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1 Einleitung

Der Einsatz von Marihuana und Opiaten spielt seit vielen Jahrhunderten eine grofle Rolle in
Religion und Medizin. Neben ihrer euphorisierenden und sedierenden Wirkung wurden die
beiden Substanzen v.a. aufgrund ihres analgetischen Effekts, aber auch zur Behandlung von
Obstipation oder der Malaria eingesetzt. Heute wird die therapeutische Wirkung der
Cannabinoide bei Erkrankungen wie z.B. dem Glaukom, der Epilepsie oder bei

Bluthochdruck diskutiert.

Die Opioid-Rezeptoren gehoren zur Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Sie
werden bisher in drei Subtypen — J, |, k¥ — unterteilt. Fiir den 8- und den k-Rezeptor sind die
Enkephaline und die Dynorphine die endogenen Liganden mit der hochsten Bindungsstarke.
Die erst vor kurzem entdeckten endogenen Peptide Endomorphin-1 (Tyr-Pro-Trp-Phe-NH;)
und Endomorphin-2 (Tyr-Pro-Phe-Phe-NH,) binden mit 4000—15000 mal hoherer Selektivitét
an den p- als an den k-Rezeptor (138). Daher werden sie als die endogenen Liganden des pi-
Rezeptors angesehen.

Die Wirkung von p-Rezeptoren auf die Motilitdt im Gastrointestinaltrakt ist weitestgehend
bekannt. So beeinflussen Agonisten iiber diesen Subtyp die Freisetzung von verschiedenen
Neurotransmittern im myenterischen Plexus (26, 115) und damit auch den peristaltischen

Reflex (4). Die Folge ist eine Verzogerung der Passagezeit in Magen und Darm (136).

Bei den Cannabinoid-Rezeptoren werden bisher zwei Subtypen — CB; und CB, —
unterschieden. Auch diese beiden zdhlen zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Der CB;-
Rezeptor ist vor allem im zentralen Nervensystem, aber auch peripher u.a. auf Spermazellen
(140), im menschlichen Ileum (29) oder prasynaptisch auf sympathischen Nervenendigungen
(72) vertreten. Die zweite Gruppe wurde z.B. in Tonsillen, Knochenmark und auf Zellen der
Immunabwehr nachgewiesen (46).

Anandamide und 2-Arachidonylglycerol sind die bisher bekannten endogenen Liganden des
CB;-Rezeptors. Wie die Opioide sind sie in der Lage, elektrisch induzierte Kontraktionen im

Vas deferens oder im Ileum (76) zu vermindern.

Die vorliegenden Arbeit untersucht den Einfluss der Opioide und Cannabinoide auf die glatte

Muskelzelle am Magenfundus und im Ileum von Ratten im klassischen



Finleitung

Organbadsystem untersucht. Bei den Opioiden wird die Wirkung der endogenen p-
Rezeptoragonisten Endomorphin-1, Endomorphin-2 und ihres synthetischen Antagonisten
CTOP beobachtet. Zu den untersuchten Cannabinoiden zdhlen der endogene CB;-Ligand
Anandamid, die synthetischen CB;-Rezeptoragonisten WIN 55,212-2 und Methanandamid
und ihr entsprechender Antagonist AM 630 (synthetisch).

Die durchgefiihrten Versuche sollen dabei die folgenden Fragestellungen beantworten:

- Haben Endomorphin-1, Endomorphin-2, CTOP, Anandamid, WIN 55,212-2,
Methanandamid und AM 630 Einfluss auf die Basaltonus oder die Ruheaktivitit der
glatten Muskelzelle? Konnen die untersuchten Stoffe die Muskelzellen direkt

beeinflussen?

- Verindern die untersuchten Opioide und Cannabinoide die Aktivitit der durch

Serotonin bzw. Carbachol vorstimulierten Muskulatur?

- Verstirken oder hemmen Endomorphin-1, Endomorphin-2, Anandamid, WIN 55,212-
2 und Methanandamid die elektrisch induzierten Kontraktionen und kann ihre
Wirkung durch die entsprechenden Antagonisten wieder aufgehoben werden? Sind die
untersuchten Substanzen in der Stirke ihrer Wirkung vergleichbar und wo liegen die

Unterschiede?

- Welchen Einfluss haben die Opioide und Cannabinoide unter nicht-adrenergen, nicht-
cholinergen Bedingungen auf die elektrisch induzierte Relaxation der glatten
Muskelzellen und welchen Effekt erzielen ihre Antagonisten? Ist die Auspridgung der
Wirkung der einzelnen Stoffe vergleichbar oder gibt es Unterschiede zwischen den

eingesetzten Gruppen?
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fiir die Versuche wurden minnliche Wistar Ratten (Charles River) mit einem Gewicht
zwischen 200 g und 300 g verwendet. Thre Kopf-Schwanz-Lange lag zwischen 38 ¢cm und

41 cm. Alle Versuchstiere wurden vor den Experimenten unter standardisierten Bedingungen
in einem vollklimatisierten Raum bei kiinstlichem Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Thre
Erndhrung bestand aus Trockenfutter und Wasser. 24 Stunden vor Versuchsbeginn wurde das
Futter abgesetzt, die Tiere hatten aber weiterhin freien Zugang zu Trinkwasser.

Nach kurzer Begasung mit CO, wurden die Ratten durch intraperitoneale Injektion von
Na-Phenobarbital (Narcoren®) in einer Dosierung von 100 mg/kg eingeschlifert.

Der Magen wurde sofort entnommen und fiir den entsprechenden Versuch prépariert. Bei
Untersuchungen am Diinndarm wurden sofort 20 cm des terminalen Ileums entnommen,
welches bis zur weiteren Pridparation in oxygenierter Krebs-Ringer-Bikarbonat-Losung bei
4°C im Kiihlschrank aufbewahrt wurde. Fiir die Organentnahme lag eine entsprechende

Genehmigung der Regierung von Oberbayern vor.

2.2 Versuchsanordnung

Pro Versuchstier wurden aus dem Magenfundus bzw. aus dem terminalen Ileum fiinf bis
sechs ca. 1 cm lange Streifen in longitudinaler Richtung pripariert. An den beiden Enden
jedes Streifens wurde jeweils eine zirkuldre Ligatur angebracht, von denen man die aborale an
einem Haken eines Elektrodenhalters befestigt. Der Elektrodenhalter besteht aus einem
Fixationshaken und zwei Platinringelektroden (Abstand voneinander ca. 5 mm), durch die der

Muskelstreifen gefiihrt wurde.

Der Elektrodenhalter mit den Organstreifen wurde in ein doppelwandiges Bad platziert, das 4
ml Krebs-Ringer-Bikarbonat-Losung (Krebs-Ringer-Solution, KRS) enthielt (NaCl 115,5
mM, MgSO4 1,16 mM, NaH,PO4 1,16 mM, Glucose 11,1 mM, NaHCO; 21,9 mM, CaCl 2,5
mM, KCl 4,16 mM). Das Organbad wurde durch einen umgebenden Heizkreislauf auf 37°C
gehalten und der Puffer mit Carbogen (95% O,, 5% CO,) begast.
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Das orale Ende der Organsegmente ist mit einem isometrischen Kraftaufnehmer verbunden
(Swegma Force Displacement Transducer SG 4-500, Swegma, Schweden). Die Segmente
sind derart fixiert, dass entstchende Krifte in Richtung der longitudinalen Muskulatur
registriert wurden. Bei einer Vorspannung von ca. 40 mN wurde das System 30 min. lang
equilibriert. Danach spiilt man das Organbad mehrmals mit KRS und das jeweilige
Experiment wurde mit frischem Puffer gestartet. Nach den einzelnen Versuchsabschnitten
wurde das System erneut gespiilt. Uber den Kraftaufnehmer wurden die isometrischen
Kontraktionen in elektrische Spannungsénderungen umgewandelt und iiber einen Hellige
Verstiarker mit einem Rikadenki Schreiber aufgezeichnet. Jedes Segment wurde nur fiir ein

einziges Experiment verwendet.

L Schreiber

)

Carbogen
(95% O,, 5% CO,)
1

X
° 0
LR O
0o {J [
R Muskelstreifen

Krebs- Ringer- Puffer 37°C

A

Abb. 1: Schematisierte Darstellung des Versuchmodells
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2.3 Versuchsdurchfiihrung

2.3.1 Einfluss auf den Basaltonus und die Ruheaktivitit der Muskelstreifen

Die Organstreifen wurden wie in Abschnitt 2.2 beschrieben préipariert und in das Organbad
eingespannt. Bei einer Vorspannung von 40 mN wurde das System zunidchst 30 Minuten
equilibriert. Zehn Minuten vor Versuchsbeginn wurde das Organbad mit frischer Krebs-
Ringer-Bikarbonat-Losung gespiilt. Die einzelnen Muskelstreifen wurden in diesem
Versuchsabschnitt weder mit Hilfe von Serotonin, Carbachol oder durch elektrische Impulse

stimuliert.

Die zu untersuchenden Cannabinoide, Opioide oder deren Antagonisten wurden kumulativ in
aufsteigender Konzentration (10'°M—10"M) in das Organbad appliziert. Zwischen den
einzelnen Zugaben lagen immer zwei Minuten Abstand. Das Organbad wurde wiahrend des

Versuchs nicht gespiilt. Die maximale Versuchsdauer betrug 40 Minuten.

2.3.2 Einfluss auf die pharmakologisch stimulierten Muskelstreifen

Die Organstreifen wurden wie in Abschnitt 2.2 beschrieben prépariert und in das Organbad
eingespannt. Bei einer Vorspannung von 40 mN wurde das System zundchst 30 Minuten
equilibriert. Zehn Minuten vor Versuchsbeginn wurde das Behiltnis mit frischer Krebs-
Ringer-Bikarbonat-Losung gespiilt. Dann wurden die Organstreifen durch die Zugabe von
Serotonin  10"M bzw. Carbachol 10® M in das Organbad vorstimuliert. Wie aus

Voruntersuchungen bekannt, werden die glatten Muskelzellen dadurch direkt stimuliert.

Bei Serotonin zeigte sich durchschnittlich nach 1-1,5 Minuten ein Kontraktionsplateau, bei
Carbachol stellte es sich nach 30-60 Sekunden ein. Insgesamt blieb dieses Plateau bis zu 20
min. stabil. Nach 2-3 miniitiger Stimulation wurde das Organbad griindlich mit KRS
ausgewaschen und 10 min. inkubiert. Dann wurden die Muskelstreifen erneut mit Hilfe von
Serotonin 10’M oder Carbachol 10°M stimuliert, das Plateau stabilisierte sich und nach 2-3
Minuten wurde das Behiltnis wieder gespiilt. Im Anschluss an diesen Arbeitsschritt folgte
eine 10-miniitige Inkubation. Insgesamt wiederholte sich der Vorgang dreimal. Bei der letzten
Stimulation wurden nach Stabilisieren des Plateaus die einzelnen zu untersuchenden

7
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Pharmaka kumulativ (10"°M-10"M) im Abstand von zwei Minuten in den Puffer gegeben.
Das Organbad wurde wéhrend des Versuchs nicht gespiilt. Die maximale Versuchsdauer in

diesem Arbeitsschema betrug 50 Minuten.

2.3.3 Einfluss auf den elektrisch stimulierten Muskelstreifen

Die Organstreifen wurden wie in Abschnitt 2.2 beschrieben préipariert und in das Organbad
eingespannt. Bei einer Vorspannung von 40 mN wurde das System zundchst 30 Minuten
equilibriert. Zehn Minuten vor Versuchsbeginn wurde das Behiltnis mit frischer Krebs-

Ringer-Bikarbonat-Losung gespiilt.

Den Experimenten zum Einfluss der Opioide auf die elektrische Kontraktion lag folgendes
Stimulationsschema zugrunde:

Die Versuche gliedern sich in mehrere Stimulationsblocks von je 10 Minuten. Dabei wurde
jeder Streifen 1x/min 10 sek. lang elektrisch stimuliert (40 V, 5 Hz, 1ms Pulsdauer).
Zwischen den Stimulationsblocks lagen 10-miniitige Pausen in denen der KRS gewechselt

wurde.

Die elektrische Stimulation mit den oben genannten Stimulationsparametern resultiert in einer
Kontraktion, die durch cholinerge Neurone vermittelt wird. Vorversuche haben gezeigt, dass
diese Form der Kontraktion in Gegenwart von Tetrodotoxin (10°M) oder Atropin (10°M)

vollstdndig blockiert wird.

Nach der Equilibration des Systems wurden zunichst 2-3 Stimulationsblocks ohne Zusatz
einer Substanz durchgefiihrt, dann erfolgte die Zugabe des zu untersuchenden Opiats. Die
Pharmaka wurden kumulativ in aufsteigenden Konzentrationen (10"°M=10"M) in das
Organbad gegeben und jeweils fiinf Minuten inkubiert. Bei Versuchen mit dem
entsprechenden Antagonisten wurde dieser nach dem letzten Stimulationsblock 10 Minuten
vor dem Opiat in einer Konzentration von 10°M in das Organbad gegeben. Dann folgte

wieder die 10-miniitige Stimulation.

Die maximale Versuchsdauer betrug 3 Std. 10 min. Fiir die Cannabinoide gilt das gleiche

Schema. Die Substanzen wurden aber jeweils 15 Minuten inkubiert.
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2.3.4 Einfluss auf die elektrisch induzierte Relaxation unter nicht-adrenergen, nicht-

cholinergen Bedingungen

Die Organstreifen wurden wie in Abschnitt 2.2 beschrieben prapariert und in das Organbad
eingespannt. Das orale Ende der Organsegmente wurde bei diesen Versuchen {iber eine Feder
mit dem isometrischen Kraftaufnehmer verbunden. Bei einer Vorspannung von 40 mN wurde
das System zunéchst 30 Minuten equilibriert. Zehn Minuten vor Versuchsbeginn wurde das

Organbad mit frischer Krebs-Ringer-Bikarbonat-Losung gespiilt.

Bei den Experimenten zum Einfluss der Opiate und Cannabinoide auf die Inhibition wurde
folgendes Schema angewandt:

Nach der Equilibration und dem Pufferwechsel wurde Serotonin 10'M in das Organbad
gegeben. Die dadurch ausgeloste Kontraktion ging nach ca. 1-1,5 Minuten in ein Plateau
iber. Nach Stabilisierung der einzelnen Plateaus wurde das Serotonin wieder ausgewaschen
und 10 min. inkubiert. Auf diese Art und Weise wurden die Magenstreifen dreimal stimuliert.
Vor der vierten Serotoninzugabe wurden Atropin 10°M und Guanethidin 10°M 5 min.
inkubiert. Im derart praparierten Organbad herrschen nun nicht-adrenerge, nicht-cholinerge
(NANC)  Bedingungen.  Zusitzlich  wurde die  gewlinschte  Opiat-  bzw.
Cannabinoidkonzentration zwei Minuten vor dem Serotonin zugegeben.

Nachdem sich das Plateau eingestellt hatte, wurden die einzelnen Magenstreifen jeweils

10 sek./min (40 V, 5 Hz, 1ms Pulsdauer) stimuliert, dann folgt eine Pause von 90 Sekunden.
Dieser Vorgang wiederholt sich noch fiinfmal.

Die Parameter dndern sich bei den einminiitigen Stimulationen wie folgt:

Bei der ersten betrdgt die Frequenz 0,5 Hz, dann 1 Hz, 2 Hz, 4Hz, 8Hz und 16Hz.

Danach wurde der KRS gewechselt und 25 min. inkubiert, bevor erneut Atropin, Guanethidin
und das Opiat in der nidchst hoheren Konzentration zugegeben wurden und sich die elektrische
Stimulation wiederholte. Untersucht wurden Konzentrationen zwischen 10'°M—10". Die
einzelnen Antagonisten wurden drei Minuten vor dem Serotonin in das Organbad gegeben.

Die maximale Versuchsdauer lag bei 5 Std. 40 min.
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2.4 Datenauswertung

Bei der elektrischen Feldstimulation wurde der Mittelwert aus der Hohe (= Kraft) aus zehn
Kontraktionen als 100% gewertet. Die Zugabe der einzelnen Substanzen hatte eine Anderung
dieser Kontraktionshéhe zur Folge, die in % im Vergleich zu den basalen Konditionen

beschrieben wurde.
Bei der Relaxation unter nicht-adrenergen, nicht-cholinergen Bedingungen wurde das

Kontraktionsplateau nach Zugabe des Serotonins und die residuale Kontraktion nach den

jeweiligen elektrischen Stimulationen in Bezug auf den Basaltonus in % gemessen.

2.5 Verwendete Substanzen

Opioid Antagonist

Endomorphin-1  (u-Rezeptor) CTOP  (u-Rezeptor-Antagonist)
Endomorphin-2  (u-Rezeptor) CTOP

Cannabinoid Antagonist

WIN 55,212-2  (CB;j-selektiv) AM 630 (CB;-Antagonist)
Anandamid (CB;>-CB») AM 630

Methanandamid (CB; -~ CB;) AM 630

Tabelle 1: In den Experimenten untersuchte Opioide und Cannabinoide mit Antagonisten

(alle Biotrend, Koln, Deutschland)

Weiterhin wurden Tetrodotoxin (TTX), Atropin, Guanethidin, Serotonin und Carbachol (alle
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) verwendet.

WIN 55,212-2, AM 630 und Methanandamid wurden tropfchenweise in Ethanol zur Losung
gebracht und dann mit entmineralisiertem Wasser bis zur gewiinschten Konzentration
aufgefiillt. Die restlichen Substanzen wurden alle in entmineralisiertem Wasser gelost. Die
Endverdiinnung aller Substanzen wurde so gewahlt, dass durch die Zugabe von 40 pl mit

einer Eppendorf-Pipette die erwiinschte Endkonzentration im Organbad erreicht wurde.
10
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2.6 Statistik

Die Daten wurden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. n steht fiir die Anzahl
unabhingiger Experimente an unterschiedlichen Organsegmenten. Zum Vergleich der
Mittelwerte wurde der Student-t-Test fiir ungepaarte Stichproben angewendet. Das
Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt. Eine post-hoc Analyse wurde mit der
Varianzanalyse fiir multiple Messungen (Dunnett) durchgefiihrt (Sigmastat 2.0; Jandel
Scientific, Erkrath, Germany).

11
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3 Ergebnisse

3.1 Cannabinoide

3.1.1 Wirkung auf den Basaltonus und die vorstimulierte Muskulatur

Anandamid, WIN 55,212-2 und Methanandamid sind Agonisten unterschiedlicher Potenz am

CB-Rezeptor. Anandamid gehort zu den endogenen Cannabinoiden, WIN 55,212-2 und

Methanandamid sind synthetische Cannabinoide.

Keine der drei Substanzen hatte Einfluss auf den Basaltonus oder die Spontanaktivitdt der

Priparation (alle 10°M). Auch der CBi-Antagonist AM 630 (10°M) konnte keine

Verianderung hervorrufen (Daten nicht angegeben).

Serotonin (107M) und Carbachol (10°M) bewirken eine Kontraktion der Muskelzellen, die

nach durchschnittlich einer Minute in ein Plateau iibergeht. Bei Serotonin bleibt es etwa

30 Minuten, bei Carbachol ca. 15 Minuten stabil. Keiner der eingesetzten Agonisten oder

Antagonisten hatte einen signifikanten Einfluss auf die derart stimulierte Muskulatur.

Cannabinoid % Spannungsinderung Signifikanz

Anandamid 10°M 4.6 +2.5% n.s. (n=5)
Anandamid 10°M 2.0+33% n.s. (n=5)
WIN 55,212-2 10°M 71141 % n.s. (n=5)
WIN 55,212-2 10°M 444249 n.s. (n=5)
Methanandamid 10°M 1.6 +2.8% n.s. (n=>5)
Methanandamid 10°M 5.1+4.0% n.s. (n=5)

12
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AM 630 10°°M 23+29% n.s. (n=5)
AM 630 10°M 02+25% n.s. (n=5)

Tabelle 2: Einfluss der Cannabinoid-Agonisten Anandamid, WIN 55,212-2, Methanandamid
und des Antagonisten AM 630 auf das durch Carbachol (107M) induzierte
Kontraktionsplateau der glatten Muskelzelle (n.s. bedeutet nicht signifikant)

3.1.2 Wirkung auf die elektrisch induzierte Kontraktion

Durch die elektrische Feldstimulation (40V; 5Hz; 1ms Pulsdauer; 10sek.) der einzelnen
Organstreifen kommt es zur cholinerg vermittelten Kontraktion. Sie ist durch den
muskarinergen Blocker Atropin (10°M) und den neuralen Blocker TTX (10°M)

antagonisierbar.

Auch der endogene CB;-Agonist Anandamid hemmte konzentrationsabhingig die
Kontraktionsfahigkeit (10°M-10"M) der Muskelstreifen. Dieser Effekt wurde signifikant
durch AM 630 (10°M) reduziert.

CB-Agonist Anandamid Einfluss auf die Kontraktion
10°M 3.5+10.8 %
10°M -13+129%
10'M -53+13.1%
10°M -18.1 £10.4 %*
10°M -422 4 11.4 %*
10°M + AM 630 10°M -24.8+10.5 %*+

Tabelle 3: Einfluss des CB;-Agonisten Anandamid (10°M=10"M) auf die elektrisch
induzierte Kontraktion der glatten Muskelzellen. n=6; * = p < 0.05 Anandamid vs.

Kontrolle; + =p < 0.05 Anandamid vs. Anandamid + AM 630

13
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Anandamid: 10°M 105M 10°M 10°M
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Abb.2:  Darstellung der hemmenden Wirkung des CB;-Agonisten Anandamid auf die
elektrisch induzierte Kontraktion der Muskulatur (10’M—10"M) und der
reduzierenden Wirkung von AM 630 (10°M) auf den beobachteten Effekt

Auch WIN 55,212-2 (10°M—10"M) verursachte eine konzentrationsabhingige Reduktion der
Kontraktionsfihigkeit, die im Vergleich zu Anandamid potenter war. AM 630 (10°M) konnte
die Wirkung von WIN 55,212-2 nicht antagonisieren.

CBj-Agonist WIN 55,212-2 Einfluss auf die Kontraktion
10°M -29.5+ 8.9 %*
10°M -40.6 + 11.5 %*
10'M -67.9 + 11.6 %*
10°M =703 £12.1 %*
10°M -72.9 £ 8.3 %*
10°M + AM 630 10°M -73.2 +6.8 %*

Tabelle 4: Einfluss des CBj-Agonisten WIN 55,212-2 (10°M-10"M) auf die elektrisch
induzierte Kontraktion der glatten Muskelzellen. n=6; * = p < 0.05 WIN 55,212-2

vs. Kontrolle

14




Ergebnisse
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Abb. 3:  Darstellung der hemmenden Wirkung des CB;-Agonisten WIN 55,212-2 auf die
elektrisch induzierte Kontraktion der Muskulatur (10°M-10"M). AM 630 (10"
°M) hatte keinen reduzierenden Effekt auf die beobachtete Wirkung.

Der Agonist Methanandamid (10°M-10"M) fiihrte zu einer nicht signifikanten Verstirkung
der elektrischer induzierten Kontraktionen. Dieser Effekt wurde durch AM 630 10°M nicht

signifikant antagonisiert.

CB;-Agonist Methanandamid Einfluss auf die Kontraktion
10°M 102+9.0%
10°M 26.5+19.9 %
10'M 25.5+20.3 %
10°M 34.9 +22.4 %*
10°M 14.5+16.0 %
10°M + AM 630 10°M 21.5+16.4 %

Tabelle 5: Einfluss des CB;-Agonisten Methanandamid (10°M—10"M) auf die elektrisch
induzierte Kontraktion der glatten Muskelzellen. n=6; * = p < 0.05

Methanandamid vs. Kontrolle
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Methanandamid: 107M 10-M 10-°M 10-°M

\ A /

TR

3
E
0
AM 630 10-M

Abb. 4: Darstellung der induzierenden Wirkung des CB;-Agonisten Methanandamid auf
die elektrisch induzierte Kontraktion der Muskulatur (10"M-10"M). AM 630 (10"
>M) hatte keinen signifikanten Einfluss auf den beobachteten Effekt.

3.1.3 Einfluss auf die elektrisch induzierte Relaxation unter NANC-Bedingungen

Eine elektrische Stimulation (10sek./ 40V / 0.5ms / 0.5-16Hz) unter nicht-adrenergen, nicht-
cholinergen Bedingungen fiihrt zur frequenzabhédngigen Relaxation des durch Serotonin (10
M) vorstimulierten Magenfundus. Diese Relaxation wird durch den neuralen Blocker TTX
(10°M) vollstindig aufgehoben (EFS 16Hz: 67.5 £ 8.3 %; EFS 16Hz + TTX: 4.5+ 2.2 %;n=
6; p<0.001).
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Frequenz (Hz): 1
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Abb. 5: Beispiel fiir die elektrisch induzierte Relaxation der mit Serotonin (107M)
vorbehandelten = Muskulatur  unter  nicht-adrenergen,  nicht-cholinergen

Bedingungen

Anandamid  (10®M=10°M) und WIN 552122 (10°M-10"M) hatten eine
konzentrationsabhdngige Reduktion der Relaxation zur Folge. Der CB;-Antagonist AM 630
(10°M) konnte diesen Effekt fiir Anandamid signifikant senken, auf die Wirkung von WIN
55,212-2 hatte er aber keinen Einfluss. Bei Methanandamid (10°*M—-10"M) wurde keine

signifikante Verdnderung der Relaxation nach elektrischer Stimulation beobachtet.
Im Gegensatz dazu verursachte der CBi-Antagonist AM 630 (10°M—-10"M) einen

signifikanten Anstieg der elektrisch induzierten Relaxation der glatten Muskelzellen des

Magenfundus.
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Abb. 6:  Darstellung der Wirkung des CB;-Agonisten Anandamid (10°M) auf die elektrisch
induzierte Relaxation der mit Serotonin (107M) vorbehandelten Muskulatur unter

nicht-adrenergen, nicht-cholinergen Bedingungen
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Abb. 7:  Darstellung der durch die elektrische Feldstimulation verursachten Relaxation unter
nicht-adrenergen nicht-cholinergen Bedingungen auf die mit Serotonin (107M)
vorstimulierte Muskulatur ohne und mit Anandamid (10"—10°M) und dem CB;-
Antagonisten AM 630 (10°M) (n=8). Die Ergebnisse waren statistisch signifikant.
*: p < 0.05 vs. Kontrolle; +: p < 0.05 Anandamid 10°M vs. Anandamid 10°M +
AM 630 10°M
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Frequenz (Hz): 16 32
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Abb. 8:  Darstellung der Wirkung des CB;-Agonisten WIN 55,212-2 (10°M) auf die
elektrisch induzierte Relaxation der mit Serotonin (107M) vorbehandelten

Muskulatur unter nicht-adrenergen, nicht-cholinergen Bedingungen
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Abb. 9: Darstellung der durch die elektrische Feldstimulation verursachten Relaxation unter
nicht-adrenergen nicht-cholinergen Bedingungen auf die mit Serotonin (107M)
vorstimulierte Muskulatur ohne und mit WIN 55,212-2 (10"-10"M) und dem CB;-
Antagonisten AM 630 (10°M) (n=8). Die Ergebnisse waren statistisch signifikant.
*:p <0.05 vs. Kontrolle; +: p <0.05 WIN 55,212-2 10°M vs. WIN 55,212-2
10°M + AM 630 10°M.
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Frequenz (Hz): 1

AM 630
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Abb. 10:  Darstellung der Wirkung des CB;-Antagonisten AM 630 (10°M) auf die

elektrisch induzierte Relaxation der mit Serotonin (107M) vorbehandelten

Muskulatur unter nicht-adrenergen, nicht-cholinergen Bedingungen
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Abb. 11: Darstellung der durch die elektrische Feldstimulation verursachten Relaxation unter
nicht-adrenergen nicht-cholinergen Bedingungen auf die mit Serotonin (107M)
vorstimulierte Muskulatur ohne und mit dem CB,-Antagonisten AM 630
(107-10°M) (n=8). Die Ergebnisse waren statistisch signifikant.

*: p <0.05 vs. Kontrolle.

23



Ergebnisse

3.2 Opioide

3.2.1 Wirkung auf den Basaltonus und die pharmakologisch vorstimulierte Muskulatur

Der Effekt der einzelnen Opioide auf den Basaltonus und die durch Serotonin (10"M) und
Carbachol (10°M) vorstimulierte Muskulatur wurde mit Hilfe der unter 2.3.1 und 2.3.2
beschriebenen Versuchsschemata untersucht. Endomorphin-1 (10°M) und Endomorphin-2
(10°M), beide endogene Agonisten am p-Rezeptor, verdnderten weder den Basaltonus noch
die Spontanaktivitit der glatten Muskelzelle des Magenfundus. Auch der p-Rezeptor
Antagonist CTOP (10°M) hatte keinen Einfluss auf den Basaltonus oder die Spontanaktivitit.

Serotonin (10"M) und Carbachol (10°M) bewirken durch die direkte Stimulation der
Muskelzellen eine Kontraktion, die nach durchschnittlich einer Minute in ein Plateau
ibergeht. Bei Serotonin bleibt es etwa 30 Minuten, bei Carbachol ca. 15 Minuten stabil. Die
durch Serotonin (10"M) und Carbachol (10°M) hervorgerufene Kontraktion der glatten
Muskulatur wurde durch Endomorphin-1 (10°M), Endomorphin-2 (10°M) und CTOP (10"
M) nicht beeinflusst.

Im Folgenden sind die nicht signifikanten Verdnderungen des Kontraktionsplateaus der durch
Carbachol (10°M) induzierten Kontraktion fir die zwei hochsten Konzentrationen von

Endomorphin-1 und Endomorphin-2 wiedergegeben.

Endomorphin-1 10°M 1.3£123% n.s.n=5
Endomorphin-1 10°M -71.7£57%  n.s.n=5
Endomorphin-2 10°M 1.1+82%  ns.n=5
Endomorphin-2 10°M 91+157% n.s.n=5

Tabelle 6: Effekt der Opioid-Rezeptoragonisten Endomorphin-1 und Endomorphin-2 auf die
durch Carbachol vorstimulierte Muskulatur (Carbachol 10 n.s. steht fiir nicht

signifikant; p< 0,05; n=15)
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3.2.2 Wirkung auf die elektrisch induzierte Kontraktion

Um den Einfluss der beiden Opiate auf die Kontraktionsfahigkeit der glatten Muskelzelle am
Magen zu untersuchen, wurde nach dem im Methodikteil unter 2.3.3 beschriebenen
Stimulationsschema vorgegangen. Als Antagonist kam CTOP in einer Konzentration von

10°M zum Einsatz (Inkubationszeit 10 min.).

Durch die elektrische Stimulation (10 sek./min.; 40V; 5Hz; 1ms Pulsdauer) der einzelnen
Organstreifen kommt es zur cholinerg vermittelten Kontraktion, die durch Atropin (10°M)
(Antagonist am M-cholinrezeptor) und den neuralen Blocker TTX (10°M) vollstindig
aufgehoben werden kann. Die Kontraktionsantwort wurde durch Endomorphin-1
konzentrationsabhéngig (10'°M-10"M) gehemmt. Diese Inhibition war durch Zugabe des pi-
Antagonisten CTOP 10”°M blockierbar.

Auch Endomorphin-2 (10"°M-10"M) konnte die Kontraktionsantwort
konzentrationsabhingig reduzieren. Im Vergleich zu Endomorphin-1 war dieser Effekt nur
geringfiigig niedriger potent. Durch die Zugabe von CTOP 10°M konnte auch der Effekt von
Endomorphin-2 blockiert werden.

Endomorphin-1 % Spannungsinderung
10"°M 43+44%
10°M 97+55%
10°™M -20.0 +7.3 %*
10'M -50.7 £ 8.8 %*
10°M -57.1 £8.9 %*
10°M -62.3 £ 6.8 %*
CTOP 10°M + 10°M -3.1£9.9 %+
Endomorphin-2 % Spannungsinderung
10"°M 32+7.4%
10°M 7.0+6.7%
10°M 23+54%
10'M -36.4 £ 5.5 %*
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10°°M -52.0 + 5.3 %*
10°M -50.4 + 6.5 %*
CTOP 10 °M + 10°M 2.5+ 10.8 %+

Tabelle 7: Effekt von Endomorphin-1, Endomorphin-2 und dem p-Rezeptor Antagonisten

Veranderung der elektrisch
induzierten Kontraktion

Abb. 12:

CTOP auf die durch elektrische Feldstimulation (10 sek./min.; 40V; 5Hz; 1ms
Pulsdauer)  hervorgerufenen cholinergen  Kontraktionen des  Ileums.
(Endomorphin-1: n = 11; * = p < 0.05 EM1 vs. Kontrolle; + = p < 0.05 EM1 vs.
EM1 + CTOP; Endomorphin-2: n = 11; * = p < 0.05 EM2 vs. Kontrolle; + =p <
0.05 EM2 vs. EM2 und CTOP)

—e— Endomorphin-1
—=— Endomorphin-2

0. l/\l

-40 |

-60 1

80 1— ' . . . .
10-10 10-° 10-8 107 106 10

Endomorphin (M)

Darstellung des hemmenden Effekts von Endomorphin-1 (10"'°M-10"M) und
Endomorphin-2 (10'°M-10"M) auf die elektrisch induzierte Kontraktion der
glatten Muskelzelle (10 sek./min.; 40V; SHz; 1ms Pulsdauer)
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3.2.3 Die Wirkung von Endomorphin-1 und -2 unter NANC-Bedingungen

Um den Einfluss der beiden endogenen Opioide auf die Relaxation zu untersuchen, wurde das
im Methodikteil unter 2.3.4 beschriebene Schema angewandt. Die isolierten Muskelstreifen
werden jeweils mit Serotonin 10’M vorstimuliert. Bei der auf dieser Art und Weise
vorbereiteten Muskulatur fiihrt eine elektrische Feldstimulation (10 sek./ 40 V /0.5 ms / 0.5—
16Hz) unter nicht-adrenergen, nicht-cholinergen Bedingungen (Anwesenheit von Atropin
10°M und Guanethidin 10°M) zu einer frequenzabhingigen Relaxation. Diese Relaxation
auf die elektrische Stimulation konnte durch den neuralen Blocker TTX (10° M) vollstidndig
geblockt werden (EFS 16 Hz: 67.5 £ 8.3%; EFS 16 Hz + TTX: 4.5 £ 2.2%; n=6; p < 0.001).

Endomorphin-1 und Endomorphin-2 verursachten beide eine konzentrationsabhéngige

(10"°M-10"M) Reduktion der Relaxation, wobei die Wirkung von Endomorphin-1 deutlich
stirker war. Dieser Effekt konnte durch CTOP 10°M erfolgreich antagonisiert werden. CTOP
(10°M-10"M) selbst bewirkte keine Verdnderung der Relaxation der Muskulatur am

isolierten Magenfundus.

Endomorphin-1

100
80
60
40

20

Hemmung der Relaxation in %

0,5 1 2 4 8 16

Frequenz (Hz)

EE Kontrolle
/1 Endomorphin-1/-2 107 M
EEEN  Endomorphin-1/-2 100 M
1 Endomorphin-1/-2 10° M
B CTOP 10° M + Endomorphin-1 /-2 10 M
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Abb. 13:

Endomorphin-2

0,5 1 2 4 8 16

Frequenz (Hz)
mmmmm Kontrolle
—— Endomorphin-1/-2 10-7M
s Endomorphin-1/-2 10-6 M
— Endomorphin-1/-2 10-5M
B CTOP 10-5 M + Endomorphin-1 /-2 10-5 M

Darstellung der durch die elektrische Feldstimulation verursachten Relaxation
unter nicht-adrenergen, nicht-cholinergen Bedingungen auf die mit Serotonin (10~
"M) vorstimulierte Muskulatur ohne und mit Endomorphin-1 (107-10 M),
Endomorphin-2 (1010~ M) und CTOP (10> M) (n = 6). Die Ergebnisse waren
statistisch signifikant. *: p < 0.05 vs. Kontrolle; +: p < 0.05 Endomorphin 10> M
vs. Endomorphin 10°M + CTOP 10> M.
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4 Allgemeine Diskussion

4.1 Die Motilitit des Magen-Darm-Trakts

Die Muskelarbeit im Magen-Darm-Trakt ist eine der meist untersuchten Funktionen dieser
Organe. Schon 1899 beschrieben Bayliss und Starling den durch Muskeldehnung und

chemische bzw. mechanische Stimuli provozierbaren peristaltischen Reflex (7).

Die gastroduodenale Passage der Nahrung ist u.a. von der motorischen Aktivitit im
proximalen Magen abhédngig. Beim Schlucken entspannen sich Fundus und Corpus, damit die
Nahrung aufgenommen und im Magen gespeichert werden kann. Der proximale Magen passt
sich dem entsprechenden Fiillungszustand flexibel an — es kommt zur tonischen
UmschlieBung des Mageninhalts. Die dann folgenden Kontraktionen bewegen die einzelnen
Nahrungsbestandteile schlielich in Richtung der folgenden Abschnitte des Verdauungstrakts
(77).

Eine Vielzahl an Impulsen beeinflusst die Motilitdit des Magens. Visuelle, olfaktorische,
auditorische und emotionale Reize werden iiber das zentrale Nervensystem aufgenommen und
dann neuronal oder durch Hormone an den Magen weitergeleitet. Diese neurohumoralen
Ubertragungswege werden auch iiber Chemo- oder Mechanorezeptoren in der Wand des
Verdauungstrakts aktiviert (37).

Zu den Hormonen mit hemmenden Einfluss auf die Magenentleerung gehdren u.a. Sekretin,

Cholecystokinin und Gastrin. Motilin wirkt stimulierend auf die Peristaltik des Magens.

4.1.1 Das enterische Nervensystem

Anfangs war man der Uberzeugung, dass das enterische Nervensystem ein Teil der
autonomen Komponente des peripheren Nervensystems ist, dessen postgangliondre
parasympathische Neurone im Verdauungstrakt liegen. Die Vorstellung, dass der Darm sein
eigenes ,,Gehirn® besitzt, entstand Anfang des 20. Jahrhunderts. Man fand heraus, dass die

peristaltischen Kontraktionen des Magen-Darm-Trakts durch Impulse intramuraler Nerven
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entstehen und dass der GroBteil der enterischen Neuronen keinen direkten Kontakt zu den
parasympathischen und sympathischen Axonen des autonomen Nervensystems hat. Das
enterische Nervensystem kann also als eine Art ausgelagerter Teil des Nervensystem gesehen
werden, der iiber sympathische und parasympathische, afferente und efferente Neurone mit
diesem kommuniziert. Mit Hilfe dieser Verbindungen kann das enterische Nervensystem alle

Funktionen des Gastrointestinaltrakts selbststdndig kontrollieren (53).

Zentrales Nervensystem

Sympathikus

Parasympathiku

wn

Magen-Darm-Trakt

v/—\v\

Enterisches Nervensystem

Muskelzellen, sekretorisches Epithel, Gefalle, endokrine Zellen

Abb. 14:  Schematische Darstellung des Funktionskreises zwischen zentralem und

enterischen Nervensystem

4.1.2 Aufbau des enterischen Nervensystems

Das enterische Nervensystem enthélt an die 108 Neurone, in etwa die Anzahl, die man auch
im Riickenmark findet. Zum Vergleich: Der Nervus Vagus fiihrt ca. 2000 priganglionére
parasympathische Axone, die zum Darmnervensystem projizieren. Reflexbdgen zwischen
dem Verdauungstrakt und den parasympathischen bzw. sympathischen Zweigen des
autonomen Nervensystems regulieren die Aktivitdt von Magen und Darm (44).

Das ZNS greift in das lokale neuronale Geschehen liber die extrinsische vegetative efferente
Innervation jedoch nur modulatorisch ein. Mit Hilfe dieser d&uBeren Innervation kénnen auch

weit auseinander liegende Teile des Verdauungstraktes miteinander kommunizieren, die
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Funktion des Magen-Darm-Trakts kann iibergeordneten Interessen des Organismus angepasst
werden und Informationen aus dem Gastrointestinalbereich werden auf Gehirnebene integriert
und gespeichert.

Das enterische Nervensystem kontrolliert trotz allem nahezu eigenstindig die Motilitdt (45),
endokrine und exokrine Sekretion (27) sowie die Mikrozirkulation im Magen-Darm-Trakt
(152). AuBerdem ist es an der Regulation von Immun- und Entziindungsprozessen beteiligt
(94). Die Innervation des Gastrointestinaltrakts ist damit einzigartig unter den

Viszeralorganen.

Das Darmnervensystem gliedert sich in den Plexus myentericus (Auerbach) und den Plexus

submucosus (Meissner):

- Der Plexus myentericus liegt zwischen der longitudinalen und zirkuldren Muskulatur
des Verdauungstrakts. Er durchzieht den gesamten Magen-Darm-Trakt. Die Neurone
des Plexus myentericus enden z.T. direkt an den glatten Muskelzellen und
beeinflussen so den Muskeltonus und den Rhythmus der Kontraktionen.

AuBlerdem hat der Auerbach’sche Plexus zahlreiche Verbindungen zu den submukdsen

und enterischen Ganglien der Gallenblase und des Pankreas (84).

- Der Plexus submucosus liegt zwischen der zirkuldren Muskulatur und der Lamina
muscularis mucosae. Am besten ist er im Diinndarm entwickelt. Die Neurone des
Plexus submucosus regulieren die Sekretion und Absorption von Elektrolyten, die
Schleimabgabe, die Aufnahme von Nahrstoffen und sie beeinflussen endokrine Zellen
sowie Blutgefdfle. Ein Nervensystem, das dem Meissner’schen Plexus sehr dhnlich ist,
konnte in der Gallenblase, den Ductus cysticus sowie im Pankreas nachgewiesen

werden (84).
Der Plexus submucosus und der Plexus myentericus weisen nicht nur zahlreiche

Verbindungen zu Ganglien der unterschiedlichsten Organe auf, sie sind auch untereinander

stark vernetzt.

31



Allgemeine Diskussion

Die Innervation des Magen-Darm-Trakts erfolgt iiber efferente sowie afferente Mechanismen.
Orientierend lassen sich ohne Beriicksichtigung der speziellen Funktion folgende
Neuronengruppen unterscheiden.

Die prigangliondren Nervenbahnen von Parasympathikus und Sympathikus, die
postgangliondr cholinergen bzw. adrenergen Fasern und die nicht-adrenergen, nicht-

cholinergen Nerven:

- Die priaganglioniren parasympathischen Fasern flir den Grofiteil des Verdauungstrakts
kommen mit dem Nervus Vagus aus der Medulla oblongata. Sie regulieren die
motorischen und sekretomotorischen Funktionen des oberen Verdauungssystems. Das
distale Kolon und das Rektum werden durch die Nn. pelvici aus dem Sakralmark
gesteuert. Je nachdem mit welchen postgangliondren intramuralen Nerven die
parasympathischen Fasern verbunden sind, vermitteln sie erregende (cholinerge) oder
hemmende (peptiderge) Effekte. Somit erhdhen oder senken sie z.B. die Beweglichkeit
des Magens, sie fiihren zur Kontraktion oder Relaxation des Pylorus und beschleunigen

oder verlangsamen den Abtransport fliissiger oder fester Magenbestandteile (109).

- Die pragangliondren cholinergen Neurone des Sympathikus kommen aus dem Brust- und
Lendenmark. Sie ziehen in den Nn. splanchnici zum oberen Halsganglion und zu den
pravertebralen zOliakalen und mesenterialen Ganglien. Hier werden sie auf

postganglionire noradrenerge Fasern umgeschaltet.

- Die postgangliondren noradrenergen Nerven kommen von zdliakalen und mesenterialen
Ganglien. Zusitzlich erreichen einige dieser Nervenbahnen den Verdauungstrakt iiber
den Nervus Vagus. Einige von ihnen bilden Synapsen mit den Neuronen des Plexus
myentericus und Plexus submucosus, manche enden aber auch direkt an den
Muskelzellen oder in der Nihe der Mukosa. Die Stimulation von noradrenergen
Nervenbahnen hat z.B. die Relaxation des Magens, Inhibition der Motilitit und z. T. eine

Kontraktion der Sphinkter zur Folge (37).

- Die letzte Gruppe umfasst die nicht-adrenergen, nicht-cholinergen (NANC) Nerven des
enterischen Nervensystems. Diese Gruppe besteht aus extrinsischen und intrinsischen
Neuronen. Sie vermitteln den grofiten Anteil an inhibitorischen Signalen im

Gastrointestinaltrakt, wie z.B. die Relaxation des unteren Osophagussphinkters nach
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dem Schlucken (53), die fiir die Nahrungsaufnahme wichtige adaptive Magenrelaxation

(1) und die absteigende Inhibition des peristaltischen Reflexes (55).

Die Tachykinine (Substanz P, Neurokinin A) und Acetylcholin sind Transmitterstoffe, die
stimulierend auf den peristaltischen Reflex wirken. Acetylcholin beeinflusst die Peristaltik
iiber prigangliondre nikotinerge Rezeptoren. Es ist aber auch Ubertrigersubstanz an
postgangliondren Nervenendigungen, wo es mit den muskarinergen Rezeptoren der
Effektorzellen (155, 66) interagiert. Priasynaptische Rezeptoren wie z.B. die fiir Opioide
haben maB3geblichen Einfluss auf die Peristaltik (85).

Eine Aktivierung der nicht-adrenergen, nicht-cholinergen Fasern hat meistens eine hemmende
Wirkung auf den peristaltischen Reflex. Sie nutzen das Neuropeptid VIP, ATP, Somatostatin
und Stickoxid (NO) als Ubertrigerstoffe. Mit Hilfe von Substanz P konnen diese Neurone

aber auch erregende Impulse iibertragen (56).

4.2 Die Cannabinoide

Die Hanfpflanze ist ein einjdhriges Gewéchs mit einer Wachstums- und einer Bliitenphase. Es
gibt drei Hanfarten: Die Cannabis indica, die 1-2 Meter hoch wird und dunkelgriine, breite
Blattfinger hat, die Cannabis ruderalis und die Cannabis sativa, die 2—5 Meter hoch wird und
schmale hellgriine Blattfinger besitzt. Beheimatet ist der Hanf vor allem in Indien, Iran,
Afghanistan, Nordafrika und in Siidamerika. In Europa ist er zu einer beliebten Balkonpflanze
geworden. Die Cannabinoide findet man insbesondere in wachsenden Bldttern. In geringen
Mengen sind sie aber auch in zahlreichen anderen Nahrungsprodukten wie z.B. Schokolade

nachweisbar (153).

Der Einsatz von Marihuana spielt seit vielen Jahrhunderten eine grofe Rolle in Religion und
Medizin. Schon im 4. Jahrhundert a.D. kannte man den therapeutischen Nutzen der Pflanze
Cannabis sativa, in der die Cannabinoide enthalten sind. Die Chinesen verwendeten damals
Marihuana u.a. zur Behandlung von Malaria, Obstipation und rheumatischen Beschwerden
(163). Heute ist es offiziell als Appetitanreger bei kachektischen Patienten oder AIDS-
Patienten zugelassen oder es wird als Antiemetikum bei durch Chemotherapie induziertem

Erbrechen eingesetzt. Aullerdem wird die therapeutische Rolle von Cannabinoiden
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(Marihuana) bei der Behandlung von Migrine, Schmerzen, Epilepsie, Glaukom und

Bluthochdruck diskutiert (57).

Die genaue Wirkungsweise von Marihuana im Organismus blieb unklar, bis es 1964 gelang,
den psychopharmakologisch aktiven Bestandteil des Cannabis zu isolieren und seine Struktur
zu beschreiben (47). Die Beschreibung des A’-Tetrahydrocannabinols (A’-THC) brachte
neuen Schwung in die wissenschaftliche Untersuchung des Marihuanas. In den folgenden
Jahren konnten weitere cannabinoide Bestandteile isoliert werden — insgesamt sind bis heute
66 cannabinoide Bestandteile des Marihuanas bekannt. Diese werden in zehn Hauptgruppen
zusammengefasst, die sich untereinander oft nur durch einen einzelnen chemischen

Bestandteil unterscheiden.

Beispiel fiir eine Gruppe Abkiirzung Anzahl der Variationen
A’-Tetrahydrocannabinol A’-THC 9
A®-Tetrahydrocannabinol AS-THC 2
Cannabichromene CBC 5
Cannabidiol CBD 7
Cannabinol CBN 7
Cannabitriol Ross SA 1995 Review CBT 9

Tabelle 8: Beispiele fiir die bisher bekannten cannabinoiden Bestandteile des Marihuanas

Auch im Bezug auf die Zusammenhinge zwischen Struktur und cannabomimetischen Effekt,
den Metabolismus und den klinischen Effekt der einzelnen Anteile gibt es nun genauere

Kenntnisse (103).

1988 erbrachten Devane et al. (31) den ersten Beweis fiir die Existenz eines spezifischen
Cannabinoidrezeptors. Mit Hilfe des synthetischen Cannabinoids [’H]CP-55,940 konnten sie
in Rezeptorbindungsstudien einen entsprechenden Rezeptor im Gehirn von Ratten
nachweisen. Bis heute wurden zwei Rezeptortypen (CB; und CB;) sowie eine Variante von
CB; (CBy,) identifiziert und geklont. Sie zdhlen zur Gruppe der G-Protein gekoppelten

Rezeptoren.
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Meilensteine in der Cannabinoidforschung

1986 Johnson M.R., Melvin L.S. (81) Erstmalige Entwicklung potenter

Cannabinoid-Agonisten

1988 Devane et al. (31) Beweis der Existenz eines spezifischen
Cannabinoidrezeptors

1990 Matsuda et al. (101) Erstmaliges Klonen des CB;-Rezeptors

1992 Devane et al. (32) Entdeckung von Anandamid

1993 Munro S. (111) Entdeckung des CB;-Rezeptors auBerhalb

des Gehirns auf Immunzellen

1994 Rinaldi-Carmona et al. (129) Entwicklung des ersten spezifischen CB;-
Cannabinoid-Antagonisten: SR 141716A

Tabelle 9: Meilensteine der Cannabinoidforschung

4.2.1 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Die G-Protein gekoppelten Rezeptoren gehdren zu den membrangebundenen Rezeptoren. Sie
sind aus sieben helikalen hydrophoben Bereichen aufgebaut, welche die Zellmembran
durchdringen und durch hydrophile Extra- und Intrazelluldrschleifen verbunden sind. Die
Signaliibertragung bei diesen Rezeptoren erfolgt iiber ein Kopplungsprotein, das G- Protein

(Guanin-Nukleotide-bindendes Protein).
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Transmitter

Ionenkanal

\ 4

Rezeptor Membran

GTP

GDP

Abb. 15:  Schematische Darstellung eines G-Protein gekoppelten Rezeptors vor Stimulation

durch einen Signalstoff

Wird der betreffende membranstindige Rezeptor durch seinen Signalstoff stimuliert, so
verdndert sich seine Konformation in der Art, dass ein in der Membran befindliches G-Protein
an ihn binden kann. Die Wechselwirkung mit dem Rezeptor veranlasst das G-Protein dazu,
das an es gebundene Guanosindiphosphat (GDP) gegen ein Guanosintriphosphat
auszutauschen. In der Folge kommt es zur Trennung des G-Proteins vom Rezeptor und zum
Zerfall in eine aktive o- und eine B/y-Einheit. Die aktive GTP-tragende a-Einheit bindet
anschlielend an ein Effektorprotein, wodurch dessen Aktivitdt verdndert wird: Ionenkanile

Offnen oder schlieBen sich, Enzyme werden aktiviert oder inhibiert.

Transmitter
A
Rezeptor Membran
B/y-Einheit ’J |
G o-Protein Ion*

Abb. 16:  Schematische Darstellung eines G-Protein gekoppelten Rezeptors nach der
Stimulation durch einen Signalstoff. Die a-Einheit ist an ein Effektorprotein

gebunden, der lonenkanal hat sich gedffnet

36



Allgemeine Diskussion

Durch langsame enzymatische Hydrolyse des GTP zu GDP kehrt die o-Einheit in den
inaktiven Zustand zuriick und verbindet sich wieder mit der P/y-Einheit, wodurch der

Ausgangszustand wiederhergestellt ist (63).

4.2.2 Der CB;-Rezeptor

Der CB,-Rezeptor ist im ZNS vor allem in folgenden Strukturen zu finden:

- Basalganglien

Die einzelnen Abschnitte der Basalganglien sind u.a. fiir die Kontrolle von Bewegungen
verantwortlich. Mit Hilfe autoradiographischer Studien konnte gezeigt werden, dass diese
Hirnregion eine hohe Dichte an CB;-Rezeptoren aufweist (60, 61, 62). Besonders gut sind

sie im Globus pallidus, Substantia nigra pars reticulata und Putamen (95, 102) nachweisbar.

- Hippocampus

Dieser Bereich des Gehirns ist v.a. fiir das Kurzzeitgeddchtnis und die Verarbeitung
sensorischer Empfindungen verantwortlich. Hier ist die Dichte des CB;-Rezeptors im

Ammonshorn am hochsten (62).

- Hypothalamus
Der Hypothalamus spielt u.a. bei der Regulation der Korpertemperatur und beim Erhalt der

Salz-Wasser-Balance im Korper eine Rolle. Mit Hilfe unterschiedlicher Techniken wurden
auch hier CB;-Rezeptoren nachgewiesen, allerdings ist die Rezeptordichte in dieser Region

im Vergleich zu anderen relativ gering (62, 95).

- Kortex, Kleinhirn, Hirnstamm und Riickenmark

Die hohen Dichten im Klein- und im Vorderhirn deuten auf die Rolle der Cannabinoide bei
der Beeinflussung von Motorik und Bewusstsein hin. Die Rezeptoren in der Hirnrinde sind
sehr wahrscheinlich fiir die psychoaktiven Wirkungen (Hochgefiihl, Zeitempfinden,
Traume) verantwortlich. Nur sehr geringe Dichten des CB;-Rezeptors konnten in tieferen
Hirnstammregionen (Kontrolle kardiovaskuldrer und respiratorischer Funktionen) lokalisiert

werden.
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In Ubereinstimmung mit den analgetischen Eigenschaften bekannter CB;-Agonisten wurden
die Rezeptoren auch in den Schmerzbahnen des Riickenmarks und des Kortex

nachgewiesen (125).

Limbisches System

Frontallappen

CarpLs ammchlddaunlll." i mestarm m ~.l| o Cembelum

'“:h\-/; i |I
<C~ Hippocampus Rickenmark

Abb. 17:  Vorkommen der CB,-Rezeptoren im ZNS (78)

Peripher fand man den CB;-Rezeptor beim Menschen im Hoden (48), auf Spermazellen (140),
auf Endothelzellen (149), im menschlichen Ileum (29), présynaptisch auf sympathischen

Nervenendigungen (72) sowie in der Harnblase und im Vas deferens.

Die Aktivierung des Rezeptors hat eine Hemmung der Adenylatzyklase {iber das
Pertussistoxin-sensitive G-Protein zur Folge (101). Im Gegensatz dazu wurde aber auch die
Bildung von cAMP beschrieben (51). AuBerdem ist bekannt, dass eine CB;-Aktivierung den
Ca”*-Einstrom in die Zelle hemmen oder K'-Kanile aktivieren kann. Durch die Blockade der
Kalziumkanéle konnen die Cannabinoide die Freisetzung von Neurotransmittern wie z.B.
Acetylcholin im Hippocampus (49, 50), Norepinephrin an sympathischen Nervenendigungen
(72), und zentral im Hippocampus, Kortex und im Kleinhirn (139) vermindern. Auch die

Glutamatfreisetzung in Neuronen des Hippocampus wird vermindert (142).

38



Allgemeine Diskussion

Die bekannten Folgen einer Rezeptoraktivierung im Gehirn sind Euphorie, Sedation und
Verdanderung des Kurzzeitgedédchtnisses (68). Cannabinoide wirken analgetisch, ohne eine
Atemdepression zu verursachen (128). Weiterhin kommt es zu einer Reduktion der
Spontanaktivitit, Hypothermie, Ataxie und Akinesie (24, 33). Wie die Opioide hemmen die
Cannabinoide elektrisch stimulierte Kontraktionen im Ileum des Meerschweinchens und im
Vas deferens der Maus (121, 123). Durch die Bindung von Cannabinoiden an CBj-
Rezeptoren der Spermien oder Eizellen werden die akrosomale Reaktion, die Befruchtung
und die Implantation beeinflusst. So verringert sich z.B. die Spermatogenese und die

Beweglichkeit der Spermien wird deutlich herabgesetzt (140, 141).

4.2.3 Der CB;-Rezeptor

Der CB,-Rezeptor ist vor allem in der Korperperipherie zu finden.

Erstmals konnte der CB,-Rezeptor in der Milz von Ratten nachgewiesen werden (24).
Abgesehen von einer neueren Beschreibung an Neuronen des Gastrointestinaltrakts, wurde er
nur auf Zellen des Immunsystems entdeckt. Galiegue et al. (1995) fanden CB,-mRNA in den
Tonsillen, im Knochenmark, Thymus und Pankreas des Menschen. Die hochste Konzentration
an mRNA wurde in B-Zellen und natiirlichen Killerzellen gemessen (46). In vivo und in vitro
Studien konnten zeigen, dass A’~THC immunsuppressiv wirkt und die zellvermittelte sowie
die humorale Immunitdt verschlechtert (112, 113).

Viele der intrazelluliren Effekte der Cannabinoide konnen auf ihre Fahigkeit G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren zu aktivieren und dadurch die Bildung von cAMP zu vermindern
zurlickgefiihrt werden. Durch diese Inhibition wird z.B. die Bildung von NO vermindert.
Dieser CB;-vermittlete Effekt konnte fiir den suppressiven Einfluss der Cannabinoide auf das

Immunsystem verantwortlich sein (23, 79).

Die beiden Typen der Cannabinoidrezeptoren dhneln sich zu 68% im Aufbau der Anteile, die
sich in der Zellmembran befinden. Im Bezug auf den Gesamtaufbau betrigt die Ahnlichkeit
allerdings nur 44%. Der CB;-Rezeptor hemmt ebenfalls die Adenylatzyklase iiber ein
Pertussistoxin-sensitives G-Protein. Im Gegensatz zum CB,;-Rezeptor hat er aber keinen
Einfluss auf Kalzium- oder Kalium-Kanile. Mdoglicherweise ist diese Tatsache auf den
unterschiedlichen Aufbau der intrazelluldren Schlingen der beiden Rezeptoren

zurlickzufiihren, denn wahrscheinlich sind diese strukturellen Anteile fiir die Weiterleitung
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des entsprechenden Signals vom G-Protein in die Zelle verantwortlich (78).
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Abb. 18:  Aufbau des CB;- bzw. CB;,-Rezeptors im Vergleich (78).

4.2.4 Agonisten und Antagonisten des CB;-Rezeptors

Der CB,-Rezeptor vermittelt die agonistischen Signale von
- ZNS-aktiven Bestandteilen des Cannabis: z.B. A’-THC,
- synthetischen Cannabinoiden: z.B. CP-55,940, WIN 55,212-2

- und endogenen Cannabinoiden: Anandamid, 2-Arachidonylglycerol und Noladin (2-

Arachidonylglycerol Ether) (59, 150, 151).

Einer der ersten Hinweise auf die Interaktion der Cannabinoide mit spezifischen Rezeptoren

war die verdanderte Aktivitit der Adenylatzyklase.

Mit Hilfe eines synthetisch hergestellten Rezeptorliganden war man schlieBlich in der Lage

noch vor der Entdeckung der endogenen Cannabinoide spezifische Bindungsstellen im Gehirn

nachzuweisen. Der erste kiinstlich entwickelte Ligand war CP-55,940. Er ist weniger lipophil

und hat eine stirkere Wirkung als A’-THC. Mit Hilfe von radioaktiv markiertem CP-55,940

wurde der Beweis fiir die Existenz eines Cannabinoidrezeptors erbracht (31).
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A%-THC CP 55,940

o’

TQ

Abb. 19:  Strukturformeln des natiirlich vorkommenden Cannabinoids A’-THC und des

synthetischen Liganden CP 55,940

Aminoalkylindole wie z.B. WIN 55,212-2 sind ebenfalls potente Agonisten. In Versuchen am
Vas deferens und am Hirngewebe der Maus konnte gezeigt werden, dass WIN 55,212-2 die
Kontraktion glatter Muskelzellen hemmen wund suppressiv auf die Aktivitit der
Adenylatzyklase im Kleinhirn wirken. Thr Effekt ist in Konzentrationen zwischen 0.1-1000
nM zu beobachten (119). Strukturell unterscheiden sie sich am stirksten von den klassischen

Cannabinoiden, sie besitzen aber das gleiche pharmakologische Spektrum.

]
WIN 55,212

Abb. 20:  Strukturformel des CB;-Agonisten WIN 55,212-2
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Die Entdeckung des CBj-Rezeptors verstirkte die Suche nach endogenen
Cannabinoidrezeptor-Liganden. Devane et al. (1992) nahmen an, dass diese die gleichen
hydrophoben Eigenschaften wie die natiirlichen bzw. synthetischen Rezeptor-Agonisten
haben miissen. Deswegen konzentrierte man sich bei dieser Suche auf organisch-16sliche
Ausziige aus dem Gehirn von Schweinen. 1992 konnten sie schlieBlich erfolgreich das erste
endogene Cannabinoid aus dem Hirngewebe isolieren.

Es handelt sich um Arachidonoylethanolamid oder, wie es seine Entdecker genannt haben:
Anandamid. ,,Ananda“ ist Sanskrit und bedeutet ,,Ursache innerer Seeligkeit und Ruhe®,

,,Amid‘ steht fur die ein Amid enthaltende chemische Struktur.

Anandamid

Abb. 21:  Strukturformel des endogenen Cannabinoids Anandamid

Anandamid ist nicht nur in Gehirnregionen mit hoher CB;-Rezeptordichte zu finden (siehe
4.2.1). Auch im Thalamus (62), in der Milz (41) und im Hoden (148) von Ratten wurde das
endogene Cannabinoid nachgewiesen. Wie die anderen Agonisten verursacht es u.a.
Hypothermie, Hypomotilitidt, Antinociception und hemmt die -elektrisch induzierten

Kontraktionen im Vas deferens (32).

Der erste CB;-Antagonist, SR 141716A, wurde 1994 synthetisiert (129). Er bindet vielfach
stirker an CB;- als an CB,-Rezeptoren. SR 141716A antagonisiert die Wirkung der Agonisten
in bezug auf Hemmung der Adenylatzyklase und Inhibition von elektrisch induzierten
Kontraktionen. Auflerdem vermindert er die beim Einsatz von Cannabinoiden beobachteten
Verhaltens- bzw. Wesensdnderungen (96). AM-630 ist ebenfalls ein synthetischer CB;-

Antagonist. Die beiden Substanzen kdnnen aber auch als inverse Agonisten wirken (10, 89).
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Fiir den Antagonisten SR144528 konnte erstmals an der Milz von Ratten eine hohere Affinitét
zu CB,-Rezeptoren nachgewiesen werden (130). Am CB;-Rezeptor wirkt auch diese Substanz

als inverser Agonist (11).

4.3 Klinische Relevanz

Die therapeutische Wirkung des Marihuanas im Bezug auf zahlreiche Erkrankungen wurde in

den letzten Jahren verstirkt untersucht:

Korperliche Schmerzen (Migrine, rheumatoide Arthritis, Epilepsie, etc.) sind fiir Patienten
ein hdufiger Grund einen Arzt aufzusuchen. Im Moment erhiltliche Analgetika haben eine
eingeschrinkte Wirkung bei verschiedenen Ursachen von Schmerzen. Einerseits hiangt dies
mit dosisabhdngigen Nebenwirkungen zusammen, andererseits mit Toleranzentwicklung oder
Abhingigkeit. Bisher gibt es zwar noch keine Ergebnisse aus groferen klinischen Studien
iber die analgetische Wirkung der Cannabinoide, allerdings konnte in Tierversuchen und an
kleineren Patientenkollektiven gezeigt werden, dass diese Wirkstoffgruppe als
schmerzlindernde Pharmaka eingesetzt werden konnte. Im Gegensatz zu den Opioiden wirken
Cannabinoide antinociceptiv, ohne eine Atemdepression zu verursachen (97). Aktuelle
Analysen zur Wirkung der Cannabinoide bei Schmerzen ergaben allerdings, dass der
analgetische Effekt einer vertrdglichen Dosis Cannabis bestenfalls dem von 60 mg Codein
entspricht. Zusétzlich schrinkt die ddmpfende Wirkung auf das Bewusstein die Gabe von

Cannabinoiden bisher noch stark ein (15).

Die Anzahl der neurologischen Erkrankungen, bei denen in Zukunft die Cannabinoide eine
therapeutische Rolle spielen konnten ist gro3. So erhofft man sich z.B. von der durch diese
Wirkstoffgruppe verursachten Hypomotilitdt Therapieansitze in Bezug auf hyperkinetische
Erkrankungen wie die Chorea Huntington oder den Morbus Parkinson (104). Das Gilles de la
Tourette-Syndrom ist eine komplexe neuropsychiatrische Erkrankung. Sie ist u.a. durch
plotzliche Zuckungen des Gesichts-, Hals- und Schulterbereiches (Tics) charakterisiert. Mit
Hilfe von A’-THC konnte hier eine deutliche Reduktion der Beschwerdesymptomatik erreicht
werden (110). Das Krankheitsbild der Multiplen Sklerose betrifft das Gehirn und das
Riickenmark. Durch den Abbau der Myelinscheiden der Nervenfasern kommt es zu typischen

Symptomen wie z.B. spastischen Ldhmungen und Tremor. Klinische Studien ergaben eine —
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elektromyographisch und klinisch messbare — Verbesserung dieser Krankheitssymptomatik

(105).

Schon in geringen Dosen wirkt oral verabreichtes A’-THC antiemetisch und appetitanregend
(17, 114, 137). Dank der Ergebnisse bei der Behandlung von Krebs- und AIDS-Patienten
erkannte die U.S. Food and Drug Administration A’-THC 1984 als Therapeutikum bei
Chemotherapie-induziertem Erbrechen und 1992 als Appetitanreger fiir AIDS-Patienten an.
Neuere Analysen ergaben allerdings, dass Cannabinoide bei Chemotherapie-induziertem
Erbrechen nur dann ausreichend wirken, wenn die Ubelkeit hdchstens mittelgradig ausgeprigt
ist (15).

Da Cannabinoide nachweislich ein Hungergefiihl erzeugen, kann man sich die
appetithemmende Wirkung von entsprechenden Antagonisten zu Nutzen machen. In
Tierversuchen mit Mausen wurde gezeigt, dass CB;-Cannabinoidrezeptor-knockout Miuse
bzw. Wildtyp Miuse die den CB;-Antagonisten SR 141716A erhielten weniger aflen als
normale Méuse (35). Diese Ergebnisse konnten fiir die Behandlung iibergewichtiger Patienten

von Bedeutung sein.

Auch bei der Priavention und Behandlung des Glaukoms spielen die Cannabinoide eine Rolle,

da sie erwiesenermaflen den Augeninnendruck senken (157).

4.4 Wirkung der Cannabinoide am Gastrointestinaltrakt

Die priasynaptisch lokalisierten CB;-Rezeptoren regulieren die Acetylcholinabgabe in den
myenterischen Neuronen. Eine Aktivierung der Rezeptoren fiihrt zur Hemmung der
langsamen NANC und schnellen cholinergen exzitatorischen Transmissionen im Ileum. Diese
Hemmung von cholinergen und nicht-adrenergen, nicht-cholinergen Ubertragungswegen im
enterischen ~ Nervensystem  hat eine  verminderte  Kontraktionsfahigkeit  des
Gastrointestinaltrakts zur Folge und es kommt zur verminderten Ausscheidung und
Verldngerung der Passagezeit (14, 29, 76, 124). Bei der Untersuchung des
Cannabinoidsystems sind bestimmte Unterschiede in Bezug auf Wirksamkeit,
Rezeptorverteilung und die endogene Aktivitdt in den einzelnen Spezies zu beachten (Details

siche Spezielle Diskussion).

44



Allgemeine Diskussion

4.5 Die Opioide

Die natiirliche Herkunftspflanze der Opiate ist der Schlafmohn (Papaver somniferum), aus
dessen unreifen Kapseln das sog. Rohopium gewonnen wird. Urspriinglich im 6stlichen
Mittelmeergebiet beheimatet, gelangte der Schlafmohn {iber die Tiirkei und Persien
vermutlich im 8. Jahrhundert nach Indien und China. Dementsprechend erstrecken sich die
bedeutendsten Anbaugebiete heute vor allem von der Tiirkei iiber Iran, Indien, Afghanistan,

Pakistan (Goldener Halbmond) bis hin zum Siidosten Asiens (Goldenes Dreieck).

Die Geschichte des Schlafmohns als Heilmittel und Rauschdroge reicht vermutlich
Jahrtausende zuriick. So sollen sich bereits 4.000 v.Chr. die Sumerer und die Agypter seine

heilsame und berauschende Wirkung zunutze gemacht haben.

1806 gelang es dem deutschen Apotheker Friedrich Wilhelm Sertiirner erstmals, den
Hauptwirkstoff des Opiums zu isolieren. Er nannte das neue Alkaloid Morphin — nach dem
griechischen Gott der Trdume ,,Morpheus®“. Nur wenige Jahre spiter kam Morphin "oder
Morphium" als stark wirkendes Schmerzmittel auf den Markt und wurde beispielsweise im
deutsch-franzosischen Krieg 1870/71 bei der Behandlung von Verwundeten eingesetzt. Die
Folge war, dass zahlreiche Patienten morphinabhiingig wurden. Aber auch innerhalb des

medizinischen Berufsstandes nahm in jener Zeit die Zahl der Morphinabhingigen rapide zu

91).

Klassische Entzugserscheinungen: Marihuana und Opioide im Vergleich

Marihuana: Ruhelosigkeit, Reizbarkeit, Schlaflosigkeit, Ubelkeit, Gemiitsunruhe,
Kriampfe, Verdnderungen im Schlaf-EEG.

Opioide: Ruhelosigkeit, Reizbarkeit, bedriickte Stimmungslage, Angstlichkeit,
Schlaflosigkeit, Ubelkeit, Krimpfe, Muskelschmerzen, erhdhte
Schmerzempfindlichkeit.

Starkes Verlangen nach Opioiden (78).

Tabelle 10: Klassische Entzugserscheinungen: Marihuana und Opioide im Vergleich
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Mit dem Ziel, ein dhnlich schmerzstillendes, nicht aber abhingigkeitserzeugendes Mittel zu
schaffen, wurde 1874 erstmals das so genannte Diamorphin (3,5-Diacetylmorphin)
synthetisiert. Knapp 25 Jahre spiter brachte es die Firma Bayer als Hustenmittel und
Ersatzstoff fiir Morphin unter dem Namen Heroin auf den Markt. Allerdings stellte sich bald
heraus, dass dieses Mittel nicht nur um ein Vielfaches stéirker ist als Morphin, sondern auch
ein noch wesentlich hoheres Abhadngigkeitspotenzial als dieses besitzt. Im Unterschied zu
Grofbritannien, wo Heroin gelegentlich noch zur Schmerzbehandlung krebskranker Patienten

eingesetzt wird, darf es in Deutschland nicht mehr als Arzneimittel verwendet werden.

Morphium ist hauptsédchlich fiir den analgetischen Effekt des Schlatmohns verantwortlich. Im
Opium sind aber auch Codein und Methadon zu finden, die beide eine morphinartige Wirkung
besitzen. Das Spasmolytikum Papaverin ist ebenfalls enthalten. Ein weiteres vielfach
angewendetes Alkaloid des Opiums ist Codein, das v.a. wegen seiner hustenstillenden

Wirkung bekannt ist.

Unter den Schmerzmitteln besitzt die Gruppe der Opiate und Opioide die stérkste
schmerzstillende Wirkung. Im engeren Sinne werden als Opiate jene Mittel bezeichnet, deren
Wirkstoffe aus den Alkaloiden des Opiums gewonnen werden. Bei den Opioiden handelt es
sich um synthetische oder teilsynthetische Substanzen mit morphindhnlicher Wirkung, die
jedoch in ihrer chemischen Struktur génzlich verschieden sind.

Hierzu gehoren das durch eine Acetylierung des Morphins entstehende Heroin, welches das
erste teilsynthetische Opioid war, sowie zahlreiche andere Substanzen, die als Arzneimittel

fiir verschiedene therapeutische Zwecke eingesetzt werden. Dabei wird zwischen

- schwach bzw. mittelstarken wirksamen Opioiden:

z.B. Codein, Tramadol, Tilidin oder Dextropropoxyphen,

- stark wirksamen Opioiden:

Morphin, Fentanyl, Methadon

- und anderen morphinverwandten Substanzen:

wie z.B. Oxycodon oder Hydromorphon unterschieden.
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Mit Ausnahme von Tramadol und der Kombination von Tilidin und Naloxon unterliegt die
Verschreibung der Opiate und Opioide der Betdubungsmittelverordnung. Sie miissen auf
besonderen Rezepten verordnet werden. Seit Anfang 1998 gilt dies auch fiir Codein, wenn es

Drogenabhéngigen verordnet wird (vgl. Lehrbiicher der Pharmakologie).

4.5.1 Die Opioidrezeptoren

Um den analgetischen Effekt der Opiate zu erzielen, miissen strenge stereochemische und
strukturelle Bedingungen erfiillt sein. Aufgrund dieser Tatsache ging man, wie auch bei den

Cannabinoiden, von der Existenz spezifischer Opiatrezeptoren im menschlichen Korper aus

().

Martin et al. (1967) zeigten, dass Nalorphin — ein synthetisches Opioid — den
schmerzhemmenden Effekt von Morphin authob, aber gleichzeitig auch eine analgetische
Wirkung besall. Aus seinen Beobachtungen schloss er, dass es nicht nur einen, sondern
mehrere Opioidrezeptoren geben muss, an denen die bekannten Analgetika eine

unterschiedliche Wirkung entwickeln konnen.

Morphin erfiillt im Bezug auf Stereoselektivitit, Sittigbarkeit und der Wirkung gegen
Opioidantagonisten wie z.B. Naloxon alle Kriterien, die eine Substanz, welche an einen
spezifischen Rezeptor binden soll, haben muss. 1973 gelang gleich drei Forschungsgruppen —
u.a. mit Hilfe von radioaktiv-markiertem Morphin — der Nachweis spezifischer
Bindungsstellen im Gehirngewebe und im Riickenmark von Ratten (120, 144, 154). Da
Morphin die oben genannten Eigenschaften besitzt, ging man davon aus, dass es sich hierbei
um Opiatrezeptoren handelte. Doch erst spétere neurophysiologische Beobachtungen bei
Versuchen mit Hunden fiihrten schlieBlich zu dem Ergebnis, dass es mehr als nur einen

Rezeptor gibt (100).

Die heute iibliche Unterteilung in drei Gruppen — p-, k- und d-Rezeptoren — wurde 1979 ins
Leben gerufen (18, 19, 20). Diese Nomenklatur basiert auf dem typischen Agonisten des
jeweiligen Rezeptors bzw. dem Gewebe, an dem die Wirkung der Opioide getestet wurde: p

steht fiir den Agonisten Morphin, « fiir Ketocyclazocin und 8 fiir den Vas deferens der Maus.
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1992 erfolgte erstmals die kiinstliche Synthese des 6-Opioid Rezeptors (39, 83). Anhand
seiner Struktur konnten durch Analyse von cDNA 1993 der k- und p-Opioidrezeptor
identifiziert werden (21, 160).

Meilensteine in der Opioidforschung

1973 Pert (120), Simon (145), Terenius (154)  Nachweis der Existenz eines

spezifischen Opioidrezeptors

1975 Hughes et al. (71) Entdeckung der ersten endogenen
Liganden Met- und Leu-Enkephalin

1976 Liu. Chung (90) Isolation von B-Endorphin

1992 Evans et al. (39), Kieffer et al. (83) Erstmaliges Klonen des 6-Rezeptors

1993 Chen et al. (21), Yasuda et al. (160) Erstmaliges Klonen des p- und «-
Rezeptors

1997 Zadina et al. (162) Entdeckung von Endomorphin-1 und

Endomorphin-2

Tabelle 11: Meilensteine der Opioidforschung

4.5.2 Lokalisation und Wirkung der Opioidrezeptoren

p-, 8- und xk-Rezeptoren sind v.a. im limbischen System, in reizverarbeitenden und
reizweiterleitenden Regionen, im extrapyramidal motorischen System und im kranialen

Parasympathikus gefunden worden.

Das limbische System (u.a. Corpus amygdaloideum) ist die dem Hypothalamus direkt

ibergeordnete Zentrale des endokrinen und vegetativ-nervosen Regulationssystems. Es ist
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wesentlich flir emotionale Reaktionen, die affektive Tonung des Gesamtverhaltens und
emotionale Reaktionen verantwortlich. Wahrscheinlich spielt es auch eine entscheidende

Rolle bei der Gedachtnis- und Lernfunktion des Gehirns.

Die Basalganglien gehoren zum extrapyramidal motorischen System. Mit Hilfe dieser

Strukturen werden der Muskeltonus, unwillkiirliche und koordinierte Bewegungen und die
Korperhaltung reguliert. Neokortex und Kortex sind fiir die Koordination von Bewegungen

mitverantwortlich.

Das periaquidduktale Grau zéhlt zu den zentralen Schaltstellen fiir absteigende inhibitorische

Reize, die in das Riickenmark gelangen. Somit spielt es eine wichtige Rolle bei der

analgetischen Wirkung der Opioide.

Das Diencephalon (Zwischenhirn) ist ein kleines Gebiet, das zwischen den beiden

GroBhirnhemisphidren liegt. Es besteht aus Thalamus und Hypothalamus. Der Thalamus ist
die zentrale Schaltstation sensibler Nervenbahnen, der Hypothalamus stellt ein
lebenswichtiges Areal dar, welches die Korpertemperatur kontrolliert, fiir das Gefiihlsleben

verantwortlich ist und die Kontrolle iiber das vegetative Nervensystem besitzt.

Lokalisation der Opioidrezeptoren im zentralen Nervensystem:

- u-Rezeptoren:

Diese Rezeptorengruppe ist im zentralen Nervensystem weit verbreitet. In den untersuchten
Hirngeweben von Maus und Ratte sind die p-Rezeptoren meist prasynaptisch nachweisbar,
sie kommen manchmal aber auch postsynaptisch vor. p-Rezeptoren findet man v.a. im
frontalen Kortex, in den Schichten I, IV und VI des Neokortex, in den Laminae I und II des
Riickenmarks sowie im Kleinhirn. Auch in den Basalganglien (v.a. in Striatum und
Pallidum), im medialen Thalamus, im Hypothalamus, im Bereich der periaquiduktalen

grauen Substanz und im Corpus amygdaloideum ist die p-Rezeptoren-Dichte sehr hoch.

(36, 106, 107, 108).

- 0-Rezeptoren:

Diese Rezeptoren konnten in allen Schichten des Neokortex, im Striatum, in den basalen,
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lateralen und kortikalen Kernen des Corpus amygdaloideum (Limbisches System) sowie im

Riickenmark nachgewiesen werden (107).

- k-Rezeptoren:

Die hochste Dichte an k-Rezeptoren im zentralen Nervensystem wurde im Thalamus, im

frontalen Kortex und im Nucleus caudatus (Basalganglien) nachgewiesen (106).

Lokalisation der Opioidrezeptoren in der Kdrperperipherie:
Peripher konnten alle drei Rezeptorgruppen im enterischen Nervensystem nachgewiesen
werden. Die p- und k-Rezeptoren sind im myenterischen Plexus, der d&-Rezeptor im

myenterischen und im submukdsen Plexus lokalisiert (20, 117).

Die p-, k- und 6-Rezeptoren zidhlen zur Gruppe der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (siehe
4.2.1). Die Aktivierung dieser Rezeptoren durch Opioide hat unter anderem eine Inhibition
der Adenylatzyklase, der spannungsabhingigen Ca**-Kénale und die Hyperpolarisation der
Nervenzellen zur Folge. Je nach Nervenlokalisation kann sich dies als ddmpfende oder

erregende Wirkung bemerkbar machen.

@ Identische Bereiche o nicht-identische Bereiche

Abb. 22:  Darstellung der identischen und nicht-identischen Bereiche der unterschiedlichen

Opioidrezeptoren (U, K, O)
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In erster Linie wirken die Opioide in unterschiedlichem AusmaR analgetisch. Beschrankende
Faktoren bei der Gabe dieser Wirkstoffe sind die Gefahr der korperlichen Abhingigkeit sowie
— im Falle einer Uberdosis — Atemdepression und Koma. Weitere bekannte Folgen einer
Rezeptoraktivierung sind Euphorie, Sedation und eine verdnderte Wahrnehmung.

Morphin stimuliert den Nucleus Edinger-Westphal des Nervus occulomotorius und provoziert
so eine parasympathische Stimulation des Auges. Die Folge ist eine deutliche Miosis der
Pupille. Diagnostisch spielt dies v.a. bei komatdsen Patienten eine Rolle, da die meisten

Ursachen fiir eine Atemdepression bzw. fiir ein Koma eine Dilatation der Pupille bewirken.

Im kardiovaskuldren System bewirken die Opioide eine Senkung des arteriellen Blutdrucks
(30). Morphin hat auch Einfluss auf die Histaminausschiittung. So kann es eine Urtikaria,
starkes Schwitzen, Vasodilatation und eine Bronchokonstriktion verursachen. Aufgrund der
bronchokonstriktorischen Wirkung sollte es nie Patienten mit Asthma verschrieben werden.
Uber die zentralen und peripheren Rezeptoren hemmen die Opioide die Motilitit im
Gastrointestinaltrakt. Diesen Effekt kann man sich z.B. bei der Behandlung von Diarrho

zunutze machen.

4.5.3 Die endogenen Opioide

Nach dem erfolgten Nachweis von Opioidrezeptoren in unterschiedlichen Spezies wurde nach
passenden endogenen Liganden gesucht. Die endogenen Opioide wurden schlielich 1975
entdeckt (71). Zu ihnen gehoren die Enkephaline, die Endorphine und die Dynorphine. Es
handelt sich um Peptide, die aus den Vorstufen Proenkephalin, Proopiomelanocortin und
Prodynorphin abgespalten werden und alle die Aminoséuresequenz der Pentapeptide Met-
und Leu-Enkephalin enthalten. Auch Endomorphin-1 und Endomorphin-2 zihlen zur Gruppe
der endogenen Opioide. Sie besitzen jedoch keinerlei strukturelle Ahnlichkeit mit den

Enkephalinen, Endorphinen oder Dynorphinen.
Endogene Opioide spielen u.a. eine Rolle bei der Regulation der Korpertemperatur, Kontrolle

der hypophysdren Inkretion, der Steuerung von Antrieb und Verhalten, Hemmung der

Darmmotilitdt (156) und sie beeinflussen die kardiovaskuldren Funktionen (41, 65, 82).
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- Die Enkephaline

Hughes et al. beschrieben erstmals ein aus den Gehirnen von Hasen, Ratten,
Meerschweinchen und Schweinen gewonnenes Peptid. Threr Neuentdeckung gaben die
Forscher den Namen ,,Enkephalin®“. Mit Hilfe dieser neuen Substanz war man in der Lage
neuronal vermittelte Kontraktionen am Vas deferens der Maus und im myenterischen Plexus
von Meerschweinchen zu unterdriicken. Dieser Effekt konnte durch den Opioidagonisten
Naloxon wieder aufgehoben werden. Die hochsten Konzentrationen dieses neuen Peptids
wurden im Striatum, im Thalamus, der Pons und in der Medulla gefunden. Dieses
Verbreitungsmuster korreliert weitestgehend mit dem der Opioidrezeptoren im Gehirn (64,

87).

Neben ihrer zentralen Lokalisation wurden Enkephaline im myenterischen Plexus von
Duodenum und Kolon sowie den endokrinen Zellen des Gastrointestinaltrakts und des

Pankreas nachgewiesen (67, 126).

Je nach Zusammensetzung unterscheidet man zwei Pentapeptide: Met-Enkephalin und Leu-
Enkephalin. Sie entstehen beide aus dem Precursor Proenkephalin. Met- und Leu-
Enkephalin binden mit einer zehnmal hoheren Affinitdt an den 8-Rezeptor als an den p-

Rezeptor. Ihre Bindungsfahigkeit am k-Rezeptor ist vernachlédssigbar (25).

B-Endorphin

Bei der Isolation von Melanotropinen aus der Hypophyse von Kamelen wurde ein neues, 31
Aminosduren langes Peptid entdeckt, welches nachweislich die Wirkung von Opioiden
besaBl (90). Die genaue Strukturanalyse dieses Peptids zeigte, dass es das endogene Opioid
Met-Enkephalin sowie Anteile von B-Lipotropin (Vorstufe von 3-Melanotropin) enthélt. Die
neue Aminosdurensequenz wurde erfolgreich synthetisiert und als B-Endorphin bezeichnet

(93).
B-Endorphin wurde nicht nur in der Hypophyse unterschiedlicher Spezies gefunden, es
konnte auch peripher in den gastrinbildenden Zellen von Antrum und Pylorus, sowie im

Diinndarm der Ratte nachgewiesen werden (118).

Diese Gruppe der endogenen Opioide bindet mit etwa gleicher Affinitdt an p- und o-
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Rezeptoren, die Bindungsstirke am k-Rezeptor ist eher gering (2, 52). Abhéngig von der Art
der Administration (intracerebral bzw. intraventrikuldr) konnten bei unterschiedlichen
Spezies (Ratten bzw. Katzen) fiir B-Endorphin ein 18-200 Mal stérkerer analgetischer Effekt

als fiir Morphin nachgewiesen werden (40).

Dynorphin
Dynorphin ist ein endogenes Opioid aus 17 Aminosduren, das aus dem Vorldufermolekiil

Prodynorphin gebildet wird. Sein Name leitet sich von dem griechischen Wort ,,dynamis*
ab, was libersetzt ,,Protein“ bedeutet.

Es kommt v.a. im Gehirn (u.a. Hypothalamus, Hypophyse, Medulla oblongata) vor, man
findet Dynorphin aber auch im Riickenmark, im sympathischen Nervensystem, im
Gastrointestinaltrakt und im Nebennierenmark.

Dynorphin gleicht in seinem strukturellen Aufbau dem Leu-Enkephalin. Es besitzt eine sehr
hohe Affinitit zu den k-Rezeptoren, iiber welche es seine stark nociceptiven Eigenschaften

entfaltet (20).

Die Endomorphine

Erst 1997 wurden zwei neue endogene Opioide, Endomorphin-1 (Tyr-Pro-Trp-Phe-NH;)
und Endomorphin-2 (Tyr-Pro-Phe-Phe-NH,), zeitgleich aus dem Gehirn von Rindern (162)
und Menschen (58) isoliert. Es handelt sich dabei um Tetrapeptide, die mit 4000—15 000 mal
hoherer Selektivitidt an den p-Rezeptor als an den k-Rezeptor binden. Aus diesem Grund
werden Endomorphin-1 und Endomorphin-2 als die endogenen Liganden der p-Rezeptoren
bezeichnet (162). Strukturell besitzen sie keinerlei Ahnlichkeit mit den anderen endogenen
Opioiden und der entsprechende Precursor, aus dem die beiden Endomorphine entstehen, ist

bisher nicht bekannt.

Endomorphin-1 und Endomorphin-2 besitzen eine analgetische Wirkung in der Ratte (162),
nach i.v.-Injektion senken sie den systemischen arteriellen Blutdruck (Ratte) (30), sie
hemmen die Acetylcholinfreisetzung im myenterischen Plexus des Ileums von
Meerschweinchen und haben so eine inhibitorische Wirkung auf die Darmmotilitit
(Meerschweinchen) (156). Am Osophagus der Ratte verringern die Endomorphine die
Aktivitit der glatten und der quergestreiften Muskulatur (146, 147).
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5 Spezielle Diskussion

5.1 Die Cannabinoide

5.1.1 Direkter Einfluss auf die glatte Muskelzelle

Die Basalaktivitdit der Muskulatur unter Versuchsbedingungen =zeigt ein typisches
wellenformiges Muster, bei dem sich Kontraktionen und Relaxationen abwechseln. In den
hier beschriebenen Versuchen wurde der Einfluss der Cannabinoid-Agonisten WIN 55,212-2,
Anandamid, Methanandamid und des CB;-Antagonisten AM 630 auf den basalen

Muskeltonus untersucht.

Die Existenz von CB;-Rezeptoren konnte mit Hilfe radioaktiv markierter Liganden und
immunhistochemischen Untersuchungen im enterischen Nervensystem des Verdauungstrakts
von z.B. Meerschweinchen (132) und Schweinen (88) nachgewiesen werden. Ein Nachweis
fiir die Existenz von CB;-Rezeptoren direkt auf den glatten Muskelzellen des Magen-Darm-

Trakts wurde bisher noch nicht erbracht.

Dies passt sehr gut zu den Ergebnissen unserer Versuche, bei denen die eingesetzten
Cannabinoide WIN 55,212-2 (107'°-107%), Anandamid (107'°-107), Methanandamid (10™'°-

10°) und der CB;-Rezeptor-Antagonisten AM 630 (10'°~10) keine Wirkung auf Basaltonus,
Basalaktivitdt oder die pharmakologisch stimulierte glatte Muskelzelle hatte. Aus diesen
Daten ldsst sich folgern, dass es — wie bei den Opioiden auch — funktionell keinen Hinweis fiir

Cannabinoidrezeptoren an postsynaptischen muskuldren Strukturen gibt.

5.1.2 Wirkung auf die pharmakologisch vorstimulierte Muskulatur

Serotonin bzw. 5-Hydroxytryptamin ist ein biogenes Amin, das in den enterochromaffinen
Zellen des Darmepithels synthetisiert wird. Auch in den Nervenzellen des Plexus myentericus
und im zentralen Nervensystem wird Serotonin gebildet. Hier {ibernimmt es die Aufgaben
eines Botenstoffes (Transmitter). Uber spezifische prisynaptische 5-HT-Rezeptoren erhdht es
u.a. auch die Ausschiittung von Acetylcholin. Die Folge einer Rezeptoraktivierung im Magen-

Darm-Trakt ist z.B. eine Verstidrkung der Motilitdt und der Fliissigkeitssekretion.
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Carbachol kann alle Zellen, die muskarinerge Rezeptoren besitzen beeinflussen.

Die Substanz zéhlt zu den direkten Parasympathikomimetika, d.h. Carbachol wirkt direkt am
Muskarinrezeptor und wird nicht von der Acetylcholinesterase gespalten und abgebaut. Seine
Wirkung im Gastrointestinaltrakt entfaltet es direkt an den glatten Muskelzellen. Wie
Serotonin steigert dieses direkte Parasympathomimetikum den Tonus, die Peristaltik und die

Sekretion im Magen-Darm-Trakt.

Gibt man Serotonin bzw. Carbachol in das Organbad, bewirken beide eine deutliche
Kontraktion der glatten Muskelzellen, die nach 1-1,5 Minuten (Serotonin 10”'M) bzw. 30-60
Sekunden (Carbachol 10°M) in ein Plateau iibergeht. Bei Serotonin bleibt das Plateau etwa
30 Minuten, bei Carbachol ca. 15 Minuten stabil. In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt

der bereits unter 5.1. genannten Cannabinoide sowie des jeweiligen Antagonisten untersucht.

In unseren Versuchen hatten WIN 55,212-2 (107'°-107), Anandamid (107'°-107),
Methanandamid (10'°-10°) und AM 630 (10'°-107) keinerlei Effekt auf die

pharmakologisch vorstimulierte Muskulatur.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Cannabinoide nicht in der Lage sind, iiber Mechanismen
direkt an der Muskelzelle Einfluss auf die Kontraktionsfahigkeit der pharmakologisch
vorstimulierten Muskulatur nehmen konnen. Diese Ergebnisse stimmen mit denen anderer
Arbeiten iiberein. Bei diesen Untersuchungen wurde das Ileum von Meerschweinchen mit
Acetylcholin, Carbachol, Substanz P oder Histamin vorbehandelt. Alle genannten Substanzen
wirken direkt an der glatten Muskelzelle und fiihren zur Kontraktion der Muskulatur.
Cannabinoide wie A9-THC, WIN 55,212-2 oder Anandamid hatten keinen hemmenden oder
stimulierenden Einfluss auf die Kontraktionsfdhigkeit des derart vorbehandelten

Meerschweinchenileums (28, 29, 73, 133, 134, 135).

5.1.3 Einfluss auf die elektrisch induzierte Kontraktion

Die elektrische Feldstimulation (10 Sek./min.; 40V; 5Hz; 1ms Pulsdauer) der glatten
Muskelzellen des Magenfundus im Nativzustand — ohne Vorstimulation und
pharmakologische Blocker — bewirkt eine Kontraktion. Da die Kontraktion durch die
Inkubation von Atropin (10®) oder TTX (10°) im Organbad blockiert werden kann, ist sie

cholinerg und neuronal vermittelt.
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Atropin stammt aus Nachtschattengewéchsen wie der Tollkirsche oder dem Stechapfel. Es
antagonisiert die muskarinerge Wirkung von Acetylcholin und zdhlt deshalb zu den
Parasympathikolytika. Es bewirkt u.a. eine Spasmolyse im Mastdarm und hemmt die
Peristaltik in Magen und Darm.

Bei Tetrodotoxin (TTX) handelt es sich um das Nervengift des japanischen Kugelfisches.
Auch in der Haut und in den Eiern kalifornischer Molche wurde Tetrodotoxin gefunden. Es
blockiert selektiv spannungsabhéngige Natriumkandle und auch den spannungsabhidngigen
Natriumtransport durch die Zellmembran. Die Folgen einer Vergiftung sind motorische und

sensible Lahmungen. Die Letaldosis liegt bei 10 png/kg Korpergewicht.

Durch die Zugabe des endogenen CB-Agonisten Anandamid (10'°-107) konnte die
Kontraktionsantwort konzentrationsabhdngig vermindert werden. Dieser Effekt liel sich mit
Hilfe des Antagonisten AM 630 (10) signifikant antagonisieren, er war aber nicht in der
Lage die Wirkung von Anandamid vollstandig zu blockieren. Dies ist wahrscheinlich dadurch
zu begriinden, dass Agonist und Antagonist in dquimolarer Konzentration verwendet wurden.
Fiir eine komplette Blockade wére eine liber 10x hohere Konzentration des Antagonisten bei
gleicher Affinitit notwendig.

Auch bei den Versuchen mit dem synthetischen CB;-Agonisten WIN 55,212-2 (107'°-107)
konnte die konzentrationsabhdngige Abschwichung der Kontraktionsfahigkeit gezeigt
werden. WIN 55,212-2 war im Vergleich zu Anandamid sogar ein noch stirkerer Inhibitor.
Im Gegensatz zu Anandamid konnte die hemmende Wirkung von WIN 55,212-2 nicht durch
AM 630 (107) antagonisiert werden.

Der synthetische CBj-Agonist Methanandamid (107°-107) war in der Lage, die elektrisch
induzierten Kontraktionen sogar noch zu verstirken, allerdings erreichte seine Wirkung nicht
das Signifikanzniveau. Wie schon bei WIN 55212-2 hatte der Antagonist AM 630 (107)
weder einen verstirkenden noch einen hemmenden Einfluss auf die beobachtete Wirkung von
Methanandamid. Bisher ist ungekldrt, warum Methanandamid den beschriebenen Effekt
besitzt. Im Einklang mit anderen Untersuchungen ist davon auszugehen, dass WIN 55,212-2
wegen seiner hohen Potenz durch den zu schwachen AM 630 nicht antagonisiert werden
kann. Die Beteiligung eines weiteren Rezeptors kann aber derzeit nicht ausgeschlossen

werden.

Das enterische Nervensystem der unterschiedlichsten Spezies enthdlt Cannabinoidrezeptoren.

So konnten z.B. durch spezifische Marker CB;-Rezeptoren auf den cholinergen Neuronen
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im Gastrointestinaltrakt von Schweinen nachgewiesen werden (88). Mit Hilfe der PCR wurde
CB; mRNA im Magen und Kolon des Menschen gefunden (29, 143) und auch im
menschlichen Ileum befinden sich CB;-Rezeptoren (29).

Durch das Verfahren der Polymerase-Kettenreaktion wurde der Nachweis von CB; mRNA im
myenterischen Plexus von Meerschweinchen und im Gastrointestinaltrakt von Rattenembryos
erbracht. Uber diese CB;-Rezeptoren beeinflussen die entsprechenden Cannabinoidagonisten

die gastrointestinale Tatigkeit in vivo und in vitro.

Unsere Beobachtung, dass WIN 55,212-2 und Anandamid hemmend auf die
Kontraktionsfahigkeit bei elektrischer Induktion wirken, stimmt mit den Ergebnissen anderer
Gruppen iiberein. So ergaben elektrophysiologische Untersuchungen an myenterischen
Neuronen (92), dass WIN 55,212-2 und der synthetische CB;-Agonist CP 55,940 die
schnellen exzitatorischen Potenziale (Transmitter Acetylcholin) an den Synapsen verringern
und WIN 55,212-2 zusitzlich auch negativ auf die langsamen erregenden Potenziale
(Transmitter NO) wirkt. Der in jedem der oben beschriebenen Experimente eingesetzte CB;-
Antagonist SR 141716A war in der Lage die Effekte der Cannabinoide zu blocken. Bei
alleiniger Gabe von SR 141716A wurde auBBerdem ein Anstieg der cholinergen vermittelten
Kontraktionen beschrieben (73). SR 141716A erhohte auch die Acetylcholinausschiittung in
den enterischen Neuronen (28). Dieser Effekt von SR 141716A wurde in unseren

Experimenten nicht beobachtet.

Pertwee et al. (124) beschrieben u.a. die Wirksamkeit von WIN 55,212-2, CP 55,940 und SR
141716A auf das Ileum beim Meerschweinchen. Bis auf den CB;-Antagonisten SR 141716A
konnten die Cannabinoide die elektrisch induzierten Kontraktionen reduzieren. In einer
zusitzlichen Versuchsrethe mit CP 55,940 wurde nachgewiesen, dass es die
Acetylcholinausschiittung wihrend der durch die EFS hervorgerufenen Kontraktionen
herabsetzt.

Auch im menschlichen Ileum konnten prasynaptische CB;-Rezeptoren nachgewiesen werden.
Bei deren Aktivierung durch WIN 55,212-2 war ebenfalls eine Hemmung der durch die
elektrische Feldstimulation induzierten Kontraktionen zu verzeichnen. Durch SR 141716A
wurde diesen Effekt antagonisiert, es hatte aber im Gegensatz zu den Beobachtungen am
[leum von Maiéusen und Ratten bei alleiniger Gabe keinen Einfluss auf die

Kontraktionsantwort (29).
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Um den Einfluss der Cannabinoide auf einzelne Parameter der Peristaltik des Ileums genauer
erkliren zu konnen, untersuchten Izzo et al. (76) die Wirkung von WIN 55,212-2 am

Meerschweinchendarm.

Durch ein bestimmtes Volumen im Darm wird durch die Dehnung der Darmwand ein
definierter Schwellenwert {iberschritten und der peristaltische Reflex ausgelost, die
longitudinale Muskulatur kontrahiert. WIN 55,212-2 erhohte das bendtigte Volumen und die
Druckschwelle, wihrend die Kontraktionsfdhigkeit der longitudinalen Muskulatur abnahm
(76). Bei der Maus fiihrte die Aktivierung der CB;-Rezeptoren in vivo durch WIN 55,212-2
zur Verminderung der Ausscheidung und zur Verlangsamung der Passage im oberen
Gastrointestinaltrakt (29). Auch der endogene Agonist Anandamid senkt in vivo die
intestinale Transitzeit (14). Bei der Ratte konnte kein Einfluss von WIN 55,212-2 oder CP
55,940 auf die Defaecation nachgewiesen werden, ansonsten war die Wirkung identisch mit
der am Ileum der Maus (75). Auch in diesen Versuchen war SR 141716A als Antagonist

erfolgreich und konnte bei alleiniger Gabe die gastrointestinale Motilitdt sogar erhhen.

Krowicki et al. (86) zeigten, dass die i.v.-Gabe von A’-THC bei Ratten eine langanhaltende
Verminderung des intragastralen Druckes und der Kontraktilitdt des Pylorus zur Folge hat.
Izzo et al. (74) beobachteten die Wirkung von WIN 55,212-2 und Cannabinol auf die
Magenentleerung bei Ratten und wiesen nach, dass beide einen inhibitorischen Effekt
besitzen. Bei beiden Untersuchungen konnten die beobachteten Auswirkungen durch den
CBj-Antagonisten SR 141716A antagonisiert werden, SR 141716A alleine hatte keinen
Einfluss auf die Magenentleerung.

Dass der CB;-Antagonist AM 630 die hemmende Wirkung von Anandamid aufheben kann,
aber bei alleiniger Gabe selbst eine Reduktion der Kontraktionsfihigkeit der einzelnen
Muskelstreifen hervorruft, stimmt mit den Untersuchungen von Pertwee et al. iiberein (124).
Abhéngig vom untersuchten Gewebe, konnten sie eine unterschiedliche Wirkungen der
Substanz beobachten. Im Vas deferens der Maus verminderte AM 630 die hemmende
Wirkung von WIN 55,212-2 (122). Spéter stellten sie fest, dass AM 630 alleine im
myenterischen Plexus von Meerschweinchen die elektrisch induzierten Kontraktionen
verminderte, gleichzeitig aber auch die hemmende Wirkung von WIN 55212-2
antagonisierte. Der Beweis, dass es sich bei AM 630 um einen inversen Agonisten handelt,
wurde schlieBlich von Landsman et al. erbracht (89). Ein inverser Agonist beeinflusst durch

Interaktion mit dem Rezeptor die Zellfunktion in entgegengesetzter Art und Weise wie ein
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»hormaler Agonist. Seine Wirkung kann ebenfalls durch entsprechende Antagonisten
aufgehoben werden.

Auch SR 141716A wirkt bei alleiniger Gabe reduzierend auf die Kontraktionsfahigkeit bzw.
hemmt die Wirkung exogener und endogener Agonisten. Es antagonisiert auch den
cannabomimetischen Effekt von AM 630 (129). Daher zdhlt man SR 141716A zu den
selektiven Antagonisten/inversen Agonisten.

Der Effekt von AM 630 und SR 141716A hingt womdglich mit einer Untergruppe von CB;-
Rezeptoren zusammen, die mit unterschiedlichen intrazelluliren Mechanismen ausgestatten
sind. Moglicherweise ldsst sich dieser Effekt auch anhand der unterschiedlichen Verteilung
von Rezeptoruntergruppen erkldren, an denen die einzelnen Substanzen ihre Wirkung
unterschiedlich entfalten koénnen. Als ein Beispiel fiir diese Erkldrung ist das Opioid -
Flunaltrexamin zu erwédhnen, welches am «-Opioidrezeptor als Agonist und am p-

Opioidrezeptor als Antagonist wirkt (158, 159).

Methanandamid zeigte in unseren Untersuchungen keinen signifikanten Effekt. Dies mag
damit zusammenhéngen, dass Methanandamid als ohnehin schwacher Agonist, nicht potent
genug ist an unserem Aufbau eine Wirkung zu entfalten. Es kann auch nicht ausgeschlossen
werden, dass Methanandamid nicht in der Lage ist, im notwendigen Mal} in das Gewebe zu

penetrieren und somit den Wirkort nicht in ausreichender Menge erreicht.

5.1.4 Einfluss auf die elektrisch induzierte Relaxation

Die nicht-adrenergen, nicht-cholinergen Nerven verlaufen v.a. im Plexus myentericus und
submucosus und bilden dort einen Bestandteil des enterischen Nervensystems. Sie vermitteln
den groflten Anteil an inhibitorischen Signalen im Gastrointestinaltrakt, wie z.B. die
Relaxation des unteren Osophagussphinkters nach dem Schlucken (53), die fiir die
Nahrungsaufnahme wichtige Magenentspannung (1) und die absteigende Inhibition des
peristaltischen Reflexes (55). Ihre wichtigsten Ubertriigerstoffe sind das vasoaktive intestinale

Polypeptid (VIP), PACAP (Pituitary Adenylatcyclase activating Peptide), ATP und NO.
Bei der Untersuchung der nicht-adrenergen, nicht-cholinergen Ubertragungswege nach dem

unter 2.3.2 beschriebenen Schema konnten wir einen signifikanten Einfluss der Cannabinoide

auf die elektrisch induzierte Relaxation des priakontrahierten Magenfundus feststellen.
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Anandamid  (10'°-10%) und WIN 552122 (10'°-10°) verminderten beide
konzentrationsabhingig die inhibitorische Antwort auf die einzelnen elektrischen
Stimulationen. Durch den CB)-Antagonisten AM 630 (107) konnte zwar signifikant der
Effekt von Anandamid, nicht aber der von WIN 55,212-2 aufgehoben werden. Im Einklang
mit den Versuchen auf die elektrisch induzierte Kontraktion und anderen Untersuchungen ist
davon auszugehen, dass WIN 55,212-2 wegen seiner hohen Affinitdt durch den zu schwachen
AM 630 nicht antagonisiert werden kann. Die Beteiligung eines weiteren Rezeptors kann aber
derzeit nicht ausgeschlossen werden.

Beim Einsatz von Methanandamid (10"°~10”) wurde keinerlei signifikante Verinderung der
Relaxation am Magenfundus beobachtet. Die mogliche Limitation beim Einsatz von
Methanandamid wurde bereits unter 5.3.1 diskutiert.

Die alleinige Gabe von AM 630 (10'°-107) hatte allerdings die Steigerung der nicht-
adrenergen, nicht-cholinergen Inhibition zur Folge. Diese Tatsache legt nahe, dass das
endogene Cannabinoidsystem auf die Regulation der Inhibition am Magenfundus Einfluss hat
und endogene Cannabinoide wie das Anandamid einen permanent hemmenden Einfluss auf
die NANC-Inhibition ausiiben. Dass die Wirkung von WIN 55,212-2 durch den Antagonisten
nicht erfolgreich aufgehoben wurde, weilit vielleicht auf die Existenz weiterer CB;-Rezeptor-
Subtypen hin.

In anderen Studien iiber die Wirkung von Cannabinoiden auf die nicht-adrenerge, nicht-
cholinerge Transmission am Ileum von Meerschweinchen, wurde der hemmende Effekt von
WIN 55,212-2 und Anandamid auf diese Art der Kontraktionsantwort ebenfalls nachgewiesen
(73). In diesem Fall konnte der CB;-Antagonist SR 141716A erfolgreich die Wirkung beider
Cannabinoide autheben. Bei alleiniger Gabe von SR 141716A wurde auBerdem ein Anstieg

der NANC-vermittelten Kontraktionen beschrieben.

Wirkung der Cannabinoide am Gastrointestinaltrakt

Magen - Hemmung der elektrisch induzierten cholinerg vermittelten Kontraktionen
durch die CB;-Agonisten Anandamid und WIN 55,212-2 (vgl. vorliegende

Arbeit)
- Hemmung der durch EFS ausgeldsten Relaxation durch Anandamid und

WIN 55,212-2 unter NANC-Bedingungen (vgl. vorliegende Arbeit)
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Ileum - Reduktion der elektrisch induzierten Kontraktionen am Ileum von
Meerschweinchen durch WIN 55,212-2 und CP 55,940 (124)

- Reduktion der elektrisch induzierten Kontraktionen am menschlichen

[leum (29)

Kolon - Verminderung der peristaltischen Aktivitidt im Kolon von Méusen durch
WIN 55,212-2

Peristaltischer

Reflex - WIN 55,212-2 erhoht das benotigte Volumen und die Druckschwelle, die

benodtigt wird, um den peristaltischen Reflex auszuldsen
(Meerschweinchen). Gleichzeitig nimmt die Kontraktionsfdhigkeit der
longitudinalen Muskulatur ab. (76)

- in vivo senken WIN 55,212-2 und Anandamid die Ausscheidung durch
die Verminderung der intestinalen Transitzeit bei der Maus (29)

- WIN 55,212-2 wirkt inhibitorisch auf die Magenentleerung bei Ratten
(74)

Tabelle 12: Wirkung der Cannabinoide am Gastrointestinaltrakt

5.2 Die Opioide

5.2.1 Direkter Einfluss der Opioide auf die glatte Muskelzelle

In unseren Versuchen wurde die Wirkung der beiden p-Rezeptoragonisten Endomorphin-1
und Endomorphin-2 sowie des p-Antagonisten CTOP auf den basalen Muskeltonus

untersucht.

Schon 1985 beschrieben verschiedene Forschungsgruppen ein direkter Einfluss von p-
Agonisten auf die glatte Muskelzelle im Darm von Hunden und Meerschweinchen (9, 43). Bei

den in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen am Ileum bzw. am
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Magenfundus der Ratte konnte allerdings keine direkte Wirkung von Endomorphin-1 (107'°—
10°) und Endomorphin-2 (10'°-107) auf die glatte Muskelzelle nachgewiesen werden. Der
u-Rezeptor-Antagonist CTOP (107'°-107) hatte ebenfalls keinen direkten Effekt auf die
spontane Kontraktion. Dieses Ergebnis ist im Einklang mit anderen Studien, in denen die
untersuchten Opioide keinen Einfluss auf das Ruhepotenzial der Membranen glatter
Muskelzellen im Darm von Hunden hatten (6). Unterstiitzt werden diese Resultate durch die
Tatsache, dass in Versuchen mit radioaktiv markierten Liganden zwar Opioidrezeptoren im
Nervengewebe, nicht aber auf den glatten Muskelzellen im Darm von Hunden nachgewiesen

werden konnten (3).

5.2.2 Einfluss auf die pharmakologisch vorstimulierte Muskulatur

Gibt man Serotonin bzw. Carbachol in das Organbad, bewirken beide eine deutliche
Kontraktion der glatten Muskelzellen, die nach 1-1,5 Minuten (Serotonin 10"M) bzw. 3060
Sekunden (Carbachol 10°M) in ein Plateau iibergeht. Bei Serotonin bleibt das Plateau etwa
30 Minuten, bei Carbachol ca. 15 Minuten stabil (vgl. 5.1.2).

In den Konzentrationen 10'°-10° hatten weder die p-Agonisten Endomorphin-1,
Endomorphin-2 noch der Antagonist CTOP Einfluss auf dieses Kontraktionsplateau.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Opioide nicht in der Lage sind, iiber Mechanismen direkt
an der Muskelzelle Einfluss auf die Kontraktionsfihigkeit der pharmakologisch
vorstimulierten Muskulatur nehmen konnen. Sie untermauern die These, dass p-

Opiatrezeptoren nicht postsynaptisch auf der Muskelzelle lokalisiert sind.

5.2.3 Einfluss auf die elektrisch induzierte Kontraktion

Exogene und endogene Opioide spielen eine wichtige Rolle bei der physiologischen Kontrolle
der Motilitdt im Magen-Darm-Bereich. Dabei ist der Effekt der Substanzen abhingig von der
Administration (intracerebroventrikulér i.c.v., intrathekal i.t., intravends i.v., subkutan s.c.),
der Affinitit der Opioide zu den einzelnen Rezeptoren, den verwendeten Spezies und den
untersuchten Magen-Darm-Abschnitten. Die Opioide gelten als Neuromodulatoren, die
prasynaptisch auf NANC-Neuronen hemmend auf die Freisetzung inhibitorischer
Transmitterstoffe (z.B. NO) oder auf cholinergen Neuronen hemmend auf die Freisetzung

exzitatorischer Stoffe (z.B. Acetylcholin, Substanz P) wirken kénnen (5, 69, 70).
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Der Beweis fiir die Existenz von zentralen Opioidrezeptoren wurde schon 1954 von Margolin
et al. (98) erbracht. Dabei verlangsamte die subdurale Injektion von Morphindosen, die
deutlich kleiner waren als effektive i.v.-Konzentrationen, die intestinale Transitzeit bei
Maiusen. Nach der intraarteriellen Administration von Morphin kommt es zu verstirkten
Kontraktionen im Pylorus und zur Magenentspannung — die Folge ist eine verlangsamte
Magenentleerung (38). Heute weill man, dass Morphin hauptsédchlich an pu-Rezeptoren wirkt.
Spéter durchgefiihrte pharmakologische Studien konnten den Effekt von p-Agonisten auf die
Motilitdt in vivo und in vitro (4, 115, 127), auf die Freisetzung von Neurotransmittern (26,
115) und den peristaltischen Reflex nachweisen (4). SchlieBlich erbrachte die neue
Generation an p-Rezeptor-knockout Méusen den entgiiltigen Beweis fiir den Einfluss von p-
Rezeptoren auf die Verlangsamung der gastrointestinalen Passage (136).

Bei Ratten und Méusen hat die i.c.v.-, i.t.- und s.c.-Injektion von p-Agonisten die Inhibition
des motorischen Antriebs im Gastrointestinaltrakt und im Kolon zur Folge. Diese Opioid-
vermittelte Hemmung des intestinalen Transits wird also durch p-Rezeptoren im Gehirn, im
Riickenmark und in der Peripherie {ibertragen (13).

Endomorphin-1 (10'°-10°) und Endomorphin-2 (10'°-10°) hemmten in unseren
Untersuchungen ebenfalls konzentrationsabhéngig die durch elektrische Feldstimulation
hervorgerufenen cholinerg vermittelten Kontraktionen. Endomorphin-2 war in seiner Wirkung
aber niedriger potent als Endomorphin-1. Durch den p-Antagonisten CTOP (107”) konnte
dieser Effekt wieder aufgehoben werden. Die inhibitorische Wirkung von Endomorphin-1 und

Endomorphin-2 wird demnach durch p-Rezeptoren vermittelt.

Zu diesem Ergebnis kommen auch Tonini et al. (156), die den Einfluss der beiden endogenen
Opioide auf das Meerschweinchenileum untersuchten. Dabei wurde die Kontraktionsantwort
auf die elektrische Feldstimulation durch Endomorphin-1 und Endomorphin-2
konzentrationsabhdngig bis hin zum volligen Verschwinden gehemmt. Bei unseren Versuchen
konnte die Kontraktion nur bis zu 2/3 aufgehoben werden. Dies kann an den
unterschiedlichen Spezies oder den untersuchten Abschnitten des Magen-Darm-Trakts liegen.
Es ist bekannt, dass die Aktivierung des p-Rezeptors eine Verminderung der
Acetylcholinausschiittung zur Folge hat (116, 161). Auf die durch exogen zugefiihrtes
Carbachol ausgelosten Kontraktionen haben Endomorphin-1 und Endomorphin-2 aber keinen

Einfluss. Daher ist der involvierte p-Rezeptor vermutlich prédsynaptisch lokalisiert. Im
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Einklang damit gibt es Hinweise aus anderen Systemen, dass an der Verminderung der

Acetylcholinfreisetzung ein prasynaptischer p-Rezeptor beteiligt ist (116).

5.2.4 Einfluss auf die elektrisch induzierte Relaxation

Endomorphin-1 und Endomorphin-2 verursachten beide eine konzentrationsabhidngige
(10'°M-10"M) Reduktion der elektrisch induzierten Relaxation des priakontrahierten
Muskelstreifens, wobei die Wirkung von Endomorphin-1 deutlich stirker war, als die von
Endomorphin-2. Dieser Effekt konnte signifikant durch den p-Rezeptorantagonisten CTOP
(10°M) aufgehoben werden. CTOP (10°M-10"M) selbst bewirkte bei alleiniger Gabe keine
Verianderung der Relaxation der Muskulatur am isolierten Magenfundus.

Wie bereits unter 5.2.1 und 5.2.2 erwéhnt, hatten die untersuchten Endomorphine keinerlei
direkten Effekt auf den Basaltonus der Muskulatur bzw. auf die durch Serotonin oder
Carbachol vorbehandelten Organstreifen. Dies legt nahe, dass sie ihre inhibitorische Wirkung
iiber einen préasynaptischen p-Rezeptor entfalten. Dass ihr hemmender Effekt durch den p-
Rezeptorantagonisten CTOP aufgehoben werden kann, bestétigt diese Vermutung. Es ist
bereits bekannt, dass {iber die Aktivierung des p-Rezeptors die Abgabe bestimmter
Ubertrigerstoffe beeinflusst werden kann. So wird z.B. im Gastrointestinaltrakt von
Meerschweinchen die durch elektrische Feldstimulation hervorgerufene
Acetylcholinausschiittung deutlich vermindert (115, 116). Allerdings werden tiiber die p-
Rezeptoren nicht nur cholinerge Ubertragungswege beeinflusst. So konnte z.B. eine
Verdnderung der Noradrenalinausschiittung im Kolon von Meerschweinchen (26), der
Serotoninabgabe in kortikalen Neuronen der Ratte (138) und ein Einfluss auf die
Ausschiittung von NO im Gefdf3system von Ratten (16) nachgewiesen werden.

Die in unseren Versuchen hervorgerufene Inhibition der Relaxation ist also wahrscheinlich
auf die eine Verminderung der Freisetzung der verantwortlichen Botenstoffe wie VIP oder
NO zuriickzufiihren. Auch bei den Enkephalinen wurde ein hemmender Einfluss auf nicht-
adrenerge, nicht-cholinerge inhibitorische Potentiale im menschlichen Ileum beschrieben (69,
70). Allerdings entfalten sie dort ihre Wirkung iiber prisynaptische &-Rezeptoren. Unsere
Arbeit zeigt unter anderem erstmals, dass Endomorphin-1 und Endomorphin-2 iiber p-

Rezeptoren die elektrisch induzierte NANC-Relaxation beeinflussen kann.
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Wirkung von Endomorphin-1 und Endomorphin-2 am Gastrointestinaltrakt

Osophagus - Hemmung der elektrisch induzierten Kontraktion der gestreiften und

der glatten Muskulatur (Ratte) (146, 147)

Magen - Reduktion der durch -elektrische Feldstimulation hervorgerufenen
cholinerg vermittelten Kontraktionen der glatten Muskelzellen (Ratte)

(vgl. vorliegende Arbeit)
- Reduktion der elektrisch induzierten Relaxation am Magenfundus der

Ratte unter NANC-Bedingungen (vgl. vorliegende Arbeit)

Ileum - Vollstindige Hemmung der durch EFS induzierten Kontraktionen am

Ileum von Meerschweinchen (156)

Tabelle 13: Wirkung von Endomorphin-1 und Endomorphin-2 am Gastrointestinaltrakt
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersucht die Wirkung von Opioiden und Cannabinoiden auf die
Aktivitit der glatten Muskelzellen im Magenfundus und im Ileum von Ratten. Zu den
untersuchten Opioiden zdhlen die beiden endogenen Opioide und p-Rezeptoragonisten
Endomorphin-1 und Endomorphin-2 sowie der synthetische p-Opioidrezeptorantagonist
CTOP. Bei den Cannabinoiden wurde der Effekt von Anandamid (endogen), WIN 55,212-2
und Methanandamid sowie des Cannabinoid-Antagonisten AM 630 beobachtet (alle
synthetisch).

Untersucht wurde der Einfluss der genannten Substanzen auf

- den Basaltonus und die Ruheaktivitit,

- die pharmakologisch (Carbachol, Serotonin) vorstimulierte Muskulatur,

- die durch elektrische Feldstimulation induzierten Kontraktionen und

- die elektrisch induzierte Relaxation unter nicht-adrenergen, nicht-cholinergen Bedingungen
untersucht.

[hm Rahmen der Arbeit wurden die folgenden Ergebnisse erzielt:

Einfluss auf den Basaltonus und die Ruheaktivitit

Die beiden Opioide Endomorphin-1 und Endomorphin-2 sowie ihr Antagonist CTOP hatten
keine Wirkung auf den Basaltonus und die Ruheaktivitit. Auch bei den untersuchten
Cannabinoiden und ihrem Antagonisten AM 630 konnte keine Verdanderung der beobachteten

Parameter festgestellt werden.

FEinfluss auf die pharmakologisch vorstimulierte Muskulatur

Serotonin und Carbachol induzieren durch direkte Stimulation eine Kontraktion an den glatten
Muskelzellen, die nach 30-90 sek. in ein Plateau {ibergeht. Dieses Plateau bleibt 15-30
Minuten stabil. Weder die untersuchten Opioide noch die untersuchten Cannabinoide und ihre

jeweiligen Antagonisten hatten Einfluss auf die derart vorbehandelte Muskulatur.

Einfluss auf die elektrisch induzierte Kontraktion

Durch die elektrische Stimulation (10 sek./min.; 40V; 5Hz; 1ms Pulsdauer) der einzelnen
Organstreifen kommt es zur cholinerg vermittelten Kontraktion, die durch Atropin (10°M)

und den neuralen Blocker TTX (10°M) vollstindig aufgehoben werden kann.
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Die  Kontraktionsantwort ~ wurde  durch  Endomorphin-1 und  Endomorphin-2
konzentrationsabhéngig gehemmt. Im Vergleich zu Endomorphin-1 war die Wirkung von
Endomorphin-2 niedriger potent. Der p-Antagonist CTOP konnte den beobachteten Effekt

blockieren.

Der Cannabinoidagonist Anandamid konnte die cholinerg vermittelte Kontraktionsantwort
konzentrationsabhingig vermindern. Dieser Effekt lie sich mit Hilfe des Antagonisten AM
630 signifikant antagonisieren. Auch WIN 55,212-2 reduzierte die Kontraktionsfahigkeit
konzentrationsabhingig. WIN 55,212-2 war im Vergleich zu Anandamid ein noch stirkerer
Inhibitor. Im Gegensatz zu Anandamid konnte die hemmende Wirkung von WIN 55,212-2
nicht durch AM 630 antagonisiert werden. Der Antagonist AM 630 hatte weder einen

verstarkenden noch einen hemmenden Einfluss auf die beobachtete Wirkung.

Finfluss auf die elektrisch induzierte Relaxation unter nicht-adrenergen, nicht-cholinergen

Bedingungen

Endomorphin-1 und Endomorphin-2 verursachten beide eine konzentrationsabhéngige

Reduktion der elektrisch induzierten Relaxation. Endomorphin-1 zeigte dabei eine deutlich
stairkere Wirkung als Endomorphin-2. Dieser Effekt konnte signifikant durch den p-
Rezeptorantagonisten CTOP aufgehoben werden. CTOP selbst bewirkte bei alleiniger Gabe

keine Veridnderung der Relaxation der Muskulatur am isolierten Magenfundus.

Anandamid und WIN 55,212-2 verminderten beide konzentrationsabhéngig die elektrisch
induzierte Relaxation. Durch den Antagonisten AM 630 konnte zwar signifikant der Effekt
von Anandamid, nicht aber der von WIN 55,212-2 aufgehoben werden. Beim Einsatz von
Methanandamid wurde keinerlei signifikante Verdnderung der Relaxation am Magenfundus
beobachtet. Die alleinige Gabe von AM 630 hatte die Steigerung der nicht-adrenergen, nicht-

cholinergen Inhibition zur Folge.

Aus diesen Ergebnissen lésst sich folgern, dass weder die Opioide noch die Cannabinoide
iiber einen postsynaptischen Rezeptor auf der glatten Muskelzelle verfiigen.

Die untersuchten Substanzen entfalten ihren Effekt {iber prdsynaptische Opioid- bzw.
Cannabinoidrezeptoren. So wirken Endomorphin-1 und Endomorphin-2 iiber den p-Rezeptor
und hemmen auf diesem Weg u.a. die Ausschiittung exzitatorischer Transmitter wie z.B.

Acetylcholin und inhibitorischer Neurotransmitter (z.B. NO, VIP). Die Cannabinoide
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Anandamid und WIN 55,212-2 greifen mit unterschiedlicher Potenz am présynaptisch
gelegenen CBj-Rezeptor an und vermindern so ebenfalls die Abgabe exzitatorischer
Neurotransmitter (Acetylcholin) sowie inhibitorischer Neurotransmitter (NO, VIP). Die
Beteiligung eines weiteren Rezeptors bei der Wirkung der Cannabinoide auf die
Neurotransmission im enterischen Nervensystem ist derzeit noch nicht ausgeschlossen. Die
Wirkung der Endomorphinrezeptoren bzw. des CB;-Rezeptors auf die inhibitorische
Neurotransmission legt fiir beide Rezeptoren eine komplexere modulatorische Wirkung im

enterischen Nervensystem nahe.
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Abb. 1:

Abb. 2:

Abb. 3:

Abb. 4:

Abb. 5:

Abb. 6:

Abb. 7:

Abb. &:

Schematisierte Darstellung des Versuchmodells

Darstellung der hemmenden Wirkung des CB;-Agonisten Anandamid auf die
elektrisch induzierte Kontraktion der Muskulatur (10’M—10"M) und der
reduzierenden Wirkung von AM 630 (10°M) auf den beobachteten Effekt

Darstellung der hemmenden Wirkung des CB-Agonisten WIN 55,212-2 auf die
elektrisch induzierte Kontraktion der Muskulatur (10°M-10"M). AM 630 (10"
’M) hatte keinen reduzierenden Effekt auf die beobachtete Wirkung.

Darstellung der induzierenden Wirkung des CB;-Agonisten Methanandamid auf
die elektrisch induzierte Kontraktion der Muskulatur (10"M—=10"M). AM 630 (10"
’M) hatte keinen signifikanten Einfluss auf den beobachteten Effekt.

Beispiel fiir die elektrisch induzierte Relaxation der mit Serotonin (107M)
vorbehandelten =~ Muskulatur  unter  nicht-adrenergen,  nicht-cholinergen

Bedingungen

Darstellung der Wirkung des CB;-Agonisten Anandamid (10°M) auf die
elektrisch induzierte Relaxation der mit Serotonin (107M) vorbehandelten

Muskulatur unter nicht-adrenergen, nicht-cholinergen Bedingungen

Darstellung der durch die elektrische Feldstimulation verursachten Relaxation
unter nicht-adrenergen nicht-cholinergen Bedingungen auf die mit Serotonin (10°
M) vorstimulierte Muskulatur ohne und mit Anandamid (10"-10°M) und dem
CBi-Antagonisten AM 630 (10°M) (n=8). Die Ergebnisse waren statistisch
signifikant.

*: p < 0.05 vs. Kontrolle; +: p < 0.05 Anandamid 10°M vs. Anandamid 10°M +
AM 630 10°M

Darstellung der Wirkung des CBj-Agonisten WIN 55212-2 (10°M) auf die
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Abb. 9:

Abb. 10:

Abb. 11:

Abb. 12:

Abb. 13:

Abb. 14:

elektrisch induzierte Relaxation der mit Serotonin (107M) vorbehandelten

Muskulatur unter nicht-adrenergen, nicht-cholinergen Bedingungen

Darstellung der durch die elektrische Feldstimulation verursachten Relaxation
unter nicht-adrenergen nicht-cholinergen Bedingungen auf die mit Serotonin (10
M) vorstimulierte Muskulatur ohne und mit WIN 55,212-2 (10"=10°M) und dem
CB;-Antagonisten AM 630 (10°M) (n=8). Die Ergebnisse waren statistisch
signifikant.

*:p < 0.05 vs. Kontrolle; +: p < 0.05 WIN 55,212-2 10°M vs. WIN 55,212-2
10°M + AM 630 10°M.

Darstellung der Wirkung des CB,-Antagonisten AM 630 (10°M) auf die
elektrisch induzierte Relaxation der mit Serotonin (107M) vorbehandelten

Muskulatur unter nicht-adrenergen, nicht-cholinergen Bedingungen

Darstellung der durch die elektrische Feldstimulation verursachten Relaxation
unter nicht-adrenergen nicht-cholinergen Bedingungen auf die mit Serotonin (10°
7M) vorstimulierte Muskulatur ohne und mit dem CB,-Antagonisten AM 630
(107-10M) (n=8). Die Ergebnisse waren statistisch signifikant.

*: p <0.05 vs. Kontrolle.

Darstellung des hemmenden Effekts von Endomorphin-1 (10'°M-10"M) und
Endomorphin-2 (10'°M-10"M) auf die elektrisch induzierte Kontraktion der
glatten Muskelzelle (10 sek./min.; 40V; SHz; 1ms Pulsdauer)

Darstellung der durch die elektrische Feldstimulation verursachten Relaxation
unter nicht-adrenergen, nicht-cholinergen Bedingungen auf die mit Serotonin (10~
"M) vorstimulierte Muskulatur ohne und mit Endomorphin-1 (107-10 M),
Endomorphin-2 (10 =10 M) und CTOP (10 M) (n = 6). Die Ergebnisse waren
statistisch signifikant. *: p < 0.05 vs. Kontrolle; +: p < 0.05 Endomorphin 10> M
vs. Endomorphin 10°M + CTOP 10> M.

Schematische Darstellung des Funktionskreises zwischen zentralem und

enterischen Nervensystem
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Abb. 15:

Abb. 16:

Abb. 17:

Abb. 18:

Abb. 19:

Abb. 20:

Abb. 21:

Abb. 22:

Tabelle 1:

Schematische Darstellung eines G-Protein gekoppelten Rezeptors vor Stimulation

durch einen Signalstoff

Schematische Darstellung eines G-Protein gekoppelten Rezeptors nach der
Stimulation durch einen Signalstoff. Die a-Einheit ist an ein Effektorprotein
gebunden, der lonenkanal hat sich gedftnet

Vorkommen der CB;-Rezeptoren im ZNS (78)

Aufbau des CB;- bzw. CB;,-Rezeptors im Vergleich. Aus Marijuana and Medicine

Strukturformeln des natiirlich vorkommenden Cannabinoids A’-THC und des

synthetischen Liganden CP 55,940

Strukturformel des CB-Agonisten WIN 55,212-2

Strukturformel des endogenen Cannabinoids Anandamid

Darstellung der identischen und nicht-identischen Bereiche der unterschiedlichen

Opioidrezeptoren (U, K, 0)

In den Experimenten untersuchte Opioide und Cannabinoide mit Antagonisten

(alle Biotrend, Ko6In, Deutschland)

Tabelle 2: Einfluss der Cannabinoid-Agonisten Anandamid, WIN 55,212-2, Methanandamid

Tabelle 3:

und des Antagonisten AM 630 auf das durch Carbachol (107M) induzierte
Kontraktionsplateau der glatten Muskelzelle (n.s. bedeutet nicht signifikant)

Einfluss des CB;-Agonisten Anandamid (10°M-10"M) auf die -elektrisch

induzierte Kontraktion der glatten Muskelzellen. n=6; * = p <0.05 Anandamid vs.

Kontrolle; +=p < 0.05 Anandamid vs. Anandamid + AM 630
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Tabelle 4:

Tabelle 5:

Tabelle 6:

Tabelle 7:

Tabelle 8:

Tabelle 9:

Einfluss des CB;-Agonisten WIN 55,212-2 (10°M-10"M) auf die elektrisch
induzierte Kontraktion der glatten Muskelzellen. n=6; * = p < 0.05 WIN 55,212-2

vs. Kontrolle

Einfluss des CB;-Agonisten Methanandamid (10°M-10"M) auf die elektrisch
induzierte Kontraktion der glatten Muskelzellen. n=6; * = p < 0.05

Methanandamid vs. Kontrolle

Effekt der Opioid-Rezeptoragonisten Endomorphin-1 und Endomorphin-2 auf die
durch Carbachol vorstimulierte Muskulatur (Carbachol 10 n.s. steht fiir nicht

signifikant; p< 0,05; n=15)

Effekt von Endomorphin-1, Endomorphin-2 und dem p-Rezeptor Antagonisten
CTOP auf die durch elektrische Feldstimulation (10 sek./min.; 40V; 5Hz; 1ms
Pulsdauer)  hervorgerufenen  cholinergen = Kontraktionen des Ileums.
(Endomorphin-1: n = 11; * = p < 0.05 EM1 vs. Kontrolle; + =p < 0.05 EMI1 vs.
EM1 + CTOP; Endomorphin-2: n = 11; * = p < 0.05 EM2 vs. Kontrolle; + =p <
0.05 EM2 vs. EM2 und CTOP)

Beispiele fiir die bisher bekannten cannabinoiden Bestandteile des Marihuanas

Meilensteine der Cannabinoidforschung

Tabelle 10: Klassische Entzugserscheinungen: Marihuana und Opioide im Vergleich

Tabelle 11:

Meilensteine der Opioidforschung

Tabelle 12: Wirkung der Cannabinoide am Gastrointestinaltrakt

Tabelle 13:

Wirkung von Endomorphin-1 und Endomorphin-2 am Gastrointestinaltrakt
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Abb.
ATP
AM 630

Anandamid
CaZ+

Ca(Cl
cAMP

CB,

CB;

cDNA

CO,

CP 55,240

CTOP
Endomorphin-1
Endomorphin-2
GDP

GTP

i.c.v.

i.t.

i.v.

K

KCl

KRS

mRNA

n
Methanandamid
MgSO,

NaCl

NaHCO;
NaH,PO4

Abbildung

Adenosintriphosphat
6-lodo-2-methyl-1-[2-(4-morpholinyl)ethyl]-1H-indol-3-yl](4-
methoxyphenyl) methanon
(allZ)-N-(2-Hydroxyethyl)-5,8,11,14-eicosatetraenamid
zweiwertige Kalziumionen

Kalziumchlorid

zyklisches Adenosinmonophosphat
Cannabinoidrezeptor Typ 1

Cannabinoidrezeptor Typ 2
copy-Desoxyribonucleinséure

Kohlendioxid
(-)-cis-3-[2-Hydroxy-4-(1,1-dimethylheptyl)phenyl]-trans-4-(3-
hydroxypropyl)cyclohexanol
D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Orn-Thr-Pen-Thr-NH2
Tyr-Pro-Trp-Phe-NH,

Tyr-Pro-Phe-Phe-NH,

Guanosindiphosphat

Guanosintriphosphat

intracerebroventrikuldr

intrathekal

intravends

einwertige Kaliumionen

Kaliumchlorid

Krebs-Ringer-Solution

Messenger-Ribonukleinsdure

Anzahl
(all-Z)-N-(2-Hydroxy-1-methylethyl)-5,8,11,14-eicosatetraenamid
Magnesiumsulfat

Natriumchlorid

Natriumhydrogencarbonat

Natriumdihydrogenphosphat
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NANC
NO
n.s.
PCR
s.c.

SR141716A

THC

TTX

VIP

WIN 55,212-2

5-HT

nicht-adrenerg, nicht-cholinerg

Stickstoff

nicht signifikant

Polymerase-chain-reaction

subkutan
N-(piperidin-1-yl)-5-(4-chlorophenyl)-1-(2,4-dichlorophenyl)-4-
methyl-1H-pyrazol-3-carboxamid HCl

Tetrahydrocannabinol

Tetrodotoxin

Vasoaktives intestinales Peptid
(R)-(+)-[2,3-Dihydro-5-methyl-3-(4-morpholinylmethyl) pyrrolo [1,2,3-
de]-1,4-benzoxazin-6-yl]-1-naphthalenylmethanon
5-Hydroxytryptamin
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