

Zamberletti et al. (2012) testeten, wie in der vorliegenden Arbeit, das Arbeitsgedacht-
nis mithilfe des Objekterkennungstests, starteten den zweiten Durchgang allerdings
bereits nach 3 min. Sie konnten eine signifikante Reduktion des Diskriminierungsindex
nach adoleszenter A’-THC-Behandlung (pd 35-45) nachweisen, aber nur bei weiblichen
und nicht bei mannlichen Ratten. Betrug das Intervall zwischen den Durchgangen je-
doch eine Stunde, wurde nach einer A’-THC-Behandlung (pd 32-40) eine signifikante
Reduktion der Zeit, mit der mannliche Ratten das neue Objekt betrachteten, festge-
stellt (Quinn et al., 2008). Auch in einem verwandten Arbeitsgedachtnistest (,,delayed
non-matching to position“-Test, vgl. 7.1.4) fihrte die chronische adoleszente Behand-
lung mit dem natirlichen Cannabinoid (pd 21-50) zu einer Verschlechterung der Ge-
dachtnisleistung (Wiley & Burston, 2010). In einem anderen Paradigma (,,Morris Water
Maze“) wurde hingegen kein Einfluss von A’-THC auf das Arbeitsgedéchtnis nachge-

wiesen (Behandlung: pd 30-51; Cha et al., 2006).

Ahnlich inkonsistente Ergebnisse liegen auch beziiglich der Behandlung mit syntheti-
schen Cannabinoiden vor. Wahrend die prapubertare WIN 55,212-2-Gabe (pd 15-40)
im Objekterkennungstest das Arbeitsgedachtnis der erwachsenen Tiere nicht beein-
trachtigte (Intervall 30 min und 2 h; Schneider et al., 2005), beschéftigten sich Ratten
nach CP 55,940-Injektionen (pd 30-41) signifikant weniger mit dem neuen Objekt
(Intervall 2 h; O'Shea et al., 2006). Die chronische pubertare WIN 55,212-2-Behandlung
(pd 40-65) verschlechterte ebenfalls die Arbeitsgedachtnisleistung gemessen mit dem
Objekterkennungstest (Schneider & Koch, 2003; Schneider et al., 2008; Abush &
Akirav, 2012), in einem ,delayed non-matching to position“-Test sowie im Morris Wa-

ter Maze (Abush & Akirav, 2012).
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9.1.5. Sozialverhalten: Soziale Interaktion

Wahrend der Anteil des Sozialverhaltens mit zunehmendem Alter konstant blieb, ver-
anderte sich tendenziell die Art der sozialen Interaktion. Die prapubertdren Tiere er-
kundeten den fremden Interaktionspartner hauptsachlich non-anogenital, wahrend im
jungen Erwachsenenalter non-anogenitales und anogenitales Verhalten etwa gleich
haufig zu beobachten war. Letzteres wurde auch in der Literatur beschrieben (Moura
et al., 2010) und ist vergleichbar mit den Beobachtungen in der CBD-URB-Studie (vgl.
6.1.3, 7.1.5). Der etwas hohere Anteil des non-anogenitalen Verhaltens adoleszenter
Ratten war auf das ausgepragtere Spielverhalten der jungen Tiere zurickzufihren.
Dies steht im Einklang mit der Literatur, da das soziale Spielverhalten bei Ratten
hauptsachlich vor der sexuellen Reifung (also vor der Pubertat) beobachtet wird, wah-
rend andere Formen des Sozialverhaltens Uber die gesamte Lebensspanne gezeigt

werden (Vanderschuren et al., 1997).

Die pubertire A’-THC-Behandlung verinderte das Sozialverhalten hingegen nicht. Dies
entspricht Teilen der Literatur, aber auch hier fehlt eine Studie, mit der die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit optimal verglichen werden kdnnen. Zamberletti et al. (2012)
beobachteten ebenfalls keinen Einfluss einer adoleszenten A’-THC-Gabe (pd 35-45) auf
das Sozialverhalten der adulten Ratten. Dieser Befund war unabhangig vom Geschlecht
der Tiere. Dem gegenliber steht eine Studie, in der ein Riickgang der sozialen Interak-
tion (sozialer Riickzug) nach prapubertirer A’-THC-Behandlung beobachtet wurde

(pd 32-40; Quinn et al., 2008).

Bei Verwendung von synthetischen Cannabinoiden ist die Ergebnislage hingegen ein-
deutiger. Die pubertdare WIN 55,212-2-Behandlung (pd 40-65) reduzierte das Sozial-
verhalten (Schneider et al., 2008; Leweke & Schneider, 2010) der erwachsenen Ratten.
Dieses Verhaltensdefizit konnte zudem durch die akute Gabe eines Antipsychotikums
vermindert werden (Leweke & Schneider, 2010). Eine signifikante Reduktion der sozia-
len Interaktion wurde auch durch die prapubertare Behandlung mit CP 55,940 hervor-

gerufen (O'Shea et al., 2006).

9.1.6. Sensomotorische Hemmung: Prapulsinhibition

Die pubertire A’-THC-Behandlung fihrte zu keiner Verdnderung der Schreckreaktions-

amplitude oder der sensomotorischen Hemmung. Die Amplitude der Schreckreaktion
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sowie das AusmaR der PPl waren allerdings altersabhangig: beides erhéhte sich mit
zunehmenden Alter. Dies wurde auch in der Literatur beschrieben (Swerdlow et al.,
2000; van den Buuse, 2003; Le Pen et al., 2006), aber da der Fokus der Studien nicht
auf der Untersuchung der Alterseffekte lag, wurde der Grund fiir diese Unterschiede
nicht diskutiert. Die groRe Differenz der Schreckreaktionsamplitude ist sicherlich durch
das Gewicht der Tiere bedingt (vgl. 8.1.5). Moglicherweise beeinflusste dies auch die
PPI. Dagegen spricht zunachst, dass die PPI einen relativen Wert darstellt, der die indi-
viduelle Schreckreaktionsamplitude berlicksichtigt. Das Piezoelement misst fiir ein
deutlich leichteres Tier zwar eine geringere Schreckreaktionsamplitude, aber diese
Differenz ist fiir alle Bedingungen gleich (Schreckreiz alleine bzw. Prapuls+Schreckreiz).
Somit sollten sich groRBe Gewichtsunterschiede nur in der reinen Schreckreaktions-
amplitude widerspiegeln, aber nicht in der PPI, die fiir jedes Tier zunachst separat be-
rechnet und dann gemittelt wird. Es ist natirlich moglich, dass die Sensitivitat des Pie-
zoelementes fir die sehr leichten prapubertdaren Ratten nicht ausreichend ist und
deswegen kleine Veranderungen in der Schreckreaktion nicht addquat gemessen wer-
den koénnen. Die andere Moglichkeit ist, dass die Altersunterschiede in der PPI ent-
wicklungsbedingt sind. Dies soll in einer zukinftigen Studie mittels PPI-PET-Messungen

(vgl. 3.7.1) untersucht werden.

Bisher wurde in keiner anderen Studie der Einfluss einer chronischen adoleszenten
A°-THC-Behandlung auf die sensomotorische Hemmung untersucht. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit stehen allerdings im Gegensatz zu Resultaten der bisherigen
WIN 55,212-2-Studien. Sowohl die pubertire (pd 40-65; Schneider & Koch, 2003;
Wegener & Koch, 2009) als auch die prapubertare WIN 55,212-2-Applikation (pd 15-
40; Schneider et al., 2005) verringerte die PPI, ohne die Schreckreaktionsamplitude zu
beeinflussen. Diese Reduktion konnte durch die akute Gabe eines Antipsychotikums

aufgehoben werden (Schneider & Koch, 2003; Schneider et al., 2005).

9.2.Verhaltens-PET

Zwar wurden keine Verhaltensdefizite bezliglich der sensomotorischen Hemmung be-
obachtet, aber denkbar wire, dass A°-THC durchaus den zerebralen Glukosemetabo-
lismus im Gehirn beeinflusst und Kompensationsmechanismen dazu fiihren, dass im

Verhalten keine Unterschiede festgestellt werden. Dem war aber nicht so, die Gluko-
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seutilisation der beiden Behandlungsgruppen wahrend der PPl war vergleichbar. Hi-
guera-Matas et al. (2011) konnten auch nach einer prapubertdren CP 55,940-
Behandlung (pd 28-38) keine Verdanderung der Glukoseutilisation bei mannlichen adul-
ten Ratten feststellen. Bei weiblichen Ratten flhrte die prapubertire Cannabinoid-
Gabe allerdings zu einer verstirkten Einlagerung des '®*FDG im Septum (Einlagerung
erfolgte im wachen Tier aber nicht wahrend eines Verhaltensversuchs). Es wurde ver-
mutet, dass diese regional- und geschlechtsspezifische Erhohung im Zusammenhang
mit den bei Weibchen nach adoleszenter Cannabinoidbehandlung starker ausgeprag-
ten Depressions-dhnlichen Symptomen (Anhedonie und biochemische Marker) steht.
Dabei verweisen die Autoren allerdings nur auf die Literatur, da in der PET-Studie keine
zusitzlichen Verhaltensuntersuchungen zur Uberpriifung dieser Hypothese durchge-

fuhrt wurden.

Weitere Untersuchungen der Auswirkungen einer adoleszenten Cannabinoid-Gabe auf
die zerebrale Glukoseutilisation scheinen nicht durchgefiihrt worden zu sein. Allerdings
reduzierte die chronische adulte A>-THC-Behandlung in verschiedenen Gehirnarealen
die metabolische Aktivitat (Whitlow et al., 2003). Zwar war in der vorliegenden Arbeit
keine der Veranderungen signifikant, aber es wurde ebenfalls eine tendenzielle Reduk-
tion beobachtet. Auch akute Studien zeigen, dass A°-THC den zerebralen Metabolis-
mus mit steigender Dosis zunehmend reduziert (Margulies & Hammer, 1991; Brett et
al., 2001; Freedland et al., 2002; Whitlow et al., 2002), wobei bei geringeren Dosierun-
gen teilweise auch Erhohungen der Glukoseutilisation beobachtet wurden (Margulies

& Hammer, 1991; Brett et al., 2001).

9.3.Fazit

In der vorliegenden Studie war es nicht moglich, mit einer chronischen pubertaren
A°-THC-Behandlung langfristige Verhaltensdefizite und/oder Verdnderungen der ze-
rebralen Glukoseutilisation hervorzurufen. Somit muss die Frage, ob sich das Modell
der chronischen pubertaren WIN 55,212-2-Gabe auch mit dem vom Menschen konsu-

mierten A°-THC reproduziert werden kann, verneint werden.

Wie ausfihrlich diskutiert, ist die Datenlage beziiglich der Auswirkungen einer adoles-
zenten Cannabinoidbehandlung duRerst widerspriichlich. Lasst man den genauen Be-

handlungszeitraum zundchst auRen vor, so zeigt sich, dass unabhangig von der Art des
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verwendeten Cannabinoids mindestens eine Studie ein Verhaltensdefizit beziiglich der
Lokomotion, der Angstlichkeit, des Arbeitsgedichtnisses und des Sozialverhaltens
nachweisen konnte und mindestens eine Studie keine Wirkung beobachtete. Die Aus-
nahme bildet die Prapulsinhibition, die nach chronischer adoleszenter WIN 55,212-2-
Behandlung immer reduziert war. Die Frage ist nun, warum diese Studien zu solch wi-

derspriichlichen Ergebnissen kommen.

Ein zentraler Punkt ist dabei sicherlich der Zeitpunkt, zu dem die Behandlung durchge-
flihrt wird. Sowohl die prapubertdre als auch die pubertidre Cannabinoidbehandlung
konnen in langfristigen Verhaltensdefiziten resultieren, folglich sind die Ratten in bei-
den Entwicklungsphasen vulnerabel. Dies @ndert sich im Erwachsenenalter. Einige Stu-
dien zeigen, dass eine chronische adulte Cannabinoidbehandlung keinen anhaltenden
Einfluss auf die Lokomotion, das Arbeitsgedachtnis und die sensomotorische Hem-
mung hat (Stiglick & Kalant, 1985; Nakamura et al., 1991; Schneider & Koch, 2003),
sondern sich in erster Linie nur akute Effekte beobachten lassen (Nakamura et al.,
1991). Dies steht sicherlich im Zusammenhang mit der Entwicklung des Endocannabi-
noidsystems. Die endgliltige CBi-Rezeptordichte wird bei Ratten erst 60 Tage nach der
Geburt erreicht (Belue et al., 1995). Dabei ist noch nicht abschlieRend geklart, ob die
Rezeptordichte kontinuierlich ansteigt (Belue et al., 1995) oder zunachst eine maxima-
le CB;-Rezeptordichte erreicht wird (bei mannlichen Ratten um pd 40), die dann wie-
der auf das Niveau der adulten Tieren absinkt (Rodriguez de Fonseca et al., 1993). Aber
ungeachtet der genauen Vorgadnge greift eine adoleszente Cannabinoidbehandlung in
die Entwicklung des Endocannabinoidsystems ein und kann auf diese Weise die Ent-
wicklung des Gehirns beeinflussen. Da die meisten Jugendlichen sicherlich erst wah-
rend der Pubertat anfangen Cannabis zu konsumieren, verbessert die pubertdre
A°-THC-Behandlung im Rattenmodell die Konstruktvaliditat (vgl. 1.4.1) und sollte somit

auch in zukinftigen Untersuchungen beibehalten werden.

Ein groRer Unterschied zwischen der vorliegenden Studie und den oben genannten
Arbeiten ist, dass dies die einzige Untersuchung ist, in der die Tiere in ihrer aktiven
Phase (Dunkelphase, vgl. 3.1) getestet wurden. Da das Endocannabinoidsystem zirka-
dian reguliert ist, kdnnte dies einen Einfluss auf die Ergebnisse haben. Wahrend in der
Lichtphase die Rezeptordichte im Gegensatz zur Dunkelphase hochreguliert ist

(Martinez-Vargas et al., 2003; Rueda-Orozco et al., 2008), ist die Endocannabinoidkon-
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zentration niedriger (Valenti et al., 2004; Murillo-Rodriguez et al., 2006). Injiziert man
nun A°-THC in der Dunkelphase, konkurriert es mit mehr Endocannabinoiden um ins-
gesamt weniger Rezeptoren. Im Rahmen einer Masterarbeit wurde daher untersucht,
ob sich mit identischem Studiendesign Verhaltensdefizite beobachten lassen, wenn die
chronische pubertiare Behandlung sowie die Verhaltenstestung wie in Literatur in der
Lichtphase erfolgt (Lee, 2010). Aber auch unter diesen Bedingungen konnten im Er-

wachsenenalter keine Verhaltensdefizite hervorgerufen werden.

Ein weiterer Grund kdnnte der verwendete Rattenstamm sein. Zum Beispiel wurde von
Unterschieden in der pharmakologischen Beeinflussung der PPl in Abhdngigkeit vom
Rattenstamm berichtet (Swerdlow et al., 2000; van den Buuse, 2003). Dies deutet da-
rauf hin, dass genetische Unterschiede zu einer veranderten Vulnerabilitat fihren. Da-
gegen spricht, dass in den hier zitierten Studien zahlreiche verschiedene Rattenstam-
me verwendet wurden und die Ergebnisse der Verhaltensanalysen auch innerhalb ei-

nes Rattenstammes inkonsistent waren.

Zudem unterscheidet sich die vorliegende Arbeit von den anderen Studien im fir die
A°-THC Applikation verwendeten Lésungsmittel. Mit einer Ausnahme wurden in samt-
lichen Studien wassrige Losungsmittel verschiedenster Zusammensetzung verwendet.
Nur Stiglick und Kalant (1983) verabreichten A’-THC in Olivendl geldst, allerding oral.
Die Verwendung eines oligen Losungsmittels verbessert die Konstruktvaliditat des Mo-
dells, da Menschen A°-THC entweder pulmonal aufnehmen oder es in etwas Fetthalti-
gem gelost zu sich nehmen. Zwar ist mit einer verlangsamten Kinetik zu rechnen, aber
die Bluthirnschranke sollte problemlos passiert werden. A°-THC dhnelt strukturell dem
CBD und CBD konnte nach i. p. Applikation in Sesamdl im Gehirngewebe der Ratten
nachgewiesen werden (vgl. 6.2). Dies bestatigte auch eine exemplarische Untersu-

chung der A’-THC-Konzentration im Gehirngewebe 2 h nach i. p. Injektion.

Die adoleszenten A°-THC-Studien, die sich in der Literatur finden, verwendeten zudem
unterschiedliche Dosierungen (zwischen 5 und 20 mg/kg, teilweise schrittweise Erho-
hung wahrend der Behandlungszeit: 2,5 bis 10 mg/kg). Somit liegt die in der Arbeit
verwendete Dosierung am unteren Ende des Bereiches, den man in der Literatur fin-
det. Daher wurde im Anschluss an diese Studie die Dosierung tberprift, um zu klaren,
ob bei Verwendung eines oligen Losungsmittels hohere Konzentrationen eingesetzt

werden missen (vgl. 10).

-152-



Ergebnisse Dosisstudie

10. Ergebnisse Dosisstudie

In der Dosisstudie wurden die akuten Wirkungen verschiedener A’-THC-Dosierungen
auf verschiedene Verhaltensweisen analysiert. Da jedes Tier alle Behandlungen erhielt,
wurden in der statistischen Analyse verschiedene ANOVA mit Messwiederholungen
gerechnet. Bei nur einer untersuchten Variablen (z.B. gesamte Distanz) handelte es
sich dabei um eine 1 faktorielle ANOVA mit Messwiederholung (Faktor: Behandlung).
Wourde zusatzlich der Effekt bestimmter Variablen des Verhaltensversuchs untersucht
(Zonen, Durchgange etc.), wurde eine 2 faktorielle ANOVA mit Messwiederholung

(Faktoren: Behandlung und die zusatzliche Variable) verwendet.

10.1. Open Field

Keine der eingesetzten A’-THC Dosierungen hatte eine sedierende oder stimulierende
Wirkung auf die Motorik (F (7,21) = 1,2; p = 0,358). Fir alle Dosierungen zusammenge-
fasst legten die Tiere im Mittel innerhalb von 10 min in der Open Field-Arena eine Dis-

tanz von 3014 + 655 cm zuriick (Abbildung 68).

Abbildung 68: Zuriickgelegte Distanz
im Open Field nach akuter Behandlung
mit Saline, Sesamdl (Vehikel) und
verschiedenen A’-THC-Konzentration-
5000 - en, gelost in Sesamol.
Die Injektion von A°-THC hatte in keiner
Konzentration einen deutlichen Einfluss

6000 -

T auf die Motorik der Ratten. Allerdings
A fihrten Injektionen von 3 bis 50 mg/kg
g 3000 - A°-THC tendenziell zu einer Abnahme der
° insgesamt zurtickgelegten Distanz.
[a]

2000 -

1000 -

0 T T T T T T

Sop Ve 75 3, S, 75 25 &

Behandlungsgruppe

Unabhangig von der Behandlung (F (7,21) =1,2; p =0,358) bewegten sich alle Tiere
zudem mehr in der duBeren Zone und legten dort mit 2628 + 495 cm weitaus langere

Strecken zuriick, als in der inneren Zone (386 + 187 cm; F (1,3) =92,8; p = 0,002). Somit
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blieb das typische Bewegungsmuster im Open Field von der A’-THC-Gabe unbeein-

flusst (Daten graphisch nicht dargestellt).

Dieses typische Bewegungsmuster spiegelte sich allerdings nicht so deutlich in der
Laufgeschwindigkeit (Abbildung 69) wider, da alle Ratten in der inneren Zone nur ten-
denziell schneller liefen (F(1,3)=8,7; p=0,060). Der Geschwindigkeitsunterschied
wurde zudem tendenziell mit steigender Dosierung kleiner, aber ein signifikanter Be-
handlungseffekt (F(7,21)=1,0;, p=0,464) oder eine signifikante Interaktion
(F(7,21) = 0,6; p = 0,740) konnte nicht festgestellt werden.

Abbildung 69: Laufgeschwindigkeit im

40 - Open Field 2 h nach Injektion von Saline,
E i“”g“ Sesamol (Vehikel) oder verschiedenen

_ ausen A°-THC-Konzentrationen.
g 30 - Es gab keinen signifikanten Effekt der
L Behandlung und der Zone. Alle Tiere liefen
E in der inneren Zone (schwarz) nur ten-
2 denziell schneller als in der auf3eren (grau).
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Die Analyse der Aufenthaltsdauer fiir die einzelnen dulReren Zonen ergab einen signifi-
kanten Haupteffekt der Zone (F (3,9) = 8,6; p = 0,005). Die einfachen Kontraste zeigten,
dass sich die Aufenthaltsdauer in der unteren Zone signifikant von der Aufenthaltsdau-
er in der linken (F(1,3)=17,2; p=0,026) und der oberen Zone (F(1,3)=12,4;
p = 0,039) aber nicht von der in der rechten Zone unterschied (F (1,3) =0,7; p = 0,460).
Da keine signifikante Interaktion (Zone*Behandlung: F (7,21) =1,3; p =0,313) vorlag,
muss angenommen werden, dass alle Tiere zwei Homebases etablierten. Wahrend der
Videoanalyse liel8 sich allerdings beobachten, dass viele Tiere von einer Homebase auf
der Grenze zwischen der unteren und rechten Zone starteten. Aullerdem deutet die
graphische Darstellung (Abbildung 70) darauf hin, dass bei einigen Gruppen die Home-
base nur in der unteren Zone zu finden war. Die verschiedenen A’-THC-Behandlungen

wirkten sich nicht auf die Ausbildung der Homebase aus (F (7,21) = 1,3; p = 0,313).
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Abbildung 70: Prozentuale
Aufenthaltsdauer in den
auBeren Zonen der Open
Field-Arena.
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Keine der A’-THC-Dosierungen modulierte die Angstlichkeit der Tiere. Die Frequenz,

mit der die innere Zone der Arena betreten wurde, zeigte keinen signifikanten Unter-

schied zwischen den Gruppen (F(7,21)=1,1; p=0,418). Mit steigender Dosierung

nahm die Frequenz nur leicht ab (Abbildung 71).
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Abbildung 71: Frequenz, mit der die
innere Zone der Arena betreten wurde.
Zwar verringerte sich die Frequenz mit zu-
nehmder Dosierung tendenziell, ein sig-
nifikanter Behandlungseffekt konnte aber
nicht nachgewiesen werden (p = 0,418).
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10.2. Objekterkennung

Die akute Gabe verschiedener A>-THC-Konzentrationen hatte keinen Einfluss auf das
generelle Explorationsverhalten der Tiere (F (7,21) =1,1; p = 0,382). Alle Tiere betrach-
teten die Objekte im ersten und zweiten Durchgang des Versuches etwa gleich lang
(F(1,3)=0,7; p=0,453), so dass von einer unveranderten Motivation im zweiten
Durchgang ausgegangen werden kann (Abbildung 72). Insgesamt betrug die Explorati-
onszeit wahrend der beiden 3 minitigen Durchgédnge 57 + 10 s.

Abbildung 72: Vergleich der ge-

samten Explorationsdauer im ersten
(OR1, schwarz) und zweiten Durch-

60 - gang (OR2, grau) in Abhéngigkeit
B OR?
—ore VO der Behandlungsgruppe.

50 - Die Betrachtungsdauer war in beiden

Durchgangen nahezu identisch
(p = 0,453) und wurde durch keine der
verwendeten Ag-THC-Dosierungen be-
einflusst.

Gesamte Explorationsdauer [s]

Vo, 7h 3p, & 7, &
Se/,)?e 6/7/%@//779 Ny Mo 0,,79?.5},70 0,,70

Behandlung

In keiner Dosierung hatte A’-THC Auswirkungen auf die Frequenz (Abbildung 73 a), mit
der die Tiere im zweiten Durchgang in der Betrachtung zwischen dem unbekannten

und bekannten Objekt wechselten (F (7,21) = 0,6; p = 0,776).

Ebenso war die Latenzzeit (Abbildung 73 b), also die Zeit, bis die Tiere im zweiten
Durchgang das erste Mal ein Objekt betrachteten, fur alle Gruppen vergleichbar

(F(7,21)=0,8; p=0,574).
Somit war die Aktivitat aller Tiere vergleichbar.

Da alle Tiere im ersten Durchgang mindestens ein Objekt betrachteten und auch im
zweiten Durchgang mindestens einmal zwischen dem bekannten und unbekannten
Objekt hin und her wechselten, wurden alle Tiere in die Berechnung des Diskriminie-

rungsindex eingeschlossen.
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Abbildung 73: Frequenz, mit der die Tiere in der Betrachtung zwischen den beiden
Objekten im zweiten Durchgang wechselten (a) sowie die Zeit, bis das erste Objekt
betrachtet wurde (b).
Die Aktivitat der Tiere blieb durch die A°-THC-Gabe unbeeinflusst. Alle Tiere wechselten im
Mittel 5+ 1 mal zwischen dem neuen und dem bekannten Objekt hin und her (a). Auch die
Latenzzeit (b) war bei allen Tieren vergleichbar (im Mittel: 5,7+ 1,8 s).

Obwohl die Gabe von 25 mg/kg A°-THC in einem negativen Diskriminierungsindex re-

sultierte (d.h. das bekannte Objekte wurde ausgiebiger exploriert als das unbekannte),

konnte statistisch nicht nachgewiesen werden, dass die Behandlung das Arbeitsge-

dachtnis beeinflusste (F (7,21) = 0,4; p = 0,868; Abbildung 74).
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Abbildung 74: Diskriminierungsindex.

Positive Diskriminierungsindizes zeigen
an, dass das neue, unbekannte Objekt
ausgiebiger betrachtet wurde als das
bereits bekannte. Nach Gabe von
25 mg/kg A°-THC explorierten die Tiere
zwar im Mittel das bekannte Objekt langer
als das unbekannte (negativer Index), die
statistische Analyse ergab allerdings, dass
die Behandlung keinen Effekt auf das Ar-
beitsgedachtnis der Tiere hatte (p = 0,868).
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10.3. Prapulsinhibition der akustischen Schreckreaktion
Die Amplitude der akustischen Schreckreaktion (Abbildung 75) veranderte sich nach

A°-THC-Gabe nicht (F (7,21) = 1,4; p = 0,245).

350 - Abbildung 75: Amplitude der Schreck-

reaktion.
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Die Ergebnisse der Prapulsinhibition (PPI) sind in Abbildung 76 (a-d) zusammengefasst.
Aus Griinden der Ubersicht wurde fiir jede der vier Prapulslautstirken eine separate
Graphik erstellt. Bei allen Tieren war die PPI signifikant vom Prapuls abhangig
(F(3,9) =380,2; p<0,001). Der Post hoc-Test Sidak zeigte, dass die PPl umso hoher
war, je lauter der Prapuls (68 vs.72 dBSPLLIN: p=0,039; 72vs.78dBSPLLIN:
p =0,008; 72 vs. 84 dB SPL LIN: p =0,003; 68 vs. 78 und 78 vs. 84 dB SPL LIN: p = 0,001
und 68 vs. 84 dB SPL LIN: p < 0,001).

Die Behandlung der Tiere mit verschiedenen A’-THC-Dosierungen fiihrte bei keiner
Prapulslautstarke zu einer Veranderung der PPl und hatte somit keinen Einfluss auf die
sensomotorische Hemmung (Behandlung: F(7,21)=0,4;, p=0,892; Behand-
lung*Prapuls: F (21,63) = 1,2; p =0,278).
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a) Prépulslautstarke: 68 dB SPL LIN b) Prapulslautstérke: 72 dB SPL LIN
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Abbildung 76: Prapulsinhibition (PPI) der akustischen Schreckreaktion in Abhangigkeit
von den vier Prapulslautstarken 68 (a), 72 (b), 78 (c) und 84 dB SPL LIN (d).

Die Injektion von A°-THC beeinflusste in keiner Dosierung die PPI (p = 0,892). Das Ausmal} der
sensomotorischen Hemmung war lediglich von der Prapulslautstarke abhangig (p < 0,001). Je
lauter der Prapuls, desto starker war die PPI.
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11. Diskussion Dosisstudie

Wie bereits diskutiert, war es nicht moglich, durch eine chronische pubertire A°-THC-
Behandlung bei adulten Ratten Verhaltensdefizite hervorzurufen. Die moglichen Grin-
de fiir dieses Versagen sind vielfiltig (vgl. 9). Nachdem der Einfluss circadianer Rhyth-
men zumindest nicht das vorherrschende Problem zu sein schien (vgl. 9; Lee, 2010),
wurde in der Dosisstudie (berprift, ob bei Verwendung einer 6ligen Formulierung
hohere Konzentration eingesetzt werden miissen, um Verhaltensdefizite zu erzeugen.
Da eine chronische pubertare Behandlung sehr zeitaufwendig ist und den Rahmen die-
ser Arbeit sprengen wirde, wurde diese Frage in einem akuten Studiendesign unter-
sucht. Dabei wurde analysiert, wie sich sechs verschiedene A9-THC-Dosierungen (1, 3,
5, 10, 25 und 50 mg/kg) bei adulten Ratten auf die Motorik, die Angstlichkeit, die Ori-
entierungsfahigkeit, das Arbeitsgedachtnis und die sensomotorische Hemmung aus-

wirkten.

11.1. Motorik, Angstlichkeit, Orientierungsfihigkeit: Open Field

A°-THC hatte in keiner Dosierung eine nachweislich sedierende oder stimulierende
Wirkung. Die statistische Analyse ergab, dass alle Tiere wahrend des Open-Field-
Versuchs in etwa die gleiche Distanz zuriicklegten und sich mit gleicher Geschwindig-
keit fortbewegten. Somit schien die Motorik der Tiere unverandert zu sein. Allerdings
entstand der Eindruck, dass sich die Ratten nach Gabe von 3 bis 50 mg/kg A°-THC et-
was weniger (die zuriickgelegte Distanz sank) und langsamer bewegten (Abnahme der

Geschwindigkeit in der duBeren Zone), was auf eine leichte Sedierung hindeutet.

Diese Beobachtungen spiegelten sich auch in der Frequenz, mit der die Tiere die innere
Zone der Arena betraten, wider. Es konnte kein signifikanter Behandlungseffekt nach-
gewiesen werden, aber die Frequenz, mit der die Tiere die innere Zone betraten schien
ab einer Dosierung von 3 mg/kg tendenziell abzunehmen. Bei einer unveranderten
Motorik wiirde dies auf eine leicht anxiogene Wirkung hinweisen. In dieser Studie ist
die tendenzielle Frequenzabnahme jedoch eher auf die, bezliglich der Distanz und Ge-
schwindigkeit beobachtete, leichte Reduktion der motorischen Aktivitat zurlckzufih-

ren.
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Laut Literatur ist die akute Wirkung von A°-THC auf die Motorik adulter Ratten dosis-
abhangig. Je hoher die eingesetzte Konzentration, desto starker war die beobachtete
Sedierung (Fernandes et al., 1974; Tseng & Craft, 2001; Wiley et al., 2007). Allerdings
sind die Berichte beziiglich der erforderlichen Dosis inkonsistent. Es wurde berichtet,
dass sich bereits 1, 3 und 5 mg/kg A>-THC signifikant sedierend auswirken (Fernandes
et al., 1974; Jarbe & Hiltunen, 1987; Tseng & Craft, 2001), wahrend in anderen Studien
Dosierungen von 1, 3, 5, 10 und 30 mg/kg ineffektiv waren (Sanudo-Pena et al., 2000;
Wiley et al., 2007) und erst 100, 176 und 300 mg/kg eine signifikante Reduktion des

Bewegungsvermogens auslosten (Wiley et al., 2007).

Der Grund fiir diese unterschiedlichen Ergebnisse kdonnte in den unterschiedlichen
Testverfahren und der variablen Testdauer liegen. Gestartet wurden die Messungen
der Lokomotion zwischen 1 und 30 min nach i. p. Injektion, die Testdauer lag zwischen
5 min und 6 h und die lokomotorische Aktivitat wurde im Kafig, im Open Field oder in
einer speziellen Open Field-Arena mit Lichtschranken (Aktivitatsbox) gemessen. Dies
kann aber nicht alleine die Diskrepanzen begriinden, da auch eine sehr ahnliche Her-
angehensweise (Testung 30 min nach Injektion, 5 bzw. 10 min in der Aktivitatsbox) zu
sehr unterschiedlichen Ergebnissen fihrte (Tseng & Craft, 2001; Wiley et al., 2007). Die
Ergebnisse der vorliegenden Studie lassen sich am besten mit den Ergebnissen von
Wiley und Kollegen (2007) vergleichen, die eine EDso von 69 mg/kg A°-THC ermittelten.
Die verwendete Hochstdosis von 50 mg/kg lag noch etwas darunter, so dass eine signi-
fikante Sedierung nicht zu erwarten ware. Dem gegeniber stehen aber die anderen
genannten Studien, die auch bei geringerer Dosierung signifikante Effekte beobachte-
ten. Die Dosisstudie unterscheidet sich allerdings in zwei Punkten deutlich von den
zitierten Untersuchungen: 1) wurde der Einfluss von A°-THC auf die Motorik in der ak-
tiven (Dunkel-) Phase der Ratten untersucht und 2) wurde kein wassriges LOsungsmit-

tel sondern Sesamol verwendet.

In der Literatur konnte nur eine Untersuchung ausfindig gemacht werden, die der vor-
liegenden Studie in der Durchfihrung weitestgehend dhnelte: Navarro et al. (1993)
analysierten die Lokomotion der Ratten in der Dunkelphase 1 h nach oraler Gabe von
5 mg/kg A°-THC in Sesamdl im 10 minitigen Open Field-Test. Unter diesen Bedingun-
gen reduzierte A’-THC die lokomotorische Aktivitit im Gegensatz zu der vorliegenden

Studie signifikant. Moglicherweise spielt die Applikationsroute eine entscheidende
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Rolle und die orale Gabe resultiert, verglichen mit der intraperitonealen Injektion, in

einer besseren Bioverfigbarkeit des A°-THCs.

Neben der lokomotorischen Aktivitat wurde in der vorliegenden Studie das Homebase-
verhalten analysiert, das als Mal} fur raumliche Orientierungsfahigkeit gilt (vgl. 7.1.2).
In keiner Dosierung hatte A’-THC einen Einfluss auf die Ausbildung einer Homebase. Im
Gegensatz zur CBD-URB-Studie entstand hier zunachst der Eindruck, dass einige Tiere
nicht nur eine Homebase in der unteren Zone ausbildeten, sondern auch noch eine
zweite, in der rechten Zone. Die Videoanalyse zeigte aber, dass die meisten Tiere in
Wirklichkeit nur eine Ausgangsstation fur ihre Erkundungsziige hatten, die genau auf
der Grenze zwischen den beiden genannten Zonen lag. Der akute Einfluss von A°-THC
auf die Orientierungsfahigkeit der Ratten wurde in anderen Studien bisher nicht unter-
sucht. Das mag u. a. daran liegen, dass zum einen die Motorik der Tiere eher in einer
Aktivitatsbox als im Open Field getestet wurde und zum anderen der haufig beobach-

tete sedierende Effekt die Analyse des Orientierungsverhaltens beeinflussen wiirde.

11.2. Arbeitsgedachtnis: Objekterkennung

Das Arbeitsgedachtnis wurde, wie schon in den vorangegangenen Studien, mit Hilfe
des Objekterkennungstests untersucht. Die Explorationsdauer war in beiden Durch-
gangen vergleichbar, so dass Giber den gesamten Versuch hinweg die Aktivitat der Tie-
re unverandert blieb. Dies zeigte sich auch anhand der Latenzzeit bis zur Betrachtung
des ersten Objekts sowie der Objektwechselfrequenz: beide Parameter wurden durch

keine der A’-THC-Dosierungen beeinflusst.

Zudem wurde keine Beeintrachtigung des Arbeitsgedachtnisses festgestellt. Zwar wur-
de nach Injektion von 25 mg/kg A’-THC ein negativer Diskriminierungsindex beobach-

tet, aber statistisch konnte kein signifikanter Effekt nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse kdnnen nur mit der Studie von Ciccocioppo et al. verglichen werden,
da nur hier die akute Wirkung von A°-THC ebenfalls im Objekterkennungstest unter-
sucht wurde (Ciccocioppo et al., 2002). In dieser Studie blieb die Aktivitat aller Tiere
ebenfalls konstant, unabhdngig von der Behandlung wahrend des gesamten Versu-
ches. Allerdings fiihrte im Gegensatz zu 2 und 5 mg/kg die Gabe von 10 mg/kg A°-THC
zu einer Reduktion der gesamten Explorationsdauer in beiden Durchgangen. Das Ar-
beitsgedidchtnis wurde durch die beiden niedrigeren A°-THC-Dosierungen nicht beein-
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trachtigt, wahrend die Injektion von 10 mg/kg in einem negativen Diskriminierungsin-
dex resultierte. Aufgrund dieser Ergebnisse ware dementsprechend zu erwarten gewe-
sen, dass nicht nur die Gabe von 25 mg/kg, sondern auch die Behandlung mit 10 und
50 mg/kg A’-THC zu negativen Indizes fihren wiirden. Der Grund fir diese unter-
schiedlichen Ergebnisse liegt vermutlich nicht in der Durchfiihrung der Verhaltensver-
suche, da sogar das Intervall zwischen den beiden Durchgangen identisch war. Auch
testeten Ciccocioppo et al. die Ratten ebenfalls in der aktiven Dunkelphase. Allerdings
durchbrachen sie den circadianen Rhythmus der Tiere wahrend der Versuche, da sie
die Testarena schwach mit weiBem Licht beleuchteten. Somit konnte die Objekterken-
nung nicht nur anhand von taktilen und olfaktorischen, sondern auch Uber visuelle
Hinweise erfolgen. Da aber vermutlich diese zusatzliche Dimension die Objekterken-
nung vereinfacht, ist nicht anzunehmen, dass die deutlichere Wirkung von 10 mg/kg
A°-THC auf diesen Verfahrensunterschied zuriickzufiihren ist. Ein viel wichtigerer Un-

terschied konnte hingegen das in der Studie verwendete wassrige Losungsmittel sein.

Sogenannte , delayed (non-) matching to sample/position“-Tests, zu denen auch der
Objekterkennungstest zahlt (vgl. 7.1.4), kénnen in einer operanten Konditionierungs-
box, in einer mit Wasser gefiillten Arena oder auf einer achtarmigen radialen Arena
durchgefiihrt werden. Unter diesen verschiedenen Testbedingungen verschlechterten
auch geringere Dosierungen von A°-THC und THC-reichen Extrakten (1,25, 2,3,4,5
und 5,6 mg/kg) das Arbeitsgedachtnis (Nakamura et al., 1991; Lichtman et al., 1995;
Mallet & Beninger, 1998; Fadda et al., 2004).

Ein weiterer Arbeitsgedachtnistest (Morris Water Maze) lieferte hingegen vergleichba-
re Ergebnisse zu der Studie von Ciccocioppo et al. (2002). Die Gabe von 2,5 und
5 mg/kg A’-THC blieb ineffektiv, wihrend 10 mg/kg die Gedichtnisleistung beeintrich-
tigte (Cha et al., 2006)

Die beschriebenen vielfdltigen Ergebnisse der verschiedenen Verhaltensversuche las-
sen darauf schlieRen, dass A°-THC nur bestimmte Aspekte des Gedachtnisses beein-
flusst. Diese Hypothese wird von einer Studie unterstiitzt, die zeigte, dass zwei ver-
schiedene Gedachtnistests, die beide in einer t-formigen Arena durchgefiihrt wurden,
unterschiedliche Ergebnisse nach Gabe von 5 mg/kg A’-THC lieferten (Jentsch et al.,
1997). Die Autoren schlussfolgerten, dass A’-THC zwar das raumliche Arbeitsgedécht-

nis (die Ratte muss immer den Arm aufsuchen, in dem sie zuvor noch nicht war) beein-

-164-



Diskussion Dosisstudie

trachtigt, wahrend dass sogenannte Referenzgedachtnis (das Tier muss, wie zuvor ge-
lernt, immer einen Arm mit bestimmter Farbe aufsuchen, unabhangig vom vorherigen
Durchgang) unbeeinflusst bleibt. Da die CB;-Rezeptordichte nicht in allen Gehirnarea-
len identisch ist und die Wirkung der Cannabinoide zuséatzlich durch die Art der Neuro-
ne, der vorliegenden G-Proteine und der Subtypen ihrer alpha-Untereinheiten (vgl.
1.2.3) reguliert werden kann, ist es denkbar, dass Gedachtnisfunktionen, die unter-
schiedliche neuronale Substrate erfordern, auch unterschiedlich stark durch Modulati-

onen des Endocannabinoidsystems beeinflusst werden.

11.3. Sensomotorische Hemmung: Prapulsinhibition

Die akute Wirkung von A’-THC auf die Schreckreaktion und Prépulsinhibition (PPI)
wurde bei adulten Ratten bisher lediglich in der vorliegenden Arbeit sowie einer weite-
ren Studie untersucht (Malone & Taylor, 2006). Die Ergebnisse beider Studien sind
prinzipiell vergleichbar. In der Dosisstudie erschreckten sich alle Tiere unabhangig von
der A’-THC-Behandlung nach Prisentation eines akustischen Schreckreizes gleich stark.
Auch die sensomotorische Hemmung durch die vorherige Prasentation eines Prapulses
wurde nicht von A’-THC, sondern lediglich durch die Prapulslautstirke beeinflusst.
Auch Malone und Taylor (2006) berichten, dass die Schreckreizamplitude durch die
Injektion von 0,3, 1 und 3 mg/kg A°-THC lediglich tendenziell, aber nicht signifikant
abnahm und die PPI durch die Behandlung unbeeinflusst blieb, aber mit zunehmender
Prapulslautstarke anstieg. Dies galt allerdings nur, wenn die Tiere, wie in dieser Arbeit,
in Gruppen gehalten wurden. Wurden sie hingegen sozial isoliert aufgezogen, war die
PPI bei den beiden leiseren Prapulsen signifikant kleiner. Zudem fihrte bei diesen Tie-
ren die Gabe von 3 mg/kg A°-THC zu einer signifikanten Reduktion der Amplitude der
Schreckreaktion sowie der PPl nach Prasentation der beiden lautesten Prapulse. Dies
deutet daraufhin, dass A°-THC eine gestorte sensomotorische Hemmung zwar verstar-

ken, per se aber keine hervorrufen kann.

Untersuchungen mit in Gruppen gehaltenen Mausen bestéatigten diese Ergebnisse hin-
gegen nicht (Nagai et al., 2006; Long et al., 2009). AuBerdem widersprechen sich die
Ergebnisse sowohl beziiglich der Amplitude der Schreckreaktion als auch bezliglich der
PPI. Wihrend Nagai et al. (2006) zeigten, dass die Gabe von 10 mg/kg A°-THC sowohl

die Schreckreaktionsamplitude als auch die PPl verringerte, resultierte die gleiche
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A°-THC-Konzentraion bei Long et al. (2009) in einer Erhéhung der Amplitude und der
PPI. Diese Diskrepanz wurde von den Autoren auf die unterschiedlichen Mausestamme
zurlickgefihrt. Moglich ware aber auch ein unterschiedliches Handling der Tiere. Wenn
eine soziale Isolierung die PPl verandern kann, konnten auch andere Stressfaktoren

wahrend der Haltung und der Versuchsdurchfiihrung die Testergebnisse beeinflussen.

11.4. Fazit

Keine der sechs verschiedenen Ag-THC-Dosierungen (1, 3, 5, 10, 25 und 50 mg/kg) be-
einflusste das Verhalten adulter Ratten. Es konnte weder eine akute Wirkung auf (1)
die Lokomotion, (2) die Angstlichkeit, (3) die Orientierungsfahigkeit, (4) das Arbeitsge-

dachtnis und (5) die sensomotorische Hemmung beobachtet werden.

Da mit zunehmender Dosierung die Aktivitdt der Ratten tendenziell abnahm, kann
vermutet werden, dass nach Gabe von noch héheren Konzentrationen zumindest die

Motorik der Ratten beeintrachtigt worden ware.

Auch wenn in der Literatur Uneinigkeit Gber die erforderliche Dosierung besteht, exis-
tieren zahlreiche Berichte tiber die akute Wirkung von A’-THC auf die Motorik und die
Geddchtnisleistung. Eine Gemeinsamkeit dieser Studien ist die Verwendung eines
wassrigen Losungsmittels. Daher stellt sich die Frage, ob die Darreichungsform die

Wirkung von Cannabinoiden beeinflussen kann.

Fiihrt die Verwendung der oligen Formulierung dazu, dass die Wirksamkeit des
A°-THCs begrenzt wird? Dagegen spricht auf den ersten Blick, die Studie von Navarro
et al. (1993), in der gezeigt wurde, dass die Gabe von 5 mg/kg A’-THC in Sesamél eine
sedierende Wirkung hatte. Allerdings wurde die A’-THC-Lésung nicht i. p. appliziert,
sondern oral verabreicht. Somit kénnte in diesem Fall die Applikationsroute den ent-
scheidenden Unterschied beziiglich der Bioverfliigbarkeit ausgemacht haben. Die orale
Applikation ware zwar besser vergleichbar mit einer medikamentdsen Darreichungs-
form von Cannabinoiden (z. B. von CBD als Antipsychotikum), bedeutet fiir die Tiere
aber auch mehr Stress. Um sicher gehen zu kénnen, dass die Ratten tatsdchlich die
vorgesehene Substanzmenge aufnehmen, muss die Gabe Uber eine Schlundsonde er-
folgen, eine Vorgehensweise, die man auch unter dem Begriff enterale Applikation
zusammenfasst. Da bei dieser Applikationstechnik zudem verschiedene Risiken (z. B.
Perforation des Pharynx und des Magens) bestehen, wurde davon abgesehen. Statt-
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dessen wurde in der nachsten Studie folgende Frage untersucht: Lassen sich nach i. p.
Injektion einer wissrigen A°-THC-Formulierung die Wirkungen beobachten, die in der

Literatur beschrieben werden?
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12. Ergebnisse Losungsmittelstudie

Im Anschluss an die Dosisstudie wurde eine dreiteilige Losungsmittelstudie durchge-
fiihrt, deren Ergebnisse im Folgenden dargestellt sind. Wahrend in den ersten beiden
Teilen das Verhalten der Tiere analysiert wurde, diente der dritte Teil ausschlieBlich

der Analyse der Pharmakokinetik.

12.1. Teil 1

Im ersten Teil der Lésungsmittelstudie wurde 5 mg/kg A°-THC in drei verschiedenen
Losungsmitteln (zwei wassrige, ein oliges) appliziert und ihre akute Wirkung nach 2 h
verglichen. Zusatzlich zu dem Vergleich der drei verschiedenen A’-THC-Formulierungen
wurden die Effekte des A°-THCs denen des synthetischen Cannabinoids WIN 55,212-2
(WIN) gegeniibergestellt. WIN wurde nur in zwei verschiedenen wassrigen Losungsmit-
teln verwendet, da es nicht moglich war, die Substanz wie A°-THC in Sesamél zu ldsen.
In Tabelle 7 sind alle eingesetzten Substanzen und Losungsmittel, sowie ihre im Fol-

genden verwendeten Kurzbezeichnungen zusammengefasst.

Tabelle 7: Zusammenfassung der in der Studie verwendeten Losungsmitteln und
Substanzen sowie ihre Kurzbezeichnungen.

Kurzbezeichnung Losungsmittel Substanz
Saline 0,9 %ige Kochsalzldsung —
Vehikel 1 1 % Tween80 in Saline —
WIN 1 1 % Tween80 in Saline 1,2 mg/kg WIN 55,212-2
THC 1 1 % Tween80 in Saline 5 mg/kg A-THC
Vehikel 2 Ethanol, Tween80, Saline (1:1:18) —
WIN 2 Ethanol, Tween80, Saline (1:1:18) | 1,2 mg/kg WIN 55,212-2
THC 2 Ethanol, Tween80, Saline (1:1:18) 5 mg/kg A%-THC
Vehikel 3 Sesamol —
THC 3 Sesamél 5 mg/kg A-THC

Da jedes Tier alle Behandlungen erhielt, erfolgte die statistische Analyse mit Hilfe von
ANOVA mit Messwiederholungen. Bei nur einer untersuchten Variablen (z.B. gesamte
Distanz) wurde eine 1 faktorielle ANOVA mit Messwiederholung (Faktor: Behandlung)

durchgefiihrt, bei zusatzlichen Variablen eines Verhaltensversuchs (Zonen, Durchgange
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etc.), eine 2 faktorielle ANOVA mit Messwiederholung (Faktoren: Behandlung und die

zusatzliche Variable).

12.1.1. Open Field

Die allgemeine Lokomotion der Tiere war in Abhangigkeit von der Behandlung signifi-
kant vermindert (F (8,40) = 6,474; p < 0,001; Abbildung 77). Gegeniiber Saline hatte die
Gabe von A’-THC in Sesamél (THC 3), wie schon in der Dosisstudie (vgl. 10.1 und 11.1),
keinen Einfluss auf die in der Open Field-Arena zuriickgelegte Distanz (p = 0,371), wah-
rend WIN 1 (p =0,043) und THC 1 (p = 0,033) diese signifikant reduzierte. Wurden die
beiden Cannabinoide im zweiten wassrigen Losungsmittel gelost appliziert, verringerte
sich zwar die zuriickgelegte Strecke, aber diese Reduktion war nicht signifikant (WIN2:

p =0,090; THC 2 p = 0,091).

Abbildung 77: Gesamte im Open Field

4000 - : - . : zuriickgelegte Distanz in Abhingigkeit
von der Behandlung.

3500 - Die Behandlung hatte einen signifikanten
T Haupteffekt auf die Strecke, die die Tiere
S, 3000 - l in der Arena zurlcklegten p <0,001). Zwar
N wurde eine Reduktion der Distanz nach
2 2500 - Gabe aller Cannabinoide in wéssrigen
E 2000 - * Lésungsmitteln beobachtet, aber signi-
k=3 * fikant war dieser Riickgang nur fir WIN 1
§ 1500 - (p = 0,043) und THC 1 (p = 0,033).
S A°-THC in Sesamdl (THC 3) war unwirk-
T 1000 - sam.
N

500 -

0 T T T

Behandlunggruppe

Der statistische Vergleich der Distanz und der Laufgeschwindigkeit in der dufReren und
inneren Zone der Open Field-Arena in Bezug auf die Behandlung ist an dieser Stelle
nicht sinnvoll, da nach Gabe von A’-THC in einer wissrigen Lésung (THC 1 und THC 2)
jeweils nur ein Tier die innere Zone der Arena betrat. Nach Injektion des synthetischen
Cannabinoids WIN 55,212-2 (WIN 1 und WIN 2) erkundeten wahrend des 10 minitigen
Versuchs hingegen 5 von 6 Tieren die innere Zone. Der Einfluss der Behandlung auf die
Motorik der Ratten wird bei Betrachtung charakteristischer Laufmuster besonders

deutlich (Abbildung 78). Zwar reduzierte die THC 2- und WIN 2-Injektion nur tendenzi-
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ell die zurlickgelegte Distanz, aber das Bewegungsmuster verdanderte sich deutlich. Die
Ratten bewegten sich streng thigmotaktisch entlang der Wand des Open Fields, wah-

rend Tiere nach Saline, Vehikel und THC 3-Gabe ein recht chaotisches Bewegungsmus-

ter in der duReren Zone der Arena aufwiesen.

Abbildung 78: Charakteristische Laufmuster im Open Field nach Gabe der verschiedenen
Substanzen.

Fir jede Behandlung ist das Laufmuster einer Ratte exemplarisch dargestellt. Da sich die
Laufmuster der Tiere nach Vehikel-Gabe nicht von denen nach Saline-Gabe unterschieden,
wurde auf eine Abbildung verzichtet.

Aus den Graphiken geht deutlich hervor, dass die Gabe von THC 1 und WIN 1 die Lokomotion
der Ratten insgesamt verringerte, wahrend Injektion von THC 2 und WIN 2 insbesondere das
Bewegungsmuster veranderte. Die Tiere bewegten sich dann streng thigmotaktisch, wahrend
sie sich nach Behandlung mit Saline und THC 3 zwar vor allem in der auleren Arena
aufhielten, aber eher ein chaotisches Bewegungsverhalten zeigten.

In den vorangegangenen Studien (CBD-URB-Studie, pubertdre THC-Studie sowie Dosis-
studie) wurde die Frequenz, mit der die innere Zone betreten wurde, auch als MaR fir
die Angstlichkeit der Tiere herangezogen. Dies setzt aber eine unverinderte Lokomoti-
on voraus, die in dieser Studie nicht gegeben war, so dass sie hier nur als Maf3 fir die
Aktivitat der Tiere betrachtet werden kann. Die Frequenz (Abbildung 79) verringerte
sich signifikant in Abhangigkeit von der Behandlung (F (8,40) = 4,143; p = 0,001). Ob-
wohl nach THC 1 und THC 2-Gabe, wie erwahnt, nur jeweils ein Tier die innere Zone

betrat (fur die anderen Tiere betrug die Frequenz somit Null), war der Riickgang nur
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fir THC 1 signifikant (geplante Kontraste: THC 1 p =0,029; THC2 p =0,075). Wurde

A°-THC in Sesamdl (THC 3) geldst verabreicht, veranderte sich das Verhalten der Tiere

nicht. Des Weiteren wurde beobachtet, dass die Tiere nach WIN 1-Injektion tendenziell

seltener die innere Zone des Open Fields betraten (p = 0,313).

30 -

25 -

20 -

15 -

10 -

Betreten der inneren Zone [Frequenz]

Behandlungsgruppe

Abbildung 79: Frequenz, mit der die
Tiere die innere Zone der Arena be-
traten.

Verglichen mit Tieren, die Saline verab-
reicht bekommen hatten, erkundeten die
Tiere nach THC 1-Gabe die innere Zone
des Open Fields signifikant seltener
(p = 0,029). Obwohl sowohl nach THC 1-
als auch nach THC 2-Applikation jeweils
nur ein Tier Uberhaupt die innere Zone
betrat, war der Frequenzrickgang
nach THC 2-Injektion nicht signifikant,
da sich ein Tier wie nach Saline-Gabe
verhielt. Nach WIN 1- und WIN 2-Injek-
tion erkundete jeweils ein Tier beider
Gruppen die innere Zone nicht. Nur die
WIN 1-Applikation schien tendenziell die
Aktivitat der Tiere zu erniedrigen.

Die statistische Analyse der Laufgeschwindigkeit der Ratten in der dulReren Zone der

Open Field-Arena (Abbildung 80), ergab einen signifikanten Haupteffekt der Behand-

lung (F (8,40) = 3,644; p = 0,003).
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Abbildung 80: Laufgeschwindigkeit in
der auBeren Zone des Open Fields.

2 h nach Injektion der Cannabinoide in
wassrigem Lésungsmittel (WIN 1,
THC1, WIN2, THCZ2), nahm die
Geschwindigkeit, mit der sich die Tiere
in der auReren Zone der Arena
bewegten, leicht ab. Diese Abnahme
war nach WIN 1-Applikation signifikant
(p = 0,022).
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Nach den geplanten Kontrasten war dieser Unterschied fir WIN 1 signifikant
(p =0,022). Die Injektion der anderen Cannabinoide in wassrigen Losungen reduzierte
die Bewegungsgeschwindigkeit nur leicht (THC 1: p=0,070; THC 2: p=0,151; WIN 2:
p =0,076). Die Gabe von A’-THC in Sesamél (THC 3) hatte hingegen keinen Einfluss
(p =0,582).

Betrachtet man die Ergebnisse der Distanz, Frequenz und Laufgeschwindigkeit zusam-
men, so zeigt sich, dass A°-THC die lokomotorische Aktivitit der Tiere nur verringerte,
wenn es in einem wassrigen Losungsmittel appliziert wurde, wahrend es als 6lige For-
mulierung keinen Effekt hatte. Des Weiteren scheint die Wirkung bei Verwendung des
Vehikel 1 etwas starker zu sein. Auch das synthetische Cannabinoid WIN 55,212-2 re-

duzierte die Lokomotion, wenn es in Vehikel 1 gelost war.

12.1.2. Objekterkennung

Die Auswertung der Explorationsdauer (Abbildung 81) ergab, dass im ersten Durch-
gang (OR1) nach Injektion von THC 1 und THC 2 drei Ratten kein einziges Objekt be-
trachteten. Von den Tieren, die in OR1 kein Objekt explorierten, beschaftigten sich, mit
Ausnahme einer Ratte (THC 1-Gruppe), auch wahrend des zweiten Durchgangs (OR2)
kein Tier mit einem der Objekte. Dennoch konnte kein signifikanter Haupteffekt der
Behandlung auf die Explorationsdauer nachgewiesen werden (F (8,40)=1,523;
p =0,180). Zudem war die Explorationszeit in beiden Durchgangen vergleichbar

(F(1,5) = 1,843; p = 0,233).

60 - 2 . .
ORI Abbildung 81: Vergleich der ge-

[ OR2 samten Explorationsdauer im ersten

(OR1, schwarz) und zweiten Durch-
gang (OR2, grau).
Obwohl einige Tiere in einem oder
beiden Durchgangen kein  Objekt
explorierten, konnte kein Haupteffekt
der Behandlung nachgewiesen werden
(p=0,180). Des Weiteren war die
Betrachtungsdauer in beiden Durch-
gangen nahezu identisch (p = 0,233).
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Fiir die Analyse der Latenzzeit (Abbildung 82 a) wurde den Tieren, die im zweiten
Durchgang kein Objekt explorierten, eine Latenzzeit von 180 s zugewiesen, da eine
ANOVA mit Messwiederholung mit fehlenden Werten nicht durchgefiihrt werden
kann. Es wurde ein signifikanter Haupteffekt der Behandlung (F (8,40)=4,622;
p < 0,001) nachgewiesen. Allerdings gaben die im Anschluss ermittelten einfachen ge-
planten Kontraste keinen weiteren Aufschluss. Der Anstieg in der Latenzzeit nach

THC 1- und THC 2-Behandlung war nicht signifikant.

Die Behandlung hatte auch einen signifikanten Effekt auf die Objektwechselfrequenz

(Abbildung 82 b).
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Abbildung 82: Zeit, bis das erste Objekt im zweiten Durchgang betrachtet wurde (a)
sowie die Frequenz, mit der die Tiere wiahrend der Exploration zwischen den beiden
Objekten wechselten (b).

Die Latenzzeit der Tiere, die AS-THC in einer wassrigen Formulierung verabreicht bekamen,
stieg stark an, da einige Ratten kein Objekt betrachteten (Latenzzeit 180 s). Trotz eines
Haupteffekts der Behandlung (p < 0,001), gaben die geplanten Kontraste keinen weiteren
Aufschluss. Die Objektwechselfrequenz wurde hingegen durch die WIN 1- und THC 1-Be-
handlung signifikant reduziert (WIN 1: p =0,028; THC1 p = 0,021). Des Weiteren nahm die
Frequenz nach WIN 2- und THC 2-Injektion tendenziell ab (WIN2: p=0,071; THC 2:
p =0,116).

Sowohl die Tiere, die gar kein Objekt betrachteten, als auch die, die bei dem Objekt
blieben, dass sie zuerst erreicht hatten, wurden beziglich der Frequenz, mit der sie bei
der Exploration zwischen den Objekten wechselten, mit null bewertet. Die Objekt-

wechselfrequenz war sowohl nach THC 1- (p = 0,021) als auch nach WIN 1-Behandlung
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(p = 0,028) signifikant verringert. Obwohl die Reduktion der Frequenz nach WIN 2- und
THC 2-Injektion auf dem ersten Blick grofRer erschien als nach den WIN 1-Gabe, war
dieser Effekt nicht signifikant (WIN 2: p=0,071; THC 2 p =0,116). Die Applikation von

A°-THC in Sesamél beeinflusste weder die Latenz noch die Objektwechselfrequenz.

Der Diskriminierungsindex ist in Abbildung 83 dargestellt, wurde aber aufgrund der

teilweise sehr geringen GruppengroRe statistisch nicht analysiert.

Abbildung 83: Diskriminierungsindex.
Einige Tiere mussten von der Berechnung
des Diskriminierungsindexes ausge-
schlossen werden. Die verbleibende
Tierzahl pro Gruppe (n) ist unter den
jeweiligen Balken angegeben. Nach Gabe
von THC 1 und THC 2 betrachteten die
03 - meisten Tiere im ersten Durchgang kein
Objekt und/oder im zweiten Durchgang nur
— eines oder keines. Nach Saline- und
n=0 n=6 n=4 n=1 J Vehikel-Injektionen wiesen die Tiere einen
positiven Index und somit ein intaktes
+ n=6 Arbeitsgedachtnis auf. Fur die Tiere, die
06 - n=s L A°-THC in Sesamdl verabreicht bekamen,
kann aufgrund der hohen Standard-
0.9 - abweichung keine verlassliche Aussage
Uber die Gedachtnisleistung gemacht
I werden. Das synthetische Cannabinoid
“ WIN 55,212-2  scheint das  Arbeits-
v, > ) gedachtnis nicht zu beeinflussen. Da die
Motorik der Tiere allerdings vermindert
Behandlungsgruppe war, muss dies unter Vorbehalt betrachtet

werden.
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Alle Tiere, die im ersten Durchgang kein Objekt betrachteten und/oder im zweiten
Durchgang ebenfalls keins oder nur eines, wurden von der Berechnung ausgeschlos-
sen. Dies betraf im Wesentlichen Tiere nach THC 1- und THC 2-Behandlung. Die Moto-
rik der Tiere war so stark beeintrachtigt, dass mit Ausnahme einer Ratte kein Tier im
Objekterkennungstest aktiv war. Die Gedachtnisleistung der Ratten, die mit einer
wissrigen A°-THC-Formulierung behandelt wurden, I3sst sich somit nicht beurteilen. In
einer dligen Darreichungsform beeinflusste A’-THC die Lokomotion nicht, so dass die
Geddchtnisleistung analysiert werden konnte. Der Diskriminierungsindex deutet mit
einem Wert von etwa null auf eine reduzierte Leistung hin. Aufgrund der hohen Stan-
dardabweichung lasst sich aber in dieser Studie keine verlassliche Aussage Uber das
Arbeitsgedachtnis dieser Tiere treffen. Zwar war der Diskriminierungsindex nach bei-
den WIN 55,212-2-Behandlungen (WIN 1, WIN 2) positiv, was ein intaktes Arbeitsge-

dachtnis anzeigt, aber da auch die Lokomotion und Objektwechselfrequenz nach Gabe
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von WIN reduziert war, muss dieses Ergebnis unter Vorbehalt betrachtet werden. Nach
Vehikel-Behandlung wiesen die Tiere im Mittel einen positiven Diskriminierungsindex
auf und ihre Motorik war unverdndert, so dass von einem intakten Arbeitsgedachtnis

ausgegangen werden kann.

12.1.3. Prapulsinhibition der akustischen Schreckreaktion

Die Amplitude der akustischen Schreckreaktion (Abbildung 84) konnte durch keine
Behandlung moduliert werden (F (8,40) = 1,982; p = 0,074).

Abbildung 84: Amplitude der Schreck-
400 -

w- T ]
mll T lll
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Abbildung 85 fasst die Ergebnisse der Prapulsinhibition (PPI) der akustischen Schreck-
reaktion zusammen. Bei der statistischen Analyse des Effektes der Prapulslautstarke
auf die PPl mussten zunédchst die Freiheitsgrade aufgrund der fehlenden Varianzgleich-
heit angepasst werden (Mauchly: X*(5) = 17,046; p < 0,006; Greenhouse-Geisser Schit-
zung; € =0,425). Bei allen Tieren wurde die Starke der sensomotorischen Hemmung
von der Lautstarke des Prapulses bestimmt (F(1,276, 6,382) = 342,787; p < 0,001). Der
Post hoc-Test Sidak ergab, dass die PPl umso groRRer war, je lauter der verwendete

Prapuls (68 vs. 72: p = 0,001, alle anderen p < 0,001).

Zudem wurde ein signifikanter Haupteffekt der Behandlung beobachtet
(F(8, 40) = 2,323; p = 0,038). Die Kontrastanalyse ergab einen signifikanten Unterschied
zwischen der PPl nach Saline- und nach THC 2-Injektion (p = 0,034). Da keine Interakti-
on Behandlung*Prapulslautstarke vorlag (F(24, 120) = 0,897; p = 0,605), gilt dieser Ef-
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fekt fiir alle Prapulslautstarken zusammengefasst. Aus Abbildung 85 geht hervor, dass
nach A’-THC-Gabe im Vehikel 2 die PPI immer etwas niedriger war als nach Saline-
Gabe. Auch die Applikation von WIN 2 schien die PPI verglichen mit der PPl nach Sali-

ne-Behandlung zu erniedrigen, aber diese Reduktion war nicht signifikant (p = 0,175).
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Abbildung 85: Prapulsinhibition (PPI) der akustischen Schreckreaktion in Abhangigkeit
von der Prapulslautstirke (68, 72, 78 und 84 dB SPL LIN).

Die Behandlung hatte einen signifikanten Effekt auf die PPl (p =0,038), wobei dieser
unabhangig von der Prapulslautstarke war (Behandlung*Prapuls: p = 0,605). Die Kontrast-
analyse ergab, dass THC 2 die PPI signifikant veranderte (p =0,034). Die graphische
Darstellung zeigt, dass die PPI nach THC 2-Gabe bei jeder Prapulslautstarke etwas geringer
war als nach Saline-Injektion. Die PPI-Reduktion nach WIN 2-Applikation war hingegen nicht
signifikant (p = 0,175). Das Ausmal der sensomotorischen Hemmung war zudem immer von
der Prapulslautstarke abhangig (p < 0,001). Je lauter der Prapuls, desto starker war die PPI.
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Die Gabe von Cannabinoiden in wassrigen Losungsmitteln hatte somit keinen starken
Effekt auf die sensomotorische Hemmung, aber A°-THC konnte zumindest in einer

Formulierung die PPI leicht, aber dennoch signifikant reduzieren.

Wie auch schon in der Dosisstudie hatte A’-THC in der 6ligen Darreichungsform keinen

Einfluss auf die PPI.

12.2. Teil 2

Im ersten Teil der Losungsmittelstudie wurde die Cannabinoidwirkung 2 h nach Injek-
tion getestet. Diese Zeit wurde in Anlehnung an die Dosisstudie gewahlt, in der A°-THC
ausschlieBlich in Sesamdl gelost verabreicht wurde. Bei Verwendung von wassrigen
Losungsmitteln ist allerdings eine schnellere Kinetik zu erwarten, so dass die Wirkung
auch friiher eintreten kann. Um zudem eine bessere Vergleichbarkeit mit der Literatur
zu erreichen, wurde in diesem zweiten Teil der Losungsmittelstudie die akute Wirkung
von 5 mg/kg A°-THC in den beiden wissrigen Vehikeln nach 15 min untersucht. In Ta-
belle 8 sind alle eingesetzten Losungen sowie ihre im Folgenden verwendeten Kurzbe-

zeichnungen zusammengefasst.

Kurzbezeichnung Losungsmittel Substanz Tabelle 8:
sali 0.9 %iae Kochsalzls Zusammenfassung
aline 7 7olge Rochsalziosung - der in der Studie ver-
Vehikel 1 1% Tween80 in Saline - wendeten Losungen
sowie ihre Kurzbe-

Vehikel 2 Ethanol, Tween80, Saline (1:1:18) — zeichnungen.

THC 1 1 % Tween80 in Saline 5 mg/kg A’-THC

THC 2 Ethanol, Tween80, Saline (1:1:18) | 5 mg/kg A-THC

Auch in dieser Studie durchlief jedes Tier alle Behandlungen, so dass fiir die statisti-
schen Analysen ANOVAs mit Messwiederholungen verwendet wurden (1 faktorielle
ANOVA mit Messwiederholung (Faktor: Behandlung) oder 2 faktorielle ANOVA mit
Messwiederholung (Faktoren: Behandlung und zusatzliche Variable des Verhaltensver-

suchs)).

12.2.1. Open Field

Wahrend im ersten Teil der Losungsmittelstudie eine signifikante Reduktion der zu-

rickgelegten Distanz nach THC 1-Gabe beobachtet wurde, bewegten sich die Tiere
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15 min nach Injektion nur tendenziell weniger

(Abbildung 86). Die leichte Verringerung

der zuriickgelegten Distanz wurde auch nach THC 2-Behandlung beobachtet (Hauptef-

fekt der Behandlung: F(4, 16) = 1,930; p = 0,154).
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Abbildung 86: Zuriickgelegte Distanz
im Open Field nach Injektion von
Saline, Vehikel oder wissriger A’-THC-
Losung.

A°-THC hatte 15 min nach Injektion noch
keinen deutlichen Einfluss auf die Motorik
der Ratten. Nur eine tendentielle Ab-
nahme der insgesamt zurickgelegten
Distanz war zu beobachten.

Nach Vehikel 2-Gabe, waren die Tiere tendenziell etwas aktiver. Sie legten innerhalb

der 10 min im Open Field eine etwas langere Strecke zurlick und betraten haufiger die

innere Zone der Arena (Abbildung 87).
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Abbildung 87: Frequenz, mit der die
innere Zone des Open Fields betreten
wurde.

Nach Vehikel 2-Injektion erkundeten die
Ratten die innere Zone etwas haufiger,
wahrend die A°THC-Gabe zu einer
Abnahme der Frequenz flihrte. Keine dieser
Veranderungen war jedoch signifikant.

Im Gegensatz dazu nahm die Frequenz, mit der die Tiere die innere Zone nach THC 1-

und THC 2-Applikation betraten, ab. Es wurde auch ein Haupteffekt der Behandlung

bezlglich der Frequenz nachgewiesen (F(4, 16) =3,716; p = 0,025), aber keiner der ein-
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fachen geplanten Kontraste war signifikant. Die leichten Veranderungen in der Fre-
guenz, mit der die innere Zone betreten wurde, scheinen nicht mit einer Ab- oder Zu-
nahme der Angstlichkeit einherzugehen, sondern eher mit einer leichten Aktivititsan-
derung, die sich auch in der zuriickgelegten Distanz (Abbildung 86) sowie der Laufge-

schwindigkeit (Abbildung 88) widerspiegelt.
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Nach A’-THC-Injektion bewegten sich die Ratten nicht nur tendenziell weniger, sie lie-
fen auch in der dufBeren Zone etwas langsamer (signifikanter Haupteffekt der Zone:

F(4, 16) =3,202; p = 0,041, aber keiner der geplanten Kontraste war signifikant).

Die charakteristischen Laufmuster der Ratten verdeutlichen die oben gezeigten Ergeb-

nisse (Abbildung 89).

Abbildung 89: Exemplarische Bewegungsmuster der Ratten nach der Injektion von
Saline, THC 1 und THC 2.

Nach Vehikel 1- und 2-Gabe ergaben sich Laufmuster, die mit denen nach Saline-Injektion
vergleichbar sind. Wahrend die Lokomotion nach THC 1-Applikation teilweise vollstdndig zum
erliegen kam, bewegen sich die Tiere nach THC 2-Gabe weniger, etwas langsamer und vor
allem deutlich ausgepragter entlang der Arenawand als nach Saline-Injektion.
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12.2.2. Objekterkennung

Der Objekterkennungsversuch startete etwa 30 min nach Injektion der verschiedenen
Losungen. Im Gegensatz zum ersten Teil der Losungsmittelstudie (vgl. 12.1.2) betrach-
teten alle Ratten in beiden Durchgangen mindestens ein Objekt. Keine der Behandlun-
gen wirkte sich auf die gesamte Explorationsdauer aus (F(4, 16) = 1,090; p = 0,395) und
in beiden Durchgidngen wurden die Objekte etwa gleich lang exploriert (F(1, 4) = 0,162;
p = 0,708; Abbildung 90)

120 - = oR1 Abbildung 90: Vergleich der gesamten
—a Explorationsdauer im ersten (OR1,
100 - : , grau) und zweiten Durchgang (ORZ2,
schwarz).
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Da alle Tiere im zweiten Durchgang mindestens ein Objekt betrachteten, konnte fiir
jede Ratte eine Latenzzeit gemessen werden (Abbildung 91 a). Aufgrund fehlender
Varianzhomogenitat der Daten wurden die Freiheitsgrade zunachst angepasst (Mauch-
ly: X}(9) = 22,311; p < 0,022; Greenhouse-Geisser Schitzung; € = 0,454). Es zeigte sich
ein signifikanter Haupteffekt der Behandlung (F(1,816, 7,265) = 7,401; p = 0,019), wo-
bei laut Kontrasten nur die THC 1-Gabe die Latenzzeit signifikant erhéhte (p = 0,04),
wahrend THC 2 nur tendenziell die Latenz steigerte (p = 0,057). Unabhangig vom Lo-
sungsmittel fihrte die A°-THC-Behandlung dazu, dass jeweils vier Tiere im zweiten
Durchgang des Versuches bei dem Objekt blieben, das sie zuerst erreichten. Dies resul-
tierte in einer signifikanten Reduktion der Objektwechselfrequenz durch A°-THC

(F(4, 16) = 9,227; p < 0,001; THC1: p = 0,007; THC2: p = 0,003; Abbildung 91 b).
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Abbildung 91: Zeit, bis das erste Objekt betrachtet wurde (a) sowie die Frequenz, mit der
die Tiere wahrend der Exploration zwischen den beiden Objekten im zweiten Durchgang
wechselten (b).

Fir alle Tiere konnte in dieser Studie eine Latenzzeit gemessen werden. Die A°-THC-Be-
handlung verlangerte die Zeit, bis ein Tier das erste Mal ein Objekt betrachtete. Dieser
Unterschied war fiir THC 1 signifikant (p = 0,04). Beide Cannabinoidbehandlungen reduzierten
zudem signifikant die Objektwechselfrequenz (THC 1: p = 0,007; THC 2: p = 0,003).

Die tendenzielle Aktivitatsanderung, die sich bereits im Open Field-Test zeigte, machte
sich somit auch im Objekterkennungstest bemerkbar. Zwar betrachteten alle Tiere
mindestens ein Objekt, aber die Latenz nahm zu und die Objektwechselfrequenz nahm
ab. Aullerdem resultierte die AQ-THC-BehandIung darin, dass fast alle Tiere, wenn sie
ein Objekt erreichten, auch dort verharrten. Das erschwerte die Berechnung des Dis-
kriminierungsindex. Somit kann auch im zweiten Teil der Losungsmittelstudie die Ge-
dachtnisleistung der Tiere nicht sinnvoll bewertet werden (Abbildung 92). Die beiden
Tiere, die nach A’-THC-Injektion im zweiten Durchgang beide Objekte betrachteten,
explorierten das unbekannte Objekt langer als das bekannte und zeigten somit keine

Beeintrachtigung des Arbeitsgedachtnisses.

Auch die Saline- und Vehikel-Injektionen hatten keinen Einfluss auf die Gedachtnisleis-

tung der Ratten. Im Mittel wurden positive Indizes beobachtet.
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Abbildung 92: Diskriminierungsindex
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12.2.3. Prapulsinhibition der akustischen Schreckreaktion

Auch nach kurzer Wirkdauer wurde die Amplitude der akustischen Schreckreaktion
nicht durch A°-THC verindert. Die Vehikel-Gabe hatte ebenfalls keinen Einfluss

(F(4, 16) = 1,351; p = 0,294).

600 - Abbildung 93: Amplitude der akustisch-
en Schreckreaktion.
500 - Keine der Behandlungen resultierte in

einer Veranderung der Schreckreaktion.

400 -

)

£

c

2

x

[}

g

=

(4]

g

£ 300 - : :

[%3

(72]

3

o 200 -

°

=

%_

2 100 -

<

0 T T T T T
&S L b 2
94; 86‘ Q/j. ’sfo ’sfo
OQ %8/7 %Q/e 7 <

Behandlungsgruppen

Die PPl war erneut signifikant von der Prapulslautstarke abhangig (F(3, 12) = 392,524;

p <0,001). Der Post hoc-Test Sidak bestatigte, dass die PPl umso starker war, je lauter
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der prasentierte Prapuls (68 vs.72 und 78vs.84: p=0,002; 72vs.78 und vs. 84
p =0,001; 68 vs. 78 und vs. 84 p < 0,001).

Wahrend etwa 3 h nach Behandlung mit THC 2 eine leichte, aber signifikante Redukti-
on der Pripulsinhibition (PP1) beobachtet wurde (vgl. 12.2.3), hatte A’-THC in dieser
Studie keine Wirkung auf die sensomotorische Hemmung (F(4, 16) = 2,113; p=0,127;
Abbildung 94).
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Abbildung 94: Prapulsinhibition (PPI) der akustischen Schreckreaktion in Abhangigkeit
von den vier Prapulslautstarken 68, 72, 78 und 84 dB SPL LIN.

Die Injektion von A°-THC beeinflusste in keiner der beiden Darreichungsformen die PPI
(p=0,127). Das Ausmall der sensomotorischen Hemmung war allerdings von der
Prapulslautstarke abhangig (p < 0,001). Je lauter der Prapuls, desto starker war die PPI.

-184-



Ergebnisse Losungsmittelstudie

12.3. Teil 3

Im dritten Teil der Losungsmittelstudie wurde der Einfluss des Losungsmittels auf die
Bioverfugbarkeit von A’-THC untersucht. Im Fokus stand zum einen die unterschiedli-
che Kinetik sowie die nach 15 min und 2 h im Gehirngewebe erreichte Endkonzentrati-
on. Zudem wurde untersucht, ob die Darreichungsform auch die Wirkung von CBD und

URB 597 (URB) auf Anandamid (AEA), PEA und OEA beeinflussen kann.
Alle getesteten Losungen sowie ihre im Folgenden verwendeten Kurzbezeichnungen

sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9: Zusammenfassung der in Teil 3 der Lésungsmittelstudie verwendeten
Losungen sowie ihre Kurzbezeichnungen.

Kurzbezeichnung Losungsmittel Substanz

Vehikel Zusammenfassung von Saline, Vehikel 2 und Sesamdl —

THC 2 Vehikel 2: Ethanol, Tween80, Saline (1:1:18) 5 mg/kg A’-THC
THC 3 Sesamél 5 mg/kg A’-THC
CBD 2 Vehikel 2: Ethanol, Tween80, Saline (1:1:18) 12 mg/kg CBD
CBD 3 Sesamol 12 mg/kg CBD
URB 2 Vehikel 2: Ethanol, Tween80, Saline (1:1:18) 0,3 mg/kg URB 597
URB 3 Sesamol 0,3 mg/kg URB 597

In der vorliegenden Arbeit wurden die mittels HPLC/MS-MS ermittelten Konzentratio-
nen von A°-THC, CBD, der Endocannabinoide Anandamid (AEA) und 2-AG sowie ver-
wandter Lipide (PEA und OEA) fiir das Gesamthirn zusammengefasst betrachtet. Eine
detaillierte Analyse der einzelnen Gehirnareale ist in der Arbeit von Frau Pahlisch zu

finden.

Die statistische Analyse erfolgte bei der Untersuchung der Bioverfligbarkeit der Can-
nabinoide mittels 2 faktorieller ANOVA (Faktoren: Wirkdauer und Losungsmittel bzw.
Behandlung und Losungsmittel) und bei der Analyse der Effekte der Darreichungsform
auf die Wirkung von CBD und URB Uber eine 2 faktorielle mixed design ANOVA (Fakto-

ren: Medikation und Lipide).
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12.3.1. Bioverfiigbarkeit der Cannabinoide

Die Analyse der A’-THC-Konzentrationen im Gehirngewebe ergab, dass nach i. p. Ap-
plikation trotz vollstandiger Injektion der Substanz diese das Gehirn teilweise nicht
erreichte. Tiere, in deren Gehirn kein A°-THC nachgewiesen werden konnte, wurden

von der Mittelwertbildung ausgeschlossen. Somit ergaben sich folgenden Tierzahlen:
15 min Wirkdauer: THC 2: n=3; THC 3 n=4;
2 h Wirkdauer: THC 2: n=2 THC 3 n=5;

Die statistische Analyse muss unter Vorbehalt betrachtet werden, da zusatzlich zum
kleinen n auch durch Transformationen keine Varianzhomogenitat erreicht wurde (Le-
vene-Test: F(3,10) =5,9; p =0,014). Es ergab sich kein signifikanter Haupteffekt des
Losungsmittels (F(1,10) = 0,6; p = 0,463), aber die Wirkdauer hatte einen signifikanten
Einfluss (F(1,10) =19,2; p =0,001). Eine signifikante Interaktion wurde ebenfalls beo-
bachtet (Losungsmittel*Wirkdauer: F(1,10) = 10,5; p = 0,009). Der Post hoc-Test Sidak
zeigte, dass 2 h nach Injektion von A’-THC in Sesamél (THC 3) der Cannabinoid-Gehalt
signifikant hoher war als nach einer Wirkdauer von nur 15 min (p < 0,001). Wurde
A°-THC hingegen im wissrigen Vehikel (THC 2) appliziert, waren die Konzentrationen
im Gehirngewebe nach 15 min und 2 h vergleichbar. Des Weiteren war der A’-THC-
Spiegel 15 min nach Injektion der wassrigen Losung hoéher als nach Injektion der 6ligen
(p = 0,014). Nach 2 h hatte sich der A’-THC-Gehalt im Gewebe allerdings wieder ausge-
glichen (Abbildung 95).

Abbildung 95: A°-THC-Konzentration im
Gehirngewebe in Abhangigkeit von der

700 - o ‘ - - - ‘ Wirkdauer und dem Lésungsmittel.
; ;ﬁm‘" Injiziet man A%THC im wassrigen
600 - Vehikel, so wird bereits nach 15 min eine

signifikant hoéhere Konzentration im

500 - - ’ B B B Gehirngewebe erreicht, verglichen mit der

) Verwendung von Sesamél (p =0,014;
g 400 - Signifikanz aus Ubersichtsgriinden nicht
& eingezeichnet). Der Ag-THC-SpiegeI war
€ 300- zudem nach 15 min vergleichbar mit der
g Konzentration nach 2 h. Sesamél fiihrte
< 200 - hingegen zu einer verlangsamten Kinetik:
nach 2 h war die A°-THC-Konzentration im

100 - Gehirngewebe signifikant héher als nach
15 min (*: p<0,001). Statistisch konnte

* kein Unterschied im A°-THC-Gehalt nach

O 1

T K 2h in Abhéangigkeit vom L&sungsmittel
Sesamol Vehikel 2 festgestellt werden.
Lésungsmittel

-186-



Ergebnisse Losungsmittelstudie

Das heiRt, A’-THC wurde bei Verwendung des wissrigen Vehikels schneller ins Gehirn
transportiert (schnellere Kinetik), aber die Endkonzentration, die im Gehirngewebe

nach 2 h erreicht wurde, war unabhangig vom Losungsmittel.

Die Ergebnisse der Bioverfuigbarkeit von CBD sind mit denen fur A’-THC vergleichbar.
Prozentual wurden nach 2h identische Cannabinoid-Konzentrationen gemessen
(A°-THC vs. CBD: F(1,10) = 0,9; p = 0,376). Auch hier lieB sich nach 2 h kein Unterschied
in Abhdngigkeit von den beiden Losungsmitteln beobachten (F(1,10) =0,5; p =0,529).

Somit kann CBD mit der gleichen Effizienz die Bluthirnschranke passieren wie A>-THC.

12.3.2. Beeinflussung der Eicosanoid-Konzentrationen durch un-
terschiedliche Darreichungsformen von URB 597 und CBD
Die Darreichungsform beeinflusste nicht die Wirkung von CBD und URB 597 auf die
Eicosanoid-Konzentrationen (Abbildung 96). Nach Korrektur der Freiheitsgrade auf-
grund fehlender Varianzhomogenitat (Mauchly: X*(5) = 76,1; p < 0,001; Greenhouse-
Geisser Schatzung; € = 0,428), ergab die Analyse des signifikanten Behandlungseffekts
F(4,26)=9,4;, p<0,001) und der signifikanten Interaktion (Behandlung*Lipide:
F(5,141, 33,415) = 5,3; p=0,001), dass CBD die Konzentration von Anandamid sowie
PEA und OEA nicht veranderte (kein Unterschied gegeniiber Vehikel, jeweils p = 1,000),
wahrend URB 597 FAAH unabhangig vom Losungsmittel inhibierte. Der Post hoc-Test
Sidak war allerdings nur beziiglich des Anstiegs der PEA- und OEA-Spiegel nach URB-
Gabe, signifikant (p-Werte vgl. Tabelle 10), wahrend die AEA-Konzentration nur ten-
denziell erh6ht war. Die Konzentration des Endocannabinoids 2-AG wurde durch keine

Behandlung verandert.

Lipid Behandlung p-Wert Behandlung p-Wert
Tabelle 10: Post hoc-Test
URB 2 vs Vehikel | 0,019 URB 3 vs Vehikel | 0,001 Sidak (p-Werte) der signif-
ikanten Interaktion Behand-
lung*Lipide.

URB2vsCBD3 | 0,039 | URB3vsCBD3 | 0,002 | Aus Grinden der Ubersicht

sind nur die signifikanten p-

PEA | URB2vsCBD2 | 0,016 | URB3vsCBD2 | 0,002

OEA | URB2vsCBD2 | 0,018 | URB3vsCBD2 | 0,003

URB2vsCBD3 | 0,014 | URB3vsCBD3 | 0,008
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Abbildung 96: Einfluss der Behandlung und der Darreichungsform auf die Eicosanoid-

Konzentration im Gehirngewebe.

Keine der verwendeten Substanzen hatte einen Einfluss auf die 2-AG Konzentration.
Die Anandamid (AEA)-, PEA- und OEA-Level im Gehirngewebe erhdhten sich hingegen nach
Injektion von URB in wassriger Lésung (URB 2) und URB gel6st in Sesamdl (URB 3). Dieser
Anstieg war nur beziglich PEA und OEA signifikant Die Wirkung von CBD lie} sich nicht von

der Vehikelwirkung unterscheiden.
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13. Diskussion Losungsmittelstudie

Nachdem die Resultate der Dosisstudie darauf hindeuteten, dass nicht die Dosis an
sich das Problem darstellt, sondern die Bioverfligbarkeit des A°-THC, wurde eine drei-
teilige Losungsmittelstudie konzipiert. In dieser Studie wurde Uberprift ob, die Darrei-
chungsform die Wirkung von Cannabinoiden beeinflusst und ob A>-THC in einer dligen,
arzneimittel-nahen Formulierung anders wirkt als in einer wassrigen Formulierung. Im
ersten Teil wurde daher die akute Wirkung von A’-THC in Sesamdl sowie in zwei wiss-
rigen Losungsmitteln verglichen. Zudem erfolgte der direkte Vergleich mit der Wirkung
des am héaufigsten verwendeten synthetischen Cannabinoid WIN 55,212-2, das auch
zur Etablierung der pubertdren Cannabinoidbehandlung als Schizophrenie-Modell ein-
gesetzt wurde. Im zweiten Teil wurde dann der Einfluss der Wirkdauer beleuchtet,
wahrend der dritte Teil der pharmakokinetischen Analyse diente, um herauszufinden
worauf die unterschiedlichen Wirkungen beruhen und ob auch die Wirkungen von CBD

und URB 597 durch das Losungsmittel beeinflusst werden.

13.1. Teil 1

13.1.1. Motorik, Angstlichkeit: Open Field

Wihrend die 6lige A’-THC-Formulierung erneut keinen Einfluss auf die Lokomotion
hatte, wirkte A’-THC nach Applikation im wissrigen Losungsmittel sedierend, wobei
der Effekt bei Verwendung von Vehikel 1 (1% Tween in Saline) ausgepragter war. Ein
ahnlicher Effekt wurde nach Gabe von WIN 1 beobachtet. Die Tiere bewegten sich 2 h
nach Injektion im Open Field weniger, liefen langsamer und betraten die innere Zone
seltener. Letzteres kann aufgrund der veranderten Lokomotion nicht auf eine gestei-
gerte Angstlichkeit zuriickgefiihrt werden. Die einzige Veridnderung, die nach Gabe von
WIN 55,212-2 in Vehikel 2 (Ethanol-haltig) auffiel, betraf das Laufmuster. Die Lokomo-
tion blieb im Wesentlichen unbeeinflusst (Distanz, Geschwindigkeit, Frequenz), aber
die Tiere bewegten sich starker thigmotaktisch verglichen mit den Kontrollen (Saline,

Vehikel 1, 2 und 3) sowie nach THC 3-Gabe.

Somit hat die Darreichungsform von A’-THC hinsichtlich der Motorik einen deutlichen
Effekt auf dessen Wirkung. Wie bereits im Rahmen der Dosisstudie (vgl. 11) diskutiert,

finden sich in der Literatur einige Berichte Uber die sedierende Wirkung nach akuter

-189-



Diskussion Losungsmittelstudie

Gabe von bis zu 5 mg/kg A°-THC in einem wissrigen Losungsmittel (Fernandes et al.,
1974; Jarbe & Hiltunen, 1987; Tseng & Craft, 2001). Dennoch wurde in einigen Studien
keine Veranderung der Lokomotion beobachtet, obwohl ein wassriges Loésungsmittel
verwendet wurde (Sanudo-Pena et al., 2000; Wiley et al., 2007). In der vorliegenden
Studie zeigte sich, dass die Wirkung von THC 2 etwas schwacher war als die von THC 1.
Das konnte an der kleinen Stichprobe liegen oder aber die Zusammensetzung des
wassrigen Losungsmittels ist ebenfalls entscheidend. Dies ldsst sich anhand der Daten
in der Literatur allerdings nicht bestatigen. Tseng & Craft (2001) und Wiley et al. (2007)
verwendeten beide das gleiche Losungsmittel (wie Vehikel 2, doch statt Tween80,
Emulphor®) und ein sehr dhnliches Versuchsprotokoll (vgl. 11.1) und kommen trotz-

dem zu unterschiedlichen Ergebnissen.

Dennoch ist der Einfluss der Losungsmittelzusammensetzung nicht ganz von der Hand
zu weisen, da WIN 55,212-2 in Vehikel 1 wie A°-THC sedierend wirkte, bei Gabe in Ve-
hikel 2 aber nur das thigmotaktische Bewegungsverhalten verstarkte. Die stark sedie-
rende Wirkung von 1,2 mg/kg WIN 55,212-2 in Vehikel 1 wurde ebenfalls bei Madusen
beschrieben (Brzozka et al., 2011). Bei Ratten reduzierte die gleiche Konzentration im
gleichen Vehikel die Lokomotion allerdings nicht (Drews et al., 2005; Wegener et al.,
2008), wobei in einer weiteren Studie der sedierende Effekt nach Gabe von 3 mg/kg
WIN 55,212-2 eintrat, wahrend 1mg/kg wirkungslos blieb (Jarbe et al., 2006). Obwohl
alle genannten Studien das gleiche Losungsmittel verwendeten, sind die Daten inkon-
sistent. Somit scheint die Losungsmittelzusammensetzung nicht der alleinige Grund fir
die unterschiedlichen Ergebnisse zu sein. Ein weiterer Grund kénnte die Zeit zwischen
Injektion und Testung sein. Wahrend Wegener et al. (2008) die Motorik bereits 10 min
nach Applikation testeten, wurden die Versuche in den anderen Studien nach 25-
30 min durchgefuhrt (Jarbe et al., 2006; Brzozka et al., 2011). Vielleicht entfaltet sich

die sedierende Wirkung von WIN 55,212 erst nach einer langeren Wirkdauer.

Leider lief8 sich WIN 55,212-2 nicht in Sesamodl |16sen, so dass nicht Gberpriift werden
konnte, ob sich die Wahl der Darreichungsform auch auf die Wirkung des syntheti-

schen Cannabinoids auswirkt.
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13.1.2. Arbeitsgedachtnis: Objekterkennung

Die sedierende Wirkung des A’-THC in den wissrigen Darreichungsformen wirkte sich
im Objekterkennungstest zwar nur tendenziell auf die gesamte Explorationsdauer aus,
flihrte aber dazu, dass die Tiere im zweiten Durchgang gar nicht oder erst nach langer
Latenz ein Objekt betrachteten und nur selten bis gar nicht zwischen den Objekten
wechselten. Der Diskriminierungsindex konnte nur fir ein Tier berechnet werden, so
dass keine Aussage Uber die Wirkung von A’-THC auf das Arbeitsgedichtnis getroffen
werden kann. Dies wurde in der Literatur bisher kaum diskutiert. Die genannten Stu-
dien, die einen sedierenden Effekt feststellten, untersuchten neben der Lokomotion
auch die antinozizeptive Wirkung, Katalepsie, Hypothermie und die Nahrungsaufnah-
me (Fernandes et al., 1974; Wiley et al., 2007) und fuhrten somit keine Gedachtnis-
tests durch. Studien, in denen das Arbeitsgedachtnis der Ratten untersucht wurde,
berichten hingegen nicht von sedierenden Effekten (Ciccocioppo et al., 2002; Baek et
al., 2009), auch wenn nicht immer Verdanderungen der Motorik zusatzlich untersucht

wurden (Nakamura et al., 1991; Mallet & Beninger, 1998; Fadda et al., 2004).

Eine Ausnahme stellt die Arbeit von Lichtman et al. (1995) dar, in der angegeben wur-
de, dass 92 % der Ratten nach Injektion von 5,6 mg/kg A°-THC nicht die Kriterien erfiill-
ten, die fir den Arbeitsgedachtnistest (achtarmige radiale Arena) erforderlich waren.
Bei den Tieren, die die Kriterien erreichten, wurde allerdings eine erhéhte Fehlerrate
beobachtet. Fir die eine Ratte, die in der vorliegenden Arbeit nach A°-THC-Injektion
alle Kriterien erflillte, ergab sich allerdings ein positiver Diskriminierungsindex, so dass

von einer intakten Arbeitsgedachtnisleistung ausgegangen werden muss.

Die Injektion von WIN 1 und WIN 2 resultierte in keiner Veranderung der Gedachtnis-
leistung im Objekterkennungstest. Allerdings mussten jeweils zwei Tiere nach den bei-
den WIN-Behandlungen von der Berechnung ausgeschlossen werden. Somit erfiillten
nach WIN 1 und WIN 2-Behandlung jeweils 30 % der Ratten nicht die Versuchskrite-
rien. Dies passt zu den Ergebnissen von Lichtman et al. (1995), in deren Studie 27 %
der Tiere nach Applikation von 1 mg/kg WIN 55,212-2 die Kriterien nicht mehr erfull-
ten. Zudem war die Dosierung fir eine Beeintrachtigung des Arbeitsgedachtnisses
nicht ausreichend. Auch in einem ,delayed non-matching to position“-Versuch redu-
zierte 1 mg/kg WIN 55,212-2 die Gedachtnisleistung nicht (Han et al., 2000). Im Gegen-

satz dazu wurde in anderen Studien eine Reduktion der Gedachtnisleistung im Ob-
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jekterkennungstest beobachtet (1 bzw. 1,2 mg/kg; Schneider & Koch, 2002; Baek et al.,
2009). In beiden Untersuchungen war die Zeit zwischen den beiden Durchgangen mit
30 min doppelt solange wie in der vorliegenden Arbeit. Daher ist es moglich, dass Ge-

dachtnisdefizite erst bei einer groBeren zeitlichen Verzogerung zum tragen kommen.

13.1.3. Sensomotorische Hemmung: Prapulsinhibition

Trotz der lokomotorischen Defizite hatte keine Behandlung einen Einfluss auf die
Amplitude der Schreckreaktion. Allerdings reduzierte THC 2 signifikant die Prapulsinhi-
bition, wobei dieser Effekt nur gering war. Somit ist die Testung weiterer Tiere notig
um abschatzen zu kénnen, wie stabil dieser Effekt ist. Ob THC 1 aufgrund des L6-
sungsmittels keine Wirkung zeigte, bleibt derzeit fraglich. Malone und Taylor (2006)
konnten wie bereits diskutiert (vgl. 11.3) keine Reduktion der PPI feststellen, wenn die

Ratten wie in der vorliegenden Arbeit in Gruppen gehalten werden.

Die Datenlage beziglich der WIN 55,212-2-Wirkung auf die sensomotorische Hem-
mung bei Ratten ist hingegen umfangreicher. Wie in der vorliegenden Studie fanden
Bortolato et al. (2005) keine reduzierte PPl nach WIN 55,212-2-Injektion (geldst in Ve-
hikel 1). Allerdings beobachteten sie eine signifikante Reduktion der Schreckreaktions-
amplitude, die in dieser Arbeit nicht auftrat. Dem gegeniiber stehen Studien, die eine
verringerte PPl beobachteten (Vehikel 1; Schneider & Koch, 2002; Wegener et al.,
2008; Brosda et al., 2011). Die Autoren argumentieren, dass die gegensatzlichen Er-
gebnisse auf die unterschiedlichen Rattenstamme (Sprague-Dawley bzw. Wistar) zu-
rickzufihren sind und somit genetische Unterschiede die Ergebnisse beeinflussen.
Dagegen spricht, dass die Injektion des synthetischen Cannabinoids CP 55,940 sowohl
bei Sprague-Dawley als auch bei Wistar-Ratten zu einer signifikanten Reduktion der
Schreckreaktionsamplitude fihrte (Mansbach et al., 1996; Martin et al., 2003), wobei
nur bei den Wistar-Ratten bei einer von drei Prapulslautstarken eine verringerte PPI

beobachtet wurde (Martin et al., 2003).

Da die Studien, die eine Reduktion der PPl nach WIN 55,212-2-Applikation beobachten,
alle aus der gleichen Arbeitsgruppe stammen, ist es aber auch denkbar, dass die Hal-
tung und das Handling der Tiere eine Rolle spielt. Darauf weist die genannte A’-THC-

Studie (Malone & Taylor, 2006) sowie eine Studie mit Mausen hin, in der sich zeigte,
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dass WIN 55,212-2 bei gestressten Mausen die PPl erhéhte, wahrend die PPl bei Kon-

trollmausen unverandert blieb (Brzozka et al., 2011).

13.2. Teil 2

Im ersten Teil der Losungsmittelstudie wurden die Ratten in Anlehnung an die Dosis-
studie 2 h nach Injektion in den verschiedenen Versuchen getestet. In allen zitierten
Studien wurden die Experimente allerdings frither (10-60 min nach Injektion) durchge-
fuhrt. Laut Literatur wird 15 min nach i. p. Injektion von A’-THC in einem wéssrigen
Losungsmittel (vergleichbar mit Vehikel 2: statt Tween80, Cremophor®) bei mannli-
chen Ratten im Gehirn der maximale Spiegel erreicht, der bis zu 4 h stabil bleibt (Tseng
et al., 2004). Daher wurde zur besseren Vergleichbarkeit mit anderen Studien die

A°-THC-Wirkung auch nach 15 min getestet.

13.2.1. Motorik, Angstlichkeit: Open Field

15 min nach Injektion war die sedierende A°-THC Wirkung wie sie nach 2 h beobachtet
wurde, noch nicht voll ausgepragt. Allerdings liefen die Ratten tendenziell weniger und
langsamer als nach Vehikel- oder Saline-Injektion, bewegten sich verstarkt thigmotak-
tisch und betraten tendenziell seltener die innere Zone der Open Field-Arena. Letzte-

res ist auf die veranderte Lokomotion zurlickzufiihren.

Somit kdnnten unterschiedliche Ergebnisse in der Literatur auf unterschiedliche Wirk-
zeiten zuriickzufihren sein. Dies kann aber zumindest bei den bereits genannten, gut
vergleichbaren Studien von Tseng & Craft (2001) und Wiley (2007) ausgeschlossen
werden, da beide Male die Untersuchung der Lokomotion 30 min nach Injektion ge-

startet wurde.

13.2.2. Arbeitsgedachtnis: Objekterkennung

Die tendenziell verringerte Lokomotion nach A’-THC-Gabe wirkte sich nicht auf die
gesamte Explorationsdauer im Objekterkennungstest aus, fiihrte aber zu einer signifi-
kanten Erhohung der Latenzzeit und Reduktion der Objektwechselfrequenz. Zudem
konnte nur fir jeweils eine Ratte der Diskriminierungsindex ermittelt werden, da alle
anderen im zweiten Durchgang nur das Objekt aktiv explorierten, das sie zuerst er-

reichten. Das heiflt auch wenn die Lokomotion nach 15 min noch nicht vollstandig ge-
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stort ist, lassen sich mit den Tieren keine kognitiven Tests durchfiihren, deren Ergeb-

nisse durch die Motorik beeinflusst werden.

13.2.3. Sensomotorische Hemmung: Prapulsinhibition

Die Amplitude der Schreckreaktion wurde auch nach 15 min nicht durch die A°-THC-
Gabe beeinflusst. Zudem blieb nach der kiirzeren Wirkdauer auch die Reduktion der
PPI durch THC 2 aus. Somit scheint die Zeit zwischen Injektion und Testung einen Ein-
fluss auf die sensomotorische Hemmung zu haben. Der fehlende A’-THC-Effekt in der
Studie von Malone & Taylor (2006) kann damit allerdings nicht eindeutig in Zusam-
menhang gebracht werden, da die Testung 45 min nach Injektion erfolgte und somit

zwischen den beiden Testzeitpunkten lag, die in der Arbeit untersucht wurden.

Auch die unterschiedlichen Ergebnisse der WIN 55,212-2-Studien (alle verwendeten
Vehikel 1) konnen mit der Wirkdauer nicht erklart werden, da Bortolato et al. (2005)
die Ratten 30 min nach Injektion untersuchten und keine Veranderung der PPl fanden,
wahrend in den anderen Studien eine Reduktion der PPI bereits nach 10 min auftrat

(Schneider & Koch, 2002; Wegener et al., 2008; Brosda et al., 2011).

13.3. Teil 3

Der Einfluss der Darreichungsform auf die A°-THC-Wirkung deutet darauf hin, dass die
Kinetik eine wichtige Rolle spielt. Es bleibt die Frage, wodurch die unterschiedliche
Wirksamkeit genau bedingt wird und ob nicht nur die Wirksamkeit von A>-THC sondern

auch die von CBD und URB 597 durch die Art des Losungsmittels beeinflusst wird.

13.3.1. Bioverfiigbarkeit der Cannabinoide

Die injizierten Substanzen schienen nicht immer das Gehirn zu erreichen, obwohl stets
die gesamte Injektionslosung appliziert wurde. Wenn man davon ausgeht, dass die
Detektionsmethode reproduzierbar funktionierte, bedeutet dies, dass die intraperi-
toneale Injektion keine stabilen Ergebnisse liefert. Tatsachlich wurde eine Fehlerquote
von 10-20 % in der Literatur beschrieben (Gaines Das & North, 2007), was auch die
recht hohen Standardabweichungen in den Verhaltensversuchen erklart. Im ersten Teil
der Losungsmittelstudie wird dies besonders deutlich, da sich nach THC 2-Injektion ein

Tier wie nach Saline-Gabe verhielt und somit laut statistischer Analyse keine signifikan-
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ten Verhaltensverdanderungen vorlagen, obwohl die anderen Tiere nach Behandlung

deutlich motorisch beeintrachtigt waren.

Betrachtet man die Tiere, bei denen A’-THC oder CBD im Gehirn nachgewiesen werden
konnte, so zeigt sich, dass nach 2 h die Substanzmengen im Gehirngewebe vergleich-
bar sind, unabhangig davon, welche Formulierung verwendet wurde. Somit sind die
Diskrepanzen in der A°-THC-Wirkung auf das Verhalten nicht damit zu erkldren, dass
die Verwendung des Sesamols zu einer geringeren Endkonzentration im Gehirn fihrte

und somit weniger Rezeptoren aktiviert werden.

Die beiden Darreichungsformen unterschieden sich allerdings in ihrer Kinetik. Bei Ver-
wendung eines wassrigen Vehikels wurde bereits nach 15 min die maximale Konzent-

ration erreicht. Dies entspricht der Literatur (Tseng et al., 2004).

Somit scheint firr die sedierende Wirkung des A°-THC eine schnelle Kinetik erforderlich
zu sein. Dass die Kinetik fiir die Wirkung einer Substanz entscheidend ist, zeigten auch
Untersuchungen, die sich mit der Wirkung von Drogen auf das Belohnungssystem be-
schiftigten. Eine schnelle Anderung der Dopaminausschiittung bedingt durch einen
sehr steilen Anstieg der Substanzspiegel im Blut hat einen starker subjektiv belohnen-
den Effekt als eine langsame Anderung (Grace, 2000; Volkow & Swanson, 2003). Eine
mogliche Erklarung ist, dass bei einer kontinuierlichen Steigerung der Cannabinoidkon-
zentration im Gehirngewebe ein Toleranzeffekt eintritt, der aus Desensitivierungsme-
chanismen, wie zum Beispiel der Internalisierung von CB;-Rezeptoren, resultiert (vgl.

1.3.2).

Obwobhl sich der A’-THC-Spiegel nach 15 min nicht von dem nach 2 h unterschied, war
die sedierende Wirkung zum spateren Zeitpunkt deutlich ausgepragter. Somit fihrt die

langere Wirkdauer am Rezeptor auch zu einer starkeren Verhaltensanderung.

Zudem zeigte die Analyse, dass die Bioverfiigbarkeit beider Cannabinoide (A>-THC,
CBD) vergleichbar ist. Beide Molekiile scheinen also gleichermallen metabolisiert zu
werden, bevor sie das Gehirn erreichen. Dies zeigt sich auch im Vergleich humaner
Plasmaprofile: die CBD und A°-THC-Spiegel sinken direkt nach Injektion sehr schnell
und nehmen dann langsamer ab (Chiang & Rapaka, 1987).
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13.3.2. Beeinflussung der Eicosanoid-Konzentrationen durch un-
terschiedliche Darreichungsformen von URB 597 und CBD
Die Wirkung von URB 597 wird nicht durch die Darreichungsform beeinflusst. Die Er-
hohung der Eicosanoid-Konzentrationen war beiden Losungsmitteln identisch. Somit
wird die Inhibition des Hydrolyse-Enzyms FAAH nicht durch die Kinetik reguliert. Die
kontinuierlich steigende Eicosanoid-Konzentration scheint also nicht Gber einen Riick-
kopplungs-Mechanismus zu einer erhohten Synthese des FAAH-Enzyms zu fihren.
Auch die Wirkung von CBD kann in der eingesetzten Konzentration durch ein wassriges
Losungsmittel nicht verbessert werden. In einer zukiinftigen Studie sollte allerdings
Uberprift werden, ob dies auch bei einer hoheren Konzentration nicht der Fall ist, da
wie bereits diskutiert die eingesetzte CBD-Dosis zu gering war (vgl. 7.2), so dass der im
Gehirngewebe nachgewiesene CBD-Spiegel unterhalb der fiir eine FAAH-Inhibition
erforderlichen Konzentration lag. Da die Wirkung von URB 597 auf die Eicosanoid-
Konzentrationen nicht durch die Darreichungsform beeinflusst wird, sollte dies aller-

dings auch nicht bei einer hoheren CBD-Dosierung auftreten.

An dieser Stelle muss allerdings die Frage, ob sich eine schnellere Erhéhung der
Eicosanoid-Konzentration auf das Verhalten der Ratten niederschlagt, unbeantwortet
bleiben. Theoretisch ware es moglich, dass der langsamere Anstieg von Anandamid bei
Verwendung von Sesamol ebenfalls zu einer CB;-Rezeptorinternalisierung fiihrt und
somit Verhaltenseffekte abgemildert werden. Wie bereits ausfihrlich diskutiert wur-
den in der Literatur ausschlieBlich wassrige Losungsmittel verwendet und es konnte
keine Wirkung auf die Motorik festgestellt werden. Die anxiolytische Wirkung von
URB 597 scheint durch die Testsituation und das Handling der Tiere beeinflusst zu
werden. Allerdings wurden im Gegensatz zur vorliegenden Studie teilweise Gedacht-
nisdefizite nach Anandamid und URB 597-Gabe beobachtet, die eventuell durch einen

schnellen Anstieg der Anandamidkonzentration ausgeldst werden kénnten.

13.4. Fazit

Die Losungsmittelstudie zeigte, dass die Darreichungsform die Wirkung von A°-THC auf
das Verhalten der Ratten deutlich beeinflusst. Wahrend bei der Verwendung einer
oligen arzneimittelnahen Formulierung keine signifikanten Verhaltensanderungen be-

obachtet wurden, resultierte die A’-THC-Gabe in einem wéssrigen Losungsmittel vor

-196-



Diskussion Losungsmittelstudie

allem in einer starken Sedierung. Diese machte die Analyse des Arbeitsgedachtnisses
unmoglich. Trotz der sedierenden Wirkung wurde die akustische Schreckreaktion so-
wie die sensomotorische Hemmung nicht deutlich beeinflusst, auch wenn A°-THC in
einem der wassrigen Losungsmittel eine leichte aber signifikante PPI-Reduktion her-
vorrief. Obwohl nach 15 min bereits im Gehirn die maximale A’-THC-Konzentration
erreicht wurde, waren die Verhaltenseffekte noch nicht so deutlich ausgepragt, was
darauf schlieRen lasst, dass die Dauer der Rezeptoraktivierung durchaus die Verhal-
tensdefizite moduliert. Da die Endkonzentration im Gehirngewebe unabhéangig von der
Darreichungsform war, kann davon ausgegangen werden, dass die schnellere Kinetik
bei der wassrigen Darreichung die unterschiedlichen Resultate bedingt. Grundlage
hierfiir konnte sein, dass keine Desensitivierungsmechanismen aktiviert werden. Es ist
somit moglich, dass pubertire A’-THC-Behandlung zu langfristigen Verhaltensdefiziten
flihrt, wenn den Tieren eine wassrige Formulierung appliziert wird. Dies sollte in einer

zukinftigen Studie Giberprift werden.

Die Wirkung von CBD und URB 597 auf die Eicosanoidkonzentrationen kann hingegen

nicht durch eine veranderte Pharmakokinetik beeinflusst werden.
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14. AbschlieBende allgemeine Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Verhaltens-PET eine
geeignete Methode ist, um neuronale Vorgdnge wahrend eines Verhaltensversuchs
darzustellen. Die Kombination der Prapulsinhibitions (PPl)-Testung mit einer PET-
Untersuchung demonstrierte zudem, dass Verhaltens-PET eine gute Erganzung zu bis-
herigen Lasionsstudien ist. Auerdem konnte die Beteiligung einiger aufgrund dieser
invasiven Methoden postulierten Gehirnareale an der Vermittlung der akustischen
Schreckreaktion und der PPI bestatigt werden. Zudem zeigte sich, dass der Nucleus
cuneiformis eine zentrale Rolle spielt, eine Struktur die bislang wenig beachtet wurde
und an die Areale angrenzt, die bisher mit der PPI-Vermittlung in Verbindung gebracht
wurden. Die Durchfiihrung der PPI-PET-Messung wird in einer Folgestudie weiter op-
timiert, um die hier gezeigten Ergebnisse zu untermauern. Zudem sind weitere Studien

geplant, um den Einblick in die Modulationsmechanismen der PPI zu vertiefen.

Die PPI-PET-Studie verdeutlichte weiterhin, wie wichtig es ist, bei der Durchfiihrung
akustischer Verhaltensversuche vor Beginn der Studie Hortests durchzufiihren. Die
Horschwellen der Ratten kdnnen sich in Abhangigkeit vom Rattenstamm und eventuell
auch vom Zichter betrachtlich unterscheiden und wirken sich deutlich auf die Starke
der PPl aus. Dies erklart sicherlich auch einige der diskrepanten Ergebnisse zum Aus-

maf der PPI, die in der Literatur zu finden sind.

AuBerdem liefern die grundlegenden Verhaltens-PET-Untersuchungen die Basis fiir die
Untersuchung metabolischer Veranderungen nach Modulation des Endocannabinoid-
systems der Ratte. Kennt man die neuronalen Strukturen, die bei unbehandelten Tie-
ren bei die Vermittlung der akustischen Schreckreaktion und der PPI sowie der Modu-
lation der PPI involviert sind, so ist es moglich zu Uberpriifen, ob eine Behandlung zu
relevanten Verdanderungen der Glukoseutilisation des wachen, sich verhaltenden Tie-
res flhrt. Dies liefert neue Einblicke in die Wirkweise des Endocannabinoidsystems.
Zum Zeitpunkt der CBD-URB-Studie war diese Methodik noch nicht ausgereift. In einer
zukinftigen Studie sollte die Wirkung von CBD auf den zerebralen Glukosemetabolis-
mus Uberpriift werden, da es Hinweise gibt, dass Cannabidiol die Glukoseutilisation
steigern kann (Brett et al.,, 2006). Allerdings muss die dann eingesetzte CBD-Dosis

deutlich erh6ht werden. Obwohl die in der CBD-URB-Studie verwendete Dosierung an
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die bei Menschen verwendete Dosis angepasst war, wurde im Gehirngewebe der Rat-
ten nicht die Konzentration erreicht, die in vitro nétig war, um eine Inhibition des Hyd-

rolyse-Enzyms FAAH zu erreichen.

Die metabolischen Untersuchungen (PPI-PET) nach pubertirer A’-THC-Behandlung
ergaben keinen weiteren Aufschluss tUber die Wirkung des Cannabinoids auf den ze-
rebralen Glukosemetabolismus, da die Behandlung, wie sich auch in den Verhaltenste-
stungen zeigte, insgesamt wirkungslos blieb. Die Ergebnisse der Dosis- und Losungs-
mittelstudie deuten darauf hin, dass nicht die gewahlte Dosierung problematisch war,
sondern die langsame Anflutung von A°-THC bei Verwendung der 6ligen Darreichungs-
form. Es ist denkbar, dass die langsamere Kinetik die CB;-Rezeptorinternalisierung be-

glinstigt und somit zu einer Toleranzentwicklung beitragt.

Wie die inkonsistenten Daten in der Literatur zeigen, ist aber das Losungsmittel nicht
der einzige Faktor, der die akute und chronische Wirkung von Cannabinoiden beein-
flusst. Weitere entscheidende Einflussfaktoren scheinen die Haltung, das Handling der
Tiere und damit einhergehend auch stressauslosende, experimentelle Bedingungen zu
sein. Dies wurde allerdings bisher nicht systematisch untersucht. Malone & Taylor
(2006) zeigten, dass die akute Gabe von A’-THC nur bei sozial isoliert gehaltenen Tie-
ren die PPI reduzierte, und Brzozka et al. (2011) berichteten, dass die Wirkung von
WIN 55,212-2 bei Mausen, die sozialem Stress ausgesetzt wurden, ausgepragter ist.
Dem gegeniiber stehen allerdings einige Studien, die auch bei in Gruppen gehaltenen
Tieren, die keinem speziellen Stressmodell ausgesetzt wurden, akute und chronische

Cannabinoideffekte beobachteten (vgl. 9, 11 und 13).

Wie aus einer systematischen Untersuchung der anxiolytischen URB 597-Wirkung her-
vorging, beeinflussen die Faktoren Handling und Stress auch die Auswirkungen eines
hochregulierten Endocannabinoidsystems. Ein erhéhter Anandamid-Spiegel kann zwar
induzierte Angst reduzieren, wirkt aber per se nicht anxiolytisch (Haller et al., 2009).
Dies weist, wie schon die Untersuchungen der Anandamid-Spiegel bei Patienten in der
Prodromalphase (Koethe et al., 2009) und Patienten mit einer erstmanifesten paranoi-
den Psychose (Leweke et al., 1999a; Giuffrida et al., 2004), darauf hin, dass das Endo-

cannabinoidsystem ein regulierendes, protektiv wirkendes System ist.

Eine weiterer Faktor konnte der Rattenstamm und somit eine genetische Komponente

sein. Bisher wurde dies aber noch nicht systematisch untersucht. Zwar zeigten verglei-
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chende Studien, dass in Abhangigkeit vom Rattenstamm die PPl unterschiedlich stark
pharmakologisch manipuliert werden kann (van den Buuse, 2003; Swerdlow et al.,
2004a; Swerdlow et al., 2004b; Swerdlow et al., 2007) und die Angstlichkeit durch Ga-
be eines synthetischen Cannabinoids unterschiedlich moduliert wird (Arnold et al.,
2010), aber die genetischen Unterschiede, die dazu fiihren, wurden noch nicht be-
trachtet. Daher ware es interessant zu untersuchen, wie sich die verschiedenen Rat-
tenstamme bezliglich der mit dem Endocannabinoidsystem assoziierten Gene unter-
scheiden, die z.B. fiir die CB;-Rezeptoren, die Syntheseenzyme, FAAH, FLAT, etc. kodie-

ren.

Trotzdem muss auch beziiglich des Rattenstammes festgehalten werden, dass akute
und chronische Cannabinoideffekte bei verschiedenen Rattenstammen (u.a. Lister
hooded-, Wistar-, Lewis-, Sprague-Dawley-Ratten) beobachtet wurden, so dass man
zunachst nicht davon ausgehen kann, dass ein bestimmter Rattenstamm voéllig insensi-

tiv gegenliber einer Cannabinoidbehandlung ist.

Die vielen verschiedenen, teilweise widerspriichlichen Daten in der Literatur zeigen,
wie wichtig standardisierte Bedingungen sind, um ein gutes, reproduzierbares Tiermo-
dell zu etablieren. Dazu gehoren nicht nur samtliche Haltungs-, sondern auch die expe-
rimentellen Bedingungen. Gerade im Bereich der besonders anspruchsvollen Tiermo-
delle fur psychiatrische Erkrankungen, wie hier die Schizophrenie, ist noch viel Arbeit
notig. Auch wenn es bisher noch nicht gelungen ist, ein verlassliches Modell der chro-
nischen adoleszenten Cannabinoidbehandlung zu etablieren, liefern die Untersuchun-
gen dennoch zahlreiche Hinweise, die das Verstandnis der Wirkweise und der Rolle des

Endocannabinoidsystems verbessern.
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