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Meinen Eltern gewidmet

In liebevoller Erinnerung an meine Mutter T 16.06.2004

Wer will die welten zdhlen. die voriibergegangen sind oder die schopfungen, die sich wieder
und wieder aus dem formlosen abgrund der weiten wasser erhoben haben. wer will die stets
wieder vergehenden zeitalter der welten zdihlen, wie sie endlos aufeinander folgen. und wer

will die weiten unendlichkeiten des raums erforschen, um all die allwelten sduberlich zu

zdhlen { Rohner-Radegast W 1999} .
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1 Einleitung und Zielsetzung

Cannabis ist seit mehr als 5000 Jahren flr seine therapeutischen und psychoaktiven
Wirkungen bekannt. Noch heute findet es Verwendung bei der Therapie einer
Vielzahl von Erkrankungen, wie der Migrane, Muskelverspannungen und -spasmen,
bei der Glaukombehandlung, bei Schmerzen, Ubelkeit und Apettitlosigkeit.

Aus der Cannabispflanze, Cannabis sativa, lassen sich Substanzen und
Verbindungen isolieren, die als Cannabinoide bezeichnet werden {Marsicano G
2002}. Das A%-Tetrahydrocannabinol (A°-THC) ist aus der Gruppe der Cannabinoide
wohl der bekannteste Inhaltsstoff und die Komponente mit der gro3ten
psychoaktiven Potenz.

Ende der 1980er Jahre entdeckte man, dass die Cannabinoidwirkung tber
Rezeptoren vermittelt wird.

Anfang der 1990er Jahre erfolgte die Klonierung und Sequenzierung des ersten
Cannabinoid-Rezeptors, des Cannabinoid-Rezeptors 1 (CB;-R). Im Anschluss fand
man auch einen zweiten Rezeptor, den Cannabinoid-Rezeptor 2 (CB»-R) {Felder CC
1998}.

Bei den Cannabinoid-Rezeptoren handelt es sich um G-Protein gebundene,
transmembranale Rezeptoren. CB;-Rezeptoren finden sich vor allem in Neuronen
des zentralen und peripheren Nervensystems, CB,-Rezeptoren zum Grossteil in
immunkompetenten Zellen {Lutz B 2002KVigna Steven R 2003}.

Mehrere endogene, vom Organismus selbst produzierte Substanzen zeigen eine
agonistische Wirkung an den Cannabinoid-Rezeptoren. Diese mehrfach ungesattigte
Fettsauren wurden endogene Cannabinoide auch Endocannabinoide genannt.

Als erster Substanz dieser endogenen Cannabinoide konnte das Anandamid isoliert
werden. Es wirkt als Agonist an beiden Cannabinoid-Rezeptoren, wie auch am
Vanilloid-Rezeptor 1 (VR1), welcher an der Vermittlung von Schmerz beteilgt ist.
Neuere Arbeiten beschreiben den Einfluss der Endocannabinoide auf die Motiliat im
Gastrointestinaltrakt. Anandamid und 2-Arachidonylglycerol (2-AG), ein weiterer
Cannabinoid-Rezeptor-Agonist, fuhrten zu einer Relaxation glatter Muskelzellen im
Magen-Darm-Trakt {Pertwee RG 1995KPinto L 2002}.

Uber welche Mechanismen dieser Effekt vermittelt wird ist bis heute noch nicht
befriedigend geklart.



Der Einfluss der Endocannabinoide auf die Motilitat im Gastrointesinaltrakt ist die
zentrale Fragestellung dieser Arbeit.

Wir untersuchten die zellularen Mechanismen der Endocannabinoidwirkung auf die
inhibitorischen Neurotransmitter, NO (Stickstoffmonoxid) und VIP (vasoaktives
intetsinales Polypetid), und die motilitadtswirksamen Peptidhormone und
Neurotransmitter, Ghrelin und Somatostatin.

Daruber hinaus war es wesentlicher Bestandteil der hier vorliegenden Arbeit, die
Effekte der endogen gebildeten Cannabinoide im Vergleich zu exogen zugefihrten
Endocannabinoid-Substanzen zu untersuchen.

Mit Hilfe des Modells der Synaptosomen war es uns moglich die intra- und
subzellularen Mechanismen der Transmitterfreisetzung im enterischen Nervensystem

systematisch zu erforschen {Kurjak M 1994}.

Die Zielsetzungen dieser Arbeit waren im Einzelnen:
1) Charakterisierung der Effekte exogen zugefuhrter Endocannabinoide auf

die inhibitorischen Transmitter NO und VIP.

2) Einfluss exogen zugefuhrter Endocannabinoide auf die Sekretion der
motilitatswirksamen Peptidhormone und Neurotransmitter Ghrelin und

Somatostatin.

3) Charakterisierung der Signalvermittiung der Effekte der Endocannabinoide

auf zellularer Ebene.
4) Charakterisierung der Einfliisse von endogenen Cannabinoiden.
5) Nachweis der Existenz von CB1- und CB»-Rezeptoren in der longitudinalen

Muskelschicht des Dunndarms mit anhangendem Plexus myentericus
mittels RT-PCR.



2 Material und Methoden

2.1 Praparation

2.1.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden weibliche CD-Ratten (der Firma Charles River in Sulzfeld,
Deutschland) mit einem Gewicht von 150 bis 250 g verwendet.

Die Tierhaltung erfolgte unter standardisierten Bedingungen im Tierstall der
experimentellen Chirurgie des Klinikums rechts der Isar in Munchen. Am Tag der
Praparation wurden die Ratten durch Einleitung von Kohlendioxid in den Kafig
betaubt. Nach Narkoseeintritt wurden die Tiere dekaptiert. Fur alle Tierversuche lag

eine Genehmigung der zustandigen Ethikkommission vor.

2.1.2 Entnahme des Dunndarms

Fur die Praparation wurden je Versuchsdurchfihrung 5 weibliche Ratten verwendet.
Zuerst erfolgte die Eréffnung der Bauchwand entlang der Linea alba senkrecht von
kaudal nach kranial mit einer chirurgischen Schere. Nach Orientierung im Bauchsitus
erfolgte die Freipraparation des Dinndarms vom Pylorus des Magens bis zum
Caecum. Der freigelegte Darmabschnitt wurde kaudal des Pylorus und kranial des
Caecums mit einer Praparationsschere abgetrennt. Das entnommene Praparat
wurde nun in etwa 5 bis 10 cm lange Abschnitte zerteilt und bis zum darauffolgenden
Praparationsschritt in eisgekihltem MOPS-Praparationspuffer [25mM MOPS, 10mM
MgCl,, 8% (wt/vol) Saccharose, bei pH 7.40] aufbewahrt.



Abbildung 1: Eréffneter Bauchsitus einer weiblichen Ratte mit Einblick in die Darmeingeweide.
Nach Auffinden des Magensausgangs, wurde dieser mit einer Schere abgetrennt. Der
Darminhalt des Diinndarms wurde bis zum Colon ascendens ausgestrichen. Auf Hohe der
lleocoecalklappe erfolgte die Abtrennung vom Dickdarm.

2.1.3 Praparation der longitudinalen Muskelschicht

Die Darmwand der zerteilten Abschnitte wurde mit Hilfe einer chirurgischen Schere
entlang der Mesenterialansatzlinie eréffnet, die Serosa und Langsmuskelschichten
durchtrennt. Die eréffneten Darmabschnitte wurden nun auf eine
Praparationsunterlage unter geringem Zug gepinnt. Daraufhin folgte die vorsichtige
Abpraparation der Mucosa, Submucosa und Faeces mit einem Skalpel.



Abbildung 2: Darstellung der 5 bis 10 cm langen Diinndarmabschnitte, rechts die beiden noch
nicht eroffneten Strukturen. Bei der linken Struktur handelt es sich um die eréffnete Darmwand

vor Entfernug der Mucosa und Submucosa.

Anschlief3end erfolgte die Sduberung der Muskelpraparate in MOPS-Pufferlésung.
Mit einer Waage wurde das jeweilige Feuchtgewicht bestimmt. Bei allen Versuchen
lag es zwischen 13.0 g und 24.0 g. In einem Verhaltnis von 1 zu 8 wurde nun ein
Inhibitorenpuffer [ 200 ml MOPS, 10 mM Pepstatin, 100 yM Thiorphan, 50 uM PMSF,
1 mM Dithiotreitol, 0,5 uM Trypsininhibitor, und 1 mM Captopril ] zugegeben.

2.1.4 Zerkleinerung und Homogenisierung
Mit einer Praparationsschere wurden die Muskelpraparate sorgfalltig zerkleinert und
anschlielend mit einem Polytron PT20 Homogenisator bei 8000 [g] bei einer

Temperatur von 4 °C fur 15 sec. (3 x fUr 5 sec.) homogenisiert.
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2.1.5 Zentrifugation

Das erhaltene Homogenisat wurde in drei Schritten (1 x 10 min. bei 800 [g],

1 x 10 min. bei 2000 [g], und 1 x 10 min. bei 12.000 [g]) zentrifugiert. Das nach der
Zentrifugation erhaltene P2-Fraktions-Pellet (P2 = grober synaptosomaler Uberstand)
wurde rehomogenisiert und in einem Mischungsverhaltnis von 1 zu 10 mit MOPS-
Pufferlésung verdinnt und in einem Melzylinder auf ein Gesamtvolumen von 35 ml

aufgefullt.

2.2 Versuchsdurchfiihrung
Der Gehalt an VIP, Somatostatin und Ghrelin wurde mittels Radioimmunassays
bestimmt. Die Aktivitatsmessung der NO-Synthase erfolgte durch NOS-Assays.

2.2.1 VIP-, Somatostatin- und Ghrelin-lmmunreaktivitat

2.21.1 Versuchsablauf

In 2 ml Safe-Lock-GefalRen (Eppendorf) wurden je 150 ul der zu untersuchenden

Substanzen zugegeben. Je nach Menge der Substanzen folgte eine Zugabe von

entweder 1200 pl, 1050 pl oder 900 ul Krebs-Ringer-Puffer.

Krebs-Ringer-Puffer: 6.75 g NaCl + 1.86 NaHCO3 + 2.0 g Glucose + 1 Liter
Aqua dest.; weiter erfolgte eine Begasung mit: 3,43% KClI,
2.86% NaH,PO,4, 1.6% MgSO,4 und 3.68% CacCl;

Um die Reaktion zu starten wurde je 300 ul der Membranflissigkeiten in

die Safe-Locks pipettiert und fur 15 min. in einem auf 37°C erwarmten Wasserbad

inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Safe-Locks verschlossen und fur 10 min. bei

4°C vorgekunhlter Zentrifuge bei 3500 [g] zentrifugiert. Als nachster Schritt

folgte das Pipettieren des Uberstandes fir die Bestimmung der Immunreaktivitat

von VIP, Somatostatin und Ghrelin.
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2.2.1.2 Radioimunassay (= RIA)

Der Ablauf der Assays war bis auf die jeweiligen spezifischen Antikérper (=AK)
identisch (Versuchsaufbau siehe unter 2.2.1.3).

Als Antikorper fur die einzelnen Versuche wurden folgende Antikorper verwendet:
[1251]-makierte VIP-Antikoérper (Sigma, Minchen, Deutschland),

[Tyrl]-markierte Somatostatin-Antikorper (Salk Institut, La Jolla, CA, USA) und
[1251]-markierte bioaktive Ghrelin-Antikorper {Erdmann J, Topsch R, et al. 2004}.

2.2.1.3 Aufbau der Radioimmunoassays

1. Puffer A: 0.06 M Phosphat-EDTA Puffer pH 7.40
9.8 g Na;HPO,
0.824 g KH,PO, (=Kaliumdihydrogenphosphat)
3.724 g EDTA
0.5 g NaN3 (=Natriumazid)

ad 1000 ml Aqua destillata.
2. Assay Puffer B: 0.3 g BSA (=Rinderalbumin) wurden in 200 ml 0.06 M Phosphat
Puffer geben.

3. Trennungspuffer C:  0.250 g Gelatine wurde durch erwarmen in 100 ml Puffer
A gelost. Es folgte die Zugabe von 1.2 g Kohle Nortit A
und 0.12 g Dextran.

4. Antikorper: Weiter wurden je nach Versuchsreihe die spezifischen AK
(siehe unter 2.2.1.2) in 1 ml Rabbitserum aufgelost.

Es wurde nun 10 ul der AK fur 100 Proben in
10 ul Assay geldst.

5. Tracer: Es folgte das Losen des Lyophilisat (Amersham, UK) in
0.2 ml Aqua destillata.

6. Pipettierschema: Proben, Standard, AK, J**°, Puffer.

7. Als nachster Schritt folgte die Inkubation fir 96 Stunden bei einer Temperatur

von 4°C.

8. Mit einem Vortex-Schuttelgerat wurden die Substanzen geschuttelt und

vermischt.

9. Nun folgte die Zentrifugation fur 20 min. bei 2500 [g].

10. Jede Minute wurde eine Sedimentzahlung durchgefuhrt.
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2.2.2 NOS-Assay
Die NOS-Aktivitat wurde saulenchromatograpisch durch die enzymatische

Umsetzung von L-[*H]-Arginin in L-[*H]-Citrullin gemessen.

2.2.21 Versuchsvorbereitung

Zu Beginn erfolgte die Anfertigung von Poly-Prep-Chromatographen-Saulen (Bio-
Rad). Diese wurden mit einer Menge von je 1 g Resin gefullt. Es folgte nun die
Zugabe von 2 ml Aqua destillata. Die Saulen wurden im nachsten Schritt geschuttelt
und fur 1 Stunde belassen. Nach dieser Zeit wurde der Deckel am Boden der Saule
entfernt. Nun wurden die eréffneten Saulen in einem 3-maliger Spulvorgang mit je

1 ml NaOH, je 1 ml Aqua destillata und mit je 1 ml MOPS-Pufferldsung gespult.

In 2 ml Safe-Lock-GefalRe wurden jetzt je 100 ul der zu untersuchenden Substanzen
pipettiert [Arginin-Citrullin-Stopp-Lésung: 210.7 mg Arginin + 175.2 mg Citrullin + 50

ml Aqua destillata].

2.2.2.2 Anfertigung einer L-[3H]-Arginin-Probe

In diesem Versuchsabschnitt wurden zwischen 10 bis 15 ul L-[*H]-Arginin zu 500 bis
1000 ul MOPS in ein MeRgefal pipettiert. Danach erfolgte die Bestimmung der
radioaktiven B-Strahlung in einem B-Counter-MefRgerate. Die B-Aktivitat lag bei allen

Versuchen zwischen 300.000 bis 1.000.000 cpm (counts per minute).

2.2.2.3 Versuchsaufbau

Anfangs erfolgte die Zugabe von je 30 pl Enzym-Co-Faktoren [= 4 pl FMN, 4 ul FAD,
2 mM CaCl,, 1 yM Calmodulin, 0.1 yM THB und 0.1 mM DTT] in jeweils ein 2 ml
Safe-Lock-Gefal’. Dazu wurden je 500 pl der MembranflUssigkeit pipettiert. Als
nachstes wurden je 15 pl L-*H-Arginin-MOPS-Puffer-Fliissigkeit aus der L-[*H]-
Arginin-Probe hinzupipettiert. Das restliche Volumen wurde mit MOPS-Puffer
aufgefullt. Um die Enzym-Reaktion zu starten wurden nun je 30 pl B-NADPH
zugegeben.
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Die Safe-Lock-Gefalie wurden fur 15 min. in einem 37°C warmen Wasserbad
inkubiert. Danach folgte eine 6 min. Protein-Ausfallungsreaktion in einem 95°C
erhitzten Heizblock. Daraufhin wurde je 1 ml einer Arginin-Citrullin-Stopp-Lésung
zugegeben. Weiter folgte ein Zentrifugationsschritt fur 3 min. bei 10000 [g].

Die Safe-Lock-Gefalte wurden nun gedffnet und der Inhalt in die Saulen eingefulit.
Dieser lief nach Passage der Filtersaulen in die MeRgefaRe. Nun wurden die Saulen
mit je 1 ml Aqua destillata nhachgespult. Weiter wurde je 1.5 ml Szintiflissigkeit in die
MeRgefalle gegeben. Diese wurden nach Verschluss mit einem Deckel in das
Counter-Mefgerat flr B-Strahlung gestellt. Als Ausdruck fur die Aktivitat der NO-

Synthase wurde in unseren Versuchen die L-[*H]-Citrullin-Aktivitdt gemessen.

2.2.2.4 Versuchsauswertung

Das Ergebnis der B-Radioaktivitat wurde in der Einheit dpm erfasst und in

fmol/mg/min umgerechnet.

2.3 CB4- und CB,-Rezeptor-Nachweis mittels RT-PCR

Zu Beginn wurde aus Gehirngewebe, aus Gewebe des myenterischen Plexus der
longitudinalen Muskelschicht und aus der Mukosagewebe des Ileums von Ratten die
gesamte RNA entnommen. Die erhaltenen Gewebeproben wurde homogenisiert. Die
RNA wurde nun mittels DNAse flr 15 min. bei Raumtemperatur behandelt und
isoliert (LU DNAse I/ug RNA, Invitrogen; Groningen, Niederlande).

Weiter erfolgte die Umschreibung der gesamten RNA in komplementare DNA
(cDNA). Um die Expression der CB;- und CB,-Rezeptoren auf mRNA-Ebene
darzustellen, verwendeten wir spezifische CB-Rezeptor-Primer. Weiter wurden

35 PCR-Zyklen mit 2.5 U Taq Polymerase (Sigma®, Deutschland) durchgefihrt.

1 pl des RT-Reaktions-Gemisches wurde nach einer Hitze-Startreaktion bei einer
Temperatur von 95°C fur 3 min. denaturiert. Dieser Schritt wurde bei jedem PCR-
Zyklus durchgefuhrt. Es folgten weitere Zyklen fur 20 sec. bei 94°C, weitere fur 20
sec. bei 60°C und wieder weitere fur 45 sec. bei 72°C. Der letzte Zyklus wurde fur 7
min. bei einer Temperatur von 72°C durchgefihrt. Als Negativ-Probe, wurde eine
isolierte RNA ohne Anwesenheit von einer Reversen-Transkriptase und den

spezifischen Primern vervielfaltigt.
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Die erhaltenen PCR-Produkte wurden nun mittels einem 1.5% Agarosegel in der
Elektrophorese aufgetrennt und durch Ethidiumbromid-Farbung dargestellt. Die
Banden wurden vom Gel abgetrennt, durch ein Gelextraktionsgerat (Qiagan; Hilden,
Deutschland) gereinigt und in einen TOPO-PCR II-Vektor eingebaut (Invitrogen).

Die Nukleotidsequenzen wurden aus zyklischen Sequenzen von isolierten Plasmiden
(Qiagen, QlAprep spin Miniprep- Kit) mit T7-Folgesequenzen (GATC; Konstanz,
Deutschland) gebildet. Die Analyse der Sequenzabschnitte erfolgte durch das

Softwareprogramm “BLASTn-Homology-Search®.

2.4 Verwendete Stoffe und Substanzen

Ghrelin (Phoenix Pharma. Inc., USA), Capsaicin (Sigma®, Deutschland),
Capsazepine (Sigma®, Deutschland), SR141716A (Sanofi Recherche), SR144528
(Sanofi Recherche), Anandamid, WIN 55,212-2, Substanz P, B-NADPH (Sigma®,
Deutschland), SNAP (Calbiochem®, Deuschland),KCI, CaCl,, NaCl, Glucose,
NaHCOs3, L-[2,3,4,5- H] Arginine monohydrochlorid (Amersham pharmacia biotech,
UK), AM404 (Cayman Chemical, USA), PMSF, CCH (= Carbachol), FAD, FMN,
Calmodulin, THB (= Tetrahydrobiopterin), MgCl,, Pepstatin, Thiorphan, DTT (=
Dithiotreitol), Saccharose, Trypsininhibitor, Captopril, Arginin, Citrullin, Lyophilisat-
Tracer (Amersham Pharm. Biotech, UK), BSA (= Rinderalbumin), Phosphat- Puffer,
Dextran, VIP- Antikérper (Hammer Smith Hospital, London, UK), Somatostatin-
Antikdrper (Amersham Biosciences Europe, Freiburg), Ghrelin- Antikdrper (Goat Anti-
Rabbit IgG Serum, Phoenix Pharma. Inc., USA), GABA, Tiagabine, MOPS (= 3- N-
Morpholino- Propan- Sulfonsaure), CB1- und CB;-Rezeptor-Primer und AG 50W-X8

Resin.

2.5 Statistik

Alle Daten wurden als Mittelwert (=MW) + Standardfehler (=SEM) angegeben. Als
Statistiksoftwareprogramm wurde Sigma-Stat verwendet. Die Mittelwerte wurden mit
Hilfe der Varianzanalyse (ANOVA) verglichen, der Student-t-Test fir gepaarte und
ungepaarte Stichproben angewandt. Als Signifikanzniveau wurde die
Wahrscheinlichkeit p < 0.05 festgelegt. “** steht fir signifikante Ergebnisse und “n.s.”

fur nicht signifikante Resultate. Mit “n“ wurde die Anzahl der Versuche angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Effekte der Endocannabinoide auf die NO-Synthase-Aktivitat
3.1.1 Effekte von Anandamid und WIN 55,212-2

Unter Zugabe von Anandamid [10™ M bis 10 M] fand sich ein statistisch signifikanter

Zuwachs der NO-Synthase-Aktivitat gegenuber der basalen Aktivitat.
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Graphik 1: Die Zugabe von Anandamid fiihrte zu einer signifikanten Zunahme der NO-
Synthase-Aktivitat gegeniiber der basalen Aktivitat ([fmol/mg/min] Basal: 0.05 + 0.01
fmol/mg/min, n=4) in den Konzentrationen von 10 ~* M bis 10 M (Anandamid 10 M: 0.14 + 0.02
fmol/mg/min, Anandamid 10° M: 0.13 + 0.05 fmol/mg/min, Anandamid 10° M: 0.16 + 0.05
fmol/mg/min, n=4) und bei einer Konzentration von 10 ™ (Anandamid 107 M: 0.13 + 0.04

fmol/mg/min, n=4).
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WIN 55,212-2 [10° M] und Anandamid [10° M] konnten beide eine signifikante
Steigerung der NO-Synthase-Aktivitat im Vergleich zur basalen Aktivitat erzielen.

0.2 -

0.15- G

0.05-

NOS-Aktivitit (fmol/mg/min)

Basal Anandamid WIN 55,212-2
10° M 10° M

Graphik 2: Sowohl Anandamid als auch WIN 55,212-2 fiihren beide zu einem signifikanten
Zuwachs der NO-Synthase-Aktivitat ([fmol/mg/min] Basalwert: 0.049 * 0.01, Anandamid 10" M:
0.13 % 0.05, WIN 55,212-2 10° M: 0.1 % 0.02, n=4).
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3.1.2 Rezeptorvermittelte Effekte der Cannabinoide
Die Steigerung der NO-Synthase-Aktivitat konnte durch den spezifischen CB;-
Rezeptor-Antagonisten, SR141716A [10™ M], nicht signifikant verandert werden.
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0.2 |
n.s. -

=
£ _
D) 015
: |
©
=
>
= 01 -
:IE
>
=
< 005
n
O
Z

0

Basal 10° M 106 M  Anandamid
— + SR141716A
107" M

Graphik 3: Nach Zugabe des spezifischen CB,-Rezeptor-Antagonisten, SR141716A, fand sich
keine signifikante Anderung der Anandamid induzierten NO-Synthase-Aktivitatssteigerung
([fmol/mg/min] Basalwert: 0.05 + 0.01, Anandamid 10°M: 0.13 0.05, Anandamid 10° M +
SR141716A 107 M: 0.14 + 0.03, Anandamid 10”° M: 0.16 * 0.03, Ananamid 10° M + SR1417146A
107 M: 0.15 % 0.04, n=4).
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Durch Zugabe des spezifischen CB,-Rezeptor-Antagonisten, SR144528 [10™ M],
wurde keine signifikante Anderung der Anandamid-induzierten NO-Synthase-
Aktivitats-Steigerung erzielt.
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Graphik 4: Die Aktivitdtszunahme der NO-Synthase, nach exogener Anandamidgabe, wurde
durch die Anwesenheit des spezifischen CB,-Rezeptor-Antagonisten, SR144528, nicht
signifikant verindert ([fmol/mg/min] Basalwert: 0.05 + 0.01, Anandamid 10”° M: 0.13  0.05,
Anandamid 10° M + SR144528 107 M: 0.15 £ 0.04, Anandamid 10° M: 0.16 £ 0.03, Anandamid
10° M + SR144528 10”7 M: 0.1 £ 0.03, n=4).
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Die spezifische Antagonisierung des Vanilloid-Rezeptors 1 durch Capsazepine [10°
M], flihrte keine signifikanten Anderung der durch exogene Anandamidzugabe
hervorgerufenen Steigerung der NO-Synthase-Aktivitat herbei. Nach alleiniger
Capsazepine-Gabe [10°® M] fand sich hingegen eine signifikanten Aktivitdtszunahme

der NOS gegenuber dem Grundumsatz.

n.s. %

0.2

o
-
w
1

0.05 -

NOS-Aktivitat (fmol/mg/min)

Basal Anandamid
10€ M .
+ Capsazepine
10 M

Graphik 5: Die alleinige Gabe von Capsazepine fiihrte zu einer signifikanten Aktivitatszunahme
der NOS. Dagegen zeigte sich nach Zugabe von Capsazepine und Anandamid keine
signifikante Verdanderung der Anandamid induzierten NOS-Aktivitatsteigerung ([fmol/mg/min]
Basalwert: 0.05 + 0.01, Anandamid 10° M: 0.16 + 0.03, Anandamid 10° M + Capsazepine 10°° M:
0.16 * 0.03, Capsazepine 10° M: 0.17 £ 0.03 ,n=4).
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3.1.3 Effekte von endogenem Anandamid

Durch Inhibierung der Anandamid abbauenden Hydrolase (= FAAH) mittels PMSF,
und durch Blockade des Anandamid-Transporters durch AM404 kann die endogene
Wirkung von Anandamid simuliert werden. Sowohl durch die Gabe von Anandamid
[10° M] + AM404 [10® M] und Anandamid [10°® M] + PMSF [107 M], als auch bei
Zugabe von AM404 [10° M] und PMSF [107 M] zeigte sich ein signifikanter Zuwachs
der NO-Synthase-Aktivitat.
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Graphik 6: Es fand sich eine Aktivitdtszunahme der NOS, hervorgerufen durch exogene Zugabe
von Anandamid, wie auch nach Gabe von Anandamid mit AM404 und mit PMSF. Auch durch
Zugabe von AMA404 und PMSF konnte die NOS-Aktivitét signifikant gesteigert werden
([fmol/mg/min] Basalwert: 0.12 * 0.03, Anandamid 10"° M: 0.22 £ 0.02, Anandamid 10° M +
AM404 10° M : 0.29 * 0.06, Anandamid 10° M + PMSF 10 M: 0.27 + 0.03, AM404 10° M: 0.32 £
0.08, PMSF 10”° M: 0.30 % 0.06, n=6).
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Die signifikante Zunahme der NO-Synthase-Aktivitat nach spezifischer
Antagonisierung des Anandamid-Transporters mittels AM404 [10° M], wurde weder
durch Zugabe des spezifischen CB;-Rezeptor-Antagonisten, SR141716A [107 M],
noch durch die Gabe des spezifischen CB,-Rezeptor-Antagonisten, SR144528 [10”’
M], in ihrer Aktivitat verandert.

1.0 -

o
N
o
|

0.25-

NOS-Aktivitit (fmol/mg/min)
o

Basal

AMA404
105 M

Graphik 7: AM404 fiihrte zu einer signifikanten Zunahme der NO-Synthase-Aktivitét. Die
selektive Blockade der CB;- und CB,-Rezeptoren veranderte die Aktivititszunahme der NOS
nicht signifikant ([fmol/mg/min] Basalwert: 0.3 * 0.07, AM404 10"° M: 0.45 £ 0.13, AM404 10° M +
SR141716A 107 M: 0.64 + 0.35, AM404 10° M + SR144528 10" M: 0.62 % 0.2, n=6).
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3.2 Effekte der Endocannabinoide auf die Freisetzung von VIP
3.2.1 Effekte von Anandamid und WIN 55,212-2

Bei Zugabe von Anandamid [10° M bis 10" M] und WIN 55,212-2 [10° M] erfolgte

eine signifikante Zunahme der VIP-Freisetzung gegenuber der basalen Sekretion.
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Graphik 8: Es zeigte sich ein signifikanter Zuwachs der VIP-Sekretion nach Zugabe von
Anandamid und WIN 55,212-2 gegeniiber der basalen Freisetzung ([pg/mg] Basalwert: 259.0 *
32.2, Anandamid 10*M: 232.9 50.6, Anandamid 10° M: 308.0 * 42.3, Anandamid 10 M: 337.2
+ 61.1, Anandamid 107 M: 350.9 % 33.6, WIN 55,212-2 10”° M: 292.6 % 27.8, n=6).
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3.2.2 CB1-Rezeptor-Effekt
Nach Zugabe des spezifischen CB;-Rezeptor-Antagonisten, SR 141716A [10™° M und
10 M], fand sich keine signifikante Anderung der Anandamid induzierten vermehrten

VIP-Freisetzung.
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Graphik 9: Es zeigte sich kein signifikanter Riickgang der VIP-Freisetzung nach Zugabe von
SR141617A, dem spezifischen CB,-Rezeptor-Antagonisten ([pg/mg] Basalwert: 259.0 * 32.2,
Anandamid 10° M: 308.0 £ 42.3, Anandamid 10° M + SR141716A 107 M: 309.6 * 44.3,
Anandamid 10° M: 337.2 £ 61.1, Anandamid 10° M + SR141716A 10" M: 334.1 % 53.2, n=6).
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3.2.3 CB;-Rezeptor-Effekt
Durch die Zugabe des spezifischen CB,-Rezeptor-Antagonisten, SR 144528 [10®° M
und 10° M], wurde die Anandamid induzierte Freisetzung von VIP signifikant

gehemmt.
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Graphik 10: Es zeigte sich ein signifikanter Riickgang der VIP-Freisetzung nach Zugabe des
spezifischen CB,-Rezeptor-Antagonisten, SR144528 ([pg/mg] Basalwert: 259.0 * 32.2,
Anandamid 10° M: 308.0 £ 42.3, Anandamid 10° M + SR144528 10" M: 243.6 % 45.4, Anandamid
10° M: 337.2 + 61.1, Anandamid 10° M + SR144528 107 M: 247.1 £ 40.9, n=6).
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3.2.4 Vanilloid-Rezeptor 1-Effekt

Weder durch Zugabe des spezifischen Vanilloid-Rezeptor 1-Agonisten, Capsaicin
[10° M], noch durch die Gabe von Capsazepine [10® M, ein spezifischer VR1-
Antagonist, lief3 sich die Anandamid induzierte vermehrte VIP-Sekretion signifikant
verandern. Die alleinige Gabe des spezifischen VR1-Antagonisten, Capsazepine [10°
® M, fihrte zu einer signifikanten Mehrsekretion von VIP gegeniiber der basalen

Freisetzung.
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Graphik 11: Die Zugabe von Capsazepine, dem spezifischen Antagonist am VR1, fiihrte zu
einer signifikanten Mehrsekretion von VIP. Die alleinige Gabe von Capsaicin, dem spezifischen
Agonisten am VR1, und die Kombinationsgabe von Anandamid und Capsazepine hatte keine
signifikante Verdnderung der VIP-Sekretion gegeniiber der basalen Freisetzung zur Folge
([pg/mg] Basalwert: 259.0 * 32.2, Anandamid 10"° M: 308.0 * 42.3, Anandamid 10° M +
Capsazepine 10° M: 351.6 % 84.3, Capsicin 10° M: 275.6  26.4, Capsazepine 10° M: 306.8 +
28.9, n=6).

26



3.2.5 Effekte von endogenem Anandamid

Durch die Gabe von AM404, ein spezifischer Antagonist des Anandamid-
Transporters, stieg die VIP-Sekretion im Vergleich zur basalen Freisetzung an
([pg/mg] Basalwert = 3.1 pg/mg + 1.2, AM404 10 M: 5.0 pg/mg + 1.1, n=5).

Die Zugabe des spezifischen CB;-Rezeptor-Inhibitors, SR141716A, ergab keine
signifikante Sekretionsédnderung (AM404 10° M + SR141716A 107 M:

8.4 pg/mg + 1.9). Ebensowenig fuhrte die Zugabe des spezifischen CB,-Rezeptor-
Antagonisten, SR144528, zu einer Veranderung der Sekretion des vasoaktive
intestinale Polypetids (AM404 10°M + SR144528 10" M: 8.7 pg/mg + 3.6).
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3.3 Effekte der Endocannabinoide auf die Ghrelin-Freisetzung

3.3.1 Effekte von Anandamid und WIN 55,212-2
Die Zugabe von Anandamid [10° M und 10° M] und WIN 55,212-2 [10™° M] rief keine
signifikante Veranderung der Ghrelin-Freisetzung gegenuber der basalen

Freisetzung herbei.
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Graphik 12: Diese Graphik soll die unveranderte Sekretion von Ghrelin nach Zugabe von
Anandamid [10 > M und 10 ~° M] und WIN 55,212-2 [10”° M] im Vergleich zum basalen
Grundumsatz verdeutlichen ([pg/mg] Basalwert: 16.9  2.3; Anandamid 10° M: 13.5 £ 1.9, 10°®
M: 15.2 £ 2.3, WIN 55,212-2 10”° M: 15.8 % 2.4, n=11).
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3.3.2 CB1-Rezeptor-Effekt
Durch die spezifische Blockade des CB;-Rezeptors mit SR141716A [10” M] konnte
keine signifikante Anderung der Ghrelin-Freisetzung gegeniiber der Anandamid

induzierten Sekretion beobachtet werden.
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Graphik 13: Unsere Daten zeigten keine signifikante Veranderung der Freisetzung von Ghrelin,
weder durch Zugabe von Anandamid, noch nach spezifischer CB,-Rezeptor-Blockade,
gegeniiber dem basalen Grundumsatz ([pg/mg] Basalwert: 17.5 * 3.9; Anandamid 10°M: 15.8 +
1.9, 10° M: 17.7 £ 2.3, Anandamid 10”° M + SR141716A M™: 17.9 2.8, Anandamid 10° M +
SR141716AM”: 17.5 % 2.0, n=6).
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3.3.3 CB,-Rezeptor-Effekt
In unserer Versuchsreihe war nach spezifische Antagonisierung des CB,-Rezeptors
durch SR144528 [10 ’ M] keine signifikanten Veranderung der Ghrelin-Freisetzung,

gegenuber der Ghrelinsekretion in Anwesenheit von Anandamid, zu erkennen.

% 10.0 - § §

Graphik 14: Nach Anandamid- und nach Gabe des spezifischen CB,-Rezeptor-Antagonisten,
SR144528, fand sich keine signifikante Veranderung der Ghrelinfreisetzung ([pg/mg] Basalwert:
17.5 £ 3.9; Anandamid 10° M: 15.8 £ 1.9, 10°° M: 17.73 £ 2.34, Anandamid 10° M + SR144528 M":
17.5 * 1.6, Anandamid 10° M + SR144528 M7: 17.5 2.2, n=6).
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3.3.4 Vanilloid-Rezeptor 1-Effekt

Capsaicin [10® M] fiihrte keine signifikanten Veranderung der Ghrelin-Freisetzung
herbei. Die alleinige Gabe von Capsazepine [10° M] und die Gabe in Kombination
mit Anandamid hatten beide keine signifikanten Effekt auf die Freisetzung von

Ghrelin im Vergleich zur basalen Sekretion.
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Graphik 15: Capsaicin und Capsazepine fiihrten beide zu keine signifikante Verdnderung der
Sekretion von Ghrelin im Vergleich zur basalen Fresietzung. Dies galt auch fiir die gemeinsame
Gabe von Anandamid mit dem spezifischen VR1-Antagonisten, Capsazepine ([pg/mg]
Basalwert: 17.52+ 3.9; Anandamid 10° M: 17.7  2.34, Capsaicin 10° M: 16.6 3.3, Capszepine
10"° M: 17.7 £ 2.8, Anandamid 10° M + Capsazepine M®: 16.6 £ 1.9, n=6).
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3.4 Effekte der Endocannabinoide auf die Freisetzung von Somatostatin

3.4.1 Rezeptorvermittelte Effekte

Tabelle 1: Anandamid und WIN 55,212-2 hatten beide keinen signifikanten Effekt auf die

Somatostatin-Sekretion gegeniiber der basalen Freisetzung. Die spezifische Blockade der

CB;-, CB,-Rezeptoren und des VR1, ergab auch keine signifikanten Veranderungen im

Vergleich zur basalen Somatostatin-Freisetzung.

Substanzen Somatostatin-Freisetzung Signifikanz,
[pg/mg] + SEM (n=6)

Basalwert 11.7+3.8

Anandamid 10 M 13.1+4.3 n.s.

Anandamid 10> M 128+ 25 signifikant

Anandamid 10° M 14.9+3.0 signifikant

Anandamid 107 M 138+ 1.7 signifikant

WIN55,212-2 10° M 13.1+3.5 n.s.

Anadamid 10° M +

SR141617A 12.8+3.2 n.s.

107 M

Anadamid 10° M + SR144528

107 M 15.6 +3.5 n.s.

Anadamid 10> M + 15.8 +3.7 n.s.

Capsazepine 10° M

Anadamid 10° M + 16.1+3.5 n.s.

Capsazepine 10° M

Die Zugabe von Anandamid [10™ M bis 107 M] und WIN55,212-2 [10™ M],

beeinflusste die Somatostatin-Freisetzung gegenuber der basalen Sekretion nicht

signifikant. Weder die Anwesenheit der spezifischen CB;- und CB,-Rezeptor-

Anatagonisten, noch die des spezifischen Antagonisten am VR1 zeigte einen

signifikanten Effekt auf die Somatostatin-Freisetzung.
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3.4.2 Effekt von endogenem Anandamid

Tabelle 2: Die spezifische Blockade des Anandamid-Transporters durch AM404 hatte keinen
Effekt auf die Somatostatin-Sekretion verglichen mit der basalen Freisetzung. Auch die
spezifische Inhibierung des CB;- und CB,-Rezeptors, in Anwesenheit von AM404, hatte keine

signifikante Verdnderung der Somatostatin-Freisetzung zur Folge.

Substanzen SOM-Freisetzung [pg/mg] Signifikanz, (n=5)
+ SEM

Basalwert 56+0,9

AM404 10° M 56+1,3 signifikant

AM404 10° M + 42+1,3 signifikant

SR141617A 107 M

AM404 10° M + SR144528 6,7+1,9 signifikant

107 M

Die spezifische Inhibierung des Anandamid-Transporters mittels AM404 fuhrte zu
keiner signifikanten Anderung der Somatostatin-Sekretion gegeniiber der basalen
Freisetzung. Die Gabe von AMA404 in Kombination mit dem jeweiligen spezifischen
Antagonisten am CB;1- und CB,-Rezeptor hatte keinen Einfluss auf die basale

Freisetzung von Somatostatin.
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3.5 RNA-Nachweis von CB- und CB,-Rezeptoren im ENS

Bis heute fehlt jeglicher Nachweis des Cannabinoid-Rezeptor 2-Subtyps in
Nervenzellen im enterischen Nervensystem {Kulkarni-Narla A 2000{Pertwee RG
2001}. In unseren Daten fand sich dagegen eine funktioneller CB,-Rezeptor-Effekt an
Nervenendigungen im ENS.

Wir untersuchten daraufhin mittels RT-PCR auf RNA-Ebene die Existenz eines
Cannabis-Rezeptor 2-Subtyps in der longitudinalen Muskulatur mit anhangendem
myenterischen Plexus im Dunndarm der Ratte. Mit Hilfe von spezifischen CB;- und
CB2-Rezeptor-Primern (Tabelle 3), gelang es unserer Arbeitsgruppe, aus der
longitudinalen Muskelschicht des Ileums von Ratten beide Cannabis-Rezeptor-
Subtypen erstmalig zu isolieren. Die Exisztenz beider Rezeptoren, vor allem aber der
Nachweis eines CB,-Rezeptors an Nervenendigungen im enterischen Nervensystem

war uns somit gelungen.

Tabelle 3: Die Oligonukleotide des Sense (S)- und Antisense-Strang-(AS)-Primers der CB;- und
CB,-Rezeptoren fiir die RT-PCR in 5’-->3’Richtung.

Name Sequence PCR- EMBL AC-No.
D e 3" Produkt (pb)

CB-1(S) CCTGGGCTGGAACTGCAA 351 U40395

CB-1 (AS) CCGAAGACGTCATACACCATGA

CB-2(S)  CGGCTTGGAGTTCAACCCTA 481 AF176350

CB-2 (AS) ACAACAAGTCCACCCCATGAG
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Abbildung 3: Darstellung der RT-PCR der CB;-und CB,-Rezeptoren enthommen aus der
gesamten RNA von Anteilen aus isoliertem Hirngewebe (Bande 1), aus Gewebeanteilen der
longitudinalen Muskelschicht mit anhdngendem myenterischen Plexus (LM/MP, Bande 2) und
aus Mucosagewebe des lleums (Bande 3) der Ratte. Einzelne Banden mit der Grésse von ca.
350 Basenpaaren (= bp) und 480 bp konnten die gesicherten Expressionsorte von CB;- und
CB,-Rezeptoren in der longitundinalen myenterischen Plexusschicht des Rattenileums

darstellen. Die Negativ-Kontrolle (Bande 4) zeigte kein PCR-Produkt.
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4 Allgemeine Diskussion

4.1 Endogene und synthetische Cannabinoide, ihre Rezeptoren und Effekte im

Gastrointestinaltrakt

4.1.1 Cannabinoide

Cannabis spp.
Photo by Piklz, & 2000 Erowid.org

Abbildung 4: Bild von Hanfpflanzen, Cannabis spp., aus denen sich cannabinoide Substanzen

extrahieren lassen (Abblidungsquelle: www.erowid.org, Photo von Piklz, (c) erowid.org).
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4.1.1.1 Cannabis und der Wirkstoff A°-THC

Die Hanfpflanze, Cannabis sativa, zeichnet sich durch eine Vielzahl an Inhaltsstoffen
aus. Darunter befinden sich Falvinoide, Aminosauren und Terpene. Mehr als 60
Hydrocarbon-Komponenten, die Cannabinoide genannt werden, kdnnen aus der
Hanfpflanze isoliert werden. Von diesen besitzt das A°-Tetrahydrocannabinol
(A°-THC) die grosste psychotrophe Potenz {Zimmer A 1999}Pertwee RG 2001}.

4.1.1.2 A’>-THC-Wirkungen

H,C
H,C

Abbildung 5 Darstellung der chemischen Struktur von A°-THC (Abbildungsquelle:{Sugiura T
2004}).

Das A°-Tetrahydrocannabinol besitzt eine psychotrope Wirkung, die zu
Stimmungsveranderungen, Wahrnehmungsbeeintrachtigungen, Beeintrachtigung
des Zeitgefuhls und des Kurzzeitgedachtnisses fuhrt {Fadda P 2004}{Hoffman &
Lupica 2000}. Dosisabhangig wirkt es anregend oder beruhigend. Die Fahigkeit
komplexe Tatigkeiten auszufiihren wird durch den Konsum von Cannabis, bzw. A°-
THC stark beeintrachtigt. Diese Substanz beeinflusst das psychomotorische
Verhalten, die Merkfahigkeit, vor allem aber das Kurzzeitgedachtnis.

A°-THC wirkt modulierend auf die Freisetzung vieler Neurotransmitter (GABA,
Dopamine, 5-HT, L-Glutamat) {Rettori V 1990}{Howlett AC 1987}.

Das Hydrocannabinol senkt die Krampfschwelle, wirkt antiemetisch, kann den
Augeninnendruck senken, wirkt bronchodilatatorisch und kann Schmerzen und
Muskelspasmen lindern {Williamson EM 2000}.

In einem Model an Mausen, mit einer induzierten Multiplen Sklerose, konnten Brooks

et al. in einer Arbeit zeigen, dass Muskelspasmen und lang andauernde
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Schmerzzustande, Symptome die haufig bei dieser Erkrankung auftreten, durch die
Gabe von Endocannabinoiden vermindert werden konnten {Brooks JW 2002}.
A°-THC wirkt auch stimulierend auf die Nahrungsaufnahme {Iversen L 2003}{Carlini
EA 2004}. In klinischen Studie aus dem Jahr 2001 zeigte sich, dass die Gabe von
Cannabis bei Personen, die an AIDS erkrankt waren, an einer Krebserkrankung litten
oder eine Chemotherapie erhielten, den Appetit deutlich steigern konnte {Jamshidi N
2001}

Seit Januar 2001 wird das Cannabis-Praparat Dronabinol bei der Schmerztherapie
wie bei der Therapie von AIDS- und Krebs-Patienten, sowie bei ZNS-Erkrankungen
mit vermehrter Spastik wie Multiple Sklerose oder Querschnittslahmung mit
muskularen Krampfen oder Spastiken verwendet.

Das Wirkspektrum des Praparats liegt in der Reduzierung von Schmerzen, Spastik,
Nausea (=Ubelkeit) und Emesis (=Erbrechen), wie in der Apettitsteigerung.

In einer 6-wochigen Studie mit 139 an AIDS erkrankten Personen, bei denen Apettit-
und Gewichtsverlust vorlag, fand sich nach Dronabinol-Gabe ein positiver Einfluss
auf die Stimmung, sowie eine signifikante Apettit- und Gewichtszunahme, verglichen
mit einer Placebo-Kontrollgruppe {El Sohly MA 2001}.

Neben der vielseitigen klinischen Relevanz von A>-THC ist diese Substanz vor allem
wegen seiner hallozinogene Wirkung als Rauschmittel bekannt. Wie bei keiner
anderen Droge gehen die verschiedenen Meinungen tuber Gefahr und Suchtpotential

weit auseinander.

4.1.1.3 Abhanigkeitspotential und Schadigung durch Cannabiskonsum

Weltweit ist Cannabis die haufigste illegale konsumierte Substanz. In Deutschland
findet sich in den letzten Jahren eine zunehmende Tendenz des Konsums. Laut
WHO kann trotz unzureichender Publikationsdaten, bezogen auf die korperliche
Anhangigkeit, von einem Cannabis-Abhangigkeitssyndrom gesprochen werden
{Abood ME 1992}. Die Substanz verursacht bei Konsumenten eine starke Tendenz
der Dosissteigerung. Das Risiko einer Abhangigkeit ist bei Personen, die taglich
diese Droge konsumieren, am hdchsten. Ein langfristiger Konsum scheint irreversibel
geistige Fahigkeiten und die Merkfahigkeit einzuschranken {lversen L 2003}. Auch
weiss man heute, dass Erkrankungen an Schizophrenie bei Langzeitkonsumenten

haufiger als bei Nichtkonsumenten auftreten {Henquet C 2004}.
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Die psychogenen Effekte sind vor allem dem THC zuzuschreiben. Sowohl die oraler
Einahme von THC wie das Rauchen von Marijuana-Pflanzen verursachen ahnliche
subjektive psychogene Effekte {Wachtel SR 2002}.

4.1.2 Endocannabinoide und Endocannabinoid-System

4.1.2.1 Historie

- 1964 konnten Mechoulam et al. an der Universitat in Jerusalem, Israel

erstmals A°-THC isolieren (Literaturquelle: www.erowid.org).

- 1987 demonstrierten Howlett et al., dass die Cannabiswirkung Rezeptor
vermittelt wird {Howlett AC 2002}.

- 1988 wurden Rezeptoren im zentralen Nervensystem nachgewiesen, mit denen
Cannabinoide eine Bindung eingingen {Howlett AC 2002}{Howlett AC 1987}.

- 1992 wurde der erste endogene Ligand, Arachidonylethanolamid, an
Cannabisrezeptoren in Nervengewebe von Schweinen entdeckt und Anandamid
genannt {Devane WA 1992}.

41.2.2 Allgemeines

Endocannabinoide sind endogene Substanzen, die vom Organismus selbst gebildet
werden. Sie binden an Cannabinoid-Rezeptoren und fuhren zu deren Aktivierung.
Das 'System der Endocannabinoide’ umfasst zwei Cannabinoid-Rezeptor-Subtypen,
die CB;- und CB,-Rezeptoren, eine Vielzahl von endogenen Liganden und Enzyme
fur die endogenen Cannabinoid-Biosynthese und den Abbau der cannabinoiden
Substanzen {Di Marzo V 1998}.

Ananadamid und 2-Arachidonoylglycerol (2-AG) sind die bekanntesten Vertreter
dieser Stoffklasse. Sie verhalten sich wie ’echte endogene Cannabinoide’
(=Endocannabinoide) und haben eine hohe Affinitat zu beiden Cannabinoid-
Rezeptor-Subtypen {De Marchi N 2003}.

Bis heute konnte in vielen Arbeiten gezeigt werden, dass Endocannabinoide bei

einer grof3en Zahl von physiologischen Modulationen und Funktionen im peripheren
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wie auch im zentralen Nervensystem von Bedeutung sind {Voruganti LN
2001}Lastres-Becker | 2001 {Hoffman & Lupica 2000H{Devlin & Christopoulos 2002}.
Endocannabinoide, Cannabinoid-Rezeptoren und Enzyme fir die Biosynthese und
den Abbau dieser Substanzen, wurden in verschiedenen Organismen gefunden. So
lieBen sich z. B. CB;-Rezeptoren im enterischen Nervensystem von Ratten, Mausen,

Meerschweinchen und auch beim Menschen nachweisen {Pertwee RG 2001}.

Die Arbeitsgruppe um Stefano entdeckte CB;-Rezeptoren, Anandamid und die
Anandamid-Amidase in Immunozyten und Mikrogliazellen von Intervertebraten. Die
Arbeit zeigt, dass das System der Endocannabinoid, mit seinen Rezeptoren und
Substanzen, seit mehr als 500 Millionene Jahren existieren muss {Stefano GB 1996}.

4.1.2.3 Cannabinoid-Rezeptoren und deren Liganden

CB;-Rezeptor-Subtypen finden sich, je nach Lokalisation im gesamten Organismus
in unterschiedlicher Konzentration {Glass M 1997}, CB,-Rezeptoren dagegen
vorrangig in Zellen des Immunsystems {Izzo AA 2004}.

An beide Rezeptor-Subtypen binden A°-THC, 2-AG und Anandamid selektiv.
Cannabinoid-Rezeptoren weisen 7-transmembrane Strukturabschnitte auf. Sie sind

Mitglieder der G-Protein gekoppelten Rezeptorfamilie.

Im ENS konnten bis heute CB;-Rezeptoren, nicht aber Cannabis-Rezeptor 2
Subtypen nachgewiesen werden. In einer Arbeit von Kulkarni-Narla et al. wurden
CB;-Rezeptoren in myenterischen und submukdsen Plexi des enterischen
Nervensystems im lleum und Colon von Schweinen nachgewiesen {Kulkarni-Narla A
2000}.

In einer im August 2005 veroffentlichten Arbeit aus Bath, England wurde humanes
Colongewebe auf das Vorkommen von Cannabinoide-Rezeptoren untersucht.
CB;-Rezeptoren fanden sich im Colonepithel, in glatten Muskelzellen, und im
myenterischen Plexus. CB,-Rezeptoren lie3en sich nur in Makrophagen in
Plasmazellen der Lamina propria nachweisen {Wright K 2005}.

Neben den beiden bekannten Cannabinoid-Rezeptor-Subtypen, CB;-R und CB,-R,

wurde in Milzzellen ein bisher unbekannter Rezeptor-Subtyp, der mit Cannabinoiden
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eine Bindung einging, entdeckt. Heute geht man davon aus, dass noch weitere

Cannabinoid-Rezeptor-Subtypen existieren (Literaturquelle: www.erowid.org).

Man unterscheidet exogene und endogene Liganden an den Cannabinoid-
Rezeptoren.

Beispiele fur exogene Cannabinoid-Rezeptor-Liganden:
A°-Tetra-Hydrocannabinol (A%-THC); WIN 55,212-2; HU 211 und CP 55,940;

Beispiele fir endogene Cannabinoid-Rezeptor-Liganden:

Anandamid, Methanandamid und 2-Arachidonylglycerol (2-AG);

- |-|2<|:-0H
—. &-—o—?H
XXX, wdoon

Abbildung 6: Darstellung der chemischen Struktur von 2-Arachidonylglycerol (2-AG)
(Abbildungsquelle: {Sugiura T 2004}).
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4.1.2.4 Anhandamid

O H

oo

Abbildung 7: Darstellung der chemischen Struktur von Anandamid (Abbildungsquelle:
{Sugiura T 2004}).

Anandamid steht fir N-Arachidonoyl-Ethanolamid (=AEA), ein Amid einer vierfach
ungesattigten Fettsaure. Es wirkt als Agonist an CB1- und CB,-Rezeptor, wie auch
am Vanilloid-Rezeptor 1 (VR1) {Helyes Z 2003}{Ahluwalia J 2003}.

4.1.2.4.1 Hintergrund

Anandamid war die erste im Jahre 1992 entdeckte Substanz der endogenen
Cannabinoide (=Endocannabinoide). Der Name wurde dem Sanskrit entnommen und
bedeutet "Gluckseligkeit". Das Sanskrit ist eine Sammlung von religidsen,
heilpflanzlichen und medizinischen Schriften des Hinduismus, die sich unter anderem

mit den Heilwirkungen der Hanfpflanze beschaftigt {O'Shaugnessy WB 1839}.

4.1.2.4.2 Wirkungen

Anandamid weist eine ca. 4 bis 20 mal schwachere Wirkung als A°-THC auf.

Es hat eine kiirzere Wirkdauer als A*-THC, da es schneller durch kérpereigene
Enzyme abgebaut wird. Nach intravendser Gabe von Anandamid sind alle Wirkungen
nach ca. 30 Minuten vollstandig abgeklungen, dagegen dauern diese bei THC
mehrere Stunden an.

Die Wirkungen des Ethanolamids sind mit denen von A®-THC weitgehend identisch

(Literaturquelle: www.erowid.org).

Es nimmt eine Sonderrolle unter den Endocannabinoiden ein, da es sowohl an beide

Cannabinoid-Rezeptor-Subtypen, wie auch an den Vanilloid-Rezeptor 1 bindet
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{Jerman JC, Gray J, et al. 2002}. Um die rezeptorvermittelte Wirkung der
Endocannabinoide zu untersuchen, verwendeten wir in unseren Versuchen neben
WIN 55,212-2 vor allem Anandamid als Agonist an den Cannabinoid-Rezeptoren.
Auch ist diese Substanz wegen seiner Vanilloid-Rezeptor 1-Aktivierung

expositioniert.

Von zentraler Bedeutung fur diese Arbeit sind die bis heute bekannten Effekte der
Endocannabinoide auf den Gastrointestinaltrakt.

Viele Arbeiten beschrieben eine hemmende Wirkung der Endocannabinoide auf die
Magen-Darmpassage {lzzo AA 2001Klzzo AA, Fezza F, Capasso R et al. 2001}.
1997 beschrieben Calignano et al. eine signifikante Verzogerung der intestinale
Nahrungspassage bei Mausen nach Anandamidgabe. Dieser Effekt wurde durch
CBi-Rezeptor-Blockade aufgehoben. Die Arbeitsgruppe geht von einem CBj-
Rezeptor-modulierten Effekt der Endocannabinoide auf die Magen-Darm-Passage
aus {Calignano A 1997}.

Die Arbeitsgruppe um Pinto zeigte 2002, dass die Zugabe des Ethanolamids die
Peristaltik im lleum von Meerschweinchen durch eine Inhibition der Freisetzung von
exzitatorischen Transmittern unterbinden konnte {Pinto L 2002}.

Pertwee et al. beschrieben 2001, dass Ananadmid Uber eine CB1-Rezeptor-
Aktivierung die Freisetzung von Acetylcholin inhibierte und somit die Kontraktion
longitudinaler und zirkularer glatter Muskelzellen unterband {Pertwee RG 2001}.
Anandamid hemmt neben der gastrointestinalen Motilitat auch die intestinale
Sekretion und Magensaureproduktion. Beide Effekte waren CB;-Rezeptor vermittelt
{lzzo AA 2001}.

Zusammenfassend beschreiben diese Arbeiten, dass eine Aktivierung des CB;-
Rezeptors zu einer Hemmung der gastrointestinalen Motilitat, der intestinalen

Sekretion und Magensaureproduktion fuhrt.
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Cannabinoid-Rezeptor

Abbildung 8: A°-THC und Anandamid vermitteln ihre Wirkungen iiber Cannabinoid-Rezeptoren.
Beide Substanzen weisen unterschiedliche chemische Strukturen auf. Bei den Cannabinoiden,
wie das A9-THC, handelt es sich um ein pflanzisches Extrakt. Bei den endogenen
Cannabinoiden (=Endocannabinoide) um korpereigene Substanzen. Im linken oberen Bild wird
die chemische Struktur von A°-THC dargestellt, im rechten oberen Bild ist die chemische

Struktur von Anandamid zu sehen (Abbildungsquelle: {Marsicano G 2002}).
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Graphik 16: Die cannabinoiden Substanzen 2-AG, Anandamid, WIN 55,212-2, und das A9-THC,
vermitteln ihre Wirkungen iiber eine Aktivierung der beiden Cannabinoid-Rezeptor-Subtypen
(CB; und CB,). Anandamid fiihrt zuséatzlich zu einer Aktivierung des Vanilloid-Rezeptors 1
(VR1). SR141716A inhibiert spezifisch den CB;-Rezeptor. Bei SR144528 handelt es sich um
einen spezifischen CB,-Rezeptor-Antagonisten. Anandamid wird durch den Anandamid-
Transporter in das Zellinnere befordert. Dieser Transporter kann durch AM404 spezifisch
gehemmt werden. Die Fatty Acid Amid Hydrolase (= FAAH) baut Anandamid ab, indem es die
Substanz in die beiden Bestandteile Arachidonsdure und Ethanolamin spaltet. Dieses Enzym

kann durch PMSF inhibiert werden.
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4.1.2.4.3 Anandamid als Vanilloid-Rezeptor 1-Agonist

Vanilloide sind Stoffe die an sensorischen Neuronen zwei Arten von Wirkungen
hervorrufen. Sie fuhren einerseits zu einer Aktivierung exzitatorischer Prozesse und
sind andererseits Bestandteil bei der Vermittlung von Schmerz- und Entzindungs-
Reaktionen {Di Marzo V 2002}. Sie vermitteln ihre Wirkungen uber einen Rezeptor,
den Vanilloid-Rezeptor 1 (VR1) {Szallasi A 2001}{Caterina MJ 2000}. Anandamid
wirkt auch als VR1-Agonist {Malinowska B 2001Zygmunt PM 1999H{Smart D 2000}.
Die Arbeitsgruppe um Smart zeigte erstmals, dass Anandamid und Capsaicin beide

als Agonisten am VR1 gleiche Wirkungen auslésen {Smart D 2000}.

4.1.2.4.3.1 Vanilloid-Rezeptor 1 (VR1)

Der Vanilloid-Rezeptor 1 ist ein Liganden-gesteuerter lonenkanal. Capsaicin und sein
Analogon Arvanil, N-Arachidonoyl-Vanillin-Amin, sind beide Agonisten an diesem
Rezeptor {Szallasi A 2001}Di Marzo V 2001}. VR1 finden sich vor allem auf C- und
Ay-Nervenfasern, die zum Rickenmark flihren, wie auch in zufihrenden Fasern des
Ganglion trigeminale, auch Ganglion Gasseri genannt {Szallasi A 1999}.

Fur unsere Arbeit war von Bedeutung, dass dieser Rezeptor immunhistochemisch
auch in myenterischen Neuronen des enterischen Nervensystems nachgewiesen
wurde {Kulkarni-Narla A 2001}. Wir untersuchten daraufhin auch mdgliche VR1

vermittelte Effekte der Endocannabinoide auf die Matilitat im Gastrointestinaltrakt.

4.1.2.4.3.2 Capsaicin

Das Capsaicin ist eine Alkaloid, die sich von der Stoffgruppe der Capsaicinoide
ableitet. Capsaicinoide verleihen den roten Chili-Pfeffer-Schoten ihren scharfen
Geschmack. Der Hautpinhaltstoff dieser Gruppe, das Capsaicin, wurde 1964 von
den beiden japanischen Chemikern Kosuge S. und Inagaki Y. entdeckt. Es ist ein
sehr bestandiges Alkaloid, durch Kalte oder Hitze in seiner Wirkung kaum
beeinflussbar, ist eine geschmacklose, farblose und geruchslose Substanz und lasst
sich schwerlich in Wasser, dagegen sehr gut in Alkohol, Fetten und Olen aufldsen
{Walpole CS 1994}.
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Seine Anwesenheit fuhrt zu einer Zunahme der Magensauresekretion.

In einer Arbeit aus Japan von Minowa et al. zeigte sich, dass eine Aktivierung des
VR1 im Magen von Ratten sowohl durch Gabe des Agonisten Capsaicin, wie auch
durch Anandamidgabe eine vermehrten Magensaureproduktion hervorrief {Minowa S
2005}

Eine weitere Effekt des Alkaloids ist die Steigerung der Magen-Darm-Passage. In
einer Studie konnte gezeigt werden, dass Capsaicin zu einer Anderung der
gastrointestinalen Motilitat fuhrt, indem es den oesophago-gastro-duodenalen Transit
beschleunigt {Gonzalez R 1998}. Dieser prokinetische Effekt war fur die hier

vorliegende Arbeit von grol3er Bedeutung.

4.1.2.4.3.3 Capsazepine

Capsazepine, ein synthetisches Capsaicin-Analogon, ist ein spezifischer VR1-
Antagonist. Es wurde 1994 von Walpole et al. als erster kompetitiver Antagonist am
VR1 entdeckt und beschrieben {Walpole CS 1994}. Schnell konnten auf der
Grundlage dieser Substanz neue Antagonisten am VRL1 isoliert werden.

Heute ist Capsazepine vor allem durch seine inhibitorische Komponente am VR1
bedeutsam.

Durch spezifische VR1-Blockade mittels Capsazepine wurde ein hemmender Effekt
auf den Transit im Magen-Darm-Trakt beschrieben. Die Arbeitsgruppe um Nocerino
veroffentlichte 2002 eine Arbeit, in der durch die Gabe von Capsazepine der Transit
im oberen gastronintestinalen Trakt bei Ratten signifikant verringert werden konnte
und postulierte, dass dieser Vanilloid-Rezeptor 1-Antagonist einen direkten
hemmenden Einfluss auf die glatten intestinalen Muskelzellen bei Ratten hatte
{Nocerino E 2002}. Diese Daten weckten unser Interesse zur weiteren Abklarung
eines moglichen Effektes des VR1-Antagonisten, Capsazepine, auf die
gastrointestinale Motilitat.
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4.1.2.5 WIN 55,212-2

Bei WIN 55,212-2 handelt es sich um ein synthetisches Cannabinoid. Es wirkt als
Antagonist an beiden Cannabinoid-Rezeptor-Subtypen {Shen M 1998}.

WIN 55,212-2 ruft ahnliche Wirkungen wie Anandamid hervor. Dies laf3t sich vor
allem durch die Affinitat der Substanzen zu beiden Cannabinoid-Rezeptor-Subtypen
erklaren. Eine VR1-Wirkung ist bei der syntheischen Substanz aber nicht bekannt.
Der synthetische CB1- und CB2-Rezeptor-Agonist fuhrt, wie Anandamid, zu einer
konzentrationsabhangigen Reduktion der Kontraktion glatter Muskelzellen {Pertwee
RG 2001}{Storr M 2002}. Shen und Thayer beschrieben, dass diese Substanz, wie
auch Anandamid, den Calciumeinstrom bei P/Q-Calzium-Kanalen inhibierte {Shen M
1998}. Chien et al. konnten nachweisen, dass sich durch die Gabe von WIN 55,212-2
der Augeninnendruck in Versuchen mit Primaten, denen Laser-induzierte Glaukome
induziert wurden, deutlich senken liess. Dieser Effekt war Cannabinoid-Rezeptor 1-
Subtyp vermittelt {Chien FY, Wang RF, et al. 2003}. Diese Arbeiten sind nur eine
kleiner Auszug an heute publizierten Daten, sie sollen auch die identischen
Wirkungen beider cannabinoiden Substanzen als Agonisten an beiden Rezeptor-
Subtypen aufzeigen.

WIN 55,212-2 diente in der hier vorliegenden Arbeit vor allem der Prifung, ob sich

mdgliche Endocannabinoid-Effekte, auch Anandamid-unabhangig erzielen lassen.

4.1.2.6 Cannabinoid-Rezeptor 1 (CB1-Rezeptor)

CB;-Rezeptoren konnten in cholinerg sensiblen Neuronen, in interneuronalen und in
Motorneuronen des myenterischen Plexus verschiedener Tierarten, wie der Maus,
der Ratte, dem Meerschweinchen und beim Menschen, nachgewiesen werden
{Kulkarni-Narla A 2001}{Kulkarni-Narla A 2000{Coutts AA 2002}.

Humane und CB;-Rezeptoren der Ratte gleichen sich zu 97.3% in der Struktur ihrer
Aminosauren, zu 100% in der Peptidsequenz. Das Molekulkargewicht des Rezeptors
betragt in etwa 52.800 {Matsuda LA 1990}.

Eine Aktivierung des Rezeptors hat eine Veranderung der Regulierung der
Adenylatcyclase, der Mitogen-aktivierten-Protein (=MAP)-Kinase, wie auch von
lonen-Kanalen zur Folge {Bouaboula M 1995HFelder CC 1998}{Glass M 1997}.

Sie fuhrt {Glass M 1997} zur Hemmung der Adenylatcyclase {Mukhopadhyay S
2001}, zur Reduktion von zyklischem AMP (=cAMP), weiter zur Inhibierung des
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Calciumeinstroms in N- und Q-Typ-Calcium-Kanale {Mackie & Hille 1992}. Die
Aktivitat der MAP-Kinase wird dagegen gesteigert {Bouaboula M 1995}. Diese
Kinase ist eine wichtiges Enzym der Signaltransduktion und Regulierung

intracellularer Vorgange im Organimus {Pearson G 2001}.
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Abbildung 9: Darstellung der Signaltransduktion nach Aktivierung des CB,-Rezeptors. Eine
Aktivierung des G-Protein gekoppelten Cannabinoid-Rezeptors (in der Abbildung als Rezeptor
bezeichnet) fiihrt zur Hemmung der Adenylatcyclase, zur Reduktion von zyklischem AMP
(cAMP) und Blockierung spannungsabhingiger Calciumkanile (in der Abbildung als Ca**-

Kanal dargestellt), dagegen bewirkt es eine Aktivititszunahme der MAP-Kinase.

Eine Vielzahl von Arbeiten habe sich mit den Effekten und Wirkungen dieses
Rezeptors befasst.

Uber CB;-Rezeptoren erfolgt eine Inhibition elektrisch ausgeldster Potentiale durch
Unterdrickung der Noradrenalin- und ATP-Freisetzung {Pertwee RG 2002}. Die
Aktivierung dieses Rezeptore-Subtyps inhibiert via einer G-Protein gekoppelten
Signalkaskade die Adenylatcyclase und P/Q-Typ-Calzium-Kanale {Matsuda LA

1990}. Storr, Sibaev et al. konnten zeigen, dass die Aktivierung des CB1-Rezeptors
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im Mausecolon, sowohl modulierend auf die exzitatorische, wie auch auf die
inhibitorische Neurotransmission wirkt {Storr M 2004}. Pertwee beschrieb, dass eine
Aktivierung dieses Cannabinoid-Rezeptors zu einer Reduktion der
Magensaureproduktion bei Nagetieren, wie auch beim Menschen fuhrte {Pertwee RG
2001}.

Hornby und Prouty zeigten, dass eine Relaxierung des unteren dsophagealen
Sphinkters CB;-Rezeptor vermittelt war. Weiter fand sich in dieser Arbeit eine
Reduktion des Transits im proximalen Magenanteil, eine verminderte
Magensaureproduktion und einen Ruckgang der propulsiven Aktivitat im gesammten
Gastrointestinaltrakt {Hornby PJ 2004}.

Auch bei Entzindungsprozessen im Magen-Darm-Trakt scheint dieser Cannabinoid-
Rezeptor-Subtyp von Bedeutung zu sein. In einer Arbeit von Izzo et al. wurde
gezeigt, dass sich bei induzierten Entzindungsprozessen im Dinndarm von Mausen
eine vermehrte Expression von CB1-Rezeptoren nachweisen lie3. Weiter nahm die
Motilitat in diesem Darmabschnitt ab. Es ergab sich eine erhdhte Konzentration von
Ananadmid und 2-Arachidonylglycerol im entziindlichen Gewebeanteil. Die
Arbeitsgruppe um Izzo postulierte, dass eine vermehrte Expression dieses Rezeptor-
Subtyps und eine erhdhte Konzentration an Endocannabinoiden die Ursache fur eine
verminderte Motilitat bei Entzindungsprozessen im Magen-Darm-Trakt sein kdnnte
{lzzo AA, Fezza F, Capasso R et al. 2001}.

In einer Arbeit aus dem Jahr 2004 von MacNaughton, Sharkey et al. wurde die
Modulation des lonentransports im lleum von Meerschweinchen nach Aktivierung
oder Inhibierung des CB;-Rezeptors untersucht.

In der Submucosa fanden sich VIP- und CB1-Rezeptoren kolokalisiert in
sekretomotorischen Neuronen, wie auch in NANC-Neuronen. Mittels der Antwort auf
elektrische Feldstimulationen (EFS) wurde der Effekt von WIN 55,212-2, durch SR
141716A, den selektiven CB1-Rezeptor-Antagonisten und die Sensibilisierung des
VIP-Rezeptors beurteilt. WIN 55,212-2 fuhrte zu einer Inhibition der EFS, welche
nach SR 141716A-Gabe zunahm. Die Aktivierung des VIP-Rezeptors hatte dagegen
keinen Einfluss auf die EFS {MacNaughton WK 2004}.

Wie eine grof3e Anzahl an bis heute publizierten Daten verdeutlicht ist der CB;-
Rezeptor an Prozessen, Modulationen, Vermittlungen und Signalkaskaden in
verschieden Organismen beteiligt. Seine Aktivierung nimmt auf zellularer Ebene eine

zentrale Rolle richtungsweisender Vorgange ein.
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4.1.2.6.1 CB4-Rezeptor-Antagonisten

Cl

Cl1

Abbildung 10: Darstellung der chemischen Struktur von SR141716A, ein spezifischer CB;-
Rezeptor-Antagonist (Abbildungsquelle: {Sugiura T 2004}).

Um spezifische Antagonisten am CB;-Rezeptor handelt es sich bei SR141716A (= N-
Piperidin-1-yl-5-4-Chlorophenyl-1-2,4-Dichlorophenyl-4-Methyl-1H-Pyrazole-3-
Carboxamidezhydrochlorid), auch als Rimonabant bekannt {Le Foll B 2005}.
LY320135 ist ein weiterer spezifischer CB;-Rezeptor-Antagonist {Pertwee RG 2001}.

4.1.2.7 Cannabinoid-Rezeptor 2 (CB,-Rezeptor)

CB2-Rezeptoren lassen sich hauptsachlich in immunkompetenten Zellen
nachweisen. Entdeckt wurde dieser Rezeptor-Subtyp auf Immunzellen der Milz.
Dieser Cannabinoid-Rezeptor weist eine nur 44%-ige Ubereinstimmung in der
Struktur mit dem CB;-Rezeptor auf. Am CB,-Rezeptor kennt man heute eine viele
spezifische Agonisten, wie L759633, L759656, JWH-133, HU-308 {Pertwee RG
2001}, AM 1241 {Nackley AG 2003} und Palmitylethanolamid (PEA), eine weitere
Substanz der Endocannabinoide {Helyes Z 2003}. PEA fand sich neben 2-AG und
Anandamid in Gewebeanteilen des menschlichen Auges, wie der Bindehaut, der Iris,
dem Ziliar-Korper und der Netzhaut {Chen J 2005}.

Bekannt ist, dass eine Aktivierung dieses Rezeptorsubtyps zu einer Hemmung der
Sekretion von Neurotransmittern fuhrt {Nackley AG 2003}.
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4.1.2.7.1 CB,-Rezeptor-Antagonisten

CH,
Hj

Abbildung 11: Darstellung der chemischen Struktur von SR144528, einem spezifischen CB,-
Rezeptor-Antagonisten (Abbildungsquelle: {Sugiura T 2004}).

SR 144528 ist der erste endeckte, hoch potente und selektive Antagonist am CB,-
Rezeptor {Rinaldi-Carmona M 1998}KVigna Steven R 2003}.

Bei AM 630 (= 6-iodo-pravadoline) handelt es sich um einen weiteren CB,-Rezeptor-
Antagonisten {Storr M 2002}.

4.1.2.8 Anandamid-Transporter (AT)

Der Anandamid-Transporter befordert Anandamid durch die Zellmembran von
extrazellular in die Zelle. AM 404 (= N-4-Hydroxyphenyl —Arachidonamid) ist ein
spezifischer Inhibitor dieses Transporters {Calignano A 1997HPertwee RG
2001H{Piomelli D 1999KBeltramo M 1997}. VDM11 ist ein weiterer selektiver Inhibitor
des Anandamid-Zell-Uptakes {Mascolo N 2002}.

4.1.2.9 FAAH (fatty acid amide hydolase)

Bei der FAAH handelt es sich um eine Hydrolase, die Anandamid intrazellular abbaut
{Cravatt BF 2003}{Muthian, Nithipatikom, et al. 2000}. Dieses Enzym spaltet
Anandamid in Arachidonsaure und Ethanolamin {Di Marzo V 2002}. Man findet das
Enzym in Microsomen von neuronalen und nicht neuronalen Zellen {Pertwee RG
2001}. Heute weiss man, dass es auch an der Synthese von Anandamid aus seinen
Spaltprodukten beteiligt ist {Ueda N 1995}. Anandamid wird nicht wie andere
Neurotransmitter in Vesikeln gespeichert, sondern erst bei Bedarf aus Ethanolamin
und der Arachidonsaure gebildet und in den synaptischen Spalt freigesetzt.
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PMSF (= Phenylmethylsulfonyl-Fluorid) ist ein synthetischer Serin-Protease-Inhibitor
und hemmt die Hydrolase hochpotent {Capasso R 2001Pertwee RG 1995}.

4.1.3 Einflusse der Endocannabinoide auf den Gastrointestinaltrakt

Viele Arbeiten, welche die pharmkologische Modulation des endogenen
Cannabinoid-Systems untersucht haben, zeigen die mdgliche Bedeutung der
Endocannabinoide, bei einer groRen Zahl gastrointestinalen Krankheitsbildern und -
symptomen, wie Ubelkeit und Erbrechen, Ulcuserkrankung {Adami M 2002},
Reizdarmsyndrom, Mb. Crohn, sekretorische Diarrhd, paralytischer llleus und
gastrooesophagealer Reflux, auf {Di Carlo G 2003}. Die Einflisse der
Endocannabinoide auf den GIT erstrecken sich von der Motilitat {Capasso R 2001},
Uber neoplastische Erkrankungen {Ligresti A 2003}, Entzindungsprozesse {Massa F
2004} bis hin zu Effekten auf die Nahrungsaufnahme und den Fettstoffwechsel des
Organismus {Horvath TL 2003{DI MARZO V 2001}.

4.1.4 Einflusse der Endocannabinode auf die Motilitat im Magen-Darm-Trakt

Endocannabinoide spielen eine wichtige Rolle in der physiologischen Kontrolle der
Motilitat im Magen-Darm-Trakt. Sie wirken vor allem hemmend auf den
gastrointestinalen Transit {Storr M 2002{Pertwee RG 2001K{Mascolo N 2002}.
Wie bereits beschrieben vermitteln cannabinoide Substanzen diese Wirkung durch
Aktivierung des CB;-Rezeptors, indem sie eine Relaxation glatter Muskulzellen im
GIT herbeifuhren. Dies geschieht durch eine Hemmung der Durchlassigkeit von

Calciumkanalen und durch Inhibierung der Adenylatcyclase {Mackie & Hille 1992}.

Um die Effekte der Endocannabinoide auf die gastrointestinale Motilitat besser
verstehen zu kdnnen, muss erst auf das Motilitatsphanomen, die strukturellen
Komponenten und das enterischen Nervensystem und dessen

Transmittersubstanzen eingegangen werden.
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4.1.4.1 Motilitatsphanomene im Gastrointestinaltrakt

Der Begriff Motilitat beinhaltet sowohl die Kontraktion als auch die Erschlaffung von
Muskelzellen. An vielen Stellen im Gastrointestinaltrakt, vor allem im Dinndarm, gibt
es zwei unterschiedliche Typen der Kontraktion: Segmentationsbewegungen und
peristaltische Wellen, Segmentationsbewegungen, auch stehende Wellen genannt,
dienen den Darminhalt zu durchmischen und analwarts zu beférdern. Es wechseln
sich in der Ringmuskulatur die Kontraktion mit der Erschlaffung ab. Eine geordnete
Folge von Kontraktionswellen wird als Peristaltik bezeichnet. Jeder Kontraktionswelle
geht eine Erschlaffungswelle voraus, diese geordnete Folge von Erschlaffung und

Kontraktion wird als peristaltischer Reflex bezeichnet {Silbernagel S 1994}.

4.1.4.1.1 Der peristaltische Reflex

Die Erregung afferenter Neurone durch chemische oder mechanische (= Dehnung)
Reize im Magen-Darm-Trakt ausgelost, fuhrt entweder Uber ein erregendes Neuron
zu einer Kontraktion, oder Uber ein hemmendes Neuron zu einer Erschlaffung. Der
peristaltische Reflex enthalt mehrere dieser Komponenten an Kontraktionen und
Erschlaffungen. Diese sind so aufeinander abgestimmt, dass eine gerichtete

Bewegung des Darminhalts zustande kommt {Silbernagel S 1994}.



Dehnung Mucosaler Reiz

aboral

Graphik 17: Hier wird die Ubersetzung von mechanischen und chemischen Reizen durch
Neurotransmitter in Kontraktion oder Dilatation glatter Muskelzellen dargestellt. (CM =

Zirkluldare Muskulatur, LM = Longitudinale Muskulatur, MP = myenterischer Plexus,

+ = Kontraktionsauslésung, - = Relaxation der Muskulatur, NO = Stickstoffmonoxid, Ach =
Acetylcholin, VIP = vasoaktives intestinales Peptid, SP = Substanz P); (Abbildungsquelle:
{Kurjak M 2000}).

4.1.4.2 Strukturelle Komponenten

Die Muskulatur des Magen-Darm-Trakts ist in drei Schichten glatter Muskulzellen
gegliedert. AuRen findet sich die Langsmuskelschicht, der sich eine
Ringmuskelschicht und eine Lamina muscularis mucosae anschliesst. Weiter im
Inneren folgt die Submucosa und Mucosa. Die glatte Muskulatur des Darmes setzt
sich aus spindelférmigen Zellen die sich in Blindeln formieren zusammen. Zwischen
den Bundeleinheiten bestehen Querverbindungen. Innerhalb eines Blndels sind die
die Zellen sowohl mechanisch als auch elektrisch miteinander verknipft.
Aktionspotentiale breiten sich so, im Gegensatz zur quergestreiften Muskulatur, auf

das ganze Muskelbundel aus {Silbernagel S 1994}.

55



Serosa
Ivlnzcularis externa

Ivluzcularis interna

Submucosa

Submucous plexus

Abbildung 12: Darstellung der einzelnen Wandschichten sowie der Lokalisation der beiden
Plexus (Abbildungsquelle: {Goyal FK 1996}).

4.1.4.3 Enterisches Nervensystem (ENS)

Das autonome Nervensystem wird in drei Gruppen unterteilt {Langley JN 1921}.
Erstens das enterische, zweitens das sympathische und drittens das
parasympathische Nervensystem. Das enterische Nervensystem ist in der Lage ohne
zentrale Einflusse komplexe Handlungen durchzufuhren. In diesem System finden
sich eine Vielzahl an Transmittersystemen und Neurotransmitter mit mannigfaltigen
Interaktionen {Kurjak M 1994}.

Im ENS unterscheidet man zwei Plexus, den Plexus myentericus (= Auerbach) und
den Plexus submucosus (= Meissner).

Der Auerbach Plexus, von Leopold Auerbach 1863 beschreiben, liegt zwischen der
Langs- und Ringmuskulatur und kommt im ganzen Gastrointestinaltrakt (GIT) vor.
Der Meissner Plexus, 1853 von Georg Meissner beschrieben, befindet sich in der
Submucosa. Beide Plexus sind miteinander vernetzt und senden direkte Impulse zur
glatten Muskulatur und zu Arteriolen im GIT. Epithelzellen dagegen werden nur vom

Plexus submucosus innerviert {Silbernagel S 1994}.
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Abbildung 13: Abbildung eines histologischen Querschnitts der beiden glatten
Muskelschichten im GIT. Zwischen der longitudinalen und zirkularen glatten Muskelschicht
befinden sich gelb eingekreist die Neurone des Auerbach-Plexus (Abbildungsquelle: {Goyal FK
1996}).

Eine detaillierte Untersuchung der neuralen Elemente ist auf verschieden Weise
denkbar. Unsere Arbeitsgruppe hat das Modell der Synaptosmen etabliert und
validiert. Ein Vorteil dieser Methodik ist die Moglichkeit, zellulare Mechanismen direkt

untersuchen zu kbnnen.

4.1.4.3.1 Synaptosomen

Synaptosomen wurden 1958 erstmals von Whittaker isoliert und beschrieben. An
ursprunglich verwendeten subzellularen Fraktionen des ZNS fanden sich
elektromikroskopisch strukturelle Elemente einer Synapse. Nach Homogenisierung
orientieren sich abgetrennte Nervenendigungen zu abgeschlossenen Vesikeln, die
als Synaptosomen bezeichnet wurden {Whittaker VP 1993}. Sie sind in der Lage
Glucose zu oxidieren, nach Stimulierung Ca®*-abhangige Transmitter frei zu setzen
und einen transmembranalen lonengradienten aufrecht zu halten {Briggs CA 1981}.
Mit Hilfe der Synaptosomen ist es moglich, intra- und subzelluldare Mechanismen der
Neurotransmitterfreisetzung des enterischen Nervensystems ohne stérende
Einflisse zu untersuchen {Kurjak M 1994}. Dazu werden in der Regel ungereinigte
synaptosomale Fraktionen verwendet, die durch Homogenisierung und mehrere

Zentrifugationsschritte gewonnen werden, auch P2-Fraktionen genannt.
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Synaptosomen Plasmalemma

fae 4.4 1.4

Aktivitat

Saxitoxin- 8 2 3 0

Anteil

VIP-R 7.1 0.0

BLIR 4.0 1.2
Mg-ATPase 0.5 3.5

Graphik 18: Die Abbildung zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme eines
synaptosomalen Vesikels, in der Grosse von etwa 1 pm. Die Tabelle beschreibt die
unterschiedlichen Anteile von VIP, Saxitoxin, Bombesin (BLI), der ATPase in Synaptosomen
und Plasmalemma. Es zeigt sich ein deutlicher Unterschied in der NO-Synthase-Aktivitat
zwischen Plasmalemma und Synaptosomen (NOS-Aktivitat in fmol/mg/min; Saxitoxin fmol/mg,

VIP, BLI pg/mg, Mg-ATPase in pmol/h x mg); (Graphikquelle: {Kurjak M 2000}).

4.1.4.3.2 Drei Klassen von Neuronen im Magen-Darm-Trakt

Histochemisch unterscheidet man drei Klassen von Neuronen im GIT. Sie

unterscheiden sich durch ihre Transmittersubstanzen:
Klasse 1: cholinerge Neurone

Klasse 2: adrenerge Neurone
Klasse 3: NANC (= nicht adrenerg und nicht cholinerg)-Neurone
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Zu den cholinergen Neuronen zahlt man vor allem die peripheren,
parasympathischen, wie auch die meisten Plexusneurone der Darmmuskulatur.
Adrenerge Neurone dagegen sind fast ausschlieRlich sympathischen Ursprungs, sie
verlaufen von pravertebralen Ganglien in Richtung Plexus, zu BlutgefalRen und direkt
zu glatten Muskelzellen.

NANC-Neurone finden sich in allen Plexus gleichmassig verteilt. Ein Teil der NANC-

Neurone wirkt erregend, der andere hemmend.

4.1.4.3.3 Erregende Neurotransmitter innerhalb des enterischen

Nervensystems (ENS)

Erregende Nervenfasern des ENS enthalten die Neurotransmitter ACh, die
Tachykinine, Substanz P und Substanz K, wie auch die Opioid-Peptide Dynorphin
und Enkephalin {Johnson 1997} Sternini 1988}.

Auch ist heute bekannt, dass das Peptidhormon und Neurotransmitter Ghrelin
exzitatorische Effekte am Gastrointestinaltrkt ausubt {Asakawa A 2001}{Trudel L
2002}.

41.4.31.1 Ghrelin

Das azyklische Peptidhormon und Neurotransmitter Ghrelin wurde bei seiner
Entdeckung als ein, die Freisetzung des Wachstumshormons, 'growth hormone (=
GH)’, im Hypophysenvorderlappen stimulierendes, Hormon beschrieben. Es setzt
sich aus 28 Aminosauren zusammen {Caminos JE 2003}. Gebildet wird es von
endokrinen gastropankreatischen Zellen, von Zellen im Hypothalamus und der
Hypophyse {Volante M 2003}.

Es fanden sich Rezeptoren, in der Hypophyse, im Hypothalamus, im Herzmuskel und
in Fettzellen, bei deren Agonisierung es zu einer Sekretion des Wachstumshormons,
‘growth hormone’, kam. Man nannte diese Rezeptoren 'growth hormone secretagoue
receptor’ (GHS-R). 1999 wurde Ghrelin als nattrlicher Agonist am GHS-R
beschrieben. Heute ist dieser Rezeptortyp auch als Ghrelin-Rezeptor bekannt
{Caminos JE 2003}.
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Ghrelin weist eine Vielzahl von Wirkungen auf. So bewirkt seine Anwesenheit eine
Zunahme des Hungergefluhls Uber seinen Einfluss auf die im Hypothalamus
befindlichen 'Fress-Zentren’. In Versuchen konnte man nach einer Ghrelininjektion
eine starke Zunahme des Hungergefuhls bei Probanden feststellen {Goyal FK 1996}.
Ein weiterer beschriebener Ghrelin-Effekt ist die Unterdriickung der Fettverwertung in
Fettzellen. Kurz nach der Nahrungsaufnahme ist die Konzentration von Ghrelin im
Blut am geringsten und steigt bis zur nachsten Mahlzeit wieder an. Nach einer
fettreichen Mahlzeit sinkt der Ghrelinspiegel im Blut ab {Erdmann J 2003}.

Bei Personen die an Anorexie nervosa erkrankten, fand sich ein im Vergleich zu
Nichterkrankten erhdhter Ghrelinspiegel im Blut, der sich nach Gewichtszunahme
wieder senkte {Monteleone P 2003}.

Ein weiterer Effekt, welcher flr diese Arbeit von Bedeutsamkeit ist, ist die
Beschleunigung der Magenentleerung und des intestinalen Transits {Asakawa A
2001}. So wird Ghrelin auch als 'motilin-related-peptide (MTLRP) = Motilin-dhnliches-
Peptid’ bezeichnet. In einer Arbeit von Trudel et al. fand sich nach Ghrelin-Zugabe
eine beschleunigte Magenentleerung bei Ratten, wie auch eine Zunahme des
Transits im lleum, dagegen kein Effekt im Colon {Trudel L 2002}.

In einer Veroffentlichung von Masuda et al. im Jahr 2000, wurde das Peptidhormon
zu Gewebeproben aus dem Magen von Menschen und Ratten gegeben. Es zeigte
sich in beiden Fallen eine Zunahme der Magensauresekretion, wie auch der
gastralen Motilitat. Diese beiden letzten Arbeiten lassen auf eine mogliche Rolle von
Ghrelin bei der Kontrolle gastrointestinaler Funktionen, auch bei der Motilitat,
schlieen {Masuda Y 2000}.

4.1.4.3.4 Hemmende Neurotransmitter innerhalb des enterischen

Nervensystems

VIP und NO sind Transmittersubstanzen hemmender NANC-Neurone. lhre
Anwesenheit fihrt eine Relaxation der glatten Muskulatur im Magen-Darm-Trakt
herbei. Somatostatin, ein zyklisches Peptidhormon und Neurotransmitter, senkt
ebenso den Tonus glatter Muskulzellen im Gastrointestinaltrakt.
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4.1.4.3.4.1 Stickstoffmonoxid (NO)

Die Verbindung NO ist ein sehr kurzlebiges freies Radikal. Es ist ein vielseitiges
biologisches und ubiquitares Signalmolekail.

Das Monoxid wurde zuerst am Gefalsystem durch seine vasodilatorische Wirkung
entdeckt und 1978 von Murad et al. erstmals als EDRF (=endothelium-derived
relaxing factor) beschrieben. Es entsteht wahrend der Oxidation von L-Arginine zu L-
Citrullin durch die NO-Synthase (NOS). Von der NOS kennt man heute drei
Isoformen. Eine neuronale nNOS {Saur D 2002}, eine endotheliale eNOS und eine
induzierbare iINOS.

Das gasformige Molekul kann durch samtliche Membranen diffundieren. Nach seiner
Freisetzung reagiert es sofort mit Sauerstoff, Kationen und organischen
Verbindungen zu verschiedenen Metaboliten, die selbst wieder zu NO-Donatoren
werden. Zur Gruppe der NO-Donatoren zahlen organische Nitrate, SNAP und die
medikamentdsen Wirkstoffe Molsidomin und Nitroprussid {Burgis E 2001}.

Auch im Nervensystem von wirbellosen Tieren konnte NO und Elemente der NO-
Signalkaskade nachgewiesen werden {Stefano GB, Esch T, Cadet P et al.
2003}{Stefano GB et Ottaviani E 2002}.

Im Gastrointestinaltrakt spielt das Monoxid eine bedeutende Rolle als sogenannter
»2atypischer, NANC-Neurotransmitter inhibitorischer Neurone.

In gastrointestinalen glatten Muskelzellen 16st es eine Relaxation aus, die durch eine
Aktivierung des cGMP/cGK-Signaltransduktionssystems vermittelt wird {Gaisa MM.
2003}Fritsch R 2002HFritsch R 2004}.

Seit kurzem weiss man, dass die Signalvermittlung der Endocannabinoide auch an
die NOS gekoppelt ist. Der Cannabinoid-Rezeptor-Agonist, Anandamid, fuhrte Uber
die Aktivierung der NO-Synthase zu einer vermehrten Bildung von NO. Ein mdglicher
Zusammenhang zwischen der Rolle von NO und der endogenen Cannabinoid-
Signaltransduktion bei der Vermittlung der Relaxation glatter Muskeln im GIT ware
denkbar {Stefano GB 2003}.

Auch zwischen VIP, einem weiteren inihibitorischen Neurotransmitter, und NO wurde
in vielen Arbeiten eine Interaktion beschrieben. Das Stickstoffmonoxid induziert eine
vermehrte Freisetzung des vasoaktiven intestinalen Polypetids {Kurjak M 2001}.
Dieser Vorgang scheint Uber einen prasynaptischen Mechanismus vermittelt zu sein
{Allescher HD 1996}.
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4.1.4.3.4.2 Vasoaktives intestinales Polypeptid (VIP)

Das vasoaktive intestinale Polypetid setzt sich aus 28 Aminosauren zusammen. Es
wird in Neuronen gebildet und freigesetzt. In cholinergen Neuronen dient VIP als Co-
Transmitter {Whittaker VP 1989}.

Heute kennt man zwei VIP-Rezeptoren (VIPR1 und 2), die G-Protein gekoppelt ihre
Wirkungen vermitteln.

Die Wirkungen des Polypeptids liegen in der Hemmung der Magensaftsekretion und
in der Inhibition der gastrointestinalen Motilitat, durch Relaxation glatter Muskelzellen.
Einige Tumore, die von pankreatischen und nervalen Gewebe ausgehen, zeigen eine
exzessive Sekretion von VIP, diese Tumore werden als VIPome bezeichnet.

Es wurden auch hemmende Einflisse auf Entzindungsprozesse und
Autoimmunerkrankungen durch VIP beschrieben. Juarranz et al. beschrieben in einer
Arbeit aus dem Jahr 2004, dass das Polypeptid die Chemokin-Produktion erheblich
inhibiert. VIP greift modulierend in die Aktivitat von T-Lymphozyten, einschlie3lich
deren Beweglichkeit, die Zytokin-Bildung und -Freisetzung, wie in Apoptose-

Vorgange ein {Juarranz MG 2004}.

4.1.4.3.4.3 Somatostatin
Somatostatin (SOM, STH-inhibierendes Hormon = SIH) ist ein zyklisches Polypeptid,

das sich aus 14 Aminosauren zusammensetzt. Es kommt neben zentralen und
enterischen Neuronen auch in D-Zellen im Magen-Darm-Trakt und Pankreas vor.
Den Namen erhielt es aus seiner zuerst entdeckten Wirkung, der Inhibition der STH-
Sekretion (=SIH). Es ist ein wichtiger Regulator vieler Sekretionsprozesse und wirkt
vorrangig hemmend.

Das zyklische Peptid inhibiert z. B. die ACh-Freisetzung, die STH-, TSH-und ACTH-
Freisetzung, die VIP-Sekretion und die Freisetzung von vielen weiteren Hormonen
und Transmittern wie auch die Bildung von NO {Vergara P 1995}Silbernagel S
1994}. Es reduziert die Rate der intestinalen Entleerung, hemmt die Kontraktion
glatter Muskeln und verringert den Blutfluss. Somatostatin senkt den Basaltonus
glatter Muskelzellen {Marzio L 2003}.

Heute kennt man 5 Subtypen sogenannter Somatostatin-Rezeptoren, die mit ss(1)
bis ss(5) bezeichnet werden. An allen 5 Rezeptoren bindet Somatostatin mit hoher
Affinitat {De Herder WW 2003}.
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Klinisch findet das zyklische Polypeptid Anwendung bei der Behandlung von
Gigantismus, Akromegalie und bei einigen Neoplasien, wie z. B. beim Gastrinom
{Silbernagel S 1994}.

41.4.4 Effekte der Endocannabinoide auf die gastrointestinale Motilitat

Heute weiss man, dass das System der Endocannabinoide (mit seinen
Cannabinoide-Rezeptoren und endogenen Liganden) eine wichtige Rolle bei der
physiologischen Kontrolle der intestinalen Motilitat spielt {Mascolo N 2002}. Eine
Vielzahl von Studien zeigen, dass Endocannabinoide die Peristaltik, Motilitat und die
exzitatorische Transmitterfreisetzung im Gastrointestinaltrakt hemmen {Mascolo N
2002KPinto L, Di Carlo G et al. 2002KPinto L, Izzo AA, Bisogno T et al. 2002}.

Die beiden Cannabinoid-Rezeptor-Agonisten, Anandamid und WIN 55,212-2,
reduzieren konzentrationsabhangig cholinerg-, wie auch NANC-vermittelte
Kontraktionen glatter Muskelzellen. Elektrisch ausgelosete Kontraktionen glatter
Muskelzellen werden durch Anandamid und WIN 55,212-2 signifikant antagonisiert
{Storr M 2002}. Dieser hemmende Effekt der Endocannabinoide auf die intestinale
Motilitat scheint vor allem CB;-Rezeptor vermittelt zu sein {lzzo AA 2001}Klzzo AA
1998}.

In einer Arbeit von Izzo et al. aus dem Jahr 1998 wurde der molekulare
Mechanismus der Relaxation glatter Muskelzellen im Ileum von Meerschweinchen
untersucht. Durch Aktivierung des CB;-Rezeptors durch WIN55,212 und Anandamid
konnten sowohl cholinerge und auch NANC-Kontraktionen unterbunden werden {lzzo
AA 1998}.

Die Arbeitsgruppe um Mascolo untersuchte 2002 einen moglichen Einfluss der
Endocannabinoide auf die Entstehung eines paralytischen lleus bei Mausen. In den
Versuchen induzierte die Gabe von Acetylsaure das typischen Symptom der
Hypomotilitat (lleus). Weiter fand sich ein signifikant erhdhte Konzentration von
Anandamid und CB;-Rezeptor-Expression im paralytischen Gewebe. Die spezifische
Inhibition des Cannabinoid-Rezeptors 1, durch SR141716A, fuhrte zu einem
Ruckgang der durch Acetylsaure ausgeldsten Hypomotilitat. Die Arbeitsgruppe
schloss daraus, dass die Reduktion der Motilitat, durch den Anstieg an
Endocannabinoiden, vor allem durch Anandamid, erklart werden kénne {Mascolo N
2002}.
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Eine ahnliche Arbeit von Izzo et al. beschaftigte sich 2001 mit dem Einfluss der
Endocannabinoid auf die Modulation intestinaler Motilitat in entziindlichem Gewebe.
In durch Kroton-Ol induzierten entziindlichem Diinndarmgewebe von M&ausen fand
sich eine erhdhte Expression von CBi-Rezeptoren. Auch war die Hypomotilitat in
diesem Gewebeabschnitt nach Anandamid-Gabe am ausgepragtesten. Beide Effekte
waren CB;-Rezeptor vermittelt {Izzo AA 2001}.

Eine Vielzahl von Arbeiten hat sich mit der Hemmung der Magen- und Darm-Motilitat
durch Aktivierung des enterischen CB;-Rezeptors beschaftigt. Neuere Arbeiten
berichten auch von einen moglichen Einfluss des CB,-Rezeptors auf
Entzindungsreaktionen und die damit verbundene Reduktion der GIT-Motilitat {Izzo
AA 2004}.

41.4.5 \Weitere Effekte der Endocannabinoide im Magen-Darm-Trakt

Neben den oben dargestellten Effekten auf die Motilitat im Gastrointestinaltrakt sind
heute weitere Effekte dieser Stoffklasse im Magen-Darm-Trakt beschrieben worden.
Eine groRRe Zahl an Arbeiten beschrieben Einflisse der Endocannabinoide auf die
gastrointestinale Sekretion, neoplastische und immunologische Erkrankungen im
GIT. Auch spielen Endocannabinoide eine wichtige Rolle in der Schmerzvermittlung,

sie beeinflussen die Appetitregulierung und Nahrungsaufnahme.

4.1.4.5.1 Gastrointestinale Sekretion

Taglich werden etwa 1-1.5 Liter sauren Magensafts produziert. Die Magensaure
hydrolysiert Nahrungsproteine, inaktiviert aufgenommene Mikroorganismen und
fordert die Resorption von Eisen im Dinndarm {Pfreundschuh M 2004}.
Endocannabinoide haben wie man heute weif® einen hemmenden Einfluss auf die
Saureproduktion des Magen-Darm-Trakts {Coruzzi G 1999}. Zwei Arbeitsgruppen
beschrieben 2001 und 2002, dass die Aktivierung des CB1-Rezeptors zu einer
Reduktion der Saureproduktion im Magen fluhrte {Adami M 2002}{Pertwee RG 2001}.
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4.1.4.5.2 Neoplastische Erkrankungen

Tumore im GIT finden sich selten im Dinndarm, sehr haufig im Dickdarm. Wahrend
im DUnndarm Lymphome und neuroendokrine Tumore dominieren, spielen im
Dickdarm vor allem Polypen und das colorektale Karzinom eine Rolle {Pfreundschuh
M 2004}

Ende 2003 wurden auch Daten Uber den Einfluss der Endocannabinoide auf
neoplastische Erkrankungen im GIT publiziert.

In einer italienischen Studie konnte eine 2-3 fache erhdhte Konzentration an
Endocannabinoiden in colorektalen Adenomen und Karzinomen im Vergleich zur
normalen colorektalen Mucosa festgestellt werden.

Die Gabe von Anandamid und 2-Arachidonylglycerol konnte die Proliferation von
colorektalen Karzinom-Zell-Linien (CaCo-2 und DLD-1) erheblich inhibieren. Der
Effekt der Proliferationshemmung wurde als CB;-Rezeptor vermittelt angesehen
{Ligresti A 2003}.

In einer Arbeit von Portella et al. fand sich eine Uber diesen Rezeptor vermittelte
Hemmung der Aktivitat des p21"°-Proteins, ein Onkogen-Produkt, bei Thyroid-
Karzinom-Zell-Tumoren {Portella G 2003}.

Bifulco et al. beschrieben 2001, dass durch CB;-Rezeptor-Aktivierung das Wachstum
eines ras-Onkogen gebundenen epithelialen Tumors in vivo reduziert werden konnte
{Bifulco M 2001}.

4.1.4.5.3 Entzindliche Prozesse und immunologische Erkrankungen

Aus einer ubermaldigen entzindlichen Reaktion kann potentielle Gefahr fur die
Gesundheit des Organismus entstehen. Die physiologische Bilanz zwischen pro- und
antientzindlichen Prozessen spielt dabei eine wichtige Rolle beim kdrpereigenen
Schutz gegen schadliche entziindliche Ereignisse.

Nach heutiger Datenlage spielen auch Endocannabinoide eine wichtige Rolle bei
Entzindungsprozessen.

In einer Studie aus dem Jahr 2004 der Arbeitsgruppe um Lutz, Storr, Sibaev et al.
konnte gezeigt werden, dass Cannabinoid-Rezeptoren vom Subtyp 1 die eigentlichen

Signale vermitteln, welche den proentzindlichen Antworten entgegenwirken.
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Die Endocannabinoid-Gabe verhinderte eine experimentell induzierte Entzindung
des Dickdarms bei Mausen. Die Autoren schreiben, dass das endogene
Cannabinoidsystem einen viel versprechenden therapeutischen Angriffspunkt fur die
Behandlung von Darmerkrankungen darstellen konne, die durch starke

Entzindungsreaktionen gekennzeichnet sind {Massa F 2004}.

Izzo et al. untersuchten 2003 den Einfluss der Endocannabinoide auf Toxin-
induzierte Entzindungsreaktionen. Cholera-Toxin (CT) ist als ein hoch potentes
Enterotoxin bekannt, welches eine sekretorische Diarrho auslésen kann. In dieser
Arbeit wurde das Toxin in den Dinndarm von Mausen eingebracht und fuhrte dort zu
einer massiven Flussigkeitsansammlung. Daraufhin wurde immunhistochemisch ein
Anstieg von CB;-Rezeptoren nachgewiesen. Durch Gabe von CB;-Rezeptor-
Agonisten konnte die Flussigkeitsansammlung vergrof3ert, dagegen durch

SR 141716A-Gabe, ein spezifischer CB;-Rezeptor-Antagonist, vermindert werden
{lzzo AA 2003}.

Die Bedeutung des CB1-Rezeptors bei entzindlichen Prozessen konnte auch in einer
anderen Arbeit gezeigt werden. So fand sich in einer Arbeit von Izzo et al. im Jahr
2001 auch eine erhohte Expression von CB;-Rezeptoren bei entzundlichen
Prozessen am Mausmodell {Izzo AA 2001}.

Es wird vermutet, dass Lymphozyten und Mastzellen direkt an der Regulierung des
peripheren endogenen Cannabinoid-Systems beteiligt sind {Maccarrone M 2002}.

4.1.4.5.4 Apettit, Nahrungsaufnahme und Koérperfett

Heute sind in den westlichen Industrieldndern viele Krankheiten durch Ubergewicht,
Hypercholesterinamie und Bewegungsmangel bedingt. Gewichtsregulierung, Apettit,
und Body-Mass-Index (BMI) sind langst als zentrale Begriffe in unseren Alltag
eingekehrt. Forschungsergebnisse der letzten zehn Jahre haben Zusammenhange
zwischen dem Stoffgebiet der Endocannabinoide und der Nahrungsaufnahme,
Apettit und Korperfettregulierung gezeigt. Die Nahrungsaufnahme scheint in engem
Zusammenhang mit dem CB;-Rezeptor zu stehen. A°>-THC hat neben seiner
psychogenen Wirkung auch einen starken Einfluss auf den Energiehaushalt des

Korpers.
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Cota et al. fanden 2003 einen CB;-Rezeptor vermittelten Effekt der
Endocannabinoide auf den Energiehaushalt bei Mause {Cota D 2003}.

Horvath untersuchte 2003 den Einfluss der Endocannabinoide auf den Apettit und
den periphere Fettabbau. In diesem Versuchsaufbau fand sich bei CB;-knock out-
Mausen im Gegensatz zu Wildtyp-Mausen eine Reduktion des Apettits, der
Nahrungsaufnahme und das Koérpergewichts. Der CB;-Rezeptor, seine Agonisten
und Antagonisten scheinen einen Einfluss auf die Regulation des Apettits und des
Fettstoffwechsels im Organismus zu haben {Horvath TL 2003}.

Leptin ist seit einger Zeit als Schllisselhormon flr die Apettitregulierung im
Hypothalamus bekannt. Es reduziert die Nahrungsaufnahme durch Erhdhung
appetitreduzierender Faktoren und Minderung appetitstimulierender Faktoren.
Endocannabinoide, vor allem Anandamid und 2-Arachidonylgycerol, scheinen daran
beteiligt zu sein. Heute weil® man, dass bei Menschen nach Cannabis- oder THC-
Konsum der Apettit gesteigert ist, was bei Patienten mit Apettitverlust genutzt wird.
In einer Arbeit von Martin et al. aus dem Jahr 2002 konnte gezeigt werdem, dass
Anandamid CB;-Rezeptor vermittelt einen steigernden Effekt auf die
Nahrungsaufnahme hat {Martin BR 2002}.

Eine Arbeit der Gruppe um Di Marzo et al. aus dem Jahr 2001 zeigte auch, dass die
Gabe von Endocannabinoide bei Mausen zu einer gesteigerten Nahrungsaufnahme
fiihrte {DI MARZO V 2001}.
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5 Spezielle Diskussion

5.1 Effekte der Endocannabinoide auf inhibitorische Transmitter im ENS

5.1.1 Effekte der Endocannabinoide auf die NO-Synthase-Aktivitat

Die durch Stickstoffmonoxid (NO) vermittelte Relaxation glatter Muskeln im GIT ist fur
die Unterhaltung der menschliche Darmfunktion von gro3er Bedeutung.

NO spielt eine wichtige Rolle in der Vermittlung der inhibitorischen Antwort des
peristaltischen Reflexes im Magen-Darm-Trakt.

Die Relaxation gastrointestinaler glatter Muskelzellen ist entweder auf direktem oder
indirektem Wege durch die Modulierung von Neurotransmittern an enterischen
Nervenendingungen vermittelt {Fritsch R 2004}.

Sowohl Endocannabinoide {Holland, Challiss, et al. 1999}, wie auch das
Stickstoffmonoxid {Lam, Lan, et al. 2003}, fuhren beide zu einer Relaxation glatter
Muskelzellen. Dies geschieht wie man heute weiss bei NO, Uber dessen Bindung an
zyklisches GMP (cGMP), dies wiederum fuhrt zu einer Hemmung der Calcium-
Freisetzung aus seinem Zelldepot. Ein Abnahme an freiem Calcium zieht eine
Reduktion der Kontraktion glatter Muskelzellen nach sich {Fritsch R 2004}. Wie
cannabinoide Substanzen eine Relaxation glatter Muskelzellen im Magen-Darm-
Trakt herbeifuhren, und ob Endocannabinoide und Stickstoffmonoxid auf ahnliche Art
und Weise die oben beschrieben Reaktion herbeifihren, oder sich gegenseitig
beeinflussen, ist noch nicht eindeutig geklart.

Mit dieser Frage haben sich schon einige Arbeiten beschaftigt.

1997 konnten Zygmunt et al. zeigen, dass Anandamid durch Inhibition der
Freisetzung von Calcium aus seinem zellularen Speicher zu einer Relaxation glatter
Muskelzellen bei hepatischen Arterien von Ratten fuhrt {Zygmunt PM 1997}.

Sowohl NO, wie auch cannabinoide Substanzen l6sen Uber eine Reduktion des
freien Ca?*-Gehaltes in der glatten Muskelzelle eine Relaxation aus. Basierend auf
diesem Erkenntnissen haben wir untersucht, ob ein moglicher gemeinsamer
zellularer Mechanismus, oder ein direkter Endocannabinoid-Effekt auf die NO-

Synthase-Aktivitat existiert.
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Dieser Fragen waren bis heute zwei Arbeiten nachgegangen.

Im Jahre 1996 hatte die Arbeitsgruppe um Stefano den Zusammenhang zwischen
Endocannabinoiden und Stickstoffmonoxid, und der NO-Synthase-Aktivitat
untersucht.

Sie beschaftigte sich mit dem Vorkommen und der Signalkaskade des
Endocannabinoid-Systems. Anandamid und CB;-Rezeptoren (Bestandteile des
Systems der Endocannabinoide) konnten in Immunozyten und Mikrogliazellen
wirbelloser Tieren (Intervertebraten), wie in menschlichen Monoyzten nachgewiesen
werden. Sowohl in Zellen der Intervertebraten, wie auch in humanen Zellen, wurde
eine vermehrte Stickstoffmonoxid-Freisetzung, durch die Anwesenheit von
Anandamid, festgestellt. Diese Signalvermittlung ist dem der Alkaloid-Opiate sehr
ahnlich, es handelte sich um das gleiche Effektor-System. Weiter resultierte eine
vermehrte Freisetzung von NO durch Bindung des Endocannabinoids an die NO-
Synthase (NOS). Es bestand eine unterschiedliche Rezeptorvermittlung.
Erwahnenswert ist auch die Aussage dieser Arbeit, dass das Endocannabinoid-
Systems schon uber Milionen von Jahren existieren muss. Die Arbeitsgruppe fand
cannabinoide Substanzen, wie CB;-Rezeptoren, sowohl in humanen Zellen, als auch
bei Intervertebraten deren evolutionare Trennung vor mehr als 500 Millionen Jahren
stattfand {Stefano GB 1996}.

Jahre spater beschaftigte sich die Arbeitsgruppe um Stefano ein zweites Mal mit dem
Einfluss der Endocannabinoide auf die NO-Synthase. Im Jahr 2003 konnte die
Gruppe erneut feststellen, dass eine Aktiverung des CB;-Rezeptors zu einer
Zunahme an Stickstoffmonoxid fuhrte. Wie man heute weiss, spielt die NOS eine
wichtige Rolle bei der Zell-zu-Zell-Kkommunikation. Es fand sich eine direkte
Kopplung des CB1-Rezeptors an die cNOS (‘constitutive’ NO-Synthase). Dies galt,
wie auch in der vorherigen Arbeit von Stefano beschrieben, fur Vertebraten und
Intervertebraten, also flr Sdugetiere und wirbellosen Tiere. In weiteren Versuchen,
basierend auf diesen Erkenntnissen, fuhrte eine Aktivierung des genannten cNOS-
gekoppelten Rezeptors bei menschlichen Endothelzellen von Blutgefallen zu einer
kurzzeitigen vermehrten Stickstoffmonoxid-Freisetzung und so zu deren Relaxation
{Stefano GB 2003}.
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Auch in unseren Daten konnte eine signifikante Zunahme der NO-Synthase-Aktivitat
im Dunndarm der Ratte nach Zugabe von Anandamid und WIN 55,212-2 erzielt
werden.

Unsere Ergebnisse unterstreichen die, in Konformitat zu den oben beschriebenen
Arbeiten, bekannte steigernde Wirkung der beiden Cannabinoid-Rezeptor Agonisten
auf die Aktivitat der NO-Synthase. Unsere Daten sprechen fur die Hypothese, dass
das System der Endocannabinoide direkt mit der NO-Synthase-Aktivitat in
Verbindung steht, und durch die vermehrte Konzentration an NO relaxierend auf

glatte Muskelzellen im Magen-Darm-Trakt wirkt.

In Bezug auf die bereits beschriebene Autoregulation der NOS und die signifikante
Erhéhung der NOS-Aktivitat in dieser Arbeit ist auf die Isoformen der NOS
hinzuweisen {Huber A, Saur D, et al. 1998}. Bei Stefano et al., wie bereits oben
beschrieben, induziert die Gabe von Anandamid Uber einen CB;-Rezeptor-Effekt
eine kurzzeitige Erhdhung der basalen Aktivitat der cNOS und setzt vermehrt NO frei.
Diese ging nach einiger Zeit wieder auf die basale Ausgangsaktivitat zurtick {Stefano
GB 2003}. Da sich in unseren Daten eine signifikante Erhéhung der NO-Synthase-
Aktivitat findet, kann dies mit einer moglichen Wechselwirkung der Autoregulation der
NOS durch Anandamid erklart werden. Auch ware denkbar, dass eine Isoform der
NOS uber die Autoregulation vermittelt und eine andere durch die Endocannabinoide

in ihrer Aktivitat signifikant erhoht wird.

5.1.2 Effekte der Endocannabinoide auf die VIP-Sekretion
Das vasoaktive intestinale Polypeptid, ein zyklisches induziert eine Relaxation glatter
Muskeln im Gastrointestinaltrakt {Tomita R 2005}, wie auch eine Vasodilatation bei

Koronararterien {Dalsgaard T 2003}.

Die hier vorliegende Arbeit hat einen moglichen Einfluss der Endocannabinoide auf
die VIP-Sekretion untersucht. Bis heute haben sich zwei Arbeiten mit einer
Interaktion zwischen dem vasoaktiven intestinalen Polypeptid und den
Cannabinoiden, bzw. Endocannabinoiden und seinen Rezeptoren beschaftigt.

1999 untersuchte eine Arbeitsgruppe um Rodriguez de Fonseca eine mogliche Effekt
von Cannabinoiden auf die VIP induzierte Prolactin-Sekretion in Zellen der Hypohyse
von Ratten. Es fand sich eine Zunahme der Sekretion von Prolactin und eine
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vermehrte cAMP-Bildung nach Agonisierung des CB;-Rezeptors durch A°-THC
{Rodriguez de Fonseca F 1999}.

In unseren Versuchen gaben wir Anandamid und WIN 55,212-2 den Synapostomen
aus dem Dunndarm der Ratte zu. Als Ergebnis fand sich eine signifikante
konzentrationsabhangige Steigerung der VIP-Freisetzung. Beide Substanzen flhrten
zu einer vermehrten Freisetzung des vasoaktiven intestinalen Polypeptids. Eine
weiterer Ursache fur die Relaxation glatter Muskelzellen im Magen-Darm-Trakt durch

Endocannabinoide, ist durch die Zunahme der VIP-Sekretion erklarbar.

5.2 Effekte der Endocannabinoide auf die Sekretion der motilitatswirksamen

Transmitter Ghrelin und Somatostatin

5.2.1 Effekte der Endocannabinoide auf die Ghrelin-Sekretion

Heute weiss man, dass Ghrelin {Erdmann J 2003}{Monteleone P 2003} und
cannabinoide Substanzen {Horvath TL 20034{DI MARZO V 2001} eine bedeutende
Rolle in der Nahrungsaufnahme, bei der Regulierung des Apettits und der
Energiebilanz des Organismus spielen.

Beide beeinflussen die Saureproduktion im Magen-Darm-Trakt. Endogene
Cannabinoide wirken hemmend {Coruzzi G 1999}, Ghrelin dagegen stimulierend auf
die Magensaureproduktion {Masuda Y 2000}.

Im Gastrointestinaltrakt fihrt Ghrelin zu einer Beschleunigung der Passage. Der
Mechanismus des prokinetischen Effektes des Peptidhormons ist heute aber noch
nicht ganzlich geklart. Méglicherweise wirkt es am Gastrointestinaltrakt ahnlich
aufgrund seiner strukturellen Verwandtschaft zum Polypetid Motilin {Xu L
2005KAsakawa A 2001KMasuda Y 2000}.

Die Substanzgruppe der Endocannabinoide haben einen hemmende Wirkung auf die
Motilitat des Magen-Darm-Trakts {Mascolo N 2002}{Pinto L 2002}.

Die vielen gemeinsamen Wirkungen und Angriffspunkte beider
Transmittersubstanzen im GIT haben uns nach einer moglichen

Verbindung zwischen Ghrelin und den Endocannabinoiden, im Bezug auf die
Modulation der gastrointestinalen Motilitat, suchen lassen.
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Als Ziel unserer Versuche verfolgten wir einen moglichen Endocannabinoid-Effekt auf
die Ghrelinsekretion. Nach Zufuhrung von Anandamid und WIN 55,212-2 fand sich
keine signifikante Veranderung der Ghrelinsekretion gegenuber der basalen
Freisetzung.

Unsere Daten zeigen, dass Endocannabinoide die Sekretion von Ghrelin nicht direkt
beeinflussen. Bis heute finden sich auch keine weiteren Arbeiten Gber eine mdglich
Interaktion von Endocannabinoiden und Ghrelin bei der Modulation gastrointestinaler
Motilitat.

5.2.2 Effekte der Endocannabinoide auf die Somatostatin-Sekretion

Die grundliegende Wirkung von Somatostatin (SOM) ist eine Inhibierung der
Freisetzung vieler Hormone und Transmitter. Es hemmt die Sekretion von NO und
VIP im lleum von Hunden. SOM hat eine Zunahme der Kontraktion in glatten
Muskelzellen im gastrotintestinalen Trakt zur Folge. Die Gruppe um Vegara fuhrte
dies vor allem auf den hemmenden Einfluss des Neurotransmitters auf die NO-
Freisetzung, und weniger auf die Reduktion der VIP-Sekretion zurick {Vergara P
1995}. Dagegen wird von der Arbeitsgruppe um Marzio 2003 eine
Kontraktionshemmung der menschlichen Gallenblasenmuskulatur beschrieben
{Marzio L 2003}. Beide Arbeiten habe gegensatzliche Aussagen uber den Einfluss
von Somatostatin auf die glatte Muskulatur im Magen-Darm-Trakt, doch
verdeutlichen sie beide den modulierenden Effekt auf die glatte Muskulatur.

Der Einfluss auf die Sekretion von VIP und NO, wie auch die Modulation der Motilitat
im GIT, haben uns nach einem mdglichen Zusammenhang von Somatostatin und
dem Endocannabinoid-System suchen lassen.

Es beschaftigten sich schon zwei Arbeitsgruppen in den 1990er Jahren mit dem
Einfluss der Cannabinoide auf die Sekretion von Somatostatin und seine Rezeptor
vermittelte Signaltransduktion. Die Gruppe um Rettori untersuchte 1990 einen
hemmenden Effekt von A>-THC auf die Freisetzung der Hormone LH (luteinizing
hormone) und GH (growth hormone).

Die Sekretionshemmung von GH durch A>-THC wurde durch die Stimulierung der
Somatostatin-Sekretion, welche durch die rezeptorvermittelte Wirkung von A%-THC
zustande kam, erklart {Rettori VV 1990}. In einer anderen Arbeit von Vasquez et al.,
die sich mit einem Einfluss des CB;-Rezeptors auf andere G-Protein gekoppelte
Rezeptoren beschaftigte, fand sich ein modulierender Effekt von hCB;-Rezeptoren
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(=humaner CB;-Rezeptor) auf die Calciumfreisetzung an isolierten cervikalen
Ganglienzellen beim Menschen. Die durch SOM ausgeléste Hemmung der Calcium-
Freisetzung, wurde durch Aktivierung des hCB1 antagonisiert {Vasquez C 1999}.

In unseren Ergebnissen konnte durch Zugabe von Anandamid und WIN 55,212-2 die
Sekretion von Somatostatin, gegenuber inrem basalen Grundumsatz, nicht signifikant
verandert werden. Endocannabinoide scheinen die SOM-Sekretion im ENS der Ratte

auf direktem Weg nicht zu beeinflussen.

5.3 Charakterisierung der Endocannabinoid-Effekte auf zellularer Ebene

5.3.1 Mechanismus der NO-Synthase-Aktivitatssteigerung durch Endo-
cannabinoide

In unseren Versuchsreihen zeigte sich durch Zugabe der Cannabinoid-Rezeptor-
Agonisten, Anandamid und WIN 55,212-2, eine Mehraktivitat der NO-Synthase-
Aktivitat. Diese NOS-Stimulation konnte aber durch Zugabe der spezifischen CB-
Rezeptor-Antagonisten, SR 141716A und SR 144528, nicht signifikant verandert
werden.

Auch Capsazepine, ein selektiver Antagonist am Vanilloid-Rezeptor 1 (VR1), war
dahingehend ineffektiv. Unsere Daten schliefen eine Vermittlung des
Endocannabinoideffekts der NOS-Aktivitat Uber den VR1 aus.

Es ist aber darauf hin zu weisen, dass die alleinige Gabe von Capsazepine zu einer
signifikanten Aktivitatszunahem der NOS fuhrte. Unter basalen Bedingungen scheint
der VR1 einen inhibierenden Effekt auf die NOS-Aktivitat zu haben. Dieser Aspekt
war aber nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit und musste in weiteren
Ausfuhrungen abgeklart werden.

Problematisch ist der direkte Rickschluss des beschriebenen mediierten VR1-
Effektes der Endocannabinoiden an dieser Synapse.

Da nach Zugabe von Anandamid und Capsazepine keine Potenzierung vorliegt ist

die Wahrscheinlichkeit, dass der VR1 eine Rolle spielt, gering.
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Aus den vorliegenden Daten konnte eine mogliche pharmakologische Evidenz fur
das Vorhandensein eines weiteren bis heute noch nicht entdeckten Cannabinoid-
Rezeptors abgeleitet werden. Auch ware ein direkter Effekt exogen zugeflhrter
Endocannabinoide auf N- oder L-Typ-Calziumkanalen denkbar. Weiter kdnnte eine
Konformitatsdnderung der NO-Synthase durch Endocannabinoid-Gabe in Erwagung
gezogen werden. Die wahrscheinlichste Hypothese ist wohl die NO-vermittelte
Autoregulation der NO-Synthase, welche bereits an anderen Systemen beschrieben
wurde {Kurjak, Koppitz, et al. 1999}.

Das Prinzip der NO-Autoregulation ist auch Endocannabinoid vermittelt, wie in der
Arbeit von Stefano et al. im Jahr 2003 beschrieben wurde. Hier fuhrte die Stimulation
des CB;-Rezeptors zu einer kurzfristigen Aktivierung der basalen cNOS-Aktivitat und
NO-Zunahme, gefolgt von einem Aktivitatsrickgang der cNOS {Stefano GB 2003}.
Als mogliche Erklarung ware eine Wechselwirkung mit Inhibition des Autoregulations-
Mechanismus der cNOS durch die Endocannabinoide denkbar. Die Frage nach dem

genauen Mechanismus bedarf weiteren Klarung.

5.3.2 Mechanismus der evozierten VIP-Stimulation durch Endocannabinoide
In unseren Ergebnissen fuhrte die Zugabe von Anandamid zu einer signifikanten
Sekretionserhéhung von VIP im Vergleich zur basalen Freisetzung. Der CB;-
Rezeptor-Antagonist, SR141716A, konnte die Anandamid induzierte VIP- Sekretion
jedoch nicht signifikant verandern.

Nach Gabe des CB,-Rezeptor-Antagonist, SR144528, fand sich in unseren Daten
hingegen eine signifikante Hemmung der VIP-Freisetzung.

Diese legen die Existenz eines funktionellen CB,-Rezeptors nahe.

Da bislang der Nachweis eines CB,-Rezeptor-Subtyps an neuronalen Elementen
fehlt, waren unsere funktionellen Ergebnisse der Anlass, an Praparaten
longitudinaler Muskulatur mit anhangendem myenterischen Plexus nach der Existenz
von CB,-Rezeptoren mittels RT-PCR zu suchen (siehe unter 5.5).

Der VR1-Agonist, Capsaicin, hatte keinen signifikanten Effekt auf die VIP-Sekretion.
Dagegen zeigte sich wie, schon bei der NOS-Aktivitat beschrieben eine signifikante
Zunahme der VIP-Freisetzung, nach Zugabe des spezifische VR1-Rezeptor-
Antagonist, Capsazepine. Auch hier scheint der VR1 einen inhibierenden Effekt auf

die VIP-Sekretion zu haben.
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Graphik 19: Diese Graphik stellt die in unseren Ergebnissen erhaltenen rezeptorvermittelten
Endocannabinoid-Effekte auf die NO-Synthase-Aktivitiat und VIP-Freisetzung auf zellularer
Ebene schematisch dar. Die Darstellungen beider Neurone sind nicht als zwei voneinander
getrennte Nervenendigungen anzusehen. In der linken Darstellung (VIP-Neuron) wird der CB,-
Rezeptor vermittelte Effekt der Endocannabinoide auf die VIP-Freisetzung in NANC-Neuronen
dargestellt. Auf der rechten Seite (NOS-Neuron) ist die Ursache der Zunahme der NO-Synthase-
Aktivitat durch Endocannabinoide nicht vollstandig geklart. Moglich ware ein direkter Einfluss
der Endocannabinoide auf die Calzium-Kanile (Ca**-Kanal), die bei der NOS eine wichtige Rolle
spielen. Auch wire ein Effekt der Endocannabinoide auf das Enzym der NOS selbst denkbar.
Heute wird auch vermutet, dass die NOS-Aktivitat liber einen noch nicht entdeckten weiteren
Cannabinoid-Rezeptor-Subtyp (CBx) vermittelt wird. Am wahrscheinlichsten ist aber der

Mechanismus der NO vermittelten Autoregulation der NOS.
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5.4 Effekte von endogenem Anandamid auf die beschriebenen
Transmittersysteme
In den vorangegegangenen Versuchen wurden Cannabinoide exogen zugefuhrt. Da
es wie bekannt endogene Liganden an Cannabinoid-Rezeptoren, die
Endocannabinoide, gibt, wurden weiterfihrende Experimente zur Charakterisierung
der endogenen Effekte unternommen.
Durch die spezifische Blockade des Anandamid-Transporters (AT), der Anandamid
aus dem synaptischen Spalt in die Zelle transportiert, und des Enzyms FAAH (=Fatty
Amid Acid Hydrolase) ist es moglich, direkte Effekte von endogenen Liganden an
den Cannabisrezeptoren im synaptischen Spalt zu untersuchen. PMSF ist ein
unspezifischer aber hochpotenter Antagonist der FAAH. Bei AM404 handelt es sich
um einen selektiven Inhibitor des Anandamid-Transporters. Die Anwesenheit sowohl
des einen als auch des anderen Inhibitors fuhrt zu einer langeren Verweildauer und
Aktivitat des endogenen Cannabinoid-Rezeptor-Agonisten, von “endogenem*

Anandamid (siehe auch Schema, Graphik 16).

5.4.1 Effekte von endogenem Anandamid auf die NO-Synthase-Aktivitat

Unsere Ergebnisse zeigten eine Zunahme der NO-Synthase-Aktivitat durch Zugabe
von AM404 oder PMSF.

Nach spezifischer Cannabinoid-Rezeptor-Antagonisierung, mittels SR141716A, dem
selektiven CB;-Rezeptor-Antagonisten, und SR144528, dem spezifischen CB,-
Rezeptor-Antagonisten, fand sich aber keine Aktivitatsanderung der stimulierten
NOS. Die NO-Synthase-Aktivitdt nahm sowohl durch exogene Zugabe von WIN
55,212-2 und Anandamid, wie auch durch Erhéhung der Konzentration von
endogenem Anandamid im synaptischen Spalt zu. Wie schon bei den von exogenen
zugefuhrten cannabinoiden Substanzen fand sich auch hier kein Rezeptor

vermittelter Effekt.
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5.4.2 Effekte von endogenem Anandamid auf die VIP-Freisetzung

Durch Zugabe von AM404 konnte die VIP-Sekretion signifikant gesteigert werden.
Dieses Ergebnis ist mit den Daten der exogen zugefuhrten Endocannabinoiden
konform.

Im Gegensatz zum erzielten Effekt der exogen zugefuhrten Cannabinoide konnte die
VIP-Sekretionssteigerung, nach Zugabe der beiden spezifischen Antagonisten,
SR141716A und SR144528, hier nicht antagonisiert werden.

Der Unterschied des CB,-Rezeptor-Effekts auf die VIP-Sekretion zwischen exogen
zugefuhrten und endogenen Cannabinoid-Agonisten kénnte auf eine
unterschiedliche Dosis-Wirkungs-Beziehung zuruckzufuhren sein. Wie in anderen
Arbeiten nachgewiesen ist die durch AM 404 erzeugte Konzentration an endogenen
Canniabinoiden nicht ausreichend um denselben funktionellen Effekt wie bei
exogener Gabe zu erzielen {Calignano A 1997}. Fur den Effekt der Endocannabinide
auf die Sekretion von VIP ist die erzeugte Konzentration ausreichend, nicht aber um

eine Rezeptor vermittelte Wirkungsbeziehung zu beweisen {Giuffrida A 2001}.

5.5 Nachweis von CB;- und CB,-Rezeptoren im ENS

Die Ergebnisse eines funktionellen CB,-Rezeptor-Effektes bei der VIP-Sekretion
{Kurjak M, Hamel AM, Storr M et al. 2003} konnten durch die bis heute bekannten
Daten nicht erklart werden. Nur CB;-Rezeptoren wurden bisher immunhistochemisch
und mittels PCR in Neuronen des ENS nachgewiesen {lzzo AA 2003}. Weder die
funktionelle Darstellung, noch die Existenz eines CB,-Rezeptors an Neuronen im
gesamten Gastrointestinaltrakt ist bislang beschrieben worden. Die Arbeitsgruppe um
Sharkey beschafftigte sich 2004 mit einem mdglichen Effekt des CB,-Rezeptors auf
den Transit im GIT der Ratte. Durch eine CB,-Rezeptor-Aktivierung konnte auch eine
Hemmung des Transits unter den Bedingungen der exogen induzierten Entzindung
erzielt werden. Hier war der Effekt Gber eine Cyclooxygenase und nicht Gber eine im
Versuchsaufbau mitbertcksichtigte iINOS, eine Isoform der NOS, vermittelt. Denkbar
ware aber das eine andere Isoformen der NOS, wie die z. B. die cNOS, Einfluss auf

den beschriebenen Mechanismus hat {Mathison R 2004}.

In unseren Ergebnissen fand sich ein CB,-Rezeptor vermittelter Effekt bei der
Endocannabinoid stimulierten VIP-Sekretion an enterischen Nervenendigungen.
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Konsequenterweise untersuchten wir die Existenz von Cannabinoid-Rezeptoren an
Praparaten der longitudinalen Muskulatur mit anhdngendem myenterischen Plexus.
Mit spezifischen CB;- und CB;-Rezeptor-Primern gelang es uns am Gewebe von
longitudinaler Muskulatur aus dem lleum der Ratte beide CB-Rezeptor-Subtypen
mittels RT-PCR nachzuweisen. So konnte in unseren Ergebnissen der
experimentelle Nachweis eines funktionellen Cannabinoid-Rezeptors vom Subtyp 2

an Neuronen des enterischen Nervensystems erbracht werden.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegende Arbeit wurden die Effekte der Endocannabinoide auf die
Transmitter-Freisetzung im Dunndarm der Ratte untersucht. Sie bezog sich vor allem
auf die nicht- adrenerge und nicht-cholinerge (NANC) Innervation im enterischen
Nervensystem.

Das Anliegen dieser Arbeit war es, mittels des Modells der Synaptosomen, Effekte
der Endocannabinoide auf zellularer Ebene zu erklaren, deren Vermittlung und

madgliche Einflisse auf andere Transmittersysteme darzustellen.

Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

1) Effekte der Endocannabinoide auf die inhibitorischen Transmitter NO und VIP im

ENS:
Die exogenes Zugabe von Anandamid und WIN 55,212-2 flhrte zu einer

signifikanten Zunahme der Aktivitat der NO-Synthase.

Die exogene Zugabe der beiden Substanzen hatte auch eine vermehrte Freisetzung
des inhibitorischen Neurotransmitters VIP zur Folge.

Unsere Daten zeigen einen direkten Zusammenhang zwischen der Freisetzung der
inhibitorischen Neurotransmitter NO und VIP und den Endocannabinoiden.

Durch die signifikante Zunahme der NO-Synthase-Aktivitat und wie auch durch die
vermehrte VIP-Sekretion nach Endocannabinoid-Gabe, kann der relaxierende
Einfluss cannabinoider Substanzen auf die glatte Muskulatur im Gastrointestinaltrakt
erklart werden. Unsere Daten weisen auf eine wichtige neuromodulatorische Rolle

der Endocannabinoide im Magen-Darm-Trakt hin.

2) Effekte der Endocannabinoide auf die Freisetzung der Peptidhormone Ghrelin und

Somatostatin:

In unseren Daten fand sich nach exogener Zugabe von Anandamid und
WIN 55,212-2 kein signifikanter Effekt auf die Sekretion von Ghrelin und

Somatostatin im Dinndarm der Ratte.
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3) Signalvermittlung der Endocannabinoid-Effekte auf zellularer Ebene:

NO: In unseren Ergebnissen zeigte sich bei signifikanter Zunahme der NO-Synthase-
Aktivitat ein nicht-CB;- / nicht-CB,-Rezeptor- und nicht-VR1 vermittelter Effekt der
Endocannabinoide {Kurjak M, Hamel AM, Storr M et al. 2003}.

Diese Daten lassen alternative Signaltransduktionswege vermuten. Eine mdgliche
Erklarung ware die Vermittlung dieses Effekts durch einen weiteren Cannabinoid-
Rezeptor-Subtyp. Alternativ kdme auch eine Beeinflusssung der NO vermittelten
Autoregulation der NO-Synthase durch die Endocannabinoide in Frage, die bereits
an anderen Systemen beschrieben wurde (siehe auch 5.3.2 und Graphik 19). Diese

Hypothese ware durch weitere Experimente zu klaren.

VIP: Die Anandamid-stimulierte VIP-Sekretion wird Uber einen CB,-Rezeptor-Effekt
vermittelt {Kurjak M, Hamel AM et al. 2003}.

4) Charakterisierung der Einflisse endogener Cannabinoide:

Durch spezifische Blockade, einerseits des Anandamid-Transporters und
andererseits durch Inhibierung der Anandamid abbauenden Hydrolasen, zeigte sich
ebenfalls eine deutliche Aktivitatszunahme der NO-Synthase und eine vermehrte
Freisetzung von VIP. Dies ist auf die Anwesenheit endogener Cannabinoide

zuruckzufiuhren.

5) CB,-Rezeptor-Nachweis an Neuronen im GIT

Unsere Daten weisen auf einen CB,-Rezeptor-Effekt bei der VIP-Sekretion im ENS
hin. Mittels RT-PCR konnten wir die Existenz eines funktionellen CB,- Rezeptors im

myenterischen Plexus der longitudinalen Muskulatur im lleum der Ratte nachweisen.
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9 Abbildungsverzeichnis
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Abbildung 1: Eréffneter Bauchsitus einer weiblichen Ratte mit Einblick in die
Darmeingeweide. Nach Auffinden des Magensausgangs, wurde dieser mit einer
Schere abgetrennt. Der Darminhalt des Dunndarms wurde bis zum Colon
ascendens ausgestrichen. Auf Héhe der lleocoecalklappe erfolgte die
Abtrennung VOM DICKAAIM. .......cciiiiiieiece et 9

Abbildung 2: Darstellung der 5 bis 10 cm langen Dinndarmabschnitte, rechts die
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um die eréffnete Darmwand vor Entfernug der Mucosa und Submucosa. .......... 10

Abbildung 3: Darstellung der RT-PCR der CB;-und CB»-Rezeptoren entnommen aus
der gesamten RNA von Anteilen aus isoliertem Hirngewebe (Bande 1), aus
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myenterischen Plexus (LM/MP, Bande 2) und aus Mucosagewebe des lleums
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Rezeptoren in der longitundinalen myenterischen Plexusschicht des
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um koérpereigene Substanzen. Im linken oberen Bild wird die chemische Struktur
von A°-THC dargestellt, im rechten oberen Bild ist die chemische Struktur von
Anandamid zu sehen (Abbildungsquelle: {Marsicano G 2002}). ........ccccceeuvevrenen. 44
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Adenylatcyclase, zur Reduktion von zyklischem AMP (cAMP) und Blockierung
spannungsabhangiger Calciumkanale (in der Abbildung als Ca**-Kanal

dargestellt), dagegen bewirkt es eine Aktivitatszunahme der MAP-Kinase......... 49
Abbildung 10: Darstellung der chemischen Struktur von SR141716A, ein spezifischer
CB;-Rezeptor-Antagonist (Abbildungsquelle: {Sugiura T 2004}). .....ccccccvvvvevrvennnne 51

Abbildung 11: Darstellung der chemischen Struktur von SR144528, einem
spezifischen CB,-Rezeptor-Antagonisten (Abbildungsquelle: {Sugiura T 2004}).

.......................................................................................................................................... 52
Abbildung 12: Darstellung der einzelnen Wandschichten sowie der Lokalisation der
beiden Plexus (Abbildungsquelle: {Goyal FK 1996}). ......cccooiiiiriiiieneienerieeienins 56

83


http://www.erowid.org,

Abbildung 13: Abbildung eines histologischen Querschnitts der beiden glatten
Muskelschichten im GIT. Zwischen der longitudinalen und zirkularen glatten
Muskelschicht befinden sich gelb eingekreist die Neurone des Auerbach-Plexus
(Abbildungsquelle: {Goyal FK 1996}). ..o 57
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med. H.-D. Allescher. (von links nach rechs: Dr. med. Ralph Fritsch, Prof. Dr.
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9.2 Tabellen

Tabelle 1: Anandamid und WIN 55,212-2 hatten beide keinen signifikanten Effekt auf
die Somatostatin-Sekretion gegenuber der basalen Freisetzung. Die spezifische
Blockade der CB;-, CB,-Rezeptoren und des VR1, ergab auch keine
signifikanten Veranderungen im Vergleich zur basalen Somatostatin-
Freisetzung. 32

Tabelle 2: Die spezifische Blockade des Anandamid-Transporters durch AM404 hatte
keinen Effekt auf die Somatostatin-Sekretion verglichen mit der basalen
Freisetzung. Auch die spezifische Inhibierung des CB;- und CB;-Rezeptors, in
Anwesenheit von AM404, hatte keine signifikante Veranderung der

Somatostatin-Freisetzung zur Folge. 33
Tabelle 3: Die Oligonukleotide des Sense (S)- und Antisense-Strang-(AS)-Primers
der CB;- und CB;-Rezeptoren fur die RT-PCR in 5’-->3’Richtung. 34

9.3 Graphiken

Graphik 1: Die Zugabe von Anandamid fuhrte zu einer signifikanten Zunahme der
NO-Synthase-Aktivitat gegenltber der basalen Aktivitat ([fmol/mg/min] Basal:
0.05 + 0.01 fmol/mg/min, n=4) in den Konzentrationen von 10 ~* M bis 10° M
(Anandamid 10 M: 0.14 + 0.02 fmol/mg/min, Anandamid 10 M: 0.13 + 0.05
fmol/mg/min, Anandamid 10° M: 0.16 + 0.05 fmol/mg/min, n=4) und bei einer
Konzentration von 10 =" M (Anandamid 10" M: 0.13 + 0.04 fmol/mg/min, n=4). 16

Graphik 2: Sowohl Anandamid als auch WIN 55,212-2 fihren beide zu einem
signifikanten Zuwachs der NO-Synthase-Aktivitat ([fmol/mg/min] Basalwert:
0.049 £ 0.01, Anandamid 10° M: 0.13 + 0.05, WIN 55,212-2 10 M: 0.1  0.02,

Graphik 3: Nach Zugabe des spezifischen CB;-Rezeptor-Antagonisten, SR141716A,
fand sich keine signifikante Anderung der Anandamid induzierten NO-Synthase-
Aktivitatssteigerung ([fmol/mg/min] Basalwert: 0.05 + 0.01, Anandamid 10 M:
0.13 £ 0.05, Anandamid 10° M + SR141716A 10" M: 0.14 + 0.03, Anandamid
10"® M: 0.16 + 0.03, Ananamid 10° M + SR1417146A 107 M: 0.15 % 0.04, n=4).
.......................................................................................................................................... 18

Graphik 4: Die Aktivitatszunahme der NO-Synthase, nach exogener Anandamidgabe,
wurde durch die Anwesenheit des spezifischen CB;-Rezeptor-Antagonisten,
SR144528, nicht signifikant verandert ([fmol/mg/min] Basalwert: 0.05 £ 0.01,
Anandamid 10®° M: 0.13 + 0.05, Anandamid 10° M + SR144528 107 M: 0.15 +
0.04, Anandamid 10°® M: 0.16 + 0.03, Anandamid 10° M + SR144528 107 M:
O 0 0 TR = SRS 19

Graphik 5: Die alleinige Gabe von Capsazepine fuhrte zu einer signifikanten
Aktivitatszunahme der NOS. Dagegen zeigte sich nach Zugabe von
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Capsazepine und Anandamid keine signifikante Veranderung der Anandamid
induzierten NOS-Aktivitatsteigerung ([fmol/mg/min] Basalwert: 0.05 + 0.01,
Anandamid 10° M: 0.16 + 0.03, Anandamid 10° M + Capsazepine 10° M: 0.16
+ 0.03, Capsazepine 10° M: 0.17 £ 0.03 ,N=4). c.oouoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 20
Graphik 6: Es fand sich eine Aktivitdtszunahme der NOS, hervorgerufen durch
exogene Zugabe von Anandamid, wie auch nach Gabe von Anandamid mit
AM404 und mit PMSF. Auch durch Zugabe von AMA404 und PMSF konnte die
NOS-Aktivitat signifikant gesteigert werden ([fmol/mg/min] Basalwert: 0.12 +
0.03, Anandamid 10°® M: 0.22 + 0.02, Anandamid 10° M + AM404 10° M : 0.29
+ 0.06, Anandamid 10°® M + PMSF 10 M: 0.27 £ 0.03, AM404 10° M: 0.32 +
0.08, PMSF 10 M: 0.30 £ 0.06, NZ6)......ooovveeeeeeeeeeeseessssessssssssesssssesssssssssssssssnnes 21
Graphik 7: AM404 fuhrte zu einer signifikanten Zunahme der NO-Synthase-Aktivitat.
Die selektive Blockade der CB;- und CB,-Rezeptoren veranderte die
Aktivitatszunahme der NOS nicht signifikant g[fmollmg/min] Basalwert: 0.3 £
0.07, AM404 10° M: 0.45 + 0.13, AM404 10° M + SR141716A 10" M: 0.64 +
0.35, AM404 10° M + SR144528 107 M: 0.62 £ 0.2, N=6)......covvevrerrerrrrneerrrserinnns 22
Graphik 8: Es zeigte sich ein signifikanter Zuwachs der VIP-Sekretion nach Zugabe
von Anandamid und WIN 55,212-2 gegenuber der basalen Freisetzung ([pg/mg]
Basalwert: 259.0 + 32.2, Anandamid 10 M: 232.9 + 50.6, Anandamid 10 M:
308.0 + 42.3, Anandamid 10® M: 337.2 + 61.1, Anandamid 10” M: 350.9 + 33.6,
WIN 55,212-2 107 M: 292.6 & 27.8, NZ6). ...o.ooreerererereensesessseesssesssesiessssssesssnssssons 23
Graphik 9: Es zeigte sich kein signifikanter Ruckgang der VIP-Freisetzung nach
Zugabe von SR141617A, dem spezifischen CB;-Rezeptor-Antagonisten ([pg/mg]
Basalwert: 259.0 + 32.2, Anandamid 10° M: 308.0 + 42.3, Anandamid 10> M +
SR141716A 107 M: 309.6 + 44.3, Anandamid 10° M: 337.2 + 61.1, Anandamid
10° M + SR141716A 107 M: 334.1 # 53.2, N=6). ..ovvvreeeeeeereeeeeeeeeseeeeeee s, 24
Graphik 10: Es zeigte sich ein signifikanter Ruckgang der VIP-Freisetzung nach
Zugabe des spezifischen CB,-Rezeptor-Antagonisten, SR144528 ([pg/mg]
Basalwert: 259.0 + 32.2, Anandamid 10° M: 308.0 + 42.3, Anandamid 10> M +
SR144528 1077 M: 243.6 + 45.4, Anandamid 10°® M: 337.2 + 61.1, Anandamid
10° M + SR144528 1077 M: 247.1 % 40.9, N=6). ....cveerveeerreerrereseeereeesesesenseensenneon, 25
Graphik 11: Die Zugabe von Capsazepine, dem spezifischen Antagonist am VR1,
fihrte zu einer signifikanten Mehrsekretion von VIP. Die alleinige Gabe von
Capsaicin, dem spezifischen Agonisten am VR1, und die Kombinationsgabe von
Anandamid und Capsazepine hatte keine signifikante Veranderung der VIP-
Sekretion gegenuber der basalen Freisetzung zur Folge ([pg/mg] Basalwert:
259.0 + 32.2, Anandamid 10® M: 308.0 + 42.3, Anandamid 10° M +
Capsazepine 10° M: 351.6 + 84.3, Capsicin 10° M: 275.6 + 26.4, Capsazepine
10 M: 306.8 £ 28.9, NT6)....eoeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeee e seee e st ee s e s se e sre s essres 26
Graphik 12: Diese Graphik soll die unveranderte Sekretion von Ghrelin nach Zugabe
von Anandamid [10 > M und 10 ~® M] und WIN 55,212-2 [10™ M] im Vergleich
zum basalen Grundumsatz verdeutlichen ([pg/mg] Basalwert: 16.9 + 2.3;
Anandamid 10° M: 13.5 + 1.9, 10° M: 15.2 + 2.3, WIN 55,212-2 10° M: 15.8 %
F I I I SRS 28
Graphik 13: Unsere Daten zeigten keine signifikante Veranderung der Freisetzung
von Ghrelin, weder durch Zugabe von Anandamid, noch nach spezifischer CB;-
Rezeptor-Blockade, gegenuber dem basalen Grundumsatz ([pg/mg] Basalwert:
17.5 + 3.9; Anandamid 10° M: 15.8 + 1.9, 10°® M: 17.7 + 2.3, Anandamid 10° M
+ SR141716A M": 17.9 + 2.8, Anandamid 10° M + SR141716A M™: 17.5 + 2.0,
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Graphik 14: Nach Anandamid- und nach Gabe des spezifischen CB,-Rezeptor-
Antagonisten, SR144528, fand sich keine signifikante Veranderung der
Ghrelinfreisetzung ([pg/mg] Basalwert: 17.5 + 3.9; Anandamid 10> M: 15.8 + 1.9,
10® M: 17.73  2.34, Anandamid 10° M + SR144528 M": 17.5 £ 1.6,
Anandamid 10° M + SR144528 M: 17.5 £ 2.2, N=6)......ccccovveveererreseesrrsreeseesneons 30

Graphik 15: Capsaicin und Capsazepine fuhrten beide zu keine signifikante
Veranderung der Sekretion von Ghrelin im Vergleich zur basalen Fresietzung.
Dies galt auch fir die gemeinsame Gabe von Anandamid mit dem spezifischen
VR1-Antagonisten, Capsazepine ([pg/mg] Basalwert: 17.52+ 3.9; Anandamid 10
® M: 17.7 + 2.34, Capsaicin 10° M: 16.6 + 3.3, Capszepine 10° M: 17.7 + 2.8,
Anandamid 10°® M + Capsazepine M®: 16.6 £ 1.9, N=6). ......ocovvemrereerererrrreernnns 31

Graphik 16: Die cannabinoiden Substanzen 2-AG, Anandamid, WIN 55,212-2, und
das A%-THC, vermitteln ihre Wirkungen iiber eine Aktivierung der beiden
Cannabinoid-Rezeptor-Subtypen (CB; und CB,). Anandamid flhrt zusatzlich zu
einer Aktivierung des Vanilloid-Rezeptors 1 (VR1). SR141716A inhibiert
spezifisch den CB;-Rezeptor. Bei SR144528 handelt es sich um einen
spezifischen CB,-Rezeptor-Antagonisten. Anandamid wird durch den
Anandamid-Transporter in das Zellinnere befordert. Dieser Transporter kann
durch AM404 spezifisch gehemmt werden. Die Fatty Acid Amid Hydrolase (=
FAAH) baut Anandamid ab, indem es die Substanz in die beiden Bestandteile
Arachidonsaure und Ethanolamin spaltet. Dieses Enzym kann durch PMSF
INNIDIEIT WEIAEN. ... et 45

Graphik 17: Hier wird die Ubersetzung von mechanischen und chemischen Reizen
durch Neurotransmitter in Kontraktion oder Dilatation glatter Muskelzellen
dargestellt. (CM = Zirklulare Muskulatur, LM = Longitudinale Muskulatur, MP =
myenterischer Plexus, + = Kontraktionsauslosung, - = Relaxation der
Muskulatur, NO = Stickstoffmonoxid, Ach = Acetylcholin, VIP = vasoaktives
intestinales Peptid, SP = Substanz P); (Abbildungsquelle: {Kurjak M 20003}). ....55

Graphik 18: Die Abbildung zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme eines
synaptosomalen Vesikels, in der Grosse von etwa 1 um. Die Tabelle beschreibt
die unterschiedlichen Anteile von VIP, Saxitoxin, Bombesin (BLI), der ATPase in
Synaptosomen und Plasmalemma. Es zeigt sich ein deutlicher Unterschied in
der NO-Synthase-Aktivitat zwischen Plasmalemma und Synaptosomen (NOS-
Aktivitat in fmol/mg/min; Saxitoxin fmol/mg, VIP, BLI pg/mg, Mg-ATPase in
Mmol/h x mg); (Graphikquelle: {Kurjak M 2000}). .....ccccoiveiiieeiececeee e 58

Graphik 19: Diese Graphik stellt die in unseren Ergebnissen erhaltenen
rezeptorvermittelten Endocannabinoid-Effekte auf die NO-Synthase-Aktivitat und
VIP-Freisetzung auf zellularer Ebene schematisch dar. Die Darstellungen beider
Neurone sind nicht als zwei voneinander getrennte Nervenendigungen
anzusehen. In der linken Darstellung (VIP-Neuron) wird der CB,-Rezeptor
vermittelte Effekt der Endocannabinoide auf die VIP-Freisetzung in NANC-
Neuronen dargestellt. Auf der rechten Seite (NOS-Neuron) ist die Ursache der
Zunahme der NO-Synthase-Aktivitat durch Endocannabinoide nicht vollstandig
geklart. Moglich ware ein direkter Einfluss der Endocannabinoide auf die
Calzium-Kanale (Ca**-Kanal), die bei der NOS eine wichtige Rolle spielen. Auch
ware ein Effekt der Endocannabinoide auf das Enzym der NOS selbst denkbar.
Heute wird auch vermutet, dass die NOS-Aktivitat Uber einen noch nicht
entdeckten weiteren Cannabinoid-Rezeptor-Subtyp (CBx) vermittelt wird. Am
wahrscheinlichsten ist aber der Mechanismus der NO vermittelten
Autoregulation der NOS. ... 75
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