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1. Einleitung

Opioide und Cannabinoide gehdren zu den weitverbreitesten, missbrauchlich genutzten
Drogen des Menschen. Seit Jahrhunderten werden sie jedoch auch in verschiedenen Religion
und in der Medizin angewandt. Beide Substanzen weisen dhnliche pharmakologische
Eigenschaften auf, wie Induktion von Hypothermie, Sedation, Verminderung von Motilitét,
psychotrope Eigenschaften und im besonderen der analgetische Effekt. In den letzten
Jahrzehnten wurde viel Forschungsarbeit geleistet, um sich die Eigenschaften der
Cannabinoide und Opiate zu Nutze zu machen. Doch immer noch sind viele physiologische

und pharmakologische Wirkungen dieser Substanzen unerforscht.

1994 wurde ein neuer Opioidrezeptor zeitgleich in Méusen und Menschen entdeckt (70).
Dieser opioid receptor like (ORL1) Rezeptor wies eine 60 %ige Strukturgleichheit mit den
bekannten Opioidrezeptoren ( L, 6, k ) auf. Obwohl dieser neue Rezeptortyp viele
Gemeinsamkeiten, zum Beispiel in der Signaltansduktion, mit den bekannten
Opioidrezeptoren aufwies, zeigte der endogene ORL1- Rezeptoragonist Nociceptin keine
ausgeprigte Bindungsaffinitéit zu den traditionellen Opioidrezeptoren.

In vielen Geweben wurde der ORL1- Rezeptor in den folgenden Jahren nachgewiesen, sein
immunhistochemischer Nachweis im Gastrointestinaltrakt (73) legte den Schluss nahe, dass
der ORL1- Rezeptor und der endogene Agonist Nociceptin nicht nur in der
Schmerzempfindung und Schmerzmodulation eine Rolle spielt, sondern auch Einfluss auf

gastrointestinale Funktionen wie Reizverarbeitung, Motilitét und Sekretion hat.

Heutzutage sind zwei unterschiedliche Cannabinoidrezeptoren bekannt, der CB; und der
CB, .-Rezeptor. Auch sie weisen Ahnlichkeiten zu den Opioidrezeptoren auf, beispielsweise
die Signatransduktion {iber G- Proteine. Wihrend CB, — Rezeptoren iiberwiegend an Zellen
des mononukledren Immunsystems und im Knochenmark gefunden werden (30), befinden
sich CB;- Rezeptoren vor allem im ZNS, aber auch in der Peripherie auf prasynaptischen
Nervenendigungen (46), z.B. im menschlichen Ileum (20).

Endogene Liganden am CB;- Rezeptor sind Anandamid und 2-Arachidonylglycerol. Sie sind
in der Lage, genau wie Opioide, elektrisch induzierte Kontraktionen im Diinndarm zu

vermindern.



Die vorliegende Arbeit untersucht die Wirkung der ORL1- und CB;- Rezeptoren auf das
komplexe System der Reizverarbeitung und Reizweiterleitung innerhalb des peristaltischen
Reflexes am Diinndarm der Ratte.

Zu diesem Zweck wurde das traditionelle Einkammerorganbad in drei voneinander getrennte
Kammern unterteilt. Die elektrische Feldstimulation erfolgt in der ersten Kammer, in den
darauffolgenden Kammern zwei und drei werden die Kontraktionsantworten des
aszendierenden myenterischen Reflexes ausgewertet. Mit diesem System ist es erstmals
moglich, den Einfluss von Substanzen auf die Reizsensation, die Reizweiterleitung und die
Ubertragung auf das Effektorgan, die glatte Muskulatur des Ileums, zu beurteilen.

Im ersten Teil der Arbeit wurde das Dreikammersystem charakterisiert, im zweiten Teil

wurden pharmakologische Experimente zu ORL1- und CB;- Rezeptoren durchgefiihrt.

Ziel der Arbeit war es, den Einfluss der ORL1- und CB;- Rezeptoren auf den zeitlichen
Ablauf und die Kontraktionskraft im aszendierenden myenterischen Reflex zu untersuchen.
Beziiglich des ORL1- Rezeptors wurden der endogene Agonist Nociceptin, der Antagonist
[Nphe'Nociceptin(1-13), und Nocistatin verwendet. Am CB;- Rezeptor wurden der
endogene Agonist Anandamid und der synthetische Antagonist SR141716A untersucht.

Folgende Fragen sollen mittels der Versuche beantwortet werden:

- Haben Nociceptin, Nocistatin und [Nphe'Nociceptin(1-13), einen Einfluss auf Latenz
und Kontraktion im aszendierenden myenterischen Reflex?

- Unterscheiden sich die Effekte von Nociceptin im Ein- und Dreikammerbad?

- Gibt es Unterschiede bei Zugabe von Nociceptin und [Nphe'Nociceptin(1-13), an
unterschiedlichen Orten innerhalb des myenterischen Reflexes?

- Kann [Nphe'|Nociceptin(1-13), die Effekte von Nociceptin antagonisieren?

- Auf welche Stationen im aszendierenden Reflex hat der ORL1- Rezeptor Einfluss?

- Wie verdndern Anandamid und SR141716A einen oral gerichteten, elektrisch
induzierten Reflex, wenn die Substanzen am Ort der elektrischen Feldstimulation
zugegeben werden?

- Kann SR141716A Effekte von Anandamid antagonisieren?



2. Material und Methodik

2.1. Versuchstiere

Fiir die Experimente in diesem Modell wurden ménnliche Wistar-Ratten (Charles River Wiga
GmbH in Sulzberg) mit einem Korpergewicht zwischen 200 und 300 g verwendet. Die Tiere
wurden in einem vollklimatisierten Raum bei kiinstlichem Tag-Nacht-Rhythmus gehalten und
mit Trockenfutter und Wasser erndhrt. Ab dem Vorabend des Versuchstages erhielten die
Tiere nur noch Wasser, damit der Diinndarm standardisiert moglichst frei von Nahrungsresten

war.

2.2. Versuchsanordnung

Zunichst wurde ein doppelwandiges Einkammer-Organbad mit je einem Ausfluss rechts und
links verwendet. In beiden Abflussrohren befand sich ein kleiner Plastikschlauch, iiber den je
ein Ende des Darmsegmentes gestiilpt und mit Nadeln sicher befestigt werden konnte. Das
Organbad war gefiillt mit ca. 35 ml Krebs-Ringer-Puffer (KRP) (Na™ 138,68 mM;

Cl 122,61 mM; HCO; 22,14 mM; Glucose 11,11mM; K™ 4,60 mM; Mg*" 1,25 mM; Ca*"
2,63 mM; SO4* 1,25mM; H,PO,> 1,16 mM), der durch einen umgebenden Heizkreislauf
konstant auf 37 C gehalten und zur Oxygenierung mit Carbogen (95% O, 5% CO,) begast
wurde. Zur Stabilisierung diente ein Plastikstab mit einem Durchmesser von 1 mm, der in das
Darmlumen und dann in die beiden Abflussrohre eingefiihrt wurde, so dass der Darm auf
einer konstanten Hohe fixiert war.

In der Mitte des Darmsegmentes wurde ein Platinelektrodenpaar mit einer Fliche von je 10 x
5 mm und einem Abstand von 10 mm angebracht, iiber die der Darm mittels eines Stimulators
(Grass Medical Instruments, Quincy, Mass., USA) intermittierend alle zwei Minuten fiir die
Dauer von 15 Sekunden stimuliert wurde. Die elektrische Feldstimulation wurde mit 50 Volt,

einer Impulsdauer von einer Millisekunde und einer Frequenz von drei Hertz durchgefiihrt.



Muskelkontraktionen und Relaxationen der zirkuldren glatten Muskulatur wurden mit Hilfe
von zwei Kraftwandlern (FTO3C, Grass Medical Instruments, Quincy, Mass., USA)
registriert, die durch je einen Faden mit einer Klemme am Darm fixiert waren. Die
Kraftwandler wandelten die Kontraktionen in elektrische Spannungséinderungen um, die dann
von einem Schreiber (Sensormedics R 611, Anaheim, Kalifornien) aufgezeichnet wurden.
Gleichzeitig mit der Motilitdtsantwort wurde auch der Zeitpunkt und die Dauer der

Stimulation registriert.

zum Kraftmesser Spannungsnele zum Kraftmesser

Darmzegment

Abb.2.1: Der Darm im Einkammerorganbad



Nach den ersten Versuchen mit dem Einkammer-Organbad wurde dieses auf ein Modell mit
drei von einander getrennten Kammern umgewandelt. Dazu wurden Trennwénde aus Silikon
gegossen und in das Organbad eingepasst. Dadurch entstanden drei getrennte Kammern mit
12 ml, 7 ml und 12 ml Inhalt. Die Trennwéande besitzen in ihrer Mitte eine ca. 1 cm
durchmessende, runde Offnung, durch die ein gerade passendes Plastikrohrchen, iiber das ein
Stiick von einem handelstiblichen Praservativ gestiilpt ist, durchgeschoben wurde. In die sich
nun ergebende diinne Membran aus Latex wurde anschliefend mit einer heiflen Spitze ein
kleines Loch eingebrannt, durch dass dann der Darm vorsichtig durchgezogen werden konnte.
Dadurch ergab sich ein Organbad mit drei voneinander vollig unabhéngigen Kammern. In
der ersten Kammer befand sich die oben beschriebene Stimulationselektrode aus Platin, die
beiden weiteren Kammern enthielten je einen Kraftwandler zur Messung der Kontraktionen
und Relaxationen. Fiir die Versuche mit Anandamid und SR141716A wurde die zweite

Trennwand entfernt, die Position der Kraftmesser blieb jedoch unverédndert.

Spannungsqelle zum Kraftmeszer zurn Kraftrmeszer

Trennwand mit
Dichtung

’_Tﬁ_

D armzegment

Abb.2.2: Der Darm befindet sich in drei voneinander dicht abgeschlossenen Kammern.



2.3. Versuchsdurchfiihrung

Die Tiere wurden mit einer CO,-Narkose von 15 Sekunden Dauer und einer anschlieflenden
intraperitonealen Injektion von Na-Pentobarbital in einer Dosierung von 100 mg/kg
Korpergewicht betdubt. Ileum und Jejunum wurden sofort entnommen und nach sorgféltigem
Abpriparieren von mesenterialem Fett und Bindegewebe in oxygeniertem Krebs-Ringer-
Puffer aufbewahrt.

Anschlieend wurde ein ca. 8 cm langes Darmsegment innen und au3en mit KRP gespiilt, um
etwaige Verunreinigungen zu entfernen, durch die Offnungen der zwei Trennwinde gezogen
und in das Lumen ein Plastikstab zur Stabilisierung eingefiihrt. Der Darm konnte an beiden
Enden mit Hilfe von zwei Nadeln an den Plastikschlauchen in den Abflussrohren befestigt
werden. Dies geschah immer so, dass sich das Mesenterium oben befand und der Darm seine
natiirliche Lénge beibehielt. Nun wurde im Einkammerbad das Platinelektrodenpaar in der
Mitte des Darmsegmentes parallel zum Darm eingebracht, im Dreikammerbad befand sich die
Elektrode immer in der ersten Kammer. Die zwei Klemmen, die durch je einen Faden mit den
beiden Kraftwandlern verbunden waren, wurden im Einkammerbad zwei Zentimeter oral und
aboral der Stimulationselektrode befestigt, im Dreikammerbad befanden sie sich in der
zweiten und dritten Kammer in Richtung oral der Elektrode.

Es wurde sofort mit der Stimulation begonnen. Nach einer Equilibrierungsphase von einigen
Minuten wurde die niedrigste Konzentration einer Testsubstanz erst dann zugegeben, sobald
ein stabiles Niveau mit mindestens fiinf gleichen Stimulationsantworten erreicht war. Nach
jeweils mindestens drei weiteren Stimulationen wurde die néchsthohere Konzentration in das
Organbad gegeben. Beim Dreikammerbad bot sich die Moglichkeit, die Substanzen zum
einen in die erste Kammer mit der Stimulationselektrode, oder aber in eine der beiden anderen
Kammern mit den Kraftmessern zu geben. Die Dichtheit des Dreikammersystems konnte am
Ende eines Versuches mit der Zugabe von Methylenblau in die mittlere Kammer iiberpriift
werden. Bei einer Blaufdarbung der Pufferldsung in den angrenzenden Kammern wurde somit

eine nicht intakte Abdichtung nachgewiesen und die Ergebnisse wurden verworfen.
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2.4. Datenauswertung und Statistik

Die elektrische Feldstimulation 16ste oral eine Kontraktion der glatten zirkuldren Muskulatur
und aboral eine Relaxation aus, der eine Kontraktion folgte. Die Fliache {iber der Basallinie
des Ruhetonus diente als MaB fiir die Kontraktionsstirke. Sie wurde mit Hilfe eines
Digitalisierungsbretts und Auswertungsprogrammes (Sigma Scan, Jandel Scientific, Erkrath,
Deutschland) ermittelt und als Integral iiber der Zeit berechnet.

Als Kontrolle wurden die Mittelwerte der Basalwerte vor Substanzzugabe als 100 %- Werte
verwendet. Verdnderten sich die Kontraktionskurven nach Substanzzugabe wurde die
Anderung der Fliche unter der Kurve in Prozent angegeben.

Desweiteren erfolgte eine Messung der Latenzzeit zwischen Beginn der Stimulation und
Anfang der Kontraktion. Auch hier wurden wiederum die Mittelwerte der gemessenen
Latenzen als 100 %-Werte berechnet, eine etwaige Verlangerung oder Verkiirzung der
Latenzen nach Substanzzugabe wurde mit den Basalwerten verglichen.

Zum Vergleich der Mittelwerte wurde der Student-T-Test fiir gepaarte Stichproben mit
anschlieender Bonferoni- Korrektur mittels eines kommerziellen Statistikprogrammes
(Sigma Stat 2.0; Jandel Scientific, Irvine U.K.) durchgefiihrt.

Die Daten in den Graphen sind als Mittelwerte = SEM (standard errror of the mean: SEM =
STD/ \n-1 ) angegeben. n bezeichnet die Anzahl unabhingiger Ergebnisse an verschiedenen
Organsegmenten. Als Signifikanzniveau wurde eine Wahrscheinlichkeit von p < 0,05 fiir *

und p < 0,01 fiir ** festgelegt.
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2.5. Verwendete Substanzen

Folgende Substanzen wurden in den Versuchen verwendet:

Nociceptin, Nocistatin, [Nphel]Nociceptin( 1-13)NH;, , Anandamid und SR141716A,

alle Biotrend, KoIn, Deutschland.

SR141716A wurde freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Sanofi- Synthelabo, Berlin,
Deutschland.

Atropin und Hexamethonium von Sigma- Aldrich, Miinchen, Deutschland.

Alle Substanzen wurden in destilliertem Wasser geldst und bis zur Verwendung (maximal

drei Monate) bei — 20° C aufbewabhrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung des Dreikammerbades

3.1.1. Atropin

Atropin wirkt antagonistisch an den postgangliondren, muskarinergen Synapsen, die durch
Acetylcholin erregt werden. Diese Synapsen befinden sich in grofler Zahl an den glatten
Muskelzellen des Darmes. Der hier vorherrschende Rezeptortyp ist der M3 -Cholinozeptor,
iiber den die Phospholipase C aktiviert und in Folge davon die intrazellulire Ca**-
Konzentration erhoht wird. Dies wiederum fiihrt zu einer Kontraktion der glatten
Muskelzellen.

Atropin ist ein hochaffiner kompetitiver Antagonist des Acetylcholins an den
M-Cholinozeptoren, der konzentrationsabhéngig Acetylcholin vom Rezeptor verdrangt und
dessen Wirkung somit konzentrationsabhédngig abschwicht oder authebt.

In unserem Versuch verursachte Atropin bei Zugabe in die 2. Kammer dosisabhingig eine
deutliche Hemmung der Kontraktionsantwort und eine Verlingerung der Latenz in

Kammer 2.

Kontrolle Atropin 108 M Atropin 10% M Atropin 105 M

Kontraktion

Abb.3.1: Ausgeprdgte Kontraktionshemmung von Atropin bei Zugabe und Messung in Kammer2
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Tab.3.1: Einfluss von Atropin bei Zugabe in Kammer 2 und Messung in Kammer 2:

Atropin Einfluss auf die Kontraktion | Signifikanz | Einfluss auf die Latenz | Signifikanz
in Kammer 2 in Kammer 2

10-'9 M -4,41% n.s. 0,00 %

10-'8 M -11,71% n.s. + 12,18 % n.s.

10-'7 M -45,15% p< 0,05 + 14,22 % n.s.

10-'6 M -75,03% p< 0,01 + 25,00 % p< 0,05

10-'5 M -84,88% p< 0,01 + 35,92 % p< 0,05

Bei gleichzeitiger Messung von Kontraktion und Latenz in der 3. Kammer ergab sich eine
schwichere Inhibition der Kontraktion und weniger starke Verldngerung der Latenz als bei

Messung in der 2. Kammer:

Kontrolle in Kontraktion Kammer 3 Kontraktion Kammer 3 Kontraktion Kammer 3
Kammer 3 bei Atropin 108 M in bei Atropin 106 M in bei Atropin 105 M in
i Kammer 2 Kammer 2 i Kammer 2

Kontraktion

.

EFS _imm EFS _mm EFS _mm EFS _mm
Abb.3.2: Kaum Einfluss von Atropin auf die Kontraktionen und Latenzen in der dritten Kammer bei

Zugabe in Kammer 2.

Tab.3.2: Wenig Verdinderung der Kontraktionen und Latenzen in Kammer 3 bei Zugabe von Atropin in

Kammer 2:
Atropin Einfluss auf die Kontraktion |  Signifikanz Einfluss auf die Latenz Signifikanz
in Kammer 3 in Kammer 3

10-'9 M -1,31% n.s. 0,00 %

10-'8 M -4,38% n.s. 0,00 %

10-'7 M -7,20% n.s. + 0,79 % n.s.
10-'6 M -9,53% n.s. + 4,64 % n.s.
10-'5 M -14,62% p< 0,05 + 13,82 % n.s.
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Einfluss von Atropin auf die aszendierende Kontraktion
Applikation in die 2. Kammer

40 - *%

**

Flache unter der Kurve (%)
Einfluss auf die Latenz (%)
(o]

o

0 T T T T T
10-10 10° 108 107 106 105 104

Atropin (M)

—eo— Kontraktion Kammer 2
—o0— Kontraktion Kammer 3
—v»— Latenz Kammer 2
—v— Latenz Kammer 3

Abb.3.3: Einfluss von Atropin auf aszendierende Kontraktion und Latenz bei Zugabe in
Kammer 2, *: P < 0,05, **: p < 0,01.
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Wurde Atropin in hoher Konzentration (10~ M) in die erste Kammer zugegeben, 4nderten

sich Kontraktion und Latenz in den beiden Kammern 2 und 3 kaum:

Tab. 3.3: Einfluss von Atropin in Kammer 2 und 3 bei Zugabe in Kammer 1:

Atropin Einfluss auf die Kontraktion |  Signifikanz Einfluss auf die Latenz | Signifikanz
in Kammer 2 in Kammer 2

10-'5M -3,67% n.s. + 0,83 % n. s.

Atropin Einfluss auf die Kontraktion |  Signifikanz Einfluss auf die Latenz | Signifikanz
in Kammer 3 in Kammer 3

10-'5 M -2,99% n.s. 0,00 %

Flache unter der Kurve (%)
Einfluss auf die Latenz (%)

Einfluss von Atropin auf den
aszendierenden myenterischen Reflex
Applikation in die Stimulationskammer

60 -

40 -

20 -

of 2 ((\e( )

FERVE

ri
o

N \°

2y
o

Kontrolle vs. Atropin (10'5M)

mmmm Kontrolle
C—= Atropin 10° M

Abb.3.4.: Nahezu unverdinderte Kontraktionen und Latenzen in Kammer 2 und 3 bei Zugabe von

Atropin in die Stimulationskammer.
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3.1.2. Hexamethonium

Hexamethonium hat einen selektiv depolarisierenden Effekt an allen nikotinergen Rezeptoren,
die postsynaptisch an der Skelettmuskulatur, den vegetativen Ganglien und im ZNS
vorkommen. Die parasympatischen Ganglien befinden sich im intramuralen Auerbach-Plexus
des Darms. Da Hexamethonium auf die motorische Endplatte, den Sympathikus und den
Parasympathikus gleichzeitig wirkt, wird es heute nur noch zu experimentellen Zwecken und
als Standard bei der Priifung anderer gangliondr wirkender Substanzen verwendet.

Bei Zugabe von Hexamethonium in einer Konzentration von 10™ mol/l in die
Stimulationskammer waren in den darauffolgenden Kammern 2 und 3 keine

Kontraktionsantworten oder Latenzen mehr messbar.

Kontrolle in Kammer 2 Kontraktion Kammer 2 Kontrolle Kammer 3 Kontraktion Kammer 3

e U

EFS _ mm EFS _imm _ EFS _mm EFS _mm

Abb. 3.5: Zugabe von 107 M Hexamethonium in die 1. Kammer fiihrt zu einer Ausloschung der

Kontraktionen in den Kammern 2 und 3.

Tab.3.4: Einfluss von Hexamethonium in Kammer 2 und 3 bei Zugabe in Kammer 1:

Hexamethonium Einfluss auf die Kontraktion Einfluss auf die Latenz
in Kammer 2 in Kammer 2
10-'5 M --100,00 % keine messbare Veranderung
Hexamethonium Einfluss auf die Kontraktion Einfluss auf die Latenz
in Kammer 3 in Kammer 3
10-'5 M --100,00 % keine messbare Veranderung
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Bei einer Konzentration von 10” mol/l Hexamethonium in der zweiten Kammer kam es
ebenso zu einer volligen Ausléschung der Kontraktionen in beiden Kammern, Latenzen

waren nicht mehr messbar.

Kontrolle Kammer 2 Kontraktion Kammer 2 Kontrolle Kammer 3 Kontraktion Kammer 3

}

EFS

EFS _mm EFS EFS _mm

Abb.3.6: Hexamethonium bewirkt bei Zugabe in Kammer 2 eine vollstindige Ausléschung von

Kontraktionen in Kammer 2 und 3.

Tab.3.5: Einfluss von Hexamethonium in Kammer 2 und 3 bei Zugabe in Kammer 2:

Hexamethonium Einfluss auf die Kontraktion Einfluss auf die Latenz
in Kammer 2 in Kammer 2
10-'5 M --100,00 % keine messbare Veranderung
Hexamethonium Einfluss auf die Kontraktion Einfluss auf die Latenz
in Kammer 3 in Kammer 3
10-'5 M --100,00 % keine messbare Veranderung
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3.1.3. Nociceptin

Nociceptin ist ein endogender Agonist am ORL1- Rezeptor. Um die Wirkung des Nociceptins
am Dinndarm der Ratte ndher zu differenzieren, wurden Versuche zundchst am
Einkammerbad und anschlieBend am Dreikammerbad durchgefiihrt. Im Einkammerbad fiihrte
Nociceptin zu einer deutlichen Hemmung der Kontraktionen und einer Verldngerung der

Latenz sowohl im aszendierenden (oralen) als auch im deszendierenden (aboralen) Reflex.

Kontrolle Nociceptin 108 M Nociceptin 107 M Nociceptin 108 M

Kontraktion

EFS mmm m 000 m 000 m 000

Abb.3.7: Nociceptin vermindert im oralen Reflexweg die Kontraktionen.

Tab.3.6. Verldngerung der Latenz und Verminderung der Kontraktion im aszendierenden Reflexweg

bei Zugabe von Nociceptin im Einkammerbad.:

Nociceptin | Einfluss auf die Kontraktion | Signifikanz | Einfluss auf die Latenz | Signifikanz
oral oral
10-'10 M -4,42% n.s. + 1,02 % n.s.
10-'9 M -8,95% n.s. + 4,28 % n.s.
10-'8 M -28,56% p< 0,05 + 11,27 % n.s.
10-'7 M -43,00% p< 0,05 +21,41 % p< 0,05
10-'6 M -65,80% p< 0,01 + 32,39 % p< 0,05
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Kontrolle

Kontraktion

Nociceptin 108 M

Nociceptin 107 M

Nociceptin 10 M

-

EFS _mmm om0 o 00 o 00

Abb.3.8: Auch im deszendierenden Reflexweg verldngert Nociceptin dosisabhdngig die Latenz und

verringert die Kontraktion.

Tab.3.7: Einfluss von Nociceptin auf den deszendierenden Reflexweg.

Nociceptin |Einfluss auf die Kontraktion | Signifikanz | Einfluss auf die Latenz | Signifikanz
aboral aboral
10-'10 M -2,43% n.s. 0,00 %
10-'9M -10,62% n.s. + 1,67 % n.s.
10-'8 M -24,96% p< 0,05 + 10,08 % n.s.
10-'7 M -38,18% p< 0,05 + 26,01 % p< 0,05
10-'6 M -69,90% p< 0,01 + 36,48 % p< 0,01
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Einfluss von Nociceptin im Einkammerbad
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Abb.3.9: Gesamtiibersicht iiber die Effekte von Nociceptin im Einkammerbad.

*p<0,05;**: p<0,0l1.

1010
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Nociceptin (M)
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—o— Kontraktion oral
—v— Latenz aboral
—v— Latenz oral
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Im Dreikammerbad verursacht Nociceptin bei Zugabe in die Stimulationskammer ebenso eine
Hemmung der Kontraktion und Verldngerung der Latenz, die dhnlich stark ausgeprigt sind

wie im Einkammerbad:

Kontrolle in Kammer 2 Nociceptin 108 Nociceptin 107 Nociceptin 106

in Kammer 1 in Kammer 1 in Kammer 1

Kontraktion

A

om 00O 9= @09 @909 mm 44000000000

Abb.3.10: Nociceptin veringert Kontraktionen und verlingert Latenzen in der 2. Kammer, wenn es in

die Stimulationskammer zugegeben wird.
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Tab.3.8.: Bei Zugabe von Nociceptin in die Stimulationskammer verringern sich die Kontraktionen und

die Latenzen in Kammer 2 und 3:

Nociceptin [Einfluss auf die Kontraktion | Signifikanz | Einfluss auf die Latenz | Signifikanz
in Kammer 2 in Kammer 2
10-'10 M -4,05% n.s. -0,67% n.s.
10-'9 M -15,17% p< 0,05 +7,31% n.s.
10-'8 M -31,72% p< 0,05 + 11,08 % n.s.
10-'7 M -40,37% p< 0,01 + 18,95 % p< 0,05
10-'6 M -64,72% p< 0,01 + 33,93 % p< 0,05

Nociceptin [Einfluss auf die Kontraktion | Signifikanz | Einfluss auf die Latenz | Signifikanz

in Kammer 3 in Kammer 3
10-10 M -5,50% n.s. +1,19 % n.s.
10-'9 M -10,50% n.s. + 5,04 % n.s.
10-'8 M -28,21% p< 0,05 + 12,42 % p< 0,05
10-7 M -41,65% p< 0,05 + 19,13 % p< 0,05
10-'6 M -65,72% p< 0,01 + 29,28 % p< 0,05
Kontrolle in Kammer 3 Nociceptin 108 Nociceptin 10”7 Nociceptin 10®
in Kammer 1 in Kammer 1 in Kammer 1

Kontraktion

-

o @09 @@= @09 m=m @909 mm 449000000

-

Abb.3.11: Kontraktionen und Latenzen in Kammer 3 zeigen bei Zugabe von Nociceptin in die

Stimulationskammer ein dhnliches Bild wie in Kammer 2.
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Einfluss von Nociceptin auf die aszendierende Kontraktion
Applikation in die 1. Kammer

160 -

140 1

120 1

100 1

80 1

60 -

Flache unter der Kurve (%)
Einfluss auf die Latenz (%)

40 -

20 v v T ' T '
10" 10  10° 108 10”7 106 10-°

Nociceptin (M)

—o— Kontraktion Kammer 2
—o0— Kontraktion Kammer 3
—v»— Latenz Kammer 2
—o»— Latenz Kammer 3

Abb.3.12: Einfluss von Nociceptin in aufsteigenden Konzentrationen auf den aszendierenden Reflex

bei Zugabe in die Stimulationskammer. *: p < 0,05 ; **: p < 0,01.
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Bei Zugabe aufsteigender Konzentrationen von Nociceptin in die zweite Kammer werden die
Kontraktionen und die Latenzen in Kammer 2 und 3 in dhnlicher Weise abgeschwicht, wie

bei Zugabe in die Stimulationskammer:

Kontrolle in Kammer 2 Nociceptin 108 Nociceptin 10”7 Nociceptin 10

in Kammer 2 in Kammer 2 in Kammer 2

Kontraktion

.

EFS _mmm o 00 o 00 o 00

Abb.3.13: In Kammer 2 nehmen die Kontraktionen ab und die Latenzen zu, wenn Nociceptin anwesend

ist.

Fin fast identisches Kontraktionsmuster ist bei diesen Versuchen in Kammer 3 zu beobachten:

Kontrolle in Kammer 3 Nociceptin 108 Nociceptin 10”7 Nociceptin 10

in Kammer 2 in Kammer 2 in Kammer 2

Kontraktion

Abb.3.14: Kontraktionskurven in Kammer 3 bei Zugabe von Nociceptin in Kammer 2.
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Tab.3.9: Einfluss von Nociceptin bei Zugabe in Kammer 2:

Nociceptin |Einfluss auf die Kontraktion | Signifikanz Einfluss auf die Latenz Signifikanz
in Kammer 2 in Kammer 2
10-10 M -4,49% n.s. 0,00% n.s.
10-'9 M -13,41% n.s. + 8,33 % n.s.
10-'8 M -37,39% p< 0,05 + 18,75 % p< 0,05
10-'7 M -46,40% p< 0,01 + 21,43 % p< 0,05
10-'6 M -60,43% p< 0,01 + 33,33 % p< 0,05
Nociceptin |Einfluss auf die Kontraktion |  Signifikanz Einfluss auf die Latenz Signifikanz
in Kammer 3 in Kammer 3
10-10 M -3,63% n.s. 0,00% n.s.
10-'9 M -10,88% n.s. + 2,56 % n.s.
10-'8 M -21,70% p< 0,05 + 6,98 % n.s.
10-'7 M -45,79% p< 0,05 + 14,46 % p< 0,05
10-'6 M -62,82% p< 0,01 + 24,95 % p< 0,05
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Einfluss von Nociceptin auf die aszendierende Kontraktion
Applikation in die 2. Kammer

Flache unter der Kurve (%)
Einfluss auf die Latenz (%)

40 1

20 L] L] L] L] L] L]
101 10°  10° 10 107 10  10°

Nociceptin (M)

—eo— Kontraktion Kammer 2
—o0— Kontraktion Kammer 3
—v»— Latenz Kammer 2
—v— Latenz Kammer 3

Abb. 3.15: Nociceptin verringert die Kontraktionen und verldngert die Latenzen in Kammer 2 und 3.

% p < 0,05; % p <00l
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3.1.4. [Nphe'] Nociceptin (1-13)NH,

[Nphe'] Nociceptin (1-13)NH, ist ein selektiver, kompetitiver Antagonist am ORL1-
Rezeptor. Um seine Wirkung am myenterischen Reflex des Diinndarms der Ratte zu
untersuchen, wurden aufsteigende Konzentrationen von [Nphe'] Nociceptin (1-13)NH, in die
Kammern 1 und 2 des Organbads zugegeben. Nach Erreichen der hochsten Konzentration von
10 M in der Stimulationskammer wurde 10® M Nociceptin zugegeben, um die
antagonistische Wirkung des [Nphe'] Nociceptin (1-13)NH, nachzuweisen.

Unter Anwesenheit des Antagonisten [Nphe'] Nociceptin (1-13)NH, konnte gezeigt werden,
daB die Inhibition der Kontraktion und die Verldngerung der Latenz des Nociceptin teilweise
antagonisiert werden konnte. [Nphe'] Nociceptin (1-13)NH, allein hatte keinen signifikanten

Einfluss auf Kontraktion und Latenz.
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Einfluss von (Nphe1)Nociceptin(1-1 3)NH,

auf die aszendierende Kontraktion
Applikation in die 1. Kammer

110 -

Flache unter der Kurve (%)
Einfluss auf die Latenz (%)
>
o

90 v ' ' ; ;
10-" 101 107 108 107 106 105

(Nphe')Nociceptin(1-1 3)NH, (M)

—e— Kontraktion Kammer 2
—o0— Kontraktion Kammer 3
—v— Latenz Kammer 2
—v— Latenz Kammer 3

Abb.3.16: Schwache, nicht signifikante Wirkung des [Nphe'] Nociceptin (1-13)NH, bei Zugabe in

Kammer 1.
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Waurde jedoch anschliefend Nociceptin in die Stimulationskammer gegeben, in der sich
[Nphe'] Nociceptin (1-13)NH, in einer Konzentration von 10 M befand, wurden die
Kontraktionen weniger verringert und die Latenzen weniger verlingert, als bei alleiniger

Gabe von Nociceptin:

Kontrolle in Kammer 2 Nociceptin NH2 108 M Nociceptin NH2 106 M Nociceptin NH2 10 M
in Kammer 1 in Kammer 1 + Nociceptin 107 M

in Kammer 1

EFS _mm EFS EFS _mmm

Abb.3.17: Antagonistische Wirkung des [Nphe'] Nociceptin (1-13)NH; bei Zugabe in Kammer 1.

Kontraktionskurven aus Kammer 2.

Auch in der entfernten 3. Kammer wurden die Reflexantworten weniger abgeschwécht:

Kontrolle in Kammer 3 Nociceptin NH2 108 M Nociceptin NH2 106 M Nociceptin NH2 106 M
in Kammer 1 in Kammer 1 + Nociceptin 107 M

in Kammer 1

I

- EFS — EFS — EFS __mm

Abb.3.18: Kontraktionskurven in der 3. Kammer bei Anwesenheit von Nociceptin und

[Nphe'] Nociceptin (1-13)NH; in der Stimulationskammer.
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Tab.3.10: Antagonistischer Effekt des [Nphel | Nociceptin (1-13)NH, in der Stimulationskammer:

Nociceptin- |Einfluss auf die Kontraktion | Signifikanz | Einfluss auf die Latenz | Signifikanz

antagonist NH2 in Kammer 2 in Kammer 2
10-10 M -0,18% n.s. 0,00%
10-'9 M -1,04% n.s. 0,00%
10-'8 M -1,76% n.s. 0,00%
10-7 M -2,08% n.s. 0,00%
10-'6 M -2,50% n.s. 0,00%

Nociceptin
10-'6 -13,33% n.s. 0,00%

Nociceptin- |Einfluss auf die Kontraktion | Signifikanz | Einfluss auf die Latenz | Signifikanz

antagonist NH2 in Kammer 3 in Kammer 3
10-"10 M -0,38% n.s. -0,69% n.s.
10-'9 M -0,51% n.s. -0,69% n.s.
10-'8 M -0,88% n.s. + 0,05 % n.s.
10-7 M -1,37% n.s. -0,13% n.s.
10-'6 M -1,67% n.s. -0,08% n.s.
Nociceptin
10-'6 -13,01% n.s. -1,22% n.s.

Im Vergleich zur alleinigen Gabe von Nociceptin in die Stimulationskammer
(vgl. Tabelle 3.8), wo Nociceptin in einer Konzentration von 10° M die Kontraktionen um ca.
65 % verringerte und die Latenzen um ca. 31 % verldngerte, wird der antagonistische Effekt

des [Nphe'] Nociceptin (1-13)NH, deutlich.
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Einfluss von (Nphe1)Nociceptin(1-13)NH2 und Nociceptin

auf die aszendierende Kontraktion
Applikation in die 1. Kammer

110 1

-
(=]
o

o
o

Flache unter der Kurve (%)
Einfluss auf die Latenz (%)

80

10-1¢  10° 108 107 106 105
Nociceptin

(Nphe')Nociceptin(1-13)NH, (M)

—eo— Kontraktion Kammer 2
—o— Kontraktion Kammer 3
—v— Latenz Kammer 2
—v— Latenz Kammer 3

Abb.3.19: Gesamtdarstellung der Effekte von [Nphe'] Nociceptin (1-13)NH, und Nociceptin in der

Stimulationskammer-.
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In der zweiten Kammer zeigte [Nphe'] Nociceptin (1-13)NH, kaum Einfluss auf die

Kontraktionen, die Latenzen wurden jedoch um bis zu 24 % verléngert:

Einfluss von (Nphe1)Nociceptin(1-1 3)NH,
auf die aszendierende Kontraktion

Applikation in die 2. Kammer
130 -
120 -

110 1

100 -

Flache unter der Kurve (%)
Einfluss auf die Latenz (%)

90 v v ' ' ; '
10-" 101  10° 108 107 106 10-5

(Nphe')Nociceptin(1-1 3)NH, (M)

—e— Kontraktion Kammer 2
—o0— Kontraktion Kammer 3
—v— Latenz Kammer 2
—v— Latenz Kammer 3

Abb.3.20: [Nphe'] Nociceptin (1-13)NH, verlingert die Latenzen bei Zugabe in Kammer 2, die

Kontraktionen bleiben nahezu unverdndert. *: p < 0,05 .
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Die anschlieende Zugabe von Nociceptin in aufsteigenden Konzentrationen in die noch
[Nphe'] Nociceptin (1-13)NH, enthaltende 2. Kammer ergab eine verminderte Wirkung des

Nociceptins unter Anwesenheit des Antagonisten.

Kontrolle in Kammer 2 Nociceptin NH2 108 M Nociceptin NH2 10 M Nociceptin NH2 10¢ M
+ Nociceptin 107 M

3

- EFS — EFS — EFS _mm

Abb.3.21: Antagonistische Wirkung des [Nphe'] Nociceptin (1-13)NH; bei Zugabe von Nociceptin in

Kammer 2. Kontraktionskurven in Kammer 2.

Derselbe Effekt wurde auch in der dritten Kammer beobachtet:

Kontrolle in Kammer 3 Nociceptin NH2 108 M Nociceptin NH2 106 M Nociceptin NH2 106 M
+ Nociceptin 107 M

A A A

EFS _ mm EFS _imm EFS _mm EFS _mm

Abb.3.22: Antagonistische Wirkung des [Nphe'] Nociceptin (1-13)NH; bei Zugabe von Nociceptin in

Kammer 2. Kontraktionskurven in Kammer 3.

34



Tab.3.11: Gesamtiibersicht iiber den Einfluss des Nociceptinantagonisten [Nphe'] Nociceptin (1-
13)NH, bei Zugabe in Kammer 2:

Nociceptin- |Einfluss auf die Kontraktion | Signifikanz Einfluss auf die Latenz Signifikanz
antagonist NH2 in Kammer 2 in Kammer 2
10-10 M -0,12% n.s. +0,71 % n.s.
10-'9 M -0,28% n.s. +4,82 % n.s.
10-'8 M -0,43% n.s. + 16,64 % p< 0,05
10-'7 M -0,78% n.s. + 20,16 % p< 0,05
10-'6 M -1,25% n.s. + 24,04 % p< 0,05
Nociceptin
10-'9 -1,66% n.s. + 23,41 % p< 0,05
10-'8 -16,24% n.s. + 24,04 % p< 0,05
10-'7 -28,10% p< 0,05 + 24,04 % p< 0,05
Nociceptin- | Einfluss auf die Kontraktion | Signifikanz Einfluss auf die Latenz Signifikanz
antagonist NH2 in Kammer 3 in Kammer 3
10-10 M -0,12% n.s. 0,00%
10-'9 M -0,30% n.s. + 2,02 % n.s.
10-'8 M -0,64% n.s. + 11,43 % n.s.
10-'7 M -1,27% n.s. + 13,65 % p< 0,05
10-'6 M -2,30% n.s. + 17,82 % p< 0,05
Nociceptin
10-'9 -2,55% n.s. + 17,46 % p< 0,05
10-'8 -19,04% n.s. + 17,82 % p< 0,05
10-7 -28,00% p< 0,05 + 17,82 % p< 0,05
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Einfluss von Nociceptin bei Anwesenheit
von 10° M (Nphe")Nociceptin(1-13)NH,

auf die aszendierende Kontraktion
Applikation in die 2. Kammer

110 -
o o 1004 i E*
*
ts
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10-10 109 108 107 106

Nociceptin (M)

—eo— Kontraktion Kammer 2
—o0— Kontraktion Kammer 3
—v»— Latenz Kammer 2
—v— Latenz Kammer 3

Abb.3.23: Befand sich der Nociceptinantagonist [Nphe'] Nociceptin (1-13)NH, bereits in Kammer 2,
war der hemmende Effekt des Nociceptins auf Kontraktion und Latenz weniger stark ausgeprdgt.

*p < 0,05.

36



3.1.5. Nocistatin

Bisher konnte Nocistatin einige Effekte des Nociceptin im ZNS antagonisieren, eine Wirkung

auBBerhalb des ZNS einschlieBlich des Riickenmarks wurde noch nicht beobachtet. In unseren

Versuchen wurde der Einfluss von Nocistatin auf den aszendierenden und den

deszendierenden myenterischen Reflex im Einkammerbad getestet.

In aufsteigenden Konzentrationen von Nocistatin bis zu 10° M lieB sich eine méBige

Abschwichung der Kontraktionen und eine leichte Verldngerung der Latenzen feststellen:

Tab.3.12: Einfluss von Nocistatin auf den oralen und aboralen Reflexweg im Einkammerbad.:

Nocistatin  [Einfluss auf die Kontraktion | Signifikanz | Einfluss auf die Latenz | Signifikanz
aboral aboral
10-10 M -0,37% n.s. +0,71 % n.s.
10-'9 M -1,09% n.s. +2,05% n.s.
10-'8 M -1,76% n.s. + 3,05 % n.s.
10-7 M -4,84% n.s. +9,45 % n.s.
10-'6 M -14,16% n.s. + 12,07 % n.s.
Nocistatin | Einfluss auf die Kontraktion | Signifikanz | Einfluss auf die Latenz | Signifikanz
oral oral
10-10 M -0,12% n.s. 0,00 % n.s.
10-'9 M -0,30% n.s. +2,02 % n.s.
10-'8 M -0,64% n.s. +2,10 % n.s.
10-'7 M -5,36% n.s. +6,71 % n.s.
10-'6 M -12,13% n.s. +12,82 % n.s.
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Einfluss von Nocistatin im Einkammerbad
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—v— Latenz oral

Abb.3.24:Bei Zugabe von Nocistatin in das Einkammerbad verlingerten sich die Latenzen und

verminderten sich die Kontraktionen im aszendierenden und deszendierenden Reflexweg mdfig.
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3.1.6. Cannabinoide

In den folgenden Versuchen wurde der Einfluss von zwei Cannabinoiden auf den
aszendierenden myenterischen Reflex untersucht. Ziel war es, die Wirkung der Substanzen in
der Stimulationskammer zu charakterisieren. Daher wurde das urspriingliche Dreikammerbad
in nur zwei Kammern unterteilt: die unverdnderte Stimulationskammer und die Messkammer,
in der die aszendierenden Kontraktionen nach 4 cm und nach 7 cm, gemessen ab der
Elektrode in der Stimulationskammer, aufgezeichnet werden konnen.

Anandamid gehort zu den endogenen Cannabinoiden und ist ein Agonist am CB;- Rezeptor.
Unter aufsteigenden Konzentrationen von Anandamid kommt es nach 4 und nach 7 cm zu
einer konzentrationsabhéngigen Inhibierung der Kontraktionen, gleichzeitig verldngert sich

die Latenz vom elektrischen Stimulationsreiz zur Reflexantwort.

Kontrolle nach 4 cm Anandamid 108 M Anandamid 107 M Anandamid 10¢ M

in 1. Kammer in 1. Kammer in 1. Kammer

Abb.3.25: Inhibitorische Wirkung von Anandamid auf den aszendierenden Reflex nach 4 cm bei

Zugabe in Kammer 1.
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Anandamid 107 M Anandamid 10 M

in 1. Kammer

Kontrolle nach 7 cm Anandamid 108 M

in 1. Kammer in 1. Kammer

EFS _ imm

EFS _ mm

N

EFS [—

EFS _ mm

Abb.3.26: Inhibitorische Wirkung von Anandamid auf den aszendierenden Reflex nach 7 cm bei

Zugabe in Kammer 1.

Tab.3.13: Einfluss von Anandamid auf den aszendierenden Reflex nach 4 und 7 cm:

Anandamid |Einfluss auf die Kontraktion | Signifikanz | Einfluss auf die Latenz | Signifikanz
nach 4 cm nach 4 cm
10-'10 M -4,64% n.s 0,00%
10-'9 M -8,67% n.s 0,00%
10-'8 M -17,37% p< 0,05 + 2,38 % n.s.
10-'7 M -32,73% p< 0,05 + 11,07 % n.s.
10-'6 M -47,12% p< 0,05 + 16,78 % p< 0,05
10-'5 M -48,42% p< 0,01 + 28,33 % p< 0,05
Anandamid |Einfluss auf die Kontraktion | Signifikanz | Einfluss auf die Latenz | Signifikanz
nach 7 cm nach 7 cm
10-'10 M -0,98% n.s. 0,00%
10-'9 M -6,31% n.s. 0,00%
10-'8 M -15,06% p< 0,05 + 2,50 % n.s.
10-'7 M -27,72% p< 0,05 + 12,40 % n.s.
10-'6 M -45,50% p< 0,05 + 16,31 % p< 0,05
10-'5 M -49,35% p< 0,01 + 29,78 % p< 0,05
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Einfluss von Anandamid auf die aszendierende Kontraktion
Applikation in die Stimulationskammer
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—v— Latenz nach4 cm
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Abb.3.27: Kontraktionsverminderung und Latenzverldingerung nach 4 und 7 cm im aszendierenden

Reflex bei Zugabe von Anandamid in die Stimulationskammer. *: p < 0,05 ; ** p < 0,01.
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Bei Zugabe des CB;- Rezeptorantagonisten SR 141716A in die Stimulationskammer konnte
eine konzentrationsabhingige Steigerung der elektrisch induzierten Kontraktion nach 4 und

nach 7 cm beobachtet werden. Gleichzeitig kam es zu einer Verkiirzung der Latenz.

Einfluss von SR141716A auf die aszendierende Kontraktion
Applikation in die Stimulationskammer

-
N
o

*

110 1

100 -

©
o

Flache unter der Kurve (%)
Einfluss auf die Latenz (%)
(o]
o

~
o

10-"  10°  10° 108 107 106 105

SR 141716A (M)

—e— Kontraktion bei 4 cm
—o0— Kontraktion bei 7 cm
—v— Latenz bei 4 cm
—»— Latenz bei 7 cm

Abb.3.28: Verstirkte Kontraktionsantwort und verkiirzte Latenz nach 4 und 7 cm im aszendierenden

Reflex bei Zugabe von SR1417164 in die Stimulationskammer. *: p < 0,05.
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AnschlieBend wurde Anandamid in aufsteigenden Konzentrationen in die
Stimulationskammer gegeben, diese enthielt zu diesem Zeitpunkt noch 10° M SR141716A.
Es zeigte sich, dass die Wirkung des Anandamids bis zu einer Konzentration von 10° M

durch SR141716A deutlich antagonisiert werden konnte.

Kontrolle nach 4 cm SR 141108 M SR 141 10% M SR 141 10°% M +
in 1. Kammer in 1. Kammer Anandamid 105 M

in 1. Kammer

Kontraktion

AL

AN

EFS _mm EFS _imm _ EFS _mm EFS _mm

Abb.3.29: Die inhibierende Wirkung von Anandamid wird durch SR141716A deutlich antagonisiert.

Messung nach 4cm im aszendierenden Reflex.

Kontrolle nach 7 cm SR 141108 M SR 141 10¢ M SR 14110 M +
in 1. Kammer in 1. Kammer Anandamid 10° M

in 1. Kammer

RANE

EFS - EFS — EFS

Abb.3.30: Auch nach 7 cm antagonisiert SR141716A4 die Wirkung von Anandamid.
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Tab.3.14: Einfluss von Anandamid auf den aszendierenden Reflex nach 4 und 7 cm unter Anwesenheit

des Antagonisten SR141716A:

SR141716A |Einfluss auf die Kontraktion | Signifikanz | Einfluss auf die Latenz | Signifikanz
nach 4 cm nach 4 cm
10-"10 M -0,10% n.s. -1,08% n.s.
10-'9M + 1,68 % n.s. -4,77% n.s.
10-'8 M + 4,68 % n.s. -10,92% n.s.
10-'7 M + 8,44 % n.s. -17,66% p< 0,05
10-'6 M + 14,06 % p< 0,05 -21,35% p< 0,05
Anandamid
10-'9 + 10,38 % n.s. -18,08% n.s.
10-'8 + 7,08 % n.s. -6,72% n.s.
10-'7 -0,99% n.s. -4,13% n.s.
10-'6 -7,23% n.s. -1,82% n.s.
10-'5 -12,41% p< 0,05 -1,82% p< 0,05
SR141716A |Einfluss auf die Kontraktion | Signifikanz | Einfluss auf die Latenz | Signifikanz
nach 7 cm nach 7 cm
10-"10 M -0,05% n.s. 0,00%
10-'9M + 0,54 % n.s. -2,72% n.s.
10-'8 M + 2,76 % n.s. -6,15% n.s.
10-'7 M + 13,18 % p< 0,05 -11,28% n.s.
10-'6 M + 22,23 % p< 0,05 -13,10% p< 0,05
Anandamid
10-'9 + 18,62 % n.s. -13,10% n.s.
10-'8 +12,15 % n.s. -9,67% n.s.
10-'7 + 6,83 % n.s. -3,37% n.s.
10-'6 -1,40% n.s. + 0,54 % n.s.
10-'5 -10,31% p< 0,05 + 0,54 % p< 0,05
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Einfluss von Anandamid in Gegenwart von SR141716 (1 O'GM) auf die
aszendierende Kontraktion
Applikation in die Stimulationskammer
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—eo— Kontraktion bei 4 cm
—o0— Kontraktion bei 7 cm
—uw»— Latenz bei 4 cm
—v— Latenz bei 7 cm

Abb. 3.31: Darstellung der antagonistischen Wirkung von SR141716A4 in Gegenwart von Anandamid

in der Stimulationskammer. *: p < 0,05.
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4. Allgemeine Diskussion

4.1. Die Anatomie des Diunndarms

Alle Abschnitte des Verdauungskanals - Osophagus, Magen, Duodenum, Jejunum, Ileum,
Colon und Analkanal - haben einen im Prinzip gleichartigen Wandbau. Dieser modifiziert
sich allerdings von Abschnitt zu Abschnitt. Gemeinsam sind folgende Schichten und

Unterschichten:
Tunica mucosa

- Epithelium mucosae

- Lamina propria mucosae

- Lamina muscularis mucosae
Tunica submucosa

Tunica muscularis

- Stratum circulare

- Stratum longitudinale

Tunica adventitia

Tunica serosa

Die ab- und zufiihrenden Blutgefdfle des Diinndarms verlaufen im Mesenterium, einer
Bauchfellduplikatur und treten durch die Muskulatur hindurch in die Submucosa, in der sie
einen groBeren Plexus bilden. Von hier aus ziehen Aste durch die lamina propria mucosae

und weiter in die Zotten.
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In der Wand des Diinndarms bestehen ausgedehnte Nervenplexus: der Plexus submucosus
(Meissnerscher Plexus) in der Submucosa und der Plexus myentericus (Auerbachscher
Plexus) zwischen der zirkuldren und der longitudinalen Muskulatur, beide mit autonomen und
vegetativen Anteilen.

Gemail Costa et al (29) werden die Ganglien der beiden Plexus durch kleine internodale

Strange verbunden und bilden zusammen mit ihren Fortsdtzen das enterische Nervensystem.
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4.2. Das extrinsische Nervensystem

Erstmals wurde das Autonome Nervensystem des Darms 1921 von Langley in ein
extrinsisches System, bestehend aus sympathischen und parasympathischen Fasern, und in
das enterische Nervensystem (ENS) unterteilt.

Das extrinsische autonome Nervensystem hat einen bedeutenden Einfluss sowohl auf die

motorischen wie auch auf die sekretorischen Funktionen des gesamten Magen-Darm-Traktes.

4.2.1. Der Parasympathikus

Die priagangliondren Fasern des N. vagus aus dem Nucleus dorsalis nervi vagi der Medulla
oblongata versorgen Osophagus, Magen und Diinndarm bis zum Cannon-Béhm-Punkt sowie
Leber, Gallenblase und Pankreas. Sigmoid, Rektum und die Analregion werden hingegen
iiber praganglionidre Fasern aus dem Sakralmark gesteuert.

Im Magen-Darm-Trakt enden beide an den Ganglien des intramuralen Auerbach-Plexus. Hier
werden sie liberwiegend tiber cholinerge, nikotinerge Rezeptoren auf postganglionire
Neurone umgeschaltet.

Acetylcholin dient in diesem Fall als Ubertrigersubstanz.

Es werden aber auch andere Transmitterstoffe von den priagangliondren Vagusfasern
freigesetzt. Auch postgangliondr tritt Acetylcholin als ein moglicher Transmitter auf. Hier
wird die Wirkung hauptséchlich iiber muskarinerge Rezeptoren vermittelt.

Die viszeralen Afferenzen machen mehr als die Hélfte der Nn. vagi aus. Im Bereich des
Magen-Darm-Traktes haben diese Afferenzen unter anderem mechanosensitive Eigenschaften

und messen z.B. die Volumendehnung des jeweiligen Organs.
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4.2.2. Der Sympathikus

Die Neurone des Sympathikus des Brust- und Lendenmarks findet man in den Seitenhdrnern
der Riickenmarkssegmente Cg- L3 (thorakolumbales System des vegetativen Nervensystems).
Die markhaltigen Neuriten verlaufen als praganglionire Fasern iiber die ventralen Wurzeln
und weiter iiber die Rami communicantes albi zum Grenzstrang. In den Grenzstrangganglien
erfolgt die Umschaltung eines Teils der Fasern. Die postganglionidren Fasern erreichen iiber
Rami communicantes grisei und die Spinalnerven das Erfolgsorgan, ein Teil wird weiter
peripher in den préavertebralen Ganglien (Ganglion coeliacum, mesentericum superior und
inferior) oder in den intramuralen Ganglien auf das postganglionére Neuron umgeschaltet.
Der Sympathikus enthilt afferente viszerosensible Fasern fiir die Schmerzempfindung der

Eingeweide.
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4.3. Das enterische Nervensystem

Das enterische Nervensystem unterscheidet sich vom extrinsischen Nervensystem durch seine
Autonomie, dass heif3t, es ist in der Lage, unabhéngig die Funktion des Darmes, z.B. die
Peristaltik, aufrechtzuerhalten. Ein entnommenes Darmsegment kann auch {iber Stunden im
Organbad seine peristaltischen Bewegungen ohne weitere Kontrollinstanz, wie z.B. das ZNS,
durchfiihren.

Das enterische Nervensystem ist ein komplexes neuronales Netzwerk, eingebettet in die
Wand des Gastrointestinaltraktes (29). Es reicht vom Pharynx bis zum analen Sphinkter und
besteht aus intrinsischen Neuronen und den Fortsdtzen von afferenten und efferenten
extrinsischen Neuronen. Das enterische Nervensystem besitzt zwei Mikroganglien
enthaltende Plexus, die wiederum die Zellkorper der enterischen Neurone enthalten: der
myenterische oder Auerbachsche Plexus und der submukdse oder Meissnersche Plexus.
Zusétzlich gehen von diesen beiden Plexus kleinere Biindeln von Nervenfasern aus und bilden
nichtganglionidre Plexus in der Longitudinalmuskulatur, der Zirkuldrmuskulatur, im Bereich
von Blutgefiflen und in der Tunica muscularis mucosae.

Der Transport des Nahrungsbolus ist abhéngig von der Tétigkeit des enterischen
Nervensystems. Enterische Neurone tragen zudem zur Kontrolle der Freisetzung von
gastrointestinalen Hormonen bei. Der BlutfluB3 im Gastrointestinaltrakt wird sowohl von
intrinsischen als auch von extrinsischen Neuronen gesteuert. Die Koordination all dieser
verschiedenen Funktionen bendtigt eine ausgeprégte neuronale Integration. Die bendtigten
neuronalen Verbindungen befinden sich im enterischen Nervensystem.

Der Aufbau des enterischen Nervensystem besteht aus Reflexbdgen mit sensorischen
Neuronen, Interneuronen und motorischen Nerven. Diese verschiedenen Neurone zeigen

strukturell unterschiedliche Charakteristika.

Die enterischen Neurone werden nach Furness und Costa in drei unterschiedliche Gruppen
unterteilt: sensorische Neurone, Interneurone und motorische Neurone. Sensorische Neurone
messen beispielsweise die Spannung der Darmwand oder die Zusammensetzung des
Darminhaltes. Die Interneurone dienen der Informationsverkniipfung zwischen den

enterischen Neuronen.
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Motorische Neurone bewirken eine Anderung der Aktivitit des Darmes indem sie
Muskelkontraktionen auslosen, Gefd3e dilatieren oder den Transport von Fliissigkeit oder
Elektrolyten im Bereich der Mukosa regulieren.

Eine Grundlage der rhythmischen Darmkontraktionen bilden sogenannte "slow-waves"
(="langsame Wellen"). Hierbei handelt es sich um regelmiBige Anderungen der
Membranpotentiale der Zellwidnde der glatten Muskulatur und folgenden Kontraktionen.

Die "slow waves" stehen in engem Zusammenhang mit den "Interstitial cells of Cajal", die als
Generatoren dieser langsamen Wellen fungieren. Diese bekommen neurale Innervation und
zeigen enge Membrankontakte ("Gap junction"-Kontakte) zur glatten Muskulatur. In
Sphinkterregionen scheint es so zu sein, dass diese "Interstitial cells of Cajal" als elektrische
Vermittler zwischen Nervenstrukturen und den Zellen der glatten Muskulatur fungieren (1).
Die nervale Versorgung determiniert nach Furnesss und Costa (29) den Grad der Erregbarkeit
und die Lange der erregten Region, wihrend die "slow waves" die Frequenz der Kontraktion
in dieser Region festlegen. Wenn exzitatorische Neurone auf einen kurzen Darmbezirk
einwirken (3-4mm), dann wird jede "slow wave" in eine Kontraktion verwandelt, so dass eine
rhythmische Kontraktionsserie die Folge ist. Die Frequenz der "slow waves" nimmt innerhalb
einer Spezies von oral nach anal ab (97). Das ist ein Grund dafiir, dass die Bewegung des
Nahrungsbreis von oraler in aboraler Richtung erfolgen kann. Um eine effektive Kontraktion
zu erzielen sind jedoch zusitzlich zu den "slow waves" neurale Erregungen der glatten
Darmmuskulatur notwendig. "Slow waves" allein bewirken lediglich eine rhythmische

Bewegung des Darmes ohne propulsive oder mechanische Funktion (102).
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4.3.1. Der migrierende Komplex

Der sogenannte migrierende Motorkomplex ist von der peristaltischen Funktion zu trennen:
Vom Osophagus in Richtung terminales Ileum kommt es in regelmiBigen Abstinden zu einer
periodischen kontraktilen Aktivitdt. Dieses schon 1905 von Boldyreff entdeckte Phdnomen
wird in drei verschiedene Aktivitdtsphasen unterteilt:

* Phase 1: kaum Aktionen des Darmes

* Phase 2: Kontraktionen der Darmmuskulatur in ungleichen Abstédnden

* Phase 3: lang anhaltende Phase mit vollkommen regelméfigen Kontraktionen der
Ringmuskulatur.

Durch die bekannten Hemmstoffe Hexamethonium und Atropin sind die "migrierenden
Motorkomplexe" zu blockieren, so dass es dann nicht zu einer weiteren Ausbreitung der
Kontraktion kommen kann (14;29). Man weil} aber auch, dass das Auftreten von
"migrierenden Motorkomplexen" an die Intaktheit des extrinsischen Nervensystems (N.vagus)
und an zyklische Veridnderungen von gastrointestinalen Hormonen (Motilin) gebunden ist

bzw. diese hervorruft.
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4.3.2. Neurotransmitter und gastrointestinale

Peptidhormone

Die Signaltransduktion zwischen den einzelnen Neuronen erfolgt mit Hilfe einer Vielzahl von
Neurotransmittern, die in Nervenendigungen gespeichert sind.

Einer der wichtigsten exzitatorischen Transmitter ist Acetylcholin, das von enterischen
exzitatorischen Motorneuronen an der intestinalen glatten Muskulatur, von vagalen und
pelvinen Nerven und von exzitatorischen Interneuronen in den Plexus freigesetzt wird.
Acetylcholin konnte auch in intrinsischen Neuronen nachgewiesen werden, die Freisetzung
von Acetylcholin nach Nervenstimulation ist beschrieben, im Darm wird es vor allem im
Bereich des myenterischen Plexus synthetisiert (29).

Ebenso exzitatorisch wirken Tachykinine wie Substanz P und Neurokinin A.

Die Wirkung von Acetylcholin im Gastrointestinaltrakt kann durch Antagonisten, die auf die
muskarinergen Rezeptoren wirken (z. B. Atropin), blockiert werden.

Auch Substanzen die hemmend auf die nikotinergen Rezeptoren wirken, wie etwa
Hexamethonium, iiben einen inhibierenden Effekt aus.

Neben den bereits erwédhnten gibt es eine ganze Reihe von weiteren Neurotransmittern. Zu
diesen zéhlen Calcitonin-"gene-related peptide" (CGRP), die Opioidpeptide (Enkephaline,
Dynorphine und Endorphine), Bombesin, das Gastrin-Releasing-Peptide (GRP) und die
gastrointestinalen Hormone Cholezystokinin und Somatostatin.

Ebenfalls eine Doppelrolle als Hormon und Neurotransmitter erfiillen die beiden Substanzen
Motilin und Neurotensin.

Stickstoffmonoxid, Neuropeptid VIP, Somatostatin und ATP wurden als Transmitter an nicht-
adrenergen, nicht cholinergen (NANC) Neuronen im enterischen Nervensystem identifiziert.
Diese NANC-Neurone haben eine meist inhibitorische Wirkung auf den peristaltischen

Reflex.
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Tab.4.1: Wichtige Neurotransmitter und Hormone des Gastrointestinaltraktes:

Bezeichnung

Vorkommen

Wichtigste Funktion

Neurotransmitter
Vasoaktives intestinales
Peptid

Substanz P

Bombesin

Enkephalin

Hormone

Gastrin

Sekretin

Cholecystokinin/
Pankreozymin

Gastroinhibitorisches Peptid
Motilin

Neurotensin

Enteroglucagon

Somatostatin

Neurone und Nervenfasern
des Intestinaltrakts
Gesamter Intestinaltrakt
Magen, Duodenum, Jejunum
Gesamter Intestinaltrakt

Antrum des Magens, oberes
Duodenum
Duodenum, Jejunum

Duodenum
Jejunum

Duodenum bis oberes
Jejunum

oberes Jejunum, Duodenum

unterer Dinndarm
Colon

lleum und Colon

gesamter Intestinaltrakt,
Pankreas

Vasodilatation, Relaxation

der glatten Muskulatur
Kontraktion der glatten Muskulatur
Pankreassekretion?

Stimulierung der HCL-Sekretion

Stimulierung der pankreatischen
HCO3- Sekretion

Stimulierung der pankreatischen
Enzymsekretion

Kontraktion der Gallenblase
Stimulierung der Insulinsekretion

Stimulierung der Motilitat von

Magen und Dinndarm

Stimulierung der Sekretion von Insulin
und Glukagon. Inhibitorische Wirkung
auf die Motilitat.

Trophischer Faktor flr Epithelzellen
des Intestinaltraktes

Hemmung sekretorischer Vorgange
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4.3.3. Der myenterische Reflex

Mehrere unterschiedliche Reize konnen in der longitudinalen und zirkuldren Muskulatur des
Darmes zum myenterischen Reflex und damit zum Weitertransport des Nahrungsbreis
(Propulsion) fithren. Dazu gehoren Dehnung der Darmwand und mechanische und chemische
Reizung der Mukosa.

Bayliss und Starling stellten in ihren Versuchen 1899 fest (3), dass das Aufpumpen eines
intraluminal plazierten Ballons im denervierten Diinndarm des Kaninchens oral zu einer
Kontraktion der Zirkuldrmuskulatur und anal zu einer Relaxation fiihrte. Wurde der Ballon im
Darm Richtung anal gefiihrt, zeigte sich eine Kontraktion hinter dem Ballon und eine
Relaxation vor dem Ballon. Dadurch ist ein kontinuierlicher Weitertransport des
Nahrungsbreis Richtung anal gewéhrleistet. Die longitudinale Muskulatur dient hier weniger
der Propulsion als vielmehr einer Durchmischung des Darminhaltes (100).

Die Auslosung der Darmperistaltik durch Muskeldehnung und Stimulation der Mukosa
erfolgt iiber die Aktivierung von sensorischen Neuronen ( IPAN ) (36).

In ihrer 1991 veroffentlichten Arbeit zeigen Smith et al (90) die verschiedenen Moglichkeiten
auf, in der ilealen Zirkuldrmuskulatur des Meerschweinchens einen peristaltischen Reflex
auszulosen. Die verwendeten Stimulationsmodi waren Dehnung des Darmes, mechanische
Reizung der Villi durch eine kleine Biirste, sowie ein chemischer Stimulationsreiz mit Hilfe
von 0,5M HCI. In allen Fallen wurden oral des Stimulationsortes exzitatorische Potentiale
beobachtet, wihrend anal des Stimulationsortes inhibitorische Potentiale auftraten. Es war
bereits bekannt, dass die orale Stimulation aufgrund von Dehnung durch
Acetylcholinausschiittung vermittelt wird. Smith et al konnten durch die Zugabe von 10-6M
N-Butylscopolaminiumbromid (IUPAC) zeigen, dass die Reflexantwort nach mechanischer
Stimulation der Mukosa auf diese Weise teilweise hemmbar war. Sie folgerten daraus, dass
diese Stimulationsantwort ebenfalls zum Teil, wenn auch nicht vollstidndig, durch
Acetylcholin ausgeldst wird.

Die Rezeption der mechanischen Reizung schreibt Kirchgessner becherartigen Zellen in der
Mukosa zu (52). Diese spezialisierten enterochromaffinen Zellen tragen auf der dem
Darmlumen zugewandten Seite einige Pili, deren Abscherung eine Freisetzung von 5-

Hydroxytryptamin (5-HT) bewirkt. Das 5-HT erregt tiber 5-HTp —Rezeptoren Neuronen.
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Dieser Effekt kann durch einen entsprechenden Antagonisten blockiert werden (52). Als
intrinsisches, primér afferentes Neuron fiir die mucosavermittelte chemische und mechanische
Reizung konnten AH/Dogiel Typ II Neurone nachgewiesen werden (57). Dieselben Neuronen
vermitteln auch die Reflexauslosung aufgrund von Dehnung der Darmwand .

Diese intrinsischen primér afferenten Neurone erregen Motoneurone von monosynaptischen
Reflexbahnen oder Interneurone von polysynaptischen Reflexbahnen, die dann ihrerseits

Motoneurone erregen (57).
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4.3.4. Aszendierender exzitatorischer Reflex

Beim aszendierenden exzitatorischen Reflex wird nach einem addquaten Stimulus,
physiologischer Weise durch Volumenerweiterung oder mechanische Reizung, experimentell
mittels elektrischer Feldstimulation oder pharmakologischer Stimulation, ein Neuron mittels
eines Transmitters aktiviert. Die in den aszendierenden Reflex einbezogenen Neurone sind
sensorische Neurone, aszendierende Interneurone und motorische Neurone.

Als Transmitter der sensorischen Neurone fungieren Acetylcholin und Tachykinine wie
Substanz P und Substanz K. Die Reizweiterleitung wird tiberwiegend von nikotinergen
cholinergen Neuronen und NK3- Rezeptoren vermittelt. Die NK3- Rezeptoren sind sensitiv fiir
Tachykinine wie Substanz P und Substanz K. Muskarinerg- cholinerge Neurone lassen sich
an den Synapsen sensorischer Neurone ebenfalls nachweisen, sie scheinen jedoch eine
untergeordnete Rolle zu spielen (50).

Nach mechanischer Reizung der Mukosa und auch nach Zugabe von Capsaicin konnte eine
vermehrte Freisetzung von CGRP und eine verstérkte Reizantwort experimentell festgestellt
werden (37). Ebenso wurde fiir Serotonin eine Wirkung auf sensorische Neurone iiber 5-
HT1P- Rezeptoren dargestellt werden (52) Dies spricht auch fiir eine Neurotransmitterrolle
von CGRP und Serotonin an den sensorischen Neuronen.

Das sensorische Neuron aktiviert anschlieBend aszendierende cholinerge Interneurone. Hier
sind vor allem, wenn nicht sogar ausschlieBlich, die Hexamethonium- sensitiven, nikotinergen
cholinergen Neuronen die wichtigsten Vermittler der aszendierenden Reizweiterleitung,
mittels immunhistochemischer Methoden konnten hier zwar auch NK;- Rezeptoren
nachgewiesen werden, sie scheinen fiir die Reizweiterleitung jedoch eine untergeordnete
Rolle zu spielen (90)/(50).

Exzitatorische Motoneurone ziehen anschlieBend zur zirkuldren Muskulatur via nikotinerge
cholinerge Neurone und vermutlich auch iiber Tachykinin- sensitive NK3- Rezeptoren. Zuletzt
wird der Reiz im aszendierenden myenterischen Reflex mittels Atropin- sensitiver
muskarinerger Neurone auf die motorische Endplatte der glatten Muskulatur {ibertragen

(21)/(38)/(45).
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4.3.5. Deszendierender inhibitorischer Reflex

Die Relaxation der aboralen Darmabschnitte ist fiir den suffizienten Weitertransport des
Nahrungsbreis genauso wichtig wie die Kontraktion auf der oralen Seite.

Die 1993 erschienene Arbeit von Du et al betont die bedeutende Rolle der enterischen
neuralen Inhibition im Rahmen der Kontrolle der gastrointestinalen Motilitét (24). Hier
werden zyklische Nukleotide, wie etwa cGMP oder cAMP als second messenger vieler
inhibitorischer neuraler Antworten hervorgehoben.

So betonen Smith et al, dass NO, eine Substanz die als Mediator von vielen inhibitorischen
neuralen Antworten des Gastrointestinaltraktes gilt, eine Erh6hung des intrazellularen cGMP-
Spiegels bewirkt (91).

Viele derjenigen Rezeptoren, die an die Aktivierung von Adenylatzyklase gekoppelt sind,
haben laut Smith et al eine 3-Adrenoceptor-Stimulation, eine purinerge P1-Stimulation oder
eine Stimulation von VIP-Rezeptoren zur Folge.

Wenn es zu einem Anstieg von cAMP in der Zelle kommt, fiihrt dies zur Aktivierung

einer c-AMP-abhingigen Proteinkinase, welche zelluldre Proteine phosphoryliert. Es kommt
als Folge zu einer Hyperpolarisation der Membran, somit zu einer Herabsetzung der
Offnungswahrscheinlichkeit der spannungsabhingigen Ca++-Kanile. Dies fiihrt zu einer
Reduktion des intrazelluldren Calcium und damit zu einer Relaxation.

Grider et. al. stellten in verschiedenen Arbeiten die Regelkreise der intestinalen Relaxation
dar, indem sie eine enge Verkniipfung von Neuronen iiber die Transmitter Somatostatin,
Opioiden, GABA, VIP und NO nachwiesen (39).

NO wird desweiteren nicht nur von Neuronen freigesetzt, sondern kann auch direkt tiber VIP
von glatten Muskelzellen in der Darmwand produziert werden (39).

Als die wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter gelten daher VIP, NO, Somatostatin,
Opioide und ATP.

Das Verhiltnis dieser drei Transmitter ist in den verschiedenen Darmabschnitten und

innerhalb verschiedener Spezies variabel (5).
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4.4. Die Opioide

Obwohl Opiate, deren natiirliche Herkunftsplanze der Schlafmohn (Papaver somniferum) ist,
schon seit mehreren tausend Jahren vom Menschen verwendet werden, gelang es erst 1806
dem deutschen Apotheker Friedrich Wilhelm Sertiirner, den Hauptwirkstoff des Opiums, das
Morphin, zu isolieren.

Seitdem verbreitete es sich rasch als hochpotentes Schmerzmittel in der Medizin.

Erst 1973 gelang es Pert (78), Simon (88) und Terenius (99), die Existenz eines spezifischen
Opioidrezeptors im Gehirn und Riickenmark von Ratten (78)/(89)/(99) nachzuweisen.
Schnell wurde klar, dass es nicht nur einen Opioidrezeptor geben kann und 1979 wurden diese
erstmals in drei Gruppen —pi-, k-, und 8- Rezeptoren- eingeteilt (10)/(11)/(12). Dieser
Einteilung liegt der typische Agonist, bzw. das Gewebe, an dem die Wirkung des Opioids
getestet wurde, zugrunde:

M steht fiir den Agonisten Morphin, « fiir Ketocyclazocin und o fiir das Vas deferens der
Maus.

Nachdem 1992 der 8- Rezeptor synthetisiert wurde (26)/(51), gelang ein Jahr spéter auch die
Strukturanalyse der k -und p —Rezeptoren (13)/(103).

Die p-, k-, und 6- Rezeptoren werden vor allem im zentralen Nervensystem gefunden,
peripher wurden alle drei Rezeptorgruppen im enterischen Nervensystem nachgewiesen. So
findet man die k -und p —Rezeptoren im myenterischen Plexus, der 6- Rezeptor ist im
myenterischen und submukdsen Plexus lokalisiert (12)/(72).

Die Opioidrezeptoren gehdren zur Gruppe der G- Protein gekoppelten Rezeptoren. Grob
vereinfachend lassen sich vier gro3e Familien von ubiquitdr vorkommenden G- Proteinen
differenzieren: Die Gs- Familie aktiviert die Adenylatzyklase, die Gi/Go- Familie hemmt die
Adenylatzyklase, aktiviert Kaliumkanéle und inaktiviert Calziumkanile; tiber die Go/G -
Familie wird die Aktivierung der Pospholipase C vermittelt und Gj,/13 aktivieren Proteine der
Rho- Familie (74).

Jeder G- Protein gekoppelte Rezeptor besteht aus sieben transmembrandren Helices, an die
die Botenstoffe binden.

Die Signaliibertragung erfolgt an ein Guanosinnucleotid- bindendes Protein, das sogenannte
G- Protein. Die mit der Effektorbindung einhergehende Konformationsdnderung des
Rezeptors fiihrt dazu, dass an der a- Untereinheit des G- Proteins ein GDP gegen ein GTP

ausgetauscht wird. Dadurch kommt es zu einer Dissoziation des G- Proteins in seine
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Untereinheiten, die GTP- beladene a- Untereinheit ist nun in der Lage, die Adenylatzyklase
zu aktivieren oder inaktivieren: lonenkanéle 6ffnen oder schlieBen sich, Enzyme werden
aktiviert oder inhibiert.

Die notwendige Signalausloschung kommt dadurch zustande, dass durch eine intrinsische
GTPase- Aktivitit des G- Proteins GTP wieder in GDP umgewandelt wird. Dadurch kommt
das System wieder in seinen Ausgangszustand zuriick und ein neuer Aktivierungszyklus kann

beginnen.

4.4.1. Der ORL1- Rezeptor

Erstmals wurde 1994 im Gehirn von Mausen und Menschen ein neuartiger Rezeptor entdeckt,
der der Gruppe der Opioidrezeptoren (ORL1) zugeschrieben wurde. Die Struktur des

ORL1- Rezeptors ist der von bekannten p-, k- und 6- Opioidrezeptoren sehr dhnlich (>60 %)
(70)/(13)/(28) und die Signaltransduktion wird wie beispielsweise beim p-Opioidrezeptor
iiber Gi/Go-Proteine vermittelt. Desweiteren ist der ORL1- Rezeptor in der Lage, wie
Opioidrezeptoren die Adenylatzyklase zu inhibieren (58)/(84). Als endogener Agonist am
ORL-1 Rezeptor gilt ein Heptadekapeptid

(NH; -Phe-Gly-Gly-Phe-Thr-Gly-Ala-Arg-Lys-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Ala-Asn-Gln-COOH),
das strukturell dem Dynorphin A9 dhnlich ist und den Namen Nociceptin erhalten hat, weil es
intrazerebroventrikuldr in Mausen eine Hyperalgesie hervorruft (58). Dieses Nociceptin, auch
Orphanin FQ genannt, hat jedoch keinerlei Affinitdt zu bekannten Opioidrezeptoren (84).
Mittlerweile sind auch auBBerhalb des zentralen Nervensystems ORL1- Rezeptoren entdeckt
worden, z.B. im Darm, im Vas deferens und in Milz und Niere. Die offensichtlich weite
Verbreitung dieses Rezeptors legt den Schluss nahe, dass Nociceptin nicht nur an der
Schmerzentstehung und —verarbeitung beteiligt ist, sondern auch Einfluss auf Motorik,
Balance-Kontrolle, Sensorik und verschiedene autonome und physiologische Prozesse hat.
Trotz der strukturellen Ahnlichkeit zu Dynorphin fehlt dem Peptid Nociceptin ein N-
endstidndiger Tyrosinrest, der aber fiir die Aktivitét an p-, k- und 6- Opioidrezeptoren
essentiell ist (69)/(84)/(83).

Im Gastrointestinaltrakt sind zahlreiche durch endogene und exogene Opioide vermittelte
Effekte beziiglich der Motilitdt (68)/(34), der Ausschiittung von Neurotransmittern (84)/(34)
und der Beeinflussung des peristaltischen Reflexes (16)/(17)/(25)/(77) nachgewiesen. Obwohl

der Signalmechnanismus des ORL1- Rezeptors viele Ahnlichkeiten zu denen anderer
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Opioidrezeptoren aufweist, sind die Effekte, hervorgerufen durch Nociceptin, unterschiedlich
von bekannten Opioidrezeptoren. Die Effekte klassischer Opioide an ihren Rezeptoren
beziiglich Signaltransduktion und Motilitét sind allgemein bekannt, wohingegen die Rolle des
Nociceptin und des ORL1-Rezeptors im zentralen und peripheren Nervensystem und

mogliche Interaktionen zwischen Nociceptin und Opioiden bisher weitgehend unbekannt sind.
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4.4.2. Antagonisten am ORL1- Rezeptor

Nocistatin ist ein Precursor- Molekiil des Nociceptin. Es wurde erstmals im Gehirn von
Rindern entdeckt, spiter auch im Gehirn von Méusen, Ratten, Menschen und im
menschlichen Liquor. Im Gehirn konnte das endogene Heptadekapetid Nocistatin die durch
Nociceptin hervorgerufene Allodynie und Hyperalgesie antagonisieren (75), die erhdhte
Nahrungsaufnahme bei Ratten, verursacht durch Nociceptin, wurde ebenfalls herabgesetzt
(76). Im Riickenmark und im Gehirn ist Nocistatin weit verbreitet, im Gastrointestinaltrakt
wurde es bisher noch nicht nachgewiesen. Nocistatin zeigt eine hohe Affinitdt zu Membranen
des Riickenmarks und des Gehirns, am ORL1- Rezeptor scheint es nicht zu binden (75).
Untersuchungen an der Arteria meningea media zeigten, dass die Inhibierung der
Vasodilatation, hervorgerufen durch Nociceptin, durch Nocistatin nicht antagonisiert werden
konnte, wohl aber durch [Nphe'|Nociceptin-(1-13)NH, , einen synthetischen ORL1-

Antagonisten.

Zum heutigen Zeitpunkt sind nur wenige Antagonisten am ORL1- Rezeptor bekannt. Der
erste ORL1- Rezeptorantagonist war ein Strukturanalogon des Nociceptin, das [Phe'Y(CH2-
NH)Gly2]Nociceptin-(1-13)NH; . Diese neu endeckte Substanz hatte jedoch nur an einigen
peripheren Geweben eine antagonistische Wirkung, im ZNS zeigte es einen kompletten
agonistischen Effekt (40)/(9) . Erst die genauere Untersuchung der Molekularstruktur des
Nociceptins brachte ein Molekiil hervor, welches eine komplett antagonistische Wirkung am
ORLI1- Rezeptor aufwies, es war [Nphe'[Nociceptin-(1-13)NH, . Dieses neue Molekiil bindet
selektiv an rekombinanten und nativen ORL1- Rezeptoren, die antagonistische Wirkung ist in
der Peripherie und im ZNS nachweisbar (7). An der glatten Muskulatur verschiedener
Gewebe aus unterschiedlichen Spezies konnte [Nphe'[Nociceptin-(1-13)NH, den
inhibitorischen Effekt auf elektrisch provozierte Kontraktionen antagonisieren (7). Spontane
Kontraktionen an isolierten Muskelstreifen vom Hasen sistierten unter dem Einfluss von
Nociceptin, in Gegenwart von [Nphe'[Nociceptin-(1-13)NH, konnte dieser Effekt deutlich
reduziert werden. Eine intrinsische Aktivitit von [Nphe'Nociceptin-(1-13)NH; ist nicht
bekannt (80).
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4.5.Die Cannabinoide

Seit mehreren Jahrhunderten werden Cannabinoide in der Religion und Medizin verwendet,
typische Anwendungsgebiete waren frither die Therapie der Malaria, Obstipation oder
rheumatische Beschwerden (106). Heutzutage finden Cannabinoide als Appetitanreger bei
Kachexie oder als Antiemetikum in der Chemotherapie Verwendung. Neuere
Anwendungsmoglichkeiten bei der Behandlung von Migréne, chronischen Schmerzen,
Epilepsie, Glaukom und Bluthochdruck werden diskutiert.

Die Beschreibung der Molekularstruktur des Marihuana wurde 1964 veréffentlicht. Das
damals entdeckte A’- Tetrahydrocannabinols ( A’- THC) hat eine halluzinogene Potenz und ist
verantwortlich fiir viele pharmakologische Wirkungen des Cannabis. Es begann anschlieBend
die Erforschung weiterer cannabinoider Inhaltsstoffe des Marihuanas, bis heute sind ca. 70

weitere bekannt (23).

4.5.1. Der CB;- Rezeptor

Eine der beiden bisher bekannten Zielstrukturen des A’- THC ist der CB;- Rezeptor, der 1988
von Davane et al. (22) im Gehirn von Ratten nachgewiesen werden konnte. Besonders in den
Basalganglien (60)/(44)/(42), im Hippocampus (43), im Klein- und Vorderhirn findet sich
eine hohe Dichte an CB;- Rezeptoren, die in diesen Lokalisationen die halluzinogene und
psychomotorische Wirkung des Cannabis gut erkldren. Die in den Schmerzbahnen des
Riickenmarkes und des Kortex nachgewiesenen CB;- Rezeptoren (79) erkldren die
analgetischen Eigenschaften bekannter CB;- Agonisten. In tieferen Hirnstammregionen, die
fiir die Kontrolle kardiovaskuldrer und respiratorischer Funktionen verantwortlich sind, finden
sich nur wenige CB;- Rezeptoren.

AuBerhalb des ZNS ist der CB;- Rezeptor beim Menschen im Ileum (20), im Hoden (31), auf
Spermazellen (86), auf Endothelzellen (95), sowie in der Harnblase und im Vas deferens
jeweils priasynaptisch an Nervenendigungen (46)nachgewiesen worden.

Der CB;- Rezeptor gehort zur Gruppe der Gi/Go- Protein gekoppelten Rezeptoren. Seine
Aktivierung hat eine Hemmung der Adenylatzyklase zur Folge (vgl. 5.3). Im Gegensatz dazu
wurde aber auch die Bildung von cAMP unter bestimmten Bedingungen beschrieben (35).
Weiterhin ist bekannt, dass eine CB,- Rezeptoraktivierung Kalziumkanile blockieren und

Kaliumkanile aktivieren kann. Offensichtlich inhibiert die Kalziumkanalblockade die
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Freisetzung von Neurotransmittern wie Acetylcholin im Hippocampus (32)/(33),
Norepinephrin an sympathischen Nervenendigungen (46) und im Hippocampus, Kortex und

im Kleinhirn. Im Hippocampus wird auch die Glutamatfreisetzung vermindert (87).

4.5.2. Der CB,- Rezeptor

Im Gegensatz zum CB;- Rezeptor, der vor allem im ZNS zu finden ist, wurden die meisten
CB;- Rezeptoren im peripheren Immunsystem entdeckt. Erstmals wurde der CB,- Rezeptor
1992 in der Milz von Ratten nachgewiesen. CB,- mRNA wurde in den Tonsillen, im
Knochenmark, im Thymus, im Pankreas und in hohen Konzentrationen besonders in B-
Zellen und natural- killer- cells gefunden (30). A’- THC wirkt in vivo und in vitro
immunsuppressiv und inhibiert die humorale sowie die zellvermittelte Immunitét (71).
Uber die G;/Go- Protein- gekoppelte Hemmung der Adenylatzyklase mit konsekutiver
Verminderung von NO konnte der immunsuppressive, CB,- Rezeptor- vermittelte Einfluss
der Cannabinoide auf das Immunsystem erklirt werden (15)/(49).

Im Gegensatz zum CB;- Rezeptor hat der CB,- Rezeptor keinen Einfluss auf Kalzium- oder
Kaliumkanile.

Die beiden bisher bekannten Cannabinoidrezeptoren gleichen sich in 44 % in ihrem Aufbau,
die in der Zellmembran befindlichen Strukturen besitzen 68 % identische

Aminosduresequenzen.
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4.5.3. Agonisten und Antagonisten

Noch vor der Entdeckung der endogenen Cannabinoide gelang es mit dem kiinstlich
entwickelten und anschlieBend radioaktiv markierten CB;- Rezeptorligand CP- 55,940
spezifische Bindungsstellen im Gehirn von Ratten nachzuweisen (22). Er hat eine hohere
Potenz als A’- THC und ist weniger lipophil. Weitere synthetische Agonisten am CB;-
Rezeptor sind WIN 55,212-2, HU 210, Levonantradol, R(+)- Methanandamid und Nabilon.
Devane et al. suchten im Gehirn von Schweinen nach organisch 16sbaren Substanzen um ein
endogenes Cannabinoid nachzuweisen. Dies gelang ihnen schlielich 1992, die neue Substanz
war Arachidonylethanolamid welches sie ,,Anandamid* nannten. ,,Ananda* bedeutet
,Glickseeligkeit®, ,,Amid* ist die enthaltene chemische Struktur.

Diese neu entdeckte Substanz wurde im Thalamus (43), Hoden (96) und in der Milz (27)
nachgewiesen. Es war ein Agonist an den CB;- und CB,- Rezeptoren, inhibierte die
Adenylatzyklase und hatte iiber den CB,- Rezeptor Einfluss auf Kalzium- und Kaliumkanéle.
Die von A’- THC verursachten Effekte wie Hypothermie, Analgesie, Hypomobilitit und
Katalepsie wurden auch durch Anandamid hervorgerufen. Dazu waren jedoch hohe
Konzentrationen von Anandamid erforderlich, moglicherweise ist dies auf einen raschen
Metabolismus zuriickzufiihren.Das synthetische Cannabinoid R(+)- Methanandamid zeigte
sich beziiglich des Metabolismus als resistenter.

Auf der Suche nach weiteren, moglicherweise potenteren, endogenen Agonisten ist das

2- Arachidonylglycerol (2-AG) entdeckt worden (67), welches derzeit noch genauer
charakterisiert wird.

Der erste selektive CB- Rezeptorantagonist war SR141716A, der 1994 synthetisiert wurde
(85). Seine Bindungspotenz am CB;- Rezeptor ist um ein Vielfaches hoher als am CB,-
Rezeptor, die Wirkung der Agonisten beziiglich der Hemmung der Adenylatzyklase und der
Inhibition von elektrisch induzierten Kontraktionen wird antagonisiert. Verhaltens- und
Wesensinderungen, verursacht durch CB,- Rezeptoragonisten, werden durch SR141716A
abgeschwicht (62).

Ein weiterer selektiver CB;- Rezeptorantagonist ist AM 630, beiden Substanzen gemeinsam
ist eine inverse Wirkung am CB;- Rezeptor (4)/(61)/(59).

Am CB;- Rezeptor ist die Substanz SR144528 ein selektiver Antagonist (85).

65



5. Spezielle Diskussion

5.1. Charakterisierung des Dreikammerbades

5.1.1. Atropin

Atropin stammt aus Nachtschattengewichsen wie der Tollkirsche oder dem Stechapfel. Es ist
ein hochaffiner Antagonist an muskarinergen Cholinozeptoren, in hohen Dosen wird auch die
Erregungsiibertragung an den nikotinergen Cholinozeptoren gehemmt. Es bewirkt u.a. eine
Spasmolyse im Mastdarm und hemmt die Peristaltik in Magen und Darm.

In den hier beschriebenen Versuchen wurde der Einfluss von Atropin auf den aszendierenden
myenterischen Reflex im Ileum der Ratte untersucht. Erstmals geschah dies mittels eines
Dreikammerbades, mit dem die unterschiedlichen Effekte des Atropins auf den elektrisch
induzierten Reiz, die Reizweiterleitung und die Wirkung am Endorgan untersucht werden

konnte.

Die antagonisierende Wirkung von Atropin am muskarinergen Cholinozeptor wurde bei
Zugabe von aufsteigenden Atropinkonzentrationen in die zweite Kammer dargestellt:
Dosisabhingig kam es zu einer ausgepriagten Hemmung der Kontraktionsantwort und
Verlidngerung der Latenz in der zweiten Kammer, verursacht durch die verminderte
Freisetzung von Acetylcholin an der motorischen Endplatte. Die Kontraktionen und Latenzen
in der dritten Kammer wurden jedoch kaum beeinflusst.

Befand sich Atropin (10 M) in der Stimulationskammer, hatte dies fast keinen Effekt auf die

Kontraktionen und die Latenzen in den nachfolgenden, substanzfreien Kammern.

In einer Arbeit von Johnson et al. (50) wurde 1996 festgestellt, dass die muskarinergen
Cholinozeptoren eine weit weniger wichtige Rolle in der Signaltransduktion des
aszendierenden myenterischen Reflexes spielen als die Nikotinergen.

Dies passt gut zu unseren Ergebnissen, in denen Atropin bei Zugabe in die 2. Kammer auch in
der hochsten Konzentration von 10 M auf die Fortleitung des Reizes in die entfernte 3.
Kammer kaum Effekt hatte. Die Kontraktionsantwort fiel in der dritten Kammer nur wenig

vermindert aus, die Latenz war in gleichem Maf3e verldngert.
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5.1.2. Hexamethonium

Hexamethonium ist ein Antagonist an nikotinergen Cholinozeptoren, deren Transmitter
ebenfalls das Acetylcholin ist. Die nikotinergen Cholinozeptoren befinden sich in allen
Ganglien des vegetativen Nervensystems, also auch in den intramuralen Plexus des Magen-
Darm — Trakts. Hier sind vor allem die aszendierenden Interneurone und exzitatorischen
Motoneurone Gegenstand unserer Untersuchungen gewesen.

Aktuellen Untersuchungen zufolge schétzt man die Gesamtzahl aller Neurone im enterischen
Nervensystem auf annidhernd 10® Neurone. Auf zehn Millimetern des
Meerschweinchenileums befinden sich ungefahr 6500 intrinsische primér afferente Neurone,
4200 aszendierende oder deszendierende Interneurone und 3000 Motoneurone, die die

Zirkuldrmuskulatur innervieren (56).

Bei Zugabe von Hexamethonium in einer Konzentration von 10 M in die
Stimulationskammer zeigte sich in den beiden nachfolgenden Kammern eine vollstindige
Ausloschung der Kontraktionen , Latenzen waren durch fehlende Kontraktionsantworten
nicht mehr messbar. Befand sich Hexamethonium in einer Konzentration von 10” M in der 2.
Kammer, so war auch in dieser und in der darauffolgenden Kammer keine
Kontraktionsantwort mehr sichtbar. Dieser Effekt ist durch die fehlende Reizweiterleitung in
den Kammer selbst und in die nachfolgenden Kammern durch Blockierung von
aszendierenden Interneuronen und Motoneuronen erkldrbar. In den Arbeiten von P.J. Johnson

(50) und P. Holzer (45) wurde dieser Effekt ebenfalls beschrieben.

Diese Ergebnisse zeigen, dass der aszendierende myenterische Reflex, also die
Reizweiterleitung zwischen aszendierenden Interneuronen und von diesen auf exzitatorische
Motoneurone, liber Acetylcholin an nikotinergen Rezeptoren vermittelt wird. Muskarinerge
Rezeptoren scheinen eine untergeordnete Rolle zu spielen, sie sind hauptsichlich fiir die
Vermittlung des Reizes an der motorischen Endplatte der glatten Muskelzelle verantwortlich.
Eine weitere, wichtige Rolle im aszendierenden myenterischen Reflex spielen Tachykinine,
die am NK3- Rezeptor wirken (50), von uns in diesen Versuchen jedoch nicht untersucht

wurden.
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Abb.6.1.: Die Rolle von nikotinergen ( N ) und muskarinergen ( M ) Rezeptoren im aszendierenden

myenterischen Reflex.
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5.2. Einfluss des ORLI1- Rezeptors

Endogene Opioide und ihre Rezeptoren spielen nicht nur in der Nozizeption eine wichtige
Rolle, sondern auch in der Regulation intestinaler Perestaltik. Die Entdeckung eines neuen,
opioiddhnlichen Peptids namens Nociceptin (Orphanin FQ) und seines Rezeptors, des ORL1-
Rezeptors ( ORL: opioid- receptor- like), hat das Interesse geweckt, die Auswirkungen dieses
Transmittersystems auf die intestinale Perestaltik zu erforschen. Bei aller Ahnlichkeit dieses
neu entdeckten Transmittersystems zu bekannten Opioidsystemen scheint es jedoch einige
grundlegende Unterschiede in der Wirkung am Gastrointestinaltrakt zu geben.

Neuesten Untersuchungen zufolge scheint es keine direkte Wirkung des ORL1- Rezeptors an
glatten Muskelzellen aus dem Ileum des Rattendarms zu geben. Gleiche Ergebnisse wurden
schon in fritheren Untersuchungen erzielt, in denen kein direkter Effekt von Nociceptin auf
glatte Muskelzellen aus verschiedenen Regionen des Gastrointestinaltraktes unterschiedlicher
Spezies gefunden werden konnte (93)/(8)/(105).

An elektrisch stimulierten Praparationen des Ileum von Meerschweinchen bewirkte
Nociceptin eine bis zu 50- %ige Verringerung der Kontraktionen, im Vas deferens der Maus
betrug die Inhibition sogar 75 % (8)/(105). Der inhibierende Einfluss von Nociceptin auf
cholinerge exzitatorische Neurotransmission via ORL1- Rezeptoren ist Gegenstand vieler
Untersuchungen.

Immunhistochemische Untersuchungen am myenterischen Plexus des Meerschweinchens
legen die Vermutung nahe, dass Nociceptin iiber einen Feedbackmechanismus
autoinhibitorisch an exzitatorischen Motoneuronen wirkt, nicht jedoch an Zellen glatter
Muskulatur (73).

Der inhibierende Effekt von Nociceptin mittels des ORL1- Rezeptors auf cholinerg
vermittelte Neurotransmission ist inzwischen ausfiihrlich an glatter Muskulatur des
Gastrointestinaltrakts untersucht worden, jedoch ist bisher wenig bekannt tiber die Wirkung
von Nociceptin an komplexeren Systemen, beispielsweise am myenterischen Teil des
perestaltischen Reflexes. Neuere Studien geben Hinweise darauf, dass Nociceptin an
Capsaicin- sensitiven sensorischen Neuronen im Ileum von Meerschweinchen wirkt (94). Am
Kolon, wo Nociceptin im Gegensatz zum Ileum Kontraktionen auslost, inhibiert Nociceptin
purinerge inhibitorische Neuronen bei Ratten (98) ebenso wie NO- inhibitorische Neuronen in

Mausen (68).
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Gemil Bayliss und Starling (3) besteht der perestaltische Reflex aus den beiden
Hauptkomponenten aszendierender exzitatorischer Reflex und deszendierender inhibitorischer
Reflex.

Trendelenburg und andere Forschungsgruppen zeigten, dass isolierte Praparationen vom
Darm mittels aszendierenden Kontraktionen und deszendierenden Relaxationen, vermittelt

durch myenterische Neuronen, den perestaltischen Reflex ausfithren (100)/(16)/(53).

In den vorangegangenen Versuchen mit Atropin und Hexamethonium wurde der Einfluss von
Acetylcholin an nikotinergen, exzitatorischen Motoneuronen beim aszendierenden
myenterischen Reflex dargestellt. In einer immunhistochemischen Untersuchung von ORL1-
Rezeptoren am Diinndarm des Meerschweinchens zeigte sich, dass an allen ORL1- Rezeptor-
positiven Neuronen auch gleichzeitig Achetylcholinesterase nachgewiesen werden konnte
(73). Folglich miissten ORL1-positive Neuronen cholinerg sein. Basierend auf
immunohistochemischen Untersuchungen konnten verschiedene Neuronen- Subtypen
differenziert werden, es gab keine Hinweise dafiir, dass ORL1- Rezeptoren in priméir
afferenten Neuronen vorhanden sind (73) . Die iiberwiegende Mehrheit der ORL1- Rezeptor-
positiven Neuronen sind exzitatorische Motoneurone, die die longitudinale und zirkuldre
glatte Muskulatur innervieren. Die ORL1- Rezeptor- positiven Neuronen waren nicht nur
gleichzeitig Acetylcholinesterase- positiv, sondern in 60 % wurde eine Koexistenz von
Calretinin und in 50 % die von Substanz P nachgewiesen. Zusammenfassend zeigen
funktionelle und immunhistochemische Untersuchungen, dass Nociceptin von exzitatorischen
Motoneuronen freigesetzt wird und die exzitatorische Reizweiterleitung mittels eines

negativen Feedback- Mechanismus inhibiert wird.

In unseren Versuchen zeigte Nociceptin bei Zugabe in die zweite Kammer eine
konzentrationsabhéngige Verminderung der Kontraktionsantworten (- 60 % bei 10° M) und
eine deutliche Verldngerung der Latenz (+ 33 % bei 10° M). Im gleichen Versuchsaufbau
waren in der darauffolgenden, dritten Kammer fast identische Reaktionen zu beobachten, die
Kontraktionen fielen im Vergleich zu den Kontrollen um bis zu 63 % niedriger aus, die
Latenz war um 25 % verlingert.

Befand sich Nociceptin in der Stimulationskammer konnten in den oralwérts gelegenen
Kammern 2 und 3 dosisabhidngig verminderte Kontraktionen und verlédngerte Latenzen
gemessen werden (bei 10° M Nociceptin — 65 % der Kontraktion in Kammer 2 und 3,

Latenzverldngerung um 34 % in Kammer 2 und um 29 % in Kammer 3).
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Im Einkammerbad verringerte Nociceptin bei einer Konzentration von 10° M die
Kontraktionen auf der aboralen Seite um 70 %, auf der oralen um 66 %. Die Latenzen
verlangerten sich aboral um 33 % und oral um 25 %.

Die verminderten Kontraktionen und verlédngerten Latenzen in Kammer 2 in Gegenwart von
Nociceptin sprechen fiir eine Inhibition von exzitatorischen Motoneuronen. Ein gleichartiges
Ergebnis bei Zugabe von Nociceptin in die Stimulationskammer spricht jedoch fiir eine
Beteiligung von anderen neuronalen Strukturen, nicht exzitatorischen Motoneuronen am

aszendierenden myenterischen Reflex.

Versuche im Einkammerbad mit Nocistatin zeigten einen geringen Einfluss auf aszendierende
und deszendierende Kontraktionen. Sie waren bei einer maximalen Konzentration von 10° M
Nocistatin aboral um 14 % und oral um 12 % verringert. Die Latenzen verldangerten sich im
Vergleich zur Kontrolle aboral um 12 % und oral um 13 %. Bisher ist Nocistatin au3erhalb
des ZNS noch nicht nachgewiesen worden, im ZNS konnte es zwar bestimmte Wirkungen des
Nociceptin auf Schmerzempfindung und Nahrungsaufnahme antagonisieren, an den ORL1-
Rezeptor bindet es jedoch nicht (75). Die in unseren Versuchen gemessene, schwach
antagonistische Wirkung ist moglicherweise nicht auf die Wirkung des Nocistatins
zuriickzufiihren, die nachlassenden Kontraktionen und verldngerten Latenzen kénnen auch
zeitbedingt verursacht sein. Bei einer Konzentration von 10”7 M Nocistatin war der Effekt auf
die Kontraktionen ( aboral und oral — 5% ) und die Latenzen ( aboral und oral + 12 %)
auBerdem deutlich geringer, Nociceptin verursachte bei dieser Konzentration schon eine
Verringerung der Kontraktionen um 41 %. Eine antagonistische Wirkung des Nocistatin in
Gegenwart von Nociceptin konnte ebenfalls nicht festgestellt werden ( Daten nicht gezeigt ).
Die weitere Erforschung des Nocistatins am Gastrointestinaltrakt erscheint daher im Moment
nicht sinnvoll, zumal inzwischen selektive, potente Antagonisten am ORL1- Rezeptor zur

Verfiligung stehen.

71



Der ORL1- Rezeptorantagonist [Nphe' [Nociceptin(1-13)NH, hatte kaum Einfluss auf die
Kontraktionen und Latenzen des aszendierenden Reflexes, weder bei Zugabe in die
Stimulationskammer, noch in Kammer 2. Befand sich [Nphe'[Nociceptin(1-13)NH, in einer
Konzentration von 10° M in der Stimulationskammer und wurde anschlieBend 10° M
Nociceptin dazugegeben, verringerten sich die Kontraktionen in Kammer 2 und 3 nur um

13 %, die Latenz stieg in Kammer 3 um ca. 1 %, in Kammer 2 blieb sie unveréndert.

Befand sich [Nphe'|Nociceptin(1-13)NH, in der zweiten Kammer, lieB sich auf die
Kontraktionen in dieser und in Kammer 3 kein signifikanter Einfluss feststellen, die Latenzen
wurden um 24 % in Kammer 2 und um 18 % in Kammer 3 bei 10° M verlingert. Wurde
anschlieBend Nociceptin bis zu einer Konzentration von 107 M in Kammer 2 zugegeben,
verringerten sich die Kontraktionsantworten um 28 % in beiden Kammern, die Latenzen
blieben unverindert. Eine intrinsische Aktivitit von [Nphe'[Nociceptin(1-13)NH, konnte also
nicht festgestellt werden, die antagonistische Wirkung am ORL1- Rezeptor wurde bestétigt.
In zahlreichen anderen Versuchen konnte die antagonistische Wirkung des
[Nphe'Nociceptin(1-13)NH; in elektrisch stimulierten Priparationen aus glatter Muskulatur,

beispielsweise Ileum oder Vas deferens, an unterschiedlichen Spezies gezeigt werden (7).

Die Entwicklung des Dreikammerbades ermoglicht es, Substanzen an unterschiedlichen
Stationen der Reizweiterleitung im perestaltischen Reflex zu untersuchen. In der
Stimulationskammer beeinflussen zugegebene Substanzen die Entstehung und Weiterleitung
von Aktionspotentialen, wird die Kontraktion in oraler Richtung gemessen, sind auch
cholinerge Motoneurone beteiligt. Zugabe in die mittlere Kammer ldsst eine Untersuchung
der Substanzen auf die ganglionire Ubertragung und Fortleitung von Aktionspotentialen zu.
Gleichfalls kann hier auch der Einfluss auf die motorische Endplatte beurteilt werden.
Strukturelle und elektronenphysiologische Untersuchungen legen den Schluss nahe, dass die
neuronalen Verschaltungen des aszendierenden, kontraktilen Teils des perestaltischen
Reflexes polysynaptisch sind. Die sensorische Komponente besteht aus Capsaicin- sensitiven
Neuronen, 5-HT 3 und 5-HT 4 Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle. In vivo werden die in
der Mukosa liegenden sensorischen Neuronen (IPAN) hauptsédchlich durch intraluminalen
Druck aktiviert, in unseren Versuchen wird dieser Weg umgangen, die elektrische
Feldstimulation erregt exzitatorische Neuronen, die fiir die Reiziibertragung beim
aszendierenden Reflex verantwortlich sind. Die Umgehung der sensorischen Neuronen in der

Mukosa ist fiir die Charakterisierung der ORL1- Rezeptoren beim aszendierenden
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myenterischen Reflex vertretbar, da bisher keine ORL1- Rezeptoren in der Mukosa des
Rattenileums nachgewiesen werden konnte.

Die aszendierenden Kontraktionen werden an den neuromuskuldren Verschaltungen
hauptséchlich durch Acetylcholin, Tachykinine ( Substanz P und Neurokinin A ) und

Enkephaline vermittelt, nikotinerge Rezeptoren spielen dort eine entscheidende Rolle.

Aufgrund der vielen Ahnlichkeiten zwischen dem ORL1- Rezeptorsystem und den
klassischen Opioiden ist eine Interaktion zwischen beiden Systemen sehr wahrscheinlich.

Das Verteilungsmuster der ORL1- Rezeptoren im Darm entspricht dem der Opioidrezeptoren
(2) im Rattendarm, die vorliegende und viele andere Arbeiten machen deutlich, dass
Nociceptin ein Neuromodulator gastrointestinaler Motorik ist.

Transgene Miuse, die den ORL1- Rezeptor nicht mehr besitzen, zeigten in Versuchen einen
teilweisen Verlust der Opioidtoleranz (101). Chronische Obstipation ist eine gravierende
unerwiinschte Arzneimittelwirkung unter langdauernder Opioidmedikation. Im Gegensatz zur
Atemdepression unterliegt die Obstipation durch Opioide fast keiner Gewohnung (63).
Sollten die ORL1- Rezeptoren tatsdchlich einen Einfluss auf die Opioidtoleranz ausiiben,

ergdben sich moglicherweise neue pharmakologische Therapieoptionen.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse unserer Arbeit fiir Nociceptin eine
konzentrationsabhéngige Verminderung von elektrisch ausgelosten Kontraktionen und eine
Verlidngerung von Latenzen an unterschiedlichen Angriffspunkten des aszendierenden
myenterischen Reflexes im Ileum der Ratte.

Der selektive ORL1- Rezeptorantagonist [Nphe'[Nociceptin(1-13)NH, konnte die
inhibierende Wirkung des Nociceptin in allen Versuchsanordnungen teilweise antagonisieren,
eine intrinsische Aktivitdt wurde nicht festgestellt.

Der Einfluss des ORL1- Rezeptors wurde unseres Wissens erstmals an komplexeren
neuromodulatorischen Modellen des myenterischen Reflexes untersucht. Die Ergebnisse
sprechen fiir eine Beteiligung des ORL1- Rezeptors nicht nur an exzitatorischen
Motoneuronen, sondern auch an anderen neuronalen Strukturen, die der Signaltransduktion
im aszendierenden myenterischen Reflex dienen, es handelt sich wahrscheinlich um

aszendierende Interneurone.
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5.3. Die Cannabinoide

Immunhistochemische Untersuchungen bestitigen die Existenz von CB;- Rezeptoren im
Diinndarm von Ratten (18), beim Menschen (20) und in vielen anderen Spezies. Uber diese
CB;- Rezeptoren beeinflussen Cannabinoide die gastrointestinale Tétigkeit in vivo und in
vitro.

Mittels immunhistochemischer Untersuchungen fand man CB,- Rezeptor- positive Aktivitit
an Neuronen und Nervenfasern des myenterischen Plexus, und im submukdsen Plexus des
Magens, Diinndarm und Kolons (81). In unmittelbarer Ndhe zur CB;- Rezeptoraktivitéit fand
man auffallend oft die Aktivitdt von Acetylcholinesterase. Die Assoziation von CB;-
Rezeptoren mit cholinergen Neuronen bestitigen funktionelle Studien, in denen die CB1-
vermittelte Inhibition von Cannabinoidagonisten auf die intestinale Motilitéit, Sdureproduktion
und Sekretion beschrieben wird. Dabei wird der Einfluss auf die Motilitét {iber eine
Inhibierung der Freisetzung von Acetylcholin aus myenterischen Neuronen erreicht, die
Sekretion vermutlich {iber verminderte Freisetzung von Acetylcholin aus Neuronen des
submukosen Plexus (54)/(55)/(66)/(82). CB;- Rezeptoren sind auerdem gelegentlich mit
Substanz P- immunoreaktiven intestinalen Neuronen vergesellschaftet, jedoch nicht mit

NO- Synthetase- positiven Neuronen oder Nervenfasern.

Die Wirksamkeit von Cannabinoiden an Préparationen von zirkulérer, glatter Muskulatur von
Meerschweinchenileum wurde ausfiihrlich von Izzo et al. beschrieben (47). Alle untersuchten
Cannabinoide bis auf SR141716A reduzierten dosisabhéngig elektrisch ausgeldste
Kontraktionen, SR141716A konnte diese inhibierendeWirkung antagonisieren. Die selben

Ergebnisse waren auch am menschlichen Ileum reproduzierbar (64).

Anandamid hat in Versuchen mit glatter Muskulatur aus dem Fundus von Rattenmigen
keinen Einfluss auf spontane Kontraktionen von unbehandelten oder mit 5- Hydroxytryptamin
vorstimulierten Muskelzellen gezeigt. Wurden die glatten Muskelzellen jedoch elektrisch
stimuliert, verringerten sich die Kontraktionen bei einer Konzentration von 10° M
Anandamid um 42 % (92). Der hemmende Einfluss des CB;- Rezeptors auf elektrisch
induzierte Kontraktionen ist in zahlreichen Untersuchungen verschiedener
Forschungsgruppen bestétigt worden. Elektrophysiologische Untersuchungen an
myenterischen Neuronen kamen zu dem Ergebnis, dass die synthetischen CB;-

Rezeptoragonisten WIN 55,212-2 und CP 55,940 die schnellen, cholinerg vermittelten,
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exzitatorischen Potenziale an den Synapsen verringern und WIN 55,212-2 zusétzlich auch
inhibierend auf die langsamen exzitatorischen Potenziale ( NO- vermittelt ) wirkt (60).

Der CB;- Rezeptorantagonist SR 141716A erhohte nicht nur die cholinerg vermittelten,
elektrisch induzierten Kontraktionen (47) sondern erhdhte auch die Acetylcholinausschiittung
in enterischen Neuronen. (19).

Um die Wirkung von Cannabinoiden auf die Darmperestaltik ndher zu untersuchen gaben
Izzo et al ein bestimmtes Fliissigkeitsvolumen in den priparierten Darm. Wird somit ein
definierter Schwellenwert liberschritten, 16st der perestaltische Reflex aus und die
longitudinale Muskulatur kontrahiert sich.

Die beiden synthetischen CB;- Rezeptoragonisten WIN 55,212-2 und CP 55,940 erhohten das
zur Reflexauslosung benétigte Volumen, wiahrend die Kontraktionsfahigkeit der
longitudinalen Muskulatur abnahm. SR141716A als alleinige Substanz verursachte in diesen
Versuchen einen erhohten Ejektionsdruck (48). In vivo fiihrte die Aktivierung von CB;-
Rezeptoren bei der Maus zu verminderter Ausscheidung und zur Verlangsamung der Magen-
Darmpassage im oberen Gastrointestinaltrakt (20), die Ergebnisse wurden fiir Anandamid in

vivo bestitigt (6).

Die vorliegende Arbeit hat den Einfluss des endogenen Cannabinoids Anandamid und die des
Antagonisten SR141716A auf den aszendierenden myenterischen Reflex erstmals in einer
Versuchsanordnung untersucht, die eine Unterscheidung des Wirkortes der Cannabinoide
zuldsst.

Zu diesem Zweck wurden nicht mehr drei Kammern benutzt, sondern nur zwei. Die
aszendierenden Kontraktionen wurden im Abstand von 4 und 7 cm abgeleitet, gemessen ab
der Stimulationselektrode in der ersten Kammer. Die Kraftumwandler, die sich in den
vorherigen Versuchen in Kammer 2 und 3 befanden, werden in den Cannabinoidversuchen
nunmehr als Messpunkte nach 4 und 7 cm im aszendierenden Reflex bezeichnet. Der
Versuchsaufbau unterschied sich ansonsten nicht vom Dreikammerbad, insbesondere die

Abdichtung von der Stimulationskammer zur zweiten Kammer war sichergestellt.

In unseren Versuchen zeigte sich bei Zugabe von Anandamid in die Stimulationskammer eine
dosisabhingige Verminderung der Kontraktionen . Bei einer Konzentration von 10 M
Anandamid in der Stimulationskammer waren die Kontraktionen im Vergleich zur Kontrolle
nach 4 cm um 48 % verringert. Die Latenzen verldngerten sich um 28 %. Gleichzeitig waren

die Kontraktionen nach 7 cm um 49 % verringert, die Latenzen auf 30 % verldngert.
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Der selektive CB;- Rezeptorantagonist SR141716A hatte bei Zugabe in die
Stimulationskammer bis zu einer Konzentration von 10® M einen agonistischen Effekt auf die
aszendierenden Kontraktionen nach 4 und 7 cm, die Kontraktionen waren im Vergleich zur
Kontrolle um 14 % ( nach 4 cm ) und um 13 % ( nach 7 cm ) erhdht. Die Latenzen waren
nach 4 cm um 21 % und nach 7 cm um 13 % verkiirzt. Wurde nun Anandamid in
aufsteigenden Konzentrationen in die SR141716A (10" M) enthaltende Stimulationskammer
zugegeben, wurden ab einer Konzentration von 107 M Anandamid die Kontraktionen
schwicher als die der Kontrolle. Bei einer maximalen Konzentration von 10~ M fielen die
Kontraktionen nach 4 cm um 12 % und nach 7 cm um 10 % niedriger aus als in den
Kontrollen. Die Latenzen verlidngerten sich um 2 % ( 4 cm ) beziechungsweise um 1 %

(7 cm). Die starke antagonistische Potenz von SR141716A und seine intrinsische Aktivitit
am CB;- Rezeptor konnten somit nachgewiesen werden. Die Konzentration von Anandamid
war gegen Ende des Versuchs 10fach hoher als die des SR141716A. Bei gleichen
Konzentrationen von Anandamid und SR141716A konnte die inhibitorische Wirkung von
Anandamid auf die Kontraktion fast vollstindig antagonisiert werden. Dies spricht fiir einen
ausgeprigten Antagonismus des SR141716A am CB;- Rezeptor. Derselbe Effekt von
SR141716A wurde bei aszendierender Reizweiterleitung nach intraluminaler Druckerhhung

auch am Meerschweinchenileum festgestellt (41).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit fiir Anandamid eine
konzentrationsabhéngige Verminderung elektrisch ausgeldster Kontraktionen und eine
Verldngerung der Latenz im aszendierenden myenterischen Reflex. Dabei ist eine direkte
Wirkung von Anandamid an der glatten Muskulatur durch das segmentierte Organbad
ausgeschlossen. Mit Blick auf die Ergebnisse anderer Forschungsgruppen inhibiert
Anandamid die Freisetzung von Acetylcholin an cholinergen Neuronen, es handelt sich
wahrscheinlich nicht nur um exzitatorische Motoneurone, sondern auch um aszendierende
Interneurone. Die Rolle des SR141716A als inverser Agonist und selektiver Antagonist am

CB;- Rezeptor wurde in unseren Versuchen bestitigt.
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Cannabinoide werden in der Medizin schon seit vielen Jahren in der antiemetischen Therapie
bei Chemotherapie mit Erfolg eingesetzt. Im zentralen Nervensystem ist die von
Cannabinoiden verursachte Hypomotilitdt bei Erkrankungen wie Chorea Huntington oder
Morbus Parkinson von Interesse. In einer erst kiirzlich veréffentlichten Studie gaben Patienten
mit multipler Sklerose eine Besserung von Spastik und Schmerz unter der Behandlung mit
Cannabinoiden an (104).

Die Existenz der CB;- Rezeptoren im menschlichen Darm (20), die schmerzhemmende
Wirkung von Cannabinoiden (65) ohne Atemdepression und der Einfluss auf die
gastrointestinale Motorik, der auch durch diese Arbeit dargestellt wird, macht einen Einsatz
von Cannabinoiden in der Behandlung von Krankheiten des Gastrointestinaltraktes
vielversprechend. Denkbar ist eine Anwendung beispielsweise beim Reizdarmsyndrom, bei

Morbus Crohn oder bei paralytischem Ileus.
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6. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss des opioiddhnlichen Rezeptors ORL1 und des
Cannabinoidrezeptors CB; auf den aszendierenden myenterischen Reflex am Ileum der Ratte.
Die Untersuchungen fanden iiberwiegend in einem aus dem bewihrten Einkammerorganbad
weiterentwickelten Dreikammerbad statt. Hiermit konnten Substanzen unabhéngig an
verschiedenen Orten des elektrisch induzierten, aszendierenden Reflexes getestet werden.
Am ORLI1- Rezeptor wurden der endogene Agonist Nociceptin, der Antagonist
[Nphe']Nociceptin(1-13)NH, und Nocistatin untersucht. Am CB;- Rezeptor wurden der
endogene Agonist Anandamid und der synthetische Antagonist SR141716A getestet.
Gemessen wurde der Einfluss der Substanzen auf die Kontraktionskraft und die Zeitdauer bis

zur Kontraktionsantwort nach elektrischer Feldstimulation.
Im Rahmen der Arbeit wurden folgende Ergebnisse erzielt:

Versuche am ORL1- Rezeptor:

Nociceptin hemmt die Kontraktionen und verlangert die Latenzen signifikant unabhéngig
davon, ob es in die Stimulationskammer oder in die nachfolgenden Kammern zugegeben
wurde. Dieser hemmende Effekt war auf der ganzen Lange (ca. 10 cm) des aszendierenden
Reflexweges nachweisbar.

[Nphe']Nociceptin(1-13)NH, hat allein keinen Einfluss auf Kontraktionen, egal in welche
Kammer es gegeben wird. Es vermag die Inhibition der Kontraktion und die Verldngerung der
Latenz von Nociceptin teilweise zu antagonisieren.

Nocistatin hatte im Einkammerbad keinen signifikanten Einfluss auf Kontraktionen und

Latenzen.

Versuche am CB;- Rezeptor:

Anandamid hemmt bei Zugabe in die Stimulationskammer signifikant die Kontraktionen und
verldngert Latenzen nach 4 und nach 7 cm im aszendierenden Reflex. Dieser Effekt ist durch
SR141716A antagonisierbar. SR141716A allein bewirkt eine signifikante Steigerung der

Kontraktionen und verkiirzt die Latenzen.
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Nach unserem Wissen ist in dieser Arbeit erstmals der Einfluss von ORL1- Rezeptoren und
von CB;- Rezeptoren auf komplexere Signalwege im myenterischen Reflex der Ratte
untersucht worden. Frithere Arbeiten beschranken sich auf die Untersuchung isolierter
Signalwege und Effektorsysteme im myenterischen Reflex, beispielsweise Untersuchungen an
isolierten Muskelstreifen aus der longitudinalen Muskulatur des Rattendarms.

Unsere Ergebnisse zeigen fiir den ORL1- Rezeptor und den CB;- Rezeptor eine Funktion als
Neuromodulator der gastrointestinalen Motilitdt. Die Wirkung beider Rezeptoren ist nicht nur
auf exzitatorische Motoneurone beschriankt, sondern schlief8t, wie hier erstmalig gezeigt
wurde, auch andere neuronale Strukturen im aszendierenden myenterischen Reflex ein.

Es handelt sich hochstwahrscheinlich um aszendierende Interneurone, die Hexamethonium-

sensitiv sind und demnach nikotinergen cholinergen Interneuronen entsprechen.

Der Einfluss beider Rezeptorsysteme auf die gastrointestinale Motilitdt und ihre
schmerzmodulatorischen Eigenschaften konnen in Zukunft eine Grundlage fiir die
Entwicklung neuer Therapieoptionen in der Behandlung gastrointestinaler Stérungen

darstellen.
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8. Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abb.2.1: Der Darm im Einkammerorganbad
Abb.2.2: Der Darm befindet sich in drei voneinander dicht abgeschlossenen Kammern.

Abb.3.2: Kaum Einfluss von Atropin auf die Kontraktionen und Latenzen in der dritten
Kammer bei Zugabe in Kammer 2.

Abb.3.3: Einfluss von Atropin auf aszendierende Kontraktion und Latenz bei Zugabe in
Kammer 2, *: P <0,05, **: p <0,01.

Abb.3.4.: Nahezu unverinderte Kontraktionen und Latenzen in Kammer 2 und 3 bei Zugabe
von Atropin in die Stimulationskammer.

Abb.3.5: Zugabe von 10 M Hexamethonium in die 1. Kammer fiihrt zu einer Ausléschung
der Kontraktionen in den Kammern 2 und 3.

Abb.3.6: Hexamethonium bewirkt bei Zugabe in Kammer 2 eine vollstindige Ausloschung
von Kontraktionen in Kammer 2 und 3.

Abb.3.7: Nociceptin vermindert im oralen Reflexweg die Kontraktionen.

Abb.3.8: Auch im deszendierenden Reflexweg verldngert Nociceptin dosisabhéngig die
Latenz und verringert die Kontraktion.

Abb.3.9: Gesamtiibersicht iiber die Effekte von Nociceptin im Einkammerbad.
*p<0,05;**:p<0,01.

Abb.3.10: Nociceptin veringert Kontraktionen und verldngert Latenzen in der 2. Kammer,
wenn es in die Stimulationskammer zugegeben wird.

Abb.3.11: Kontraktionen und Latenzen in Kammer 3 zeigen bei Zugabe von Nociceptin in die
Stimulationskammer ein dhnliches Bild wie in Kammer 2.

Abb.3.12: Einfluss von Nociceptin in aufsteigenden Konzentrationen auf den aszendierenden
Reflex bei Zugabe in die Stimulationskammer. *: p < 0,05 ; **: p <0,01.

Abb.3.13: In Kammer 2 nehmen die Kontraktionen ab und die Latenzen zu, wenn Nociceptin
anwesend ist.

Abb.3.14: Kontraktionskurven in Kammer 3 bei Zugabe von Nociceptin in Kammer2.

Abb.3.15: Nociceptin verringert die Kontraktionen und verldangert die Latenzen in Kammer 2
und 3. *: p<0,05; ** p<0,01.

Abb.3.16: Schwache, nicht signifikante Wirkung des [Nphe'] Nociceptin (1-13)NH, bei
Zugabe in Kammer 1.

91



Abb.3.17: Antagonistische Wirkung des [Nphe'] Nociceptin (1-13)NH, bei Zugabe in
Kammer 1. Kontraktionskurven aus Kammer 2.

Abb.3.18: Kontraktionskurven in der 3. Kammer bei Anwesenheit von Nociceptin und
[Nphe'] Nociceptin (1-13)NH, in der Stimulationskammer.

Abb.3.19: Gesamtdarstellung der Effekte von [Nphe'] Nociceptin (1-13)NH, und Nociceptin
in der Stimulationskammer.

Abb.3.20: [Nphe'] Nociceptin (1-13)NH, verlingert die Latenzen bei Zugabe in Kammer 2,
die Kontraktionen bleiben nahezu unverindert. *: p < 0,05 .

Abb.3.21: Antagonistische Wirkung des [Nphe'] Nociceptin (1-13)NH, bei Zugabe von
Nociceptin in Kammer 2. Kontraktionskurven in Kammer 2.

Abb.3.22: Antagonistische Wirkung des [Nphe'] Nociceptin (1-13)NH, bei Zugabe von
Nociceptin in Kammer 2. Kontraktionskurven in Kammer 3.

Abb.3.23: Befand sich der Nociceptinantagonist [Nphe'] Nociceptin (1-13)NH, bereits in
Kammer 2, war der hemmende Effekt des Nociceptins auf Kontraktion und Latenz weniger
stark ausgepragt. *: p <0,05 .

Abb.3.24:Bei Zugabe von Nocistatin in das Einkammerbad verldngerten sich die Latenzen
und verminderten sich die Kontraktionen im aszendierenden und deszendierenden Reflexweg
maBig.

Abb.3.25: Inhibitorische Wirkung von Anandamid auf den aszendierenden Reflex nach 4 cm
bei Zugabe in Kammer 1.

Abb.3.26: Inhibitorische Wirkung von Anandamid auf den aszendierenden Reflex nach 7 cm
bei Zugabe in Kammer 1.

Abb.3.27: Kontraktionsverminderung und Latenzverldngerung nach 4 und 7 cm im
aszendierenden Reflex bei Zugabe von Anandamid in die Stimulationskammer. *: p < 0,05 ;

% p < 0,01,

Abb.3.28:Verstirkte Kontraktionsantwort und verkiirzte Latenz nach 4 und 7 cm im
aszendierenden Reflex bei Zugabe von SR141716A in die Stimulationskammer. *: p < 0,05.

Abb.3.29: Die inhibierende Wirkung von Anandamid wird durch SR141716A deutlich
antagonisiert. Messung nach 4cm im aszendierenden Reflex.

Abb.3.30: Auch nach 7 cm antagonisiert SR141716A die Wirkung von Anandamid.

Abb.3.31: Darstellung der antagonistischen Wirkung von SR141716A in Gegenwart von
Anandamid in der Stimulationskammer. *: p < 0,05.

Abb.6.1.: Die Rolle von nikotinergen ( N ) und muskarinergen ( M ) Rezeptoren im
aszendierenden myenterischen Reflex.
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Tab.3.1: Einfluss von Atropin bei Zugabe in Kammer 2 und Messung in Kammer 2.

Tab.3.2: Wenig Verdnderung der Kontraktionen und Latenzen in Kammer 3 bei Zugabe von
Atropin in Kammer 2.

Tab.3.3: Einfluss von Atropin in Kammer 2 und 3 bei Zugabe in Kammer 1.

Tab.3.4: Einfluss von Hexamethonium in Kammer 2 und 3 bei Zugabe in Kammer 1.
Tab.3.5: Einfluss von Hexamethonium in Kammer 2 und 3 bei Zugabe in Kammer 2.

Tab.3.6: Verlingerung der Latenz und Verminderung der Kontraktion im aszendierenden
Reflexweg bei Zugabe von Nociceptin im Einkammerbad.

Tab.3.7: Einfluss von Nociceptin auf den deszendierenden Reflexweg.

Tab.3.8: Bei Zugabe von Nociceptin in die Stimulationskammer verringern sich die
Kontraktionen und die Latenzen in Kammer 2 und 3.

Tab.3.9: Einfluss von Nociceptin bei Zugabe in Kammer 2.

Tab.3.10:  Antagonistischer Effekt des [Nphe'] Nociceptin  (1-13)NH, in der
Stimulationskammer.

Tab.3.11: Gesamtiibersicht iiber den Einfluss des Nociceptinantagonisten [Nphe'] Nociceptin
(1-13)NH; bei Zugabe in Kammer 2.

Tab.3.12: Einfluss von Nocistatin auf den oralen und aboralen Reflexweg im Einkammerbad.
Tab.3.13: Einfluss von Anandamid auf den aszendierenden Reflex nach 4 und 7 cm.

Tab.3.14: Einfluss von Anandamid auf den aszendierenden Reflex nach 4 und 7 cm unter
Anwesenheit des Antagonisten SR41716.

Tab.4.1: Wichtige Neurotransmitter und Hormone des Gastrointestinaltraktes.
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