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1. Einleitung

1.1 Physiologie des Endocannabinoid-Systems

Cannabis sativa nimmt seit jeher eine besondere Rolle im spirituellen, religiésen und
medizinischen Leben der Menschheit ein und wird als ,,eine der &ltesten Heilpflanzen der
Welt bezeichnet“.27 In etwa 2500 Jahren alten Grabbeigaben chinesischer Adeliger fand
sich beispielsweise getrocknetes Cannabis sativa.ss Zwar konsumieren Menschen diese
Droge schon seit tausenden Jahren, allerdings wurde erst im 20. Jahrhundert begonnen,
diese Pflanze intensiv zu erforschen. Cannabis sativa liefert, begleitet von grofien
emotionalen Debatten, vielversprechende Therapieansdtze fir eine Vielzahl von

verschiedenen Erkrankungen.

Der Hauptwirkstoff von Cannabis sativa, (-)-49-trans-Tetrahydrocannabinol (THC),
wurde erst im Jahre 1964 von israelischen Wissenschaftlern des Weizmann-Institutes
isoliert.22 Erst 1990 konnte der erste Cannabinoid-Rezeptor (CB1R) und 1993 der CB2R
identifiziert ~werden. Die Entdeckung der endogenen  Liganden  N-
arachidonoylethanolamine (Anandamide) und 2-arachidonoylglycerol (2-AG), auch
Endocannabinoide genannt, folgte einige Jahre spéter.17,3381 Wie der Name vermuten
lasst, leiten sich Endocannabinoide von der Arachidonsdure ab, es sind somit lipophile
Substanzen, die vom Korper bei Bedarf synthetisiert werden kénnen. Der Abbau der
Endocannabinoide erfolgt dann tUber die Enzyme fatty acid amid hydrolase (FAAH) und
monoacylglycerol lipase (MAGL). Dieser Regelkreis aus Endocannabinoiden,
Cannabinoidrezeptoren und Enzymen, die diese synthetisieren und wieder abbauen,

wurde in den vergangenen Jahren Endocannabinoid-System (ECS) getauft.e2,66

Zwar steht die ECS-Forschung noch am Anfang, jedoch ist eine ECS-Beteiligung an vielen
physiologischen Funktionen bereits belegt. Beispielhaft sind hier das Lang- und
Kurzzeitgedéchtnis,2s Essverhalten,ss Thermoregulation,ss Analgesie,is Schlafverhaltenss
und - fiir diese Dissertation von besonderer Wichtigkeit - der immunmodulatorische Einfluss
zu nennen. Die genauere Erlauterung der Immunmodulation findet im Kapitel 1.3 detaillierter
statt.



1.2 Cannabinoid-Rezeptoren

Der CB1R und der CB2R sind Gin-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR). Dadurch
haben sie einen hemmenden Einfluss auf die Adenylatzyklase, was zu einer Verringerung
des intrazellularen cAMP-Spiegels fihrt. AuRerdem wirken sie stimulierend auf die
MAP-Kinase. Es wurde auRerdem eine direkte Kopplung der Rezeptoren an bestimmte
lonenkanale beobachtet. Hier sind der nach auBen gerichtete A-Typ Kaliumkanal, der
nach Innen gerichtete D-Typ Kaliumkanal und P-, Q- und N-Typ Kalziumkanéle zu
nennen. Hauptséchlich entfalten die Cannabinoid-Rezeptoren also inhibitorische

Wirkungen. In Abbildung 1 sind diese Kandle schematisch dargestellt.ss

Abbildung 1: Schematische Darstellung der CBR-Signalkaskade
(AZ=Adenylatzyklase, MAP-K= MAP-Kinase, a, B, y= Untereinheiten des G-
Proteins).s

Zum aktuellen Zeitpunkt gibt es Hinweise fiir weitere potentielle Cannabinoid-
Rezeptoren. So wurden in jungster Vergangenheit Wirkungen von Cannabinoiden an drei
weiteren GPCR - GPR18, GPR 119 und GPR55 - beschrieben. Es gibt allerdings andere
— stérkere - endogene Liganden fir diese Rezeptoren, so dass ein ,,CB3R* derzeit nicht

bestatigt werden kann.s,53

Im Jahre 1990 wurde der CB1-Rezeptor als erster Cannabinoid-Rezeptor entdeckt. Er ist

hauptverantwortlich fir die psychotrope Wirkung von Cannabis sativa und ist nach

N



heutigem Kenntnisstand der zahlenméfig haufigste Rezeptor im S&ugetiergehirn, wurde
aber auch in anderen peripheren Geweben identifiziert.s263101 Die Bindung eines
Agonisten an den CB1R fuhrt zu einer Hemmung der Neurotransmitterausschiittung — der

Rezeptor befindet sich vorwiegend an présynaptischen Axonen.s

1993 wurde dann der CB2R als zweiter Cannabinoid-Rezeptor identifiziert. Im Gegensatz
zum CB1R fuhrt die Bindung eines Agonisten an den CB2R zu keiner psychoaktiven
Wirkung. Die Aufgabe des CB2R besteht in der Immunmodulation - der Rezeptor ist am
haufigsten auf Immunzellen wie zum Beispiel neutrophilen Granulozyten, T-
Lymphozyten oder Plasmazellen aufzufinden.ss Nach Bindung eines Liganden an den
CB2R kommt es zu verminderter Leukozytenextravasation und zu verminderter
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen. CB2R-Aktivierung ist somit anti-

inflammatorisch.s,2o

1.3 Immunmodulation des ECS

Wie in Kapitel 1.2 bereits angesprochen, besitzt das ECS durch den CB2R einen potenten
Einfluss auf das Immunsystem. Eine Expression des CB2R wurde bislang auf B- und T-
Lymphozyten, neutrophilen Granulozyten, Makrophagen, Mastzellen, Thrombozyten

und dendritischen Zellen beschrieben.s?

Durch  Studien an  Versuchstieren konnte gezeigt werden, dass die
Endocannabinoidplasmaspiegel bei Vorliegen einer systemischen Infektion signifikant
erhéht sind. Dadurch wurde nachgewiesen, dass das ECS an der systemischen

Entziindungsreaktion beteiligt ist.60,89

Dass Endocannabinoide zu einer Verminderung der proinflammatorischen Zytokin-
Spiegel flhren, konnte bereits durch mehrere in vitro Studien belegt werden.
Insbesondere die Freisetzungsraten von Interleukin 1p, Interleukin 6, Interleukin 2 und
TNF-a sinken signifikant unter Endocannabinoideinfluss ab.19.2361 In einem murinen
Modell wurde im Rahmen einer Lipopolysaccharid-induzierte Inflammationsreaktion der
Gehalt an 2-AG und Anandamid gemessen. Die Administration eines FAAH-Inhibitors
(URB597) flihrte darlber hinaus zu einem weiteren Anstieg der 2-AG- und Anandamid-
Spiegel im Serum und damit konsekutiv zu einer weiteren Reduktion der Spiegel

proinflammatorischer Zytokine.s2



Das ECS ist also im Stande, einen potenten Einfluss auf die Inflammationsreaktion
auszuliben, indem es mittels Endocannabinoid-initierter Aktivierung von CB:2R-

Rezeptoren zu einer Attenuierung der Inflammationskaskade fiihrt.

1.4 B-Caryophyllen

B-Caryophyllen (BCP) ist ein bizyklisches Sesquiterpen und kommt in Form von
gtherischen Olen insbesondere in schwarzem Pfeffer, Oregano und Nelkendl vor. Zudem
ist es eines der haufigsten Terpene in Cannabis sativa. Seit dem Jahre 2008 weil} man,
dass BCP ein selektiver CB2R-Agonist ist und somit keinerlei psychotrope Wirkungen

entfaltet, daflir aber immunmodulatorisch und entziindungshemmend wirkt.2s

Der Einfluss von BCP auf das Immunsystem wird aktuell auf breiter Basis untersucht. In
murinen Modellen wurde bereits ein positiver Einfluss des BCP auf Erkrankungen wie
alkoholische Steatohepatitis, Apoplex oder Morbus Parkinson nachgewiesen. In einem
weiteren murinen Modell wurde ein signifikanter Einfluss von BCP auf das

Suchtverhalten beobachtet.s,50,59,90

Zwar hat die amerikanische Food and Drug Administration (FDA) BCP bei fehlender
Toxizitét bereits als Nahrungsergéanzungsmittel zugelassen, allerdings gibt es bis zum
heutigen Tage keine kontrollierten Studien an Patienten.7o Um einen potentiellen Effekt

auf den Menschen zu ermitteln, ware dies in Zukunft erstrebenswert.

Unsere Arbeitsgruppe wahlte aus oben genannten Griinden BCP als Testsubstanz fur die

geplante Versuchsreihe.

1.5 Epidemiologie der Interstitiellen Cystitis

Als Interstitielle Cystitis (IC) bezeichnet man die chronische Inflammation der Blase
ohne Zeichen einer Infektion. Diagnose und Therapie dieser Erkrankung stellen wegen
unzureichend bekannter Pathophysiologie, unterschiedlicher Diagnosekriterien und

fehlender klinischer Parameter eine besondere Herausforderung dar.1s,30

Einschatzungen beziliglich genauer epidemiologischer Daten gestalten sich schwierig, da
die aktuelle Datenlage aus wenigen populationsbezogenen Studien stammt. Nach
Hochrechnungen leiden weltweit 2,7-6,5% der Frauen an einer IC .39 Durch die unklare
Datenlage weist auch die Prévalenz eine hohe Streuung von 18-510 pro 100.000
Einwohner auf.zos54 Bemerkenswert ist allerdings die deutliche Bevorzugung des

weiblichen Geschlechts mit einem Verhaltnis von circa 10:1.11,13



1.6 Anatomie der Blase
Die Blase ist ein im kleinen Becken liegendes, muskuléres Hohlorgan und dient der

Zwischenspeicherung des Sekundarharns bis zur Entleerung der Blase.

Histologisch sind mehrere Schichten erkennbar. Luminal ist die Blase mit einem
mehrschichtigen Epithel, dem sogenannten Urothel ausgekleidet. Urothel findet sich als
spezielles Epithel in allen Abschnitten der ableitenden Harnwege. Dem Urothel liegt eine
protektive Schicht aus Glycosaminoglykanen (GAG) auf. Als GAG werden Substanzen
wie Hyaluronsdure, Heparansulfat oder Chondroitinsulfat bezeichnet, die eine hohe
Wasserbindungskapazitat aufweisen. Die GAG wirken zusammen mit dem Urothel als
Barriere zu dem sauren, hypertonen Urin und potentiell toxischen Urinsoluten. Eine
weitere Besonderheit des Urothels ist seine Adaptation an verschiedene Fillungszustande
der Blase. Basal des Urothels folgt die Submukosa, die sich ebenfalls an verschiedene
Fillungszustéande der Blase anpassen kann und auf’erdem die Elimination von toxischen
Soluten des Urins wahrnimmt und die Nahr- und Sauerstoffversorgung des Gewebes

gewahrleistet.

Basal der Submukosa liegt die Tunica muscularis, die auch als M. detrusor bezeichnet
wird. Sie besteht aus glatten Muskelfasern, deren Kontraktion eine Entleerung der Blase
(Miktion) herbeiftihrt. Die Adventitia folgt basal der Tunica muscularis und dient als
Bindeglied zwischen umliegenden Strukturen und Blase und enthélt aulerdem viele

Nervenbiindel.1s

1.7 Hypothesen zur Pathogenese der IC
Es existieren einige Hypothesen zur Pathogenese der IC, da die genaue Atiologie und

Pathogenese zum aktuellen Zeitpunkt noch unverstanden sind.

1.7.1 Tamm-Horsfall-Protein

Das Tamm-Horsfall-Protein (THP) ist ein in der Henle-Schleife der Niere gebildetes
Protein und entfaltet immunmodulatorische Wirkungen im ableitenden Harntrakt. Durch
seine Bindung von Immunglobulinen, Interleukinen, Komplementfaktoren und

Interferonen schitzt es das Urothel vor potentiellen Immunreaktionen dieser Stoffe.

Studien zeigen, dass bei Patienten mit IC der Gehalt an THP signifikant vermindert ist
und es somit zu pathologischen Wirkungen der oben genannten Stoffe am Urothel

kommen kann.s3,98



1.7.2 Genetische Faktoren und Autoimmunitat

Eine 17-fach erhohte Prévalenz der IC konnte in einer Studie gezeigt werden, die
erstgradige weibliche Verwandte mit der Normalbevolkerung verglich. AuRerdem wurde
eine erhohte Konkordanz von IC bei monozygoten Zwillingen im Vergleich mit
dizygoten Zwillingen festgestellt. In einigen Studien konnte auBerdem eine erhdhte
Anzahl an CD4+ und CD8+T-Lymphozyten, Plasmazellen, Immunglobulinen und

Autoantikdrpern ermittelt werden.s7,47,58,95

Diese Erkenntnisse belegen, dass es einen genetischen Einfluss dieser Erkrankung gibt
und dass autoimmune Faktoren ebenfalls eine maligebliche Rolle bei der Entstehung

dieser Erkrankung spielen kénnten.

1.7.3 Urotheldysfunktion und Stérung der GAG-Schicht

Wie bereits erwahnt liegen GAG dem Urothel apikal auf und sind anionische, hydrophile
Molekile. Durch die Bindung von Wasser kommt es zur Bildung einer impermeablen
Schicht zwischen Urin und Urothel. Dadurch wird die Bindung von toxischen Substanzen

und Uropathogenen an das Urothel verhindert.s3

Eine Stérung dieser Schicht konnte zur Penetration von Noxen in das Urothel und die
Submukosa fiihren. Die verminderte Anzahl an tight junctions resultiert in einer erhéhten
Permeabilitat des Urothels. Dies konnte einen Einstrom von Kalium in die Submukosa
verursachen und die konsekutive Depolarisation von Nervenfasern herbeifiihren. Das

konnte die chronische Schmerzsymptomatik von Patienten mit IC verursachen.1s

1.7.4 Mastzellaktivierung und Inflammation

Durch korpereigene Inflammationsreaktionen kann es zu einer erhohten Permeabilitat des
Urothels kommen. Dies konnte Stimulus fur die Degranulation von Mastzellen und die
Produktion von anti-proliferativem Faktor (APF) sein.ss Lokale Neuropathie mit
Schmerzsymptomatik und Miktionsbeschwerden kénnten die Folge sein. Diese Theorie
wird von Studien gestitzt, die eine erhohte Anzahl an Mastzellen in histologischen
Praparaten von Patienten mit IC aufweisen. Klinisch histologisch wird sogar eine
Auszéhlung der Mastzellen als Surrogatparameter fiir eine IC benutzt.es Das Freisetzen
von Substanz P durch Mastzellen sorgt fur eine zunehmende Extravasation von
Leukozyten. Durch die Degranulation der Leukozyten kommt es zur Freisetzung von
Leukotrienen und Histamin. Dies bedingt die verminderte Expression der Neurokinin
(NK)1 und NK2 Rezeptoren bei Patienten mit 1C.o1



1.8 Definition der IC
Die hohe Variabilitat der Symptome und die unverstandene Pathogenese fiihren nicht nur
zu erheblicher Unterdiagnostizierung und verspateter Diagnose, sondern stellen auch ein

grolRes Hindernis flr einheitliche und exakte Diagnosekriterien dar.13,54

Nach Definition der European Society for the Study of Interstitial Cystitis (ESSIC)
handelt es sich um eine Interstitielle Cystitis, wenn folgende Kriterien vorliegen:

1. Chronische Unterleibs- oder Blasenschmerzen von mindestens sechs Monaten
Dauer.

2. Persistierendes Druckgefiihl oder Schmerz in Begleitung von mindestens einem
weiteren urologischen Symptom wie beispielsweise Pollakisurie oder Harndrang.

3. Ahnliche Erkrankungen sollen vorher ausgeschlossen werden.

1.9 Therapie der IC
Gemal aktuellen Leitlinien kann die Therapie der IC in konservative Manahmen, orale
Medikation, intravesikale Medikation, Neuromodulation und operative Malnahmen

gegliedert werden.

Konservative Malinahmen sollen allen anderen MalRnahmen vorangehen und eine
Therapieeskalation auf orale oder intravesikale Medikation nur bei inadaquater
Symptomkontrolle erfolgen. Operative Therapien stellen die ultima ratio dar und sollen
erst nach Ausschopfen aller anderen Therapien erfolgen. Zum aktuellen Zeitpunkt sind
Dimethylsulfoxid (DMSO) und Pentosan Polysulfat (PPS) die einzigen beiden
Medikamente, die eine explizite FDA-Zulassung besitzen. Alle anderen Therapien
erfolgen groftenteils off-label.i229 Genauere Informationen zu den beiden oben
genannten Medikamenten sind in Kapitel 1.9.2 (PPS) und 1.9.3 (DMSO) zu finden.

1.9.1 Konservative Therapie
Die konservative Therapie steht am Anfang jeder Therapie der IC und soll immer

durchgefuhrt werden. Zu den konservativen MalRnahmen zahlen:

1. Physiotherapie: Hierzu gehdren Biofeedback und Massagen. Dies soll zu einer
Entspannung des Beckenbodens fiihren.ss

2. Verhaltenstherapie: Sie zeigt Erfolge bei Patienten mit Pollakisurie und
Harndrang. Zur Verhaltenstherapie werden MaRnahmen wie kontrollierte



Flussigkeitszufuhr, Beckenbodentraining und zeitlich festgelegte Miktion
gezahlt. Allerdings ist die Evidenz fur Verhaltenstherapie sehr gering.7

3. Stressreduktion: Man erhofft sich durch die Reduktion des allgemeinen Stresses
eine verbesserte Lebensqualitat.

4. Didtetische MalRnahmen: Scharfe oder saure Lebensmittel, Kaffee und Alkohol
konnen die Symptome der IC aggravieren.sr Bei retrospektiven
Datenbankanalysen wurde herausgefunden, dass es sich bei didtetischen
Modifikationen um eine der finf am haufigsten verordneten Therapien bei IC
handelt. Allerdings gibt es keinen bis sehr geringen wissenschaftlichen

Hintergrund flr diese Modifikationen.71

1.9.2 Orale Medikation

Die Studienlage zu oraler Medikation bei IC ist sehr schlecht, allerdings gibt es eine
Vielzahl an Medikamenten, die eingesetzt werden. Folgende Medikamente sind oft nach
Evidenzstéarke der American Urological Association (AUA) gereiht. Die Wertung erfolgt
von einer Grad A Empfehlung (high quality evidence), tber eine Grad B Empfehlung

(moderate quality evidence) bis hin zu einer Grad C Empfehlung (low quality evidence).

Amitriptylin:  Das trizyklische Antidepressivum liefert in einigen Studien
vielversprechende Ergebnisse.22,32 Durch seine Blockade der H1-Rezeptoren in der Blase
verhindert es Mastzelldegranulierung und damit eine Odembildung in der Blasenwand.
Aullerdem verhindert Amitriptylin die zentrale Nozizeption durch Hemmung der
Wiederaufnahme von Noradrenalin und Serotonin.ss Die AUA wertet Amitritylin mit

einer Grad B Empfehlung.12

Cimetidin: Cimetidin ist ein oraler H2-Antagonist und wurde im Zusammenhang mit IC
untersucht. Die Wirksamkeit ist in mehreren Studien belegt und es wird seitens der AUA

ebenfalls mit einer Grad B Empfehlung bewertet.12,77,84

Gabapentin: Sasaki et al. zeigten in einer Studie, dass Gabapentin in der Lage ist, bei
refraktdrer  urologischer  Schmerzsymptomatik  eine  signifikante  Besserung
herbeizufuhren. Normalerweise wird das Medikament als Antiepileptikum oder bei

chronischen neuropathischen Schmerzen eingesetzt.7s

Cyclosporin: Die AUA vergibt fir Cyclosporin lediglich eine Grad C Empfehlung.12 Es

wurde in einer kontrollieren Studie an elf Patienten eingesetzt, bei zehn Patienten fiihrte



es zu einer kurzfristigen Besserung der Schmerzsymptomatik. Allerdings kamen die

Schmerzen bei allen Patienten nach unterschiedlicher Zeit wieder.21

PPS: PPS ist ein umstrittenes Medikament zur Behandlung der IC. Es ist ein synthetisches
Polysaccharid und gelangt nach oraler Aufnahme tber die renale Clearance in den Urin.
Im ableitenden Harnsystem soll es dann zu einer Reparatur der beschadigten GAG-
Schicht fiihren und den Einstrom des Kaliums in die Blasenwand reduzieren, um damit
die chronische Schmerzsymptomatik zu verbessern. Die AUA wertet PPS mit einer Grad
B Empfehlung.i2es Das gunstige Nebenwirkungsprofil von PPS macht es fur viele
Patienten dennoch zum préferierten Arzneimittel. Die Studienlage ist allerdings gemischt.
In einer groRangelegten Studie aus dem Jahr 2015 von Nickel et al. konnte keinerlei

Behandlungserfolg von PPS gegeniber Placebo ermittelt werden.s?

1.9.3 Intravesikale Medikation
Die intravesikale Instillation von Medikamenten kommt nach der oralen Medikation und
konservativen MaRnahmen zum Einsatz. Zur Instillation stehen folgende Medikamente

zur Verfligung:

Heparin und andere GAG: Ahnlich wie bei PPS soll eine intravesikale Instillation von
GAG erreichen, dass die defekte GAG-Schicht iber dem Urothel wiederhergestellt

wird.12 Im Gegensatz zu PPS bietet die intravesikale Instillation folgende Vorteile: Es
kann eine hohe lokale Konzentration des GAG erreicht werden und es unterliegt nicht
dem First-pass-Metabolismus. Eventuell entfaltet Heparin antiinflammatorische
Wirkungen bei gleichzeitiger Hemmung der Proliferation der glatten Muskulatur und der
Fibroblasten.ss Die aktuelle Studienlage zeigt eine signifikante Uberlegenheit fiir die
intravesikale Instillation von GAG im Vergleich zu DMSO bei zusétzlich glnstigerem

Nebenwirkungsprofil.s7

DMSO: Der genaue Wirkmechanismus von DMSO ist bislang nicht geklart. Trotzdem ist
es das am haufigsten eingesetzte Medikament zur intravesikalen Instillation. Es wird
vermutet, dass DMSO analgetische und antiinflammatorische Eigenschaften besitzt und
zu einer Relaxierung des M. detrusor flhrt.1i2 Zusétzlich kann DMSO zu einer
voriibergehenden Schadigung des Urothels fuhren und damit das Eindringen von anderen
Medikamenten in das Urothel und die Submukosa erleichtern. In aktuellen Studien wird

die Wirksamkeit von DMSO gegenuber Placebo erneut bewiesen, allerdings war



gegeniiber GAG keine Uberlegenheit ersichtlich.1487 Die AUA gibt DMSO lediglich eine
Grad C Empfehlung.12

Lidocain: Lidocain hat wegen seiner lokalanasthetischen Wirkungen einen hohen
Stellenwert bei vielen Schmerzsyndromen. Die Anwendung von Lidocain bei IC zeigt
gute Ergebnisse, allerdings hat es nur eine kurze Wirkdauer. Aul3erdem existieren keine
Daten zu optimaler Dosierung des Medikaments.s1 Die AUA bewertet Lidocain mit einer

Grad B Empfehlung.12

1.9.4 Neuromodulation

Als Neuromodulation wird die transkutane Stimulation der S3-Wurzel des Rickenmarks
bezeichnet. Aktuelle Metaanalysen zeigen vielversprechende Ergebnisse bei der
Behandlung der Schmerzsymptomatik und des Dranggefuihls. Trotzdem gibt es bislang

noch keine offizielle Zulassung fir die I1C.92

1.9.5 Operative Therapie
Die operative Therapie kommt nur fiir Patienten in Frage, bei denen vorher alle anderen
Therapieoptionen ausgeschopft wurden. Sie stellt also die ultima ratio dar und beinhaltet

verschiedene invasive MaRnahmen:

Botulinumtoxin: Zur Behandlung der IC kann Botulinumtoxin A in den M. detrusor
injiziert werden. Studien belegen deutliche Besserungen beziiglich Schmerzsymptomatik
und Dranggefiihl. Trotzdem sind weiterfihrende Studien nétig, da die Datenlage bislang

lickenhaft ist.o3

Hydrodistension und Fulguration: Eine weitere Methode zur Behandlung der IC ist die

Hydrodistension der Blase mit Wasser unter Narkose bis zur anatomischen Kapazitéat.
Lange Zeit galten Hunnersche Ulzerationen als Kardinalsymptom, diese kénnen bei
diesem Eingriff beurteilt und anschlieBend fulguriert werden. Bislang ist der
Wirkmechanismus dieser Therapie nicht geklart, jedoch stellt alleine die Hydrodistension
eine wirksame Therapie dar und sorgt bei vielen Patienten flr eine deutliche Besserung

der Schmerzsymptomatik fiir bis zu sechs Monate.ss

Cystektomie: Die absolute ultima ratio stellt die radikale Cystektomie dar. Sie wird nur
bei Therapieversagen aller anderen Therapieoptionen durchgeftihrt. Im Anschluss erfolgt

eine kontinente oder inkontinente Harnableitung.12
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1.9.6 Therapieschema der IC
In Abbildung 2 ist die Therapie der IC schematisch dargestellt.

First-Line-Therapien: Verhaltenstherapie, Stressreduktion, Schmerzmanagement

-

Second-Line-Therapien: Physiotherapie, orale Medikation, intravesikale Medikation,

Schmerzmanagement

-

Third-Line-Therapien: Cystoskopie unter Narkose mit Hydrodistension, Fulguration von

Hunnerschen Ulzerationen (falls vorhanden), Schmerzmanagement

-

Fourth-Line-Therapien: Injektion von Botulinumtoxin A in den M. detrusor,

Neuromodulation, Schmerzmanagement

-

Fifth-Line-Therapien: Cyclosporin A, Schmerzmanagement

-

Sixth-Line-Therapien: radikale Cystektomie, Schmerzmanagement

Abbildung 2: Therapie der IC (adaptiert von Colaco et al., 2015).12,96
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1.10 Fragestellungen

Die Suche nach einem geeigneten Medikament zur Behandlung der IC gestaltet sich
auBerst schwierig, nicht zuletzt wegen der nahezu génzlich unverstandenen
Pathophysiologie. Bei steigender Pravalenz dieser Erkrankung ist eine wirksame

Therapie dieser Erkrankung allerdings von groBer Dringlichkeit.

In meiner Diplomarbeit an der Paracelsus Medizinischen Privatuniversitat Nurnberg
konnte ich zeigen, dass eine enterale VVorbehandlung mit BCP zu einer signifikanten
Verbesserung des klinischen Krankheitsverlaufes nach experimeneller 1C-Induktion
fihrt, da BCP in der Lage war, die Schmerzsensitivitat - gemessen mittels von Frey-
Asthesiometrie - signifikant zu reduzieren. Die hier prasentierten Daten stammen aus

weiteren Untersuchungen an der Dalhousie University in Halifax, NS, Kanada.

Unsere Arbeitsgruppe verfolgt die Theorie der inflammatorischen Genese der IC. Daher
postulierten wir, dass die Therapie mit einem CB2R-Agonisten zu einer Verminderung
der Inflammationsreaktion fiihrt. Die Evaluation dieser Fragestellung erfolgte durch
folgende drei Methoden: Messung der Leukozytenadhasion in der Blasenwand, Messung
der lokalen funktionellen Kapillardichte (FCD) und der Analyse systemischer
Zytokinspiegel.

Folgende Fragestellungen wurden bearbeitet:

e Kann die orale Gabe von BCP die Leukozytenadhdsion in der Blase nach
experimenteller IC-Induktion reduzieren?

e Kann die orale Gabe von BCP die FCD in der Blase nach experimenteller 1C-
Induktion beeinflussen?

e Hat die orale Gabe von BCP einen Einfluss auf die Produktion von

inflammatorischen Zytokinen?

12



2. Material und Methoden

Die Erhebung der experimentellen Daten erfolgte im Microcirculation Laboratory
(Leitung: Prof. Dr. med. Christian Lehmann) an der Dalhousie University in Halifax, NS,
Kanada im Zeitraum von 07/2018-10/2018. Der Forschungsaufenthalt diente auch der
Generierung von Daten zum Verfassen meiner Diplomarbeit an der Paracelsus
Medizinischen Privatuniversitat Nurnberg. Die Daten in dieser Promotionsarbeit sind klar

von den Daten der Diplomarbeit abzugrenzen.

Teile der Methodik und des Versuchsaufbaus wurden gemeinsam mit Herrn Dr. med.
univ. Georg Hagn entwickelt, der in seiner Dissertation den Einfluss von Eisenchelatoren

auf eine experimentelle 1C untersuchte.

Es handelt sich um ein experimentelles Tiermodell. Fir diese Arbeit lag eine
Genehmigung des University Committee for Laboratory Animals (UCLA) der Dalhousie
University, Halifax, Kanada vor. Alle Versuche wurden nach den Richtlinien des
Canadian Council on Animal Care (CCAC) durchgefihrt.

2.1 Versuchstiere
Es wurden insgesamt 20 weibliche BALB/c-Mduse (Charles River Laboratories,
Wilmington, Massachusetts, US) in einem Alter zwischen sechs und acht Wochen mit

einem Gewicht von 20+3g verwendet.

Wiéhrend der einwdchigen Akklimatisierung in ihren Ké&figen lebten die Tiere in Funfer-
Gruppen zusammen. Es herrschten konstante Umgebungsbedingungen von 22°C, einer
Luftfeuchtigkeit von 55-60%, und einem zwdlfstiindigen Tag-/Nachtrhythmus. Futter

und steriles Trinkwasser standen den Mausen ad libitum zur Verfiigung.
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2.2 Gruppeneinteilung

Die Versuchstiere wurden in vier Gruppen zu je fiinf Tieren eingeteilt (Tabelle 1).

Tabelle 1: Gruppeneinteilung

Intravesikale Orale Gabe per

Instillation Sondenfltterung

CON Kontrolle NaCl Olivendl
CYS IC LPS Olivenol
CYS+TX IC + Therapie LPS BCP/Olivendl
X Therapie NaCl BCP/Olivendl

BCP = -Caryophyllen, NaCl = Natriumchlorid, LPS = Lipopolysaccharid

2.3 Versuchsablauf
Abbildung 3 zeigt den zeitlichen Ablauf der Intravitalmikroskopie (IVM).

1. Laparotomie

2. LPS intravesikal 4. LPS Entfernung
1. BCP oral 3. IVM Vorbereitung 5. NaCl intravesikal 6. IVM
. Maus wenden
| Waches Versuchstier | | Narkose |
| | +15min | |
-2h 0 +30min +2h

Abbildung 3: Zeitachse des Versuchsablaufs.

2.4 Sondenfltterung

Nach Erhalt der Tiere wurden diese zu Beginn jedes Experiments gewogen. GemaR ihrer

Gruppeneinteilung erfolgte dann die Zwangsfutterung (Gavage) mit 50ul Olivendl

(Sigma-Aldrich, Ontario, Kanada) oder Oliven6l und B-Caryophyllen (100 mg/kg;

Sigma-Aldrich, Ontario, Kanada). Fur die zwei unterschiedlichen Therapien standen

separate Sonden zur Verfugung.
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Nach Fixierung des Kopfes zwischen Daumen und Zeigefinger wurde die Maus auf
Augenhodhe hochgehoben. Dabei wurde auf eine senkrechte Position der Maus geachtet,

damit der Osophagus nicht zu einer Seite abwich.

Danach wurde die Sonde horizontal in das Maul der Maus eingefiihrt. Bei Erreichen der
Rachenwand erfolgte eine vertikale Ausrichtung der Sonde und damit auch des
Mauskopfes. Nun wurde die Sonde vorsichtig an der hinteren Rachenwand entlang nach
kaudal eingefiihrt. Bei korrekter Lage im Osophagus lieR sich die Sonde ohne Widerstand

bis auf circa 7/8 der Lange vorschieben.

Dann erfolgte die langsame Instillation der Substanz. Bei korrekter Lage begann die Maus
mit Kaubewegungen. Nach kompletter Instillation wurde die Sonde langsam
zuriickgezogen. Die Maus wurde dann zuruck im Kafig platziert und wéhrend der
nachsten Schritte kontinuierlich beobachtet.

Abbildung 4: Zwangsfltterung einer Maus.ss
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2.5 Anésthesie und Praparation
Circa 15 Minuten vor Beginn der Laparotomie wurde die Andasthesie mit einer
intraperitonealen Gabe von Pentobarbital (90mg/kg; Ceva Sante Animale, Montreal,

Quebec, Kanada) begonnen.

Die adaquate Tiefe der Narkose wurde anhand von Schmerzstimuli ermittelt. Dabei
wurde beobachtet, ob die Maus bei schmerzvoller Stimulation beider Hinterpfoten in
Rickenlage eine Reaktion zeigt. Um einer Hypothermie vorzubeugen, wurde die Maus
mit einer Wéarmematte beheizt und die Kdrperkerntemperatur kontinuierlich mit einer

rektalen Sonde Uberwacht.

Bei geeigneter Narkosetiefe erfolgte nach grindlicher Desinfektion die mediane
Laparotomie. Dabei wurde zundchst das abdominale Fell entfernt. Danach erfolgt die
scharfe Trennung der Haut und dann der Bauchmuskeln entlang der Linea alba. Nach
Entfernen eines circa 3mm x 3mm groRen Areals der Bauchwand wurde nun mit Hilfe
von befeuchteten Wattestabchen die Blase visualisiert. Die Austrocknung des Gewebes

wurde durch Applikation von vorgewéarmter NaCl-Lésung verhindert.

2.6 Katheterisierung

Nach Handschuhwechsel erfolgte durch vorsichtigen Druck vom Apex vesicae in
Richtung des Cervix vesicae das Entleeren der Blase. Danach wurde der urethrale Meatus
mit einer Pinzette ventral fixiert. Mit einer anderen Pinzette wurde nun ein dinner
Katheter behutsam in die Urethra eingefiuhrt. Nach einem Vorschub von ca. zwei
Zentimetern wurde nun mit der Pinzette, die die Urethra fixierte, der urethrale Meatus
zugeklemmt. Dann erfolgte die Instillation von entweder 50ul Natriumchlorid-Ldsung
oder 50ul Lipopolysaccharid von Escherichia coli (5 mg/kg; Endotoxinaktivitét
3.000.000 1U; Sigma-Aldrich, Ontario, Kanada) zur IC-Induktion. Danach wurde der
Katheter langsam entfernt. Um Austrocknung zu vermeiden, wurde die Blase mit
Abdominalfett bedeckt und zurtick in den Bauchraum verlagert. Danach wurde das
Operationsgebiet mit einem feuchten Tupfer abgedeckt und kontinuierlich feucht

gehalten.

Nach 15 Minuten erfolgte die Umlagerung von Rickenlage in Bauchlage, damit die
instillierte Substanz sowohl die ventrale als auch die dorsale Wand zu gleichen Teilen
erreicht. Nach weiteren 15 Minuten wurde die Maus dann wieder zurlick in Ruckenlage
gedreht.
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Nun wurde die Blase vorsichtig entleert, erneut katheterisiert und mit 50ul NaCl-Lésung
gefillt. Danach wurde das Operationsgebiet erneut befeuchtet und mit feuchten Tupfern
abgedeckt. Wihrend der Prozedur erfolgte alle 15 Minuten eine Uberprifung der
Narkosetiefe durch Stimulation der Hinterpfoten. Bei Bedarf erfolgte die Vertiefung der

Narkose mit i.p.-Pentobarbital.

2.7 Intravitalmikroskopie

Intravitalmikroskopie (IVM; Abbildung 5) bezeichnet ein Verfahren zur Mikroskopie
lebender Organismen. Es dient der Visualisierung von Vorgangen, die nicht an
unbelebten Objekten oder Praparaten durchgefuhrt werden konnen. In dieser Arbeit
wurde die IVM benutzt, um verschiedene Stadien der Leukozytenadhdsion zu

untersuchen und die FCD zu visualisieren.

Zehn Minuten vor der Intravitalmikroskopie erfolgte die intravendse Injektion von
Rhodamin 6G (1,5 ml/kg; Sigma-Aldrich, Ontario, Kanada) und Fluorescein
isothiocyanat (FITC)-Albumin (1ml/kg; Sigma-Aldrich, Ontario, Kanada) in eine

Schwanzvene der Maus.

Rhodamin 6G farbt Mitochondrien an, daher farbt es vornehmlich Leukozyten im Blut.

FITC-Albumin visualisiert den Blutfluss in den Geféal3en durch Kontrastbildung.

Das Versuchstier wurde auf der Warmematte unter dem Objektiv des Mikroskops
platziert, die Blase wird dargestellt und dorsal in Abdominalfett gebettet. Um eine
optimale  Videoqualitdt zu gewadhrleisten, wurden die Videos mittels

Wasserimmersionsobjektiv aufgenommen.
Die Aufnahmen wurden mit Hilfe folgender Geréte generiert:

e Mikroskop: Leica, Deutschland

e Objektiv: 20 x VergroRerung

e Okular: HC PLAN10x/22 M, Leica, Deutschland

e Filter: FITC 520nm, Rhodamin 590nm

e Lichtquelle: HBO-Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe, OSRAM GmbH,
Deutschland

e Monitor: LMD-1410 SC LCD, Sony, Japan

e Software: IC-Capture
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Abbildung 5: Versuchsanordnung bei der Intravitalmikroskopie (IVM).

Es wurde zunéchst die Kapillarperfusion in sechs verschiedenen Gesichtsfeldern flr
jeweils 30 Sekunden mittels der Software aufgezeichnet. Danach folgte die Aufnahme
der Leukozytenadhasion. Hier wurden ebenfalls sechs Videos aus verschiedenen
Gesichtsfeldern mit einer L&nge von 30 Sekunden aufgezeichnet. Es wurde darauf
geachtet, moglichst die gesamte Blase in den Videos abzubilden. Die Gesamtdauer der

Intravitalmikroskopie belief sich auf 15-20 Minuten.

2.8 Probengewinnung
Im Anschluss an die Intravitalmikroskopie erfolgte die Gewinnung der Proben zur

histopathologischen Analyse.

Zur Euthanasie des Versuchstieres und gleichzeitigen Gewinnung des Blutplasmas wurde
die mediane Laparotomie nach kranial ausgeweitet und der Thorax des Tieres ventral

eroffnet. Dann erfolgte die Exsanguination des Tieres durch kardiale Punktion.

Durch vorheriges Anbringen einer Klemme am urethralen Meatus wurde ein Entleeren
der Blase beim Tod des Tieres verhindert. Aus der gefullten Blase entnahmen wir nun
mittels einer 26G-Kandle den gesamten Inhalt der Blase. Im Anschluss wurde die Blase

am Cervix vesicae abgetrennt und transversal in zwei Teile getrennt. Der Apex der Blase
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wurde zur histopathologischen Verwertung fur 48 Stunden in Formalin 10% gelagert und

danach zur Lagerung in 70% Ethylalkohol tberfuhrt.

2.9 Auswertung der Videosequenzen
Die Auswertung der Videosequenzen erfolgte offline an einem Monitor mit dem Open

Source Programm FIJI.

2.9.1 Leukozytenadhasion
Die Messung der Leukozytenadhé&sion erfolgte im Hinblick auf zwei Parameter. Zum
einen wurde die feste Adhésion der Leukozyten gemessen. AuRerdem wurde die

temporére Adhasion der Leukozyten, das sogenannte Rollen quantifiziert.

T ¢ mit dem Endothel i icrende Leut Roller):

Zur Quantifizierung der rollenden Leukozyten wurde eine moglichst gerade verlaufende
Venole identifiziert. Mittels Software wurde dann eine Linie rechtwinklig zur GefalRwand
durch das GefalR gezogen. Die Geschwindigkeit der rollenden Leukozyten liegt
normalerweise bei circa 50pum/s.4s Mit einem Zellz&hler wurde jede die Linie passierende,
rollende Zelle wahrend der gesamten Videosequenz gezéhlt. Im Anschluss wurde die

Anzahl der Zellen verdoppelt, um die Anzahl der rollenden Zellen pro Minute zu erhalten.
Roller-Flow = Zellen/min

Das Rollen der Leukozyten entlang der Gefdlwand ist Ausdruck einer frihen
leukozytaren Aktivierung und lasst auf das Vorliegen einer Inflammationsreaktion

schliel3en.ss

\dhi Leul _

Die feste Adhasion der Leukozyten am Endothel ist Ausdruck einer schwereren
Inflammationsreaktion. Fir das Gefal3, in dem vorher der Roller-Flow gemessen wurde,
wurde nun eine maoglichst groRBe Querschnittsflache markiert und per Software
vermessen. Unter Annahme einer zylindrischen Form des GefaRes, wurde die Fl&dche des

GefaRes anhand folgender Formeln berechnet:

e Zylinderflaiche F=1x U
e U = Zylinderumfang = pi x d

e d = GefaRdurchmesser
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e | =Lange des Gefalies

e Leukozytenadhésion = Zellen/Flache [n/mm2]

Durch das vorherige Eichen des Programms konnte nun eine mafstabsgetreue Flachen-
und L&ngenbestimmung der GefaRe erfolgen. Die am Endothel fur 30 Sekunden

haftenden Leukozyten wurden markiert und ausgezéhlt.

Abbildung 6 zeigt beispielhaft eine Kapillare der Blase mit adhédrenten und rollenden
Leukozyten. Das Lumen der Kapillare erscheint schwarz, wahrend die Leukozyten als
weille Punkte identifizierbar sind. Eine Unterscheidung zwischen Adhésion und Rolling

ist in diesem statischen Bild allerdings nicht moglich, hierfir ist die Videoanalyse notig.

% Lo
A

Abbildung 6: Mit Rhodamin-6G  markierte Leukozyten wéhrend der
Intravitalmikroskopie (IVM).

2.9.2 Messung der funktionellen Kapillardichte (FCD)
Die FCD bezeichnet das Verhéltnis aus der Lange der perfundierten Kapillaren zu einer
umschriebenen Flache. Das FITC-Albumin diente der Visualisierung des Blutflusses,

indem es wahrend der Mikroskopie beim Durchstromen eines Geféales hell leuchtete.

Die Auswertung der Perfusion erfolgte nach folgenden Kriterien:
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e Funktionslose Kapillare: Eine Kapillare ohne sichtbaren Blutfluss oder

Pendelfluss wahrend der Sequenz von 30 Sekunden.

e Funktionstiichtige Kapillare: Dauerhafte Perfusion der Kapillare Uber die

komplette Sequenzlange von 30 Sekunden.

Zur Auswertung der FCD wurde ebenfalls das Open Source Programm FIJI benutzt. Zu
Beginn erfolgte zuerst wieder die digitale Eichung mittels des Mikrometermalistabes.
Daran schloss sich die digitale Markierung eines gut sichtbaren Bereichs und die visuelle
Identifikation von funktionslosen und funktionsttichtigen Kapillaren an. Die Lange jeder
einzelnen Kapillare wurde notiert und die Gesamtlange der perfundierten Kapillaren in

Relation zur Flache gesetzt.

In Abbildung 7 ist exemplarisch das Kapillarnetz der murinen Blase zur Auswertung der
FCD dargestellt. Die feinen schwarzen Linien sind die Kapillaren der Blase. Aussagen
zur FCD lassen sich allerdings nur aus der Videoanalyse ableiten. In der Videosequenz
wirde das FITC-Albumin als heller Strom durch die Kapillaren flieBen. Dadurch erfolgt

dann die Identifikation von funktionellen und funktionslosen Kapillaren.

Abbildung 7: Kapillarbett der murinen Blase wéhrend der Intravitalmikroskopie (IVM)
zur Quantifizierung der funktionellen Kapillardichte (FCD).
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2.10 Mediatoranalyse

Die Analyse der inflammatorischen Mediatoren im Plasma wurde mit dem Luminex®-
System durchgefiihrt. Es wurde ein 12-plex Bio-Plex Protm Mouse Assay (Bio-Rad,
Mississauga, ON, Kanada) verwendet. Abbildung 8 zeigt schematisch die
Funktionsweise dieser Methode. Folgende Mediatoren wurden bestimmt: IFN-y, TNF-q,
IL-1B, IL-2, I1L-4, IL-6, IL-10, IL-12 p70, IL-17A, losliches P-Selektin und l6sliches
ICAM-1.

Die Durchfiihrung dieser Analyse erfolgte gemaR der Herstellerangabe. Alle Proben
wurden mittels Bio-PlexTm Verdiunnung dreifach verdinnt. Jede Probe wurde doppelt
bestimmt und der Mittelwert beider Werte als tatséchlicher Wert angenommen.
AuRerdem wurde zur Qualitatssicherung eine Standardkurve zu jedem getesteten
Parameter ermittelt. Vor der Analyse wurde das Luminex-System gemaR
Herstellerangaben kalibriert und die Vorrichtung zum Waschen der 96-well plate

vorbereitet.

Zuerst wurden 50ul der magnetischen Detektionsantikorper-Kugeln in jede der
Vertiefungen der 96-well plate pipettiert und mit Pufferlésung in der Bio-Plextm Pro
Waschvorrichtung ausgewaschen. Zur Kontrolle wurden die mitgelieferten
Referenzldsungen in die ersten Vertiefungen der Platte pipettiert. Danach folgte das

Hinzufligen des Plasmas.

Die 96-well plate wurde danach im Dunkeln eine Stunde mit einem Mikrotiterplatten-
Shaker bei 300 rpm durchmischt und im Anschluss dreifach ausgewaschen. Bio-Plextm
Detektionsantikorper wurden in jede Vertiefung der Platte pipettiert. Folgend wurde die
Platte wieder fiir 30 Minuten im Dunkeln bei 300 rpm durchmischt. Im Anschluss erfolgte
erneut die dreifache Auswaschung der Platte mit Pufferlosung. Nachfolgend wurde das
Streptovidin-Phycoerythrin (Streptovidin-PE) in die Vertiefungen pipettiert mit erneuter
Inkubationzeit von 10 Minuten bei 300rpm im Shaker. Nach den 10 Minuten erfolgte die
letzte dreimalige Auswaschung der Platte. Im Anschluss wurde das Bio-Rad 200
Luminometer und die Bio-PlextTm Manager Software benutzt, um die Ergebnisse

auszulesen.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Bio-PlexTm Sandwich Immunoassay.

2.11 Statistik
Die statistische Analyse erfolgte mit GraphPad Prism 6 fiir MacOS X (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA 92037 USA).

Die Uberpriifung auf Normalverteilung erfolgte mittels des Kolmogorov-Smirnov-Tests.
Bei Normalverteilung wurde auf signifikante Unterschiede mittels einer Varianzanalyse
(One-Way-ANOVA) getestet. Bei Auftreten einer Signifikanz erfolgte die post-hoc-
Testung mit einem Bonferroni korrigierten t-Test. Das Signifikanzniveau wurde mit
p<0,05 festgelegt. Die Darstellung der Daten erfolgt als Grafik mit entsprechenden
Mittelwerten + Standardabweichung.
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3. Ergebnisse

3.1 IVM - Leukozytenadhésion

In der Kontrollgruppe wurden im Mittel 987 Zellen/mm2 Endotheloberflache in den
Venolen der Blasenwand gezahlt. Nach Instillation des LPS in die Blase zeigte sich ein
signifikanter Anstieg der Anzahl adhérenter Leukozyten auf einen Mittelwert von 2942
Zellen/mm2 (unbehandelte LPS-Gruppe). Vorbehandlung mit BCP reduzierte die LPS-
induzierte Leukozytenadhé&sion signifikant auf einen Mittelwert von 1197 Zellen/mm:2
(Abbildung 9). Die BCP-Kontrollgruppe zeigte dhnliche Werte wie die unbehandelte
Kontrollgruppe.

LPS verursacht eine signifikant erhdhte Leukozytenadhé&sion, unter VVorbehandlung mit
BCP sinkt diese signifikant ab.

4000~ *
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Abbildung 9: Leukozytenadhésion (n = 5/Gruppe, Mittelwert + SD, * = signifikanter
Unterschied zu Control, # = signifikanter Unterschied zu LPS, p<0,05, LPS =
Lipopolysaccharid, BCP = p-Caryophyllen).
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3.2 IVM - Rolling
Zwischen den Versuchsgruppen konnte kein signifikanter Unterschied beobachtet

werden. Allerdings war die individuelle Schwankungsbreite (SD) relativ hoch.

Die Kontrollgruppe wies einen mittleren Roller-Flow von 29 Zellen/min auf, die
unbehandelte LPS-Gruppe einen Mittelwert von 20 Zellen/min. Unter oraler
Vorbehandlung mit BCP konnten wir einen Roller-Flow von 40 Zellen/min beobachten.
Die BCP-Kontrollgruppe wies ein mittleres Rolling von 21 Zellen/min auf (Abbildung
10).
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Abbildung 10: Roller-Flow (n = 5/Gruppe, Mittelwert + SD, p<0,05, LPS =
Lipopolysaccharid, BCP = p-Caryophyllen).
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3.31IVM - FCD

Abbildung 11 zeigt die FCD der verschiedenen Gruppen. Nur in der BCP-Kontrollgruppe
ohne LPS konnte ein signifikant hthere FCD gegenuber der Kontrollgruppe beobachtet
werden. Alle anderen Gruppen zeigten keine signifikanten Unterschiede der FCD im

Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 11).

1
9
3

Abbildung 11: Funktionelle Kapillardichte (n = 5/Gruppe, Mittelwert + SD, * =
signifikanter Unterschied zu Control, p<0,05, LPS = Lipopolysaccharid, BCP = j-
Caryophyllen).
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3.4 Mediatorenanalyse

Keiner der 11 quantifizierten inflammatorischen Mediatoren zeigte einen statistisch
signifikanten Unterschied der Plasmaspiegel der Versuchsgruppen im Vergleich zur
Kontrollgruppe.

Im Folgenden werden nur die Ergebnisse der vier Mediatoren ICAM-1, IL-4, P-Selektin
und IL-6 graphisch dargestellt. Die restlichen Mediatoren waren unterhalb der

Nachweisgrenze und somit nicht zu quantifizieren.

3.4.1 ICAM-1
ICAM-1 (Interzellulares Adh&sionsmolekuil-1) wird insbesondere von Endothelzellen als
Zelladhésionsmolekiil exprimiert. Die Bindung eines Liganden an ICAM-1 st

Bestandteil der Leukozytendiapedese bei inflammatorischen Prozessen.

In Abbildung 12 wird die Expression von ICAM-1 im Plasma der vier verschiedenen
Versuchsgruppen dargestellt. Keine der Versuchsgruppen zeigt einen statistischen

Unterschied der Plasmaspiegel zur Kontrollgruppe.
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Abbildung 12: ICAM-1-Plasmaspiegel (n = 5/Gruppe, Mittelwert + SD, p<0,05, LPS =
Lipopolysaccharid, BCP = B-Caryophyllen).
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3.4.2 Interleukin-4

Interleukin-4 (IL-4) ist ein antiinflammatorisches Zytokin und fiihrt zu einer Hemmung
der Makrophagenfunktion und zu diversen Differenzierungs- und Proliferationsreizen bei
T- und B-Zellen.

Auch bei diesem Zytokin konnten zwischen den verschiedenen Gruppen keine

signifikanten Unterschiede bestimmt werden (Abbildung 13).
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Abbildung 13: IL-4-Plasmaspiegel (n = 5/Gruppe, Mittelwert + SD, p<0,05, LPS =
Lipopolysaccharid, BCP = B-Caryophyllen).

3.4.3 P-Selektin

P-Selektin ist ebenso wie ICAM-1 ein Zelladhdsionsmolekil und findet sich
hauptsdachlich auf Thrombozyten und Endothelzellen. Selektine fuhren durch eine
Bindung von Liganden auf der Leukozytenoberfliche zu einer Abnahme der

Rollgeschwindigkeit des Leukozyts innerhalb eines GefaRes.

Abbildung 14 stellt den Gehalt an P-Selektin im Plasma der Versuchstiere innerhalb der
vier verschiedenen Gruppen dar. In keiner der Gruppen konnte ein statistisch

signifikantes Ergebnis ermittelt werden.
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Abbildung 14: P-Selektin-Plasmaspiegel (n = 5/Gruppe, Mittelwert + SD, p<0,05, LPS
= Lipopolysaccharid, BCP = -Caryophyllen).

3.4.4 Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) ist ein proinflammatorisches Zytokin und wird hauptsachlich durch
Leukozyten, Mastzellen und Endothelzellen produziert. Durch die Bindung von IL-6 an
Hepatozyten und Leukozyten kommt es zur Einleitung der Inflammationsantwort und zur

Produktion von Akute-Phase-Proteinen.

Die IL-6-Plasmaspiegeldifferenzen erreichten ebenfalls keine statistische Signifikanz.
Die hohe SD innerhalb der LPS-Gruppe ist durch einen Outlier innerhalb der Gruppe zu
erklaren (Abbildung 15).
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Abbildung 15: IL-6-Plasmaspiegel (n = 5/Gruppe, Mittelwert + SD, p<0,05, LPS =
Lipopolysaccharid, BCP = B-Caryophyllen).
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4. Diskussion

Ziel dieser Forschungsarbeit war die Untersuchung der Effektivitat einer Therapie mit
dem enteral verabreichten CB2R-Agonisten BCP in Bezug auf Leukozytenadhésion und
FCD in der Blasenwand sowie Plasmaspiegel inflammatorischer Mediatoren bei

experimenteller IC.

Nach experimenteller Induktion der IC nahm die Leukozytenadhésion signifikant zu,
wihrend das Rolling und die FCD ohne signifikante Anderungen blieb. Unter oraler
Vorbehandlung mit BCP kam es zu einer signifikanten Reduktion der

Leukozytenadhdsion bei weiterhin unverénderter FCD und unverandertem Rolling.

Die Plasmaspiegel von ICAM-1, IL-4, P-Selektin und IL-6 wiesen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen auf. Weitere sieben inflammatorische

Mediatoren blieben unterhalb der Nachweisgrenze.

4.1 Methodendiskussion

Die intravesikale LPS-Instillation stellt in der Literatur eine etablierte Methode zur
experimentellen 1C-Induktion dar.1,72,100 Allerdings ist die Kklinische Vergleichbarkeit
wahrscheinlich eingeschrankt, da die IC-Pathogenese weiterhin weitestgehend unbekannt
ist. Zur Induktion eines IC-Phénotyps ist LPS allerdings geeignet und das Modell kann
zur Untersuchung moglicher Behandlungsstrategien genutzt werden. Nach Bindung des
LPS an den Toll-like-Rezeptor-4 (TLR4) kommt es lber NF-xB zur Produktion von

proinflammatorischen Mediatoren wie beispielsweise Interleukin-1p.

Die Katheterisierung der Versuchstiere fur die LPS-Gabe stellt einen praktikablen Weg
zur Induktion einer IC dar. Unklar ist die notwendige LPS-Dosis, da es in der Literatur
keine einheitliche Empfehlung zur Induktion einer IC gibt. In unserer Arbeitsgruppe
wurde eine standardisierte Dosis von 5mg/kg Korpergewicht zur Induktion einer IC

verwendet.

Diese Studie wurde als Pilotstudie konzipiert. Eine Studie mit enteral appliziertem BCP,
Intravitalmikroskopie der Blase und Mediatorenanalyse wurde bislang in dieser Form
noch nicht durchgefiihrt. Auch nach intensiver Literaturrecherche konnte keine
vergleichbare Publikation gefunden werden. Daher ist ein direkter Vergleich mit der

Literatur nicht moglich.
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Bei Patienten mit IC kommt es erst nach (oft langwieriger) Diagnostik zur Einleitung
einer adaquaten Therapie. In dieser Studie wurde das Therapeutikum bereits vor
Induktion der Inflammation verabreicht, um ausreichend hohe Gewebespiegel zu
gewadhrleisten. Es ist daher nicht ohne weiteres ableitbar, dass BCP auch nach IC-
Induktion effektiv ware. Weiterhin bleibt auch nach intensiver Recherche unklar, wie

hoch die orale Bioverfligbarkeit von enteral verabreichtem BCP im murinen Modell ist.

Die Therapie mit BCP sollte iber die Aktivierung des anti-inflammatorischen CB:zR die
inflammatorischen  Prozesse bei IC abschwédchen. Zwar konnten in der
Mediatorenanalyse keine erhéhten Plasmaspiegel der von uns untersuchten Zytokine und
Adhésionsmolekiile beobachtet werden, trotzdem fiihrte eine Vorbehandlung mit BCP zu

einer signifikanten Reduktion der lokalen Leukozytenadhé&sion in der Blase.

Die IVM wird nur von wenigen Arbeitsgruppen weltweit angewendet. Das Erlernen
dieser Technik setzt Zeit und handwerkliches Geschick voraus und ist zudem mit hohen
Kosten verbunden. Die IVM erlaubt einzigartige Einblicke in physiologische und
pathophysiologische Prozesse durch die Analyse am lebenden Organismus.s1,76 Die
Injektion der Fluoreszenzfarbstoffe in die Schwanzvene der Mause stellt den
schwierigsten Teil dieser Methode dar. Fur die Analyse der Daten wurden nur Tiere mit
einer erfolgreichen intravendsen Injektion benutzt. Bei initial nicht erfolgreicher Injektion
wurde die Injektion bis zum Erfolg wiederholt oder der Datensatz verworfen. Dadurch ist
eine hohe Qualitat und eine hohe Aussagekraft der Videosequenzen gewahrleistet. Die
Methode der IVM stellt somit die ideale Methode zur Evaluierung der in Kapitel 1.10
formulierten Fragestellungen dar.

Die Multiplexmethode stellt seit Jahren ein etabliertes Verfahren zur Quantifizierung von
inflammatorischen Mediatoren im Plasma dar und wird weltweit praktiziert.so,s5 In dieser
Arbeit wurden die Mediatoren aus kardialer Punktion bestimmt, es handelte sich also um
eine komplette Exsanguination des Tieres. Die Entnahme des Blutes zur Analyse bot
mehrere Vorteile aus rein praktischer Sicht fiir diese Arbeit. Die bereits laparotomierte
und narkotisierte Maus konnte einfach exsanguiniert werden, da die Laparotomie nur
nach kranial erweitert werden musste. Aullerdem forderte das UCLA der Dalhousie
University eine sichere Euthanasie des Tieres entweder durch kardiale Punktion oder
durch Dislokation der Halswirbelsaule. Somit konnten alle VVorgaben eingehalten und

gleichzeitig Proben fur die weitere Analyse gesammelt werden. Diese Methode wurde in
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dieser Untersuchung gewdhlt, da die Wirkung von BCP als CB2R-Agonist auf einer
Reduktion der inflammatorischen Antwort beruht. Wir erhofften uns, durch die Analyse
von Plasmamarkern, diese These untermauern zu kénnen. Durch die Ergebnisse ist das
aktuell nicht moglich. Dass nur vier der elf untersuchten inflammatorischen Mediatoren
ausgewertet werden konnten, lag aller Voraussicht nach an der lokal begrenzten
Entziindung, welche sich lediglich auf die Blase beschrénkte und daran, dass einige der
untersuchten Mediatoren mehr Zeit zur Expression benétigen.zs In Kapitel 4.2.4 wird

dieser Umstand genauer diskutiert.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.11VM

Die Kontrollgruppe wies mit durchschnittlich 987 Zellen/mmz eine relative hohe
Baseline-Leukozytenadhasion in den Venolen der Blasenwand auf. Dies verwundert, da
beispielsweise in Venolen der Darmsubmukosa eine Adhésion von unter 100 Zellen/mm2
gemessen wird.e Seitens unserer Arbeitsgruppe wurden eventuelle Fehlerquellen durch
zahlreiche Versuche ausgeschlossen. Es wurden Mause aus verschiedenen Lieferungen
ohne jegliche experimentelle Behandlung per IVM untersucht, alle zeigten in etwa die
gleichen Werte. Daher wurde die oben genannte Leukozytenadhdsion von 987
Zellen/mm2 als valider Wert fiir die Kontrollgruppe angenommen. Im Gegensatz zur IVM
an Ratten stellt die VM der murinen Blase noch ein relativ neues Verfahren in der
Cystitis-Forschung dar, daher gibt es nur begrenzte Vorerfahrungen.s1 Durch die
Stimulation mit intravesikal verabreichtem LPS stieg die Anzahl der adhérenten
Leukozyten signifikant an. Dieser Anstieg wird durch die LPS-induzierte Produktion
proinflammatorischer Zytokine und Adhéasionsmolekile erklart. Dadurch wird die
Rekrutierung der Leukozyten signifikant erhoht.e2 Wie in Kapitel 4.2.4 erldutert, konnte
die erhéhte Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und Adhésionsmolekiilen
im systemischen Plasma durch unsere Arbeitsgruppe allerdings nicht nachgewiesen
werden. Trotzdem ist die gesteigerte lokale Leukozytenadhéasion ein direkter Marker fur

eine signifikante Inflammationsantwort in der Blase.

Durch die enterale Therapie mit BCP sank das Ausmal? der Leukozytenadhé&sion bis auf
das Niveau der gesunden Kontrollgruppe ab. Wir fuhren die signifikant niedrigere
Adhésion direkt auf die CB2R-Aktivierung zurick. Dadurch kommt es durch eine
verminderte Produktion von proinflammatorischen Zytokinen zu einer Reduktion der

Inflammationsreaktion und somit auch zu einer Reduktion der Leukozytenadhdsion.4s Die
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BCP-Kontrollgruppe wies eine mittlere Adh&sion von 785 Zellen/mm: auf. Somit lag die
Adhasion in dieser Gruppe sogar unter der Kontrollgruppe. Denkbar wére, dass dies auf
eine vorbestehende subklinische Cystitis der Versuchstiere — moglicherweise durch die
experimentelle Manipulation der Blase - zurlickzufuhren ist. Auch Kowalewska et al.
zeigten in ihrer Studie aus dem Jahr 2011, dass intravesikale LPS-Gabe zu einer erhéhten
Leukozytenadhé&sion in der Blase fuhrt. Ihre Kontrollgruppe wies allerdings eine sehr
geringe Leukozytenadhdrenz auf.s1 Dies konnte ein weiteres Indiz flr eine subklinische

Cystitis unserer Kontrollgruppe sein.

Beziglich des Leukozytenrollings konnten keine Gruppenunterschiede in unserer Studie
beobachtet werden. Vergleichbare Studien zu diesem Modell sind sehr begrenzt.
Kowalewska et al. applizierten den Méusen LPS-Dosen von 5 mg/kg bis 7 mg/kg und
warteten vier Stunden bis zur IVM und konnten dadurch signifikante Unterschiede im
Rolling beobachten.s1 Unsere Arbeitsgruppe benutzte ebenfalls 5 mg/kg LPS, allerdings
wurde unsere VM zwei Stunden nach Instillation des LPS durchgefuhrt. Dies lag an den
Vorgaben der UCLA der Dalhousie University. Moglicherweise ist die Zeitspanne von
zwei Stunden zu kurz, um signifikante Anderungen herbeizufiihren. Saban et al. konnten
in einer Studie beweisen, dass die Transkription von NF-xB assoziierten Genen vier
Stunden nach den Instillation von LPS ihr Maximum erreicht.73 Diese Erkenntnis stiitzt
die These, dass die Dauer nach Instillation des LPS zu kurz war, um signifikante
Anderungen zu beobachten. Um dies zu untersuchen, ware es sinnvoll unsere Versuche
erneut mit einer Zeit von vier bis sechs Stunden nach LPS-Gabe zu wiederholen.
Idealerweise sollte dies mit Versuchstieren aus einem anderen Labor und mit einer
hoheren Anzahl wvon Tieren pro Gruppe durchgefuhrt werden. Unter diesen
Versuchsbedingungen fallt eine Auswertung des Rollings schwer. Daher sollte das
Modell wie oben beschrieben geéndert und erneut durchgeftihrt werden. Moglicherweise
kénnen nach diesen Anderungen signifikante Beobachtungen durch Optimieren dieses
Modells festgestellt werden. Um die Madglichkeit einer subklinischen Cystitis zu
minimieren, konnte das Modell um eine gewichtsadaptierte Gabe von Fosfomycin-
Trometanol p.o. einige Tage vor Beginn der IVM erganzt werden. Die Analyse der FCD
zeigte nur in der BCP-Gruppe einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe. In
dieser Gruppe lag die FCD hoher. Intensive Recherche der Literatur ergab keine
vergleichbaren Studien, die die drei Parameter Therapie mit Cannabinoiden (BCP),

Cystitis (IC) und Mikrozirkulation (IVM) miteinander kombinierten. Bemerkenswert ist,
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dass die BCP-Gruppe eine signifikant hohere FCD als die Kontrollgruppe aufweist. In
einer Studie aus dem Jahr 2002 von Bajory et al. konnte gezeigt werden, dass die FCD
bei einer ischamisch induzierten Cystitis signifikant sinkt.2 In unserem Versuchsmodell
konnte der Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der BCP-Gruppe durch die
bereits vorher angesprochene subklinische Cystitis der Versuchstiere bedingt sein. Es
wére moglich, dass die Steigerung der FCD in der BCP-Gruppe durch die
antiinflammatorischen Eigenschaften des BCP ausgeldst wird, wahrend die vermeintlich
gesunden Kontrolltiere keine Behandlung bekamen und trotzdem subklinisch an einer
Cystitis erkrankt sind. Daher sollte das Modell mit einer erhéhten Anzahl an Tieren pro
Gruppe und mit Versuchstieren aus anderen Laboratorien wiederholt werden. Bei einer
hoheren FCD unserer Kontrollgruppe durch Elimination einer Cystitis, ware also ein
signifikanter Unterschied zu LPS denkbar. Dies musste allerdings wie oben bereits

beschrieben reevaluiert werden.

4.2.2 Mediatorenanalyse

Mittels Multiplextechnologie konnten elf inflammatorische Mediatoren im Plasma
untersucht werden. Jedoch lagen sieben Mediatoren unterhalb der Nachweisgrenze und
nur die Mediatoren ICAM-1, IL-4, P-Selektin und IL-6 konnten ausgewertet werden.
Diese vier Mediatoren verhielten sich jedoch nicht unterschiedlich zwischen den

Versuchsgruppen — maoglicherweise ist dies friihestens nach vier Stunden festellbar.73

ICAM-1 gehort zu der Gruppe der Integrine und wird kontinuierlich in geringen Mengen
auf der Zelloberflache von Endothelzellen und Leukozyten exprimiert. ICAM-1 ist der
Ligand fur den Rezeptor LFA-1 auf Leukozyten. Eine Bindung an diesen fihrt zur
Transmigration der Leukozyten durch das Gefal.7o Bei Inflammationsreaktionen steigt
die Expression von ICAM-1 an.e9 Unléngst wurde l6sliches (shedded — s) ICAM-1 als
potenzieller Marker flr das Vorliegen einer IC vorgeschlagen, da bei Patienten mit IC
ein erhohter Spiegel an ICAM-1 vorliegt.ae In einer aktuellen Studie konnte gezeigt
werden, dass bei Méausen mit experimenteller autoimmuner Cystitis (EAC) die
Expression von ICAM-1 signifikant erhoht war. Allerdings wurde die Blase dieser
Versuchstiere erst nach vier Wochen kontinuierlicher Therapie immunhistochemisch und
histologisch untersucht.ss In unserem Modell fand die Analyse des Plasmas aus den oben
genannten Griinden zwei Stunden nach Induktion der IC mittels LPS statt. Daher ist es
am wahrscheinlichsten, dass unsere Ergebnisse die basale Expression von ICAM-1 im

murinen Plasma widerspiegeln. Bei Patienten mit IC handelt es sich um eine chronische
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Inflammationsreaktion, ICAM-1 steigt also nicht binnen zwei Stunden, sondern Uber
Monate bis Jahre an. Um mehr Erkenntnis zu gewinnen, wére es also notig die

Bestimmung mehrere Stunden bis Tage aufzuschieben.

IL-4 ist ein immunmodulatorisches, antiinflammatorisches Zytokin und nimmt Einfluss
auf die humorale und zelluldare Immunantwort. Durch die Stimulation mit IL-4
differenzieren sich B-Zellen zu Plasmazellen und ThO-Zellen zu Th2-Zellen. Diese Th2-
Zellen produzieren dann erneut hohere Mengen an IL-4 im Sinne einer positiven
Selbstverstarkung. Die Zelle, die als erstes IL-4 produziert ist bis dato nicht eindeutig
identifiziert, obwohl neuere Studien vermuten lassen, dass es sich um basophile
Granulozyten handelt.7s In Zusammenhang mit einer Ifosfamid-induzierten Cystitis
wurden die antiinflammatorischen Eigenschaften von IL-4 untersucht. Es zeigte sich, dass
exogen zugefiihrtes IL-4 zu einer signifikanten Reduktion von TNF-a, IL-1, iNOS und
COX-2 fiihrte. In dieser Studie wurden die Blasen der Versuchstiere 12h nach der ersten
intraperitonealen Injektion von Ifosfamid entnommen. In Konkordanz mit der bereits
mehrfach zitierten Studie von Saban et al. flihrte die zwolfstiindige Zeit zwischen
Injektion und Entnahme des Organs zu einem signifikanten Unterschied, der bei unserer
Studie aufgrund der zu kurzen Zeit zwischen Instillation des LPS und IVM nicht zu
beobachten war.73 Bei Patienten mit IC wurden h&ufiger bestimmte Polymorphismen im
IL-4-Genlokus identifiziert.so Dadurch konnte die Analyse von IL-4 in einer
abgeédnderten Form dieses Versuchsmodells neue Erkenntnisse hervorbringen. Um
signifikante Unterschiede in der Expression von IL-4 zu detektieren ist es also nétig, mehr

Zeit zwischen Instillation des LPS und der IVM vergehen zu lassen.

P-Selektin wird hauptséchlich von aktivierten Thrombozyten und Endothelzellen
exprimiert. Selektine spielen eine wichtige Rolle bei der initialen Rekrutierung von
Leukozyten zum Ort der Inflammation. Durch die Freisetzung von Thrombin und
Histamin wird das intrazelluldr gespeicherte P-Selektin zur apikalen Zellmembran
transportiert und dort in die Zellmembran integriert.10 Obwohl Unterschiede bei ICAM-
1 deutliche haufiger vorkommen, zeigen Patienten mit IC deutlich hdufiger eine héhere
Expression von P-Selektin.2s Als zellulares Adhésionsmolekil unterstreicht das haufigere
Vorkommen von ICAM-1 und P-Selektin die inflammatorische Komponente einer IC. In
der vorliegenden Versuchsreihe lieRen sich keine signifikanten Unterschiede in den
Plasmaspiegeln von l6slichem (shedded — s) P-Selektin beobachten. Dies liegt wie bereits

oben besprochen daran, dass die Expressionvon P-Selektin mehr Zeit bendtigt.7s In
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diesem Experiment wurden durch Reglementierungen der UCLA zwei Stunden zwischen
Instillation des LPS und der IVM gewdhlt. Diese Zeit musste auf circa 6-24 h nach

Instillation des LPS ausgeweitet werden.

IL-6 ist ein proinflammatorisches Zytokin und ist hauptséchlich fur die Steigerung der
Korpertemperatur in der akuten Phase einer Inflammationsreaktion verantwortlich. Es
wird durch Myozyten in der Tunica media der GefalRe synthetisiert und kann bei Bedarf
von Makrophagen freigesetzt werden. 1L-6 ist in der Lage die Blut-Hirn-Schranke zu
Uberwinden und induziert im Hypothalamus die Sekretion von Prostaglandinen,
insbesondere PGE2. Dies resultiert in der Steigerung der Kdorpertemperatur zur
Elimination von temperatursensitiven Mikroorganismen innerhalb des Korpers.s In
Abwesenheit von klinischen Markern zur Identifikation einer IC wurde IL-6 bereits als
potentieller diagnostischer Marker evaluiert. Patienten mit IC weisen eine héhere
Expression von IL-6 und Methylhistamin auf.s2 Aktuell ist die intravesikale Instillation
von GAG wie beispielsweise Hyaluronsaure zur Behandlung der 1C géngige Praxis. In
mehreren Studien an Versuchstieren und menschlichen Probanden wurde gezeigt, dass
Hyaluronsdure zu einer Reduktion der Expression von IL-6 fiihrt.es, 74 Aus diesem Grund
ist die korrekte Analyse von IL-6 von besonderer Bedeutung. In unserem Modell konnte
kein signifikanter Unterschied in der Produktion von IL-6 gezeigt werden. Dies begrundet
sich durch den zu kurzen Abstand zwischen intravesikaler Instillation des LPS und der
IVM. Das Modell sollte daher abgedndert werden und die VM 6-24 h nach Instillation
des LPS durchgefiihrt werden.
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5. Schlussfolgerungen
Enteral appliziertes BCP fuihrt zu einer signifikanten Reduktion der Leukozytenadhé&sion
in der Blasenwand von Tieren mit experimentell induzierter IC. Wir erklaren dies durch

eine Reduktion der Inflammationsreaktion ber die TLR-4-Signalkaskade.

In der BCP-Gruppe kam es zu einer signifikanten Steigerung der FCD im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Zwischen den drei anderen Gruppen konnten keine Unterschiede
gemessen werden. Wir fiihrten dies auf eine subklinische Cystitis unserer Versuchstiere

zurtck.

Von den elf analysierten inflammatorischen Mediatoren waren nur ICAM-1, IL-4, P-
Selektin und IL-6 oberhalb der Nachweisgrenze und waren daher die einzigen, die in
dieser Arbeit ausgewertet wurden. Bei keinem dieser Mediatoren beobachteten wir im

Rahmen des Experiments signifikante Unterschiede.

Weitere Versuche sollten mit folgenden Modifikationen erfolgen: Die Versuchstiere
sollten vor Durchfiihrung der Experimente engmaschig auf das Vorliegen einer Cystitis
untersucht werden. Der Beobachtungszeitraum sollte auf mindestens 4 — 6 h post

inductionem verlangert werden.
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6. Zusammenfassung

6.1 Zusammenfassung

Im Gegensatz zur bakteriellen Cystitis, die mit Antibiotika in der Regel effektiv behandelt
werden kann, ist die Interstitielle Cystitis (IC) aufgrund bislang unzulénglich
charakterisierter Pathogenese nur unzureichend therapierbar. Man geht davon aus, dass
circa 5-6% der weiblichen Bevélkerung von IC betroffen sind. Unzureichende Kenntnisse
der Pathophysiologie gestalten die Suche nach neuen Therapeutika schwierig, allerdings
zeigt die hohe Pravalenz, dass diese dringend benétigt werden. Ausgehend von einer
inflammatorischen Genese der IC, untersuchte unsere Arbeitsgruppe die Effektivitat einer
enteralen antiinflammatorischen Therapie mittels des CB2R-Agonisten B-Caryophyllen

(BCP) im kontrollierten Tierexperiment an weiblichen BALB/c-Mé&usen.

Die Maéuse wurden in vier verschiedene Gruppen zu je finf Tieren eingeteilt:
1. Kontrollgruppe, 2. IC-Gruppe, 3. IC+BCP-Gruppe und 4. BCP-Gruppe. Um den
therapeutischen Effekt von BCP zu validieren, wurden die Leukozytenadhé&sion, das
Rolling und die FCD mittels Intravitalmikroskopie (VM) untersucht. AuBerdem wurden

elf inflammatorische Mediatoren mittels Multiplextechnologie quantifiziert.

Es konnte in diesem Tiermodell gezeigt werden, dass enteral appliziertes BCP die
Leukozytenadhasion als Marker fur das Vorliegen einer Inflammationsreaktion
signifikant reduziert. Weiterhin fiihrt BCP zu einem signifikanten Anstieg der FCD in der
BCP-Gruppe. Die Mediatorenanalyse im systemischen Plasma ergab keine signifikanten
Anderungen. Dies ist auf die zu geringe zeitliche Latenz zwischen Induktion der 1C und

der Plasmaanalyse zurlckzufiihren.
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6.2 Abstract
In contrast to bacterial cystitis, which can be effectively treated with antibiotics,

interstitial cystitis (1C) is difficult to treat because of it’s unknown pathogenesis.

It is estimated that about 5-6% of the female population is affected by IC. Inadequate
knowledge of pathophysiology makes the search for new therapeutics difficult, but the
high prevalence indicates that there is an unmet need for new treatments. Assuming an
inflammatory etiology of IC, our group studied, whether an enteral anti-inflammatory
therapy by the CB2R agonist, -Caryophyllen (BCP), is able to achieve therapeutic effects

in experimental IC.

The mice were divided into four different groups of five animals each: 1. Control group,
2. 1C-group, 3. IC+BCP group, 4. BCP group. To quantify the therapeutic effect of BCP,
leukocyte rolling and adhesion, and FCD were studied using intravital microscopy (IVM).
Furthermore, plasma levels of eleven inflammatory mediators were analyzed by

multiplex assay.

We showed that enterally administered BCP is able to significantly reduce leukocyte
adhesion as marker of local bladder wall inflammation. The treatment with BCP also led
to a significant increase in FCD in the BCP group. No significant changes could be
observed regarding leukocyte rolling and the production of inflammatory mediators —

most likely due to the limited observation.
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