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EINLEITUNG

1 Einleitung

In der Schmerzforschung werden seit Jahren immer neue und potentiell bessere Medikamente
entwickelt. Trotzdem ist die Wahl des geeigneten Analgetikums nicht immer leicht. Gerade in
der Tiermedizin spielen viele Faktoren eine Rolle.

Um auch zukunftig eine bessere Auswahl zu ermdglichen, werden immer hdufiger auch

bereits zugelassene Arzneimittel unter dem Aspekt ihres analgetischen Potentials untersucht.

Auch das Antidepressivum Remergil® mit dem Wirkstoff Mirtazapin wird seit Jahren in der
Humanmedizin zur Behandlung von Depressionen eingesetzt. Dort hat es sich als ein schnell
wirkendes und nebenwirkungsarmes Medikament etabliert (KELLER, 2004).

Wahrend seiner klinischen Anwendung berichteten gehduft Patienten von einem Nachlassen
etwaiger chronischer Schmerzzustande. Daher wird seit kurzem der Wirkstoff Mirtazapin auf
seine mogliche analgetische Potenz hin untersucht und mittlerweile konnte auch ein
antinozizeptiver Effekt bestatigt werden (SCHREIBER et al. 2002a und 2002b, KELLER
2004).

Da Arzneimittel chemisch in zwei Enantiomeren vorliegen kénnen, wobei oft eines
erwiinschte und das andere unerwiinschte Wirkungen hervorruft, sollen die beiden
Enantiomere des Mirtazapin genauer auf ihre analgetische Wirkung hin untersucht werden.
Bisherige Studien konnten keine Einigkeit Gber eine starkere bzw. bessere Wirkung eines der
Enantiomere gegenliber dem Razemat bringen (DE BOER et al. 1988, MC GRATH et al.
1998).

Die vorliegende Studie untersucht beide Enantiomere des Mirtazapins getrennt und im
Vergleich zum Razemat auf ihre analgetische Wirkung. Dabei kénnte im positiven Fall eines
der beiden Enantiomere eine hohere analgetische Potenz und im optimalen Fall auch eine
geringere Rate an unerwiinschten Wirkungen aufweisen. Ahnliche Versuchsvorhaben legten
ihr Augenmerk bisher nur auf das Razemat (SCHREIBER et al. 2002a, 2002b).
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2 SCHRIFTTUM
2.1 Schmerz

Definition des Begriffes

Nach HENKE und ERHARDT (2001) ist der Schmerz das, was der Patient — nicht der
Beobachter — als Schmerz empfindet. Schmerz ist immer subjektiv! Diese Aussage
verdeutlicht die Problematik einer treffenden Definition des Schmerzes.

Nichtern betrachtet ist der Schmerz eine komplexe Sinneswahrnehmung unterschiedlicher
Qualitaten, die i. d. R. durch Stérung des Wohlbefindens als lebenswichtiges Symptom von
Bedeutung ist (PSCHYREMBEL, 1994).

Doch Schmerz ist in aller Regel mehr als eine reine Sinnesempfindung, ndmlich ein Sinnes-
und gleichzeitig ein meist unlustbetontes Gefthlserlebnis (SCHAIBLE und SCHMIDT,
2000). Das driickt auch die Definition der INTERNATIONAL ASSOCIATION FOR THE
STUDY OF PAIN (2004) aus: Schmerz ist ein unangenehmes Sinnes- und Gefuhlserlebnis,
das mit aktueller oder potentieller Gewebeschadigung verknupft ist oder mit Begriffen einer

solchen Schadigung beschrieben wird.

2.1.1 Einteilung des Schmerzes

Man kann den Schmerz nach verschiedenen Kriterien unterteilen (siehe Tab. 1, S. 3):

Teilt man Schmerz nach seiner Dauer ein, gibt es einen akuten und einen chronischen
Schmerz. Der akute Schmerz tritt kurzzeitig auf, ist also zeitlich begrenzt. Dieses kurze
Geschehen weist auf eine drohende oder bereits eingetretene Gewebsschadigung hin. Meist
sind akute Schmerzen auf den Ort der Schadigung begrenzt und bedingen hdufig eine
Ruhigstellung der betroffenen Korperteile. Oft sind die Schmerzen von vegetativen und
Angstreaktionen begleitet und dienen so als Signal- oder Warnfunktion. Sie geben also
Auskunft tber den korperlichen Zustand. Nach Beseitigung der Schadigung bzw. des Reizes
klingen die Schmerzen rasch wieder ab (SCHAIBLE und SCHMIDT 2000, HENKE und
ERHARDT 2001 und 2004, ILLES und ALLGAIER 2001).
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Tab. 1 : Schmerzeinteilung

e nach Dauer
akuter Schmerz

chronischer Schmerz
e nach Qualitat (Lokalisation)
somatischer Schmerz Oberflachenschmerz
Tiefenschmerz
visceraler Schmerz
e nach der Entstehung
nozizeptiv

neurogen

psychogen

Der chronische Schmerz hingegen ist lang anhaltend oder kehrt intermittierend wieder. Haufig
entsteht er durch kontinuierliche Reizung der Nozizeptoren oder durch Schadigung im
Schmerz-leitenden und -verarbeitenden neuronalen System. In der Humanmedizin wird der
Schmerz als chronisch eingestuft, wenn die Beschwerden langer als 6 Monate andauern. Fr
die Tiermedizin ist noch kein Zeitraum festgelegt (SCHAIBLE und SCHMIDT 2000,
HENKE und ERHARDT 2001 und 2004, ILLES und ALLGAIER 2001).

In diesem chronischen Verlauf kann es zu einer deutlichen Losung des Schmerzerlebnisses
von der ursprunglich zugrundeliegenden Stérung kommen. So erscheint der chronische
Schmerz haufig als eigenstandiges Krankheitssyndrom, welches jegliche Signal- oder
Warnfunktion verloren hat. Der chronische, pathologische Schmerz muss bekampft werden,
denn irgendwann ,,tut es nur noch weh* (SCHAIBLE und SCHMIDT 2000, HENKE und
ERHARDT 2001 und 2004, ILLES und ALLGAIER 2001).

Schmerz lasst sich auch nach seiner Qualitat oder nach seiner Lokalisation einteilen. So

unterscheidet man z.B. den somatischen von dem visceralen Schmerz:
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Der somatische Schmerz wird je nach seinem Ursprung nochmals unterteilt. Wird die Haut,
z. B. durch einen Nadelstich gereizt, bezeichnet man den empfundenen Schmerz als
Oberflachenschmerz. Bei Reizung des Bindegewebes, der Muskeln, Knochen oder Gelenke
(evtl. durch einen Krampf) nennt man den entstandenen Schmerz Tiefenschmerz. Prinzipiell
lasst sich der somatische Schmerz nur schlecht lokalisieren (SCHAIBLE und SCHMIDT
2000, HENKE und ERHARDT 2001 und 2004, ILLES und ALLGAIER 2001).

Der viscerale Schmerz wird auch Eingeweideschmerz genannt. Dieser Schmerz tritt z.B. bei
rascher und starker Dehnung der inneren Hohlorgane (Koliken), bei Mangeldurchblutung des
Herz- oder Glattmuskelgewebes (Ischdmie) oder bei Entziindungen auf (SCHAIBLE und
SCHMIDT 2000, HENKE und ERHARDT 2001 und 2004, ILLES und ALLGAIER 2001,
MUTSCHLER et al. 2001).

SCHMIDT et al. (2001), unterteilen den Schmerz auch nach seiner Entstehung. So kann es

nozizeptiv, neuropathisch, aber auch psychogen zu einem Schmerzempfinden kommen.

2.1.2 Physiologie des Schmerzes

Um den Schmerz besser erfassen zu kdnnen, ist es wichtig, die physiologischen Grundlagen
zu kennen. SCHMIDT und THEWS (2000) und MUTSCHLER et al. (2001) bezeichnen das
Auslosen, das Weiterleiten und die zentralnervise Verarbeitung noxischer (lat. noxa =
Schaden) Signale als Nozizeption.

Fur das Auslosen und die schnelle Weiterleitung des schadigenden Reizes (=,,Noxe*) sind
spezielle Schmerzrezeptoren nétig. Menschen und alle héher entwickelten tierischen
Organismen verfuigen tber solche Sinnesrezeptoren. Sie haben eine hohe Erregungsschwelle.
Das bedeutet der ausldsende Reiz muss eine hohe Intensitat haben und die Rezeptoren werden
nur durch Noxen aktiviert. Afferente Nervenfasern mit solchen Sensoren werden als
Nozizeptoren bezeichnet (MESSLINGER 1997, ZOHMANN 1998, SCHAIBLE und
SCHMIDT 2000, ERHARDT et al. 2004).

Laut MESSLINGER (1997) wurde die Bezeichnung Nozizeptor erstmals zu Anfang des
letzten Jahrhunderts von Sherrington verwendet. Dieser hatte damals schon erkannt, dass eine
Erregung dieser Rezeptoren beim Menschen zu Schmerzempfinden und zu entsprechenden

nozizeptiven Reflexen beim Tier flhrt.
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1973 formulierten BURGESS und PERL eine treffende Definition: ,,Ein Nozizeptor ist ein
Sinnesrezeptor, der verlasslich noxische von nicht-noxischen Ereignissen unterscheidet, Gber

die das zentrale Nervensystem informiert werden soll“ (zitiert nach MESSLINGER 1997).

Schmerzauslosung

Die Nozizeptoren sitzen als freie Nervenendigungen am Ende von afferenten myelinisierten
und nicht-myelinisierten peripheren Fortsétzen der Spinalganglien. Diese liegen v.a. in der
Haut, aber auch in anderen Geweben (Peritoneum, Pleura, Periost, Gelenkkapsel, Muskel,
Sehne, Blutgefalie und teilweise Eingeweide) (SCHMIDT und THEWS 2000, FORTH 2001,
ERHARDT et al. 2004).

Eine funktionelle Klassifizierung von Nozizeptoren verschiedener Lokalisationen lautet nach
MESSLINGER (1997), dass alle Schmerzrezeptoren zu den langsam leitenden Afferenzen
mit diinn myelinisierten A3- (Gruppe III-) und unmyelinisierten C- (Gruppe 1V-) Fasern
gehoren (s. Tab. 2).

Tab.2: Klassifizierung sensibler Nervenfasern (HENKE und ERHARDT 2001)

Typ Dicke Stimulation Geschwindigkeit Charakter

{\-6 myelinisiert thermisch, schnell scharfer Erstschmerz,
<3 um mechanisch 5-30 mfsec Schutzreflex, gut loka-
lisierbar, kurz

unmyelinisiert! polymodal: chemisch, langsam dumpfer, brennender

T um thermisch, mecha- 0,5-2 m/sec Zweitschmerz,
nisch schlecht lokalisierbar,
anhaitend

A-p  myelinisiett ~ taktile Reize =~ schnell  Vibration, Kitzeln,
8.um (Druck, Beritihrung) 50 mfsec Stechen, Prickeln

Zahlreiche Nozizeptoren reagieren auf verschiedene Arten von Reizen, sie sind polymodal. So
fuhren mechanische Reize (Druck, Zug), thermische Reize (Hitze, Kalte) wie auch chemische
Reize zu einer Aktivierung des Rezeptors.

Andere Nozizeptoren reagieren nur auf einen bestimmten Stimulus (SCHMIDT und THEWS

2000, FORTH et al. 2001, ERHARDT et al. 2004).

Auch korpereigene, endogene Substanzen kdnnen als Reiz wirken. So werden bei

verschiedenen entzindlichen oder traumatischen Gewebeschadigungen Prostaglandine,
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Leukotriene und Kinine (z.B. Bradykinin) gebildet und algogene Substanzen wie Transmitter
(z.B. Serotonin, ACTH, Histamin) und lonen freigesetzt. Diese Substanzen aktivieren direkt
die Nozizeptoren (OTTO 1998, SCHAIBLE und SCHMIDT 2000, ILLES und ALLGAIER
2001, HENKE und ERHARDT 2004).

2.1.3 Nozizeption

Nozizeption bedeutet, wie bereits oben kurz erwéhnt, die Ausldsung, das Weiterleiten und die
zentralnervdse Verarbeitung noxischer Signale, die durch die Stimulation eines Nozizeptors
entstanden sind. Es ist ein physiologischer Prozess, der in der bewussten Schmerz-
wahrnehmung endet. Diese Schmerzwahrnehmung wird in vier Prozesse unterteilt, die
pharmakologisch angegangen werden kénnen (SCHMIDT und THEWS 2000, HENKE und
ERHARDT 2004).

Tab. 3: Prozesse der Schmerzwahrnehmung

e Transduktion
e Transmission
Schmerzwahrnehmung durch

e Modulation

e Perzeption

Transduktion

Der Begriff Transduktion beschreibt die Umwandlung eines schadigenden Reizes (in Form
von physikalischer Energie) in elektrische Aktivitat (Aktionspotentiale) an den sensorischen,
peripheren Nozizeptoren (SCHMIDT und THEWS 2000, HENKE und ERHARDT 2004).




SCHRIFTTUM

Transmission

Die Transmission ist die Weiterleitung der bei der Transduktion entstandenen Nervenimpulse
uber das Nervensystem (siehe Abbildung 1, A) (OTTO 1998, SCHMIDT 2000, FORTH
2001, ERHARDT et al. 2004):

Die zentralen Fortsétze der afferenten Ad- und C- Fasern treten tber die Hinterwurzel in das
Rickenmark ein und enden in der Substantia gelatinosa des Hinterhorns. Hier gehen die
nozizeptiven Afferenzen synaptische Kontakte mit Interneuronen ein (1). Zusammen mit den
Motorneuronen bilden sie so die polysynaptischen Reflexbégen. Diese kénnen u.a.
Fluchtreflexe auslésen und so die betreffenden Korperteile aus dem Bereich der Noxe
entfernen.

Nach der Umschaltung auf die zweiten Neurone kreuzen diese zur Gegenseite (2) und leiten
die Erregung Uber den Tractus spinothalamicus (Vorderseitenstrang) oder den Tractus
spinoreticularis zum Gehirn.

Der Tractus spinothalamicus endet in den Thalamuskernen (3), diese projizieren zu dem
somatosensorischen Kortex (4). Hier wird die Schmerzempfindung bewusst und so der
Entstehungsort und die Stérke des Schmerzes.

Der Tractus spinoreticularis wird in der Formatio reticularis des Hirnstamms umgeschaltet
(5), deren Projektionen ebenfalls in den Thalamuskernen (6) enden. Durch Verknlpfungen
mit neuronalen Zentren und dem limbischen System (7) kommt es zum einen zu
schmerzinduzierten vegetativen Reaktionen (erhdhter Sympathikotonus und
SchweiBausbruch). Zum anderen werden Wachheitsgrad und Aufmerksamkeit beeinflusst.
Das limbische System bewirkt die emotionale Wahrnehmung des Schmerzes als negatives

Erlebnis.

Modulation

Die Schmerzimpulse werden an verschiedenen synaptischen Ubertragungsstellen durch das
endogene absteigende analgetische System moduliert, z.B. Uber deszendierende und
segmentale Hemmmechanismen sowie Endorphine.

Aus dem periaquéduktalen Grau des Mittelhirns (Abb.1, B 1) flihren absteigende
(deszendierende) Neurone zum Riickenmark (2), die bei Schmerz hemmende Interneurone

aktivieren.
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Abb. 1: Das nozizeptive Schmerzsystem (modifiziert nach FORTH, 2001)

So wird der Einstrom weiterer Schmerzimpulse gedrosselt (= deszendierende Hemmung). Die
aktivierten Interneurone bewirken eine Freisetzung endogener Opioide, die wiederum die
synaptische Erregungsubertragung von den afferenten nozizeptiven auf die spinothalamischen
Neurone beeinflussen (SCHMIDT und THEWS 2000, FORTH 2001, HENKE und
ERHARDT 2004). Laut SCHMIDT und THEWS (2000) spielen zahlreiche Transmitter (z.B.
Noradrenalin, Serotonin), Modulatoren (z.B. Glutamat, GABA) und entsprechende
Rezeptoren bei der Modulation im ZNS eine entscheidende Rolle.

MUTSCHLER et al.(2001) beschreiben die Wichtigkeit dieses schmerzhemmenden Systems.
Es erlaubt dem Organismus, in Notsituationen durch die Unterdriickung der lahmenden

Schmerzreaktionen seine Handlungsfahigkeit (z.B. Fluchtreflexe) aufrecht zu erhalten.



SCHRIFTTUM

Perzeption
Perzeption ist der Prozess, der letztendlich die bewusste, subjektive und emotionale

Schmerzerfahrung ausmacht. Dabei resultiert die Schmerzempfindung aus erfolgter
Transduktion, Transmission und Modulation, sowie der Integration thalamokortikaler,
retikularer und limbischer Funktion (SCHMIDT und THEWS 2000, HEKNE und ERHARDT
2004).

2.1.4 Pathophysiologie des Schmerzes

Wie bereits bei der Definition des Begriffes Schmerz kurz erwéhnt, gibt es nicht nur den
physiologischen Schmerz. Laut HENKE und ERHARDT (2001) entwickeln sich aus
entziindlichen oder neuropathischen Prozessen oft Schmerzen, die pathologischer Natur sind
und ihre urspriingliche Warnfunktion verloren haben (= chronischer Schmerz).

Eine Uberlange Schmerzdauer oder eine UberméRige Intensitat fordern die Entstehung des sog.
pathologischen Schmerzes (HENKE und ERHARDT, 2004).

Dadurch kommt es haufig zu einer verstarkten Wahrnehmung der Schmerzreize, der sog.
Hyperalgesie. Die aus afferenten Neuronenendigungen ausgeschitteten Mediatoren und die
Verstarkung der Transduktionsmechanismen kdnnen uber eine Herabsetzung der
Erregungsschwelle der Nozizeptoren (= primare Sensibilisierung) dazu fuhren, dass
normalerweise nicht-schmerzhafte Stimuli Schmerzen verursachen (= Allodynie).

Daraus resultiert eine erhdhte Produktion und Ausschittung von Neuropeptiden (z.B.
Glutamat, Substanz P), eine veranderte Rezeptorsynthese und eine erhéhte Erregbarkeit der
spinalen Neurone (WOOLF und CHONG 1993, OTTO 1998, ZOHMANN 1998, HENKE
und ERHARDT 2001). Diese pathologischen Vorgange gilt es zu durchbrechen und so die
Entstehung chronischer Schmerzen zu verhindern oder Patienten von chronischen Schmerzen
zu befreien.

Eine gewisse Sonderstellung ist dem sog. neuropathischen Schmerz zuzurechnen. Dieser
entsteht infolge einer Schadigung des peripheren oder zentralen Nervensystems. Dabei
kommt es zur pathophysiologischen Impulsbildung im nozizeptiven System, wobei eine
Beteiligung eines Nozizeptors entfallt (SCHMIDT und THEWS 2000, HENKE und
ERHARDT 2001).
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2.1.5 Schmerzerkennung beim Tier

In der Eingangs beschriebenen Problematik, den Begriff Schmerz zu definieren, erkennt man
schnell die Schwierigkeit, tierische Organismen in diese Definitionen mit einzubeziehen. Da
einen wesentlichen Anteil des Schmerzempfindens der nur subjektiv erfassbare Part
ausmacht, ist die Einstufung beim Tier noch viel schwieriger (HENKE und ERHARDT,
2001).

Gerade bei chronischen Schmerzen besteht keine Moglichkeit den nozizeptiven Reiz objektiv
zu messen (DENECKE und HUNSELER, 2000).

Die Federation of European Laboratory Animal Science Association (FELASA) berichtete
1994, dass aufgrund des Fehlens der verbalen Mitteilung ihrer subjektiven Erfahrungen, eine
angemessene Schmerzerkennung und -einschatzung bei Tieren oft schwierig ist.

Auch ERHARDT (1992) schrieb, dass der Mangel an klar erkennbaren Schmerzreaktionen zu

der irrigen Meinung fuhrt, dass Tiere weniger schmerzempfindlich sind als der Mensch.

Mittlerweile ist es wissenschaftlich erwiesen, dass das Schmerzempfinden zumindest bei allen
Saugetieren und Vogeln &hnlich ausgepragt ist wie bei den Menschen. Dabei gibt es aber
Altersunterschiede dahingehend, dass sehr junge Tiere mehr Schmerz empfinden, als éltere
oder ausgewachsene (HENKE und ERHARDT, 2001).

Doch bedeutet dies, dass der Mensch jedem Tier automatisch das gleiche Schmerz-
empfindungsvermdégen zugesteht? Leider ist nur allzu hdufig die ,,menschliche Sympathie*
fur einzelne Tierspezies ausschlaggebend (HENKE und ERHARDT, 2001).

So wird Primaten eine Schmerzempfindung zugestanden, da sie dem Menschen sehr &hneln.
Aber auch den Haushaltsangehdrigen und Kuscheltieren (Hund, Katze und kleine Heimtiere)
»glaubt* der Mensch, dass sie Schmerzen haben kdénnen. Weit abgeschlagen hingegen, gesteht
man landwirtschaftlichen Nutztiere (,,Bratpfannenaspiranten) anscheinend weniger
Schmerzempfinden zu (HENKE und ERHARDT, 2004).
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Wie kann der Mensch den tierischen Schmerz erkennen?

DENECKE und HUNSELER (2000) ordnen die Reaktionen auf Schmerz drei Kategorien zu:
1. Reaktionen auf dem subjektiven Erleben,
2. dem beobachtbaren Verhalten und

3. physiologischen Prozessen.

Das bedeutet, dass das speziesspezifische Verhalten beobachtet und verstanden werden muss.
Verhaltensverédnderungen spielen haufig eine grofl3e Rolle in der Schmerzerkennung (HENKE
und ERHARDT, 2004). Oft sind aber Verhaltensanderungen als Ausdruck von Schmerz nur
schwer von denen bei Stress und emotionalen Beeintrachtigungen zu unterscheiden (LASA,
1990).

Verschiedene speziesunabhdngige Veranderungen bei Schmerzen haben HENKE und
ERHARDT (2004) in der folgenden Tabelle 4 zusammengefasst.

Tab. 4: Zusammenfassung der wichtigsten speziesunabhangigen Veranderungen bei Schmerzen
(HENKE und ERHARDT 2004)

 Kardiopulmonal Andere Verhalten
Herzfrequenz 1 Mydriasis Vokalisation
Blutdruck 1 Salivation Betrachten bzw. Benagen der schmerzhaften Stelle
Herzarrhythmien Glucose 1 Verdnderter Gesichtsausdruck
Atemfrequenz 1 Automutilation
Oberflichliche Atmung Muskelsteife, Muskelschwiche
Blasse Schleimhé&ute Ruhelosigkeit

Bewegungsunlust

Aggressivitidt, Angstlichkeit, Depressivitat
Stumpfsinnigkeit

Appetitlosigkeit, Stereotypien

Reduziertes Putzverhalten

Da in der vorliegenden Studie die schmerzhemmende Wirkung des Antidepressivum
Mirtazapins bei Ratten getestet wird, sollen nachfolgend die speziellen Schmerzsymptome bei

Nagetieren naher erlautert werden.
Verschiedene Autoren haben diese speziesspezifischen Symptome und Verhaltensanderungen

bei Ratten genauer beschrieben (SANFORD et al. 1986, ERHARDT 1992, FELASA 1994,
HENKE und ERHARDT 2001):
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e ungepflegtes, struppiges Haarkleid

e verschmutze Augeninnenwinkel (sog. Brillenauge durch Hamatoporphyrinpigment der
Harderschen Druse, das durch das reduzierte Pflegeverhalten nicht weggeputzt wird)

e abnormale Korperhaltung (aufgekrimmter Riicken, verspannter Gang, andriicken des
Abdomens an den Boden, zusammengekauertes Sitzen)

o hektisches Lecken, Kratzen und Beil}en an Schmerzstellen bis hin zur Automutilation

e gestortes Schlafmuster

e Angegriffenwerden oder Ausgeschlossenwerden durch Kafiggenossen, Isolation

e verringerte Wasser- und Futteraufnahme oder Inappetenz, Gewichtsverlust

e verringerter Harn- und Kotabsatz

e ungewohnlich aggressives Verhalten wahrend des Handlings

2.1.6 Schmerzbekdmpfung, Analgetika und ihre Eigenschaften

Laut SAGER (1997) hat der Tierarzt mit seinem Beruf eine ethische Verpflichtung
ubernommen, die in der Linderung von Krankheiten und Schmerzen beim Tier begrindet
liegt. HENKE und ERHARDT (2001) sehen die Ziele der Analgesie auch in der
Leidensbekdampfung im Sinne des Tierschutzes.
ERHARDT et al. (2004) definieren die Ziele der Analgesie nach physiologischen
Gesichtspunkten, indem man nicht die komplette Ausschaltung des Schmerzes, sondern seine
Linderung, ohne den Patienten zu sedieren, anstrebt. Die Hemmung des Schmerzempfindens
erfolgt demnach durch Unterbrechung der Nozizeption an einem oder mehreren Punkten
zwischen Nozizeptor und Kortex.
Analgetika konnen die Aktivierung des Schmerzrezeptors, die Transmission der
Schmerzimpulse Uber afferente Neurone sowie die Schmerzverarbeitung in Riickenmark und
Gehirn unterbrechen bzw. hemmen (FREY und LOSCHER, 2002).
Der Einsatz von Analgetika kann aus folgenden Griinden nétig sein:

e prd-, intra- und postoperativ, vor dem Auftreten zu erwartender Schmerzen

(préemptiv)
e nach dem Auftreten von akuten Schmerzen

e als Langzeitbehandlung bei chronischen Schmerzen (HENKE und ERHARDT, 2001).
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Der Einsatz von Schmerzmitteln sollte auch beim Tier nach Bedarf erfolgen, was allerdings
nicht ,,s0 wenig wie moglich* bedeuten darf (HENKE und ERHARDT et al., 2004).
Geeignete Analgetika sollten bestimmte Kriterien erfillen. So ergibt sich laut ZOHMANN
(1998) folgendes ,,Anforderungsprofil*:

Tab.5: Allgemeine Kriterien zur Auswahl von Analgetika (ZOHMANN, 1998)

Akuter Schmerz Chronischer Schmerz
Sedierung Erwunscht Meist unerwunscht
Wirkdauer 2-6 Stunden Moglichst lange
Zeitplan Nach Bedarf Regelmalig
Applikation Parenteral Oral
Dosis Standard Individuell
Zusatzmedikamention  Meist unnotig Haufig sinnvoll

ERHARDT (1992) und HENKE und ERHARDT (2001) stellen an Analgetika die in der

Tiermedizin eingesetzt werden, weitere Forderungen:

Tab. 6: Allgemeine Forderungen an Analgetika in der Tiermedizin (HENKE und ERHARDT, 2004)

- gute zuverlassige schmerzlindernde Wirkung

- kein oder moglichst geringer sedativer Effekt

- gute Vertraglichkeit in Bezug auf das Neurovegetativum (kein
Erbrechen, Durchfall, Krampfe)

- Vermeidung einer Drogenabhangigkeit

- Mdglichkeit der parenteralen Applikation zur Initialtherapie

- Maoglichkeit der peroralen Applikation zur Folgetherapie
(geschmacksneutral und magenvertraglich)

- Langzeitwirkung (mdglichst groRe Applikationsintervalle)
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Einteilung der Analgetika

Analgetika sind Stoffe, die die Schmerzempfindung unterdriicken (LOSCHER, 2002).
HENKE und ERHARDT (2004) unterteilen die verschiedenen Analgetika nach ihrem
Wirkmechanismus in  Opioide, Antipyretika, Nicht steroidale Antiphlogistika und
Lokalanésthetika. Dabei werden die Opioide nach ihrem Verhalten am Rezeptor noch weiter
unterteilt (HENKE und ERHARDT, 2004).

Tab. 7: Einteilung der Analgetika

Opioide Antipyretika

Bsp. Metamizol, Acetyl-Salizylsdure
Opiatagonisten
Bsp. Morphin, Levomethadon, Fentanyl
Nicht steroidale Antiphlogistika

Partielle Opiatagonisten Bsp. Meloxicam, Flunixin-Meglumin
Bsp. Buprenorphin Carprofen
Opiat-Agonist-Antagonisten Lokalanésthetika
Bsp. Pentazocin Bsp. Lidocain, Mepivacain

Opioide wirken zentral an Schaltstellen im ZNS. Dabei binden sie an spezifische Rezeptoren
im Gehirn, Rickenmark oder im peripheren Entziindungsgebiet. Opioide blockieren
prasynaptisch die Ausschittung von exzitatorischen Neurotransmittern (Serotonin, Substanz
P).

Antipyretika wirken sowohl zentral an Schaltzellen des Stammhirns wie auch hemmend auf
die periphere Reizibertragung. (ERHARDT 1992, SORGE et al. 1997, HENKE und
ERHARDT 2001, LOSCHER 2002).

Die Nicht steroidalen Antiphlogistika (NSAIDs) wirken vor allem peripher, indem sie die
Bildung von Entzindungsstoffen, wie Bradykinin oder die Synthese von Prostaglandinen
durch Blockierung der Cyclooxygenase hemmen. Dabei scheint fiir die analgetische Wirkung
vor allem die Hemmung der Synthese von PG E; eine Rolle zu spielen, das sowohl zentral als
auch peripher fur die Schmerzempfindung bedeutsam ist (HENKE und ERHARDT2001,
LOSCHER 2002).
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Lokalanasthetika wirken durch eine Blockade der Nervenleitung iiber Na'-Kanile (HENKE
und ERHARDT, 2004). HENKE und ERHARDT (2004) empfehlen auch beim Tier eine
Kombination von Analgetika der verschiedenen Klassen. Zum einen, um die Einzeldosis zu
verringern und die Nebenwirkungen moderat zu halten, zum anderen um eine effizientere
Schmerzdampfung zu erzielen.

Nach LOSCHER (2002) ist grundsatzlich zu beachten, dass Analgetika nur das
Krankheitssymptom Schmerz unterdriicken, nicht aber die Schmerzursache aufheben.
Allerdings vertreten HENKE und ERHARDT (2004) die gegensatzliche Meinung, dass z.B.
durch Metamizol schmerzhafte Krampfe behoben werden kénnen oder durch NSAIDs

schmerzférdernden Entzlindungsstoffe gehemmt werden.

2.2  Das Antidepressivum Mirtazapin

In der vorliegenden Studie wird der Wirkstoff Mirtazapin auf seine analgetische Potenz hin
genauer untersucht. Dieser ist in der Humanmedizin als das Antidepressivum Remergil® der
Firma Organon, Oberscheif3heim, zugelassen. Um die Fragestellung dieser Studie zu
erfassen, soll in dem folgenden Abschnitt der Wirkstoff genauer erldutert und seine Stellung
in der Pharmakologie beschrieben werden.

2.2.1 Einteilung der Antidepressiva und Stellung des Mirtazapins

Die ersten Antidepressiva wurden in den 50er Jahren entdeckt und ab 1960 in der
Humanmedizin eingesetzt. Erst seit einigen Jahren sind Antidepressiva auch fiir den Hund
zugelassen, wie z.B. Clomipramin und Selegilin (EBERT et al., 2002).

Doch was sind Antidepressiva Uberhaupt? Sie gehdren pharmakologisch gesehen zu den
Psychopharmaka, deren Hauptwirkung und Zweckbestimmung in der Abschwéchung
psychopathologischer Symptome liegt. Das Hauptindikationsgebiet geht aus dem Namen
hervor (GOTHERT et al., 2001).

ZIMMERMANN (2000b) beschreibt, dass bei Menschen mit Depressionen ein
Ungleichgewicht der Botenstoffe (z. B. Serotonin, Noradrenalin oder Dopamin) im Gehirn
vorliegt. Antidepressiva greifen in die verschiedenen Botenstoffsysteme ein und sorgen so
dafur, dass diese langer an ihren Wirkorten zur Verfugung stehen.
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Tab. 8: Einteilung der Antidepressiva (modifiziert nach GOTHERT 2001 und KELLER 2004)

Gruppe

Substanz Wirkmechanismus

Tricyclische Antidepressiva

Bsp. Amitriptylin X hemmen die neuronale Wiederaufnahme der Neurotransmitter
Clomipramin Serotonin und Noradrenalin
Imipramin x sind stimmungsaufhellend, aktivierend und mildern
Nortriptylin Angst und Unruhe

Nicht-tricyclische Antidepressiva

Selektive Serotonin-Rickaufnahme-Inhibitoren (SSRI)

Bsp. Citalopram x hemmen spezifisch die Serotonin-Wiederaufnahme
Sertalin
Fluoxetin x wirken stimmungsaufellend und antriebssteigernd
Paroxetin

Selektiver Noradrenalin-Ruckaufnahme-Inhibitor (SNRI)

Bsp. Reboxetin x verhindern gezielt die Wiederaufnahme von Noradrenalin
Viloxazin X antriebssteigernd, fuhrt zur besseren Bewaltigung des Alltages

Selektiver Serotonin-Noradrenalin-Rickaufnahme-Inhibitor (SSNRI)

Bsp. Venlaflaxin x hemmt gezielt die Wiederaufnahme von Serotonin und
Noradrenalin
x wirkt stimmungsaufhellend

Monoaminooxidase-Inhibitoren (MAO-Hemmer)

Bsp. Moclobemid x hemmen das Enzym Monoaminoxidase, dadurch werden
Tranylcypromin Neurotransmitter schlechter/ langsamer abgebaut
x antriebssteigernd und stimmungsaufhellend

Noradrenerges und spezifisch Serotonerges Antidepressivum (NaSSA)

Bsp. Mirtazapin X blockiert a,-Adrenozeptoren => Steigerung der noradrenergen
Transmission
x aktiviert 5-HT 1-, blockiert 5-HT 2- und
5-HT 3- Rezeptoren
x stimmungsaufhellend, angstldsend, schlafférdernd
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Einteilung der Antidepressiva

EBERT et al. (2002) unterteilt die Antidepressiva in tricyclisch und nicht-tricyclisch,
ZIMMERMANN (2000b) hingegen in klassisch und modern. Grundsétzlich lassen sich alle
Antidepressiva nach ihrer chemischen Struktur, bzw. nach ihrem Wirkmechanismus einteilen.
Diesem Prinzip folgen die meisten Autoren. So lasst sich nach DE BOER et al. (1995),
REINBOLD (1998), GOTHERT et al. (2001), EBERT et al. (2002) und KELLER (2004) die
in Tabelle 7 gezeigte Einteilung vornehmen.

Aus dieser Einteilung der Antidepressiva geht deutlich hervor, dass der Wirkstoff Mirtazapin
eine Sonderstellung einnimmt. Der Wirkstoff ist seit 1996 als Antidepressivum auf dem
deutschen Markt (LAUX et al., 2001). Mirtazapin wirkt dual, also auf zwei verschiedene
Arten auf die Neurotransmitter ein (FALKEI, 1999). Es erhoht die noradrenerge und
serotonerge Transmission (siehe dazu auch Kapitel 2.1.4) und wird daher als Noradrenerges
und Spezifisch Serotonerges Antidepressivum (NaSSA) bezeichnet (ORGANON, 2003).

2.2.2 Rezeptor-Physiologie

Um den Wirkmechanismus des Mirtazapins besser zu verstehen, soll im folgenden Abschnitt
Kurz auf die verschiedenen Rezeptoren eingegangen werden.

Prinzipiell sind Rezeptoren nichts anderes als Proteine, die entweder als integrale
Membranproteine, als zytoplasmatische Proteine oder als Kernproteine vorliegen kénnen.
Sobald ein Neurotransmitter (siehe Kapitel 2.1.4) sich an einen Rezeptor bindet, 16st dieser
Komplex die Bildung eines intrazellularen Signalmolekdls aus (Signaltransduktion)
(LOFFLER, 1998).

Diese Signalmolekiile kdnnen eine stimulierende (exzitatorische) oder eine hemmende
(inhibitorische) Reaktion auslosen (LOFFLER, 1998).

Da Mirtazapin auf das noradrenerge und serotonerge System einwirkt, sollen diese speziellen
Rezeptoren besprochen werden (ORGANON, 2003).
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a-Adrenorezeptoren

Adrenorezeptoren vermitteln die Wirkung von Noradrenalin und Adrenalin. Nach
pharmakologischen Kriterien lassen sich diese Rezeptoren in a- und - Adrenozeptoren
unterteilen (LOSCHER, 2002). Nach ihren Aminosauresequenzen lassen sich weitere
Unterteilungen in o, o und B1, B2, B3 vornehmen (STARKE, 2001).

o-Adrenozeptor

o -Adrenozeptoren kommen in hoher Dichte im ZNS, im symphatisch innervierten Gewebe,
insbesondere im kardiovaskuldaren System, im Urogenitaltrakt und der Leber vor. Dort sitzen
sie an glatten Muskelzellen und vermitteln bei Aktivierung deren Kontraktion und somit z.B.
eine Blutdrucksteigerung oder ein Harnverhalten (DOCHERTY 1998, GUIMRAES und
MOURA 2001, STARKE et al. 2001). a;-Adrenozeptoren sind immer postsynaptisch
lokalisiert (LOSCHER et al., 2002).

a-Adrenozeptor

ap-Adrenozeptoren sind in groRer Anzahl sowohl pré- als auch postsynaptisch im ZNS und
peripheren Nervensystem angesiedelt. Im ZNS fihrt eine Aktivierung dieser Rezeptoren zu
inhibitorischen Effekten: Hemmung der Transmitterfreisetzung, Analgesie, zentrale
Blutdrucksenkung und Hypothermie. Kurz gesagt bewirkt ihre Aktivierung eine Ddmpfung
des Sympathikotonus (DOCHERTY 1998, GUIMARAES und MOURA 2001, STARKE
2001).

Présynaptische Rezeptoren dienen der Kontrolle der Transmitterfreisetzung an der Synapse.
Je nachdem ob derselbe oder ein weiterer Transmitter als Ligand dient, spricht man von Auto-
oder Heterorezeptoren. Autorezeptoren haben meist eine hemmende Funktion;
Heterorezeptoren kdnnen sowohl hemmend als auch aktivierend sein (ROSENZWEIG 1998,
LOSCHER 2002).

5-HT- (serotonerge) Rezeptoren

Serotonin (5-Hydroxytryptamin) tibt seine Wirkung durch Bindung an verschiedene
Zellmembranrezeptoren aus, die sowohl im ZNS (Neurone, Gliazellen) als auch im
peripheren Gewebe (glatte Muskulatur, Epithelzellen) zu finden sind (PETRIDES et al. 1998,
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GOTHERT et al. 2001). Mittlerweile kénnen pharmakologisch ca. 15 verschiedene Rezeptor-
Typen unterschieden werden (GOTHERT et al. 2001, LOGRANO und ROMANO 2003). Die
die durch Mirtazapin aktivierten oder geblockten Rezeptoren sollen nachfolgend kurz

erlautert werden:

5-HT;a-Rezeptor

Eine Aktivierung dieser Rezeptoren im Hirnstamm fuhrt zu inhibitorischen Effekten
(GOTHERT et al., 2001). So kann es durch Relaxation der glatten Muskulatur zu einer
Blutdrucksenkung und Anxiolyse kommen (PETRIDES 1998, KELLER und PINDER 2000,
GOTHERT et al. 2001).

5-HT,-Rezeptor

Diese Rezeptoren sind in nahezu allen Organen vorhanden und bewirken bei Stimulierung
eine Kontraktion der glatten Muskulatur. Eine Blockade (z.B. durch LSD) hat psychotrophe
Wirkungen (PETRIDES 1998, GOTHERT et al. 2001). Einzelne Arbeiten vermuten (iber ihre
Blockade einen analgetischen Effekt (BLIER, 2001).

5-HT3-Rezeptor

5-HT3-Rezeptoren kommen in der Area postrema (an das Brechzentrum im ZNS gekoppelt)
vor, dadurch kommt es bei Aktivierung zu Ubelkeit und Erbrechen. Auch sollen diese
Rezeptoren an der Entstehung von Schmerzen und Angst beteiligt sein (PETRIDES et al.
1998, GOTHERT et al. 2001).

2.2.3 Pharmakodynamik von Mirtazapin

Mirtazapin ist ein weil3es bis leicht cremefarbenes kristallines Pulver, das in Methanol,
Chloroform und NacCl 16slich ist (ORGANON, 2003). Geldst reagiert es basisch und lipophil
(DODD et al., 2000). Der chemische Name lautet nach DODD et al. (2000):

1,2,3,4,10,14 b-hexahydro-2-methylpyrazinol(2,1-a)pyrido(2,3-c)benzazepine und hat
folgende Strukturformel:
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o,
<—CH3

Abb. 2: Strukturformel Mirtazapin (DE BOER et al., 1988)

Der Wirkstoff ist als Remergil® (Organon, OberschleiRheim) zugelassen und derzeit als
Antidepressivum bei mehr als 13 Millionen Menschen weltweit verordnet. Die
Darreichungsformen reichen von einem Konzentrat tiber eine wassrige Lésung bis hin zur
Schmelztablette (ORGANON, 2003).

Mirtazapin liegt wie die meisten Arzneimittel als ein 50:50 Gemisch aus S(+)- und R(-)-
Enantiomereen, als sog. Razemat vor, wobei beide Enantiomere gemeinsam fur die Wirkung
des Razemats verantwortlich sind. Einzeln betrachtet jedoch greifen beide Enantiomere an
unterschiedlichen Strukturen im Kérper an (MC GARTH et al. 1998, DODD et al. 2000).
(Darauf wird am Ende des Kapitels néher eingegangen.)

Der Wirkmechanismus dieses Antidepressivums unterscheidet sich laut DODD et al. (2000)
von den handelsiiblichen Antidepressiva. Mirtazapin greift an zwei Stellen in die
Neurotransmission ein, es wirkt dual.

Es ist das erste zugelassene noradrenerge und spezifisch serotonerge Antidepressivum
weltweit. Es erhoht die noradrenerge und serotonerge Transmission, wodurch dem Korper
mehr Noradrenalin und Serotonin zur Verfligung steht (ORGANON, 2003).

Mirtazapin blockiert die prasynaptischen a,-Autorezeptoren, die die noradrenerge
Neurotransmission kontrollieren. Sie hemmen bei Aktivierung Physiologischerweise die
weitere Ausschittung von Noradrenalin in den synaptischen Spalt. Mirtazapin verhindert
durch die Blockade ein negatives Feedback auf die Freisetzung (KELLER, 2004). Dadurch
wird die Freisetzung von Noradrenalin erhdht und damit die Transmission nachfolgend
gesteigert (DE BOER et al. 1995, MILLAN et al. 2000, KELLER und PINDER 2000).

20



SCHRIFTTUM

Laut ORGANON (2003) soll dieser Mechanismus teilweise flr die starke antidepressive
Wirksamkeit verantwortlich sein.

Die Steigerung der serotonergen Transmission erfolgt durch zwei Mechanismen:
Normalerweise fuhrt eine noradrenerge Stimulation der a,-Heterorezeptoren, die an den 5-
HT-Endigungen sitzen, zu einer Hemmung der Serotonin-Freisetzung. Da Mirtazapin diese
Rezeptoren blockiert, verhindert es den inhibitorischen Effekt von Noradrenalin. Gleichzeitig
bewirkt der erhdhte Noradrenalinspiegel eine héhere Impulsfrequenz der 5-HT-Neurone und
damit eine gesteigerte Serotonin-Freisetztung in den synaptischen Spalt (DE BOER et al.
1995, KELLER und PINDER 2000, MILLAN et al. 2000, ORGANON 2003).

ORGANON (2003) beschreibt des Weiteren, dass durch die Blockade der 5-HT,- und 5-HTs-
Rezeptoren das vermehrt freigesetzte Serotonin hauptséchlich tiber den 5-HT;4-Rezeptor
wirkt.

In der Tabelle 8 werden die Angriffspunkte des Mirtazapins kurz verdeutlicht.

Aus der Tabelle geht ebenfalls hervor, dass Mirtazapin auch zu anderen Rezeptoren eine
Affinitat besitzt.

So besitzt der Wirkstoff eine geringe Affinitat zu o;-Adrenozeptoren, wodurch es zu
typischen Nebenwirkungen wie orthostatischem Blutdruckabfall oder einer verstarkten
Mudigkeit (Sedation) kommen kann (ORGANON, 2003).

Diese Nebenwirkungen treten allerdings relativ selten auf, da Mirtazapin eine 30x hohere

Affinitat zu den présynaptischen a,-Autorezeptoren aufweist (DE BOER et al., 1995).

Eine durchaus stérkere Affinitat besitzt Mirtazapin zu Histamin-Rezeptoren (SCHREIBER et
al, 2002a). Diese Rezeptoren verursachen Nebenwirkungen wie Sedierung, Schlafrigkeit und
Gewichtszunahme. Trotzdem ist das Ausmal? der Sedierung geringer, als durch das
pharmakologische Profil zu erwarten wére und geringer als bei vielen Tricyclischen
Antidepressiva. Das lasst sich zum einen durch einen gewissen Gewoéhnungseffekt, zum
anderen durch die aktivierende Wirkung der vermehrten Noradrenalin-Freisetzung erklaren
(SCHREIBER et al. 2002b, ORGANON 2003).
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Tab. 9: Ubersicht Giber pharmakologische Wirkmechanismen von Remergil® (ORGANON, 2003)

Remergil®-
Rezeptor | Wirkung Konsequenz fur die | Klinische Auswirkung
am Rezeptor Neurotransmission

|_ap-Auto- Blockade noradrenerge antidepressive Wirkung
rezeptor Transmission erhéht

|_ay-Adreno- sehr schwache gering NW (orthostatische Hypotonie,

Reflextachykardie,

rezeptor Blockade Schwindel) selten

| _o,-Hetero- Blockade serotonerge 5-HTa- antidepressive Wirkung
rezeptor Transmission erhéht
5-HT1a- keine keine keine
rezeptor
5-HT, - Blockade 5-HT, -Transmission keine 5-HT,-typischen NW
rezeptor vermindert (Schlaflosigkeit, Angst, Agitirtheit)
5-HT3- Blockade 5-HTs-Transmission keine 5-HT;-typischen NW
rezeptor vermindert (Uberlkeit, Erbrechen, Durchfall)
Muscarin- sehr schwache gering anticholinerge NW selten
rezeptor Blockade

| H,-Histamin Blockade verminderte histaminerge Schlafrigkeit, Benommenheit,
rezeptor Transmission u.U. Gewichtszunahme

SCHREIBER et al. (2002a, 2002b) berichten das Mirtazapin auch ein selektiver 8- und «-

Opioidrezeptor-Agonist ist.

Wie oben bereits kurz erwéhnt, liegt jedes Arzneimittel in der Regel chemisch gesehen in

zwei Enantiomeren vor, wobei oft eines der beiden Enantiomere mehr die erwiinschte

Arzneimittelwirkung und das andere Enantiomer mehr die unerwiinschten Wirkungen bedingt
(ARIENS, 1984).
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Auch Mirtazapin liegt als eine sog. optisch aktive Verbindung (Razemat) vor, wobei beide
Enantiomere zur pharmakologischen Wirkung beitragen (DE BOER et al., 1995).

Einzeln betrachtet scheinen die beiden Enantiomere tatséchlich an unterschiedlichen
Lokalisationen zu wirken. So beschreiben DE BOER et al. (1995), dass die Blockade der o,-
Autorezeporen und der 5-HT,-Rezeptoren durch das S(+)-Enantiomer bedingt ist. Das R(-)-

Enantiomer hingegen verursacht die Blockade der a,-Heterorezeptoren und der 5-HTs3-

Rezeptoren.
R(-)-Mirtazapin S(+)-Mirtazapin
/
s
N

Abb. 3: Strukturformel der Enantiomere von Mirtazapin

Pharmakologisch betrachtet, verhalten sich beide Enantiomere laut DE BOER et al. (1988),
an den Rezeptoren &hnlich. Allerdings scheint das S(+)-Enantiomer etwas aktiver zu sein.
Auch DODD et al. (2000) bestétigten dass S(+)-Mirtazapin eine starkere Rezeptoraffinitat
besitzt.

Allerdings schreiben MC GARTH et al.(1998), dass keines der beiden Enatiomere wirksamer
als das Razemat sei.

Die vorliegende Studie soll dazu beitragen, diesen Sachverhalt zu kléren.

2.2.4 Pharmakokinetik von Mirtazapin

Mirtazapin kann laut ORGANON (2003) oral als Schmelztablette oder als wéssrige Lésung,
aber auch i.v. als Konzentrat angewendet werden. Zu wissenschaftlichen Zwecken wird der

Wirkstoff Versuchstieren i.p., aber auch i.t. verabreicht (SCHREIBER et al., 2002a und
2002b).
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Nach oraler Gabe ist in Maus oder Ratte der maximale Plasmaspiegel nach ca. 2 Stunden
erreicht (DODD et al., 2000).Wobei die Bioverflgbarkeit bei ca. 50% liegt (KELDER et al.,
1997). Ein Steady State wird allerdings erst nach vier Tagen erreicht. Die
Plasmaproteinbindung ist unspezifisch, reversibel und betragt 85% (ORGANON, 2003).
DODD et al. (2000) stellen fest, dass bei maximalem Plasmaspiegel der Wirkstoff ungefahr
zu 1/3 aus S(+)- und 2/3 aus R(-)-Mirtazapin besteht. Also ist das Razemat in vivo nicht mehr
ein 50:50, sondern ein 33:66 Gemisch aus beiden Enantiomeren.

Die Ursache liegt laut DODD et al. (2000) im Abbauweg.

Mirtazapin hat eine Halbwertszeit von 20 bis 40 Stunden und wird Uberwiegend in der Leber
metabolisiert. Die Hauptabbauwege laufen dabei Uber Demethylierung, Oxidation und
Konjugation ab und benétigen verschiedene Leberenzyme (ORGANON, 2003).

Es entstehen zwei Hauptmetabolite, N-Demethylmirtazapin und 8-Hydroxymirtazapin. In
geringer Weise scheint auch Demethylmirtazapin pharmakologisch wirksam zu sein (DODD
et al., 2000).

DODD et al. (2000) machen die Leberenzyme fiir die ungleiche Konzentration der
Enantiomere verantwortlich. So baut das Enzym CYP2D6 vermehrt S(+)-Mirtazapin ab,
CYP3A4 hingegen vermehrt R(-)-Mirtazapin.

Laut KELDER et al. (1997) ist der Wirkstoff nach ein paar Tagen komplett Gber Urin und
Faeces ausgeschieden. 4% der oral verabreichten Dosis werden unverandert ausgeschieden
(ORGANON, 2003).

2.2.5 Antinozizeptive Effekt

ORGANON (2003) berichtet, dass in der gangigen Literatur fast bereinstimmend tber einen
Zusammenhang zwischen chronischen Schmerzen und Depression geschrieben wird. Es wird
angegeben, dass Mirtazapin chronische Schmerzzustédnde unabhéngig von der antidepressiven
Wirkung lindert.

SCHREIBER et al. (2002a) berichten tber antinozizeptive Effekte von verschiedenen
Antidepressiva (vor allem bei den Antidepressiva der neueren Generation wie dem
Mirtazapin), verweisen aber darauf, dass der genaue Mechanismus der Schmerzhemmung des

Mirtazapins noch nicht geklart ist (siehe Kapitel 2.1.4).
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Laut ORGANON (2003) resultiert der antinozizeptive Effekt aus einer Verstarkung der
inhibitorischen Wirkung serotonerger und noradrenerger Transmittersysteme auf die
Schmerztransmission im spinothalamischen System. Dabei scheint eine besondere Rolle die
Blockade der peripheren 5-HT,a-Rezeptoren durch Mirtazapin zu spielen.

Zur Behandlung neuropathischer Schmerzsyndrome werden derzeit neben Opioiden und
Antikonvulsiva auch tricyclische Antidepressiva eingesetzt (FREYNHAGEN, 2004). Daher
scheint Mirtazapin aufgrund seines dualen Wirkprinzips und der guten Vertraglichkeit zur
Behandlung neuropathischer Schmerzsyndrome besonders geeignet (FREYNHAGEN und
BARON, 2003).

SCHREIBER et al. (2002a, b) haben sich besonders mit dieser These auseinandergesetzt. Im
Test mit Mausen sollte der antinozizeptive Effekt des Mirtazapin bestimmt werden. Dabei
zeigte sich tatséchlich eine analgetische Wirkung in einem Dosisbereich von 1mg/kg (20%
Analgesie) bis 7,5mg/kg (70% Analgesie). Weiterhin wurde ein starker dosisabhéngiger
Effekt deutlich, und bei 10mg/kg zeigte sich sogar ein verstérktes Schmerzverhalten der
Mause. Mirtazapin hat eine sog. biphasische Dosis-Wirkungskurve (SCHREIBER et al.,
2002a).

Dieser biphasische Effekt konnte mit Folgestudien belegt werden (SCHREIBER et al.,
2002Db). In einer Studie wurden auch, durch Opioid-Antagonisten-Gabe, die Wirkung von
Mirtazapin auf opioide Rezeptoren bestatigt. Mirtazapin wirkt demnach auf - und k-Opioid
Rezeptoren, etwas schwacher auch auf u-Rezeptoren.

Mittlerweile wurde gezeigt, dass Mirtazapin eine hohe Affinitat zum k3-Opioid-Rezeptor
besitzt. Sein antinozizeptiver Effekt resultiert aber aus der Kombination der serotonergen und
noradrenergen Wirkung und der Beeinflussung des endogenen Opioid-Systems (SCHREIBER
et al., 2002a)
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1  Zielvorstellung

Ziel dieser Studie ist es, die Wirkung des Antidepressivums Mirtazapin und seiner

Enantiomere auf akute, durch Hitze induzierte Schmerzen, an Wistar-Ratten zu testen.

Viele Arzneimittel liegen chemisch in zwei Enantiomeren vor, die in ihrer atomaren
Zusammensetzung identisch sind, sich jedoch rdumlich spiegelbildlich zueinander verhalten.
Da die Rezeptoren flr Arzneimittel im Korper sehr spezifisch deren rdumliche Ausrichtung
erfassen, ist es sehr haufig der Fall, dass eines der beiden Enantiomere vor allem fur die
erwinschte Hauptwirkung eines Arzneimittels verantwortlich ist, wahrend das andere
Enantiomer hauptsachlich unerwiinschte Arzneimittelwirkungen vermittelt. Fir Mirtazapin ist
nicht bekannt, ob das Razemat oder eines seiner Enantiomere starker analgetisch wirkt. Beide

Enantiomere sind weltweit nicht offiziell einzeln erhaltlich und deshalb kaum untersucht.

Ein dhnliches Versuchsvorhaben, die analgetische Wirkung von Mirtazapin nachzuweisen,
wurde bereits an Mdausen durchgefiihrt. Jedoch wurde dabei nur das Razemat getestet, so dass
flr Mirtazapin nicht bekannt ist, ob das Razemat oder eines seiner Enantiomere bei
Schmerzen stérker analgetisch wirkt

Bei den M&usen zeigte das Mirtazapin-Razemat im Akutschmerzversuch analgetische
Wirkung (SCHREIBER et. al., 2002a und b).

Daher beruht diese Arbeit auf einem &hnlichen Versuchsaufbau:

Die Testung erfolgt hier an Wistar-Ratten. Zunéchst wird die basale Hitzeschmerzschwelle
ermittelt. Dann erfolgen erneute Testungen nach Applikation von entweder Mirtazapin-
Razemat, S(+)- und R(-)-Mirtazapin in verschiedenen Dosisbereichen, intraperitoneal und
intrathekal. Dabei wird besonders auf sich zeigende Unterschiede bei den Schmerzschwellen
geachtet.

Die zu untersuchenden Substanzen sind verblindet und portioniert, so dass der Untersucher zu
keiner Zeit weil3, welche Form des Wirkstoffes die Tiere erhalten. Erst am Ende der

Versuchsreihe entblindet man die Proben.
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Die Testung der Hitzeschmerzschwelle erfolgt mit einem sog. Plantar Tester, mit dem
kontrollierte Hitzereize auf die Hinterpfoten gegeben werden (HARGREAVES et al., 1988) .

Zielvorstellung ist also, im positiven Fall den Nachweis der analgetischen Wirkungsweise des
Mirtazapin-Razemats oder eines seiner Enantiomere zu bestétigen. Dabei liegt besonderes
Augenmerk auf einer eventuell starkeren Wirkung eines der beiden Enantiomere. Durch
Bestétigung der analgetischen Komponente des Razemates und/oder eines seiner Enantiomere
konnten sich neue Mdglichkeiten in der Therapie akuter und chronischer Schmerzes bieten.

Entsprechend § 8 des deutschen Tierschutzgesetzes (TierSchG i.d.F. vom 25.05.1998,
Bundesministerium fir Verbraucherschutz, Ernahrung und Landwirtschaft) ist das folgende

Tierversuchsvorhaben durch die Regierung von Nordrhein-Westfalen genehmigt.

3.2 Material und Methoden

3.2.1 Versuchstiere

Fur den geplanten Versuch werden 41 mannliche Wistar-Ratten (Stammbezeichnung:
HanTac:WH, Hannover Galas) mit Kérpergewichten zwischen 350 und 400 g eingesetzt.
Da die Tiere in der Tierversuchsanstalt (TVA) der Universitat Dusseldorf geziichtet werden,
entfallt eine Quarantane und Adaptationszeit.

Sie unterliegen einer standigen tierdrztlichen Kontrolle und standardisierten

Haltungsbedingungen.

3.2.2 Haltung und Futterung

Die Ratten werden wahrend der Vorversuche und der ersten Versuchsphase in Gruppen zu je
vier Tieren in Makrolon®-Ké&figen Typ 1V, wéhrend der zweiten Versuchsphase einzeln in

Makrolon®-Kéfigen Typ Il gehalten. Als Einstreu dient in beiden Fallen entstaubtes
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Weichholzgranulat (Fa. Rettenmaier & S6hne GmbH u. CoKG, Rosenberg), welches zweimal
pro Woche gewechselt wird.

Die Unterbringung erfolgt bei konstantem, geregeltem Klima, mit einer Raumtemperatur von
21 bis 24°C und einer relativen Luftfeuchte von 50 bis 60 % im SPF Tierstall der TVA der
Universitat Disseldorf. Die Beleuchtung wird automatisch in Form eines 12-stiindigen
Wechsels zwischen Licht (Intensitdt 320 Lux) und Dunkelheit geregelt (in den
Sommermonaten ist die Dunkelphase von 19-7 Uhr, in den Wintermonaten von 18- 6Uhr).

Den Ratten stehen jederzeit Alleinfutterpellets fir Ratten und Méuse (Ssniff R/M-Haltung,
10mm, Fa. Ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest) ad libitum zur Verfugung. Ebenfalls ad libitum
haben die Tiere Zugang zu entkeimtem (ozonisiertes, mit HCL angesduertem) Wasser, mit
einem pH- Wert von 2,6- 3,0.

3.2.3 Pharmaka und Dosierung

Bei den in dieser Studie zu untersuchenden Pharmaka, handelt es sich einmal um den
Wirkstoff Mirtazapin (chemischer Name: 1, 2, 3, 4, 10, 14b-Hexahydro-2-methyl-pyrazino-
[ 2, 1-a] pyrido [ 2, 3-c] [2] benzazepin), eingetragen als Remergil® der Firma Organon
GmbH, Oberschleillheim; zum anderen um seine Enantiomere R(-)-Mirtazapin und S(+)-
Mirtazapin. Beide Wirkstoffe sind noch nicht im Handel.

Die Dosierung wurde, abgeleitet von vorherigen wissenschaftlichen Verdffentlichungen
(SCHREIBER et. al. 2002a und 2002b) festgelegt und durch die Dosisfindungsversuche
verifiziert (Tab. 9).

Die zu untersuchenden Wirkstoffe werden in isotoner NaCl (Isotone Natrtiumchloridlésung
0,9% Braun, Fa. B/Braun Melsungen AG, Melsungen) das neben Ldsungssubstanz auch als
Tragersubstanz fungiert, gelost. Als Placebo wird NaCl zur Kontrolle der Wirksamkeit von
Mirtazapin auf akute Schmerzen benutzt.
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Tab. 10: Verwendete Wirkstoffe und deren Dosierung

Wirkstoff Konzentration| Dosierung Applikation | verwendet in
Versuchsphase:
Mirtazapin-Razemat| 10 mg / ml 15mg/kg |i.p. Vorversuch/Dosisfindung
10 mg/kg |i.p. Vorversuch/Dosisfindung
75mg/kg |i.p. Vorversuch/Dosisfindung
5mg/kg |ip. / it Vorversuch, 1.+2.Hauptversuch
25mg/kg |ip. / it |Vorversuch, 1.+2.Hauptversuch
img/kg |ip. / it Vorversuch, 1.+2.Hauptversuch
0,fmg/kg |ip. / it |Vorversuch, 1.+2.Hauptversuch
0,00lmg/kg |i.p. / it Vorversuch, 1.+2.Hauptversuch
0,001mg / kg i.t. 2.Hauptversuch
R(-)-Mirtazapin 10 mg/ mi 15mg/kg |i.p. Vorversuch/Dosisfindung
10mg/kg |i.p. Vorversuch/Dosisfindung
7,5mg/kg |i.p. Vorversuch/Dosisfindung
5mg/kg |ip. / it Vorversuch, 1.+2.Hauptversuch
25mg/kg |ip. / it |Vorversuch, 1.+2.Hauptversuch
img/kg |[i.p. / it Vorversuch, 1.+2.Hauptversuch
0,img/kg |ip. / it Vorversuch, 1.+2.Hauptversuch
0,00lmg/kg |i.p. / it Vorversuch, 1.+2.Hauptversuch
0,001mg / kg i.t. 2.Hauptversuch
S(+)-Mirtazapin 10 mg / ml 15mg/kg |i.p. Vorversuch/Dosisfindung
10 mg/kg |i.p. Vorversuch/Dosisfindung
75mg/kg |i.p. Vorversuch/Dosisfindung
5mg/kg |ip. / it Vorversuch, 1.+2.Hauptversuch
25mg/kg |ip. / it |Vorversuch, 1.+2.Hauptversuch
img/kg |ip. / it Vorversuch, 1.+2.Hauptversuch
0,fmg/kg |ip. / it |Vorversuch, 1.+2.Hauptversuch
0,00lmg/kg |i.p. / it Vorversuch, 1.+2.Hauptversuch
0,001mg / kg i.t. 2.Hauptversuch

mg/kg = Milligramm pro Milliliter, i.p. = intraperitoneal, i.t. = intrathekal
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3.2.4 Allgemeiner Versuchsplan

Es soll untersucht werden, ob das Antidepressivum Mirtazapin (Remergil®, Fa. Organon,
Oberschleillheim) oder eines seiner beiden Enantiomere eine héhere analgetische Potenz hat.
Die dazu durchgefihrten Versuche teilen sich wie folgt auf:

1. Vorversuch mit Dosisfindung

2. Erster Hauptversuch mit i.p.- Applikation

3. Zweiter Hautversuch mit i.t.- Applikation
Dabei laufen in allen drei Versuchsphasen sogenannte Kontrolltiere mit, denen nicht einer der
zu testenden Wirkstoffe, sondern isotones NaCl injiziert wird. Dabei erhalten die
Kontrolltiere immer unabhéngig vom Korpergewicht des einzelnen Tieres, 0,5 ml NaCl i.p..
Die Wirksamkeit der Pharmaka wird mit Hilfe des Plantar Testes ermittelt, wobei die
Schmerzschwelle der einzelnen Ratten vor und nach der Applikation getestet wird. Dabei
haben alle Tiere zunéchst eine 30 bis 60 Minuten lange Eingewdhnungszeit, bevor die erste
Schmerzschwelle ermittelt wird. Auch wird der Test immer im selben Raum und unter

denselben Bedingungen durchgefiihrt, so dass die Ratten keinen zusatzlichen Stress erfahren.

Gruppeneinteilung und Anzahl der verwendeten Tiere

Fur diese Versuchsreihen werden insgesamt 41 Wistar-Ratten verwendet, wobei jedes Tier
maximal viermal getestet wird. Alle Ratten werden sowohl in den Vor- als auch in den
Hauptversuchen verwendet. Zwischen den erneuten Testungen eines Tieres liegt ein
Mindestzeitraum von vier ganzen Tagen. Die einzelnen Versuchsphasen teilen sich gemaf der
folgenden Tabellen auf:

Tab. 11: Anzahl der Testungen im Vorversuch

_|Gruppe Raze Gruppe S |GruppeR Gruppe K
Dosis mg/ kg Razemat S+ R- Kontrolle
0,01mg/kg n=1 n=-1 n=1 n=1
0,1mg/kg n=1 n=-1 n=1 n=1
1mg/kg n=2 n=2 n=2 n=2
2,5mg/kg n=1 n=1 n=1 n=1
5mg/kg n=1 n=1 n=1 n=1
7,5mg/kg n=1 n=1 n=1 n=1
10 mg/kg n=1 n=1 n=1 n=1
15mg/kg n=1 n=1 n=1 n=1
\Versuche insgesamt: 36
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Die Ratten werden immer zu Beginn der Versuche gewogen und einer allgemeinen
Untersuchung unterzogen, damit keine kranken Tiere in die Versuchsreihen gelangen.
Gleichzeitig wird jedes Tier zuféllig einer Medikamentengruppe zugeordnet und entsprechend

markiert.

Tab.12: Anzahl der Testungen im Ersten Hauptversuch

Gruppe Raze |GruppeS |GruppeR |GruppeK

Dosis mg/kg Razemat S+ R- Kontrolle
0,1mg/kg n=4 n=4 n=4 n=2
1mg/kg n=4 n=4 n=4 n=2
2,5mg/kg n=4 n=4 n=4 n=2
5mg/kg n=4 n=4 n=4 n=2

Versuche insgesamt: 56

Die einzelnen Versuchstage laufen immer gleich ab. Nach der Untersuchung und Einteilung
in die Medikamentengruppe werden drei Ratten gleichzeitig in den Plantar Tester gesetzt.
Zunéchst werden alle Tiere vor Wirkstoffapplikation getestet. Nach der Applikation der
einzelnen Testsubstanzen beginnt die Schwellenwertermittlung in regelméfigen, festgesetzten
Absténden:

30, 60, 120, 180 und 240 Minuten nach Applikation, die je nach Versuchsphase
intraperitoneal oder intrathekal durchgefiihrt wird.

Tab. 13: Anzahl der Testungen im Zweiten Hauptversuch

_|Gruppe Raze |Gruppe S |Gruppe R |Gruppe K

Dosis mg/kg Razemat S+ R- Kontrolle
1mg/kg n==6 n==6 n==6 n=4
0,1mg/kg n=6 n==6 n=6 n=4
0,01mg/kg n==6 n==6 n==6 n=4
0,001mg/kg n==6 n==6 n=6 n=4

Versuche insgesamt: 72

Danach werden die Tiere in ihre Kafige zurtickgesetzt und wéhrend des ersten

Hauptversuches am néchsten Tag, nach 24 Stunden, erneut getestet.
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3.2.5 Plantar Tester 7370

Der sogenannte Plantar Tester 7370 (Fa. Ugo Basile, Comerio—Varese, Italien) ermdglicht es,
die Wirkung der zu untersuchenden Substanzen standardisiert zu testen. Vom Grundprinzip
her handelt es sich bei den hier durchgefiihrten Tests, um sogenannte ,,nozizeptive
Verhaltensbeobachtungen®, die am wachen, nahezu ungestressten Tier gemacht werden
konnen (GABRIEL et al., 2004). Vorteilhaft ist die Reproduzierbarkeit und die
unkomplizierte Durchfiihrung. Auch dass die Versuchstiere keinem Dauerschmerz ausgesetzt
sind, sondern sich zu jeder Zeit frei bewegen und so jederzeit dem Hitzereiz entfliehen
kdénnen (HARGREAVES et al., 1988), ist ein Vorteil.

Aufbau, Funktionsweise und Einstellungen
Der Plantar Tester besteht im Allgemeinen aus einer erhoht montierten, transparenten
Plexiglasplatte, auf der drei ebenfalls durchsichtige Plexiglasboxen, in denen sich die Ratten
frei bewegen konnen, aufgesetzt sind. Die einzelnen Boxen haben Maf3e von
(L) 24 x (H)15 x (B) 19 cm (Fa. Ugo Basile). Die Tiere haben gentigend Platz sich artgerecht
zu bewegen (s. Abb. 4).

Plexiglasboxen

transparente

Controller I. R. Generator Plexiglasplatte
Abb. 4: Plantar Tester
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Des Weiteren gehort zu dem Plantar Tester ein mobiler 1.R.-Generator, mit dem feine,
fokussierte Hitzestrahlen erzeugt werden und ein Controller, tber den die Infrarotintensitat
eingestellt wird sowie die Reaktionszeit abgelesen werden kann (siehe Abb. 4).

Es konnen bis zu drei Tiere gleichzeitig gemessen werden. Durch den mobilen I.R.—Generator

ist es moglich, den Hitzereiz genau auf einen Ballen der zu untersuchenden Hinterpfote der

Ratte zu richten.

markierter Austritt des 1.R.-Strahls
Abb. 5: Plantar Tester Il

Sobald die Ratte ruhig in der Plexiglasbox sitzt, bewegt der Untersucher den Generator unter
eine Hinterpfote (s. Abb. 5).

Der beweglich I.R.-Generator hat eine zylindrische Aluminiumhulle, in der eine
Halogenleuchte unterhalb eines I.R.-Filters angebracht ist (Abb. 4). Der Infrarotfilter
absorbiert das sichtbare Licht. Die verbleibenden Infrarotlichtwellen verlassen gebiindelt den
Generator Uber ein spezielles Austrittsfenster. Das Austrittsfenster ist dabei gut sichtbar in ein
Fadenkreuz (Abb. 5) eingebettet, wodurch eine genaue Einstellung der Position mdglich ist.
Die I.R.-Intensitét liegt in dieser Studie bei 50 Watt/Sekunde oder Joule. Das ist die Energie
die der 1.R.-Generator freisetzt, nachdem der Startknopf betatigt wird. In diesem Moment
beginnt der Strom, der vorher nur schwach in den Halogenfilamenten verweilt, mit der

eingestellten Intensitat zu flieRen. Dabei bendtigt der Strom ca. 0,3 Sekunden. Dadurch wird

33



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

an der Hinterpfote des Tieres eine Temperatur von ca. 45 bis 50°C innerhalb von
Millisekunden erreicht (Fa. Ugo Basile, Varese, Italien).

Des Weiteren ist in dem Generator ein Sensor eingebaut, der auf eine Unterbrechung der
Lichtschranke reagiert. Die Lichtschranke wird genau dann unterbrochen, wenn das Tier die
Pfote wegzieht. So erlaubt der eingebaute Sensor eine sehr genaue (in Millisekunden —
Schritten) Messung der Latenz bis zum Zuriickziehen der Pfote (Pfotenrlickzugslatenzzeit,
Paw withdrawal threshold, PWT). Sobald das Tier einen Schmerz wahrnimmt und seine
Hinterpfote wegzieht, stoppen Sekundenzahler und Hitzereiz automatisch (MALCANGIO et
al. 1997, GABRIEL et al., 2004). Zur Vermeidung von Verbrennungen oder sonstigen
Gewebeschadigungen wird der Test bei einer PWT von tber 20 s automatisch abgebrochen.
Mehrere Autoren beflirworten eine Eingewohnungsphase der Tiere. Sinnvoll sei es die Tiere
einen Tag vor dem eigentlichen Test (MALCANGIO et al. 1997, GUHRING et al. 2000),
mindestens aber 10 bis 15 Minuten vor der Testung (HUDSON et al. 2002, Fa. Ugo Basile),

in die einzelnen Boxen des Plantar Testers zu setzen.

PLAMTAR TEET

Abb. 6: Plantar Tester I11
In der hier vorliegenden Studie werden die Untersuchungsintervalle auf 30, 60, 120, 180 und

240 Minuten nach der Testsubstanzapplikation festgesetzt. Zu jedem Untersuchungszeitpunkt

wird die PWT auf jeder Seite jeweils viermal gemessen und schriftlich festgehalten.
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3.3 Versuchsdurchfiihrung
3.3.1 Vorversuch

Fur den zu untersuchenden Wirkstoff Mirtazapin gibt es keine Dosierungsangaben seitens der
Herstellungsfirma Organon zur Schmerzbehandlung. Die Dosisangaben aus vorhergehenden
Studien (SCHREIBER et al. 2002a, 2002b) beziehen sich nur auf Mause.

Daher werden diese Werte als Richtwerte genommen und in eigenen Untersuchungen an
Ratten angepasst.

Zu diesem Zweck werden insgesamt 36 Testungen an insgesamt 16 Wistar-Ratten
durchgefihrt. Auf diese Weise (berpriift man einen Dosisbereich von 15 mg/kg KM bis 0,01
mg/kg KM.

3.3.1.1 Tagesablauf mit Dosisfindung und Applikationsart der Testsubstanzen

Die Versuchstage laufen immer wie folgt ab:

Gegen 8.00 Uhr werden drei oder vier Ratten in einem Makrolon®-Kafig aus dem Tierstall in
den Untersuchungsraum, in dem der Plantar Tester steht, gebracht. Dort wird jedes Tier
einzeln tierarztlich untersucht, gewogen, zuféllig einer Testsubstanz zugeordnet und
entsprechend markiert. Dann setzt man die Ratten einzeln in eine der drei Plexiglasboxen des
Plantar Testers. Die Tiere erhalten je nach ihrem Verhalten eine Eingew6hnungsphase von 30
bis 60 Minuten.

Meistens kann um ca. 9.00 Uhr mit der Basisschwellenwertermittlung begonnen werden. Das
bedeutet, die Ratten zunéchst ohne Testsubstanzen zu testen.

Jedes einzelne Tier wird an beiden Hinterpfoten jeweils vier Mal einem fokussierten
Infrarotstrahl ausgesetzt und die Zeit bis zum Zuruckziehen der Pfote
(Pfotenriickzugslatenzzeit, PWT) gemessen und notiert ( SCHREIBER et al. 2002a/b). Durch
Mittelung dieser acht Werte erhélt man den mittleren Schwellenwert. HANDWERKER
(2000) definiert die sogenannte Reizschwelle als kleinste Reizintensitat, die bei bestimmter
Reizkonfiguration gerade noch eine Empfindung hervorruft

Danach wird jedem einzelnen Tier die vorgesehene Dosis der zu untersuchenden
Testsubstanzen intraperitoneal appliziert. Die intraperitoneale Applikationsart flir Mirtazapin
wurde 2002a/b durch SCHREIBER et al. bereits getestet, so dass sie fur die hier vorliegende
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Studie ebenfalls verwendet wurde. Die zu testenden Proben werden mit physiologischer NaCl
auf 0,5 ml aufgezogen, so dass jedes Tier unabhangig von der Dosis immer dasselbe Volumen

erhélt.

Die erste Messung nach der Applikation erfolgt, wie oben erwéhnt, nach 30 Minuten. Dann
nach insgesamt 60, 120, 180 und 240 Minuten und am nachsten Tag nach 24 Stunden. Dabei
wird auch jedes Tier viermal an jeder Hinterpfote gemessen und die jeweilige mittlere
Pfotenriickzugslatenzzeit errechnet und notiert.

Nach Beendigung der letzten Messung werden alle Ratten wieder zurtick in den Tierstall
gebracht, wo sie bis zur nachsten Testung verbleiben.

Um nicht unnétig viele Versuchstiere zu verwenden, werden die einzelnen Ratten mehrfach
getestet. Zwischen den Messungen liegt eine Zeitspanne von mindestens vier ganzen Tagen.
Zum einen, um sicher zu gehen, dass die Substanz vollstdndig abgebaut ist, zum anderen, um
die Tiere nicht zu stressen. VVor jeder erneuten Messung bereits getesteter Ratten steht eine
tierdrztliche Untersuchung.

Auch stehen die Tiere zwischen den Testtagen unter regelmaRiger Kontrolle des

Allgemeinbefindens und der Futter- und Wasseraufnahme.

Nach diesem Prinzip werden insgesamt acht verschiedene Dosen der drei Testsubstanzen
gemessen. Danach erfolgt die Erstellung und Auswertung der Dosis—Wirkungskurven, um

den endgiiltigen Dosisbereich fir den Versuch festzulegen.

3.3.1.2 Messung der Wirkung der Testsubstanzen und Festlegung der Dosisbereiche
Die Messung der Wirkung der einzelnen Testsubstanzen erfolgt mit Hilfe der durch den
Plantar Tester ermittelten Pfotenrtickzugslatenzzeit (Angabe in Sekunden). Da jedes Tier vor
der Medikamentenapplikation getestet wird, erhdlt man den physiologischen Schwellenwert,
bei dem die einzelnen Tiere den Hitzereiz als deutlich unangenehm, bzw. als schmerzhaft
empfinden und die getestete Hinterpfote wegziehen.

Zum besseren Verstandnis sind die einzelnen Pfotenriickzugslatenzzeiten, entsprechend der

Tabelle 13, durchnummeriert.
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Tab.14: Benennung der Pfotenriickzugslatenzzeiten

Physiologische PWT vor der Applikation — ==> 1. PWT
PWT 30 min. nach Applikation ==> 2. PWT
PWT 60 min. nach Applikation ==> 3. PWT
PWT 120 min. nach Applikation  ==> 4, PWT
PWT 180 min. nach Applikation  ==> 5 PWT
PWT 240 min. nach Applikation  ==> 6. PWT
PWT 24 Std. nach Applikation ==> 7. PWT

PWT = Pfotenriickzugslatenzzeit

30 Minuten nach der Wirkstoffapplikation werden die Tiere wieder getestet. Die dabei
errechneten mittleren PWTs (2. PWT) werden mit den physiologischen mittleren PWTs

(1. PWT) verglichen. Wére die 2. PWT deutlich unter der 1. PWT, bedeutete dies, dass das
Tier den gleichen Reiz als starker, bzw. schmerzhafter empfindet und die Hinterpfote friher
zuriickzieht. Diese Hyperalgesie wére auch deutlich in den Dosis-Wirkungskurven zu
erkennen. Um endgultige Aussagen flr einen Dosisbereich machen zu kénnen, mussen alle
ermittelten PWTs mit der 1. PWT verglichen und in Dosis-Wirkungskurven sichtbar gemacht
werden.

Wenn die 2. und die folgenden PWTs deutlich tber der 1. PWT liegen, reagiert das Tier also
erst merklich spater auf den gleichen Reiz, es ist also hypoalgetisch.

Die Vergleiche der einzelnen PWT’s von beiden Hinterpfoten werden fur alle Testsubstanzen
gleich durchgefihrt.

Am Ende des Vorversuches sind die Dosisbereiche wie folgt festgelegt: 5 mg/kg, 2,5 mg/kg,

1 mg/kg und 0,1 mg/kg fir die 1.Hauptversuche und 1mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,01 mg/kg und
0,001 mg/kg fur die 2. Hauptversuche.
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3.3.2 Erster Hauptversuch

Nachdem die Vorversuche abgeschlossen und die Dosisbereiche festgelegt sind, beginnen die
eigentlichen Versuchsreihen. Wobei der Tagesablauf wahrend der Versuche identisch ist.
Auch wird dieselbe Applikationsform flr die Testsubstanzen wie im Vorversuch gewabhlt,

namlich intraperitoneal.

3.3.1 Ansetzten der Testsubstanzen und deren Verblindung

Um die Messungen ziigig durchfiihren zu kénnen, werden die Testsubstanzen zu Beginn
einmal gel6st und portioniert.

Der Wirkstoff Mirtazapin-Razemat, wie auch die beiden Enantiomere liegen in Pulverform
vor. Zum einfacheren Dosieren und Abteilen, werden von den drei Grundsubstanzen jeweils
Stammlosungen hergestellt. Diese haben eine Konzentration vom 100mg Testsubstanz /10ml
NaCl.

Die einzelnen Tagesportionen, in der entsprechenden Dosis, werden nach folgendem Schema

aufgeteilt:
Tab. 15: Verwendete Dosis und Menge der Substanzen
Stamml6sung Dosis verwendete Menge | Anzahl der
pro 400g Ratte Proben
100mg/10ml 10 mg/kg 0,4 ml 4
5 mg/kg 0,2 ml 4
2,5 mg/kg 0,1 ml 4
1 mg/kg 0,04 mi 4
0,1 mg/kg 0,004 mi 4

Um die Stamml6sung anzufertigen, werden je 100 mg Mirtazapin-Razemat, R(-)-Mirtazapin
und S(+)-Mirtazapin in je 10ml isotone NaCl geldst. Die so entstandenen Stammldsungen

aliquotiert man zu 10 Proben & 1ml und bewahrt sie gekuhlt (ca. 7 C°) auf. Dadurch ist
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jederzeit eine einfache und schnelle Abmessung bzw. Verdinnung der gewinschten
Dosierung und Menge mdglich.

Die insgesamt 48 Proben (siehe auch Tabelle 15) werden verblindet.

Das bedeutet, jedes Eppendorf®-Gefalien erhélt eine fortlaufende Nummer (1- 48). Der
Untersuchende teilt jeder Ratte ein beliebiges Eppendorf®-GefaR zu, ohne die Dosierung oder
die zu testende Substanz zu kennen.

Erst nach der letzten Messung wird die Probezahl durch eine andere Person ,,entblindet®, so

dass die gewonnenen Daten schnell und korrekt zugeordnet werden kdnnen.

Tab. 16: Anzahl der Proben insgesamt

Substanz Dosis Anzahl der Proben
Razemat 5 mg/kg 4
R(-)-Mirtazapin 5 mg/kg 4
S(+)-Mirtazapin 5 mg/kg 4
Razemat 2,5 mg/kg 4
R(-)-Mirtazapin 2,5 mg/kg 4
S(+)-Mirtazapin 2,5 mg/kg 4
Razemat 1 mg/kg 4
R(-)-Mirtazapin 1 mg/kg 4
S(+)-Mirtazapin 1 mg/kg 4
Razemat 0,1 mg/kg 4
R(-)-Mirtazapin 0,1 mg/kg 4
S(+)-Mirtazapin 0,1 mg/kg 4
Anzahl der Proben insgesamt : 48

3.3.2.2 Applikationsform und verblindete Messung der Wirkung

Wie bereits oben erwéhnt, ist die Applikationsform dieselbe wie in den VVorversuchen zur
Dosisfindung. Den Tieren werden die zu testenden Substanzen intraperitoneal appliziert und
anschlieRend in den festgesetzten Zeitintervallen gemessen.

Auch die Messung der Wirkung der Testsubstanzen mit Hilfe des Plantar Testers erfolgt exakt

wie im bereits beschrieben VVorversuch.
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3.3.3 Zweiter Hauptversuch

In dem zweiten Hauptversuch werden die Messungen durchgefiihrt, nachdem die zu
untersuchenden Testsubstanzen intrathekal appliziert werden. Das bedeutet in der Praxis, dass
den Tieren ein intrathekaler (i.t.) Katheter implantiert wird.

Ausschlaggebend bei der Wahl der Applikationsart ist letztendlich die genauere Applikation
der Testsubstanzen, die damit verbundene gute Aufnahme und der rasche Wirkungseintritt
(MALKMUS und YAKSH, 2004).

Die Messungen selbst folgen demselben Prinzip wie im Vorversuch und im ersten
Hauptversuch.

Das bedeutet ca. 7 Tage nach Implantieren des Katheters, werden die einzelnen Tiere wieder
in den Untersuchungsraum gebracht, zundchst der physiologische Schwellenwert als Baseline
ermittelt und die geplante Probe appliziert. Danach werden nach 120, 240 Minuten sowie
nach 24 Stunden erneute Messungen vorgenommen.

In diesem Punkt unterscheidet sich der zweite Hauptversuch etwas von dem ersten:

Bevor die verblindete Messung beginnt, wird eine neue Dosis—Wirkungskurve in Bezug auf
die Zeit nach Applikation der Substanz erstellt. So ermittelt man die Zeitpunkte der starksten
Wirkung und legt dadurch den Dosisbereich fest.

Die Zeitpunkte der stérksten Wirkung werden auf 120 bzw. 240 Minuten festgelegt. Zur
Kontrolle wird auch nach 24 Std. noch einmal gemessen, damit kein eventuell vorhandener
Spéteffekt tbersehen wird.

Der zu testende Dosisbereich liegt diesmal zwischen 0,001 mg/kg und 1 mg/kg sowohl fur
das Mirtazapin-Razemat als auch fiir die beiden Enantiomere.

Auch in dem zweiten Hauptversuch sind die Testsubstanzen nach dem bereits oben genannten
Schema portioniert und verbindet. So weil3 der Untersucher zu keinem Zeitpunkt, welche
Substanz in welcher Dosis er den Tieren verabreicht.

Nach der Portionierung werden die Losungen zur besseren Haltbarkeit tiefgefroren. Die
Chemiker der Firma Organon haben bestétigt, dass sowohl Mirtazapin, als auch seine beiden

Enantiomere bei —18°C mindestens 4 Wochen haltbar sind.
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3.3.3.1 Intrathekale Katheterisierung

Die Tiere werden vor der Operation gewogen und in die OP-Vorbereitung gebracht. Dort
erfolgt eine genauere tierdrztliche Untersuchung.

Alle Tiere erhalten, entsprechend ihrem Korpergewicht, eine Ketamin-Xylazin-Narkose. Um
eine mittellange Anésthesie zu erreichen, wird eine Dosis von 100mg Ketamin (Ketavet®,
Pharmacia GmbH, Erlangen) pro kg Ratte und 5mg Xylazin (Rompun® 2%, Bayer Vital
GmbH, Leverkusen) pro kg Ratte appliziert (ERHARDT, 1992; HENKE und ERHARDT,
2004). Fir die in der Studie verwendeten Ratten von je ca. 4009 ergibt sich folgendes
Narkosegemisch: 0,1ml Xylazin plus 0,4ml Ketamin pro 400g Korpergewicht.

Diese Xylazin- Ketamin- Kombination erhalten die Tiere intraperitoneal appliziert.

Nachdem die Flucht-, Stell- und Lidreflexe erloschen sind, erfolgt eine grindliche Rasur und
Desinfektion (Dibromol® Tinktur farblos, Fa. Trommsdorf, Trommsdorf) vom Ohransatz bis
zur Halfte des Halses.

Die so vorbereitete narkotisierte Ratte platziert man in den sog. Stereotakter mit
Spreizeinrichtung. Der Kopf des Tieres wird so fest eingespannt, dass er nicht verrutschen
kann (MALKMUS und YAKSH, 2004). Um unnétige Verletzungen zu vermeiden legt man
Mullkompressen zwischen Schédelknochen und ,,Spanner*.

Nun erfolgt ein transversaler Hautschnitt in der Genickgegend, um die darunter liegenden
Muskelpakete freizulegen. Dann wird die Faszie des M. rectus capitis dorsalis major und auch
die des M. rectus capitis dorsalis minor vorsichtig durchtrennt. Danach legt man die
Membrana atlantooccipitalis Gber dem gleichnamigen Foramen mit einem scharfen Loffel
behutsam frei. Nach einem kleinen, gezielten Stich und setzen eines ca. 6mm langen geraden
Schnittes fliefl3t der Liquor cerebrospinalis aus dem intrathekalen Raum, bis der
Druckausgleich stattgefunden hat (ZEILHOFER et al. 2000, MUTH-SELBACH et al. 2004).
Nun wird der Kopf des Tieres etwas gebeugt, bis der ,,Eingang* in den intrathekalen Raum zu
sehen ist. Der 13cm lange sterile Katheter (0,28mm x 0,61mm Polyathylenschlauch, A.
Hartenstein GmbH, Wiirzburg/ Versbach) wird vorsichtig in kaudaler Richtung
vorgeschoben. Das Einfiihren muss leichtgédngig und ohne groRen Druck durchzufiihren sein.
Der Katheter sollte ca. 8cm intrathekal liegen (s. Abb. 7) (ZEILHOFER et al. 2000, MUTH-
SELBACH et al. 2004).
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Der Katheter wird gleichzeitig mit dem Verschluss der Inzision der Membran mit zwei
Tropfen Kunststoff-Kleber (Stabiloplast Kunststoff 448, Renfert GmbH, Hilzingen) fixiert
und mit dem dazugehdrigen Akzelerator ausgehértet (Stabiloplast Akzelerator No. 448-0002,
Renfert GmbH, Hilzingen).

Nun konnen die Muskeln und die Haut mit Einzelknopfnahten vernaht werden.

Der Katheter muss sorgféltig verschlossen werden, um eine Keimbesiedlung zu vermeiden.
Am Besten gelingt das, indem der Katheter mit einem Feuerzeug leicht angeschmolzen und
per kraftigen Druck (z.B. durch das einklemmen in einen Nadelhalter) zusammengepresst
wird.

Die Ratte kann zum Aufwachen in ihren Kéfig zurlickgelegt werden und erhélt dann auch ein
starkes Analgetikum. In dieser Studie bekommen die Tiere 0,1-0,3 mg/kg Buprenorphin
(Temgesic®, Essex Pharma, Munchen) s.c. appliziert.

Nach der Operation unterliegen die Tiere einer genauen Uberwachung und Kontrolle des

Allgemeinbefindens und des Trink- und Fressverhaltens.

Abb. 7: Schematische Darstellung des i.t.-Katheters

3.3.3.2 Messung der Wirkung der Testsubstanzen

Etwa funf bis sieben Tage nach Implantieren des Katheters erfolgen die ersten Messungen.
Um den Tieren die Testsubstanzen zu applizieren, muss erst der Katheter der jeweiligen Ratte
eroffnet werden. Die Substanzen sind genau wie im Vorversuch und im ersten Hauptversuch
entsprechend den zu untersuchenden Dosierungen verdinnt, auf ein fixes Volumen (20ul /

Tier) aufgefullt, portioniert und durchnummeriert.

42



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Daher weild auch in dieser Versuchsphase der Untersucher zu keiner Zeit, welche Substanz in

welcher Dosis er den Ratten appliziert.

Tab. 17: Anzahl der Proben insgesamt

Substanz Dosis Anzahl der Proben
Razemat 1 mg/kg 6
R(-)-Mirtazapin 1 mg/kg 6
S(+)-Mirtazapin 1 mg/kg 6
Razemat 0,1 mg kg 6
R(-)-Mirtazapin 0,1 mg/kg 6
S(+)-Mirtazapin 0,1 mg/kg 6
Razemat 0,01 mg/kg 6
R(-)-Mirtazapin 0,01 mg/kg 6
S(+)-Mirtazapin 0,01 mg/kg 6
Razemat 0,001 mg/kg 6
R(-)-Mirtazapin 0,001 mg/kg 6
S(+)-Mirtazapin 0,001 mg/kg 6
Anzahl der Proben insgesamt : 72

Die einzelnen Tiere werden nach 120, 240 Minuten sowie nach 24 Stunden erneut gemessen.
Die Auswertung und das Erstellen der Dosis-Wirkungskurven erfolgt identisch zu den

Vorversuchen.

3.3.3.3 Sektion zur Kontrolle der Katheterlage

Nachdem die 72 Testungen erfolgreich abgeschlossen sind, werden Kontrollsektionen an
allen Tieren durchgefihrt. In diesen Sektionen wird die Lage der intrathekalen Katheter genau
Uberpruft, um Testergebnisse von Tieren, bei denen der Katheter falsch liegt, zu verwerfen.
Der Katheter soll bei allen Tieren ca. 8cm intrathekal liegen und keine Strukturen oder kleine
Geféle verletzen. Die Lange der Katheter wird bewusst auf 8cm gesetzt, da dort bei der Ratte
ungefahr der N. ischiadicus aus dem Ruckenmark austritt. Diese Lokalisation spielt in einer

zweiten, sich dieser unmittelbar anschlieBenden Studie, eine Rolle. In einer nachfolgenden
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Dissertation (DRIEHSEN, in VVorbereitung) sollen die Substanzen in ihrer Wirkung auf
chronische Schmerzen getestet werden.

Die Sektion erfolgt in einem von den anderen Tieren getrennten Raum. Dort werden die Tiere
durch eine Uberdosierung Pentobarbital (Euta 77, Essex Animal Health Friesoythe,
Friesoythe), ca. 400mg = 1ml Euta 77 intraperitoneal euthanasiert.

Zur Sektion wird das einzelne Tier enthdutet und in Bauchlage verbracht. Danach prapariert

B | Wirbelsdule man vorsichtig mit einem scharfen Skalpell die

S 2 BER - cinzelnen Muskeln entlang der Wirbelséule ab. Ist
die Wirbelsdule vom Hals- bis Lendenbereich
freipréapariert, wird die Wirbelsaule zwischen zwei
Wirbeln durchtrennt. Am besten erfolgt dies
b | zwischen den letzten Lendenwirbeln. Nun
durchtrennt man vorsichtig mit einer kleinen, spitzen
Knochenzange die Wirbelbdgen (umschlieRen den
. Wirbelkanal). Die Wirbelbdgen werden soweit
'. durchtrennt, bis die obere Hélfte der Wirbelsaule
__ - hochgeklappt werden kann (siehe Abb.8). Danach
Ab. 8: Sektionsk;eginn - untersucht man das Riickenmark auf Unversehrtheit

oder auf eine vorzeitige Austrittsstelle des Katheters

aus dem Riickenmark. Ist das Ruckenmark dem Anschein nach unversehrt, wird es vorsichtig
losgeldst (bis in HOhe der echten Rippen), angehoben und zur Seite platziert. Danach erfolgt
eine Applikation von Methylenblau gefarbtem Aqua dest. in den Katheter. Dabei soll
besonders auf eine Blau-Farbung des umliegenden Gewebes nahe dem Katheterende geachtet

werden.

Auf diese Weise zeigt sich deutlich, wo und wie der Katheter endet. Nach diesem Prinzip
werden alle katheterisierten Tiere euthanasiert und seziert. Dabei wird von jedem Tier der
Austritt des Katheters fotografisch dokumentiert (siehe Abb.9).
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Abb. 9: Katheterlage und Farbung des dem Katheterende benachbarten Gewebe
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3.4  Statistische Auswertung

Von den gemessenen Parametern (Pfotenrlickzugslatenzzeit, PWT) der Versuche werden die
arithmetischen Mittelwerte (m PWT) mit den dazugehdrigen Standardfehlern (SEM)
berechnet. Weitere Variablen sind die verschiedenen Messzeitpunkte (pA => vor der
Applikation, 2 => 2 Stunden nach der Applikation, 4 => 4 Stunden nach der Applikation und
24 => 24 Stunden nach der Applikation) und die unterschiedlichen Substanzen (M =>
Mirtazapin-Razemat, R- => R(-)-Mirtazapin, S+ => S(+)-Mirtazapin und K => Kontrolle mit
physiologischer NaCl).

Die rechnerische Aufbereitung erfolgt mit Hilfe einer Varianzanalyse durch das SAS
Software System (SAS 8.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Die unterschiedlichen
Substanzen (einschlieBlich K) werden zu gegebener Dosis (D1 => 5mg/kg bzw. 1mg/kg, D2
=> 2,5mg/kg bzw. 0,1mg/kg, D3 => 1mg/kg bzw. 0,01mg/kg und D4 => 0,1mg/kg bzw.
0,001mg/kg) durch einen post hoc t-Test (LSD) spezifiziert.

Das Signifikanzniveau liegt bei p < 0,05, wobei p < 0,001 als hochsignifikant zu werten ist.

Signifikante Unterschiede werden mit ,,*“, hochsignifikante mit ,,**“ gekennzeichnet.
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3.5  Ergebnisse

3.5.1 Vorversuch

Im Vorversuch werden 36 Testungen an insgesamt 9 ménnlichen Wistar-Ratten durchgefihrt.
Dabei testet man Dosisbereiche von 15mg/kg bis 0,1mg/kg. Je Dosis wird ein Tier (n=1)
getestet, da in diesem Versuch lediglich die im Hauptversuch zu messenden Dosen im
Tierversuch getestet werden sollen. Daher werden diese Ergebnisse auch nicht statistisch

verifiziert, sondern nur deskriptiv wiedergegeben.

0,1mg / kg
Das Tier der Gruppe Raze (Mirtazapin-Razemat) hat eine physiologische

Pfotenriickzugslatenzzeit von 7,3s. 120 Minuten nach der i.p.-Applikation hat das Tier eine
PWT von 7,5s, nach 240 Minuten von 8,5s und nach 24 Stunden von 6,6s. Diese Werte

verandern sich nicht merklich zueinander.

PWT 0,1mg/kg

—e—0,1mg Raze —B—0,1mg R- —A—0,1mg S+ |

15

13

1"

| //
o — |
7 4 X

Y

Schwellenwerte(sek)

pra Appl. 120min post ip 240min post ip 24Std post ip

Abb. 10: Die Pfotenriickzugslatenzzeit (PWT) bei einer Dosierung von 0,1mg/kg (n=1)

Die Ratte der Gruppe R (R(-)-Mirtazapin) zeigt eine physiologische PWT von 7,4s. 120
Minuten nach der i.p.-Applikation hat die Ratte eine PWT von 10,5s, nach 240 Minuten von
11,2s und nach 24 Stunden von 6,6s. Bei dem Tier der Gruppe S (S(+)-Mirtazapin) liegt die
PWT bei 7,4s, nach 120 Minuten bei 7,0s, nach 240 Minuten bei 8,1s und nach 24 Stunden
bei 6,4s. Diese Werte verandern sich nicht merklich untereinander.
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1mg / kg
Bei der Dosierung 1mg/kg hat das Tier der Gruppe Raze (Mirtazapin-Razemat) eine

physiologische Pfotenriickzugslatenzzeit von 7,5s. 120 Minuten nach i.p.-Applikation zeigt
das Tier eine PWT von 6,8s, nach 240 Minuten von 7,6s und nach 24 Stunden von 8,9s. Diese

Werte verandern sich nicht merklich zu einander.

PWT 1mg/kg

—&— 1mg Raze —@—1mg R- —A—1mg S+ ‘

10

s+ .

—

Schwellenwerte(sek)
»

pra Appl. 120min post ip 240min post ip 24Std post ip

Abb. 11: Die Pfotenriickzugslatenzzeit (PWT) bei einer Dosierung von 1mg/kg (n=1)

Die Ratte der Gruppe R (R(-)-Mirtazapin) zeigt eine physiologische PWT von 8,4s. 120
Minuten nach der i.p.-Applikation hat die Ratte eine PWT von 5,7s, nach 240 Minuten von
6,7s und nach 24 Stunden von 7,1s.

Bei dem Tier der Gruppe S (S(+)-Mirtazapin) liegt die PWT bei 7,4s. Nach 120 Minuten hat
das Tier eine PWT von 4,9s, nach 240 Minuten von 5,5s und nach 24 Stunden von 8,5s. Diese

Werte verdandern sich untereinander.

2,5mqg / kg
Das Tier der Gruppe Raze (Mirtazapin-Razemat) zeigt eine physiologische

Pfotenriickzugslatenzzeit von 8,5s. 120 Minuten nach i.p.-Applikation hat das Tier eine PWT
von 7,1s, nach 240 Minuten von 8,4s und nach 24 Stunden von 7,9s. Diese Werte verandern
sich nicht merklich zu einander. Das Tier scheint bereits nach 40 Minuten ruhiger (sediert) zu

sein, zieht aber bei der 2. Messung (nach 120 Minuten) ruckartig die Hinterpfoten weg und
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beleckt sie. Ungefahr ab diesem Zeitpunkt zeigt das Tier krampfartige Muskelzuckungen der

Hinterbeine (Myoklonie), die nach ca. 200 Minuten nachlassen.

PWT 2,5mg/kg

| ——2,5mg Raze —B—2,5mg R- —A—2,5mg S+ |

13

11 1

. W\A\.

Schwellenwerte(sek)

pra Appl. 120min post ip 240min post ip 24Std post ip

Abb. 12: Die Pfotenriickzugslatenzzeit (PWT) bei einer Dosierung von 2,5mg/kg (n=1)

Die Ratte der Gruppe R (R(-)-Mirtazapin) hat eine physiologische PWT von 7,8s. 120
Minuten nach i.p.-Applikation hat die Ratte eine PWT von 7,4s, nach 240 Minuten von 8,6s
und nach 24 Stunden von 7,9s. Dieses Tier scheint bis 240 Minuten nach der ersten Messung
sediert zu sein.

Bei dem Tier der Gruppe S (S(+)-Mirtazapin) liegt die PWT bei 8,1s. Nach 120 Minuten hat
das Tier eine PWT von 6,9s, nach 240 Minuten von 8,6s und nach 24 Stunden von 7,2s. Die
Ratte zeigt nach der 2. Messung heftige Schmerzreaktionen, indem sie die Pfoten ruckartig
wegzieht, sie beleckt und erst nach gewisser Zeit wieder auf den Boden zurtickstellt. Nach 70
Minuten sind auch bei diesem Tier leichte Myoklonien zu erkennen, die sich nach ca. 200
Minuten ricklaufig zeigen.

5mg / kg
Bei dem Tier der Gruppe Raze (Mirtazapin-Razemat) liegt die physiologische

Pfotenriickzugslatenzzeit bei 9,4s. 120 Minuten nach i.p.-Applikation hat das Tier eine PWT
von 5,6s, nach 240 Minuten von 7,8s und nach 24 Stunden von 8,9s. Dieses Tier ist bereits
nach 50 Minuten leicht sediert, zeigt aber nach der dritten Messung (240 Minuten) wieder ein

normales Verhalten.
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PWT 5mg/kg
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Abb. 13: Die Pfotenriickzugslatenzzeit (PWT) bei einer Dosierung von 5mg/kg (n=1)

Die Ratte der Gruppe R (R(-)-Mirtazapin) hat eine physiologische PWT von 9,6s. 120
Minuten nach i.p.-Applikation zeigt die Ratte eine PWT von 5,9s, nach 240 Minuten von 9,5s
und nach 24 Stunden von 9,0s. Auch dieses Tier ist bereits nach 50 Minuten sediert,
allerdings stérker als das der Gruppe Raze. Auch zeigt diese Ratte nach 100 Minuten
Myoklonien in den Hinterbeinen, die nach weiteren 100 Minuten nachlassen.

Bei dem Tier der Gruppe S (S(+)-Mirtazapin) liegt die PWT bei 7,2s. Nach 120 Minuten hat
das Tier eine PWT von 6,6s, nach 240 Minuten von 6,5s und nach 24 Stunden von 6,9s. Diese
Werte verandern sich nicht merklich zu einander. Die Ratte zieht nach der zweiten Messung
ruckartig, fast panisch die betroffene Pfote weg und leckt diese dann ausgiebig.

7,5mqg / kg
Das Tier der Gruppe Raze (Mirtazapin-Razemat) hat eine physiologische

Pfotenriickzugslatenzzeit von 10,3s. 120 Minuten nach i.p.-Applikation zeigt das Tier eine
PWT von 7,9s, nach 240 Minuten von 8,2s und nach 24 Stunden von 9,8s.

Bei der Ratte in der Gruppe R (R(-)-Mirtazapin) liegt die physiologische PWT bei 10,3s. 120
Minuten nach i.p.-Applikation hat die Ratte eine PWT von 8,2s, nach 240 Minuten von 8,9s
und nach 24 Stunden von 10,0s. Das Tier scheint nach 50 Minuten sediert.
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Bei dem Tier der Gruppe S (S(+)-Mirtazapin) liegt die PWT bei 9,8s. Nach 120 Minuten zeigt
das Tier eine PWT von 13,1s, nach 240 Minuten von 11,4s und nach 24 Stunden von 10,7s.
Die Ratte zeigt starkere Myoklonien, die nach ca. 200 Minuten abflachen. AuRerdem zeigt

PWT 7,5mg /kg

| —e—7,5mg Raze —B—7,5mg R- —A—7,5mg S+ |

16

= 14
Q
)
£ 121 \A\
g A
e 101 7"
3 e S—
: 8 ¢
e
@ 6

4 T

pra Appl. 120min post ip 240min post ip 24Std post ip

Abb. 14: Die Pfotenriickzugslatenzzeit (PWT) bei einer Dosierung von 7,5mg/kg (n=1)

auch diese Ratte eine deutliche Schmerzreaktion auf den Hitzereiz. Sie nimmt ihre Pfote
regelrecht in das Maul, beleckt sie und stellt sie erst nach mehren Sekunden wieder auf den

Boden zuriick.

10mg / kg
Das Tier der Gruppe Raze (Mirtazapin-Razemat) hat eine physiologische

Pfotenriickzugslatenzzeit von 8,6s. 120 Minuten nach der i.p.-Applikation hat das Tier eine
PWT von 5,4s, nach 240 Minuten von 6,2s und nach 24 Stunden von 7,9s. Die Ratte beleckt
nach ca. 100 Minuten die Wéande und den Boden des Plantar Testers, setzt Harn ab und trinkt
diesen dann hektisch. Nach dem Zurticksetzen in den Kafig geht die Ratte sofort zur Trénke
und trinkt.

Die Ratte der Gruppe R (R(-)-Mirtazapin) hat eine physiologische PWT von 9,7s. 120
Minuten nach i.p.-Applikation liegt die PWT bei 7,3s, nach 240 Minuten bei 6,9s und nach 24
Stunden bei 8,1s. Diese Ratte scheint aktiver zu sein. Sie beschnuppert ausgiebig die Box,

lauft viel hin und her und versucht zu fliehen.
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Bei dem Tier der Gruppe S (S(+)-Mirtazapin) liegt die PWT bei 7,8s. Nach 120 Minuten hat
das Tier eine PWT von 10,1s, nach 240 Minuten von 9,7s und nach 24 Stunden von 9,0s.
Diese Ratte geht nach dem Zuriicksetzten auch sofort an die Tranke.

PWT 10mg /kg

—&— 10mg Raze ——10mg R- —A— 10mg S+
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Abb. 15: Die Pfotenriickzugslatenzzeit (PWT) bei einer Dosierung von 10mg/kg (n=1)

15mg / kg
Das Tier der Gruppe Raze (Mirtazapin-Razemat) hat eine physiologische

Pfotenriickzugslatenzzeit von 7,7s. 120 Minuten nach i.p.-Applikation zeigt das Tier eine
PWT von 5,6s, nach 240 Minuten von 5,7s und nach 24 Stunden von 7,9s. Insgesamt gesehen,
ist dieses Tier deutlich aktiver als bei den anderen Messungen.

Die Ratte der Gruppe R (R(-)-Mirtazapin) hat eine physiologische PWT von 7,9s. 120
Minuten nach i.p.-Applikation liegt die PWT bei 6,6s, nach 240 Minuten bei 5,6s und nach 24
Stunden bei 7,1s. Diese Ratte zeigt nach 100 Minuten leichte Myoklonien, die nach 180
Minuten nachlassen.

Bei dem Tier der Gruppe S (S(+)-Mirtazapin) liegt die PWT bei 7,2s. Nach 120 Minuten hat
das Tier eine PWT von 6,7s, nach 240 Minuten von 5,3s und nach 24 Stunden von 6,9s.
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PWT 15mg/kg

—&— 15mg Raze —— 15mg R- —A— 15mg S+

10

: — \\%;;

pra Appl. 120min post ip 240min post ip 24Std post ip

Schwellenwerte(sek)

Abb. 16: Die Pfotenriickzugslatenzzeit (PWT) bei einer Dosierung von 15mg/kg (n=1)
Die Ratte beleckt nach ca. 100 Minuten die Wande und den Boden des Plantar Testers, setzt

Harn ab und trinkt diesen dann hektisch. Nach dem Zurlcksetzen in den Kéfig geht die Ratte

sofort zur Trénke und trinkt ausgiebig.

Tab. 18: Zusammenfassung der Ergebnisse der VVorversuche (nur Razemat-Testung)

Dosis Wirkung Zeitpunkte der
maximalen Wirkungen
0,1mg/kg leicht analgetisch 120 + 240 Minuten post i.p.
1mg/kg hyperalgetisch 120 + 240 Minuten post i.p.
leicht analgetisch 24 Std. post i.p.
2,5mg/kg leicht analgetisch 240 Minuten post i.p.
5mg/kg hyperalgetisch 120 + 240Minuten post i.p.
7,5mg/kg hyperalgetisch 120 + 240Minuten post i.p.
10mg/kg hyperalgetisch 120 + 240Minuten post i.p.
15mg/kg deutlich hyperalgetisch 120 + 240Minuten post i.p.
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3.5.2 Erster Hauptversuch

Im ersten Hauptversuch werden 56 Testungen an insgesamt 14 mannlichen Wistar-Ratten
durchgefiihrt. Dabei werden Dosisbereiche von 5mg/kg bis 0,1mg/kg getestet. Je Dosis
werden 6 verschiedene Tiere getestet (n=6). Die Zeitpunkte der Messungen sind auf 0
Minuten (vor Applikation), 120 und 240 Minuten, sowie 24 Stunden nach der i.p.-Applikation
festgesetzt.

In dieser chronologischen Reihenfolge werden auch die Ergebnisse dargestellt.

5mg/ kg (Tab. 19, S. 63; Abb. 21, S. 62)

Bei den Tieren die das Razemat appliziert bekommen haben, ergibt sich eine mittlere
physiologische PWT von 9,1s (Minimum 7,2s und Maximum 11,4s). In der Gruppe des R(-)-
Enantiomeres liegt die mittlere PWT bei 9,7s (Minimum 6,9s und Maximum 13,1s), in der
Gruppe des S(+)-Enantiomers bei 10,2s (Minimum 9,2s und Maximum 11,2s). Die PWT der
Gruppe K (Kontrolle) liegt bei 10,5s (Minimum 8,6s und Maximum 12s). Zwischen diesen

Anfangswerten gibt es keine signifikanten Unterschiede (p>0,05).

120 min. p. appl.

2 Tiere der Gruppe Raze (Mirtazapin-Razemat) zeigen nach ca. 100 Minuten krampfartige
Zuckungen der Hinterbeine (Myoklonien), welche nach ca. 200 Minuten wieder nachlassen.
Diese beiden Tiere scheinen ruhiger ( sediert) als die anderen Tiere dieser Gruppe. Die PWT
liegt bei 9,6s (Minimum 6,7s und Maximum 14,2s).

Auch ein Tier der Gruppe R (R(-)-Mirtazapin) hat nach ca. 100 Minuten leichte Myoklonien,
die nach weiteren 60 Minuten nachlassen. Dieses Tier und ein weiteres scheinen ebenfalls
sediert, aber schreckhaft. Die PWT liegt bei 8,6s (Minimum 6,5s und Maximum 11,7s).
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PWT 5mg/kg + Kontrolle + SEM

—aA— Raze 5mg n=6 —l—R- 5mg n=6- —— S+ 5mg n=6 Kontrolle n=9
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pra Applik. 120min post ip 240min post ip 24 Std. post ip
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Abb. 17: Die Pfotenriickzugslatenzzeit (PWT) bei einer Dosierung von 5mg/kg (n=6)

In der Gruppe S (S(+)-Mirtazapin) zeigt ein Tier nach ca. 120 Minuten starke Myoklonien
und scheint sediert. Die mittlere PWT liegt bei 8,4s (Minimum 6,5s und Maximum 9,8s).

Die PWT der Gruppe K (Kontrolle) liegt bei 10,3s (Minimum 9,4s und Maximum 11,5s).
Zwischen den PWT’s der Gruppen bestehen keine signifikanten Unterschiede (p>0,05). Auch
innerhalb jeder einzelnen Gruppe gibt es keine signifikanten Unterschiede zu den PWTs vor

Applikation.

240 min. p. appl.

Die mittlere PWT der Gruppe Raze liegt bei 11,4s (Minimum 6,8s und Maximum 14,25s).
Damit unterscheidet sie sich tendenziell von der PWT vor Applikation.

Bei der Gruppe R ist die PWT fast gleich bei 9,2s (Minimum 7,2s und Maximum 11,8s).
Auch in der Gruppe S hat sich die PWT fast nicht verandert, sie liegt bei 10,9s (Minimum
9,2s und Maximum 12,6s).

Die PWT der Gruppe K (Kontrolle) liegt bei 10,1s (Minimum 8,6s und Maximum 11,5s).
Keiner dieser Werte unterscheidet sich aber signifikant (p>0,05).
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24 Std. p. appl.

Alle Tiere der Gruppe Raze scheinen ein dhnlich gutes Allgemeinbefinden zu haben, keines
der Tiere scheint noch sediert oder unter Myoklonien zu leiden. Die PWT liegt bei 9,2s und
ist damit fast identisch wie vor der Applikation.

Auch die Tiere der beiden anderen Gruppen zeigen ein normales Allgemeinverhalten. Die
PWT der Gruppe R liegt bei 11,8s, die der Gruppe S bei 12,8s. Damit scheinen beide
tendenziell hoher als vor Applikation, aber auch hoher als bei Gruppe Raze zu liegen.

Die PWT der Gruppe K liegt bei 10,4s (Minimum 9,1s und Maximum 11,7s),wobei es auch
hier keine signifikanten Anderungen gibt (p>0,05).

2.5 mg/ kg (Tab. 19, S. 63; Abb. 21, S. 62)

pra appl.

Die mittlere physiologische PWT der Gruppe Raze liegt bei 8,9s (Minimum 7,1s und
Maximum 10,8s), die der Gruppe R bei 8s (Minimum 7,8s und Maximum 8,25s).

In der Gruppe S liegt die mittlere PWT vor Applikation bei 10,3s (Minimum 9,6s und
Maximum 11,1s).

Die PWT der Gruppe K liegt bei 10,5s (Minimum 8,6s und Maximum 12s).

120min. p. appl.

Ein Tier der Gruppe Raze zeigt nach 110 Minuten leichte Myoklonien und scheint etwas
sediert zu sein. Beides lasst nach ca. 240 Minuten nach. Die PWT liegt bei 8,7s (Minimum
5,1s und Maximum 12,4s) und unterscheidet sich damit nicht vom ersten Wert oder dem der
Kontrolle. In der Gruppe R zeigt kein Tier eine Auffalligkeit in seinem Verhalten. Die
mittlere PWT liegt bei 12,1s (Minimum 11,6s und Maximum 12,7s) und ist damit hoher als
vor Applikation und der Kontrolle.

Zwei Ratten aus der Gruppe S sind nach ca. 120 Minuten deutlich ruhiger (sediert) als ihre
Artgenossen. Dieser Zustand halt bis zur letzten Messung des Tages (240 Minuten) an. Die
PWT liegt bei 9,55 (Minimum 9,1s und Maximum 9,9s) und ist damit unverandert.

Die PWT der Gruppe K liegt bei 10,3s (Minimum 9,4s und Maximum 11,5s). Keiner dieser
Werte ist signifikant verandert (p>0,05).
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PWT 2,5mg/kg + Kontrolle + SEM
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Abb. 18: Die Pfotenriickzugslatenzzeit (PWT) bei einer Dosierung von 2,5mg/kg (n=6)

240min. p. appl.

Die PWT der Gruppe Raze liegt bei 8,1s (Minimum 6,5s und Maximum 9,7s) und hat sich
damit weiterhin kaum veréndert.

In der Gruppe R ist die mittlere PWT 12,5s (Minimum 11,5s und Maximum 13,6s), damit ist
die PWT weiterhin hoher (4,5s) als vor Applikation und der Kontrolle. Dieser Wert ist
ebenfalls signifikant hoher als die PWT der Gruppe Raze und S (p<0,05).

Die gemittelte PWT der Gruppe S ist 6,7s (Minimum 6,3s und Maximum 7,2s) und ist damit
tendenziell niedriger (3,6s) als bei der ersten Messung (0 Minuten) aber signifikant niedriger
als der Kontrollwert (p<0,05).

Die PWT der Gruppe K liegt bei 10,1s (Minimum 8,6s und Maximum 11,5s).

24 Std. p. appl.

Am nédchsten Tag liegt die PWT der Gruppe Raze bei 13,5s und damit um 4,6s hoher als vor
Applikation und der Kontrolle.

Die mittlere PWT der Gruppe R ist 12,2s (Minimum 11,0s und Maximum 13,5s) und damit
weiterhin um 4,2s erhoht. Auch die PWT in der Gruppe S ist mit 14s (Minimum 11,2s und
Maximum 16,8s) um 3,7s hoher als zu Beginn der Messung und der Kontrolle.

Die PWT der Gruppe K liegt bei 10,4s (Minimum 9,1s und Maximum 11,7s).

Keiner dieser Unterschiede ist signifikant (p>0,05).
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1 mg/ kg (Tab. 19, S. 63; Abb. 21, S. 62)

pra appl.

Vor Applikation liegt die mittlere physiologische PWT der Gruppe Raze bei 8,4s (Minimum
6,7s und Maximum 10,5s), die der Gruppe R bei 10,8s (Minimum 10,1s und Maximum 10,9s)
und die der Gruppe S bei 8,3s (Minimum 6,3s und Maximum 12,6s).

Die PWT der Gruppe K liegt bei 10,5s (Minimum 8,6s und Maximum 125s).

120min. p. appl.

Die mittlere PWT der Gruppe Raze liegt bei 9,3s (Minimum 5,4s und Maximum 11,1s), drei
Tiere zeigen bereits nach ca. 60 Minuten deutliche Myoklonien und insgesamt vier Tiere sind
sediert. Die Myoklonien lassen nach ca. 160 Minuten wieder nach.

Auch in der Gruppe R zeigt ein Tier nach 70 Minuten leichte Myoklonien, die nach 120
Minuten schwacher werden. Die PWT liegt bei 11,3s (Minimum 9,6s und Maximum 12,5s).
Eine Ratte der Gruppe S hat nach 120 Minuten ebenfalls leichte Myoklonien, die nach 200
Minuten sistieren. Ein weiteres Tier dieser Gruppe ist noch leicht sediert. Die PWT liegt bei
9,8s (Minimum 6,8s und Maximum 12,2s).

Die PWT der Gruppe K liegt bei 10,3s (Minimum 9,4s und Maximum 11,5s).

Es gibt weder innerhalb einer Gruppe, noch zwischen den Gruppen signifikante Unterschiede
(p>0,05).

240min. p. appl.

Die mittlere PWT der Gruppe Raze liegt bei 8,4s (Minimum 7,3s und Maximum 9,9s) und ist
damit weiterhin gleich dem Ausgangsschwellenwert. Eine Ratte zeigt nach dem Hitzereiz
heftige Schmerzreaktion, indem sie ihre Pfote langer hochhélt und beleckt.

Die PWT der Gruppe R ist um 3,3s niedriger als zu Beginn der Messung und liegt jetzt bei
7,4s (Minimum 6,2s und Maximum 9,2s). Dieser Wert ist signifikant niedriger als der zur
selben Zeit der Gruppe K und S (p<0,05). Diese PWT liegt jetzt bei 10,7s (Minimum 9,2s
und Maximum 11,3s), damit ist sie 2,4s héher als zu Beginn des Tages. AulRerdem ist die

PWT im Vergleich zur Gruppe Raze signifikant hoher (p<0,05).
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Das eine Tier, das bereits nach 120 Minuten sediert schien, ist zu diesem Messzeitpunkt tief
sediert aber weckbar.
Die PWT der Gruppe K liegt bei 10,1s (Minimum 8,6s und Maximum 11,5s).

PWT 1mg/kg + Kontrolle + SEM

—aA—Raze 1mg n=6 —— R- 1mg n=6 —— S+ 1mg n=6 Kontrolle n=9 ‘

E : — //ijé

pra Applik. 120min post ip 240min post ip 24 Std. post ip

Schwellenwerte(sek)

Abb. 19: Die Pfotenriickzugslatenzzeit (PWT) bei einer Dosierung von 1mg/kg (n=6)

24 Std. p. appl.

Die Tiere der Gruppe Raze haben eine mittlere PWT von 12,7s (Minimum 11,7s und
Maximum 13,7s), die damit signifikant (p<0,05) um 4,2s hoher als vor Applikation und
signifikant hoher ist als die der Gruppe K.

In der Gruppe R liegt die PWT wie zu Beginn der Messung, bei 10,4s (Minimum 9,5s und
Maximum 11,3s). Der Unterschied zwischen den Schwellenwerten der Gruppe Raze und R ist
ebenfalls signifikant (p<0,05).

Auch in der Gruppe S liegt die PWT mit 12,1s (Minimum 11,3s und Maximum 12,75s)
signifikant tber dem Ausgangswert und dem Kontrollwert (p<0,05).

Die PWT der Gruppe K liegt bei 10,4s (Minimum 9,1s und Maximum 11,75s).
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0.1 mg/ kg (Tab. 19, S. 63; Abb. 21, S. 62)

pra appl.

Die mittlere physiologische PWT der Gruppe Raze liegt bei 9,6s (Minimum 6,1s und
Maximum 11,6s), die der Gruppe R bei 9,0s (Minimum 6,8s und Maximum 10,9s) und die der
Gruppe S bei 10,1s (Minimum 7,9s und Maximum 11,5).

Die PWT der Gruppe K liegt bei 10,5s (Minimum 8,6s und Maximum 125s).

120 min. p. appl.

In der Gruppe Raze liegt die mittlere PWT bei 10,7s (Minimum 5,9s und Maximum 15,65s)
und ist damit fast gleich zur ersten Messung und zur Kontrolle.

Auch in der Gruppe R ist der Schwellenwert dieser Messung mit 8,5s (Minimum 7,4s und
Maximum 9,7s) vergleichbar mit dem Wert der ersten Messung.

Genauso verhélt es sich mit der PWT der Gruppe S, diese liegt jetzt bei 9,8s (Minimum 7,6s
und Maximum 11,15s).

Die PWT der Gruppe K liegt bei 10,3s (Minimum 9,4s und Maximum 11,5s).

240 min. p. appl.

Die PWTs aller drei Gruppen liegen fast in ihrem jeweiligen Ausgangsbereich. Auch
untereinander gibt es keine signifikanten Schwellenunterschiede (p>0,05). So ist die PWT der
Gruppe Raze gleich 9,6s (Minimum 8,3s und Maximum 11,6s), die der Gruppe R 9,8s
(Minimum 7,2s und Maximum 12,4s) und die der Gruppe S gleich 8,4s (Minimum 6,5s und
Maximum 10,8s).

Zwei Tiere der Gruppe Raze zeigen bei dieser Messung besonders heftige Reaktionen auf den
Hitzereiz. Beide Tiere beleckten ihre Hinterpfote und setzten diese auch sehr spat wieder auf

den Boden zurick.

24 Std. p. appl.

Auch bei der 4. Messung sind die PWTs der Gruppe Raze und S fast gleich zur ersten
Messung geblieben, sie liegt in der Gruppe Raze bei 9,85 (Minimum 7,5s und Maximum
11,7s), in der Gruppe S bei 9,5 (Minimum 7,2s und Maximum 11,1s).
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PWT 0,1mg/kg + Kontrolle + SEM
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Abb. 20: Die Pfotenriickzugslatenzzeit (PWT) bei einer Dosierung von 0,1mg/kg (n=6)

Die PWT der Gruppe K liegt bei 10,4s (Minimum 9,1s und Maximum 11,7s).

Lediglich die PWT der Gruppe R ist im Gegensatz zur ersten Messung und im Gegensatz zu
den anderen Gruppen tendenziell erhoht, sie liegt bei 13,1s (Minimum 12,5s und Maximum
13,8s). Dieser Unterschied ist aber nicht signifikant (p>0,05).

Insgesamt lassen sich nach dem ersten Hauptversuch keine eindeutigen Aussagen Uber die
Wirkungen des Mitrazapin-Razemates, des R(-)-Mirtazapin oder des S(+)-Mirtazapin
machen. Dies verdeutlicht auch die Abbildung 21 und die Tabelle 19, in der alle mittleren

Pfotenriickzugslatenzzeiten aus dem ersten Hauptversuch aufgelistet sind.
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Dosis-Wirkungs-Kurve
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Abb. 21: Dosis-Wirkungskurve vom Razemat, R(-)- und S(+)-Mirtazapin 240Minuten nach
i.p.- Applikation aller getesteten Dosen

Raze = Razemat, R(-) = R(-)-Mirtazapin, S(+) = S(+)-Mirtazapin, n=x = Anzahl der getesteten Tiere,
b. 240min = Zeitpunkt der Testung (240Minuten nach der Applikation), (%) der erreichten Analgesie
= Prozentuale Angabe der nach der Substanzen-Applikation erreichte Analgesie
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Tab. 19: Mittlere PWT nach i.p.- Substanz-Gabe bei 0,1mg/kg bis 5mg/kg (n=6)
(Substanzen: Razemat-, R(-)- und S(+)-Mirtazapin)

n=6 |[n=6 |[n=6 [n=6 n=6 |n=6 |n=6 |n=6 n=6 |n=6 |n=6 |n=6 n=6
Substanz Raze | Raze | Raze |Raze R- R- R- R- S+ |[S+ |S+ [S+ K
Dosis (mg/kg) 5 2,5 1 0,1 5|1 25 11 0,1 5| 25 11 0,1
pra Applik.
Min 7,2 7.1 6,7 6,1 6,9| 7,8]110,1| 6,8 92 96| 63| 7,9 8,6
mPWT (sek.) 9,1 9 8,4 9,6 9,7 8(10,8 9 10,21 10,4| 8,3]| 10,1 10,5
Max 11,41 10,8 10,5| 11,6 13,11 8,2(10,9] 10,9 11,21 11,1 12,61 11,5 12
SEM 1 1,3 0,7 0,9 1,41 01| 0,1 1 04| 05| 13| 0,2 0,5
120min post ip
Min 6,7 5,1 54 5,9 6,5|11,6| 96| 7,4 6,5| 9,1 6,8| 7,6 94
mPWT (sek.) 9,6 8,8 9,3| 10,7 8,6 12,2 10| 8,5 84| 96| 98| 9,8 10,3
Max 14,21 124 11,1| 15,6 11,71 12,7 12,5 9,7 9,8 99122111 11,5
SEM 1,9 2,6 1,1 0,5 1,11 04| 1,1] 05 0,7 0,3 11 04 0,5
240min post ip
Min 6,8 6,5 7,3 8,3 7211151 6,2| 7,2 9,2 6,3 92| 6,5 8,6
mPWT (sek.) 11,4 8,2 8,4 9,6 921126 75| 9,8 10,9| 6,9(10,8| 84 10,1
Max 14,2 9,7 99| 11,6 11,81 13,6 9,21 124 12,6 7,2|11,3]10,8 11,5
SEM 1,9 1,1 0,5 0,4 11 0,7 0,6] 1,2 0,8 03] 0,5 0,3 0,5
24 Std. post ip
Min 73| 11,9 11,7 7,5 9,1 11] 9,5(12,5 121 11,21 11,3 7,2 9,1
mPWT (sek.) 92| 13,5| 12,6 9,3 11,81 12,31 10,41 13,2 12,8 141121 9,5 10,4
Max 11,5 14,7 13,7 11,7 14,51 13,5 11,31 13,8 13,51 16,8 12,7 | 11,1 11,7
SEM 1 1,3 0,8 0,6 11 0,9 06| 0,5 0,5 2| 0,3] 0,8 0,5

n=x = Anzahl der getesteten Tiere, m PWT = mittlere Pfotenriickzugslatenzzeit, pra Applik.
= vor der Substanzinjektion, X min post i.p. = X Minuten nach der Substanzinjektion, SEM =
Standartfehler, Min = niedrigster Wert, Max = héchster Wert, Raze = Mirtazapin-Razemat,

R- = R(-)-Mirtazapin, S+ = S(+)-Mirtazapin, K = Kontrolle mit NaCl
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3.5.3 Zweiter Hauptversuch

Im zweiten Hauptversuch werden 72 Testungen an insgesamt 18 méannlichen Wistar-Ratten
durchgefiihrt. Dabei werden Dosisbereiche von 1mg / kg bis 0,001mg / kg getestet. Je Dosis
werden 6 verschiedene Tiere getestet (n=6). Die Zeitpunkte der Messungen sind auf 0
Minuten (vor der Applikation), 120 und 240 Minuten, sowie 24 Stunden nach der i.t.-
Applikation festgesetzt.

Auch diese Ergebnisse werden in dieser chronologischen Reihenfolge dargestellt

1 mg/ kg (Abb. 27, S. 87 und Tab. 21, S. 73)

pra appl.

Die mittlere physiologische PWT der Gruppe Raze (Mirtazapin-Razemat) ist 10,8s (Minimum
9,0s und Maximum 12,1s), die der Gruppe R (R(-)-Mirtazapin) ist 10,7s (Minimum 9,5s und
Maximum 12,1s) und die der Gruppe S ( S(+)-Mirtazapin) 10,4s (Minimum 8,2s und
Maximum 12,0s).

Die mittlere PWT der Gruppe K (Kontrolle) liegt bei 11,3s (Minimum 9,3s und Maximum
12,2s).

120 min. p. appl.

Die mittlere PWT der Gruppe K liegt bei 11,2s (Minimum 9,1s und Maximum 12,3s).

In der Gruppe Raze zeigen bereits nach 50 Minuten zwei und nach 80 Minuten vier

Tiere unkontrollierte, teils heftige Exzitationen (Myoklonien) der Hinterbeine, die nach ca.
200 Minuten wieder abklingen. Die PWT der Gruppe liegt bei 7,9s (Minimum 6,0s und
Maximum 8,8s) und damit schon signifikant unter dem Wert der ersten Messung und dem der
Kontrolle. Aul3erdem ist dieser Schwellenwert hoch signifikant (p<0,0001) niedriger als die
der Gruppen R und S.
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PWT 1mg/kg + Kontrolle + SEM

—&— Raze 1mg/kg n=6 —@—R- 1mg/kg n=6 —&— S+ 1mg/kg n=6 —@— Kontrolle n=9
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Schwellenwerte(sek)

pra Applik. 120min post ip 240min post ip 24 Std. post ip

Abb. 22: Die Pfotenriickzugslatenzzeit (PWT) bei einer Dosis von 1mg/kg (n=6)

Die mittlere PWT der Gruppe R ist 12,0s (Minimum 10,8s und Maximum 14,0s),
dementsprechend tendenziell hoher als zu Beginn der Messung (pré appl.) und liegt hoch
signifikant (p<0,0001) Giber dem Wert der Gruppe Raze. Zum Wert der Gruppe K gibt es
keinen erwahnenswerten Unterschied. Zwei Tiere dieser Gruppe sind nach ca. 100 Minuten
sediert.

Auch in der Gruppe S gibt es Verhaltensaufféalligkeiten: Drei Tiere zeigen eine deutliche
Aktivitatssteigerung, sie sind unruhig, unternehmen Fluchtversuche. Erst nach ca. 200
Minuten verhalten sich diese Tiere normal und sitzen ruhig in der Box. Diese drei Tiere haben
alle auch deutliche Myoklonien bis ungefahr 210 Minuten nach der Applikation.

Die PWT liegt bei 10,9s (Minimum 9,0s und Maximum 12,6s), damit ist sie fast identisch
zum ersten gemessen Schwellenwert, als auch zur Kontrolle und liegt hoch signifikant
(p<0,0001) Gber dem Wert der Gruppe Raze.

240 min. p. appl.

Die mittlere PWT der Gruppe K liegt bei 11,2s (Minimum 9,2s und Maximum 12,2s).

Ein Tier der Gruppe Raze zeigt zu diesem Zeitpunkt heftige Schmerzreaktionen auf den
Hitzereiz. Das Tier zieht die Pfote ruckartig, fast panisch hoch und beleckt sie langer. Die
PWT ist mit 6,8s (Minimum 5,8s und Maximum 8,3s) hoch signifikant (p<0,0001) niedriger
als vor Applikation und im Vergleich zur Gruppe R und K.
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Die PWT der Gruppe R ist gleich 13,6s (Minimum 12,1s und Maximum 15,1s) und liegt hoch
signifikant (p<0,0001) Gber dem Ausgangwert, der Kontrolle und den Werten der Gruppen M
und S. Das Tier, das bei 120 Minuten sediert schien, ist jetzt wieder aktiver.

Die PWT der Gruppe S liegt bei 7,1s (Minimum 5,0s und Maximum 9,1s) damit hoch
signifikant (p<0,0001) unter der ersten PWT und den Werten der Gruppe R und K.

24 Std. p. appl.

Die mittlere PWT der Gruppe K liegt bei 11,3s (Minimum 9,2s und Maximum 12,2s).

Die mittlere PWT der Gruppe Raze liegt bei 9,1s (Minimum 7,1s und Maximum 10,9s). Der
Schwellenwert hat also fast wieder den Ausgangswert erreicht, ist aber hoch signifikant
niedriger als der Wert der Gruppe K.

Die Gruppe R hat eine PWT von 14,2s (Minimum 13,1s und Maximum 15,8s). Dieser Wert
ist immer noch hoch signifikant erhéht (p<0,0001) gegentiber dem Ausgangswert und den
Werten der Gruppen K, Raze und S.

Die PWT der Gruppe S hat wieder die Ausgangsschwelle erreicht, sie betragt jetzt 9,9s
(Minimum 8,5s und Maximum 11,1s), ist aber noch signifikant niedriger als der Kontrollwert
(p<0,0001).

0.1ma / kg (Abb. 28, S. 88 und Tab. 21, S. 73)

pra appl.

Die mittlere physiologische PWT der Gruppe Raze liegt bei 9,6s (Minimum 7,7s und
Maximum 11,9s), die der Gruppe R bei 9,4s (Minimum 8,0s und Maximum 10,5s) und die der
Gruppe S bei 10,0s (Minimum 7,6s und Maximum 11,25s).

Die mittlere PWT der Gruppe K liegt bei 11,3s (Minimum 9,3s und Maximum 12,25s).

120 min. p. appl.

Zwei Tiere der Gruppe Raze sind bereits nach 120 Minuten deutlich ruhiger (sedierter) als die
anderen Tiere. Die PWT hat sich mit 11,9s (Minimum 10,2s und Maximum 13,6s) tendenziell
erhéht und ist im Gegensatz zur PWT der Gruppe S hoch signifikant (p<0,0001) erhoht.
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Ein Tier der Gruppe R zeigt nach ca. 100 Minuten leichte Myoklonien, die nach weiteren 60
Minuten wieder schwécher werden. Zwei andere Ratten sind nach 120 Minuten sediert. Die
PWT liegt bei 11,1s (Minimum 10,0s und Maximum 12,2s), damit ist sie tendenziell hoher als
zu Beginn der Messung und hoch signifikant (p<0,0001) hoher als bei Gruppe S.

Drei Tiere der Gruppe S sind deutlich aktiver als die restlichen Tiere. Sie drehen sich im
Kreis, setzten vermehrt Urin ab, unternehmen Fluchtversuche. Die PWT ist gleich 8,2s
(Minimum 7,1s und Maximum 10,4s), damit tendenziell niedriger als vor Applikation und
hoch signifikant niedriger (p<0,0001) als der Kontrollwert.

240 min. p. appl.

Die mittlere PWT der Gruppe K liegt bei 11,2s (Minimum 9,2s und Maximum 12,2s).

In der Gruppe Raze zeigt ein Tier wahrend der Messung starke Schmerzreaktionen auf den
Hitzestrahl, es leckt sich die Pfote und setzt diese erst nach Sekunden wieder auf den Boden
ab. Die PWT ist im Gegensatz zur ersten Messung und zu Werten der Gruppen S und K hoch
signifikant (p<0,0001) erhoht, sie liegt jetzt bei 14,4s (Minimum 14,1s und Maximum 14,9s).

PWT 0,1mg/kg + Kontrolle +SEM

—&— Raze 0,1mg/kg n=6 ——R- 0,1mg/kg n=6 —&— S+ 0,1mg/kg n=6 —O— Kontrolle n=9 ‘
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o e
| i<; /

6

Schwellenwerte(sek)

pra Applik. 120min post ip 240min post ip 24 Std. post ip

Abb. 23: Die Pfotenriickzugslatenzzeit (PWT) bei einer Dosis von 0,1mg/kg (n=6)

Die PWT der Gruppe R betragt 13,3s (Minimum 12,0s und Maximum 14,0s), auch sie ist
damit gegenuber dem Ausgangswert und den Werten der Gruppen S und K hoch signifikant
(p<0,0001) erhoht.

Ein Tier der Gruppe S (welches bei 120 Minuten auch hyperaktiv ist) zeigt starke
Schmerzreaktionen bei der Messung. Die Ratte zieht die Pfoten ruckartig hoch, beleckt sie

ldngere Zeit und setzt sie verzogert wieder auf den Boden. Die PWT ist mit 8,1s (Minimum
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6,5s und Maximum 11,9s) hoch signifikant (p<0,0001) zum ersten Wert und den Werten der
Gruppen Raze, R und K erniedrigt.

24 Std. p. appl.

Die mittlere PWT der Gruppe K liegt bei 11,3s (Minimum 9,2s und Maximum 12,25s).

Die PWT der Gruppe Raze ist auch nach 24 Stunden noch hoch signifikant (p<0,0001) im
Gegensatz zum Ausgangswert und dem Wert der Gruppe R, S und K erhoht. Sie liegt bei
14,0s (Minimum 13,2s und Maximum 14,5s).

In der Gruppe R liegt die PWT bei 12,3s (Minimum 10,6s und Maximum 13,3s), damit ist sie
auch hoch signifikant (p<0,0001) héher als zu Beginn und als die der Gruppe S.

Die Gruppe S hat dieselbe PWT wie vor der Applikation, ndmlich 10,0s (Minimum 8,1s und
Maximum 11,1s). Ist aber hoch signifikant (p<0,0001) héher als die Kontroll-PWT.

0,01 mq / kg (Abb. 29, S. 90 und Tab. 21, S. 73)

pra appl.

Die mittlere PWT der Gruppe K liegt bei 11,3s (Minimum 9,3s und Maximum 12,3s).

Die Schwellenwerte liegen in der Gruppe Raze bei 10,4s (Minimum 7,7s und Maximum
12,5s), in der Gruppe R bei 11,3s (Minimum 10,5s und Maximum 12,1s) und in der Gruppe S
bei 10,55 (Minimum 8,1s und Maximum 12,15s).

120 min. p. appl.

Die mittlere PWT der Gruppe K liegt bei 11,2s (Minimum 9,1s und Maximum 12,3s).

In der Gruppe Raze sind bereits nach 60 Minuten zwei Tiere leicht und nach ca. 70 Minuten
tief sediert. Die PWT liegt bei 12,9s (Minimum 9,8s und Maximum 15,0s), damit liegt dieser
Wert signifikant (p<0,05) hoher als vor Applikation und dem Wert der Gruppe S.

Die mittlere PWT der Gruppe R ist 12,4s (Minimum 11,0s und Maximum 14,2s). Das
bedeutet, dass der Schwellenwert tendenziell (p>0,05) hoher als zu Beginn der Messung und

signifikant (p<0,05) Gber dem Wert der Gruppe S liegt.
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Zwei Tiere der Gruppe S sind zu diesem Messzeitpunkt besonders aktiv, sie unternehmen
Fluchtversuche, laufen in der Box umbher, urinieren usw.. Die PWT ist aber mit 9,9s

(Minimum 6,9s und Maximum 12,8s) fast unveréndert gegentiber dem Ausgangswert.

240 min. p. appl.

Die mittlere PWT der Gruppe K liegt bei 11,2s (Minimum 9,2s und Maximum 12,2s). Die
mittlere PWT der Gruppe Raze liegt mit 14,4s (Minimum 11,5s und Maximum 16,6s) hoch
signifikant (p<0,0001) Gber dem Ausgangswert und dem Wert der Gruppe S und K. Die PWT
der Gruppe R liegt bei 15,7s (Minimum 13,9s und Maximum 19,4s), damit ist dieser Wert
hoch signifikant (p<0,0001) groRer als zu Beginn und als der Wert der Gruppen S und K.

Die beiden Tiere, die nach 120 Minuten hyperaktiv sind, zeigen jetzt eine deutliche
Schmerzreaktion wahrend der Messung. Die PWT ist mit 8,8s (Minimum 5,0s und Maximum
13,4s) tendenziell niedriger als zu Beginn der Messung und hoch signifikant (p<0,0001)
niedriger als die PWT der Gruppen Raze, R und K.

PWT 0,01mg/kg + Kontrolle + SEM

———Raze 0,01mg n=6 —l—R- 0,01mg/kg n=6 —&— S+ 0,01mg/kg n=6 —®— Kontrolle n=9

-
~

- - -
- w ()]

I I
101

©
I

Schwellenwerte(sek)

pra Applik. 120min post ip 240min post ip 24 Std. postip

Abb.24: Die Pfotenriickzugslatenzzeit (PWT) bei einer Dosis von 0,01mg/kg (n=6)

24 Std. p. appl.

Die mittlere PWT der Gruppe K liegt bei 11,2s (Minimum 9,1s und Maximum 12,3s).

Die der Gruppe Raze liegt bei 13,2s (Minimum 11,9s und Maximum 15,4s). Dieser Wert ist
signifikant (p<0,05) hoher als bei der ersten Messung und dem Wert der Gruppe S und K.
Auch die PWT der Gruppe R ist mit 13,8s (Minimum 12,6s und Maximum 15,15s) signifikant
(p<0,05) héher als zu Beginn der Messung und als der Wert der Gruppe S und K.
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Die PWT der Gruppe S ist mit 10,5s (Minimum 9,4s und Maximum 12,1s) fast identisch dem

Ausgangswert.

0,001 mg / kg (Abb. 30, S. 90 und Tab. 21, S. 73)

pra appl.

In der Gruppe Raze liegt die PWT vor Applikation bei 9,9s (Minimum 7,0s und Maximum
12,0s), in der Gruppe R bei 10,0s (Minimum 7,2s und Maximum 12,4s) und in der Gruppe S
bei 10,1s (Minimum 7,9s und Maximum 12,5s).

120 min. p. appl.

Die mittlere PWT der Gruppe K liegt bei 11,2s (Minimum 9,1s und Maximum 12,3s). Die
mittlere PWT der Gruppe Raze liegt bei 10,6s (Minimum 7,0s und Maximum 12,9s), die der
Gruppe R bei 10,2s (Minimum 6,3s und Maximum 13,1s) und die der Gruppe S bei 10,2s
(Minimum 7,6s und Maximum 13,0s).

Keiner dieser Werte unterscheidet sich signifikant (p>0,05) von den Ausgangs- oder

Kontrollwerten.

240 min. p. appl.

Die mittlere PWT der Gruppe K liegt bei 11,2s (Minimum 9,2s und Maximum 12,2s).

Die Schwellenwerte der Gruppen M und R unterscheiden sich mit 11,0s (Minimum 7,9s und
Maximum 12,6s) und 11,3s (Minimum 8,4s und Maximum 13,6s) nicht untereinander oder
von den jeweiligen Ausgangswerten. Aber beide PWT sind tendenziell (p=0,0507) hoher als
die PWT der Gruppe S, die bei 8,7s (Minimum 6,5s und Maximum 11,4s) liegt. Damit liegt
dieser Wert tendenziell (p=0,0507) niedriger als vor Applikation und dem Wert der Gruppe
K.
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PWT 0,001mg/kg + Kontrolle + SEM
—&—Raze 0,001mg/kg n=6 —B—R- 0,001mg/kg n=6 —@— S+ 0,001mg/kg n=6 —@— Kontrolle n=9

-
N
I

- *

et

-
o
I

Schwellenwerte(sek)
oo

pra Applik. 120min post ip 240min post ip 24 Std. post ip
Abb. 25: Die Pfotenriickzugslatenzzeit (PWT) bei einer Dosis von 0,001mg/kg (n=6)

24 Std. p. appl.

Die mittlere PWT der Gruppe K liegt bei 11,3s (Minimum 9,2s und Maximum 12,2s).

In der Gruppe Raze liegt die PWT bei 10,7s (Minimum 8,0s und Maximum 12,3s), in der
Gruppe R bei 10,9s (Minimum 8,0s und Maximum 13,4s) und in der Gruppe S bei 9,6s
(Minimum 7,2s und Maximum 12,15s).

Zwischen den PWTs der einzelnen Gruppen bestehen keine signifikanten Unterschiede
(p>0,05). Aber auch innerhalb einer Gruppe gibt es keine signifikanten Unterschiede zu den
PWT’s vor Applikation.

Tab. 20: Zusammenfassung der Ergebnisse des Zweiten Hauptversuches

Dosis Wirkung Zeitpunkt der
max. Wirkung

Gruppe Raze Gruppe R Gruppe S
1mg/kg | deutl. hyperalgetisch | deutl. analgetisch deutl. hyperalgetisch | jeweils 240 Min. + 24 Std.

0,1mg/kg | deutl. analgetisch deutl. analgetisch deutl. hyperalgetisch | Gruppe Raze + R: 240 Min. + 24 Std.
Gruppe S: 120 + 240 Min.

0,01mg/kg| deutl. analgetisch deutl. analgetisch deutl. hyperalgetisch | Gruppe Raze + R: 240 Min.
Gruppe S: 240 Min.

0,001mg/kg| keine deutl. Wirkung | keine deutl. Wirkung | hyperalgetisch Gruppe S: 240 Min.
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Aus Tabelle 20 gehen die signifikanten Ergebnisse des zweiten Hauptversuches deutlich
hervor. So werden in dieser Tabelle die Wirkungen der einzelnen getesteten Substanzen zum
jeweiligen Zeitpunkt dargestellt.

Diese Ergebnisse werden in der Abbildung 26 graphisch verdeutlicht. Dabei konzentriert sich
dieses Diagramm Auf die Wirkungen nach 240 Minuten.

Wogegen in Tabelle 21 alle Pfotenriickzugslatenzzeiten zu jedem Messungszeitpunkt

dargestellt sind.

Dosis-Wirkungs-Kurve

& Razen=6b.240min A R(-) n=6 b.240min W S(+) n=6 b.240min

60
(3]
2 A
8 40 ¢ L 2
g A A
< 2.
£ |
R
% 1mg/kg 0,1mg/kg 0,01mg/kg 0,001mg/kg
5 201 B o M
g -
-40

Abb. 26: Dosis-Wirkungskurve vom Razemat, R(-)- und S(+)-Mirtazapin 240Minuten nach
i.t.- Applikation aller getesteten Dosen

Raze = Razemat, R(-) = R(-)-Mirtazapin, S(+) = S(+)-Mirtazapin, n=x = Anzahl der getesteten Tiere,
b. 240min = Zeitpunkt der Testung (240Minuten nach der Applikation), (%) der erreichten Analgesie
= Prozentuale Angabe der nach der Substanzen-Applikation erreichte Analgesie

72



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Tab. 21: Mittlere PWTs nach i.t.- Substanz-Gabe bei 0,001mg/kg bis 1mg/kg (n=6)
(Substanzen: Razemat-, R(-)- und S(+)-Mirtazapin

n=6 [n=6 [n=6 [n=6 n=6 [n=6 [n=6 |n=6 n=6 [n=6 [n=6 |n=6 n=9
Substanz Raze | Raze | Raze | Raze R- |R- |R- |R- S+ |S+ [S+ [S+ K
Dosis (mg/kg) 1] 0,1] 0,010,001 1| 0,1]10,01]0,001 1 0,1]0,01]0,001
pra Applik.
Min 9l 7,7 7,7 7 9,5 8110,5 7,2 82| 76| 8,1 7,9 9,3
mPWT (sek.) 10,8 9,7] 10,5 10| 110,7] 9,4(11,4 10| 110,7] 10]10,8( 10,1 11,3
Max 12,11 11,9 12,5 12| 112,1110,5(12,1| 12,4 12(11,2112,1] 12,5] [12,2
SEM 04| 0,71 0,8 0,9 04| 04| 0,2 0,8 0,3] 0,71 04 0,7 0,4
120min post ip
Min 6| 10,2 9,8 7] 110,8] 10| 11 6,3 9 7,1| 6,9 7,6 9,1
mPWT (sek.) 79| 11,7 13| 10,7 12(11,1112,4] 10,4 (11,2| 8,1110,2] 10,2]| (11,2
Max 8,8] 13,6 15| 12,9 14112,2114,2| 131 12,6(10,4(12,8 13 112,3
SEM 04| 0,71 1.1 1,1 0,5| 0,3 05 1 0,3 0,3| 0,7 0,7 0,5
240min postip
Min 58] 14,1 11,5 79| 1121 12]13,9 8,4 5| 6,5 5 6,5 9,2
mPWT (sek.) 6,9| 144| 145| 11,5| |13,5(13,8[(15,6] 11,3 74| 81| 84 8,7 (11,2
Max 8,3] 14,9 16,6| 12,6 [151] 14]19,4| 13,6 9,1111,9(13,4| 11,4| [12,2
SEM 04| 0,3 1 0,9 0,5| 04| 0,6 0,9 0,4 11 11 0,8 0,3
24 Std. post ip
Min 711 13,2 11,9 8| [13,1]10,6(12,6 8 85| 8,1 94 7,2 9,2
mPWT (sek.) 9,4 14| 13,6 11 13,5(12,3(13,8] 10,9| (10,1 10]10,5 96| [11,3
Max 10,9 14,5| 154 12,3]| [15,8(13,3|15,1| 13,4 [(11,1]|11,1]121] 121 12,2
SEM 0,5| 03| 04 0,8 0,5 1| 0,6 0,6 0,3] 0,5 05 0,9 0,4

n=x = Anzahl der getesteten Tiere, m PWT = mittlere Pfotenriickzugslatenzzeit, pra Applik.
= vor der Substanzinjektion, X min post i.p. = X Minuten nach der Substanzinjektion, SEM =
Standartfehler, Min = niedrigster Wert, Max = hdchster Wert, Raze = Mirtazapin-Razemat,
R- = R(-)-Mirtazapin, S+ = S(+)-Mirtazapin, K = Kontrolle mit NaCl
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4 Diskussion

4.1  Diskussion der Versuchsdurchfiihrung

Verwendete Versuchstiere

Dass die Wahl der Versuchstiere auf Ratten fiel hat verschiedene Griinde. Zum einen werden
sie seit langem in der Forschung eingesetzt (ROBINSON et al., 1979), daher gibt es auch eine
grofRe Anzahl von wissenschaftlichen Veroffentlichungen am Modelltier Ratte. Zum anderen
steht die Ratte aufgrund des einfachen Handlings und der einfachen Haltung an erster Stelle
der Liste der Versuchssaugetiere (MUTAI, 2000).

Laut MUTAI (2000) lassen Ratten sich in grof3er Stlickzahl auf relativ kleinem Raum halten,
da sie selber relativ klein, aber dennoch 8 bis 10x groRer sind als Mé&use. Dadurch sind auch
Medikamentenapplikationen oder chirurgische Eingriffe leichter durchzufuhren.

Gerade mit den Wirkstoff Mirtazapin gibt es viele Untersuchungen die an Ratten durchgefthrt
wurden (DE BOER et al. 1988, 1995, 1996, MCGRATH 1998, MILLAN 2000, SCHREIBER
2002a/b, DEVOTO et al. 2004).

Auch steht die tierexperimentelle Schmerzforschung nicht im Widerspruch zum
Tierschutzgesetzt, erfordert jedoch ein grindliches Abwagen ethischer Aspekte
(ZIMMERMANN, 2000a).

Verwendetes Messsystem und Parameter

In der vorliegenden Studie soll das akute Schmerzverhalten an Ratten getestet werden. Zur
genauen Ermittlung wird der sog. Plantar Tester 7370 der Firma UGO BASILE (2002)
eingesetzt. Dieses Messsystem wird bereits seit 1988 in der Schmerzforschung eingesetzt
(HARGREAVES et al., 1988). Seit dieser Zeit konnten gesicherte und vor allem
reproduzierbare Daten unkompliziert gesammelt werden (ALLEN und YAKSH, 2004).

Der Plantar Tester garantiert eine sekundengenaue Messung der Latenzzeit, nach der die Tiere
einen Schmerz verspuren (MALCANGIO et al. 1997, Fa. UGO BASILE, 2002). Der Test ist
einfach durchzufiihren. Da es sich bei diesem System im Grunde auch um nozizeptive
Verhaltensbeobachtungen handelt (GABRIEL et al., 2004), steht die Objektivierbarkeit zur

Diskussion. Bei aller Genauigkeit kdnnen sich Messfehler einschleichen, da das Ausldsen der
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Messzeit und die Beobachtungen von Untersucher zu Untersucher variieren kdnnen. Auch
wird das Fokussieren des Hitzestrahls nicht immer auf dieselbe Stelle der Hinterpfoten
gelingen.

Um diese Fehler zu minimieren hatte in dieser Versuchsreihe der selbe Untersucher alle
Testungen und alle Verhaltensbeobachtungen durchgefhrt. Natdrlich konnte auch dieser
Untersucher nicht immer die selbe Stelle an den Hinterpfoten dem Reiz aussetzten, sondern
reizte fakultativ auch Stellen mit Hornhaut, so dass das jeweilige Tier den Hitzereiz erst
spater merkte. Um zu groRen Ungenauigkeiten zu vermeiden, wurde jede Hinterpfote bei
jedem Tier viermal getestet.

Frihere Studien tber die analgetische Wirkung von Mirtazapin sind ebenfalls durch die
Messungen der Pfotenriickzugslatenzzeiten nach Hitzereizen durchgefuihrt worden
(SCHREIBER et al. 2002a/b). Aus diesem Grund wurden hier ahnliche
Untersuchungsparameter verwendet. Diese sind die Zeiten nach Hitzeapplikation, nach denen
die Ratten einen Schmerz verspiren und die betroffene Hinterpfote wegziehen

(=> Pfotenrtickzugslatenzzeit). Die Pfotenriickzugslatenzzeit gilt als etabliertes
wissenschaftliches Messverfahren (HARGREAVES et al. 1988, MALCANGIO et al. 1997,
GUHRING et al. 2000, HUDSON et al. 2002, GABRIEL et al. 2004).

Die Messzeitpunkte wurden nach Auswertung der VVorversuche auf 120 und 240 Minuten
sowie 24 Stunden nach Mirtazapin-Applikation festgelegt. In den VVorversuchen zeigte sich,
dass zu diesen Zeitpunkten mit Maximaleffekten zu rechnen ist. Die Messung nach 24
Stunden wurde wegen der langen Halbwertszeit des Wirkstoffes durchgefiihrt. So konnte
sichergestellt werden, dass keine Spéteffekte tibersehen werden.

Da mit dem Plantar Tester nicht nur akute, sondern auch chronische Schmerzversuche (nach
Neuropathieinduktion) durchgefiihrt werden kdnnen, wird dieser Test auch in der Folgearbeit
(DRIEHSEN in Vorbereitung) verwendet. Dadurch ist eine bessere Vergleichbarkeit der

Ergebnisse gegeben.

Applikationsart und Mirtazapin-Dosierung

Die intraperitoneale Applikationsform wurde in Anlehnung an verschiedene

Veroffentlichungen Uber Testungen von Mirtazapin an Ratten durchgefihrt. So berichten
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DE BOER et al. (1988 und 1995), KELDER (1997), MC GRATH et al. (1998) und DEVOTO
et al. (2004) Uber ihre Studien, in denen Mirtazapin den Ratten immer i. p. appliziert wird. Da
auch SCHREIBER et al. (2002a und 2002b) tber eine i.p.-Applikation bei M&usen zur
Schmerzforschung berichten, wurde diese Form der Verabreichung zunéchst auch in der

vorliegenden Studie ausgewéhit.

Nachdem allerdings der erste Hauptversuch stark schwankende Ergebnisse hervorbrachte,
wurde nach konsequenter Fehlersuche im zweiten Hauptversuch eine neue Applikationsart
angewendet.

Laut HENKE und ERHARDT (2004) gilt die intraperitoneale Applikationsform als
problematisch, da es auch bei sachkundiger Durchfiihrung zu einer Substanzapplikation in
Darm oder Blase des Tieres kommen kann. Dadurch kommt es zu einer verzogerten
Resorption und damit zu verzdgertem oder ausbleibendem Wirkeintritt.

Der erste Hauptversuch fand im Spatsommer mit teilweise hohen Temperaturen statt, so dass
sich die Ratten bei diesen Temperaturen nicht wohl fiihlten. Auch waren die rdumlichen
Bedingungen zu Beginn des Versuches nicht optimal, da Klimaanlage und Luftung des
Ofteren defekt waren. AuBerdem arbeiteten mehrere Versuchsgruppen gleichzeitig in dem
Untersuchungszimmer, so dass die Ratten sichtlich aufgeregt und abgelenkt waren.

Durch diese ungunstigen Faktoren und die vermeintlich unterschiedliche Resorption des
Wirkstoffes kam es zu einer unkontrollierten Beeinflussung der Messergebnisse, die es in
dem zweiten Hauptversuch zu vermeiden galt.

So wurden die zu untersuchenden Substanzen zu Beginn des zweiten Hauptversuches neu
geldst, portioniert und bis zum Gebrauch eingefroren.

Als neuer Applikationsweg fiir den zweiten Hauptversuch wurde die intrathekale Applikation
uber einen Dauerkatheter gewahlt. Sie hat den Vorteile, dass die Substanzen immer an den
gleichen Resorptionsort gelangen, ndmlich direkt in den Liquor cerebrospinalis. VVon dort
wird das Mirtazapin schnell resorbiert und metabolisiert. Auf3erdem ist ein solcher
Dauerkatheter fur die Tiere stressarmer, da sie nicht bei jeder Injektion einen weiteren
Schmerz verspiiren und die Tiere bleiben dadurch deutlich handzahmer.

Natlrlich wurde den Tieren nach der OP zum Legen des Dauerkatheters ein starkes

Analgetikum (Buprenorphin) verabreicht. Auerdem wurden die ersten Messungen frihestens
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finf Tage post operativ durchgefiihrt, damit die Wundheilung abgeschlossen und das Handeln
nicht schmerzhaft fur die Tiere war.

Eine intrathekale Applikation eines Analgetikum wird beim Menschen i. d. R. nicht
eingesetzt. Trotzdem wurde diese Art hier verwendet, da die Studie nicht nach geeigneten
Formen der Mirtazapin-Verabreichung oder dessen Wirkeintritt, sondern sich vielmehr mit
dem Vergleich des Razemates sowie des R(-)- und S(+)-Enantiomers in Bezug auf ihre
analgetische Wirkung bei Tieren befassen sollte. Dazu war es nétig, die Studie unter
moglichst standardisierten Bedingungen sicher durchzuftihren.

Falls eines der beiden Enantiomere eine gute Schmerzhemmung bewirkt, helfen weitere

Studien, die richtige Applikationsart und Dosierung z.B. flir den Menschen zu bestimmen.

Die angewendete Dosierung erfolgte ebenfalls in Anlehnung an die beiden
Veroffentlichungen von SCHREIBER et al. aus dem Jahr 2002. Dort wird eine analgetische
Wirkung in einem Dosisbereich von 2,5mg/kg bis 7,5mg/kg beschrieben. Da die Tests an
Mausen durchgefuhrt wurden, stand in der vorliegenden Studie erst eine genaue Dosisfindung
fur die Ratte an. Wie oben bereits erldutert, wurden zwei verschiedene Applikationsarten
verwendet, dementsprechend gab es auch zwei verschiedene Dosisbereiche.

Da Mirtazapin eine sehr lange Halbwertszeit und hohe Bioverfugbarkeit hat (KELDER 1997,
ORGANON 2003), wurde den Tieren der Wirkstoff nur einmal verabreicht und dann in den
angegebenen Intervallen die Wirkung gemessen. Wegen der vollstdndigen Elimination
(KELDER et al.1997, ORGANON 2003), wurden die Tiere erst nach einem bestimmten
zeitlichen Abstand (i.d.R. nach 3 bis 4 Tagen) erneut getestet.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

Vorversuch / Dosisfindung
SCHREIBER et al. (2002a und 2002b) haben bei Mausen einen mgglichen analgetischen

Effekt von Mirtazapin untersucht. Die dabei verwendeten Dosen wurden in der vorliegenden

Arbeit als Richtwerte angenommen. In den VVorversuchen sollten diese Dosierungen an Ratten
getestet werden, um sie eventuell zu Gbernehmen oder zu dndern.

Daher ist auch die Versuchsdurchfiuhrung eng an die beiden Veroffentlichungen gekoppelt.
Pro Dosis wurde bewusst jeweils nur eine Ratte getestet, da es tatsachlich nur um die
Bestatigung oder Veranderung der vorgegebenen Dosierungen ging.

SCHREIBER et al. (2002a/b) bestétigten, dass Mirtazapin in bestimmten Dosierungen
analgetisch wirkt.

AuRerdem sollte auch sichergestellt werden, dass flr die Hauptversuche keine toxischen
Dosen verwendet werden. Aus diesem Grund wurde ein sehr groBer Dosisbereich getestet.
So konnte festgestellt werden, dass Mirtazapin zu gegenteiligen Effekten flihrt: Ab einer
Dosierung von 7,5mg/kg reagierten die Tiere eher hyperalgetisch auf den applizierten
Hitzereiz (siehe Abb. 14, S. 51 und Tab. 19, S.63). Auch waren die Tiere in ihrem
Allgemeinverhalten gestort, zeigten Unruhe, teilweise Hyperaktivitat und fast ausnahmslos
Muskelzuckungen in den Hinterbeinen.

Diesen Nebeneffekt des Mirtazapin beobachteten auch SCHREIBER et al. (2002a und
2002b). Sie berichteten von einem Absinken der Pfotenrlickzugslatenzzeit ab einer Dosierung
von 10mg/kg. Deutlich wird dieser Effekt in einer Dosis-Wirkungskurve, dort zeigt sich ein
biphasischer Kurvenverlauf.

Eine Erklarung fir diesen biphasischen Kurvenverlauf gibt es bis jetzt noch nicht. Auch
SCHREIBER et al. (2002a/b) stellen keine weiteren Vermutungen an.

Eine Erklarung konnte sich eventuell durch die Untersuchungen von DODD et al. (2000)
ergeben. Sie belegen, dass die beiden Enantiome unterschiedlich schnell von Leberenzymen
abgebaut werden. Daher liegt nach einer i.v. Gabe des Razemates von 30mg/kg beim
Menschen im Blut auch eine unterschiedliche Verteilung der Enantiomere vor. Nach DODD
et al. (2000) liegt das S(+)-Enantiomer zu 1/3 und das R(-)-Enantiomer zu 2/3 vor.
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Da die Einzelwirkungen der beiden Enantiomere noch nicht vollstandig untersucht sind,
besteht die Mdglichkeit, dass die unterschiedlichen Abbauvorgange und die damit
verbundenen unterschiedlichen Wirkungen unter anderem die biphasische Kurve
mitbedingen. KELLER (2004) schreibt, dass in hoheren Dosierungen die serotonergen
Wirkungen in den VVordergrund treten und die sedierende Komponente zuricktritt.

Die Myoklonien die die Ratten bei bestimmten Dosierungen zeigten, werden auch in der
Fachinformation Gber Mirtazapin von ORGANON (2003) erwéhnt. So fuhrte bei
Untersuchungen an Ratten, die Gabe von 6mg/kg/Tag gelegentlich zu Krampfanfallen,
Tremor und Muskelzuckungen.

Bei der intravendsen Applikation bei Beagle-Hunden fallen ruckartige Bewegungen, Zittern,
Verhaltensveranderungen und gesteigerte Erregung auf (ORGANON, 2003).

Dadurch kdnnten sich auch die Verhaltensbeobachtungen bei einzelnen Tieren der
vorliegenden Studie erklaren lassen.

Als weitere Verhaltensédnderungen lassen sich das Ablecken der Wande, des Bodens, das
Aufnehmen des eigenen Urins und das ausgiebige Trinken nach zuriicksetzten in den Ké&fig
bei den eigenen Untersuchungen werten. Dieses Verhalten zeigten die Tiere auch nur bei
héheren Dosierungen, ab 10mg/kg Tier.

ORGANON (2003) berichtet in der speziellen Fachinformation, dass 22% der Patienten unter
65 Jahre (n=1.247) und 30% der Patienten tiber 65 Jahre (n=131) nach der Einnahme von
Mirtazapin iber Mundtrockenheit klagten.

Daher liegt die Vermutung nahe, dass die in den eigenen Untersuchungen verwendeten Tiere
unter einem trockenen Maul und damit an Durst litten. Mdgliche Ursachen fiir diese
Nebenwirkung konnten z.B. auch ein vermehrter Harnabsatz oder eine unzureichende

Wasseraufnahme sein. Beides konnte bei den getesteten Ratten nicht beobachtet werden.

Erster Hauptversuch

Die Ergebnisse des ersten Hauptversuches, in dem die zu testenden Substanzen intraperitoneal
verabreicht wurden, lassen keine Aussage uber eine analgetische Komponente des Mirtazapin
zu.

Zwischen den einzelnen PWTs in den getesteten Dosierungen, 0,1mg/kg bis 5mg/kg, liegen
teilweise extrem grof3e Schwankunken (siehe Tab. 19, S.63). Auffallig waren die auftretenden
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Verhaltensverdnderungen. Denn obwohl keine eindeutige Erhéhung bzw. Erniedrigung der
PWTs zu erkennen war, zeigten die Tiere die bereits oben erwahnten Nebenwirkungen wie
Muskelzuckungen und Erregung. Weiterhin aufféallig war, dass viele Tiere bereits nach
durchschnittlich 40 Minuten deutlich ruhiger erschienen. Die Ratten lagen dann viel und
dosten, bzw. schliefen teilweise. Nach dem Hitzereiz waren alle betroffenen Tiere jedoch
hellwach und beobachteten aufmerksam ihre Umgebung.

Es lasst sich keine Tendenz dieser Nebenwirkungen zu einer bestimmten Substanzgruppe
erkennen. Nach Razemat, R(-)- und S(+)-Enantiomer-Gabe traten gleichermalien Myoklonien
und Sedation auf.

Die Sedation der Tiere l&sst sich durch das pharmakologische Profil des Wirkstoffes erklaren.
Mirtazapin blockiert u.a. den H;-Rezeptor, was Sedation und Schléfrigkeit bedingen kann
(DE BOER et al. 1988, ORGANON 2003 und KELLER 2004). ORGANON (2003)
beschreibt jedoch auch, dass Mirtazapin eine deutlich geringere Sedierung hervor ruft, als zu
erwarten ist. Dies liel3e sich durch Gewdhnungseffekte und durch die aktivierende Wirkung
der vermehrten Noradrenalin-Freisetzung erkl&ren.

Da Ratten i.d.R. nachtaktive Tiere sind (NORTON et al. 1975) und Mirtazapin
einschlafférdernd ist (DE BOER et al. 1997), wére es méglich, dass die Ratten nicht sediert
waren, sondern vielmehr ihren normalen zirkadianen Rhythmus durchliefen. Bei diesem
schlafen sie zu Beginn der Hellphase physiologischerweise sehr tief und Mirtazapin wiirde
lediglich das Einschlafen férdern.

Diese Spekulation lasst sich durch das Verhalten der Kontroll-Tiere (NaCl-Applikation)
untermauern. Denn auch diese Tiere zeigten ein ruhiges Verhalten wahrend der Tests. Einige

der Kontroll-Tiere rollten sich zeitweise zusammen und schliefen fest.

Zweiter Hauptversuch

Im zweiten Hauptversuch kommt es zu signifikanten Ergebnissen. In diesem Versuch wurden
die zu testenden Substanzen intrathekal appliziert.

Durch die Tests l&sst sich die analgetische Komponente des Mirtazapin-Razemates bestatigen.
Auch zeigt sich in dieser Testreihe eine Dosisabhéngigkeit der Wirkung. Wie bereits bei
SCHREIBER et al. (2002a/b) erwahnen, wirkt Mirtazapin in einem bestimmten Dosisbereich
analgetisch. In der vorliegenden Studie liegt dieser Bereich zwischen 0,1mg/kg bis 0,01mg/kg
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(siehe Abb. 27-30, S. 87-90). Bei einer Dosierung von 1mg/kg erniedrigten sich die PWTs
deutlich (siehe Abb. 27, S. 87).

Der antinozizeptive Effekt des Mirtazapin resultiert wahrscheinlich aus einer Verstarkung der
inhibitorischen Wirkung serotonerger und noradrenerger Transmittersysteme auf die
Schmerztransmission im spinothalamischen System. Dabei scheint die Blockade der
peripheren 5-HT,a-Rezeptoren eine besondere Rolle zu spielen (ORGANON, 2003).

Gerade in niedrigeren Dosen als zur Depressionsbehandlung ist Mirtazapin analgetisch
wirksam (KELLER, 2004). Diese Aussage kann auch durch die vorliegende Studie bestatigt
werden. Naturlich kann diese Studie nicht den Wirkmechanismus der analgetischen
Komponente klaren.

SCHREIBER et al. (2002a) verdeutlichen, dass der antinozizeptive Effekt aus einer
Kombination der serotonergen und noradrenergen Wirkung mit der Beeinflussung des
endogenen Opioid- Systems resultiert. Diese Aussage bestatigen SCHREIBER et al. (2002b)

in einer Folgestudie selbst. Mirtazapin wirkt demnach auf 8- und x-Opioid-Rezeptoren, etwas

schwécher auch auf u-Rezeptoren.

Bei zeitgleicher Gabe von Opioiden und Mirtazapin potenziert sich der analgetische Effekt
signifikant. Eine entscheidende Rolle spielt dabei der k3-Rezeptor, zu dem Mirtazapin eine
hohe Affinitat besitzt (SCHREIBER et al., 2002b).

Diese Wirkung auf Opioid-Rezeptoren sollte in weiterfiihrenden Studien néher untersucht
werden.

Bei bestatigter Wirkung auf diese Rezeptoren kdnnte Mirtazapin gerade in der Therapie
starker Schmerzen eingesetzt werden. Bei dieser Therapie mussen vielfach Opioide eingesetzt
werden, die im Gegensatz zu Antidepressiva, ein hohes Suchtpotential besitzen (ORGANON,
2003).

ORGANON (2003) gibt erste Zahlen tber die analgetische Wirkung des Mirtazapin an. So
gaben zu Beginn einer Studie 77% der Patienten (n=2.633) an, unter starken chronischen
Schmerzen zu leiden. Bereits nach sechswdchiger Behandlung mit Mirtazapin gaben 24% der
Patienten an, gar nicht mehr unter Schmerzen zu leiden. Bei 65% der Patienten konnten die
Schmerzen ,,sehr stark oder ,,stark“ verringert werden.

Die Beobachtung, dass Mirtazapin sowohl bei Uberwiegend ,,psychisch* (z.B. Fibromyalgien)

als auch bei berwiegend ,,organisch* (z.B. Karzinome) bedingten Schmerzen gut wirkt, Iasst
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auf einen eigenstandigen, von der antidepressiven Wirkung unabhangigen
schmerzreduzierenden Effekt schliefen (DEMLING, 2001).

Auch KELLER (2004) gibt ahnliche Indikationsgebiete fur Mirtazapin an. Er wiirde es als
Komedikation zu Opiaten bei Tumorschmerzen einsetzen. Das grofiere Indikationsgebiet sieht
er allerdings als Monotherapie zur Behandlung bei chronischen Spannungskopfschmerzen,
bei neuropathischen Schmerzzustanden und bei Fibromyalgien.

Um diese Aussagen eventuell zu bekréftigen und um die vorliegende Studie in diese Richtung
weiterzufuhren, entsteht gerade eine Folgearbeit, die die Wirkung von Mirtazapin bei

neuropatisch induzierten Schmerzen untersucht (DRIEHSEN, in VVorbereitung).

Auch im zweiten Hauptversuch zeigten manche Tiere einige Verhaltensdnderungen. So
konnte z.B. bei 4 Tieren (1mg/kg, n=6) starke Myalgien beobachtet werden. Davon zeigte ein
Tier bei der Messung auch besonders starke Reaktionen auf den Hitzereiz. Zeitgleich
erniedrigten sich die PWTs signifikant.

Man kann also eventuell davon ausgehen, dass die Tiere einen Schmerz nicht nur eher,
sondern auch stérker verspirten.

So kann erneut die biphasische Dosis-Wirkungskurve des Razemates bestatigt werden
(SCHREIBER et al., 2002a/b).

Des Weiteren schienen jeweils 2 Tiere (0,1mg/kg u. 0,01mg/kg, n=6) nach der Mirtazapin-
Gabe sediert zu sein. ORGANON (2003) gibt an, dass es gerade bei niedriger Dosierung zu
Benommenheit, Schlafrigkeit bis hin zur Sedierung kommt. KELLER (2004) schreibt, dass

Mirtazapin in niedriger Dosis analgetisch wirksam ist.

AulRer der Bestatigung, dass das Razemat bei Ratten analgetisch wirkt, kann die eigene Studie
zwei weitere Aussage machen:

So hat das R(-)-Enantiomer ebenfalls signifikante (p<0,0001) antinozizeptive Effekte,
besonders deutlich in den Dosierungen 0,01mg/kg und 0,1mg/kg i.t..

Das S(+)-Enantiomer wirkt dagegen in gleicher Dosis signifikant (p<0,0001) pronozizeptiv.
Da die beiden Enantiomere weltweit noch nicht auf dem Markt erhaltlich sind, gibt es nur
begrenzt Fachliteratur, die dazu noch unterschiedliche Aussagen machen. Daher ist es

schwierig diese Thesen, aulRer durch die eigenen Ergebnisse, zu belegen. DE BOER (1988)
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schreibt, dass beide Enantiomere sich ahnlich verhalten, wobei das S(+)-Enantiomer etwas
effektiver am Rezeptor zu sein scheint.

Auch MC GRATH (1998) stellt fest, dass keines der beiden Enantiomere effektiver als das
Razemat zu sein scheint.

Als sicher gilt, dass das R(-)-Enantiomer fast ausschlieRlich die a,-Heterorezeptoren und die
5-HT3-Rezeptoren blockiert. Das S(+)-Enantiomer hingegen blockiert eher die o-Auto-
/Heterorezeptoren und die 5SHT,-Rezeptoren.

Betrachtet man diese Aussagen zusammen mit der von ORGANON (2003), wonach
besonders der 5-HT,a-Rezeptor fiir den analgetischen Effekt verantwortlich sein soll, liegt die
Vermutung nahe, dass das S(+)-Enantiomer schmerzhemmend wirken musste.

Doch wie bereits oben erwahnt, wirkt das S(+)-Enantiomer in der eigenen Studie deutlich

pronozizeptiv.

Auch nach der Gabe der Enantiomere kam es zu Verhaltensauffalligkeiten bei einzelnen
Ratten: So waren jeweils 3 Tiere (0,1mg/kg und 1mg/kg, n=6) und 2 Tiere (0,01mg/kg, n=6)
nach der S(+)-Mirtazapin-Gabe sehr unruhig, bzw. zeigten gesteigerte Aktivitat. Zeitgleich
reagierten jeweils 2 der Ratten verstérkt auf den Hitzereiz.

In der Fachliteratur gibt ORGANON (2003) an, dass 10% der Patienten (n=359) liber
Schlaflosigkeit und 5% der Patienten tber Unruhe klagen.

Bei den Tieren der eigenen Studie erniedrigte sich die PWT besonders deutlich. Man kénnte
vermuten, dass es einen Zusammenhang zwischen der gesteigerten Aktivitét, der
Erniedrigung der PWTs und der starkeren Schmerzwahrnehmung nach S(+)-Mirtazapin-Gabe
gibt.

Bei den Tieren, die in den Untersuchungen das R(-)-Enantiomer erhalten, erhéhen sich die
PWTs deutlich. AuRer bei der niedrigsten Dosierung (0,001 mg/kg), scheint das R(-)-
Enantiomer bei allen anderen Dosierungen einen analgetischen Effekt zu haben. Dieses
Ergebnis I&sst sich nicht durch die Fachliteratur bestétigen.

Es bleibt demnach nichts anderes Ubrig, als weitere Studien zu empfehlen. Vielleicht kdnnen
die dabei erzielten Ergebnisse eine eindeutige Aussage uber die Wirkung der beiden

Enantiomere des Mirtazapin zulassen.
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4.3 Schlussfolgerung / Ausblick

Zusammenfassend betrachtet, Iasst die vorliegende Studie drei Schlussfolgerungen zu:

e Mirtazapin-Razemat ist in niedrigen Dosen bei der Ratte analgetisch wirksam.

e R(-)-Mirtazapin ist analgetisch wirksam, jedoch nicht starker als das Razemat.

e S(+)-Mirtazapin ist nicht analgetisch wirksam, es besitzt im Gegenteil einen

pronozizeptiven Effekt.

Doch welche Vorteile kdnnte das Mirtazapin oder sein (R-)-Enantiomer in der
Schmerztherapie haben?
Zum einen, dass es sowohl i.v., als auch oral gegeben werden kann (KELLER, 2004). Zum
anderen, dass eine einmalige Gabe am Tag ausreicht, da Mirtazapin eine lange biologische
Halbwertszeit hat (KELDER et al.1997, KELLER 2004). Gerade in der Tiermedizin sind
Medikamente von Vorteil, die nur einmal taglich verabreicht werden missen (HENKE und
ERHARDT 2001).
Ein weiterer Vorteil ist, dass Mirtazapin aufgrund seines pharmakologischen Profils keine
anticholinergen Effekte bzw. Nebenwirkungen hervorruft (DE BOER et al. 1995,0RGANON
2003, KELLER 2004). In Kklinischen Studien wurden keine oder nur geringfiigige Effekte auf
Herzfrequenz, Blutdruck oder Kérpertemperatur beobachtet (ORGANON 2003).
Uber die Nebenwirkungen des R(-)-Mirtazapin sind noch keine speziellen Studien
veroffentlicht worden. Dieses wird sich sicherlich in naher Zukunft &ndern. Moglicherweise
zeigt sich dann ein geringeres Nebenwirkungsspektrum als beim Razemat, so dass R(-)-
Mirtazapin als Therapeutikum vorzuziehen wére. Lediglich ein Tier zeigt in den eigenen
Untersuchungen leichte Myoklonien, die rasch wieder nachlassen. Ansonsten erscheinen die
Tiere nach der R(-)-Enantiomer-Gabe vom Allgemeinbefinden her, bis auf die deutlich
erhdhten PWTs, normal.
Als Vorteil ware das nicht vorhandene Suchtpotential des Antidepressivum Mirtazapin, im
Gegensatz zu Opioiden, zu werten (ORGANON, 2003). So kénnte Mirtazapin rein theoretisch
anstelle von Opiaten oder in Kombination mit diesen in der Therapie starker oder chronischer
Schmerzen eingesetzt werden (KELLER 2004).
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Mirtazapin (Remergil®) auf akute, durch
Hitze induzierte Schmerzen an der Ratte, im Vergleich zu mit isotonem NaCL behandelten
Kontrolltieren, untersucht.

Insbesondere sollte dabei geklart werden, ob das Razemat oder eines der beiden Enantiomere
des Mirtazapin analgetisch wirken.

Insgesamt wurden 41 mannliche Wistar-Ratten mit Hilfe des sog. Plantar Testers mehrfach
einem bestimmten Hitzereiz an den Hinterpfoten ausgesetzt. Gemessen wurde die Zeit, nach
der das Tier die Hitze als schmerzhaft empfindet und die Pfote wegzieht

(Pfotenriickzugslatenzzeit).

Vom tierexperimentellen Ablauf ist die Studie untergliedert in einen VVorversuch und zwei
Hauptversuche. Im Vorversuch wurden die aus Studien an Mausen tbernommene
Dosierungen vorgetestet. Die hierbei erzielten Ergebnisse waren maligebend fiir die in den
Hauptversuchen verwendeten Dosierungen.

So wurde im ersten Hauptversuch den Tieren der Wirkstoff in Form von Mirtazapin-Razemat,
(R-)-Mirtazapin und (S+)-Mirtazapin jeweils in vier verschiedenen Dosierungen (0,1mg/kg -
5mg/kg) i.p. appliziert und nach bestimmten Zeitintervallen (0, 120, 240 Minuten und 24
Stunden) die Testung durchgefiihrt.

Im zweiten Hauptversuch wurde die ,,sichere* intrathekale Applikationsform gewéhlt und
deshalb auch die Dosierung verandert. Sie lagen in Bereichen von 0,001mg/kg bis 1mg/kg.
Bei dieser Applikationsform zeigte sich, dass das Mirtazapin-Razemat und das R(-)-
Mirtazapin in den vorgegebenen Dosisbereichen analgetisch wirksam sind. Bei den
untersuchten Tieren stiegen die Pfotenriickzugslatenzzeiten signifikant an. Allerdings zeigte
das R(-)-Enantiomer keinen starkeren analgetischen Effekt als das Razemat, wohl aber
weniger Nebenwirkungen. Weiterhin zeigte sich, dass das S(+)-Mirtazapin einen
gegenteiligen Effekt bedingt. Nach der Gabe des S(+)-Enantiomers erniedrigten sich die
Latenzzeiten signifikant. Die Tiere splrten den Hitzereiz eher, waren also hyperalgetisch
geworden.

Zusammenfassend betrachtet zeigten das Mirtazapin-Razemat und das (R-)-Enantiomer einen
analgetischen Effekt bei Ratten. Eventuell Iasst sich dieser Effekt auch in der Therapie von

chronischen Schmerzpatienten ausnutzen.
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6 Summary

The effect of mirtazapine in acute pain induced by heat in rats.

The present study examines the effect of mirtazapine (Remergil ®) in acute pain induced by
heat in rats, in comparison to rats treated with 0.9% NacCl.

Mirtazapine is a frequently used antidepressant. In clinical studies were patients received
mirtazapine a pain reduction was report. The aim of our study was to investigate, whether one
or both of the enantiomeres of mirtazapine has an analgesic effect in a classical animal pain
model.

A total of 41 male Wistar rats were examined with the Plantar Test®. The Plantar Test®
(Heargraves Method) enables the researcher to discern the response to thermal stimulation in
the unrestrained rat. When the rat feels pain and withdraw its hind paw, the sudden drop of
reflected radiation switches off the infrared source and starts a digital solid state timer. The

time thus measured is the so-called paw withdrawal threshold (PWT).

First, mirtazapine-racemate, R(-)-mirtazapine, S(+)-mirtazapine in four different doses

(5 mg/ kg - 0.1 mg /kg) and Saline were administered intraperitoneally and after 0, 120, 240
minutes and 24 hours the PWTs were measured.

Second, mirtazapine-racemate, R(-)-mirtazapine, S(+)-mirtazapine in four different doses

(1 mg / kg to 0,001 mg / kg) and Saline were administered intrathekally and after 120, 240
minutes and 24 hours the PWTs were measured.

After intraperitoneal administration no effect of either mirtazapine-racemate nor R(-)-
mirtazapine or S(+)-mirtazapine in comparison to saline treated animals was found.
However, after intrathekal administration mirtazapine-racemate and R(-)-mirtazapine were
analgesic, i.e. increased PWT’s in comparison to saline treated animals significatly.
Surprisingly, S(+)-mirtazapine exerted pronociceptive action, i.e. decreased PWTSs in
comparison to saline treated animals.

In conclusion, mirtazapine-racemate and R(-)-mirtazapine are analgesic in an established

animal pain model and may both be effective in human chronic pain state.
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Abb. 27: Graphische Darstellung der mittleren PWTs nach intrathekaler Mirtazapin-Applikation (1mg/kg) mit signifikanten Unterschieden

PWT 1mg/kg + Kontrolle + Signifikanz
W Raze 1ng/kg n=6 @ R- 1ng/kg n=6 @ S+ 1mg/kg n=6 O Kontrolle n=9

20

-
a1
|

th

(&)
I

Schwellenwerte(sek)
o

pra Applik. 120min post it 240min post it 24 Std. post it

PWT = Pfotenriickzugslatenzzeit, sek = Sekunde, Raze = Mirtazapin-Razemat, R- = R(-)-Mirtazapin, S+ = S(+)-Mirtazapin, Kontrolle = Tiere erhalten NaCl,
n=x = Anzahl der getesteten Tiere, pra Applik. = vor der Substanzinjektion, x min post i.t. = x Minuten nach der Substanzinjektion, t = tendenzieller Unterschied
* = signifikanter Unterschied (p<0,05), ** = hoch signifikanter Unterschied (p<0,0001)
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Abb. 28: Graphische Darstellung der mittleren PWT nach intrathekaler Mirtazapin-Applikation (0,1mg/kg) mit signifikanten Unterschieden
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n=x = Anzahl der getesteten Tiere, pra Applik. = vor der Substanzinjektion, x min post i.t. = x Minuten nach der Substanzinjektion, t = tendenzieller
Unterschied, * = signifikanter Unterschied (p<0,05), ** = hoch signifikanter Unterschied (p<0,0001)
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Abb. 29: Graphische Darstellung der mittleren PWT nach intrathekaler Mirtazapin-Applikation (0,01mg/kg)) mit signifikanten Unterschieden
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n=x = Anzahl der getesteten Tiere, pra Applik. = vor der Substanzinjektion, x min post i.t. = x Minuten nach der Substanzinjektion,
t = tendenzieller Unterschied, * = signifikanter Unterschied (p<0,05), ** = hoch signifikanter Unterschied (p<0,0001)
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Abb. 30: Graphische Darstellung der mittleren PWT nach intrathekaler Mirtazapin-Applikation (0,001mg/kg) mit signifikanten Unterschieden
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Unterschied, * = signifikanter Unterschied (p<0,05), ** = hoch signifikanter Unterschied (p<0,0001)
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8.3 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abb. Abbildung

bzw. Beziehungsweise

ca. circa

d.h. das heif3t

etal. et alii

Fa. Firma

I.d.R. in der Regel

.p. intraperitoneal

it intrathecal

V. intravenos

mg/kg Milligramm pro Kilogramm
min. Minuten

n Anzahl der Tiere pro Versuchsgruppe
NaCl Natriumchloridlésung

p Signifikanz

p. appl. post applicationem

PWT paw withdrawal threshold (Pfotenriickzugslatenzzeit)
s.a. siehe auch

sog. sogenannte

Tab. Tabelle

u.a. unter anderem

z.B. zum Beispiel

z.T. zum Teil

o alpha

K kappa

u mu

5-HT 5-Hydroxytryptamin (Serotonin)
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