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Einleitung

1. Einleitung

Als Cannabinoide wurden ursprunglich Mitglieder einer Klasse von ,typischen Cj;-
Verbindungen® bezeichnet, die in der Hanfpflanze Cannabis sativa L. (L.: Taxonomie
nach Carl von Linné (1707-1778)) vorkommen (Razdan, 1986). Medizinische
Eigenschaften wurden bereits vor mehreren tausend Jahren in der chinesischen und
persischen Medizin beobachtet. Extrakte von Cannabis fanden vor 100 Jahren in den
USA Anwendung bei gastrointestinalen Schmerzen, Gastroenteritiden und Diarrhoe.
Weiterhin gibt es in letzter Zeit Fallberichte, die auf eine positive Wirkung bei
chronisch-entzundlichen Darmerkrankungen hinweisen. Die wichtigste der genannten
Cx-Verbindungen ist A°-Tetrahydrocannabinol (A%-THC), die fiir viele der
pharmakologischen Wirkungen verantwortlich ist.

Bindungstelle fiir A°>-THC sind zum einem die beiden bereits bekannten Cannabinoid-
rezeptoren CB1 und CB2, zum anderen muss aufgrund der gegenwaértigen
Studienlage von weiteren Cannabinoid-Rezeptoren ausgegangen werden, deren
Identifizierung aber noch nicht gelungen ist. Nachdem diese Rezeptoren kloniert
wurden, konnten in kurzer Folge auch endogene Liganden fir diese Rezeptoren
gefunden werden. Aufgrund dessen war es auch notwendig, die oben genannte
Definition insofern zu erweitern, dass alle Verbindungen, die zu einer Bindung an
Cannabinoidrezeptoren fahig sind, als Cannabinoide bezeichnet werden. Nach
Identifizierung des endogenen Cannabinoidsystems entwickelte sich ein reges
Interesse an den physiologischen und potenziell pathophysiologischen Wirkungen der
Cannabinoide.

Bereits die Verteilung der Cannabinoid-Rezeptoren und der Endocannabinoide laf3t
vorsichtige Ruckschlusse tber ihre mégliche natirliche Funktion zu. CB1-Rezeptoren
befinden sich vor allem auf Nervenzellen im Gehirn und Rickenmark, aber auch in
anderen Geweben, wie zum Beispiel in Blutgefal3en, dem Herzen, den Hoden, der
Milz und Neuronen des Gastrointestinaltraktes. CB2-Rezeptoren finden sich dagegen
vor allem auf Zellen des Immunsystem wie etwa auf wei3en Blutkdrperchen und

scheinen eine Rolle bei der Modulation von Immunfunktionen zu spielen. Die
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natirliche Funktion der uber die CB1-Rezeptoren vermittelten Effekte scheint
dagegen sehr vielfaltig zu sein und ist Gegenstand intensiver Forschungen. Durch
verschieden Arbeiten konnte bereits nachgewiesen werden, dass Cannabinoide
einen hemmenden Effekt auf die Motilitat des Gastrointestinaltraktes besitzen. In der
vorliegenden Arbeit sollte der Einflul3 des Cannabinoidsystems auf die Motilitat der
glatten Muskulatur des lleums der Maus untersucht werden. Die Versuche wurden

+/+

mir Organstreifen genetisch nativer Mause (CB;"") und konstitutioneller CB;” Mause

durchgefihrt.
Folgende Fragen sollten beantwortet werden:

» Konnen elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten Muskulatur sowohl der
CB,*"*-Maus, als auch der CB;"-Maus durch die Zugabe des endogen
Cannabinoidagonisten Anandamid und der synthetischen Agonisten WIN
55,212-2 und Arachydonyl-2"-chloroethylamid (ACEA) beeinflusst werden.

» Kann der selektive CB;R-Antagonist SR141716A einen modifizierenden
Einflul3 auf elektrisch induzierte Kontraktionen austben.

» Wird die Wirkung der genannten Cannabinoidagonisten durch den
Antagonisten SR141716A aufgehoben.

» Wird das Endocannabinoidsystem durch den Vanilloidrezeptoragonisten
Capsaicin bzw. Vanilloidrezeptorantagonisten Capsazepin beeinflusst.

« Kann Apamin, das Ca®*-abhangige K*-Kanéle blockt, die Wirkung des CB-
Agonisten WIN 55,212-2 und des CB1R-Antagonisten SR141716A
beeinflulzen.

» Werden pharmakologisch ausgeltste Kontraktionen der glatten Muskulatur
durch Anandamid oder SR141716A beeinfluf3t.
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere

Fur die Versuche wurden weibliche C57BL/6N (Charles River) Mause mit
einem Gewicht zwischen 16g und 23g verwendet. Dabei standen
konstitutionelle CB;-defiziente Mause (Tiere, denen der CB;-Rezeptor fehlt
(KO-Maus)) und Wildtyp-Méause mit intaktem CB1-Rezeptor zur Verfugung.
Die Tiere wurden generiert von Mitarbeitern des Max Planck-Instituts fir
Psychiatrie Minchen und freundlicherweise fiur die Versuche Uberlassen.
Eine nach den Versuchen stattfindende  Kontrollgenotypisierung
gewahrleistete eine richtige Einordnung in KO- und Wildtypmaus.

Alle Versuchstiere wurden vor den Experimenten unter standardisierten
Bedingungen in einem vollklimatisierten Raum bei kinstlichem Tag-Nacht-
Rhythmus gehalten. lhre Erndhrung bestand aus Trockenfutter und Wasser.
12 Stunden vor Versuchsbeginn wurde das Futter entfernt, wahrend der
Zugang zu Wasser weiterhin unbegrenzt vorhanden war.

Unter CO,-Narkose wurden die Tiere durch zervikale Dekapitation getotet
und anschlieBend die Bauchhodhle durch einen medianen Schnitt eroffnet.
Dabei wurde der komplette DUnn- und Dickdarm entnommen und in ein
Praperationsbad, das einen mit Carbogen oxygenierten Krebs-Ringer Puffer
enthielt, Uberfahrt. Nach Abpraperation des mesenterialen Fettgewebes
wurde fur den Versuch das lleum verwendet. Fur die Organentnahme lag

eine entsprechende Genehmigung der Regierung von Oberbayern vor.
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2.2. Versuchsanordnung

Pro Versuchstier wurden aus dem terminalen lleum sechs ca. 1lcm lange
Streifen entnommen. Diese wurden an ihren beiden Ende jeweils mit einer
Ligatur versehen wund das aborale Ende an einen Haken des
Elektrodenhalters befestigt. Dieser Elektrodenhalter bestand aus einem
Fixationshaken und zwei Platinringelektroden (Abstand voneinander ca.

5mm), durch die der Muskelstreifen gefihrt wurde.

Der Elektrodenhalter mit den Organstreifen wurde in ein doppelwandiges Bad
platziert, das 4 ml Krebs-Ringer-Bikarbonat-Losung (Krebs-Ringer-Solution,
KRS) enthielt (NaCL 115,5 mM, MgSO,; 1,16 mM, NaH,PO, 1,16 mM,
Glucose 11,1 mM, NaHCO; 21,9mM, CaCl 2,5 mM, KCI 4,16mM). Das
Organbad wurde durch einen umgebenden Heizkreislauf auf 37°C gehalten
und der Puffer mit Carbogen (95% O,, 5% CO,) begast.

Das orale Ende der Organsegmente wurde Uber eine Ligatur direkt mit dem
Kraftwandler (Swegma Force Displacement Transducer SG 4-500, Swegma,
Schweden) verbunden. Die Segmente waren derart fixiert, dass entstehende
Krafte in Richtung der longitudinalen Muskulatur registriert wurden. Bei einer
Vorspannung von ca. 40 mN wurde das System 30 min. lang equilibriert. Im
Anschlul3 wurde das Organbad dreimal mit KRS gespult und das jeweilige
Experiment mit frischem Puffer gestartet. Nach einzelnen
Versuchsabschnitten wurde das System jeweils erneut gespilt. Uber den
Kraftwandler wurden die Kontraktionen der Muskelstreifen in elektrische
Spannungsanderungen umgewandelt und Gber einen Verstarker (Hellige, D-
Freiburg) mit einem Flachschreiber (Rikadenki Electronics GmbH, D-Freiburg)

aufgezeichnet. Jedes Segment wurde fir ein einziges Experiment verwendet.
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Kraftwandler

1 — Schreiber

!
J

—

I
I
) I
J
ks

L_LJ

Abb. 1: Schematisierte Darstellung des Versuchsmode Il

Carbogen

95% 02, 5% C02

Krebs-Ringer-Puffer 37°C

2.3. Versuchsdurchfiihrung

Es wurden an einem Versuchstag immer zwei Versuche durchgefiihrt. Dabei handelte
es sich stets um das gleiche Versuchs-Setup, das immer fur eine Wildtyp- und im

Anschluss fur eine CB;-Knock-Out-Maus durchgefuihrt wurde.

2.3.1. EinfluB von Agonisten oder Antagonisten auf elektrisch induzierte

Kontraktionen

Die Organstreifen wurden wie in Abschnitt 2.2 beschrieben prapariert und in das
Organbad eingespannt. Bei einer Vorspannung von 40 mN wurde das System
zunachst 30 Minuten equilibriert. Zehn Minuten vor Versuchsbeginn wurde das

Organbad mit frischer Krebs-Ringer-Bikarbonat-Lésung gespuilt.
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Der Versuch startete mit der dreimaligen Zugabe von Carbachol 10° M, das eine
entsprechende Kontraktion der Muskelstreifen zur Folge hatte und nach einer Minute
Verweildauer im Organbad durch frische Krebs-Ringer-Bikarbonat-Losung ausgespuilt
wurde. Zwischen den einzelnen Zugaben wurde das Organbad noch jeweils zweimal
gespult. Nach der dritten Zugabe und anschlieBendem dreimaligen Spilen wurde das
System fur 10 Minuten equilibriert.

Nun folgte die elektrische Feldstimulation (EFS). Dabei wurden die Muskelstreifen
dem elektrischen Stimulus in absteigenden Frequenzen bei einer Spannung von 40
V und einer Pulsdauer von 1ms im Abstand von einer Minute fir jeweils 10 Sekunden
ausgesetzt. Begonnen wurde mit der Frequenz von 16 Hz, gefolgt von 8 Hz, 4 Hz und
2 Hz.

Nachdem in diesem Schritt die Referenzwerte ohne Zugabe stimulierender oder
inhibitierender Agentien gewonnen wurden, folgte schlie3lich die Zugabe der jeweils
zu testenden Agonisten oder Antagonisten des CB1, CB2 oder TPRV1-Rezeptors.
Dies geschah in entsprechenden Verdinnungsreihen, wobei mit der kleinsten
Konzentration, i.d.R. 10° M, begonnen und bis zur héchsten Konzentration 10* M
gesteigert wurde. Nach der jeweiligen Zugabe der zu untersuchenden Substanz
wurde das System zunachst fur 20 Minuten inkubiert, bevor in oben dargestellter
Weise die elektrische Stimulation erfolgte. Nach der EFS wurde das Organbad
dreimal mit frischer Krebs-Ringer-Bikarbonat-Losung gespult, ehe sich das Procedere
in der ndchsthéheren Konzentration wiederholte.

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

Gemessen wurde jeweils die maximale Kontraktion, die durch den elektrischen

Stimulus induziert wurde.

10
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2.3.2. Einflul von Agonisten oder Antagonisten auf pharmakologisch induzierte

Kontraktionen

Die Organstreifen wurden wie in Abschnitt 2.2 beschrieben prapariert und in das
Organbad eingespannt. Bei einer Vorspannung von 40 mN wurde das System
zunachst 30 Minuten equilibriert. Zehn Minuten vor Versuchsbeginn wurde das
Organbad mit frischer Krebs-Ringer-Bikarbonat-Lésung gespult.

Der Versuch startete mit der dreimaligen Zugabe von Carbachol 10° M, das eine
entsprechende Kontraktion der Muskelstreifen zur Folge hatte und nach einer Minute
Verweildauer im Organbad durch frische Krebs-Ringer-Bikarbonat-Lésung ausgespult
wurde. Zwischen den einzelnen Zugaben wurde das Organbad noch jeweils zweimal
gespdlt. Nach der dritten Zugabe und anschlieRendem dreimaligen Spulen wurde das
System fur 10 Minuten equilibriert.

Anstatt durch elektrischen Stimulation wurden die Kontraktionen der Muskelstreifen
hier durch Zugabe von Carbachol hervorgerufen. Dieser Agonist der M-
Cholinozeptoren wurde kumulativ zugegeben in Abstanden von einer Minute, dabei
wurde mit der Konzentration 10® M begonnen, gefolgt von 107 M, 10° M bis zu 3 x
10°® M. Nachdem die héchste Konzentration fiir eine Minute im Organbad gewesen
war, folgte ein dreimaliges Spulen mit frischer Krebs-Ringer-Bikarbonat-Losung. Der
weitere Verlauf des Versuches gestaltete sich wie oben dargestellt, nur dass die
elektrische durch die pharmakologische Stimulation ersetzt wurde.
Vereinbarungsgemal? wurde im Rahmen der pharmakologischen Stimulation je die
maximale Kontraktion innerhalb der einminitigen alleinigen Verweildauer im

Organbad gemessen.

11
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2.3.3. Einflul3 von Agonisten in der Gegenwart von A ntagonisten auf elektrisch

oder pharmakologisch induzierte Kontraktionen

Die Versuchsdurchfiihrung gleicht den beiden oben vorgestellten. Es wurde lediglich
vor Zugabe der ansteigenden Konzentrationen der zu untersuchenden Substanz ein
Antagonist in das Organbad pipettiert. Die Konzentration des Antagonisten wurde
dabei aus den Ergebnissen der Vorversuche (s.0.) festgelegt.

Nach Zugabe dieser Substanz folgte eine 15-minitige Inkubationszeit, ehe der
Agonist des Cannabinoidrezeptors in den ansteigenden Konzentrationen zugegeben
wurde.

Bei den Antagonisten handelt es sich um SR141716A, ein selektiver Antagonist des
CB1-Rezeptors, Capsazepine, ein Antagonist des TPRV1-Rezeptors, und Apamin,

ein Blocker Kalzium-abhéngiger Kaliumkanale.

2.3.4. Einflud des CB1-Agonisten R-(+)-WIN 55,212 a uf elektrisch induzierte

Kontraktionen unter nicht-adrenergen, nicht-choline rgen Bedingungen

Die Organstreifen wurden wie in Abschnitt 2.2 beschrieben prapariert und in das
Organbad eingespannt. Bei einer Vorspannung von 40 mN wurde das System
zunédchst 30 Minuten equilibriert. Zehn Minuten vor Versuchsbeginn wurde das
Organbad mit frischer Krebs-Ringer-Bikarbonat-L6sung gespuilt.

Der Versuch startete mit der dreimaligen Zugabe von Carbachol 10° M, das eine
entsprechende Kontraktion der Muskelstreifen zur Folge hatte und nach einer Minute
Verweildauer im Organbad durch frische Krebs-Ringer-Bikarbonat-Losung ausgespuilt
wurde. Zwischen den einzelnen Zugaben wurde das Organbad noch jeweils zweimal
gespdlt. Nach der dritten Zugabe und anschlieRendem dreimaligen Spulen wurde das
System fur 10 Minuten equilibriert.

Zunachst erfolgte eine elektrische Stimulation unter ,normalen” Bedingungen. Nach
einmaligem Spiilen wurden durch Zugabe von Atropin 10° M und Guanethidin 10
nicht-adrenerge, nicht-cholinerge Bedingungen hergestellt. Nach 5 Minuten wurde

eine EFS unter diesen Bedingungen durchgefihrt. Um den Einfluld des CB;-

12
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Agonisten unter nicht-adrenergen, nicht-cholinergen Bedingungen zu untersuchen,

wurden im Folgenden vor der Zugabe des Agonisten (10° M — 10 M) stets Atropin

und Guanethidin in oben genannten Konzentrationen in das Organbad pipettiert.

2.4. Datenauswertung

Bei der elektrischen Feldstimulation wurde der grof3te Ausschlag, d.h. die maximale
Kontraktion, gemessen. Diese wurde unmittelbar nach Beginn der Stimulation erreicht.
Die Kontraktionen, die in Abwesenheit stimulierender oder inhibierender Agentien,
induziert wurden, dienten als Referenzwert und entsprachen demnach 100%. Die

Ausschlége, die nach Zugabe der zu untersuchenden Substanzen gemessen wurden,

wurden dazu in Relation gesetzt (Abb. 2).
EFS: 16 Hz 8 Hz 4 Hz 2Hz

AR

Abb. 2: Darstellung der durch den Flachschreiber au fgezeichneten Kontraktionen, die
durch elektrische Stimulation (Frequenz: 16 Hz, 8 H z, 4 Hz, 2 Hz; Spannung 40 V;
Pulsdauer 1 ms; Stimulationsdauer 10 sec.) mit der entsprechenden Frequenz
induziert wurden.

13
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Vereinbarungsgemald wurde bei der Messung der pharmakologisch induzierten
Kontraktionen der grof3te Ausschlag innerhalb einer Minute nach Zugabe der
Substanz gemessen. Auch hier wurden die Kontraktionen nach Zugabe der

Agonisten und/oder Antagonisten in Bezug gesetzt zu den nativen Kontraktionen.

CCH: 107 10° 3x10° Spilen

2R I

Abb. 3: Darstellung der durch den Flachschreiber au fgezeichneten Kontraktionen, die
durch pharmakologische Stimulation mit Carbachol i n aufsteigender Konzentration
(10%*,107, 10° und 3x10 ®) Frequenz induziert wurden.

* Keine nachweisbare Kontraktion bei Zugabe Carbac  hol 10°8.

14
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2.5. Verwendete Substanzen

Tab. 1: Darstellung der verwendeten Substanzen, der Rezeptorbindung, Affinitat bzgl.

CB;- und CB ,-Rezeptor und Herstellungsfirma der entsprechenden Substanz (Coultts,
2004).
Substanz Kategorie Affinitat Firma
- Anandamid Endogener CBR- Ki(CB1): 543 Tocris; Ellisville,
Agonist Ki(CB2): 581-1940 USA
- WIN 55,212-2 | Nicht-selektiver Ki(CB1): 1,89-123 Biotrend; Koln,
CBR-Agonist Ki(CB2): 0,28-16 Deutschland
- ACEA Selektiver CB1- Ki(CB1): 1,4 Biotrend; Kaln,
Rezeptor Agonist Ki(CB2): >2000 Deutschland
- SR141716A Selektiver CB1- R Ki(CB1): 1,8-12,3 Sanofi Recherche;
Antagonist Ki(CB2): 702-13200 | Montpellier,
Frankreich
- Capsazepine | TPRV1-Antagonist Tocris; Ellisville,
USA
- Capsaicin TPRV1-Agonist Tocris; Ellisville,
USA

Weiterhin wurden folgende Substanzen verwendet: Carbachol, Atropin, Guanethidin,
Apamin, Tetrodotoxin (TTX) (alle Sigma, Minchen, Germany);

WIN 55,212-2 wurde in DMSO zur L6sung gebracht, die weitere Verdunnung erfolgte
mit NaCl-0,9%. Fiur SR141716A waren neben einigen Tropfen DMSO wenige Tropfen

Tween 80 notwendig, um eine Lésung zu erreichen.
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Material und Methoden

ACEA, Capsazepine, Capsaicin konnten in Ethanol gelést und mit NaCl-0,9%
weiterverdinnt werden.

Die restlichen Substanzen wurden alle in isotonischer NaCl-Losung geldst. Die
Endverdinnung wurde so gewahlt, dass durch die Zugabe von 40 pl mit einer
Eppendorf-Pipette die erwiinschte Endkonzentration im Organbad erreicht wurde.

In separaten Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Losungsvehikel per se
keinen Effekt auf die elektrisch oder pharmakologisch induzierten Kontraktionen

hatten.

2.6. Auswertung und Statistik

Die Daten fur 4 Hz und 2 Hz wurden nicht graphisch dargestellt, da fir diese beiden
Frequenzen kein Uber den gesamten Versuch stabiles Kontraktionsniveau erzielbar
war. Die Daten werden als Mittelwert + Standardfehler (SEM) angegeben; n steht fur
die Anzahl unabhéngiger Ergebnisse an verschiedenen Segmenten. Zum Vergleich
der Mittelwerte wurden der Student-t-Test fur gepaarte und ungepaarte Stichproben
und die Varianzanalyse verwendet (Sigmastat 2,0; Jandel Scientific, Erkrath,

Germany). Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgesetzt.
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Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1. Einfluss von Cannabinoidagonisten auf elektris ch induzierte

Kontraktionen

Zu Beginn der Versuchsreihe wurde der EinfluR von CB-Rezeptor-Agonisten
auf Kontraktionen der Organstreifen, die durch elektrische Stimulation (40 V;
16 Hz - 8 Hz - 4 Hz - 2 Hz; 1ms Pulsdauer; 10 sek Stimulation)
hervorgerufen wurden, sowohl an WT-Maus als auch an CB1-KO-Maus
untersucht. Die Zugabe der zu untersuchenden Substanzen erfolgte dabei in
den beschriebenen Verdinnungsreihen, wobei stets mit der niedrigsten

Konzentration begonnen wurde.

3.1.1. Anandamid

Der endogene CB-Rezeptor-Agonist Anandamid zeigte sowohl bei der KO-
Maus als auch bei der WT-Maus ab der Konzentration von 10 M eine
signifikante Reduktion der durch EFS induzierten Kontraktionen. Dies legt
den Schlu3 nahe, dass diese Wirkung nicht dber den CB1-Rezeptor
vermittelt ist, da bekanntlich die KO-Maus CBR1-defizient ist.
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Ergebnisse

a) Anadamid - Stimulation mit 16 Hz
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Abb. 4: Darstellung des Einflusses des CBR-Agoniste n Anandamid in
aufsteigender Konzentration auf elektrisch induzier te Kontraktionen der glatten Mus-
kulatur der WT- und KO-Maus. n>9, * = p < 0,05;

a)l6 Hz
b) 8 Hz
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Tab. 2: Kontraktionsniveau nach elektrischer Feldst

Ergebnisse

imulation mit 16 Hz bzw. 8 Hz unter

Zugabe von Anandamid 10 "’ bis 10° in Relation zum Ausgangswert; n >9; * = p<0,05

(Kontrolle vs. 10 *M);

EFS 16 Hz 8 Hz
Anandamid KO WT KO WT
basal 100% + 2,2 100% + 2,3 100% + 2,1 100% + 2,2
10’ M 100,9 % + 4,7 |101,7% +3,6 J107,4% +4,7 |98,7 % + 4,2
10°% ™M 102,3% + 3,7 |100,9% +4,9 J1057 % +3,5 [99,8% * 6,2
10° M 84,1 % + 3,9* 87,9 % + 2,0* 85.9 % + 3,2* | 87,7 % + 2,0*

3.1.2. WIN 55,212-2

Im gleichen Versuchssetup wie bei dem endogenen Agonisten Anandamid
wurden die Versuche mit dem synthetischen Agonisten WIN 55,212-2
durchgefuhrt. Wie bereits erwahnt, handelt es sich dabei um einen nicht
selektiven CBR-Agonisten, der eine deutlich hdhere Affinitat zum CB1-
Rezeptor aufweist als Anandamid. Die zu erwartende signifikante Reduktion
des Kontraktionsniveaus bei Versuchen mit der WT-Maus wurde ab einer
Konzentration von 10° M (8 Hz: 90.00% + 3.74) nachgewiesen. Dieser Effekt
konnte durch die Konzentration 10 (8 Hz: 85,6 % + 2,9) gesteigert werden.
Auch Kontraktionen der glatten Muskulatur der KO-Maus wurden durch WIN
55,212-2 10 M (8 Hz: 89.2 % + 3.48) signifikant reduziert.
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Ergebnisse

a) WIN 55,212-2 - Stimulation mit 16 Hz
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b) WIN 55,212-2 - Stimulation mit 8 Hz
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Abb. 5: Darstellung des Einflusses des CBR-Agonisten WIN 5 5,212-2 in aufsteigender
Konzentration auf elektrisch induzierte Kontraktion en der glatten Muskulatur der WT-
und KO-Maus, n=6, * = p<0,05 (Kontrolle vs. 10 *M); ** = p<0,05 (KO vs. WT);

a) Elektrische Stimulation mit 16 Hz,
b) Elektrische Stimulation mit 8 Hz.
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Tab. 3: Kontraktionsniveau nach elektrischer Stimul

Ergebnisse

ation mit 16 bzw. 8 Hz unter

Zugabe von WIN 55,212-2 10 ° bis 10 °in Relation zum Ausgangswert; n=6; * = p<0,05
(vertikal: Kontrolle vs. 10 *M);

EFS 16 Hz 8 Hz
WIN 55.212-2 KO WT KO wT
basal 100% + 2,2 100% =+ 2,3 100% + 2,1 100% + 2,2
10° M 107,4% + 2,6 105,8% + 3,4 108,2% + 5,6 107,2% + 3,4
10'8 M 109,8% + 6,9 108,8% + 4,3 109,6% + 8,8 109,2% + 3,5
107 M 105,8% + 3,0 105,6% + 4,5 107,8% + 5,9 110,6% + 3,6
108 M 104,0% + 6,9 95,8% + 4,6 101,2% + 5,8  |90,0 % + 3,7
10° M 94,0% + 4,9 87,6% + 4,2* 89,2% + 3,5* | 85,6% + 2,9*
3.1.3. ACEA

Als letzter CBR-Agonist wurde der EinfluR von ACEA, einem synthetischem
Agonisten, der eine sehr grol3e Affinitdt zu dem CB1-Rezeptor aufweist bei
zu vernachlassigender Affinitat zum CB2-Rezeptor und somit als CB1-
selektiv angesehen werden kann, untersucht.

Die Kontraktionen der glattem Muskulatur des lleums der WT-Mause wurden
ab einer Konzentration von ACEA 10° M signifikant gehemmt (16 Hz: 86,0 %
+ 54: 8 Hz: 87,6 % + 7,5). Durch Zugabe von ACEA 10° konnte das
Kontraktionsniveau im Vergleich zu 10°® nur noch unwesentlich vermindert
werden (16 Hz: 84,7% + 5,7; 8 Hz: 86,7 % + 3,9)

Die Zugabe von ACEA 10° M zu den Organstreifen der KO-Maus fiihrte zu
keiner Reduktion der Kontraktion. So zeigte sich im Vergleich KO-Maus zu
WT-Maus eine signifikante Hemmung der maximalen Kontraktionen der WT-

Maus, die vermutlich Uber den CB1-Rezeptor gekoppelt sind.
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Ergebnisse

a) ACEA - Stimulation mit 16 Hz
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Abb. 6: Darstellung des Einflusses des CBR-Agoniste n ACEA in aufsteigender
Konzentration auf elektrisch induzierte Kontraktion en der glatten Muskulatur der WT-
und KO-Maus (8 Hz). n 25, * = p<0,05 (Kontrolle vs. 10 *M); ** = p<0,05 (KO vs. WT);

a) Elektrische Stimulation mit 16 Hz,
b) Elektrische Stimulation mit 8 Hz.
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Ergebnisse

Tab. 4: Kontraktionsniveau nach elektrischer Stimul ation mit 16 bzw. 8 Hz unter
Zugabe von ACEA 10 9 bis 10 ° in Relation zum Ausgangswert; n=6; * = p<0,05 (vert ikal:
Kontrolle vs. 10 ™M); ** = p<0,05 (horizontal: KO vs. WT);

EFS 16 Hz 8 Hz
ACEA KO WT KO WT
basal 100% * 2,2 100% + 2,3 100% = 2,1 100% = 2,2
10° M 100,2% + 6,7 | 102,7% +2,4 |101,3% + 3,4  [101,3% + 2,8
108 M 104,7% +55 | 106,5% +2,6  |106,2% +5,9  |100,8% * 3,6
107 M 105,2% + 1,9 96,3% 2,9 }103,8% £4,1 98,2% * 3,6
10° M 105,2% + 2,5 86,0% +5,4”" [ 101,0% + 3,3 87,6 % +7,5""
10° M 103,8% +3,9 | 84,7% 57" | 99,2% +3,6 86,7 % + 3,97

3.1.4. Vergleich der Cannabinoidagonisten

Der Vergleich des Einflusses der CBR-Agonisten auf die glatte Muskulatur des
lleums der KO-Maus zeigt, dass Anandamid und WIN 55,212-2 in der
Konzentration 10° M zu einer Reduktion der Kontraktion fiihrten. Da diese
Hemmung nicht Uber den CB1l-Rezeptor gekoppelt sein kann, missen hier
andere Rezeptoren involviert sein. ACEA konnte als selektiver CB1R-Agonist
in Abwesenheit des CB1-Rezeptors bei der KO-Maus keine hemmende
Wirkung auf die maximale, elektrisch induzierte Kontraktion entfalten. Bei der
WT-Maus hingegen konnte bei ACEA in der Konzentration 10 ®* M und 10° M
eine signifikante Hemmung erreicht werden. Bei Anandamid und WIN55,212-2
beobachteten wir eine etwa gleiche Wirkung auf die WT- und die KO-Maus, so
dass dem CB;i-Rezeptor eine nur begrenzte Wirkung zugeschrieben werden
kann.

Vergleicht man die Wirkung der genannten Agonisten in der Konzentration
10° M auf die glatte Muskulatur der WT-Maus, so ist die Potenz der

untersuchten Substanzen in etwa gleich.
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Ergebnisse
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Abb. 7: Vergleich des Einflusses der CBR-Agonisten Anandam id, WIN 55,212-2 und
ACEA in aufsteigender Konzentration auf elektrisch induzierte Kontraktionen der

glatten Muskulatur der KO-Maus. * = p<0,05: Verglei ch 10°® M vs. Kontrolle; ** = p<0,05:
Vergleich Anandamid vs. ACEA,;

a) Elektrische Stimulation mit 16 Hz
b) Elektrische Stimulation mit 8 Hz
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Ergebnisse
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Abb. 8: Vergleich des Einflusses der CBR-Agonisten Anandam id, WIN 55,212-2 und
ACEA in aufsteigender Konzentration auf elektrisch induzierte Kontraktionen der
glatten Muskulatur der KO-Maus; * = p<0,05: Kontrol  le vs. 10 ™ M;

a) Elektrische Stimulation mit 16 Hz
b) Elektrische Stimulation mit 8 Hz
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Ergebnisse

Tab. 5: Vergleich der hemmenden Wirkung der CBR-Ago  nisten in der Konzentration 10-
5 M; * = p<0,05: Vergleich Anandamid vs. WIN 55,212 -2; ** = p<0,05: Vergleich
Anandamid vs. ACEA; *** = p<0,05 Vergleich WIN 55,2 12-2 vs. ACEA; n = 5-10;

EFS 16 Hz 8 Hz
Agonist KO WT KO WT
ACEA 10° M 103,8% + 3,9 84,7 % +5,7 | 99,0 % +3,6 86,7% * 3,9
Anandamid10 > M 84,1 % +3,9** |[87,9% +1,9 85,9 % + 3,2** |85,6 % + 2,9
WIN 55,212-2 10° M | 94,0 % + 4,9 87,6 % + 4,2 89,2 % + 3,5 87,7% 2,0

3.2. Einfluss des CB ;R-Antagonisten SR 141716A auf elektrisch

induzierte Kontraktionen

Der selektive CB1R-Antagonist SR141716A fuhrte sowohl bei KO- als auch
bei WT-Maus zu einer Steigerung der maximalen Kontraktion nach
elektrischer Stimulation. Exemplarisch werden die Daten bei elektrischer
Stimulation mit 16 Hz aufgefihrt. Dabei war zu beobachten, dass der
stimulierende Effekt bei der WT-Maus noch mehr zu Tage trat als bei der KO-
Maus. Bei der maximalen Konzentration von 10° M, unter der noch eine
Steigerung des Kontraktionsniveaus nachgewiesen werden konnte, war der
stimulierende Effekt sowohl bei EFS mit 16 Hz (126,0 % £ 4,6) als auch mit 8
Hz (110,5 % = 3,0) bei der WT-Maus signifikant im Vergleich zur Kontrolle
(p<0,05). Bei der KO-Maus war ebenfalls eine Zunahme des
Kontraktionsniveaus zu beobachten (16 Hz: 111,6 % + 6,8; 8 Hz: 108,1 % +

7,1), allerdings erreichte diese keine statistische Relevanz.
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SR 141716A - Stimulation mit 16 Hz
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Abb. 9: Darstellung des Einflusses des CB1R-Antagon
aufsteigender Konzentration auf elektrisch induzier
Muskulatur der WT- und KO-Maus (16 Hz), * = p<0,05,

isten SR1414716A in
te Kontraktionen der glatten
n=10.

Tab. 6: Kontraktionsniveau nach elektrischer Stimul ation mit 16 bzw. 8 Hz unter
Zugabe von SR 141716A 10 ° bis 10 ®in Relation zum Ausgangswert; n=9; * = p<0,05
(vertikal: Kontrolle vs. 10 *M); ** = p<0,05 (horizontal: KO vs. WT);

EFS 16 Hz 8 Hz

SR 141716A KO WT KO WT

basal 100 % + 2,2 100 % + 2,3 100 % + 2,1 100 % + 2,2
10'9 M 114,3 % = 6,0* 121,0 % + 1,8* 113,5 % + 5,0* 111,5 % £ 4,7*
108 M 120,2 % +9,6* | 131,5 % +3,4* [107,6 % +6,5 |121,3% +4,1*
10'7 M 116,9 % + 4,5* 134,8 % + 3,4* 112,0 % + 4,0* 115,4 % + 3,8*
10 M 111,6 % +6,8 | 126,0 % +4,6* [108,1% +7,1 |110,5 % + 3,0*
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Ergebnisse

3.3. Einfluss des Vanilloidrezeptoragonisten Capsai cin und des

Vanilloidrezeptorantagonisten Capsazepin auf elektr isch induzierte

Kontraktionen

Interaktionen des ,Endocannabinoid-“ und des ,Endovanilloidsystems*” sind an
anderen Modellen vorbeschrieben (Maccarrone, 2000). Daher wurde der
EinfluR des TRPV1 (Vanilloid)-Rezeptor-Agonisten Capsaicin und des TRPV1-
Rezeptor-Antagonisten Capsazepin auf elektrisch induzierte Kontraktionen der

glatten Muskulatur untersucht.

Dabei zeigte sich, das Capsazepin bis zur Konzentration 10°® M keinen
signifikanten Einflu3 auf die elektrisch induzierten Kontraktionen der KO- und
WT-Maus hatte. Der hemmende Effekt, der durch Zugabe von Capsazepin in
der Konzentration 10 beobachtet werden konnte, muB als unspezifisch

angesehen werden.

Durch die Applikation des Vanilloidrezeptoragonisten Capsaicin in den
Konzentrationen 107 M, 10° M und 10° M in das Organbad konnte eine
signifikante Steigerung der Kontraktionen bei der WT-Maus beobachtet
werden. Auch die Kontraktionen der glatten Muskulatur der KO-Mause wurden
in den Konzentrationen Capsaicin 10 M und 10°® M signifikant gesteigert.

Der Vergleich WT-Maus und KO-Maus in der Konzentration 10° M zeigt
signifikant gesteigerte Kontraktionen der glatten Muskulatur der WT-Maus
(siehe Tabelle 7).
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Capsazepin - Stimulation mit 16 Hz
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Abb. 10: Darstellung des Einflusses des TPRV ;-Antagonisten Capsazepin in
aufsteigender Konzentration auf elektrisch induzier te Kontraktionen der glatten
Muskulatur der WT- und KO-Maus (16 Hz), n = 6. (*) = p<0,05.
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Abb. 11: Darstellung des Einflusses des TPRV1-Agoni sten in aufsteigender
Konzentration auf elektrisch induzierte Kontraktion en der glatten Muskulatur der WT-

und KO-Maus (16 Hz), * = p<0,05 (in Bezug auf Basa Iwert), ** = p<0,05 (KO vs. WT), n =
6.
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Ergebnisse

Tab. 7: Steigerung der Kontraktion unter Zugabe des

M in Relation zum Ausgangswert; n=6; * = p<0,05 (

TPRV1-Agonisten Capsaicin 10
Kontrolle vs. 10 *M); ** = p<0,05

(KO vs. WT)

EFS 16 Hz 8 Hz
Capsaicin KO WT KO WT
basal 100 % + 2,2 100 % + 2,3 100 % + 2,1 100 % + 2,2
107" M 111,6 % + 9,9 133,0 % + 9,0* 118,0 % =+ 9,6* 132,6 % + 7,7*
10° M 130,0 % = 8,6* 139,6 % + 8,7* 125,4 % =+ 8,4* 142,2 % + 6,4*
10° M 106,6 % =+ 8,8 143,2 % + 7,4%/** §1 109,2 % + 6,4* 130,7 % + 5,4%/**
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Ergebnisse

3.4. Einfluss von CBR-Agonisten Anadamid, ACEA und WIN 55,212-2 auf
elektrisch induzierte Kontraktionen in Gegenwart de s CB1R-Antagonisten
SR141716A

In dieser Versuchsreihe wurde das Setup derart abgeandert, dass der Einfluf3
der Agonisten in ansteigender Konzentration in Gegenwart des CBI1R-
Antagonisten SR141716A in der Konzentration 10°® M untersucht werden
konnte. Die Konzentration des Antagonisten wurde entsprechend Abb. 9

gewahlt, da hier noch keine unspezifische Rezeptorbindung stattfindet.

3.4.1. Anandamid

Wie zuvor dargestellt, zeigte sich sowohl bei der KO-Maus als auch bei der
WT-Maus nach Zugabe von Anandamid 10 M eine signifikante Reduktion der
Kontraktion der glatten Muskulatur. Dieser Effekt konnte weder bei der KO-
Maus noch bei der WT-Maus durch den selektiven CB1R-Antagonisten
SR141716A antagonisiert werden.

Vielmehr fiihrte bei der WT-Maus die Zugabe von Anandamid 10> M in
Gegenwart von SR141716A 10° M zu einer signifikanten Reduktion der
elektrisch induzierten Kontraktion der glatten Muskulatur der WT-Maus (71.5
% + 3.50).
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SR141716A --> Anandamid
Stimulation mit 8 Hz
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Abb. 12: Darstellung des Einflusses von Anandamid i
auf elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten

Konzentration in M

n ansteigender Konzentration
Muskulatur der WT- und KO-Maus

(16 Hz) in Gegenwart des CB1R-Antagonisten SR141716 A 10°M, * = p<0,05 (Anandamid
vs. SR141716A >Anadamid), n=10.

Tab. 8: Vergleich der Wirkung von Anandamid 10 °
Organbad und nach vorheriger Inkubation mit dem CBR
M auf elektrisch induzierte Kontraktionen der glatt

M bei alleiniger Zugabe zum
-Antagonisten SR141716A 10 °
en Muskulatur der WT- und KO-Maus

(exemplarisch 8 Hz), * = p<0,05 ( Anandamid vs. SR1 41716->Anadamid), n=10.

Anandamid
10° M SR141716A 10°M
Stimulation >10° M
mit 8 Hz
KO 859 % +3.14 87.63 % +2.38 n=>5
WT 87.7 % +2.02 71.5 % + 3.50 * n==~6
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Ergebnisse

3.4.2. WIN 55,212-2

Nachdem sich WIN 55,212-2 als potentester Agonist gezeigt hatte, sollte als
nachstes untersucht werden, ob die hemmende Wirkung auf die glatte
Muskulatur des lleums der WT-Maus durch den selektiven CB1R-Antagonisten
SR141716A antagonisiert werden kann. SR141716A wurde dabei stets in der
Konzentration 10°° M ins Organbad gegeben. Hier war zu beobachten, dass
der hemmende Effekt des Agonisten (90.0 % + 3.74) in der Konzentration 107
M etwas vermindert werden konnte (98.0% + 7,02), allerdings nicht signifikant.
Mit steigender Konzentration von WIN 55,212-2 (10 M: 85.6 % + 2.94) zeigte
sich keine modifizierende Wirkung des Antagonisten (87,83% + 5,27).

SR141716A --> WIN 55,212-2
Stimulation mit 8 Hz - WT-Maus

140

120 A

100 -

80 -

—&— WIN 55,212-2

60 1 —O— SR141716A 10° --> WIN 55,212-2

Kontraktion in %

40 -

20 A

0 T T T T T T
basal 10-9 10-8 10-7 10-6 10-5

Konzentration WIN 55,212 in M

Abb. 13: Darstellung des Einflusses von WIN 55,212- 2 in ansteigender Konzentration
auf elektrisch (8 Hz) induzierte Kontraktionen der glatten Muskulatur der WT-Maus
alleine und in Gegenwart des CB1R-Antagonisten SR14 1716A 10°°M, n=8.
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Tab. 9: Vergleich der Wirkung von WIN 55,212-2 bei

alleiniger Zugabe zum Organbad

und nach vorheriger Inkubation mit dem CBR-Antagoni sten SR141716A 10° M auf

elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten Mus

kulatur der WT-Maus, n=8.

EFS 8 Hz

WIN 55.212-2 Ohne SR141716A Mit SR141716A 10°
basal 100% + 2,2 100 % + 2,2

10° M 107,2% + 3,4 115,3 % + 6,5

108 M 109,2% + 3,5 112,3 % + 7,9

107 M 110,6% + 3,6 114,6 % + 7,3

10° M 90,0 % + 3,7 98,0 % + 7,0

10° M 85,6% * 2,9 87,8 % + 5,3
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3.4.3. ACEA

Wie in Kapitel 3.1.3. dargestellt, konnte der selektive CB1R-Agonist ACEA bei
der KO-Maus aufgrund des Fehlens des CB1l-Rezeptors keine hemmende
Wirkung entfalten.

Folglich war zu erwarten, dass eine Blockade des CB;-Rezeptors mit
SR141716A ebenfalls dazu fuhrt, dass ACEA die durch EFS induzierten
Kontraktionen nicht zu hemmen vermag. In Abbildung 14 wird die Wirkung von
ACEA alleine und in Gegenwart von SR141716A dargestellt. Es zeigt sich,
dass durch die Zugabe von SR141716A 10° M eine signifikante Steigerung

der Kontraktionen hervorgerufen wird. Der hemmende Effekt von ACEA 10°
und 10 kann durch Zugabe von SR141716A signifikant antagonisiert werden.

ACEA vs. SR141716A --> ACEA
Stimulation mit 8 Hz - WT-Maus
140

120 A

100 + *

80 -

60 1 —e— ACEA

—O— SR141716A 10° --> ACEA

Kontraktion in %

40 A

20 A

0 T T T T T
basal 10-9 10-8 10-7 10-6 10-5

Konzentration ACEA in M

Abb. 14: Darstellung des Einflusses von ACEA in ansteigend er Konzentration auf
elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten Mus kulatur der WT-Maus (8 Hz) nach
alleiniger Zugabe zum Organbad und in Gegenwart des CB1R-Antagonisten
SR141716A 10°°M; * = p<0,05 ACEA vs. SR141716A > ACEA, n=6.
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Tab. 10: Vergleich der Wirkung von ACEA bei alleini

nach vorheriger Inkubation mit dem CBR-Antagonisten

elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten Mus

ger Zugabe zum Organbad und

SR141716A 10° M auf
kulatur der WT-Maus, n=6.

EFS 16 Hz 8 Hz

Ohne SR141716A | Mit SR141716A | Ohne SR141716A | Mit SR141716A
ACEA
basal 100% * 0,0 100% + 0,0 100% + 0,0 100% + 0,0
10° M 102,7% * 2,4 119,0 % * 4,7 101,3% * 2,8 122,8 % +9,6
108 M 106,5% * 2,6 1257 % +7,1 | 100,8% + 3,6 121,2 % + 8,5
107 M 96,3 % * 2,9 1232 % + 7,5 98,2 % * 3,6 118,3 % + 6,4
10°% M 86,0% + 5,4 118,8 % + 6,0 87,6 % +7,5"" 118,3 % + 6,0
10° M 84,7% + 5,7 106,3 % + 7,7 86,7 % £3,97" | 103,3% +5,4

3.5. EinfluB von Apamin auf elektrisch

induzierte K

ontraktionen des

lleums der WT- und KO-Maus

Apamin ist ein aus Bienengift isoliertes Toxin, das als Inhibitor der
sogenannten "small conductance"” Ca‘* abhangigen Kaliumkandale wirkt. Diese
K*-Kanale werden in Gegenwart von ATP oder verwandten Purinen geoffnet.

Es wurde sowohl fur die KO-Maus als auch fur die WT-Maus untersucht, wie
elektrisch induzierte Kontraktionen durch die Zugabe von Apamin in
ansteigender Konzentration von 10° M bis 10° M modifiziert werden. Dabei

zeigte sich, dass schon bei Zugabe von Apamin 10° M eine signifikante
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Steigerung der Kontraktion der WT-Maus im Vergleich zur KO-Maus erreicht

werden konnte. Dieser Effekt konnte bis zur Konzentration Apamin 10° M
beobachtet werden.

Apamin - Stimulation mit 16 Hz

180

Il KO
I wrt

160 . *E*
I*/** I/ I I*/**

140 +
120 A
100 o ™

80 A

Kontraktion in %

60 1

40

20 A

0 T T T T T
basal 10-9 10-8 10-7 10-6

Konzentration in M

Abb. 15: Darstellung des Einflusses von Apamin in ansteige nder Konzentration auf
elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten Mus kulatur der WT- und KO-Maus (16
Hz), * = Kontrolle vs. Apamin, ** = p<0,05 KO vs. W T, n=6;
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Tab. 11: Kontraktionsniveau nach elektrischer Stimu
Zugabe von Apamin 10 ° bis 10 in Relation zum Ausgangswert; n=6; * = p<0,05: KO

lation mit 16 bzw. 8 Hz unter

vs. WT;

EFS 16 Hz 8 Hz
Apamin KO WT KO WT
basal 100% + 0,0 100% + 0,0 100% + 0,0 100% + 0,0
10° M 108,4 % £ 5,6 146,6 % + 8,3* [109,5 % +7,8 |140,2 % +9,0*
108 M 107,4 % + 3,8 148,6 % + 8,0* 113,2 % +9,8 | 160,8 % + 8,1*
10’ M 105,8 % + 6,1 151,7 % + 9,0 §107,4 % +8,7 |142,4 % +9,1*
10 M 100,8 % + 6,0 142,8% +8,4* | 98,2% +5,1 |142,4 % +11,9*

3.6. EinfluR von Apamin 10 °® M auf die Wirkung des CB1R-Antagonisten

SR141716A

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Apamin eine signifikant stimulierende

Wirkung auf die glatte Muskulatur der WT-Maus hat bei nur geringer Wirkung

auf KO-Maus, sollte als nadchstes zunachst untersucht werden, ob die Wirkung
des CB1R-Antagonisten SR141716A durch Apamin beeinflusst werden kann.

Dabei zeigt sich, dass es im Vergleich mit Abbildung 9 zu keiner weiteren

signifikanten Steigerung der Kontraktionen kommt. Bei einer Blockade der

small conductance-K*-Kanéale durch Apamin vermag SR141716A keine weitere

steigernde Wirkung auf die Kontraktion.
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a) Apamin 10° --> SR141716A
Stimulation mit 16 Hz

160
:[*/** e \|7V(?I'
140 I*/** I K[
:I:*/**
120 |
X
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c
ie)
£ 801 i
g
€
S 60
X
40
20 -
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basal 10-9 10-8 10-7 10-6 10-5
Konzentration SR141716A in M
b) Apamin 10° --> SR141716A
Stimulation mit 8 Hz
180 I KO
Cwt
160 -
e I *[** * [xk
140 + I I I*/**
o 120 1
£
= 100 - =
RS
kv
S 801
c T
(@]
¥ 60 -
40 -
20
O T T T T T T
basal 10-9 10-8 10-7 10-6 10-5
Konzentration SR141716A in M
Abb. 16: Darstellung des Einflusses von SR141716A i n ansteigender Konzentration auf

elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten Mus kulatur der WT- und KO-Maus (16 Hz) in
Gegenwart des Inhibitors der "small conductance"” Ca " abhangigen Kaliumkanale Apamin 10
"M; * = p<0,05 basal vs. 10 *, ** = p<0,05 KO vs. WT. a) Elektrische Stimulation ~ mit 16 Hz, b) 8 Hz,
n=6.
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3.7. EinfluR von Apamin 10 ® M auf die Wirkung des CBR-Agonisten WIN
55,212-2

Bei diesem Versuchssetup wurde die Wirkung des CBR-Agonisten WIN
55,212-2 (10° M — 10™* M) auf elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten
Muskulatur der WT- und KO-Maus in Gegenwart des K*-Inhibitors Apamin
untersucht. Es zeigt sich dabei, dass die Hemmung, die durch alleinige
Zugabe von WIN 55,212-2 10° M (KO: 89.2 % + 3.48; WT: 85.6 % =+ 2.94)
erreicht wird, durch Apamin 10”7 M bei der WT-Maus (102,7 % + 4,3) und bei
der KO-Maus ganz aufgehoben werden kann. Bei der KO-Maus kommt es im
Vergleich zur Kontrolle zu einer Steigerung der durch elektrische Stimulation
induzierten Kontraktionen (KO: 123.2 % + 7.68).

Apamin --> WIN 55,212-2
Stimulation mit 8 Hz - KO-Maus

160

. \WIN 55,212
* *| ] Apamin 107 --> WIN 55,212
T T i
140 -
I*
120 -
X
£ 100 A e
c
il
T 80 -
€
&
c 60
o
~
40
20
0 T T T T
basal 10-7 10-6 10-5

Konzentration WIN 55,212 in M

Abb. 17: Vergleich des Einflusses von WIN 55,212-2 alleine und in Gegenwart von
Apamin auf elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten Muskulatur des lleums der
KO-Maus, * = p<0,05 WIN 55,212 vs. Apamin - WIN 55,212-2, n=6.
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Stimulation mit 8 Hz - WT-Maus

Ergebnisse
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Abb. 18: Vergleich des Einflusses von WIN 55,212-2
Apamin auf elektrisch induzierte Kontraktionen der

Konzentration WIN 55,212-2 in M

WT-Maus, * = p<0,05 WIN 55,212-2 vs. Apamin = WIN 55,212-2, n=6.

Tab. 12: Darstellung des Einflusses von Apamin auf
induzierter Kontraktionen durch WIN 55,212-2; * =
WIN 55,21-22, n=6.

alleine und in Gegenwart von
glatten Muskulatur des lleums der

die Hemmung elektrisch
p<0,05: WIN 55,212-2 vs. Apamin >

EFS KO WT
Ohne Apamin Apamin 10 Ohne Apamin Apamin 10
WIN 55,212-2 P P i i
10'6 M 101,2 % + 5,8 141,6 % + 6,1* 90,0 % + 3,7 101,5% = 5,0
10'5 M 89.2 % + 3,5 123.2 % + 7,7 * 85.6 % +2,9 102,7 % + 4,3*
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3.8. EinfluR von WIN 55,212-2 auf elektrisch induzi erte Kontraktionen

unter nicht-adrenergen, nicht-cholinergen (NANC) Be

dinqungen

Kontraktionen, die durch elektrische Stimulation ausgeldést werden, werden
durch Freisetzung von Acetylcholin aus enterischen cholinergen Nerven
1998),

Gegenwart von Atropin (cholinerger Blocker) und Guanethidin (adrenerger

induziert. Es konnte aber auch gezeigt werden (lzzo, dass in

Blocker) Kontraktionen durch EFS ausgelést werden kdnnen, die uber
Tachykinine und deren Rezeptoren vermittelt sind.

Es zeigte sich, dass unter NANC-Bedingungen durch die Zugabe von WIN
55,212-2 10 M bei der KO-Maus eine starkere Hemmung (nicht signifikant)
erreicht wurde als unter fehlender Blockade cholinerger und adrenerger
Rezeptoren.

Bei der WT-Maus war die Hemmung nach Zugabe des CBR-Agonisten
geringer (nicht signifikant) als unter ,Normalbedingung®“.

Auch unter non-adrenergen, non-cholinergen Bedingungen fithrte WIN 55,212-
2 bei der WT-Maus im Vergleich zur KO-Maus zu einer starkeren, allerdings
hier nicht signifikanten Reduktion (KO: 82,8 % + 2.94, WT: 72.8 % + 8.2) der
die durch elektrische Feldstimulation

maximalen Kontraktionen, induziert

wurden (8Hz).

Tab. 13: Vergleich des Einflusses von WIN 55,212-2 10-5 M auf elektrisch induzierte

Kontraktionen unter ,normalen“ Bedingungen und unte r non-adrenergen, non-
cholinergen (NANC) Bedingungen. * = p<0,05: KO vs.  WT, n=6.
WIN 55,212-2
10° M Guanethidin 10°°,

Stimulation Atropin 10° > 10° M

mit 8 Hz

KO 89.2 % + 3.48 82.8 % +2.94

WT 85.6 % = 2.94* 72.8 % = 8.2
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3.9. EinfluR des endogenen CBR-Agonisten Anandamid und des CB1R-

Antagonisten SR141716A auf pharamkologisch induzier te Kontraktionen

Wie in der Methodik dargestellt, wurden die Kontraktionen in diesem
Versuchsetup durch Zugabe von Carbachol, einem Carbaminsaure-
Cholinester, hervorgerufen, das als Agonist wie Acetylcholin auf
muskarinische Rezeptoren wirkt. Es handelt sich dabei um eine
postjunktionale Wirkung.

3.9.1. Anandamid

Anandamid fuhrte weder bei der KO-Maus noch bei der WT-Maus zu einer
Hemmung der durch die Zugabe von Carbachol 10°® M ausgeldsten
Kontraktionen der glatten Muskulatur. Vielmehr kommt es zu einer
signifikanten Steigerung der Kontraktionen vor allem der glatten Muskulatur
der WT-Maus (107" M: 110.5% + 4.14*, 10® M:120.9% =+ 8.1%), aber auch der
KO-Maus (10° M: 109.7% + 4.17%).

Tab. 14: Kontraktionsniveau nach pharmakologischer Stimulation mit CCH 10 ° unter Zugabe
von Anandamid 10 7 bis 10°in Relation zum Ausgangswert; n=8; * = p<0,05 (vert ikal: Kontrolle
vs. 10™M);

Pharmakologische CCH 10°®
Stimulation
Anandamid X w
basal 100 % + 1,9 100 % + 2,2
10" M 104,7 % + 4,8 110,5 % =+ 4,1*
10°% M 109,7 % + 4,2* 120,9 % + 8,1*
10° M 99,6 % + 4,5 112,4 % + 8,6
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Anandamid - Stimulation mit CCH 10°®
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Abb. 19: EinfluB des endogenen CBR-Agonisten Ananda mid auf pharmakologisch
(Carbachol 10 6 M) induzierte Kontraktion. * = p<0,05 basal vs. 10 * M, n=8;

3.9.2. SR141716A

Auf elektrisch induzierte Kontraktionen konnte der selektive CB1R-Antagonist
SR141716A eine stimulierende Wirkung austben. Es sollte nun abschlielend
noch untersucht werden, ob dieser Effekt auch bei pharmakologisch
induzierten Kontraktionen zu beobachten ist.

In der Tat konnte auch hier bei den Organstreifen der WT-Maus eine
Steigerung der durch Carbachol-Zugabe ausgelosten Kontraktionen
beobachtet werden (107" M: 147.4% + 15.1*, 10° M: 136.5% + 10.8%).

Wie zu erwarten hatte die Zugabe des Antagonisten zu den Organstreifen der
Maus mit defizientem CB1-Rezeptor keine signifikante Modifizierung der

Kontraktionsantwort zur Folge.
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Tab. 15: Kontraktionsniveau nach pharmakologischer Stimulation mit CCH 10 ° unter Zugabe

von SR141716A 10 und 10 °in Relation zum Ausgangswert; n=6; * = p<0,05 (vert ikal: Kontrolle
vs. 10™M);

Pharmakologische CCH 108
Stimulation
SR141716A Je e
basal 100 % + 1,9 100 % + 2,2
10" M 97,4 % + 7,4 147,4 % + 15,1*
10 M 107,2 % £ 7,2 136,9 % + 10,8*

SR141716A - Stimulation mit CCH 10°®
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Abb. 20: EinfluB des selektiven CB1R-Antagonisten S R141716A auf pharmakologisch
(Carbachol 10-6 M) induzierte Kontraktionen. * = p< 0,05 basal vs. 10 * M; n=6;
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4. Allgemeine Diskussion

4..1. Intestinale Motilitat

4.1.1. Regulation der intestinalen Motilitat

Die intestinale Motilitat wird im Wesentlichen lokal durch das enterische
Nervensystem reguliert. Es besteht aus einem Netzwerk von Ganglien und
verbindenden Nervenstrangen, die vom Osophagus bis zum inneren
Analsphinkter reichen. Dabei gliedert sich das Darmnervensytem in den
Plexus myentericus (Auerbach), der zwischen longitudinaler und zirkularer
Muskelschicht der Darmwand liegt, und den Plexus submucosus, der sich, wie
der Name schon sagt, in der Submukosa befindet (Furness, 1978;
Timmermanns, 2001).

Die intestinale Motilitat bedarf einer koordinierten Aktivitdt der enterischen
Neurone, welche aufgrund ihrer Form und Morphologie, der chemischen
Ubertragung, der Vernetzung und ihrer funktionellen Eigenschaften
klassifiziert werden konnen (Wood, 1999; Furness, 1987; Gershon, 1994;
Costa, 1996; Schemann, 2001). Costa et al. (1996) und Furness (2000)
konnten durch Analyse des ENS im Intestinum des Meerschweinchens mehr

als 15 verschiedene Neuronentypen differenzieren.
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Tab. 16: Neuronentypen im enterischen Nervensystem des Meerschweinchen-
Dinndarms (Furness, 2000)
Vorkommen Typ Lage
Plexus myentericus +  Erregende Motoneurone Zirkulare Muskulatur
mit kurzen Fortsatzen
+ Erregende Motoneurone Zirkulére Muskulatur
mit langen Fortsatzen
. Hemmende Motoneurone Zirkuldre Muskulatur
mit kurzen Fortsatzen
. Hemmende Motorneurone Zirkulére Muskulatur
mit langen Fortsatzen
«  Erregende Motoneurone Longitudinale Muskulatur
« Aszendierende Interneurone Ganglien Plexus myentericus
(lokal motorische Reflexe)
. Deszendierende Interneurone Ganglien Plexus myentericus
(lokal motorische Reflexe)
. Deszendierende Interneurone Ganglien Plexus myentericus
(wandernder motorischer Komplex)
. Deszendierende Interneurone Ganglien Plexus myentericus
(sekretorischer Reflex)
. Intrinsisch primar afferente Mukosa und Muskulatur
Neurone
. Intestinofugale Neurone Pravertebrale sympathische
Ganglien
Plexus submukosus * Noncholinerge sekretomotorische/ | Mukosa und submukés
vasodilatatorische Neurone Arteriolen
+ Cholinerge sekretomotorische/ Mukosa und submukose
vasodilatatorische Neurone Arteriolen
e Cholinerge sekretomotorische Mukosa
Neurone
« Intrinsisch primar afferente Mukosa
Neurone

Die groRten Gruppen unter diesen sind

intrinsisch sensorische (primar

afferente) Neurone, Interneurone, die innerhalb und zwischen den Plexus

Verbindungen

herstellen,

Motorneurone,

vasodilatatorische Neurone.

a7

sekretomotorische und
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Interneurone und Motorneurone haben ahnliche Eigenschaften, da es sich bei
diesen um uniaxonale S- (oder Typ 1-) Neurone mit einem
elektrophysiologisch schnellem exzitatorischen Potenzial handelt.
Die intrinsischen sensorischen (primar afferenten) Fasern (IPAN = intrinsic
afferent primary neurons) sind multiaxonale AH- (oder Typ 2-) Neurone, die
elektrophysiologisch durch ein verlangertes hyperpolarisierndes Nach-
potenzial charakterisiert sind (Brookes, 2002; Bornstein, 2004).
Essentiell fur eine funktionierende gastrointestinale Motilitat ist ein optimal
abgestimmtes Zusammenspiel zwischen Regulationsmechanismen, die sowohl
erregend als auch hemmend sein kbnnen.
Der peristaltische Reflex wurde bereits 1899 von Bayliss und Starling
beschrieben, die durch eine lokalisierte Dehnung der Darmwand eine
Kontraktion oral und eine Relaxation aboral des Stimulus beobachten konnten.
Heute weil3 man, dass folgende Mechanismen an der propulsiven Peristaltik
beteiligt sind:
a) ein aszendierender exzitatorischer Leitungsweg, der IPAN , Inter- und
exzitatorische Motorneurone umfasst,
b) ein deszendierender inhibitorischer Leitungsweg, der IPAN und
inhibitorische Motorneuronen umfasst,
c) ein deszendierender exzitatorischer Leitungsweg mit IPAN und
exzitatorischen Motorneuronen und
d) ein Leitungsweg in die Zirkumferenz mit IPAN, exzitatorischen und
inhibitorischen Motorneuronen
Die exzitatorische Ubertragung innerhalb des enterischen Nervensystems
kann in zwei Kategorien eingeteilt werden (Furness, 1998; Galligan, 2000):
zum einen findet eine schnelle Ubertragung uber nicotinerge
Acetylcholinrezeptoren, P2X Purinozeptoren und 5-HT 3 (Serotonin) -
Rezeptoren statt, zum anderen gibt es eine langsame Ubertragung sowohl
uber muskarinerge Acetylcholinrezeptoren als auch dber Tachykinin
Neurokinin (NK) 1- und Neurokinin (NK) 3-Rezeptoren.
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Die exzitatorische Transmission zwischen Motorneuronen und der glatten
Muskulatur wird Gber muskarinerge Acetylcholin- und Tachykinin NK1- und
NK2-Rezeptoren vermittelt (Maggi, 1994; Holzer, 1997; Taylor, 1986). Ein
geringeres Niveau eines physiologischen Stimulus bevorzugt die cholinerge
Komponente der exzitatorischen Ubertragung, die Uber die ,interstitiellen
Zellen von Cajal® (ICC) vermittelt zu sein scheint (Beckett, 2002), wahrend
hohere Stimulationslevel zu einer Aktivierung der Tachykininkomponente
fihren (Grider, 1994). Dabei vermdgen sowohl NK1- als auch NK2-Rezeptor-
Antagonisten diese Wirkung zu hemmen, was auf eine Beteiligung von
Substanz P und auch Neurokinin A als Neurotransmitter schlieRen I&asst
(Maggi, 1997). Immunhistochemische Untersuchungen zeigten in diesem
Zusammenhang, dass NK2-Rezeptoren auf glatten Muskelzellen lokalisiert
sind, wahrend NK1-Rezeptoren sich auf ICC befinden. Diese Beobachtung
suggeriert neben einem direkt en Einflu3 auf die glatte Muskulatur auch einen
indirekten tber ICC (Ward, 2004).

Bei den ICC handelt es sich um Schrittmacherzellen, die ein oszillierendes
Membranpotential aufweisen, das elektrisch an die angrenzenden
Muskelschichten der glatten Muskulatur Ubertragen wird. Durch diese als
,Slow waves" bezeichneten Potenzialschwankungen erfahrt die Erregbarkeit
der elektrisch gekoppelten Muskelzellen phasische Variationen, wodurch die
kontraktile Aktivitat synchronisiert wird (Huizinga, 2000; Ward, 2001).

Hierzu ist es wichtig zu erwahnen, dass die ICC von exzitatorischen und
inhibitorischen Motorneuronen innerviert werden und deshalb eine wichtige
Funktion in der ,Effektorkette“ des ENS zu der glatten Muskulatur darstellen —
die ICC sind essentiell fur ein funktionierendes intestinales MotilitAitsmuster
(Chang, 2001).

Der deszendierende inhibitorische Reflex hangt von der Aktivitdt der
inhibitorischen  Motorneurone ab. Diese stehen via nicotinerger
Acetylcholinrezeptoren und noncholinerger Verbindungen mit IPAN in

Verbindung (Costa, 1996; Furness, 2000). Da die inhibitorischen Motoneurone

49



Allgemeine Diskussion

tonisch aktiv sind, fuhrt eine Hemmung bzw. ein Verlust der Aktivitat zu einer
tonischen Kontraktion der glatten Muskulatur (Giaroni, 1999).

Wahrend die Zirkularmuskulatur bei allen bisher untersuchten Spezies sowohl
von erregenden als auch von hemmenden Motorneuronen innerviert wird,
findet man in der Langsmuskulatur im Dunndarm kleiner Labortiere keine
hemmenden Motorneurone (Brookes, 1992). Die LA&ngsmuskulatur relaxiert bei
diesen Spezies passiv als Folge einer Kontraktion der Zirkularmuskulatur. Im
Gegensatz dazu scheint die Ladngsmuskulatur im Kolon dieser Tiere auch
durch hemmende Motorneurone des ENS reguliert zu werden und somit aktiv
relaxieren zu kdnnen. (Stevens, 1999; Spencer, 1998).

Die Aktivierung von inhibitorischen Motorneuronen fihrt zu einer
Hyperpolaristion (i.e. inhibitorisches Junktionspotenzial: 1JP) und Relaxation
der glatten Muskulatur. In vielen Spezies umfassen die IJPs eine schnelle und
eine langsame Komponente. Die schnelle Komponente wird durch ATP (Bian,
2000) oder NO (Dalziel, 1991) vermittelt, wahrend NO, VIP oder PACAP
abhéngig von der Spezies fur die langsame Komponente verantwortlich sind
(Kuryama, 1998). Hemmungen, die durch ATP, VIP oder PACAP induziert sind,
kénnen durch Apamin, ein Blocker Kalzium-abhangiger Kaliumkanale,
antagonisiert werden, was den Schlul3 zulésst, dass diese Neurotransmitter
eine Muskelrelaxation Uber Aktivierung spezifischer Rezeptoren mit folgender

lonenkanalaktivierung induzieren (Shuttleworth, 1995).

4.1.2. EinfluR des extrinsischen autonomen Nervensy tem

Die extrinsische autonome Innervation des Gastrointestinaltrakts umfasst das

sympathische und parasympathische Nervensytem und hat zwei mal3gebliche
Funktionen (Wood, 1999; Berthoud, 2001):

1. Autonome efferente Leitungsbahnen beteiligen sich an der Regulation

der digestiven Funktion durch Koordination der Reflexe in Regionen, die

zu weit voneinander entfernt sind, um Uber das ENS uUberbrickt zu

werden.
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2. Aullerdem werden Informationen vom ZNS zum Gastrointestinaltrakt
gesendet, die es ermdglichen, die digestive Aktivitat an den Energie-
und Flussigkeitsbedarf des Kdrpers anzupassen.

Parasympathische vagale Efferenzen Uben trotz der Autonomie des ENS
einen modulierenden EinfluR vor allem auf den Plexus myentericus des
Osophagus und Magens aus, weniger hingegen auf den Diinndarm (Berthoud,
2001). Obwohl die Transmission der efferenten Neurone Uber nikotinerge
Acetylcholinrezeptoren zu einer Exzitation der enterischen Nerven fiuhrt, ist
die Antwort des Effektors von der Leitungsbahn abhéngig, die stimuliert wurde
und kann somit inhibitorisch oder exzitatorisch sein (Desai, 1991).

Enterische Ganglien sind auch bevorzugte Ziele von sympathischen efferenten
Fasern, obwohl andere Schichten des Gastrointestinaltrakts, wie
Sphinktermuskel und submukése Arteriolen, auch direkt von noradrenergen
Axonen versorgt werden. Sympathische Neurone weisen zielspezifische
Unterschiede in lhrer chemischen Kodierung auf, so erreichen noradrenerge
Efferenzen, die auch Somatostatin exprimieren, submukdse Ganglien,
wahrend Neurone, die zum myenterischen Plexus ziehen, nur Noradrenalin
verwenden (Holzer, 2001).

Der sympathische EinfluR auf das ENS fuhrt zu einer Hemmung der
digestiven Aktivitat, die eher auf eine Stérung der exzitatorischen als auf eine
Aktivierung der inhibitorischen enterischen Leitungsbahnen zurichzufihren ist
(Wood, 1999; Furness, 1987). Der wichtigste Effekt des sympathischen Inputs
ist dabei die prasynaptische Hemmung der Transmitterfreisetzung, die fur die
schnellen und langsamen exzitatorischen Junktionspotenziale verantwortlich
sind (De Ponti, 1996; Paton, 1969).
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4.2. Cannabinoide

4.2.1. Geschichte

Als Cannabinoide werden die Inhaltsstoffe der Hanfpflanze Cannabis sativa,
bei der es sich um ein einjadhriges Gewachs handelt, bezeichnet. Seit vielen
Jahrhunderten werden Hanfpraperate in der Medizin eingesetzt, so dass Hanf
eines der am meisten verwendeten Heilpflanzen in den vergangenen
Jahrhunderten war. Es zeigte sich sehr bald, dass neben Indikationen, wie
Rheumatismus, Starrkrampf, Anasthesie, Tollwut, Cholera, u.v.a auch
positive Einflusse auf den Gastrointestinaltrakt zu beobachten waren. So
benutzte bereits der griechische Arzt Galen (2. Jh. nach Chr.)
Cannabispraperate zur Behandlung von gastrointestinalen Schmerzen und
Flatulenz, genauso wie der Einsatz als Antiemetikum und Antinauseum bereits
eine lange Tradition hat (Hornby, 2004).

Nachdem der therapeutische Nutzen von Cannabispraperaten in der ersten
Halfte des 20. Jahrhunderts mehr und mehr an Bedeutung verlor, stellte die
Isolierung des psychoaktiven Hauptwirkstoffes , A%-Tetrahydrocannabinol, der
Hanfpflanze die Weichen fur eine genauere Untersuchung der Wirkungsweise

von Marihuana.

Inzwischen konnten aus Cannabis sativa 66 Cannabinoide isoliert werden,
wobei das bereits erwahnte A°-THC und A%-THC fur die Mehrzahl der
Cannabis-Effekte verantwortlich sind. Ein weiterer Bestandteil, der in gro3eren

Mengen vorkommt, ist das nicht psychoaktive Cannabinol.
Trotz der Fortschritte in der chemischen Analyse der Cannabinoiden, blieb bis

1988 die molekulare Basis der Aktivitat der Cannabinoide unklar. Die

Hypothese, dass A°-THC aufgrund seiner lipophilen Eigenschaft durch
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Storung der Struktur der Phospholipidbestandteile von biologischen
Membranen seine pharmakologische Wirkung ausibt und nicht Gber
Rezeptorbindung (Paton, 1975; Pertwee, 1988), wurde erst verworfen, als
1988 ein spezifischer Cannabinoidrezeptor nachgewiesen (Devane, 1988) und
1990 (Matsuda, 1990) geklont werden konnte. Dieser ist heute als CB1-
Rezeptor bekannt.

Aufgrund der Kenntnis eines spezifischen Cannabinoidrezepzors war es ab
1990 Ziel, nach einer endogenen Verbindung zu suchen, die an diesem
Rezeptor als Mediator fungiert. Dies gelang Devane et. al. (1992), als sie eine
Verbindung isolieren konnten, die an dem genannten CB1-Rezeptor bindet:
Arachidonoylethanolamid (Anandamid).

1992 wurde ein zweiter Cannabinoidrezeptor (CB2) entdeckt, der bisher
hauptsachlich auf Zellen des Immunsystems gefunden wurde (Munro, 1992).
Desweiteren konnte 1995 ein weiterer endogener Ligand, der sowohl an den
CB1- als auch an den CB2-Rezeptor bindet, beschrieben werden, der als 2-

Arachidonoylglycerol (2-AG) bezeichnet wird.

In den vergangenen Jahren wurden zwei weitere verwandte Endo-
cannabinoide isoliert, namentlich 2-Arachidonoylglycerylether (Noladinether),
dessen Affinitdt zum CB1R sehr viel hoher ist als zum CB2R (Hanus, 2001),
und schliel3lich eine Esterverbindung aus Arachidonsdure und Ethanolamin
(Virodhamin) (Porter, 2002). Virodhamin ist ein voller Agonist am CB2R,
wahrend es am CB1R in vitro als partieller Agonist und in vivo

interessanterweise als Antagonist wirkt.

Heute werden die bisher bekannten Cannabinoidrezeptoren und ihre

endogenen Liganden auch als ,Endocannabinoidsystem” zusammengefasst.
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4.2.2. Der CB1-Rezeptor

CB1-Rezeptoren sind in besonders hoher Konzentration im zenralen
Nervensytem zu finden. Unter den verschieden Hirnregionen weisen vor allem
die Substantia nigra, der Globus pallidum, das Cerebellum, der Hippocampus
und der zentral Kortex eine hohe Dichte an CB1-Rezeptoren auf (Sugiura,
2002). Hier scheint der Rezeptor in die Regulation von Erkennung, Erinnerung,
Belohnung, Nahrungsaufnahme und motorischer Aktivitat involviert zu sein.
Aber auch in verschiedenen peripheren Organen wird der CB1-Rezeptor
exprimiert, wie etwa Lunge, Dick- und Dinndarm, Geb&rmutter, Hoden,
Samenleiter, Sympathikus-Ganglien, Nebenniere und Harnblase.

In Zusammenhang mit der zugrunde liegenden Arbeit ist in erster Linie die
Verteilung der CB1-Rezeptoren im Gastrointestinaltrakt von Interesse.

So konnte im myenterischen Plexus des Meerschweinchendinndarms (Griffin,
1997), im menschlichen Magen und Colon (Shire, 1995) und im Plexus
myentericus und submucosus des embryonalen Verdauungstrakt der Ratte
(Buckley, 1998) mRNA fur den CB1-Rezeptor nachgewiesen werden.

Casu et al. untersuchten die Verteilung von funktionellen CB1-Rezeptoren im
Gastrointestinaltrakt der Maus und stellten dabei fest, dass durch Western
Blotting die hochsten Expressionslevel im Magen und Colon beobachtet
werden konnten, wahrend die hdchste Immunreaktivitat in den Ganglien, die
dem Magenepithel anliegen, und den Ganglien in den Schichten der glatten
Muskulatur, sowohl von Dick- als auch Dunndarm, zu erkennen war (Casu,
2003).

In mehreren anderen Arbeiten konnte eine Immunreaktivitdit CB1-Rezeptor-
immunreaktiver Neurone auch zu dem cholinergen Marker Cholin-
Acetyltransferase (ChAT) nachgewiesen. Die Prasenz von CB1l-Rezeptoren
auf cholinergen Neuronen im GlI-Trakt lasst daher auf einen Einflu des
Endocannabinoidsytems auf die cholinerge Erregungsitbertragung und den
lonentransport der Mukosa schlieBen (Kulkarni-Narla, 2000; Coutts, 2002;
Pinto, 2002; Tyler, 2000).
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Aullerdem zeigte sich eine gelegentliche Asssoziation mit Substanz P
immunreaktiven Neuronen, nicht aber mit VIP oder NOS exprimierenden
Zellen (Kulkarni-Narla, 2000).

Dass das Endocannabinoidsytem auch ein groRes therapeutisches Potential
fir den Menschen besitzt, zeigt der funktionelle Nachweis von CB1-
Rezeptoren in Longitudinalmuskulatur-Praperationen des Plexus myentericus

des menschlichen lleums und Colons (Manara, 2002).

4.2.3. Der CB2-Rezeptor

Nachdem der CB2-Rezeptor erstmals 1993 in der Milz von Ratten
nachgewiesen werden konnte (Munro, 1993), stellte sich anschlielend heraus,
dass diese Rezeptoren vor allem von Zellen des Immunsytems,
beispielsweise Leukozyten, Milz und Tonsillen, exprimiert werden. Es gibt
deutlich mehr mRNA fur CB2- als fur CB1l- Rezeptoren im Immunsystem
(Pertwee, 1997).

Griffin et al. konnten mRNA fiir CB2-Rezeptoren im gesamten Darm, jedoch
nicht im Myenterischen Plexus des Meerschweinchendinndarms nachweisen,
was den Schlu3 zulasst, dass diese mRNA von sich dort befindenden
Makrophagen und anderen Immunzellen stammt (Griffin, 1997).

Obwohl die physiologischen Funktionen der CB2-Rezeptoren schwer zu
bestimmen sind, deutet die hohe Expression in B-Leukozyten und natirlichen
Killerzellen (Galiegue, 1995) auf eine potentielle immunsuppressive und anti-
entzindliche Wirkung von Cannabinoiden hin (Klein, 1998). Dafir spricht auch
die Beobachtung, dass Uber CB2-Rezeptor-Aktivierung und die folgende
Signaltransduktion (siehe unten) die Bildung von NO vermindert wird (Coffey,
1996).
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Trotz der unterschiedlichen Expression der Cannabinoidrezeptoren gibt es
strukturelle Ahnlichkeiten, so sind 44% des Gesamtaufbaus und immerhin

68% der Transmembrankomponente identisch.

Extracellular

Cell
Membrane

ooooo

3 Intracellular

CB-1 receptors @
CB-2 receplors 0

Abb. 21: Aufbau des CB1- bzw. CB2-Rezeptors im Verg leich (Janet, 1999)

4.2.4. Signaltransduktion von CB1- und CB2-Rezeptor

Die Aktivierung von CB1- und CB2-Rezeptoren durch Endocannabinoide fuhrt
zu einer Modulation von verschiedenen Signallibertragungswegen durch
Aktivierung von Gj,-Proteinen. Es handelt sich bei den Cannabinoidrezeptoren
also um G-Protein gekoppelte Rezeptoren, die Pertussis-Toxin sensibel sind,
das heil3t, dass deren biologische Antworten durch Vorbehandlung mit
Pertussis-Toxin verhindert werden kbnnen (Munro, 1993; Felder ,1995).

Trotz dieser Gemeinsamkeit koppeln diese beiden Rezeptoren den
Signaltransduktionsweg nicht auf gleiche Weise. Wahrend der CB1-Rezeptor
verschiedene lonenkanéle beeinflusst, kann diese Beobachtung beim CB2-
Rezeptor nicht oder nur kaum nachvollzogen werden (Pertwee, 1997). Eine
mogliche Erklarung dafir ist, dass die Rezeptoren an unterschiedliche
Subtypen des G-Proteins gekoppelt sind: wahrend die Affinitat zu G; bei
beiden Rezeptoren etwa gleich hoch ist, zeigt sich eine 10-fach hd&here
Affinitat des CB1- als des CB2-Rezeptors zu G,. (Glass M, 1999).

56



Allgemeine Disgion

Cannabinoidagonisten
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Abb. 22: Signaltransduktion nach Bindung eines Agon isten am CB1- und CB2-
Rezeptor. Beide Rezeptoren sind an G ;,-Proteine gekoppet. Dies fihrt zu einer
Hemmung der Adenylatzyklase (AC) und zu einer Aktiv  ierung einer Kaskade durch
eine extrazellular signalregulierte Kinase (ERK). A ulRerdem werden Ca #*_Kanale
gehemmt, wahrend K *-Kanale aktiviert werden. Dies fiihrt zu einer Hyper  polarisation
und somit verminderter Aktivitat (1zzo, 2001).

Im Folgenden soll der Signaltransduktionsweg des CB1-Rezeptors genauer

vorgestellt werden.

4.2.4.1. Requlation der Adenylatzyklase

Die erste charakterisierte Antwort der CB1l-Rezeptor-Signaltransduktion war
die Hemmung der Adenylatzyklase, die fur die Bildung von cAMP aus ATP
verantwortlich ist (Howlett, 1986). Da diese Antwort durch Pertussistoxin
geblockt werden konnte, ordnete man die Signallibertragung der Gj,-Familie
zu (Howlett, 1986). Rezeptorbindung fuhrt dabei zu einer Dissoziation der a
und B/y Untereinheiten des G-Proteins und daraufhin zur Hemmung der
Adenylatzyklase. Es zeigte sich, dass die Potenz der cannabinoidergen
Agonisten die Adenylatzyklase zu regulieren mit der Affinitat zum CB1-
Rezeptor korreliert (Shim, 1998).
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Es konnte gezeigt werden, dass Substanzen (IBMX, Forskolin), die zu einer
Erhdhung der cAMP-Konzentration fihren, den Effekt der
Cannabinoidagonisten zu hemmen vermochten, was als Beleg fur den
regulierenden Einfluss der CB1R-Liganden auf die cAMP-Konzentration

angesehen werden kann (Coutts, 1998).

Zusatzlich zu der Hemmung der Adenylatzyklase durch Bindung von
Agonisten an dem Rezeptor kann diese unter bestimmten Bedingungen auch
stimuliert werden. So konnte bei Pertussistoxin vorbehandelten Zellen eine
Akkumulation von cAMP beobachtet werden, die auf Aktivierung des Gs-

Proteins in Abwesenheit der funktionellen Gj,,-Kopplung basiert (Glass, 1997).

stimulierende Hormone (H,) hemmende Hormone (H))
\ ’
: : 4
\ > auBen
/AU
u spezifische

o R Rezeptoren (R) R;

i 1
Choleratoxin Forskolin ]
hemmt Abbau 1 i Pertussistoxin
\ ,’l L hemmt G;
4

Abbau 42~

<

Membran

€

S

Adenylylcyclase

Zytosol
ATP cAMP

Proteinkinase A

Abb. 23: Darstellung der Regulation der Adenylatzyk lase: Nach Rezeptorbindung
kommt es zu einer Aktivierung eines stimulierenden (Gs) bzw. inhibierenden (G ;) G-
Proteins. Das aktivierte G s-Protein erhoht, das aktivierte G ;-Protein vermindert die
Aktivitat der Adenylatzyklase und somit die cAMP-Ko nzentration (Greger, 1996).

Rhee et al. zeigten, dass die Expression von verschiedenen Isoformen der
Adenylatzyklase die unterschiedlichen Adenylatzyklaseaktivitaten verursachen
und somit einerseits zu einer Stimulation, andererseits zu einer Hemmung der
CAMP-Anh&aufung fuhren kdnnen (Rhee, 2002).
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4.2.4.2. Requlation von lonenkanélen

Die

Regulation von lonenkandlen findet (Uber drei verschiedene

Signalubertragungswege statt.

1.

lonenkanale sind direkt Uber Gi/o-Proteine an den CB1-Rezeptor
gekoppelt. So werden ,inwardly rectifying® — Kaliumkanale (Mackie,
1995) positiv, die spannungsabhangigen Typ-L (Gebremedhin, 1999),
Typ-N (Pan, 1996) und Typ P/Q (Mackie et al.,1995) Kalziumkanale
negativ beeinflusst.

Der vor allem durch Blockade der Typ-N Ca®'-Kanile erreichte
verminderte Kalziumeinstrom in die Zelle, kdnnte zu einer verminderten
Freisetzung von Acetylcholin und somit zu einer reduzierten

cholinergen Signaltransduktion fuhren (Coutts, 1998).

Typ A- und Typ D-Kaliumkanéale werden positiv iber die Hemmung der
Proteinkinase A gekoppelt. Wie oben erwé&hnt fuhrt Rezeptorbindung
zunachst zu einer Hemmung der Adenylatzyklase und folglich zu einer
verminderten cAMP-Akkumulation. Da die Proteinkinase A CcAMP-
abhéngig ist, kann diese nicht aktiviert werden und somit auch nicht die
Phosphorilisierung von Kaliumkanadlen durchfuhren, die sie in
Abwesenheit von Cannabinoiden katalysiert. Aufgrund der verminderten
Phosphorilisierung der Kaliumkanale kommt es zu einem verstarkten

Auswartsstrom von Kalium (Mu, 1999).

Anandamid kann lonenkandle nicht nur Uber CB1-Rezeptor Aktivierung,
sondern auch direkt beeinflussen. Mehrere Forschergruppen zeigten,
dass Anandamid eine direkte, hemmende und nicht kompetitive
Wirkung auf Typ-L Kalziumkanale in Zellmembranen im Gehirn und
Herz von Ratten ausubt (Johnson, 1993; Shimasue, 1996).

Desweiteren werden auch Kaliumkanéle unabhangig vom CB1-

Rezeptor direkt durch Anandamid beeinflusst. Maingret et al. zeigten,
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dass in Kleinhirngewebe und COS-Zellen Saure-sensitive Hintergrund-
K*-Kanale (TASK-1) direkt gehemmt werden (Maingret, 2001). TASK-1
gehodren zu einer Familie von selektiven K*-Kanalen, die verantwortlich
sind, das membrantése Ruhepotential aufrecht zu erhalten. Auch
spannungsabhangige Shaker-related K+-Kanale werden direkt und
nicht G-Protein gekoppelt gehemmt, da diese Hemmung weder durch
SR141716A noch durch Pertussistoxin geblockt werden konnte (Poling,
1996).
Dass vor allem Ca?'-Kanale maRgeblich an der Signaltransduktion der
Cannabinoide beteiligt sind, konnte durch die Beobachtung bekraftigt werden,
dass die extrazellulare Calciumkonzentration modulierenden Einfluss auf die
Cannabinoidwirkung hat. So wurde deren Effekt durch eine verminderte
extrazellulare  Ca®'-Konzentration verstarkt, wahrend eine erhohte

Konzentration hemmend wirkte (Coutts, 1998).

4.2.4.3. Requlation von intrazellularen Ca?*-Ubergéangen

Cannabinoidagonisten verursachen einen schnellen, transienten Anstieg der
intrazellularen freien Calciumkonzentration. Als zugrunde liegenden
Mechanismus vermutet man eine Rezeptor-vermittelte Freisetzung von Gj,oBy
Untereinheiten, die die Phospholipase CB aktivieren und so zu einer
Freisetzung von Inositol-1,4,5-triphasphat (IP3) fuhren (Sugiura, 1997).

IP; fordert die Freisetzung von Ca®* aus intrazellularen Kalziumspeichern
(Greger, 1996).
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Abb. 24: Regulation von intrazellularen Ca2+-Uberga ngen: Uber Rezeptorbindung und
folgender G-Proteinaktivierung wird die Phospholipa se C aktiviert, was eine
Freisetzung von IP3 zur Folge hat. IP3 setzt Ca2+ a us intrazelludren Speichern frei
(Greger, 1996).

4.2.4.4. Requlation der NO-Synthetase

In mehreren Geweben konnte die Stimulation der NO-Produktion durch
Cannabinoide nachgewiesen werden. Aufgrung der Tatsache, dass L-Name
(Nitro-L-Argininmethylester) diesen Effekt antagonisieren konnte, liegt die
Vermutung nahe, dass es einen Signallibertragungsweg geben muss, lber

den die NO-Synthetase reguliert wird (Prevot, 1998; Howlett, 2002).
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4.2.5. Agonisten des CB1-Rezeptors

In den letzten Jahren wurden aufgrund des grof3en Interesses an den
Interaktion, die Uber Cannabinoidrezeptoren vermittelt werden, eine Reihe an
synthetischen Agonisten und Antagonisten hergestellt. Die synthetischen
Agonisten werden zusammen mit den oben erwdahnten endogenen Agonisten
in folgende Klassifikation einbezogen. Man unterscheidet klassische (1), nicht-
klassische (2) Cannabinoide, Aminoacylindole (3) und Eikosanoide (4)
(Howlett, 2002).

4.2.5.1. Klassische Cannabinoide

Zu den klassischen Cannabinoide zahlen die natirlich in der Pflanze
Cannabis sativa vorkommenden Verbindungen A°-THC und A%-THC
sowie sythetische Analoga dieser Verbindungen, unter diesen ist die
Substanz HU-210 die bekannteste.

Die Affinitat dieser Verbindungen zu CB1- und CB2-Rezeptor ist in etwa
gleich, die intrinsische Aktivitdt des synthetischen Analogon hingegen
ubertrifft die der naturlich vorkommenden Verbindungen (Howlett, 2002).

OH
9 g
8e

™
(=)-AS-THC AB-THC U210 24

HO-._

2 ' Y 5

Abb. 25: Strukturformeln der ,klassischen“ Cannabin oide A°-THC, A-THC und HU-210.

4.2.5.2 Nicht-klassische Cannabinoide

Die bekannteste Substanz unter den nicht-klassischen Cannabinoiden
ist CP-55,940. Mit Hilfe von radioaktiv markiertem [H*]CP 55,940 war es
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Devane et al. 1988 erst mdglich, CB1-Rezeptoren zu entdecken und zu
charakterisieren. Mit einer &ahnlichen Affinitat zu CB1- und CB2-

Rezeptor fungiert CP-55,940 als voller Agonist an beiden Rezeptoren

und zeigt eine maximale Aktivitat, die die Aktivitat von vielen anderen

Agonisten Ubertrifft (Howlett, 2002).
OH

S

HO

Abb. 26: Strukturformel des ,nicht klassischen* Can nabinoids CP-55,940.

4.2.5.3 Aminoalkylindole
Die wichtigste Verbindung unter den Aminoalkylindole wurde entdeckt

als man bei der Entwicklung von strukturellen Analoga von Pravadolin,
einem NSAR, eine Verbindung (R-(+)-WIN 55,212) fand (Ward, 1991),
die weniger eine Hemmung der Cyclooxygenase zur Folge hatte, als
vielmehr die Fahgkeit zeigte, an CB1-Rezeptoren zu binden (Eissenstat,
1995).

R-(+)-WIN 55,212 zeigt eine hohe Affinitadt zu beiden
Cannabinoidrezeptoren, wobei eine leichte Selektivitat zugunsten des
CB2-Rezeptors und eine hohe relative intrinsische Aktivitat sowohl an
CB1- als auch an CB2-Rezeptoren zu beobachten ist (Pertwee, 1999).
Es konnte nachgewiesen werden, dass R-(+)-WIN 55,212 auf eine
andere Weise am CB1-Rezeptor bindet als die klassischen und nicht-
klassischen Cannabinoide, wenngleich es weiterhin moglich ist, andere
Cannabinoide von ihrer Bindungsstelle am Rezeptor zu verdrangen
(Pertwee, 1997).
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Abb. 27: Strukturformel des Aminoalkylindols R-(+)- WIN 55,212 (WIN 55,212-2).

CH3SOzH

4.2.5.4 Eikosanoide

Zu dieser Gruppe gehoren die bisher bekannten endogenen

Cannabinoide Anandamid, 2-AG und Noladinether. AulRerdem kénnen
synthetische cannabinoiderge Liganden subsumiert werden, die durch
strukturelle Modifikation des Anandamid-Molekuls entstanden sind, wie
z.B. (+)-Methanandamid (Khanolkar, 1996), ACEA (Arachidonyl-2"-
chlorethylamid) und ACPA (Arachidonylcyclopylamid) (Hillard, 1999).
Anandamid wirkt am CB1-Rezeptor als partieller Agonist und zeigt am
CB2-Rezeptor eine geringere relative intrinsische Aktivitat als am CB1-
Rezeptor (Pertwee, 1999).

Der zweite endogene Ligand 2-AG ist ein Agonist an beiden
Cannabinoidrezeptoren mit einer etwas hdheren Affinitat zum CB1-
Rezeptor (Sugiura, 1997). Die relative intrinsische Aktivitat Gbertrifft die
von Anandamid (Pertwee, 1999).

Noladinether  unterscheidet sich von den beiden anderen
Endocannabinoiden durch die sehr viel hohere CB1-Rezeptor-Affinitat.
Jedoch ist die relative intrinsische Aktivitat im Vergleich zu den beiden
anderen viel schwacher (Hanus, 2001).

Durch die strukturellen Modifikationen des Anandamid-Molektls konnten
erstmals CB1-selektive Agonisten entwickelt werden. Die relative
intrinsische Aktivitat der synthetischen Eikosanoide uUbertrifft die von
Anandamid (Hillard, 2002).
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Abb. 28: Strukturformeln der Eicosanoide Anandamid, 2-AG und ACEA.

4.2.6. Antagonisten an Cannabinoidrezeptoren

Die beiden wichtigsten Antagonisten an den CB-Rezeptoren sind SR141716A
(CB1) und SR144528 (CB2) (Rinaldi-Carmona, 1995).

SR141716A wurde 1994 erstmals synthetisiert (Sanofi) (Rinaldi-Carmona
1994) und kann als potenter CB1-selektiver Ligand betrachtet werden. Es gibt
inzwischen eine Reihe an Arneiten (Ross, 1999; Coutts, 2000), die darauf
hinweisen, dass dieser Antagonist per se Effekte ausiuben kann, die
kontrovers zu den agonistischen Wirkungen sind. Es gibt dafur zwei
potentielle Erklarungen: zum einen kénnte es einen endogenen Tonus der
Cannabinoide geben, die dabei durch SR141716A von ihrer Bindungsstelle
verdrdngt werden, zum anderen konnte SR141716A selbst als inverser
Agonist fungieren.

SR141716A scheint dabei aber eine groere Potenz in seiner
antagonistischen als in seiner invers cannabinomimetischen Wirkung zu
haben (Acquas, 2000; Sim-Selley, 2001). Dies koénnte darauf zurtickzufihren
sein, dass SR141716A an zwei verschiedenen Stellen am CB1-Rezeptor
binden kann, namlich einerseits an der Stelle, an der die Agonisten binden
und andererseits an eine weitere Stelle, an der es seine invers-agonistische
Wirkung entfalten kann. Es ist nun so, dass SR141716A eine groRRere Affinitat
zu der Bindungsstelle der Agonisten hat und deswegen auch seine

antagonistische Wirkung grof3er ist (Sim-Selley, 2001).

65



Allgemeine Diskussion

N-N

Cl

Cl

Abb. 29: Strukturformel des selektiven CB1-Rezeptor  antagonisten SR141716A

4.2.7. Inaktivierung der Endocannabinoide

Nachdem Endocannabinoide auf einen Stimulus in den Extrazellularraum
freigesetzt werden, folgt eine schnelle Deaktivierung durch Wiederaufnahme
in die Zelle und enzymatische Hydrolysierung.

Aufgrund ihrer lipophilen Struktur kdnnen Endocannabinoide durch die
Plasmamembran hindurch diffundieren, falls ein ausreichend grol3er
Diffusionsgradient besteht. Da die intrazellulare Wiederaufnahme sehr rasch
stattfindet, mufl3 diese durch kontrollierbare und selektive Mechanismen
unterstutzt werden.

Nach jetzigem Kenntnisstand sind es im Wesentlichen folgende beiden
Mechanismen, die die Wiederaufnahme der Cannabinoiden in die Zelle
katalysieren.

Zunachst werden Endocannabinoide, z.B. Anandamid und 2-AG, uber ein
selektives Temperatur- und Na'-abhangiges Transportprotein in die Zelle
aufgenommen. Dieses Protein wird als Anandamid-Membran-Transporter
(AMT) bezeichnet (Maccarrone, 2000; Beltramo, 1997). Mehrere Arbeiten
(Fezza, 2002; Huang, 2002) lassen den Schluss zu, dass die zellulare
Aufnahme aller Cannabinoide tUber diesen Mechanismus vermittelt wird.
Intrazellular wird die Konzentration rasch durch Hydrolyse reduziert und somit
der Diffusionsgradient aufrechterhalten. Verantwortlich fir die schnelle

Hydrolyse von Anandamid ist die FAAH (fatty acid amid hydrolase), fur die
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Hydrolyse von 2-AG ebenfalls die FAAH und zusatzlich die MAGL
(Monoacylglycerollipase) (Di Marzo, 2001; Sugiura, 2002;).

Die Mechanismen des Endocannabinoidkatabolismus sind aus
pharmakologischer Sicht von besonderer Bedeutung, da man durch
Beeinflussen der einzelnen Reaktionswege die extrazellulare Konzentration
steigern und damit eventuell bestimmte Krankheiten positiv beeinflussen kann.
Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass die entstehenden
Abbauprodukte (v.a. Arachidonsaure) selbst pharmakologisch aktiv sind.

Anandamid 2-AG

extrazellular

intrazelluldr

Anandamid 2-AG
o
MAGL
Arachidonséaure
Ethanolamin Glycerol

Abb. 30: Darstellung der Endocannbinoiden-Inaktivie rung: Uber ein Transportprotein
werden Endocannabinoide in Zelle aufgenommen. Hier erfolgt Hydrolyse durch FAAH
(Anandamid und 2-AG) und MAGL (2-AG) (Giufrida, 200 1).

67



Allgemeine Diskussion

4.2.8. Cannabinoide als Agonisten an Vanilloidrezep toren

Von mehreren Forschungsgruppen konnte inzwischen nachgewiesen werden,
dass Anandamid nicht nur dber Cannabinoidrezeptoren wirkt, sondern auch
uber Vanilloidrezeptoren. Wahrend ACEA ebenfalls als Ligand fur
Vanilloidrezeptoren dient (Baker, 2004), konnte fur WIN 55,212-2 diese
Eigenschaft nicht nachgewiesen werden (Ross, 2001).

Die Vanilloidrezeptoren (VR1) gehdren zur Familie der TRP-Proteine
(transient receptor potential (TRP) channels) und werden hauptséchlich von
primaren afferenten Nervenfasern exprimiert (Ross, 2003). So wurde der
ehemalige Terminus VR1-Rezeptor durch TRPV1-Rezeptor ersetzt.

Diese vanilloiden (TRPV1-) Rezeptoren werden durch Stimuli wie Hitze und
niedrigem pH-Wert, aber auch durch Capsaicin aktiviert, welches als der
scharfe Hauptbestandteil des roten Pfeffer (Capsicum sp.) bekannt ist.

Da diese Rezeptoren nicht-slektive Kationenkanale sind, fuhrt deren
Aktivierung zu einem schwachen Netto einwéarts gerichteten Kationenstrom
(Ramsey, 2006), der vor allem zu einem Anstieg der intrazellularen Ca**-
Konzentration fuhrt. Die Bindungsstelle der Vanilloidrezeptorliganden scheint
auf der cytosolischen Seite der Plasmamembran zu liegen, da eine Hemmung
des Anandamid-Membran-Transporters (AMT) zu einer Abschwachung der
Anandamid-, nicht aber der Capsaicin-induzierten Antwort fihrt, wohingegen
eine Hemmung des intrazellularen hydrolytischen Abbaus von Anandamid
dessen Wirkung verstarkte, aber keinen EinfluR auf die Capsaicin-vermittelte
Antwort hatte (De Petrocellis, 2001).

Anandamid, das strukturelle Gemeinsamkeiten mit Capsaicin besitzt, kann als
endogener Ligand sowohl am CB1- und CB2-Rezeptor als auch am TRPV1-
Rezeptor angesehen werden (Zygmunt, 1999; Smart, 2000), wobei eine 15-
20fach hdhere Potenz an den Cannabinoid- als an TRPV-Rezeptoren zu
beobachten ist (Smart, 2000).
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Dabei ist allerdings erwahnenswert, dass unter pathologischen Bedingungen,
wie etwa Entzindungen, die Potenz an TRPV-Rezeptoren bis auf das
10-fache gesteigert werden kann, was auf eine dramatische Steigerung der
TRPV1-Expression (Yiangou,2001), einen sinkenden pH-Wert und steigende
Temperatur (Olah, 2001) zurtckzufihren ist.

Aufgrund der unterschiedlichen Affinitdt scheint Anandamid unter
physiologischen Bedingungen in niedrigeren Konzentrationen inhibitorische
Aktionen Uber den CB1-Rezeptor, in hoheren Konzentrationen exzitatorische
Aktionen uber den Vanilloidrezeptor zu vermitteln (Szoke, 2000; Morisset,
2001).

Obwohl Anandamid eine geringe intrinsische Aktivitait am TRPV1-Rezeptor
besitzt, kann es in Geweben mit einer hohen Rezeptorendichte als voller
Agonist wirken, wahrend es in Geweben mit niedriger Dichte als partieller
Agonist fungiert (Ross, 2003; Andersson, 2002). Dies hat wichtige
physiologische Auswirkungen, da ein partieller Agonist die Wirkung eines
vollen endogenen Agonisten abschwachen kann. Mit N-Arachidonyldopamin
(NADA) wurde ein voller Agonist mit hoher intrinsischer Aktivitdt am TRPV1-
Rezeptor entdeckt (Huang, 2002).

Aber auch die Abbauprodukte der Arachidonsaure (12-
Hydroperoxyeicosatetraenylsaure, 5-Hydroeicosatetraenylsdure und
Leucotrien B,), die durch Metabolisierung von Anandamid entstehen,

fungieren als Liganden am Vanilloidrezeptor (Ross, 2003).

Inzwischen gibt es Arbeiten, die den Einfluss von Anandamid und 2-AG auf
die TRPV1-Rezeptoren des Diunndarms, v.a. des lleums, belegen:

So zeigten McVey et al. 2003, dass intraluminale Gabe von Anandamid und 2-
AG zu einer Entzindung des lleum der Ratte fuhrte, die durch Vorbehandlung
mit dem TRPV1-Rezeptor-Antagonisten Capsazepin verhindert werden konnte,
nicht aber durch Cannabinoidrezeptorantagonisten. Die entzindliche Reaktion
wurde dabei durch die Freisetzung von Substanz P (SP) vermittelt, da eine

Vorbehandlung mit SP- (Neurokinin (NK)-1-) Rezeptor Antagonisten die
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Entzindung verhindern konnte. Diese Ergebnisse demonstrierten, dass
Anandamid und 2-AG primare sensorische Neuronen Uber TRPV1-Rezeptoren
stimulieren, um Substanz P freizusetzen, die zu entzindlichen Veranderungen
fuhrt (McVey, 2003).

In einer anderen Arbeit (Mang, 2001) wurde der Einfluss von Anandamid auf
Longitudinalmuskulatur - Praparationen des Myenterischen Plexus des Meer-
schweinchens untersucht. Anandamid erhdohte dabei die basale Acetylcholin
(ACh)-Freisetzung und den Muskeltonus auf eine Capsazepin-sensitive Weise.
Die vermehrte Freisetzung von ACh wird vermutlich auch hier Uber eine
TRPV1-Rezeptor gekoppelte Freisetzung von Tachykininen und deren NK1-
und NK3 —Rezeptor Aktivierung gekoppelt.

Es scheint aber auch direkte Interaktionen des Endocannabinoid- und des
Endovanilloidsystems zu geben, so fuhrt CB1R-Aktivierung durch Anandamid
zu einer Abschwachung der ebenfalls durch Anandamid vermittelten TRPV1-
Rezeptor-Aktion (Maccarrone, 2000).

Andererseits zeigten Premkumar & Ahern, dass Anandamid den
Vanilloidrezeptor vermutlich dber die Proteinkinase C aktiviert, da eine
Hemmung der Proteinkinase C zu einer reduzierten Anandamid-Antwort und
zu einer Hemmung einer direkten TRPV1-Rezeptor Aktivierung durch
Capsaicin fuhrte (Premkumar, 2000).

Neben der Proteinkinase C hat auch die Proteinkinase A eine zentrale Rolle in
der Regulation der Balance zwischen Cannabinoid- und
Vanilloidrezeptoraktivierung inne. Der TRPV1-Rezeptor wird durch die
Proteinkinase A phosphorylisiert, was zu einer gro3eren Sensibilitdt und somit
zu einer erleichterten Aktivierbarkeit fuhrt. Wie oben dargestellt, hemmt der
Uber den CB1-Rezeptor vermittelte Signaltransduktionsweg Uber eine
Reduktion der cAMP-Konzentration eben diese Proteinkinase A (Herrmann,
2003).

Diese komplexen und noch nicht vollstdndig aufgeklarten Regulations-

Mechanismen sollen an dieser Stelle noch mal veranschaulicht werden:
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Abb. 31: Darstellung der Interaktion des Endocannab inoid- und des
Endovallinoidsystems: Durch Aktivierung des CB1-Rez eptors kommt es zu einer
Aktivierung der Adenylatcyclase und der Phospholipa se C. Uber Aktivierung der
Proteinkinasen A und C kommte es zu einer Sensibili  tatssteigerung des TRPV1-
Rezeptors.

Ahluwalia et al. zeigten, dass eine Aktivierung des TRPV1-Rezeptors zu einer
Freisetzung von Endocannabinoiden fihrt, welche daraufhin durch eine CB1-
Rezeptor gekoppelt Aktion die TRPV1-Rezeptor vermittelte Freisetzung von
Neuropeptiden hemmen.

Es gibt mehrere Hinweise (Ross, 2001; Ralevic, 2001) dafiur, das
Cannabinoidrezeptoren konstitutiv aktiv sind und dadurch einen tonischen
hemmenden Effekt auf TRPV1-Rezeptoren ausiben. Dies erklart auch die
steigernde Wirkung von inversen Agonisten am CB1R auf TRPV1-Rezeptor
Aktivierung (Ross, 2001).
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4.2.9. Cannabinoide als Agonisten an non-CB 3, non-CB ; Rezeptoren

4.2.9.1. CB»,-dhnliche Cannabinoidrezeptoren

Die Existenz eines SR144528 (CB,-Antagonist)-sensitiven, non-CB;
Cannabinoidrezeptors wurde erstmals von Calignano et al. (1998) postuliert.
Ihre Hypothese basierte auf der Beobachtung, dass Palmitylethanolamid, das
weder zu CB;- noch zu CB,-Rezeptoren signifikante Affinitat besitzt, bei
Mausen antinozizeptive Effekte besitzt, die durch SR144528 antagonisiert
werden kdnnen. Da diese Substanz aber keine Aktivitat in Versuchen zeigte,
bei denen die Antinozizeption Uber Vanilloidrezeptoeren vermittelt wird,
konnte bewiesen werden, dass es sich bei dem ,CB,-dhnlichen* Rezeptor
nicht um einen Vanilloidrezeptor handelt (Calignano, 2001).

Ein weiterer Beweis flur die Existenz solcher Rezeptoren konnte auch fir den

Vas deferens an Mausen erbracht werden (Griffin, 1997).

4.2.9.2. SR141716A-sensitive, non-CB1, non-CB», non-vanilloid Rezeptoren

Es gibt mehrere Hinweise, dass die Mesenterialarterien von Ratten und
Mausen Rezeptoren exprimieren, die nur von wenigen (i.e. Anandamid,
Methanandamid) der bekannten Cannabinoidagonisten, nicht jedoch von WIN
55,212-2 (siehe unten) aktiviert werden. Die Hypothese, es handelt sich weder
um CB1- noch um CB2-Rezeptoren, belegt die Tatsache, dass der
relaxierende  Effekt der beiden  Substanzen auf vorkontrahierte
Mesenterialarterien auch in CB;"-Knockout und CB;”/CB,” doppel-Knockout
Mausen weiterhin zu beobachten ist (Jarai, 1999).

Dieser non-CB1, non-CB2 Rezeptor kann durch SR141717A antagonisiert
werden, wenngleich mit einer geringeren Potenz als der CB1-Rezepzor.

Da der Vanilloidrezeptorantagonist Capsazepin die angesprochene Relaxation

nicht reduzieren konnte, war der TRPV1-Rezeptor nicht beteiligt (Jarai, 1999).
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In diesem Versuchsschema war die Anandamid-induzierte vasale Relaxation
sowohl bei Mesenterialarterien mit intaktem Endothel als auch in Arterien mit
abpraperiertem Endothel erkennbar. SR141716A war nur bei intaktem
Endothel in der Lage, hemmend auf die Relaxation Einflul3 zu nehmen. Diese
Beobachtung spricht zu einem dafir, dass mindestens zwei Mechanismen
involviert sind, um die vorkontrahierten Gefal3e zu relaxieren, und zeigt zum
anderen, dass die SR141716A-sensitiven, non-CB1, non-CB2 Rezeptoren auf
dem Endothel der Mesenterialarterien und auf der glatten Muskulatur
lokalisiert sind (Kunos, 2000).

Inzwischen gibt es auch Hinweise, dass im Dunndarm von Meerschweinchen
ebenfalls solche Rezeptoren zu finden sind. Anandamid verhinderte hier die
durch Elektrofeldstimulation ausgeldste Freisetzung von Acetylcholin und die
folgende Kontraktion in MPLM-Préaperationen des lleum. Diese Wirkung von
Anandamid konnte zwar auch durch SR141716A abgeschwacht werden, aber
nicht mit der gleichen Potenz als am CB1l-Rezeptor. CB2-Rezeptor- und

TRPV1-Rezeptorantagonisten hatten keinen Einflu3 (Mang, 2001).

4.2.9.3. Anandamid- und (+)-R-WIN55,212-sensitive Rezeptoren

Ein weiterer Rezeptorentyp, der sich von den oben beschriebenen
unterscheidet wurde von Di Marzo et al. (2000) und Breivogel et al. (2001)
beschrieben. Es handelt sich dabei um einen G-Protein gekoppelten Rezeptor,
der im Gehirn von Méausen zu finden ist und nur durch Anandamid und (+)-R-
WIN 55,212-2 aktiviert werden kann. Dass es ich hier um einen neuen
Rezeptor handelt, zeigt die Fahigkeit des Rezeptors, auch in CB17-M&usen
durch die beiden genannten Liganden, jedoch nicht durch andere
Cannabinoidagonisten aktivierbar zu sein.

Im Gegensatz zu dem zuletzt vorgestellten Rezeptor ist dieser nicht
SR141716A-sensibel, da die radioaktiv markierten Substanzen [H3]R-WIN
55,212-2 und [H3]SR141716A unterschiedliche Bindungstellen zeigten.
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Auch Vanilloidrezeptoren als potentielle Bindungsstellen fir diese Liganden
kommen hier nicht in Betracht, da diese nicht G-Protein gekoppelt sind.

Zusammenfassend la3t sich dieser Rezeptorentyp von dem “CB2-&hnlichen”
Rezeptor aufgrund seiner Aktivierbarkeit durch Anandamid und WIN55,212-2
und von dem SR141716A-sensitiven aufgrund der Aktivierbarkeit durch WIN
55,212-2 und der fehlenden Sensitivitat gegeniber SR141716A unterscheiden.

4.2.10. Einfluss von Cannabinoiden auf den Gastroin testinaltrakt

Mit dem zunehmenden Interesse, das der Cannabisforschung in den letzten
Jahren zu Teil wurde, erkannte man, dass es ein sehr groRes Spektrum an
potentiellen therapeutischen Angriffspunkten fur Cannabinoide bzw. deren
Antagonisten gibt. So ist inzwischen klar, dass das Endocannabinoidsystem
an Regulationsmechanismen von Psyche und Wahrnehmung, der Kognition,
des Nervensystems, des kardiovaskuldren Systems, des Auges, des
respiratorischen Systems, des Immunsystems und der Embryonalentwicklung
beteiligt ist.

Neben diesen vielféaltigen Einflissen gibt es in der Literatur zahlreiche
Hinweise, dass Cannabinoide auch auf unterschiedliche Weise auf den
Gastrointestinaltrakt Einfluss nehmen. Substanzen, die an Cannabinoid-
rezeptoren wirken, modifizieren hier nicht nur die Sekretion und Motilitat,
sondern haben auch antinozizeptive und antihyperalgische Eigenschaften
(Pertwee, 2001; Izzo, 2001).

Im Folgenden werden die durch Cannabinoide vermittelten Wirkungen auf die
intestinale Motilitat dargestelit.

Bereits lange zuriick liegende Studien zeigten, dass A°-THC die Transitzeit im
Diunndarm von Nagetieren verlangsamte (Shook, 1989). Mit der Isolierung und
Synthetisierung von Agonisten und Antagonisten der Cannabinoidrezeptoren
war es nun mdglich, die zugrunde liegenden Mechanismen genauer zu

charakterisieren.
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4.2.10.1. Hemmung der cholinergen Ubertragung

Elektrische Feldstimulation von MPLP-Praperationen (MPLP: Longitudinal-
muskulatur-Praperationen des Plexus myentericus) des Meerschweinchen-
ileums fuhrt zu einer kontraktilen Antwort, die durch die Freisetzung von
Acetylcholin  aus enterischen cholinergen Nerven vermittelt wird.
Cannabinoidagonisten sind in der Lage, diese Antwort zu blockieren bzw.
abzuschwachen, wobei dieser hemmende Effekt durch den CBI1-
Rezeptorantagonisten SR141716A kompetitiv antagonisiert werden kann
(Pertwee, 1996; Coutts, 1997; Mang, 2001), was auf eine Beteiligung von
CB1-Rezeptoren hindeutet. Die durch CB1-Agonisten induzierte Hemmung ist
auf eine verringerte Freisetzung von Acetylcholin aus enterischen Nerven
zurtckzufihren und somit eine prajunktionale Wirkung.

« Dies wurde durch die Beobachtung bekraftigt, dass Anandamid
Kontraktionen, die durch exogenes Acetylcholin hervorgerufen wurde,
nicht modifizieren konnte (Pertwee, 1995+1996). Da exogenes
Acetylcholin Kontraktionen ausldst, die Uber muskarinerge, direkt auf
der glatten Muskulatur befindliche Rezeptoren vermittelt werden, muf}
von einer prajunktionalen Lokalisation der CB1-Rezeptoren
ausgegangen werden. Weitere Substanzen, von denen bekannt ist, dass
sie postjunktionale Wirkungen auf die glatte Muskulatur des Dinndarms
haben, wie z.B. Indomethacin, Substanz P und Methazolin, konnten
ebenfalls von CB1-Agonisten nicht in ihrer Wirkung beeinflusst werden
(Heinemann, 1999; Mang, 2001; Lynn, 1994).

« Im Gegensatz zu Anandamid ist A°>-THC fahig, die kontraktile Antwort
auf 5-Hydroxytryptamin (5-HT, Serotonin) und y-Aminobuttersédure zu
reduzieren. Diese beiden Substanzen wirken prajunktional und fihren

zu einer Freisetzung von Acetylcholin (Pertwee, 1991).
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Zusatzlich gibt es auch elektrophysiologische Hinweise, die darauf
hindeuten, dass die CB1-Rezeptoren prajunktional auf myenterischen
Neuronen liegen und so die cholinerge Transmission beeinflussen:

» In zellularen Ableitungen in myenterischen Neuronen des
Meerschweinchenileums reduzierten CP55940 und WIN 55,212-2 die
Amplituden der schnellen, Acetylcholin-vermittelten Komponente des
exzitatorischen postsynaptischen Potentials (EPSP) auf eine
SR141716A-sensitive Weise. WIN 55,212-2 war aulRerdem in der
Lage, die Amplitude der langsamen (NANC-vermittelten)
Komponente des EPSP zu reduzieren (Lopez-Redondo, 1997).

» In elektrophysiologische Untersuchungen des Colons von Wildtyp-
und CB1-Rezeptor-Knockout-Mausen verminderten die CB1-
Agonisten Anandamid und WIN 55,212-2  signifikant elektrisch
induzierte  schnelle  (cholinerge) ,exzitatorische junktionale
Potentiale® (EJP) in Wildtyp-Mausen, wahrend EJPs in CB1-KO-
Mausen unverandert blieben. Der Effekt in den WT-Mausen konnte
durch SR141716A antagonisiert werden. Die fehlende Wirkung in
den CB1-KO-Méausen lasst auf eine alleinige Beteiligung von CB1-
Rezeptoren an der hemmenden Wirkung der Cannabinoidagonisten
am Colon schlieBen (Storr, 2004), wahrend im Ileum auch
Vanilloidrezeptoren beteiligt zu sein scheinen (siehe unten).

Elektrisch ausgeloste Kontraktionen der MPLM von Meerschweinchen

und Menschen, die durch Cannabinoidagonisten gehemmt werden

konnten, wurden durch Tetrodotoxin, einem naturlichen Na*-Kanal-

Blocker, geblockt. Dies impliziert eine Freisetzung von kontraktilen

Transmittern und nicht eine direkte Stimulation der glatten Muskulatur

(Manara, 2002).

Auch immunhistochemische und molekularbiologische Verfahren

belegen eine prajunktionale Lokalisation (Buckley 1998; Anavi-Goffer,

2000; Casu, 2003).
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Zahlreiche funktionelle Studien belegen, dass CB1l-Agonisten bedeutend an
der Regulation der cholinergen Transmission involviert sind.

Izzo et al. demonstrierten, dass die hemmende Wirkung von Anandamid auf
cholinerg vermittelte Kontraktionen der zirkularen Muskulatur des
Meerschweinchen durch Apamin aufgehoben werden konnte. Apamin ist ein
Hemmer von ,small conductance* Ca®‘-abhangigen K*-Kanalen, die in der
Gegenwart von ATP geodffnet werden. Somit scheint es madglich, dass
Anandamid ATP oder ein anderes verwandtes Purin freisetzt.

Wahrend die cholinerge Transmission auf eine &hnliche Weise durch
Interaktion von Cannabinoiden mit Vanilloid- und non-CB1,non-CB2
Rezeptoren beeinflusst wird (siehe entsprechende Kapitel), spielen
Opiodrezeptoren und a-Adrenozeptoren keine Rolle, da weder der
Opiodrezeptor-Antagonist Naloxon noch die a-Adrenoceptor-Antagonisten
Yohimbin (az) und Phentolamin (ai+az) den inhibitorischen Effekt der

Cannabinoide beeinflussen konnten (Pertwee,1997; 12z0,1998).

4.2.10.2. Einfluss auf die non-adrenerge, non-cholinerge (NANC-)

Ubertragung

« Hemmung der exzitatorischen Ubertragung

Neben Acetylcholin gibt es noch weitere exzitatorische Substanzen im
enterischen Nervensystem, wie Serotonin (5-HT) und Tachykinine
(Olsson, 2001; Furness, 1987).

In der zirkularen Muskulatur des Meerschweinchenileums wurde auch in
Gegenwart von Atropin (anti-cholinerg) und Guanethidin (anti-adrenerg)
durch elektrische Stimulation eine kontraktile Antwort hervorgerufen, die
somit auf der Freisetzung von Tachykininen aus postganglionaren
Neuronen basiert. Auch in diesem Versuchsschema vermochten die
beiden CB-Agonisten Anadamid und WIN55,212-2 diese non-adrenerge,

non-cholinerge Antwort auf eine SR141716A-sensitive Weise zu
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reduzieren. Dabei scheinen die CB-Agonisten auch hier prgjunktional zu
wirken, da Kontraktionen, die durch Zugabe von Substanz P
hervorgerufen wurden, nicht modifiziert werden. Interessanterweise
blieb unter NANC-Bedingungen die Zugabe von Apamin ohne Folgen
auf die inhibitorische Wirkung der Cannabinoide (l1zzo, 1998).

Einen zusatzlichen Beleg far diese Hypothese lieferten
elektrophysiologische Untersuchungen, die einen hemmenden Effekt
von WIN 55,212-2 auf die langsame, nichtcholinerge Komponente der
EPSP erkennen lieRen (Lopez-Redondo, 1997).

Eine andere neurohumerale Substanz, die stimulierend wirkt und deren
Aktivitat ebenfalls durch CB1-Agonisten beeinflusst wird, ist Adenosin.
Eine Stimulation des CB1-Rezeptors fuhrt dabei zu einer Hemmung der
elektrisch induzierten Freisetzung von Adenosin in MPLM-Préperationen
(Begg, 2002).

Auf glatten Muskelzellen gibt es zwei verschiedene Adenosinrezeptoren,
von denen der erste eine Kontraktion (A;), der zweite eine Relaxation
(A2) bewirkt. Bei gleichzeitiger Aktivierung ist aufgrund der grofReren
Potenz von A; netto eine Kontraktion zu verzeichnen (Hansen, 2003).
So kann also uber eine Hemmung der Adenosinfreisetzung die

kontraktile Antwort auf elektrische Stimulation abgeschwéacht werden.

« Aktivierung der inhibitorischen Ubertragung

In der Regulation der Motilitdt des Dunndarms spielen neben
exzitatorischen auch inhibitorische Signallibertragungswege eine
bedeutende Rolle. Wie oben eingehend erlautert sind dabei
verschiedene Neurotransmitter involviert.

Heinemann et al. (1999) zeigten in Peristaltikversuchen am lleum des
Meerschweinchens, dass die hemmende Wirkung von Methanandamid
durch Apamin geblockt und durch L-NAME (Inhibitor der NO-Synthetase)

abgeschwacht werden konnte und folgerten daraus, dass der CB1-
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Rezeptor eine Aktivierung der inhibitorischen Signaltransduktion durch
Freisetzung eines Apamin-sensitiven Transmitters und NO vermittelt.
Diese Gruppe postuliert, dass die Wirkung uber den CB1-Rezeptor
vermittelt wird. Versuche an der Trachea des Meerschweinchens
zeigten ebenfalls, dass WIN 55,212-2 die NO-vermittelte Komponente
der non-adrenergen, non-cholinergen relaxierenden Antwort auf EFS
potenzieren konnte. Allerdings geschah dies Uber einen Mechanismus,
der nicht GUber den CB1- oder CB2-Rezeptor gekoppelt ist, sondern tber
einen anderen non-CB1, non-CB2 — Rezeptor (Nieri, 2003).

Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen konnten Storr et al. (2004)
eine signifikante Hemmung der schnellen [JPs (inhibitorisches
Junktionspotential) im Mausekolon durch WIN 55,212-2 nachweisen.
Dieser inhibitorische Effekt auf die non-adrenerge, non-cholinerge,
inhibitorische neuronale Ubertragung scheint Uber den CB1-Rezeptor
vermittelt zu sein, da er SR141716A-sensibel ist und in CB1-defizienten

Mausen nicht zu beobachten ist.

Betrachtet man die bisherigen Ergebnisse, so kann man
zusammenfasen, dass es zwar mittlerweile grol3e Fortschritte bei der
Erforschung des Wirkmechanismus der Cannabinoide gibt, viele
Zusammenhéange aber noch unklar sind und einer weiteren intensiven

Untersuchung bedurfen.
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5. Spezielle Diskussion

5.1. Einflu der Cannabinoidrezeptoragonisten Anand  amid, WIN 55,212 und
ACEA auf elektrisch induzierte Kontraktionen der gl atten Muskulatur der
CB1** -und CB1 ™" - Maus

Durch elektrische Feldstimulation ausgeldste Kontraktionen werden durch die
Freisetzung von Acetylcholin aus enterischen cholinergen Neuronen vermittelt, da
diese durch Zugabe von Atropin oder TTX in das Organbad blockiert werden
kénnen. Sie sind also neuronal und cholinerg vermittelt. Wie von mehreren Autoren
Ubereinstimmend dargestellt, kobnnen derartige Kontraktionen durch Cannabinoid-
agonisten und —antagonisten beeinflusst werden. So wurde in mehreren Arbeiten
eine hemmende Wirkung der Cannabinoidagonisten festgestellt (Roth, 1978;
Pertwee 1996; Coutts, 1997). Es konnte dabei auch gezeigt werden, dass es sich
bei der modifizierenden Wirkung um eine prgjunktionale Aktion handeln muf3, da
Kontraktionen, die durch Zugabe von exogenem Acetylcholin, i.e. Carbachol,
ausgelost wurden, weder hemmend noch stimulierend beeinflusst wurden.
Carbachol entfaltet seine Wirkung direkt an glatten Muskelzellen, indem es

Muskarinrezeptoren aktiviert (Johnson, 1987).

Immunhistochemische Untersuchungen belegten, dass eine hohe Immunreaktivitat
aber auch in der glatten Muskulatur des Dinndarms von Mausen zu finden war
(Casu, 2003) und dass CBI1R-immunreaktive Neurone eine zusatzliche
Immunreaktivitat zu dem cholinergen Marker ChAT exprimieren, was fur unsere
Versuche von Bedeutung war, da man aufgrund dieser Untersuchungen von einem
modulierenden Einflu@ des Endocannabinoidsystems auf die cholinerge

Neurotransmission des Dinndarms ausgehen kann.

Die als erstes durchgefiihrte Versuchsreihe untersuchte den Einflud der CBR-
Agonisten Anandamid, WIN 55,212-2 und ACEA in unterschiedlichen

80



Spezielle Diskusion

Konzentrationen auf elektrisch induzierte Kontraktionen. Dabei besitzen diese
Agonisten eine unterschiedliche Affinitat zum CB1-Rezeptor: ACEA kann als CB1-
selektiv angesehen werden, wahrend WIN 55,212-2 als nicht selektiver CB1R-
Agonist eine groRere Affinitdt aufweist als Anandamid, das in etwa eine gleiche
Affinitdt zum CB1- und CB2-Rezeptor besitzt.

Die Zugabe von Anandamid 10° M zu den Organstreifen der CB1** - und CB1” -
Mause fuhrte je zu einer signifikanten Hemmung der durch EFS ausgelosten
Kontraktionen. Diese ist fur beide Genotypen nur unwesentlich unterschiedlich (KO:
85,9% + 3,14; WT: 87,7% =+ 2,02). Davon ausgehend, dass bei der CB1” - Maus
der CB1-Rezeptor fehlt, muss zumindest hier die Hemmung der Kontraktion Uber

einen Rezeptor vermittelt werden, der nicht der CB1-Rezeptor ist.

In Mesenterialarterien von Ratten und CB17/CB2” doppel-Knockout Mé&usen
(Jarai, 1999) wurden bereits Rezeptoren gefunden, die von Anandamid aktiviert
werden konnen. Derartige Rezeptoren wurden auch im Dinndarm des
Meerschweinchens beschrieben, deren Aktivierung die Freisetzung von
Acetylcholin nach elektrischer Stimulierung vermindern. Die antagonisierende
Potenz von SR141716A zeigte sich dabei im Vergleich zur Wirkung am CB1-
Rezeptor vermindert. Dies konnte auch dadurch erklart werden, dass Anandamid
sowohl am CB1-Rezeptor als auch an dem non-CB1, non-CB2 — Rezeptor wirkt
und SR141716A nur die Wirkung am CB1-Rzeptor hemmt (Mang, 2001). Im
Folgenden sei dieser Rezeptortyp non-CB1, non-CB2 — Rezeptor Typ | genannt.

Eine Beteiligung eines inzwischen mehrfach beschriebenen non-CB1, non-CB2 —

Rezeptors muss auch bei unseren Versuchen an der KO-Maus vermutet werden.

Ein anderer Rezeptorentyp konnte ebenfalls fur die beschriebene Hemmung
mitverantwortlich sein. Dieser wurde von Di Marzo et al. und Breitvogel et al. im
Gehirn von Mausen entdeckt. Es handelt sich dabei um einen G-Protein
gekoppelten Rezeptor, der nur durch Anandamid und WIN 55,212-2 aktiviert
werden kann, wobei SR141716A keine antagonistische Wirkung besitzt (non-CB1,
non-CB2 — Rezeptor Typ II).
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Die gegenwartige Studienlage lasst noch keinen eindeutigen Schluf3 zu, Uber
welchen der genannten non-CB1, non-CB2 — Rezeptoren (Typ | oder Typ Il) der
inhibierende Effekt von Anandamid bei der KO-Maus vermittelt ist.

Betrachtet man die Ergebnisse der Versuche mit dem Cannabinoidagonisten WIN
55,212-2, so konnen die Wirkungen auch hier nicht alleine durch den CB1-

Rezeptor erklart werden:

In der Konzentration 10° M konnte sowohl bei der CB1" - Maus (Restplateau:
89,2% + 3,48) als auch bei der CB1"" - Maus (85,9 + 2,94) eine signifikante
Hemmung der elektrisch induzierten Kontraktion nachgewiesen werden. Bei der
Interpretation dieser Ergebnisse muss auch hier der Einflul3 eines Rezeptors, der
sich vom CB1-Rezeptor unterscheidet, angenommen werden. Es konnte sich
dabei um den non-CB1, non-CB2 — Rezeptor Typ Il handeln. Dafir spricht auch,
dass der selektive CB1-Rezeptorantgonist SR 141716A die Hemmung, die durch
Anandamid und WIN 55,212-2 in der Konzentration 10° M erreicht wurde, nicht

modifizieren konnte.

Der Einfluss des selektiven CB1R-Agonisten ACEA auf elektrisch induzierte
Kontraktionen entsprach den Erwartungen. In der Konzentration 10 M konnte kein
hemmender Effekt (99,17% + 3,63) bei den Organstreifen der CB1” - Maus
beobachtet werden. Dies war zu erwarten, da der CB1-Rezeptor als Angriffspunkt
fur ACEA fehlt.

Bei der CB1** - Maus hingegen kam es in der gleichen Konzentration zu einer
signifikanten Hemmung (16 Hz: 84,7 % + 5,7; 8 Hz: 86,67% + 3,92), die folglich
uber den CB1-Rezeptor gekoppelt ist.

Vergleicht man den Einfluss der untersuchten Agonisten auf elektrisch induzierte
Kontraktionen der glatten Muskulatur des lleums der CB1” - Maus, so zeigt sich,
dass nur Anandamid 10° M und WIN 55,212-2 10° M eine hemmenden Effekt
bewirken kénnen, wahrend ACEA 10™ M erwartungsgemaR keine Wirkung hat. Die
Hemmung bei Anandamid und WIN 55,212-2 ist Uber non-CB1, non-CB2 —
Rezeptoren vermittelt, die auch von anderen Autoren beschriebenen wurden. Mit

GPR55 und GPR 119 wurden inzwischen zwei neue Cannabinoidrezeptoren
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charakterisiert  (Brown, 2007). Inwiefern diese Rezeptoren in die
Regulationsmechanismen der intestinalen Motilitat involviert, ist derzeit noch nicht

klar und wird sicherlich Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

5.2. Einflu des CB1R-Antagonisten SR141716A aufe lektrisch induzierte

Kontraktionen der glatten Muskulatur der CB1 " - und CB1 " - Maus

SR141716A wurde als erster selektiver CB1R-Antagonist synthetisiert (Rinaldi-
Carmona 1994). Eine Reihe von Publikationen zeigte, dass dieser Ligand per se
Effekte auf die glatte Muskulatur des Darms ausubt. Beschrieben wurden dabei
antagonistische Wirkungen bei einem endogenen Tonus der Cannabinoiden oder
Wirkungen als inverser Agonist mit separater Bindungstelle am CB1-Rezeptor.

In den vorliegenden Versuchen konnte eine weitgehend signifikante Steigerung der
elektrisch induzierten Kontraktionen sowohl der CB1" - Maus als auch der CB1*"* -
Maus durch die Zugabe von SR141716A (10° M — 10°® M) beobachtet werden. Der
Effekt auf die glatte Muskulatur der CB1*™* - Maus entspricht den Ergebnissen, die
bisher publiziert wurden. Dass allerdings auch bei der CB1” - Maus eine
stimulierende Wirkung nachgewiesen wurde, suggeriert auch hier den Einflul3

eines Rezeptors, der sich von dem bekannten CB1-Rezeptor unterscheidet.

Der oben beschriebene Rezeptortyp (non-CB1, non-CB2 — Rezeptor Typ 1), der fur
die Wirkung von Anandamid verantwortlich sein konnte, besitzt auch eine
Sensitivitdt zu SR141716A, wenn auch mit geringerer Potenz als der CBI1-
Rezeptor. Es ist daher denkbar, dass eine Bindung von SR141716A an diesen
Rezeptortyp auch in Abwesenheit des CB1-Rezeptors zu einer Steigerung der
elektrisch induzierten Kontraktionen fuhren kann. Dies haben wir an der KO-Maus
gezeigt.
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5.3. Einflul des TRPV1-Rezeptor-Agonisten Capsaicin  auf elektrisch
induzierte Kontraktionen der glatten Muskulatur der ~ CB1**-und CB1™ -

Maus

Die Bindung von Capsaicin an den TRPV1-Rezeptor fuhrt zu einem Anstieg der
intrazellularen Ca?*-Konzenztration und in Folge zu einer gesteigerten
Kontraktibilitéat. In mehreren Arbeiten wurde eine Interaktion des Endovanilloid- und

des Endocannabinoidsystems beschrieben (Maccarrone, 2000; Remkumar, 2000).

Um zu charakterisieren, ob derartige TRPV1-Effekte an der CB1”" - Maus verstérkt
sind, z.B. im Rahmen von Kompensationsmechansimen, haben wir

Untersuchungen mit dem TPRV1-Agonist Capsaicin durchgefuhrt.

Dabei zeigte sich, dass durch die Zugabe des Vanilloidrezeptoragonisten eine
Steigerung der elektrisch induzierten Kontraktionen der glatten Muskulatur sowohl
der CB1” - Maus als auch der CB1"* - Maus erreicht wurden. Allerdings war
dieser Effekt bei der CB1™ - Maus starker ausgebildet. Wie von Ahluwalia et al.
dargestellt, kdnnte durch die Aktivierung des TRPV1-Rezeptors eine Freisetzung
von Endocannabinoiden erfolgen, welche durch eine CB1-Rezeptor gekoppelte
Reaktion die Wirkung von Capsaicin abschwécht. Dies kénnte eine Erklarung fir

die gréRere Steigerung bei der CB1" - Maus sein.

Andererseits wird auch ein tonisch hemmender Effekt auf TRPV1-Rezeptoren
durch CB-Rezeptoren erwogen. Bei Fehlen des CB1-Rezeptors wirde dieser

hemmende Effekt entfallen und eine starkere Steigerung zur Folge haben.

Zusammenfassend stellen wir fest, dass TRPV1-vermittelte Mechanismen bei den

KO-Mausen starker ausgepragt sind.
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5.4. Einfluss von CBR-Agonisten Anadamide, ACEA und WIN 55,212-2
auf elektrisch induzierte Kontraktionen in Gegenwar t des CBI1R-
Antagonisten SR 14176A

Durch Zugabe des selektiven CB1R-Antagonisten SR141716A 10°® M in das
Organbad wurde untersucht, ob die oben dargestellte Wirkung der
Cannabinoidagonisten modifiziert werden kann. Die Konzentration 10° M
wurde entsprechend den oben dargestellten Versuchen ausgewahlt, weil

hier die grof3te Konzentration bei noch spezifischer Wirkung erreicht wurde.

Der Effekt von Anandamid auf die CB1” - Maus konnte durch die Zugabe des
selektiven CB1R-Antagonisten nicht signifikant beeinflusst werden. Geht man
davon aus, dass die Hemmung, die durch Anandamid erreicht wird, Gber einen
non-CB1-Rezeptor vermittelt wird, kann man an dieser Stelle postulieren, dass
dieser Rezeptor keine antagonistische Wirkung durch SR141716A erfahrt, also
nicht SR141716A-sensitiv ist und somit dem non-CB1, non-CB2 — Rezeptor Typ Il

entspricht.

Interessanterweise filhrte die gleichzeitige Zugabe von SR141716A und
Anandamid in das Organbad bei der CB1"* - Maus zu einer signifikant starkeren
Hemmung der elektrisch induzierten Kontraktionen als durch alleinige Zugabe von
Anandamid. Diese synergistische Wirkung bleibt insbesondere vor dem
Hintergrund, dass SR141716A alleine bei den CB1" - Tieren tonuserhéhend wirkt,

unklar.

Aufgrund der Ergebnisse, die durch die alleinige Zugabe von WIN 55,212 zum
Organbad gewonnen wurden, wurde oben eine Beteiligung zweier
unterschiedlicher Rezeptorentypen diskutiert: zum einen der bekannte CB1-
Rezeptor, zum anderen ein non-CB1, WIN 55,212-2-sensitiver Rezeptor. Die
Hypothese der unterschiedlichen Bindungsstellen des CB-Agonisten und einer
dosisabhéngigen Aktivierung kann auch in diesem Versuchssetup bei
gleichzeitiger Zugabe von WIN55,212-2 und SR141716A bekraftigt werden.
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So zeigte sich, dass die Hemmung, die durch Zugabe von WIN 55,212-2 10° M zu
** . Maus erreicht wurde, durch SR141716A 10° M

deutlich reduziert werden konnte, wahrend die Hemmung durch WIN 55,212-2 10°

den Organstreifen der CB1

M weitgehend unverandert blieb. Eine mdgliche Erklarung dafir kdnnte sein, dass
WIN 55,212-2 in kleinerer Konzentration zunachst tber den CB1-Rezeptor wirkt,
weshalb hier die Wirkung durch Zugabe des CB1R-Antagonisten aufgehoben
werden kann. Erst ab einer Konzentration WIN 55,212-2 >10° M wird ein anderer
Rezeptor (non-CB1, non-CB2 — Rezeptor Typ Il) aktiviert, der durch SR141716A

nicht beeinflusst wird und somit nicht dem CB1-Rezeptor entspricht.

Die hemmende Wirkung des selektiven CB1R-Agonisten ACEA auf elektrisch
induzierte Kontraktionen der glatten Muskulatur konnte erwartungsgemaf’ durch
die Zugabe des selektiven CB1R-Antagonisten zu dem Organbad aufgehoben
werden. Durch die Selektivitat der beiden Substanzen scheint hier tatsachlich die
Bindungstelle am CB1-Rezeptor gleich zu sein, weshalb bei Zugabe des
Antagonisten zu einer Verdrangung des Agonisten von der Bindungsstelle kommt

und schliel3lich sogar zu einer invers agonistischen Wirkung.

5.5. Einfluss von Apamin auf elektrisch induzierte Kontraktionen der

glatten Muskulatur des lleums der Maus

Nachdem Pinto et al. (2002) zeigten, das die hemmende Wirkung von
Anandamid auf cholinerg vermittelte Kontraktionen der zirkularen
Muskulatur des Meerschweinchens durch Apamin aufgehoben wird, wird fir
den Ablauf der Anandamid-Wirkung eine Freisetzung von ATP oder eines
verwandten Purins diskutiert. ATP fihrt zu einer Offnung von ,small
conductance® Ca®‘'-abhangigen K*-Kanalen, die durch Apamin geblockt

werden.
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Aufgrund dieser Kenntnisse wurde der EinfluR von Apamin zunachst per se
auf elektrisch induzierte Kontraktion, anschlieBend der EinfluR auf die
Wirkung des CB1R-Antagonisten SR141716A und des CBR-Agonisten WIN
55,212-2 untersucht.

Die alleinige Zugabe von Apamin zu den Organstreifen bewirkte eine
signifikante Steigerung der elektrisch induzierten Kontraktionen der CB1** -
Maus, wahrend bei der CB1" - Maus interessanterweise kein wesentlicher Einflu
zu erkennen war. Um die invers agonistische Wirkung von SR141716A zu erklaren,
wurde von mehreren Autoren suggeriert, dass es einen endogenen Tonus der
Cannabinoide gibt, der kontinuierlich zu einer Erregung der CB1-Rezeptoren flhrt.
Zieht man diese Hypothese heran, kénnte man auch die exzitatorische Wirkung

+/+

von Apamin auf elektrisch induzierte Kontraktionen der CB1™" - Maus erklaren. So
konnte tatsachlich ein gewisser endogener Tonus der Cannabinoiden zu einer
CB1-Rezeptoraktivierung fuhren, wodurch ATP bzw. ein dem ATP verwandtes
Purin freigesetzt wird. Dadurch wirde eine tonische Hemmung entstehen, die
durch Apamin, das die K'-Kanale blockiert, die durch ATP geoffnet werden,

aufgehoben werden kann.

Zu dieser Vermutung passt auch die Beobachtung, dass sich die Zunahme der
Hohe Kontraktionen, die durch Zugabe von SR141716A zu den Organbadern
erreicht werden kann, durch zusatzliche Applikation von Apamin nicht steigern

lasst.

Die Untersuchung des Einflusses von Apamin auf die hemmende Wirkung von
WIN 55,212-2 laRt auf eine wichtige Rolle der Apamin-sensitiven Ca?*-abhéngigen
K*-Kanale in der Signaltransduktion der involvierten WIN 55,212-2-sensitiven CB-
Rezeptoren schlielen. Es zeigt sich namlich, dass die hemmende Wirkung von
WIN 55,212-2 auf elektrisch induzierte Kontraktionen sowohl bei CB1”" - Maus als

auch bei CB1** - Maus aufgehoben werden kann.

FalRt man die zuletzt diskutierten Ergebnisse zusammen, so scheint sowohl der
CB1-Rezeptor als auch der non-CB1, non-CB2 —Rezeptor Typ Il, der durch WIN

55,212-2 aktiviert werden kann, bei Aktivierung ATP oder ein &ahnliches Purin
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freizusetzen, das durch Offnung von K*-Kandlen zu einer Hemmung elektrisch

induzierter Kontraktionen der glatten Muskulatur des lleums der Maus fihrt.

5.6. Einflul? des endogenen CBR-Agonisten Anandamid und des CB1R-
Antagonisten SR141716A auf pharmakologisch induzier te

Kontraktionen

Wie bereits mehrfach erwahnt, wird davon ausgegeangen, dass es sich bei
den Wirkungen, die Uber Cannabinoidrezeptoren vermittelt werden, um

prajunktionale Aktionen handelt.

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass
pharmakologisch mit Carbachol induzierte Kontraktionen durch Zugabe von
Anandamid nicht beeinflusst werden konnten. Dies gilt sowohl fiir CB1" - als
auch fir CB1"* -Méause.

Durch die Zugabe von Anandamid konnte eine Steigerung der Kontraktionen
erreicht werden. Da eine Beteiligung des Endocannabinoidsystems bei diesem
Effekt unwahrscheinlich ist, konnte hier eine Interaktion mit dem
Endovanilloidsystem zugrunde liegen. Anandamid konnte aufgrund seiner
strukturellen Gemeinsamkeiten mit Capsaicin zu einer Aktivierung des TRPV1-
Rezeptors fuhren, wodurch es Uber eine Freisetzung von Tachykininen zur
Aktivierung von NK1- und NK3-Rezeptoren kommt und schlie3lich zur Freisetzung
von Acetylcholin. Die genaue Charakterisierung dieser Mechansimen war aber

nicht Ziel dieser Arbeit.

SR141716A konnte bei der CB1” - Maus keinen EinfluR auf pharmakologisch
induzierte Kontraktionen der glatten Muskulatur hervorrufen. Hingegen wurde eine

+/+

Steigerung der durch Carbachol ausgelésten Kontraktionen bei der CB1™" -Maus
beobachtet. Eine direkte Wirkung auf das Endovanilloidsystem durch SR141716A
wie bei Anandamid ist sehr unwahrscheinlich, so dass letztlich dieser Effekt als
unklar angesehen werden muf3. Zu denken wére eine Hemmung bei einem

bestehenden Tonus endogener Cannabinoiden durch SR141716A am CB1-
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Rezeptor, der zu einer geringeren Hemmung des Endovanilloidsystems fihrt.
Dadurch wirde eine Steigerung der pharmakologisch induzierten Kontraktion zu
erklaren sein. Diese Hypothesen sind allerdings sehr spekulativ und bedirfen

sicherlich weiterer eingehender Untersuchungen.

5.7. Einflu des endogenen CBR-Agonisten WIN 55,212 -2 auf elektrisch
induzierte Kontraktionen unter nicht-adrenergen, ni cht-cholinergen

Bedingungen

In mehreren Arbeiten wurde gezeigt, dass der Cannabinoidagonist WIN
55,212-2 auch unter nicht-adrenergen, nicht-cholinergen Bedingungen zu
eine Hemmung elektrisch induzierter Kontraktionen bewirkt (Izzo, 1998;
Begg, 2002; Storr, 2004).

Die dabei zugrunde liegenden Regulationsmechanismen kdnnen zu einer
Hemmung die exzitatorische Komponente oder zu einer Aktivierung der

inhibitorischen Komponente fihren.

In der vorliegenden Arbeit konnte erwartungsgemald nachgewiesen werden, dass
WIN 55,212-2 eine signifikante Hemmung elektrisch induzierter Kontraktionen
unter non-adrenergen (Guanethidin) und non-cholinergen (Atropin) Bedingungen

bewirkt.

Dieser Effekt war bei den CB1"* - und bei den CB1" gleichermalen ausgepréagt,
so dass auch hier die Wirkung vermutlich Uber den non-CB1, non-CB2 -
Rezeptors Typ Il vermittelt wird. Allerdings ist es auch mdglich, dass der
hemmende Effekt bei der CB1"* — Maus (iberwiegend iiber den CB1-Rezeptor
vermittelt wird, wahrend es bei der konstitutionellen CB1" — Maus aufgrund von
Kompensationsmechanismen zu einer vermehrten Expression des non-CB1, non-
CB2 — Rezeptors Typ Il kommt und bei dessen Aktivierung zu einer ahnlich starken

Wirkung wie am CB1-Rezeptor.

Eine genauere Untersuchung, ob die exzitatorische oder inhibitorische

Komponente beeinflusst wurde, war nicht Gegenstand dieser Arbeit.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einflu3 des Endocannabinoidsystems auf die
Motilitat der glatten Muskulatur des lleums untersucht. Die Versuche wurden an
intakten lleum-Praperationen von Wildtyp- und CB1-Rezeptor defizienten Mausen
durchgefuhrt. Zu den untersuchten Cannabinoidrezeptoragonisten z&hlten
Anandamid (endogen), WIN 55,212-2 und ACEA (beide synthetisch). Als
selektiven CB1-Rezeptorantagonist verwendeten wir SR141716A.

Um Interaktionen des Endocannabinoidsystems mit dem Endovannilloidsystems zu

beobachten, verwendeten wir aul3erdem Capsaicin, ein TRPV1-Rezeptoragonist.

Im Einzelnen wurden folgende Ergebnisse erzielt.

1) EinfluR der CB-Rezeptoragonisten auf elektrisch induzierte Kontraktionen

der glatten Muskulatur des lleums.

Bei der WT-Maus konnten sowohl die beiden nicht selektiven CBI1-
Rezeptoragonisten Anandamid und WIN 55,212-2 als auch der selektive CB1-
Rezeptoragonist ACEA eine signifikante Hemmung des maximalen

Kontraktionsniveaus nach elektrischer Feldstimulation bewirken.

Bei der CB1” - Maus hingegen wurde dies nur durch Anandamid und WIN 55,212-
2 erreicht, wahrend ACEA ohne Effekt blieb. Die fehlende Wirkung von ACEA war

hier zu erwarten, da es als selektiver Agonist keine Bindungsstelle findet.

Die Hemmung der beiden anderen Agonisten mufl3 Uber einen anderen

Cannabinoidrezeptor (non-CB1, non-CB2 — Rezeptor) vermittelt sein.

+/+

Die Potenz der einzelnen Agonisten war bei der CB1"" - Maus in etwa gleich, bei
der CB1” - Maus erzielten Anandamid und WIN 55,212-2 eine etwa gleiche

Wirkung.
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2.) Einflu des CB-Rezeptorantagonisten SR141716A auf elektrisch induzierte

Kontraktionen der glatten Muskulatur des lleums

SR141716A konnte sowohl bei der CB1*"* - als auch bei der CB1" - Maus das
maximale Kontraktionsniveau anheben. Wahrend dieser Effekt bei der WT-Maus
Uber eine Aktivierung des CB1-Rezeptors erklart werden kann, ist bei der KO-
Maus eine Aktion lUber einen SR141716A sensitiven non-CB1, non-CB2 —Rezeptor

(non-CB1, nonCB2 — Rezeptor Typ I) zu vermuten.

3) Einflul der CB-Rezeptoragonisten auf elektrisch induzierte Kontraktionen

der glatten Muskulatur des lleums in Gegenwart von SR141716A

Der hemmende Effekt von ACEA bei der CB1** - Maus konnte erwartungsgeman
durch SR141716A signifikant antagonisiert und damit die selektive Wirkung am

CB1-Rezeptor verifiziert werden.

Die Wirkung der beiden anderen CB-Rezeptoragonisten wurde sowohl bei der
CB1" - als auch bei der CB1” - Maus durch den selektiven CB1-
Rezeptorantagonisten nicht beeinflusst. Dadurch wurde die zuvor genannte
Hypothese eines involvierten non-CB1, non-CB2 — Rezeptors bekraftigt. Da
SR141716A keinerlei modifizierende Wirkung ausiiben konnte, handelt es sich um
einen non-SR141716A sensitiven, non-CB1, non-CB2 — Rezeptor (hon-CB1, non-
CB2 — Rezeptor Typ II).

4.) EinfluR des TRPV1-Agonisten Capsaicin _auf elektrisch induzierte

Kontraktionen der glatten Muskulatur des lleums

Sowohl bei der CB1"* - als auch bei der CB1”" - Maus wurde nach Zugabe von
Capsaicin ein Steigerung des maximalen Kontraktionsniveaus beobachtet,
allerdings war der Effekt bei der KO-Maus starker ausgepragt. Wir bereits von
anderen Autoren berichtet, besteht eine Interaktion des Endocannabinoid- und des
Endovannilloidsytems mit hemmenden Effekt einer CB1 - Rezeptoraktivierung auf

die Capsaicinwirkung.
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5) Einflul von Apamin auf elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten

Muskulatur des lleums

Apamin fihrte zu einer signifikanten Steigerung der elektrisch induzierten
Kontraktionen bei der WT-Maus im Vergleich zur KO-Maus. Wir schlie3en daraus
eine wesentliche Beteiligung von ATP oder einem verwandtem Purin in der
Signaltransduktion des CB1-Rezeptors. Andererseits konnte durch Apamin der
hemmende Effekt von WINS55,212-2 auf elektrisch induzierte Kontraktionen bei der
KO-Maus antagonisiert werden. In der Signaltransduktion des non-CB1, non-CB-2
— Rezeptors Typ Il scheint somit auch die Offnung von small conductance Ca?" -
abhangigen K*-Kanalen durch Freisetzung von ATP ein wesentliches Element zu

sein.

6.) Einflud des CB-Rezeptoragonisten Anandamid und des CBI1-

Rezeptorantagonisten SR141716A auf pharmakologisch induzierte Kontraktionen

der glatten Muskulatur des lleums

Erwartungsgeman fihrte die Zugabe von Anandamid bei allen Tieren zu keiner
Hemmung der pharmakologisch induzierten Kontraktion, da es sich hier um eine

postjunktionale Aktion handelt.

SR141716A blieb bei der KO-Maus ohne Effekt. Bei der WT-Maus hingegen
konnte eine Steigerung des Kontraktionsniveuas festgestellt werden. Dies kdnnte
durch eine SR141716A vermittelte Hemmung am CB1-Rezeptor bei einem

bestehenden Tonus endogener Cannabinoide erkéart werden.
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Tabelle 17: Zusammenfassung der Rezeptorbindung

und des Antagonisten SR141716A.

Zusammenfassung

der Cannabinoidagonisten

CB1"*-Maus

CB1"-Maus

ACEA (Agonist)

CB1-Rezeptor

Keine Wirkung

Anandamid (Agonist)

non-CB1, non-CB2-Rezeptor Il

CB1-Rezeptor

non-CB1, non-CB2-Rezeptor Il

non-CB1, non-CB2-Rezeptor I

non-CB1, non-CB2-Rezeptor I

WIN 55,212 (Agonist)

CB1-Rezeptor

SR141716A (Antagonist) | non-CB1, non-CB2-Rezeptor |

non-CB1, non-CB2-Rezeptor |

CB1-Rezeptor

Arbeit der EinfluR des

Endocanabinoidsystems auf die Motilitat des Dinndarms bestatigt werden.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die Wirkungen Uber verschiedene
Rezeptorentypen vermittelt werden. Eine weitere Charakterisierung der einzelnen

Rezeptoren und der Signaltransduktionswege ist wichtig, da eine

pharmakologische Beeinflussung des Endocannabinoidsystems ein Erfolg

versprechender Angriffspunkt fir eine Reihe von gastroenterologischen

Erkrankungen des Menschen darstellt, wie zum Beispiel chronisch entzindliche
Darmerkrankungen,
Ubelkeit.

Durchfélle, Reizdarmsyndrom und auch Erbrechen und
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7. Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abb. 1. Schematisierte Darstellung des Versuchsmodells

Abb. 2: Darstellung der durch den Flachschreiber aufgezeichneten Kontraktionen,
die durch elektrische Stimulation (Frequenz: 16 Hz, 8 Hz, 4 Hz, 2 Hz; Spannung

40 V; Pulsdauer 1 ms; Stimulationsdauer 10 sec.) induziert wurden.

Abb. 3: Darstellung der durch den Flachschreiber aufgezeichneten Kontraktionen,
die durch pharmakologische Stimulation mit Carbachol in aufsteigender

Konzentration (10%*,107, 10°® und 3x10°) Frequenz induziert wurden.

* Keine nachweisbare Kontraktion bei Zugabe Carbachol 10°®.

Abb. 4: Darstellung des Einflusses des CBR-Agonisten Anandamid in
aufsteigender Konzentration auf elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten
Mus- kulatur der WT- und KO-Maus. n>9, * = p < 0,05;

a) Elektrische Stimulation mit 16 Hz,

b) Elektrische Stimulation mit 8 Hz.

Abb. 5: Darstellung des Einflusses des CBR-Agonisten WIN 55,212-2 in
aufsteigender Konzentration auf elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten
Muskulatur der WT- und KO-Maus, n=6, * = p<0,05 (Kontrolle vs. 10*M); ** =
p<0,05 (KO vs. WT);

a) Elektrische Stimulation mit 16 Hz,

b) Elektrische Stimulation mit 8 Hz.

Abb. 6: Darstellung des Einflusses des CBR-Agonisten ACEA in aufsteigender
Konzentration auf elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten Muskulatur der
WT- und KO-Maus (8 Hz). n25, * = p<0,05 (Kontrolle vs. 10™*M); ** = p<0,05 (KO
vs. WT);
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a) Elektrische Stimulation mit 16 Hz,

b) Elektrische Stimulation mit 8 Hz.

Abb. 7: Vergleich des Einflusses der CBR-Agonisten Anandamid, WIN 55,212-2
und ACEA in aufsteigender Konzentration auf elektrisch induzierte Kontraktionen

der glatten Muskulatur der KO-Maus.
a) Elektrische Stimulation mit 16 Hz,

b) Elektrische Stimulation mit 8 Hz.

Abb. 8: Vergleich des Einflusses der CBR-Agonisten Anandamid, WIN 55,212-2
und ACEA in aufsteigender Konzentration auf elektrisch induzierte Kontraktionen

der glatten Muskulatur der KO-Maus.
a) Elektrische Stimulation mit 16 Hz

b) Elektrische Stimulation mit 8 Hz

Abb. 9: Darstellung des Einflusses des CB1R-Antagonisten SR1414716 in
aufsteigender Konzentration auf elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten
Muskulatur der WT- und KO-Maus (16 Hz), * = p<0,05, n = 10.

Abb. 10: Darstellung des Einflusses des TPRV1-Antagonisten Capsazepin in
aufsteigender Konzentration auf elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten
Muskulatur der WT- und KO-Maus (16 Hz), n = 6.

Abb. 11: Darstellung des Einflusses des TPRV1-Agonisten in aufsteigender
Konzentration auf elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten Muskulatur der
WT- und KO-Maus (16 Hz), * = p<0,05 ( in Bezug auf Basalwert), ** = p<0,05 (KO
vs. WT), n =6
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Abb. 12: Darstellung des Einflusses von Anandamid in ansteigender
Konzentration auf elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten Muskulatur der
WT- und KO-Maus (16 Hz) in Gegenwart des CB1R-Antagonisten SR 141716 10
®M, * = p<0,05 ( Anandamid vs. SR141716->Anadamid).

Abb. 13: Darstellung des Einflusses von WIN 55,212 in ansteigender
Konzentration auf elektrisch (8 Hz) induzierte Kontraktionen der glatten
Muskulatur der WT-Maus alleine und in Gegenwart des CB1R-Antagonisten SR
141716 10°M.

Abb. 14: Darstellung des Einflusses von ACEA in ansteigender Konzentration auf
elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten Muskulatur der WT-Maus (8 Hz)
nach alleiniger Zugabe zum Organbad und in Gegenwart des CB1R-Antagonisten
SR 141716 10°®M; * = p<0,05 ACEA vs. SR141716 > ACEA.

Abb. 15: Darstellung des Einflusses von Apamin in ansteigender Konzentration
auf elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten Muskulatur der WT- und KO-
Maus (16 Hz), * = Kontrolle vs. Apamin, ** = p<0,05 KO vs. WT, n=6;

Abb. 16: Darstellung des Einflusses von SR141716 in ansteigender Konzentration auf
elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten Muskulatur der WT- und KO-Maus (16 Hz)
in Gegenwart des Inhibitors der "small conductance" Ca™ abh&ngigen Kaliumkanale
Apamin 10'M; * = p<0,05 basal vs. 10*, ** = p<0,05 KO vs. WT.

a) Elektrische Stimulation mit 16 Hz,

b) Elektrische Stimulation mit 8 Hz.

Abb. 17: Vergleich des Einflusses von WIN 55,212 alleine und in Gegenwart von
Apamin auf elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten Muskulatur des lleums
der KO-Maus, * = p<0,05 WIN 55,212 vs. Apamin - WIN 55,212
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Abb. 18: Vergleich des Einflusses von WIN 55,212 alleine und in Gegenwart von
Apamin auf elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten Muskulatur des lleums
der WT-Maus, * = p<0,05 WIN 55,212 vs. Apamin - WIN 55,212

Abb. 19: Einflull des endogenen CBR-Agonisten Anandamid auf pharmakologisch
(Carbachol 10°® M) induzierte Kontraktion. * = p<0,05 basal vs. 10* M;

Abb. 20: EinfluR des selektiven CB1R-Antagonisten SR141716 auf pharma-
kologisch (Carbachol 10® M) induzierte Kontraktionen. * = p<0,05 basal vs. 10* M:;

n=6;

Abb. 21: Aufbau des CB1- bzw. CB2-Rezeptors im Vergleich (Janet, 1999)

Abb. 22: Signaltransduktion nach Bindung eines Agonisten am CB1- und CB2-
Rezeptor. Beide Rezeptoren sind an Gj,-Proteine gekoppet. Dies fihrt zu einer
Hemmung der Adenylatzyklase (AC) und zu einer Aktivierung einer Kaskade durch
eine extrazellular signalregulierte Kinase (ERK). AuRerdem werden Ca?*-Kanale
gehemmt, wahrend K*-Kanale aktiviert werden. Dies flhrt zu einer

Hyperpolarisation und somit verminderter Aktivitat (Izzo, 2001).

Abb. 23: Darstellung der Regulation der Adenylatzyklase: Nach Rezeptorbindung
kommt es zu einer Aktivierung eines stimulierenden (Gs) bzw. inhibierenden (Gj)
G-Proteins. Das aktivierte Gs-Protein erhdht, das aktivierte G;-Protein vermindert
die Aktivitat der Adenylatzyklase und somit die cAMP-Konzentration (Silbernagl,
1996).

Abb. 24: Regulation von intrazellularen Ca2+-Ubergangen: Uber Rezeptorbindung
und folgender G-Proteinaktivierung wird die Phospholipase C aktiviert, was eine
Freisetzung von IP3 zur Folge hat. IP3 setzt Ca2+ aus intrazelluaren Speichern
frei (Silbernagl, 1996).
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Abb. 25: Strukturformeln der ,klassischen* Cannabinoide A°-THC, A%-THC und
HU-210.

Abb. 26: Strukturformel des ,nicht klassischen“ Cannabinoids CP-55,940.

Abb. 27: Strukturformel des Aminoalkylindols R-(+)-WIN 55,212.

Abb. 28: Strukturformeln der Eicosanoide Anandamid, 2-AG und ACEA.

Abb. 29: Strukturformel des selektiven CB1-Rezeptorantagonisten SR141716A.

Abb. 30: Darstellung der Endocannbinoiden-Inaktivierung: Uber ein
Transportprotein werden Endocannabinoide in Zelle aufgenommen. Hier erfolgt
Hydrolyse durch FAAH (Anandamid und 2-AG) und MAGL (2-AG) (Giufrida, 2001).

Abb. 31: Darstellung der Interaktion des Endocannabinoid- und des
Endovallinoidsystems: Durch Aktivierung des CB1-Rezeptors kommt es zu einer
Aktivierung der Adenylatcyclase und der Phospholipase C. Uber Aktivierung der
Proteinkinasen A und C kommte es zu einer Sensibilitatssteigerung des TRPV1-

Rezeptors.

Tab. 1: Darstellung der verwendeten Substanzen, der Rezeptorbindung, Affinitat
bzgl. CB;- und CB,-Rezeptor und Herstellungsfirma der entsprechenden Substanz
(Coutts, 2004).

Tab. 2: Kontraktionsniveau nach elektrischer Feldstimulation mit 16 Hz bzw. 8 Hz
unter Zugabe von Anandamid 10’ bis 10 in Relation zum Ausgangswert; n >9; *
= p<0,05 (Kontrolle vs. 10”*M);
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Tab. 3: Kontraktionsniveau nach elektrischer Stimulation mit 16 bzw. 8 Hz unter
Zugabe von WIN 55,212 10° bis 10° in Relation zum Ausgangswert; n=6; * =
p<0,05 (vertikal: Kontrolle vs. 10*M);

Tab. 4: Kontraktionsniveau nach elektrischer Stimulation mit 16 bzw. 8 Hz unter
Zugabe von ACEA 10° bis 107 in Relation zum Ausgangswert; n=6; * = p<0,05
(vertikal: Kontrolle vs. 10*M); ** = p<0,05 (horizontal: KO vs. WT);

Tab. 5: Vergleich der hemmenden Wirkung der CBR-Agonisten in der
Konzentration 10-5 M; * = p<0,05: Vergleich Anandamid vs. WIN 55,212; ** =
p<0,05: Vergleich Anandamid vs. ACEA; *** = p<0,05 Vergleich WIN 55,212 vs.
ACEA; n = 5-10;

Tab. 6: Kontraktionsniveau nach elektrischer Stimulation mit 16 bzw. 8 Hz unter
Zugabe von SR 141716 10° bis 10° in Relation zum Ausgangswert; n=x; * =
p<0,05 (vertikal: Kontrolle vs. 10™M); ** = p<0,05 (horizontal: KO vs. WT);

Tab. 7: Steigerung der Kontraktion unter Zugabe des TPRV1-Agonisten Capsaicin
10° M in Relation zum Ausgangswert; n=6; * = p<0,05 (Kontrolle vs. 10™*M); ** =
p<0,05 (KO vs. WT)

Tab. 8: Vergleich der Wirkung von Anandamid 10> M bei alleiniger Zugabe zum
Organbad und nach vorheriger Inkubation mit dem CBR-Antagonisten SR 141716
10® M auf elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten Muskulatur der WT- und
KO-Maus (exemplarisch 8 Hz), * = p<0,05 ( Anandamid vs.
SR141716->Anadamid).

Tab. 9: Vergleich der Wirkung von WIN 55,212 bei alleiniger Zugabe zum
Organbad und nach vorheriger Inkubation mit dem CBR-Antagonisten SR 141716
10° M auf elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten Muskulatur der WT-

Maus.
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Tab. 10: Vergleich der Wirkung von ACEA bei alleiniger Zugabe zum Organbad
und nach vorheriger Inkubation mit dem CBR-Antagonisten SR 141716 10° M auf

elektrisch induzierte Kontraktionen der glatten Muskulatur der WT-Maus.

Tab. 11: Kontraktionsniveau nach elektrischer Stimulation mit 16 bzw. 8 Hz unter
Zugabe von Apamin 10°° bis 10°in Relation zum Ausgangswert; n=6; * = p<0,05:
KO vs. WT;

Tab. 12: Darstellung des Einflusses von Apamin auf die Hemmung elektrisch
induzierter Kontraktionen durch WIN 55,212; * = p<0,05: WIN 55,212 vs. Apamin
> WIN 55,212.

Tab. 13: Vergleich des Einflusses von WIN 55,212 10-5 M auf elektrisch induzierte
Kontraktionen unter ,normalen“ Bedingungen und unter non-adrenergen, non-
cholinergen (NANC) Bedingungen. * = p<0,05: KO vs. WT.

Tab. 14: Kontraktionsniveau nach pharmakologischer Stimulation mit CCH 10° unter
Zugabe von Anandamid 107 bis 10® in Relation zum Ausgangswert; n=8; * = p<0,05
(vertikal: Kontrolle vs. 10™*M);

Tab. 15: Kontraktionsniveau nach pharmakologischer Stimulation mit CCH 10° unter
Zugabe von SR 141716 107 und 10°in Relation zum Ausgangswert; n=6; * = p<0,05
(vertikal: Kontrolle vs. 10™*M);

Tab. 16: Neuronentypen im enterischen Nervensystem des Meerschweinchen-

Dinndarms (Furness, 2000)

Tab. 17: Zusammenfassung der Rezeptorbindung der Cannabinoid- agonisten und

-antagonisten.
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8. Abkiirzungsverzeichnis

ACEA Arachidonyl-2"-chloroethylamid
ACPA Arachidonylcyclopylamid

2-AG 2-Arachidonoylglycerol

AMT Anandamid-Membran-Transporter
ATP Adenosintriphosphat

cCAMP cyclisches Adenosinmonophosphat
CBR Cannabinoidrezeptor

CCH Carbachol

ChAT Cholin-Acetyltransferase

DMSO Dimethylsulfoxid

KO-Maus (CB17) Knockout-Maus

EFS Elektrische Feldstimulation

EPSP Exzitatorisches postsynaptisches Potential
EJP Exzitatorisches junktionales Potential
ENS Enterisches Nervensystem

FAAH Fatty acid amid hydrolase

5-HT 5-Hydroxytryptamin

ICC Interstitielle Zellen von Cajal

IJP Inhibitorisches junktionales Potential
IPAN Intrinsic afferent primary neurons
IBMX 3-Isobutyl-1-methyl-Xanthin

L-NAME N®-Nitro-L-Arginin-methylester
MAGL Monoacylglycerollipase

MPLP Longitudinalmuskulatur-Praperationen des Plexus

myentericus

NANC Nicht-adrenerg, nicht-cholinerg

NK Neurokinin

NO Stickstoffmonoxid

NOS NO-Synthase

n.s. nicht signifikant

PACAP Pituitary adenylate cyclase activating peptide
SEM Standard errow of the mean
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TASK1
A°-THC

TTX

TRPV

VR

VIP
WT-Maus(CB1*"")

TWIK-related acid-sensitive potassium channel 1
A°-Tetrahydrocannabinol

Tetrodotoxin

Transient Receptor Potential Vanilloid
Vanilloidrezeptoren

Vasoaktives intestinales Peptid

Wildtyp-Maus
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