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1 Einleitung

1 Einleitung

Das Endocannabinoidsystem (ECS), das in Menschen und anderen Lebewesen, wie
Mausen und Ratten, nachgewiesen werden konnte, spielt im Gastrointestinaltrakt
(Gl-Trakt) eine bedeutende Rolle. Die Regulation von Motilitat, Nozizeption und
Inflammation im GI-Trakt durch die Liganden dieses Systems, die Cannabinoide, ist

derzeit Gegenstand intensiver Forschung in experimentellen und klinischen Studien.

Seit der Kenntnis spezifischer Cannabinoid-Rezeptoren, wie dem Cannabis
1-Rezeptor (CB¢) und dem pharmakologisch noch weitgehend unerforschten
Cannabis 2-Rezeptor (CB,) sowie verschiedener endogener Liganden (dem CB4 /
CB2-Agonisten Anandamid oder dem CBj-Agonisten Noladin), rlcken auch
synthetisch hergestellte Cannabinoide immer mehr in den Mittelpunkt der Forschung.
Untersuchungen zur pharmakologischen Beeinflussbarkeit der
Cannabinoid-Rezeptoren des ECS durch diese kinstlich hergestellten Substanzen
sollen langfristig dazu beitragen, die Palette an therapeutischen Optionen, u. a. zur
Behandlung von Moatilitatsstorungen des Darms, zu erweitern. Bisher werden
Cannabinoide zur Behandlung der Chemotherapie assoziierten Ubelkeit (Marinol® -
Wirkstoff Dronabinol, Zulassung nur in den USA) und der mit dem metabolischen
Syndrom im Zusammenhang stehenden Adipositas (Acomplia® - Wirkstoff
Rimonabant) eingesetzt (43;69;88;96). Ein Grund flir die bis dato noch sparliche
Bandbreite zugelassener Medikamenten dieser Wirkungsgruppe ist sicherlich in den
Nebenwirkungen der Cannabinoide zu suchen. Diese Substanzen sind stark lipophil
und somit leicht liquorgangig. Die daraus resultierenden unerwlinschten zentralen
Nebenwirkungen, wie z. B. rauschahnliche Zustande und Benommenheit, geben
Anlass dazu, nach alternativen Cannabinoiden zu suchen, die diese zentralen
Nebenwirkungen nicht aufweisen (56). Mit Ajulemic Acid steht aktuell ein
Cannabinoid zur Verflgung, das die Blut-Hirnschranke nicht zu Uberschreiten
vermag und somit seine Wirkung nur peripher entfaltet. Untersuchungen zu Effekten
dieser Substanz am GI-Trakt und im Speziellen am Darmtrakt sind bis zum jetzigen

Zeitpunkt noch nicht publiziert.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem Einfluss von Cannabinoiden auf die
Motilitat des Dunndarm und Dickdarm von Maus und Ratte. In diesem
Zusammenhang kamen synthetische Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten des
ECS und das Cannabinoid Ajulemic Acid, dessen Wirkung und
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Rezeptorzugehorigkeit am ECS noch unerforscht ist, zum Einsatz. Es wurden
Experimente an zwei in vitro und zwei in vivo Versuchsmodellen durchgefuhrt. Unter
den nachfolgenden Punkten A - D sind die Zielsetzungen dieser Versuche detailliert

aufgefuhrt.

A Kontraktionen der longitudinalen und zirkularen Muskelschichten des
Dunndarms von Mausen und Ratten in vitro, induziert durch Elektrische
Feldstimulation (EFS).

1. Vorversuche sollen die bestmdglichen Stimulationsparameter zur optimalen
Darstellung und Wiederholbarkeit glattmuskularer Kontraktionsereignisse
ermitteln. Dies beinhaltet insbesondere eine optimale Darstellung der
bekannten ,schnellen® neuronal-cholinergen als auch der ,angsamen®

neuronal-tachykinergen Kontraktionsantwort.

2. Charakterisierung der ,schnellen” elektrisch induzierten Kontraktionen mit Hilfe

von Atropin und Tetrodotoxin als neuronal-cholinerg vermittelt.

3. Charakterisierung der Beeinflussung der Kontraktion durch den synthetischen
CB4-Agonisten  WIN 55212-2 und des synthetischen selektiven
CBs-Antagonisten SR 141716A.

4. Charakterisierung der Beeinflussung der Kontraktion durch das
nicht-liquorgangige Cannabinoid Ajulemic Acid - und Charakterisierung
eventueller Effekte mit Blockern der CB4-, CB,-, TRPV-, Opioid-, ORL;-,

a-Adreno- und B-Adrenorezeptoren.
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Elektrisch induzierte aszendierende Kontraktionen des myenterischen

Anteils des Peristaltischen Reflexes im Dinndarm von Ratten in vitro.

. Charakterisierung der Beeinflussung der aszendierenden Kontraktion durch
den CBi-Agonisten WIN 55,212-2 und den selektiven CBj-Antagonisten
SR 141716A.

. Charakterisierung der Beeinflussung der aszendierenden Kontraktion durch
das nicht-liquorgangige Cannabinoid Ajulemic Acid und Charakterisierung der

beteiligten Rezeptoren.

Dinndarmtransit in vivo

. Charakterisierung des Einflusses des nicht-liquorgangigen Cannabinoids
Ajulemic Acid und des selektiven CBi-Antagonisten SR 141716A auf den

Dunndarmtransit eines Farbmarkers.

Kolon-Expulsion in vivo

. Charakterisierung des Einflusses des CBi-Agonisten WIN 55,212-2 und des
selektiven CB4-Antagonisten SR 141716A auf die Kolon-Expulsion.

. Charakterisierung des Einflusses des nicht-liquorgangigen Cannabinoids
Ajulemic Acid auf die Kolon-Expulsion und Charakterisierung des moglichen
Einflusses des CBi-Rezeptors mit Hilfe des selektiven CBj-Antagonisten
SR 141716A.
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2 Abkurzungsverzeichnis

ACh:
2-AG:
AMT:
ATP:
AUC:
CaCl.:
cAMP:
CBD:
CB:
DMSO:
DW:
ECS:
EFS:
ENS:
FAAH:

GDP:

Gl-Trakt:

GTP:
KCI:
KRP:
MAGL:
MgSOy:
NADA:
NANC:

NaCl:

Acetylcholin

2-Arachidonylglycerol

Anandamid Membran Transporter

Adenosin-5"-triphosphat
Area under the curve

Calciumchlorid

cyclisches Adenosinmonophosphat

Cannabidiol

Cannabinoid
Dimethylsulfoxid
Dosis-Wirkungskurve
Endocannabinoidsystem
Elektrische Feldstimulation
Enterisches Nervensystem
Fatty acid amide hydrolase
Guanosindiphosphat
Gastrointestinaltrakt
Guanosintriphosphat
Kaliumchlorid

Krebs Ringer Puffer
Monoacylglyzerol-Lipase
Magnesiumsulfat

N-arachidonyldopamin

Nicht-adrenerg, nicht-cholinerg

Natriumchlorid
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NaHCO3:

NaH2P04:

NO:

OEA:

ORL:

PACAP:

THC:

TNBS:

TRP:

TTX:

VIP:

ZNS:

Natriumhydrogencarbonat
Natriumdihydrogenphosphat
Stickstoffmonoxid
Oleoylethanolamid

Opioid receptor like

Pituitary Adenylat Cyclase Activating Polypeptid
Tetrahydrocannabinol
Trinitrobenzensulphonsaure
Transiente Rezeptorpotentialkanale
Tetrodotoxin

Vasoaktives intestinales Peptid

Zentrales Nervensystem



6 Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Elektrische Feldstimulation an longitudinalen und
zirkularen Muskelstreifen von Maus und Ratte

3.1.1 Versuchstiere

Far die Versuchsdurchfuhrung wurden mannliche C57/BL6 Mause (ca. 19 - 21 g) und
mannliche Wistar-Ratten (ca. 300 - 350 g) verwendet. Die Tiere wurden von der
Firma Charles River GmbH, Sulzfeld/Deutschland bezogen. Bei einem kinstlichen
Tag-Nacht-Rhythmus und unter standardisierten Bedingungen war eine artgerechte
Haltung der Tiere gewahrleistet. Die Tiere erhielten sowohl Trockenfutter als auch
Wasser. Am Vorabend des Versuchstages wurden die Tiere nlchtern gesetzt, hatten

aber weiterhin freien Zugang zu Wasser.

3.1.2 Versuchsanordnung

Sechs doppelwandige Organbader wurden je mit 6 ml Krebs Ringer Puffer (KRP)
(NaCl 115,5 mM, MgSO4 1,16 mM, NaH,PO4 1,16 mM, Glucose 11,1 mM, NaHCO;
21,9 mM, CaCl, 2,5 mM, KCI 4,16 mM) befillt. Der umgebende Herzkreislauf hielt
den mit Carbogen (95% O, 5% CO,) begasten Puffer konstant bei einer Temperatur
von 37,0 °C. Fur die Versuche zur Langsmuskulatur des Dinndarms von Mausen
und Ratten wurden ca. 1 cm lange Streifen benutzt. An die beiden Enden der
Streifen wurden nicht-elastische Faden geknotet. Mit Hilfe des Fadens konnte das
aborale Ende des Streifens sicher an einem Haken des Elektrodenhalters befestigt
werden. Der Elektrodenhalter wies zwei Platinringelektroden (ca. 0,6 cm Abstand
voneinander) auf, durch die die Darmstreifen gefiihrt wurden. Nach Einbringen des
Elektrodenhalters samt Darmstreifen in das Organbad wurde der Faden des oralen
Endes mit dem isometrischen Kraftwandler verbunden. Die durch den Stimulator
ausgeloste EFS (Stimulationsparameter: 40 V, Pulsdauer 0,5 ms, Stimulationsdauer
10 sec, Stimulationsfrequenz Maus 10 Hz und 50 Hz; Ratte 10 Hz und 20 Hz) regte

den Darm zur Kontraktion in longitudinaler Richtung an, die mit Hilfe des
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Kraftwandlers, eines Verstarkers und des A/D-Wandlers am Monitor des PC’s zur
Darstellung kam (s. Abb. 1, S. 7).

Fir die Versuche zur Ringmuskulatur des Dinndarms von Mausen und Ratten
wurden ca. 0,4 cm lange Streifen verwendet. Die Elektrodenhalter besalen hier zwei
obere und eine untere Platinstabelektrode im Abstand von ca. 0,6 cm. Die Streifen
wurden derart auf die untere Elektrode des Elektrodenhalters und eines L-férmigen
Platindrahtes, der mit dem Kraftwandler verbunden war, aufgefadelt, dass sich der
Darm zwischen der unteren und den beiden oberen Elektroden des Elektrodenhalters
befand und sich durch die EFS (Stimulationsparameter: 40 V, Pulsdauer 0,5 ms,
Stimulationsdauer 10 sec, Stimulationsfrequenz Maus 10 Hz und 20 Hz; Ratte 20 Hz
und 50 Hz) in zirkularer Richtung kontrahierte. Die Aufzeichnung der Kontraktionen

wurde analog, wie oben erwahnt, vorgenommen (s. Abb. 2, S. 8).

Kraftwandler Verstarker

e —

Stimulatar A/D-Wandler

Thermostat
37,0°C

Kurven
PC-Monitor

Dlnndarmstreifen

Krebs-Ringer- ]
Lasung < >

-

—

Doppelwandiges Bad
6%

Festplatte

Carbogen
95% Oz, 5% CO:

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Versuchaufbaus zur Untersuchung der durch EFS
ausgelosten Kontraktionen der Langsmuskulatur von Maus und Ratte.
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Kraftwandler Verstarker

Stimulator AD-Wandler
Thermostat
37.0°C
Kurven
PC-Monitor
Dinndarmstreifen
Krebs-Ringer- |
Lésung (\"" —_—
Doppetwandiges Bad el
. Festplatte
X

Carbogen
95% On, 5% COr

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Versuchaufbaus zur Untersuchung der durch EFS
ausgelosten Kontraktionen der zirkuldren Muskulatur von Maus und Ratte. Der grau hinterlegte
Bereich stellt — im Vergleich zu Abbildung 1 — die im vorausgegangenen Text beschriebenen
Unterschiede/abweichenden Platzierungen der Elektroden und der Diinndarmstreifen dar.

3.1.3 Versuchsdurchfuhrung

Die Versuchstiere wurden mit Isofluran (Forene®) betdubt. Die M&ause wurden
anschlieRend durch =zervikale Dislokation getdtet. Die Ratten bekamen im
Nackenbereich eine Uberdosis Natrium-Pentobarbital (Narcoren®) s. c. gespritzt.
Nach Eroffnung des Abdomens durch einen Medianschnitt wurde das lleum und das
Jejunum dargestellt und entnommen. Wahrend des Abpraparierens des
Darmgekréoses und der Darmspllung wurde dieser in ein mit KRP geflilltes
Schélchen platziert und standig mit Carbogen® begast. Nachdem ca. 1 cm bzw. ca.
0,4 cm lange Streifen angefertigt waren, wurden diese wie — in der
Versuchsanordnung beschrieben — in die Organbader eingebracht. Nach einem
Pufferwechsel und dem Ende der Aquilibrierungsphase von ca. 30 min wurde der
Darm elektrisch stimuliert. Die ersten drei gleichmaligen Kontraktionen, die im
Abstand von 2 min ausgelost wurden, dienten als Kontrollwerte. Nach Hinzufuigen
der Testsubstanzen in die Organbader in kumulativ steigenden Konzentrationen und
Abwarten der Einwirkzeit von je 15 min (Einwirkzeit von Tetrodotoxin und Atropin

5 min) wurden die Streifen einmal elektrisch stimuliert. In den Vorversuchen wurden
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keine Testsubstanzen verwendet, sondern aufsteigende Frequenzen im Abstand von

3 min getestet. Im einzelnen wurden folgende Versuche durchgefihrt:

3.1.4

Vorversuche mit den Testfrequenzen 1, 5, 10, 20 und 50 Hz an longitudinalen
und zirkuldren Muskelstreifen von Maus und Ratte. Auswahl von zwei
Testfrequenzen  zur optimalen  Darstellung und  Wiederholbarkeit
glattmuskularer  Kontraktionsereignisse, insbesondere der ,schnellen”

neuronal-cholinergen als auch der ,langsamen® neuronal-tachykinergen.

Wirkung des Natrium-Kanalblockers Tetrodotoxin (3 x 1 pM) und des
m-cholino-Antagonisten Atropin (100 pM) auf die ,schnellen® elektrisch
induzierten Kontraktionen an longitudinalen und zirkularen Muskelstreifen von

Maus und Ratte.

Eine Dosis-Wirkungskurve (DW) (1 nM-100 pM) des CBji-Agonisten
WIN 55,212-2 und des selektiven CBji-Antagonisten SR 141716A an
longitudinalen und zirkularen Muskelstreifen von Maus und Ratte sowie eine
DW von WIN 55,212-2 (1 nM-100 pM) nach vorherigem Blockadeversuch
durch SR 141716A (1 uM).

Eine DW des Cannabinoids Ajulemic Acid (1 nM-100 uM) alleine und nach
vorherigem Blockadeversuch durch den CBji-Antagonisten SR 141716A
(1uM), den CBy-Antagonisten AM 630 (1 uM), den TRPV;-Antagonisten
Capsazepine (10 uM), den ORLs-Antagonisten n-Phe-Nociceptin (1 uM), den
Opioid-Antagonisten Naloxon (1 pM) und die Kombination aus dem
a-Rezeptorblocker Phentolamine (1 pM) und dem [(-Rezeptorblocker

Propranolol (1 uM).

Datenauswertung

Die Amplituden der ,schnellen® und ,langsamen“ Komponenten der elektrisch

induzierten Kontraktionen gingen in die Auswertung ein. Die Amplitude stellte den

groliten Abstand zwischen dem Mittelwert der Basallinie und der Spitze der

Amplitude dar. Der Kontrollwert ergab sich aus dem Mittelwert der drei zu Beginn

durchgefiihrten Kontrollkontraktionen und wurde als 100% gewertet. Die Anderung

der Amplitudenhohe, die durch die Zugabe der Testsubstanzen bewirkt wurde, wurde
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prozentual zum Kontrollwert ins Verhaltnis gesetzt. Die Amplitude wurde mit Hilfe der
Software SPIKE2 4.01 (Cambridge Electronic, Cambridge, U.K.) ausgewertet.

3.1.5 Statistische Auswertung

Die Daten wurden als Mittelwert + Standardabweichung (Standard error of the mean
SEM) angegeben. ,n“ steht fur die Anzahl unabhangiger Experimente an
unterschiedlichen Organsegmenten. Zum Vergleich der Mittelwerte wurde der
Student-t-Test fur gepaarte Stichproben angewendet. Das Signifikanzniveau wurde

auf p < 0,01 festgelegt.

3.2 Myenterischer Anteil des Peristaltischen Reflexes am
Dlunndarm der Ratte

3.2.1 Versuchstiere

Fir die Versuchsdurchfiuhrung wurden mannliche Wistar-Ratten (300 - 4009)
verwendet. Zur Bezugsquelle und Haltung der Tiere siehe 3.1.1. Die Tiere wurden
am Vorabend des Versuchstages nuchtern gesetzt, hatten aber weiterhin freien

Zugang zu Wasser.

3.2.2 Versuchsanordnung

Zwei doppelwandige Organbader wurden mit je ca. 40 ml KRP (NaCl 115,5 mM,
MgSO4 1,16 mM, NaH,PO4 1,16 mM, Glucose 11,1 mM, NaHCO3; 21,9 mM, CaCl,
2,5 mM, KCI 4,16 mM) befiillt. Der kontinuierlich mit Carbogen® (95% O, 5% CO,)
begaste Puffer wurde durch den umgebenden Herzkreislauf konstant bei einer
Temperatur von 37,0 °C gehalten. Ca. 10 cm lange Dunndarmstreifen wurden auf
einen Drahtstab, der als Widerlager diente, aufgefadelt. Der Draht wurde in die
beidseits an den Enden des Organbads gelegenen Abflussrohre aus Gummi
eingefuhrt. Beide Darmenden wurden Uber die Abflussrohre gestulpt und mit Kanulen
sicher fixiert. Bei freier Beweglichkeit war auch eine konstante Hohe des Darms

sichergestellt. Zur elektrischen Stimulation des Darms durch die EFS
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(Stimulationsparameter: 40 V, Pulsdauer 0,5 ms, Stimulationsdauer 15 sec,
Stimulationsfrequenz 3 Hz) wurde Uber das aborale Ende eine Platinelektrode
kontaktfrei angelegt. Zwei Klammern des isometrischen Kraftwandlers wurden 2 cm
und 4 cm oral der Stimulationselektrode angebracht. Die durch die EFS ausgeldsten
aszendierenden Kontraktionen 2 cm und 4 cm oral der Stimulationselektrode konnten
mit Hilfe des Kraftwandlers, eines Verstarkers und eines A/D-Wandlers getrennt auf

dem Monitor des PC’s dargestellt werden.

Verstarker AD-Wandler

Kraftwandler ’7

Stimulator

Monitor Festplatte

Fixierungs-
kanile

i .

= [

-

! | Thermostat

: : 37,0°C
== | sboral Dinndarm — oral m
o ‘ooo °© Qrganbad © ©° © ‘o ;
o

e

95% Oz, 5% COz

Carbogen

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Versuchaufbaus zur Untersuchung der durch EFS
ausgelosten Kontraktionen des Peristaltischen Reflexes 2 cm und 4 cm oral der
Stimulationselektrode.

3.2.3 Versuchsdurchfiuhrung

Den Versuchstieren wurde nach kurzer Betdubung durch Isofluran (Forene®) im
Nackenbereich eine subkutane Injektion mit Natrium-Pentobarbital (Narcoren®) in
einer Dosierung von 250 mg/kg/KG gesetzt. Nach eingetretener Bewusstlosigkeit
wurde das Abdomen mittels Medianschnitt erdffnet und der Pylorus und das
Duodenum dargestellt. Zur Darmreinigung mit KRP in situ wurde nach Inzision des
Duodenums ein Katheter eingefihrt. Der noch im Darm vorhandene Inhalt konnte
Uber das erdffnete terminale lleum abflieBen. Nach der Reinigung wurde der

entnommene Darm in ein Schalchen mit KRP, der kontinuierlich mit Carbogen®
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begast wurde, gelegt und vom Darmgekrose befreit. 10 cm lange Darmstreifen

wurden, wie in 3.2.2 beschrieben, in die beiden Organbader eingebracht.

Die Darmstreifen wurden kontinuierlich im Abstand von 2 min elektrisch stimuliert.
Nach Ablauf der 30-miniitigen Aquilibrierungsphase dienten drei aufeinander
folgende, gleichmaRige Kontraktionen als Kontrolle. Bei den anschlielend in
kumulativ steigender Konzentration zugegebenen Testsubstanzen wurde eine

Einwirkzeit von 15 min eingehalten. Folgende Versuche wurden durchgeflhrt:

e Eine DW (1 nM-10 upM) des CBji-Agonisten WIN 55,212-2 und des
CBj-Antagonisten SR 141716A sowie eine DW (1 nM-10 uM) von
WIN 55,212-2 nach vorherigem Blockadeversuch durch SR 141716A
(100 nM).

e Eine DW (1 nM-10 uM) des Cannabinoids Ajulemic Acid alleine sowie nach
vorherigem Blockadeversuch durch SR 141716A (100 nM).

3.2.4 Datenauswertung

Die Messparameter Amplitude, Flache unter der Kurve und die Latenz wurden zur
Auswertung herangezogen. Alle Messgrofien wurden mit Hilfe der Software SPIKE2
4.01 (Cambridge Electronic, Cambridge, U.K.) ausgewertet. Die Amplitude wurde als
grofldter Abstand zwischen der Basallinie der Spontanaktivitdt und dem hochsten
Punkt der jeweiligen Reflexantwort beurteilt. Die Flache unter der Kurve errechnete
die erwahnte Software. Die Zeit zwischen dem Stimulationsstart und dem Beginn der

Kontraktion wurde als Latenz definiert.

Aus dem Mittelwert der ersten drei gleichmafRigen Kontraktionen nach Ablauf der
Aquilibrierungsphase ergab sich der Kontrollwert. Die Wirkung der Testsubstanzen
wurde prozentual zum Kontrollwert berechnet. In die prozentuale Berechnung gingen
jeweils der Mittelwert der letzten drei aufeinanderfolgenden Kontraktionen vor bis

einschliellich Ablauf der angegebenen Einwirkzeit der Testsubstanzen ein.

3.2.5 Statistische Auswertung
Die Daten wurden als Mittelwert + Standardabweichung (Standard error of the mean
SEM) angegeben. ,n“ steht fur die Anzahl unabhangiger Experimente an

unterschiedlichen Organsegmenten. Zum Vergleich der Mittelwerte wurde der
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Student-t-Test fur gepaarte Stichproben angewendet. Das Signifikanzniveau wurde

auf p < 0,01 festgelegt.

3.3 Dunndarmtransit der Maus

3.3.1 Versuchstiere
Far die Versuche wurden mannliche C57/BI6 Mause (ca. 19 - 21 g) verwendet. Zur
Bezugsquelle und Haltung der Tiere siehe 3.1.1. Am Vorabend des Versuchstages
wurden die Mause nuchtern gesetzt, hatten aber weiterhin freien Zugang zu Wasser.

Zwischen den einzelnen Versuchstagen wurde zwei Tage pausiert.

3.3.2 Versuchsdurchfiuhrung

Nach kurzer Betdubung mit Isofluran (Forene®) erhielten die Mause mittels einer
Fltterungssonde 0,3 ml eines nicht resorbierbaren Markers (10% Carbo medicinalis,
5% gum arabicum) per os appliziert. 20 min nach der Instillation wurden die
Versuchstiere nach wiederholter Betaubung durch zervikale Dislokation getotet.
Sofort danach wurde das Abdomen durch einen Medianschnitt eréffnet und der

Dunndarm der Tiere entnommen.

Die Testsubstanz Ajulemic Acid wurde den Mausen nach kurzer Isofluran-Betaubung
in kumulativ steigenden Konzentrationen intraperitoneal gespritzt. Nach Abwarten der
Einwirkzeit von 40 min wurde den Mausen — wie beschrieben — der Farbmarker
appliziert. Bei dem Versuch, in dem sowohl der CB4-Antagonist SR 141716A als
auch Ajulemic Acid injiziert wurden, wurde 10 min nach Injektion des Antagonisten

der Agonist gespritzt und dann weitere 30 min Einwirkzeit abgewartet.
Folgende Versuche wurden durchgefihrt:

e Wirkung des Cannabinoids Ajulemic Acid in Konzentrationen von 1,0, 2,5, 5,0

und 10,0 mg/kg/KG auf den Dinndarmtransit.

e Wirkung des Cannabinoids Ajulemic Acid in Konzentrationen von 1,0, 2,5 und
5,0 mg/kg/KG nach vorheriger CB1-Rezeptorblockade durch SR 141716A in

einer Konzentration von 0,62 mg/kg/KG auf den Dunndarmtransit.



14 Material und Methoden

3.3.3 Datenauswertung
Die nach dem Pylorus zuruckgelegte Strecke der Markersubstanz in Millimeter wurde
ins Verhaltnis zur Gesamtlange des Dunndarms vom Pylorus bis zum Zokum gesetzt

und in Prozent angegeben.

3.3.4 Statistische Auswertung

Die Daten wurden als Mittelwert + Standardabweichung (Standard error of the mean
SEM) angegeben. ,n“ steht fur die Anzahl unabhangiger Experimente an
unterschiedlichen Versuchstieren. Zum Vergleich der Mittelwerte wurde der
Student-t-Test fur ungepaarte Stichproben angewendet. Das Signifikanzniveau

wurde auf p < 0,01 festgelegt.

3.4 Kolon-Expulsion der Maus

3.4.1 Versuchstiere
Far die Versuche wurden mannliche C57/BI6 Mause (ca. 19 - 21 g) verwendet. Zur
Bezugsquelle und Haltung der Tiere siehe 3.1.1. Am Vorabend des Versuchstages
wurden die Mause nuchtern gesetzt, hatten aber weiterhin freien Zugang zu Wasser.

Zwischen den einzelnen Versuchstagen wurde zwei Tage pausiert.

3.4.2 Versuchsvorbereitung

Alle Tiere wurden an zwei Versuchstagen an die unter 3.4.3 beschriebene

Versuchsdurchfihrung ohne intraperitoneale Injektion gewdhnt.

3.4.3 Versuchsdurchfuhrung

Nach kurzer Betdubung der Mause mit Isofluran (Forene®) wurde ihnen eine ca. 3
mm grof3e, kdrperwarme Glaskugel mit Hilfe eines mit Gleitgel befeuchteten Pushers
ca. 2,5 cm in das distale Kolon eingefuhrt. Die Zeit, bis die Glaskugel wieder

ausgeschieden wurde, wurde gemessen und diente als Kontrollwert.
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Testsubstanzen wurden den Mausen nach kurzer Isofluran-Betaubung in kumulativ
steigenden Konzentrationen intraperitoneal gespritzt. Nach Abwarten der Einwirkzeit
von 40 min wurde den Mausen — wie beschrieben — die Glaskugel appliziert und die
Zeit bis zu ihrer Ausscheidung gemessen. Bei Versuchen, in denen sowohl ein
Antagonist als auch ein Agonist injiziert wurden, wurde 10 min nach Injektion des

Antagonisten der Agonist gespritzt und dann weitere 30 min Einwirkzeit abgewartet.
Folgende Versuche wurden durchgefihrt:

e Wirkung des CB4-Agonisten WIN 55,212-2 und des Cannabinoids Ajulemic
Acid in Konzentrationen von 0,1, 0,3, 1,0 und 3,0 mg/kg/KG auf die

Kolon-Expulsionszeit.

e Wirkung des CBs-Antagonisten SR 141716A in Konzentrationen von 0,3, 1,0,
10,0 und 20,0 mg/kg/KG auf die Kolon-Expulsionszeit.

e Wirkung des CBj-Agonisten WIN 55,212-2 und des Cannabinoids Ajulemic
Acid in Konzentrationen von 0,1, 0,3, 1,0 und 3,0 mg/kg/KG nach vorherigem
Blockadeversuch durch SR 141716A in einer Konzentration von
1,0 mg/kg/KG.

3.4.4 Datenauswertung

Der Mittelwert der Kontrollzeiten wurde als 100% gesetzt. Der Mittelwert der
erreichten Zeiten bei Einsatz der Testsubstanzen in den unterschiedlichen
Konzentrationen wurde prozentual zum Mittelwert der Kontrollzeit ins Verhaltnis

gesetzt.

3.4.5 Statistische Auswertung

Die Daten wurden als Mittelwert + Standardabweichung (Standard error of the mean
SEM) angegeben. ,n“ steht fur die Anzahl unabhangiger Experimente an
unterschiedlichen Versuchstieren. Zum Vergleich der Mittelwerte wurde der Student-
t-Test fur gepaarte Stichproben angewendet. Das Signifikanzniveau wurde auf

p < 0,01 festgelegt.
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3.5 Verwendete Substanzen

Atropin:
Tetrodotoxin:
WIN 55,212-2:
SR 141716:

Ajulemic Acid:

Capsazepine:
Propranolol:
Phentolamine:
AM 630:
n-Phe-Nociceptin:
Naloxon:
Narcoren:
Forene:

DMSO:

Essigsaure 100%:

NaCl 0,9%:

Carbo medicinalis:

gum arabicum:

(Sigma Aldrich, Munchen, Deutschland)

(Tocris Bioscience, Ellisville, USA)

(Tocris Bioscience, Ellisville, USA)

(Sanofi-Synthelabo Recherche, Longjumeau, Frankreich)
(Geschenk von Indevus Pharmaceuticals, Inc., New Jersey,
USA)

(Tocris Bioscience, Ellisville, USA)

(Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland)

(Sigma Aldrich, Munchen, Deutschland)

(Tocris Bioscience, Ellisville, USA)

(Tocris Bioscience, Ellisville, USA)

(Tocris Bioscience, Ellisville, USA)

(Merial, Hallbergmoos, Deutschland)

(Abbott GmbH & CO. KG, Wiesbaden, Deutschland)
(Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland)

(Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)

(B. Braun, Melsungen, Deutschland)

(Sigma Aldrich, Munchen, Deutschland)

(Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland)

Die Endverdunnung aller Testsubstanzen fur die Versuche zur Elektrischen
Feldstimulation (3.1) und zum Peristaltischen Reflex (3.2) wurde so gewahlt, dass
durch die Zugabe von 6 ul bzw. 40 ul die erwlinschte Endkonzentration im Organbad
erreicht wurde. FUr die Versuche zum Dunndarmtransit und zur Kolon-Expulsion

wurden die Substanzen gleich in den angegebenen Konzentrationen zubereitet.

Die Testsubstanzen wurden in folgenden Lésungsmitteln zubereitet:

e WIN 55,212-2, SR 141716A, Ajulemic Acid, Capsazepine und AM 630 wurden
in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelést und in Agua ad injectabilis bis zur

gewunschten Konzentration verdunnt.
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e Fuir die Substanzen Atropin, Propranolol, Phentolamine und Naloxon kam

Natriumchlorid 0,9% als Losungsmittel zum Einsatz.

e FuUr die Testsubstanz Tetrodotoxin wurde Essigsaure 100% benutzt. Die

gewunschte Konzentration wurde durch die Verdunnung mit Aqua ad

injectabilis erzielt.

e n-Phe-Nociceptin konnte durch Natriumchlorid 0,9% in LOsung gebracht

werden.

e Die Lésung von Carbo medicinalis und gum arabicum erfolgte in NaCl 0,9%.

3.6 Verwendete Gerate

Kraftwandler:

Verstarker:

Analog-to-digital Wandler:

Stimulator:

Stimulatorbox :

Computer:

Software Origin:

Platinelektroden Organbad:

Thermostat:

Mundgeblasenes Organbad

doppelwandig aus Glas:

Platinelektroden in Glas:

FTO3C Force Transducer (Grass, Quincy,
Massachusetts, USA)

Transbridge (World Precision Instruments, Inc.,
Florida, USA)

Power 1401 (Cambridge Electronic, Cambridge, U.K.)
Grass S11 Stimulator (Grass, Quincy, Massachusetts,
USA)

Eigenbau Ralf Heigermoser (cand. med., Il. Med.
Klinik, LMU Munchen, Muanchen, Deutschland)
(Fujitsu Siemens Computers GmbH, Minchen,
Deutschland)

Version 6.1 (OriginLab Corporation, Northampton,
USA)

Eigenbau Dr. med. Andrei Sibaev (ll. Med. Klinik, LMU
Minchen, Minchen, Deutschland)

Thermomix 1420 (B. Braun, Melsungen, Deutschland)
(Laborglaswaren Josef Schmitz, Minchen,
Deutschland)

Eigenbau Prof. Dr. med. Hans-Dieter Allescher,
(Chefarzt Klinikum Garmisch-Partenkirchen GmbH,

Garmisch-Partenkirchen, Deutschland)
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Glaskugeln: (Laborglaswaren Josef Schmitz, Minchen,
Deutschland)
Software SPIKE2: Version 4.01 (Cambridge Electronic, Cambridge, U.K.)
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4 Ergebnisse

4.1 Elektrische Feldstimulation an longitudinalen und
zirkularen Muskelstreifen von Maus und Ratte

4.1.1 Frequenzauswahl zur Darstellung glattmuskularer
Kontraktionsereignisse

Die GroRe der Amplitude der ,schnellen” und der ,langsamen® Komponente der
glattmuskularen Kontraktion ist abhangig von der Stimulationsfrequenz. Mit
steigender Testfrequenz vergroRerten sich die Amplituden beider Komponenten.
Eine Ausnahme ergab sich bei der Kontraktionsantwort der longitudinalen Muskulatur
der Ratte bei 50 Hz. Hier wurde ein Abfall der AmplitudengréfRe beider
Kontraktionsanteile beobachtet. ,Langsame® Komponenten traten gut sichtbar bei
Versuchen zur longitudinalen Muskulatur beider Tierspezies auf. In Versuchen zur
zirkularen Muskulatur trat die ,langsame® Komponente ausschliellich bei Ratten —

nur in Ansatzen und nicht kontinuierlich — reproduzierbar auf.

In den spater aufgeflhrten Versuchen mit Testsubstanzen ergaben sich Anderungen
der Amplitudengrofen beider Komponenten. Um einen moglichen Einfluss der
Frequenz auf diese Veranderungen beurteilen zu konnen, wurden in den
Vorversuchen zwei Frequenzen ausgewahlt. Die ,langsame“ Komponente der
longitudinalen Muskulatur der Maus war nur in héherer Frequenz (50 Hz) darstellbar
und wurde deswegen anhand nur einer Frequenz beurteilt. Testfrequenzen groRer

als 50 Hz wurden nicht ausgetestet.

Die Kriterien der bestmoglichen Darstellbarkeit und Wiederholbarkeit erflllten die

folgenden tabellarisch (s. Tabelle 1, S. 20) dargestellten Testfrequenzen:



20

Ergebnisse

Tabelle 1: Ausgewdhlte Frequenzen zur bestméglichen Darstellung und Wiederholbarkeit der
»Schnellen“ und ,langsamen“ Komponente der longitudinalen und zirkuldren Muskulatur von
Maus und Ratte.

Tierart Frequenz der Frequenz der Frequenz der Frequenz der
,schnellen® slangsamen® ,schnellen® slangsamen®
Komponente / Komponente / Komponente / Komponente /
longitudinale longitudinale zirkulare zirkulare
Muskulatur Muskulatur Muskulatur Muskulatur
Maus 10 Hz, 50 Hz 50 Hz 10Hz,20Hz |  -———-
Ratte 10 Hz, 20 Hz 10 Hz, 20 Hz 20 Hz, 50 Hz (50 Hz)

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen die

Muskulatur von Maus und Ratte.

0,59 MM
AL
| | |

EFS
60 sec.
1Hz 5 Hz
Abbildung 5: Kontraktionsantworten der

longitudinalen

20 Hz

Kontraktionsantworten der glatten

L uk My

Muskulatur

der Maus bei

aufsteigenden Frequenzen von 1 Hz bis 50 Hz. Die ausgewihlten Frequenzen sind grau

schraffiert.
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Abbildung 6: Kontraktionsantworten der zirkuldren Muskulatur der Maus bei aufsteigenden
Frequenzen von 1 Hz bis 50 Hz. Die ausgewahlten Frequenzen sind grau schraffiert.

1Hz | |5Hz A0Hz 50 Hz

Abbildung 7: Kontraktionsantworten der longitudinalen Muskulatur der Ratte bei
aufsteigenden Frequenzen von 1 Hz bis 50 Hz. Die ausgewdhlten Frequenzen sind grau
schraffiert.
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90 sec.
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Abbildung 8: Kontraktionsantworten der zirkularen Muskulatur der Ratte bei aufsteigenden
Frequenzen von 1 Hz bis 50 Hz. Die ausgewahlten Frequenzen sind grau schraffiert.

4.1.2 Charakterisierung der ,schnellen“ und der ,langsamen*
Komponente glattmuskularer Kontraktionsereignisse mit
Hilfe von Atropin und Tetrodotoxin

Die Zugabe des m-cholino-Rezeptorantagonisten Atropin in das Organbad bewirkte
bei der longitudinalen Muskulatur von Maus und Ratte die vdllige Blockade der
,Sschnellen® Komponente. Diese war begleitet von einer deutlichen Reduktion der
Amplitudenhohe der ,langsamen® Komponente. Diese Tatsache belegt, dass die
,schnellen“ Anteile der Kontraktionen cholinerg vermittelt werden. An der zirkularen
Muskulatur beider Tierspezies ergab die deutliche Reduktion der Amplitude den
Beweis, dass die ,schnelle® Komponente zum Uberwiegenden Anteil durch den

Neurotransmitter Acetylcholin vermittelt wird.

Die Zugabe des Na'-Kanal Blockers Tetrodotoxin fiihrte an der longitudinalen
Muskulatur von Maus und Ratte zur vodlligen Ausléschung jeglicher
Kontraktionsantwort. Die Auslésung der ,schnellen® Komponente auf neuronalem
Wege ist somit bewiesen. Die Kontraktionen der zirkularen Muskulatur beider
Tierspezies waren nach Zugabe von Tetrodotoxin deutlich reduziert. Die ,schnellen®

Kontraktionen werden folglich zum grof3ten Teil neuronal vermittelt.
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Die folgenden Abbildungen veranschaulichen diese Ergebnisse:

oo WWMWWMW mmmmmwm

- [ [
EFS
60 sec.
Kontrolle  Kontrolle TTX TTX Atropin Atropin
10 Hz 50 Hz 10 Hz 50 Hz 10 Hz 50 Hz

Abbildung 9: Die Abbildung zeigt die Wirkung von Tetrodotoxin (TTX) und Atropin auf die
Kontraktionsantwort der longitudinalen Muskulatur der Maus bei 10 Hz und 50 Hz.
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Abbildung 10: Die Abbildung zeigt die Wirkung von Tetrodotoxin und Atropin auf die
Kontraktionsantwort der zirkuldren Muskulatur der Maus bei 10 Hz und 20 Hz.
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[ [ [ [ [ [

EFS
60 sec.

Kontrolle  Kontrolle TTX TTX Atropin Atropin
10 Hz 20 Hz 10 Hz 20 Hz 10 Hz 20 Hz

Abbildung 11: Die Abbildung zeigt die Wirkung von Tetrodotoxin und Atropin auf die
Kontraktionsantwort der longitudinalen Muskulatur der Ratte bei 10 Hz und 20 Hz.
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Abbildung 12: Die Abbildung zeigt die Wirkung von Tetrodotoxin und Atropin auf die
Kontraktionsantwort der zirkuldaren Muskulatur der Ratte bei 20 Hz und 50 Hz.

Die fur diese Versuche benutzten Tragersubstanzen Essigsaure 100% und NaCl

0,9% zeigten keinen Einfluss auf die Kontraktionen (Ergebnisse nicht aufgefuhrt).
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4.1.3 Wirkung von WIN 55,212-2, Ajulemic Acid und SR 141716A
auf die longitudinale Muskulatur der Maus

Anbd [ 10nhd | 100 0hd |4 pbd | 10 pnd | 100 pt
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160 - —m— SRA4ITIEL * * = =
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E gnd
=]
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Abbildung 13: Die Abbildung zeigt den Einfluss von WIN 55,212-2 und Ajulemic Acid (beide
alleine und nach Blockadeversuch durch SR 141716A (1 pM)) und SR 141716A auf die
»Schnelle“ Komponente der longitudinalen Muskulatur der Maus bei einer Frequenz von 10 Hz.
SR 141716A nimmt bei Zugabe in dieser Konzentration Einfluss auf die Muskelkontraktionen
und bewirkt in den Blockadeversuchen Abweichungen vom 100%-Ausgangswert. Deswegen
dienen die durch die SR 141716A-Zugabe (1 pM) ermittelten Werte in den Blockadeversuchen
als Kontrolle. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent verglichen mit der Kontrolle + SEM.
*=p < 0,05 * =p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle; # = p < 0,05 fiir WIN 55,212-2 gegen
SR 141716A (1 pM) + WIN 55,212-2 bzw. Ajulemic Acid gegen SR 141716A (1 pM) + Ajulemic
Acid; n=6.
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Abbildung 14: Die Abbildung zeigt den Einfluss von WIN 55,212-2 und Ajulemic Acid (beide
alleine und nach Blockadeversuch durch SR 141716A (1 pM)) und SR 141716A auf die
»Schnelle” Komponente der longitudinalen Muskulatur der Maus bei einer Frequenz von 50 Hz.
SR 141716A nimmt bei Zugabe in dieser Konzentration Einfluss auf die Muskelkontraktionen
und bewirkt in den Blockadeversuchen Abweichungen vom 100%-Ausgangswert. Deswegen
dienen die durch die SR 141716A-Zugabe (1 pM) ermittelten Werte in den Blockadeversuchen
als Kontrolle. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent verglichen mit der Kontrolle * SEM.
*=p < 0,05 ** =p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle; # = p < 0,05 fiir WIN 55,212-2 gegen
SR 141716A (1 uM) + WIN 55,212-2 bzw. Ajulemic Acid gegen SR 141716A (1 pM) + Ajulemic
Acid; n = 6.
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Abbildung 15: Die Abbildung zeigt den Einfluss von WIN 55,212-2 und Ajulemic Acid (beide
alleine und nach Blockadeversuch durch SR 141716A (1 pM)) und SR 141716A auf die
»langsame“ Komponente der longitudinalen Muskulatur der Maus bei einer Frequenz von
50 Hz. SR 141716A nimmt bei Zugabe in dieser Konzentration Einfluss auf die
Muskelkontraktionen und bewirkt in den Blockadeversuchen Abweichungen vom
100%-Ausgangswert. Deswegen dienen die durch die SR 141716A-Zugabe (1 pM) ermittelten
Werte in den Blockadeversuchen als Kontrolle. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent
verglichen mit der Kontrolle £ SEM. * = p < 0,05; ** = p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle;
# = p < 0,05 fiir WIN 55,212-2 gegen SR 141716A (1 uM) + WIN 55,212-2 bzw. Ajulemic Acid
gegen SR 141716A (1 pM) + Ajulemic Acid; n = 6.

Der CBj-Agonist WIN 55,212-2 und das Cannabinoid Ajulemic Acid bewirken bei
Zugabe in kumulativ steigenden Konzentrationen eine signifikante Abnahme der
Amplitude der ,schnellen“ Komponente bei einer Stimulationsfrequenz von 10 Hz und
50 Hz. Der CB-Antagonist SR 141716A lasst zunachst einen signifikanten Anstieg
der Amplitude erkennen und verdeutlicht durch den Abfall der Amplitude bei Zugabe

in einer Konzentration von = 10 ym seine Wirkung als inverser Agonist.

Die nachstehenden Abbildungen zeigen, dass SR 141716A die Wirkung von
WIN 55,212-2 zu blockieren vermag, die Wirkung von Ajulemic Acid aber nicht

antagonisiert werden kann.

Die Amplituden der ,langsamen“ Komponente (50 Hz) der Kontraktionsantworten
verhalten sich weitgehend analog zu denen der ,schnellen® Komponente. Der

Amplitudenanstieg nach Zugabe von SR 141716A ist hier nicht zu verzeichnen.

Alle Signifikanzen sind im Rahmen der Abbildungen dargestellt.
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4.1.4 Wirkung von WIN 55,212-2, Ajulemic Acid und SR 141716A
auf die zirkulare Muskulatur der Maus
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Abbildung 16: Die Abbildung zeigt den Einfluss von WIN 55,212-2 und Ajulemic Acid (beide
alleine und nach Blockadeversuch durch SR 141716A (1 pM)) und SR 141716A auf die
»Schnelle“ Komponente der zirkuldren Muskulatur der Maus bei einer Frequenz von 10 Hz.
SR 141716A nimmt bei Zugabe in dieser Konzentration Einfluss auf die Muskelkontraktionen
und bewirkt in den Blockadeversuchen Abweichungen vom 100%-Ausgangswert. Deswegen
dienen die durch die SR 141716A-Zugabe (1 pM) ermittelten Werte in den Blockadeversuchen
als Kontrolle. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent verglichen mit der Kontrolle + SEM.
*=p <0,05; **=p <0,01 im Vergleich zur Kontrolle; n = 6.
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Abbildung 17: Die Abbildung zeigt den Einfluss von WIN 55,212-2 und Ajulemic Acid (beide
alleine und nach Blockadeversuch durch SR 141716A (1 pM)) und SR 141716A auf die
»Schnelle“ Komponente der zirkuldren Muskulatur der Maus bei einer Frequenz von 20 Hz.
SR 141716A nimmt bei Zugabe in dieser Konzentration Einfluss auf die Muskelkontraktionen
und bewirkt in den Blockadeversuchen Abweichungen vom 100%-Ausgangswert. Deswegen
dienen die durch die SR 141716A-Zugabe (1 pM) ermittelten Werte in den Blockadeversuchen
als Kontrolle. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent verglichen mit der Kontrolle + SEM.
*=p <0,05; **=p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle; n = 6.

Der CB4-Agonist WIN 55,212-2 und das Cannabinoid Ajulemic Acid bewirken bei
Zugabe in kumulativ steigenden Konzentrationen eine signifikante Abnahme der
Amplitude der ,schnellen” Komponente bei einer Stimulationsfrequenz von 10 Hz und
20 Hz. Der CB;-Antagonist SR 141716A entfaltet an der zirkuldren Muskulatur schon
bei Zugabe in einer Konzentration von 1nM eine invers agonistische Wirkung,
sichtbar durch eine signifikante Abnahme der Amplituden. Der positive Nachweis

einer antagonistischen Wirkung auf WIN 55,212-2 und Ajulemic Acid bleibt hier aus.
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4.1.5 Wirkung von WIN 55,212-2, Ajulemic Acid und SR 141716A
auf die longitudinale Muskulatur der Ratte
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Abbildung 18: Die Abbildung zeigt den Einfluss von WIN 55,212-2 und Ajulemic Acid (beide
alleine und nach Blockadeversuch durch SR 141716A (1 pM)) und SR 141716A auf die
»Schnelle“ Komponente der longitudinalen Muskulatur der Ratte bei einer Frequenz von 10 Hz.
SR 141716A nimmt bei Zugabe in dieser Konzentration Einfluss auf die Muskelkontraktionen
und bewirkt in den Blockadeversuchen Abweichungen vom 100%-Ausgangswert. Deswegen
dienen die durch die SR 141716A-Zugabe (1 pM) ermittelten Werte in den Blockadeversuchen
als Kontrolle. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent verglichen mit der Kontrolle + SEM.
*=p < 0,05 * =p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle; # = p < 0,05 fiir WIN 55,212-2 gegen
SR 141716A (1 pM) + WIN 55,212-2 bzw. Ajulemic Acid gegen SR 141716A (1 yM) + Ajulemic
Acid; n = 6.
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Abbildung 19: Die Abbildung zeigt den Einfluss von WIN 55,212-2 und Ajulemic Acid (beide
alleine und nach Blockadeversuch durch SR 141716A (1 pM)) und SR 141716A auf die
»Schnelle“ Komponente der longitudinalen Muskulatur der Ratte bei einer Frequenz von 20 Hz.
SR 141716A nimmt bei Zugabe in dieser Konzentration Einfluss auf die Muskelkontraktionen
und bewirkt in den Blockadeversuchen Abweichungen vom 100%-Ausgangswert. Deswegen
dienen die durch die SR 141716A-Zugabe (1 pM) ermittelten Werte in den Blockadeversuchen
als Kontrolle. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent verglichen mit der Kontrolle + SEM.
*=p < 0,05 ** =p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle; # = p < 0,05 fur WIN 55,212-2 gegen
SR 141716A (1 pM) + WIN 55,212-2 bzw. Ajulemic Acid gegen SR 141716A (1 pM) + Ajulemic
Acid; n = 6.
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Abbildung 20: Die Abbildung zeigt den Einfluss von WIN 55,212-2 und Ajulemic Acid (beide
alleine und nach Blockadeversuch durch SR 141716A (1 pM)) und SR 141716A auf die
»langsame“ Komponente der longitudinalen Muskulatur der Ratte bei einer Frequenz von
10 Hz. SR 141716A nimmt bei Zugabe in dieser Konzentration Einfluss auf die
Muskelkontraktionen und bewirkt in den Blockadeversuchen Abweichungen vom
100%-Ausgangswert. Deswegen dienen die durch die SR 141716A-Zugabe (1 pM) ermittelten
Werte in den Blockadeversuchen als Kontrolle. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent
verglichen mit der Kontrolle * SEM. * = p < 0,05; ** = p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle;
# = p < 0,05 fur WIN 55,212-2 gegen SR 141716A (1 uM) + WIN 55,212-2 bzw. Ajulemic Acid
gegen SR 141716A (1 pM) + Ajulemic Acid; n = 6.
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Abbildung 21: Die Abbildung zeigt den Einfluss von WIN 55,212-2 und Ajulemic Acid (beide
alleine und nach Blockadeversuch durch SR 141716A (1 pM)) und SR 141716A auf die
»langsame“ Komponente der longitudinalen Muskulatur der Ratte bei einer Frequenz von
20 Hz. SR 141716A nimmt bei Zugabe in dieser Konzentration Einfluss auf die
Muskelkontraktionen und bewirkt in den Blockadeversuchen Abweichungen vom
100%-Ausgangswert. Deswegen dienen die durch die SR 141716A-Zugabe (1 pM) ermittelten
Werte in den Blockadeversuchen als Kontrolle. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent
verglichen mit der Kontrolle + SEM. * = p < 0,05; ** = p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle;
# = p < 0,05 fur WIN 55,212-2 gegen SR 141716A (1 uM) + WIN 55,212-2 bzw. Ajulemic Acid
gegen SR 141716A (1 pM) + Ajulemic Acid; n = 6.

Der CB4-Agonist WIN 55,212-2 verdeutlicht seine agonistische Wirkung durch die
kontinuierliche und signifikante Reduktion der Kontraktionsantworten beziglich der
,schnellen* und der ,angsamen® Komponenten bei 10 Hz und 20 Hz. Der
CBj-Antagonist SR 141716A, der alleine appliziert eine Amplitudenerhdhung erzielt,
vermag WIN 55,212-2 zu blockieren. Das Cannabinoid Ajulemic Acid erhdht bei
beiden Frequenzen die Amplitude der ,schnellen® Komponente bis zu einer
Konzentration von 1 pM. Bei weiterer Konzentrationserhohung (= 10 yM) verringern
sich die Kontraktionsantworten signifikant. Dieser Effekt lasst sich bei der
.langsamen® Komponente bei beiden Frequenzen in ahnlicher Art und Weise

beobachten. Eine Blockade durch SR 141716A lasst sich nicht nachweisen.
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4.1.6 Wirkung von WIN 55,212-2, Ajulemic Acid und SR 141716A

Amplitude in (%)

auf die zirkulare Muskulatur der Ratte
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Abbildung 22: Die Abbildung zeigt den Einfluss von WIN 55,212-2 und Ajulemic Acid (beide
alleine und nach Blockadeversuch durch SR 141716A (1 pM)) und SR 141716A auf die
»Schnelle“ Komponente der zirkuldaren Muskulatur der Ratte bei einer Frequenz von 20 Hz.
SR 141716A nimmt bei Zugabe in dieser Konzentration Einfluss auf die Muskelkontraktionen
und bewirkt in den Blockadeversuchen Abweichungen vom 100%-Ausgangswert. Deswegen
dienen die durch die SR 141716A-Zugabe (1 pM) ermittelten Werte in den Blockadeversuchen
als Kontrolle. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent verglichen mit der Kontrolle + SEM.
*=p <0,05; **=p <0,01 im Vergleich zur Kontrolle; n = 6.
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Abbildung 23: Die Abbildung zeigt den Einfluss von WIN 55,212-2 und Ajulemic Acid (beide
alleine und nach Blockadeversuch durch SR 141716A (1 pM)) und SR 141716A auf die
»Schnelle“ Komponente der zirkularen Muskulatur der Ratte bei einer Frequenz von 50 Hz.
SR 141716A nimmt bei Zugabe in dieser Konzentration Einfluss auf die Muskelkontraktionen
und bewirkt in den Blockadeversuchen Abweichungen vom 100%-Ausgangswert. Deswegen
dienen die durch die SR 141716A-Zugabe (1 pM) ermittelten Werte in den Blockadeversuchen
als Kontrolle. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent verglichen mit der Kontrolle * SEM.
*=p <0,05; **=p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle; n = 6.

An der zirkularen Muskulatur der Ratte werden durch den CBi-Agonisten
WIN 55,212-2 und die invers agonistische Wirkung des CBi-Antagonisten
SR 141716A signifikante Amplitudenverkleinerungen bewirkt. Das Cannabinoid
Ajulemic Acid nimmt ab einer Konzentration von 10 nM keinen weiteren merklichen
Einfluss mehr auf die Kontraktionsantworten. Eine blockierende Wirkung von
SR 141716A zeigt sich weder in den Versuchen mit WIN 55,212-2 noch mit
Ajulemic Acid.
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4.1.7 Wirkung von Ajulemic Acid auf die zirkulare Muskulatur der
Maus und Charakterisierung eventueller Effekte mit
Blockern der CB;-, CB,-, TRPV;-, Opioid-, ORL;-, a- und

B-Rezeptoren
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Abbildung 24: Die Abbildung zeigt den Einfluss von Ajulemic Acid alleine und nach Zugabe
folgender Rezeptorblocker (beteiligter Rezeptor und applizierte Konzentration in Klammern):
SR 141716A (CB4, 1 uM), AM 630 (CB,, 1 uM), Capsazepine (TRPV,, 10 pM), n-Phe-Nociceptin
(ORL4, 1 pM), Naloxone (u, K, 5, 1 yM) und Phentolamine (a, 1 yM) + Propranolol (8, 1 uM) auf
die ,,schnelle“ Komponente der zirkularen Muskulatur der Maus bei einer Frequenz von 10 Hz.
Die einzelnen Rezeptorblocker nehmen bei Zugabe in dieser Konzentration Einfluss auf die
Muskelkontraktionen und bewirken in den Blockadeversuchen Abweichungen vom
100%-Ausgangswert. Deswegen dienen die durch die Blocker-Zugabe (1 pM) ermittelten Werte
in den Blockadeversuchen als Kontrolle (in der Abbildung als Ant. = Antagonist bezeichnet).
Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent verglichen mit der Kontrolle (Ant.) * SEM.
*=p <0,05; **=p <0,01 im Vergleich zur Kontrolle; n = 8.
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Abbildung 25: Die Abbildung zeigt den Einfluss von Ajulemic Acid alleine und nach Zugabe
folgender Rezeptorblocker (beteiligter Rezeptor und applizierte Konzentration in Klammern):
SR 141716A (CB;, 1 uM), AM 630 (CB,, 1 pM), Capsazepine (TRPV,, 10 pM), n-Phe-Nociceptin
(ORL4, 1 pM), Naloxone (u, K, 5, 1 uM) und Phentolamine (a, 1 yM) + Propranolol (8, 1 uM) auf
die ,,schnelle“ Komponente der zirkularen Muskulatur der Maus bei einer Frequenz von 20 Hz.
Die einzelnen Rezeptorblocker nehmen bei Zugabe in dieser Konzentration Einfluss auf die
Muskelkontraktionen und bewirken in den Blockadeversuchen Abweichungen vom
100%-Ausgangswert. Deswegen dienen die durch die Blocker-Zugabe (1 pM) ermittelten Werte
in den Blockadeversuchen als Kontrolle (in der Abbildung als Ant. = Antagonist bezeichnet).
Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent verglichen mit der Kontrolle (Ant.) * SEM.
*=p <0,05; **=p <0,01 im Vergleich zur Kontrolle; n = 8.

Es zeigt sich, dass die Wirkung des Cannabinoids Ajulemic Acid weder durch den
CBi-Antagonisten SR 141716A, den CB,-Antagonisten AM 630 noch durch den
TRPV-Antagonisten Capsazepine blockiert werden kann. Der
ORL1-Rezeptorblocker n-Phe-Nociceptin, der Opioid-Antagonist Naloxone und der a-
Rezeptorblocker Phentolamine bzw. der B-Rezeptorblocker Propranolol bewirken

ebenfalls keine Antagonisierung der Wirkung von Ajulemic Acid.

Die fur diese Versuche benutzten Tragersubstanzen DMSO und NaCl 0,9% zeigten

keinen Einfluss auf die Kontraktionen (Ergebnisse nicht aufgefihrt).
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4.2 Myenterischer Anteil des Peristaltischen Reflexes am
Dunndarm der Ratte

4.2.1 Exemplarische Darstellung der Kontraktionen 2 cm und
4 cm oral der Stimulation anhand von WIN 55,212-2
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Abbildung 26: Dargestellt sind reprasentative Aufzeichnungen der aszendierenden
Reflexantworten 2 cm und 4 cm oral der Stimulation unter dem Einfluss von kumulativ
steigenden Konzentrationen von WIN 55,212-2.
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4.2.2 Wirkung von WIN 55,212-2 und SR 141716A auf die
Amplitude, AUC und Latenz der Kontraktionen 2 cm und
4 cm oral der Stimulation
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Abbildung 27: Einfluss von WIN 55,212-2 auf die Latenz der aszendierenden Kontraktionen
2 cm und 4 cm oral der Stimulation. Es zeigt sich ein signifikanter Anstieg der Latenzen. Ab
einer Konzentration von 10 uM waren keine Kontraktionen mehr nachweisbar. Angegeben sind
die Mittelwerte in Prozent verglichen mit der Kontrolle * SEM. * = p < 0,05 im Vergleich zur
Kontrolle; n = 6.
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Abbildung 28: Einfluss von WIN 55,212-2 auf die Amplitude der aszendierenden Kontraktionen
2 cm und 4 cm oral der Stimulation. Es zeigt sich ein signifikanter Abfall der Amplituden. Ab
einer Konzentration von 10 uM waren keine Kontraktionen mehr nachweisbar. Angegeben sind
die Mittelwerte in Prozent verglichen mit der Kontrolle * SEM. * = p < 0,05; ** = p < 0,01 im
Vergleich zur Kontrolle; n = 6.
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Abbildung 29: Einfluss von WIN 55,212-2 auf die Flache unter der Kurve (AUC = Area under the
curve) der aszendierenden Kontraktionen 2 cm und 4 cm oral der Stimulation. Es zeigt sich ein
signifikanter Abfall der Flachen unter der Kurve. Ab einer Konzentration von 10 pM waren
keine Kontraktionen mehr nachweisbar. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent verglichen
mit der Kontrolle £ SEM. * = p < 0,05; ** = p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle; n = 6.
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Die Zugabe von WIN 55,212-2 in kumulativ steigenden Konzentrationen zeigt einen
signifikanten inhibierenden Einfluss auf die Amplitude, AUC und die Latenz der
aszendierenden Kontraktionen 2 cm und 4 cm oral der Stimulation. Die am
Peristaltischem Reflex involvierten Neurone zwischen dem Stimulationsort und den

beiden Ableitungspunkten werden durch den CB1-Agonisten beeinflusst.

Tabelle 2: Die Tabelle zeigt den Einfluss des CB,-Antagonisten SR 141716A auf die Latenz, die
Amplitude und die Flache unter der Kurve der aszendierenden Kontraktionen 2 cm und 4 cm
oral der Stimulation. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent verglichen mit der Kontrolle *
SEM * = p <0,05; ** = p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle; n = 6.

Antagonist 2 cm oraly 4 cm oraly

SR 141716A

Latency

Control 100,0 + 1,6 100,0 £ 2,9
1 nM 96,7 + 2,3 959 + 2,6
10 nM 1020 + 42 103,5 + 2,1
100 nM 959 + 29 98,3 £ 3,5
1 uM 818 + 55* 818 = 7,1
10 uM 84,0 + 1,3* 749 + 45*
Amplitude

Control 100,0 + 2,9 100,0 + 2,8
1 nM 107,8 + 4,6 1035 + 44
10 nM 1114 + 49 1046 + 6,7
100 nM 106,4 + 6,0 1006 = 6,3
1 uM 83,9 + 91 64,1 £+ 5,1*
10 uM 27 + 1,7* 09 + 09*
Area under the curve

Control 100,0 + 2,6 100,0 + 2,5
1 nM 110,7 + 3,2* 1098 =+ 7,2
10 nM 1154 + 4,3~ 1074 = 75
100 nM 1034 + 3,6 100,5 + 9,0
1 uM 64,3 + 6,9* 571 + 9,1*
10 uM 1,7 + 11 03 = 0,3*

Die Zugabe von SR 141716A in kumulativ steigenden Konzentrationen (1 nM -
100 nM) zeigt einen signifikanten Einfluss auf die Flache unter der Kurve der
aszendierenden Kontraktionen 2 cm und 4 cm oral der Stimulation. Die Amplitude
weist einen Anstieg auf, der aber nicht signifikant ist. Die Prozentwerte der Latenz
schwanken geringfigig um den 100%-Kontrollwert. Die am Peristaltischem Reflex
involvierten  Neurone zwischen dem  Stimulationsort und den beiden

Ableitungspunkten werden durch den CB1-Antagonisten beeinflusst.
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Hohere Konzentrationen (1 uM und 10 pM) bewirken eine signifikante Abnahme der
Flache unter der Kurve und der Amplitude. Die Verlangerung der Latenz ist ebenfalls

signifikant. Die Wirkung von SR 141716A als inverser Agonist wird hierbei deutlich.

Tabelle 3: Die Tabelle zeigt den Einfluss des CB;-Antagonisten SR 141716A (100 nM) und des
CB;-Agonisten WIN 55,212-2 auf die Latenz, die Amplitude und die Flache unter der Kurve der
aszendierenden Kontraktionen 2 cm und 4 cm oral der Stimulation. Angegeben sind die
Mittelwerte in Prozent verglichen mit der Kontrolle £ SEM. * = p < 0,05;** = p < 00,1 im Vergleich
zur Kontrolle; #= p < 0,05 fiir WIN 55,212-2 gegen SR 141716A + WIN 55,212-2; n = 6.

Antagonist + Agonist 2 cm oraly 4 cm oraly

SR 141716A + WIN 55,212-2

Latency
Control 100,0 + 2,5 100,0 + 3,2
SR 141716A (100 nM)

+
WIN 55,212-2
1 nM 80,6 + 42* # 81,8 + 2,8* #
10 nM 834 + 46* 86,4 + 1,9*#
100 nM 87,3 +41* # 88,5 + 29* #
1 uM 1228 + 6,7 * 1248 + 4,7 **
10 uM 0,0 + 0,0* 0,0 £ 0,0 **
Amplitude
Control 100,0 + 2,6 100,0 + 3,2
SR 141716A (100 nM)

+
WIN 55,212-2
1 nM 1M1,2 + 42> # 102,0 + 4,6
10 nM 1115+ 45 # 101,3 + 4,8
100 nM 1058 + 44 # 100,5 + 5,7 #
1 uM 726 + 42 * 712 + 50* #
10 uM 0,0 £ 0,0* 0,0 + 0,0 **
Area under the curve
Control 100,0 + 2,5 100,0 + 1,7
SR 141716A (100 nM)

+
WIN 55,212-2
1 nM 1344 + 73*# 119,2 + 6,1 * #
10 nM 138,9 + 6,8 ** # 121,11 + 53* #
100 nM 126,1 + 6,4 * # 112,7 + 3,8* #
1 uM 64,2 £+ 58* # 554 + 6,5*#
10 uM 0,0 £ 0,0* 0,0 + 0,0*

Die Zugabe des CBi-Antagonisten SR 141716A (100 nM) in Kombination mit dem
CBs-Agonisten WIN 55,212-2 (1 nM - 10 pM) zeigt bei Konzentrationen von
1 nM - 100 nM sowohl signifikant verkirzte Latenzen als auch signifikant vergrof3erte

Flachen unter der Kurve. Die Amplituden sind erhoht, aber mit Ausnahme der
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Amplitude 2 cm oral der Stimulation bei einer Konzentration von 1 nM nicht
signifikant. Diese Daten machen im Vergleich zu den Ergebnissen von WIN 55,212-2
und SR 141716A alleine sichtbar, dass SR 141716A die Wirkung von WIN 55,212-2
antagonisiert. In héheren Konzentrationen (1 yM und 10 yM) verandern sich die
Messparameter signifikant im Sinne einer alleinigen WIN 55,212-2-Zugabe. Eine
Antagonisierung durch SR 141716A ist hier nicht nachweisbar.

4.2.3 Wirkung von Ajulemic Acid und SR 141716A auf die
Amplitude, AUC und Latenz der Kontraktionen 2 cm und
4 cm oral der Stimulation

160 -
] ] 2cm oraly p_—

140 B 4cm oraly

120 -
100+
80

60 4

Latency in (%)

404
204

04

Control 1nM 10nM 100 nM 1uM 10 pM

Ajulemic Acid

Abbildung 30: Einfluss von Ajulemic Acid auf die Latenz der aszendierenden Kontraktionen
2 cm und 4 cm oral der Stimulation. Es zeigt sich ein signifikanter Anstieg der Latenzen.
Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent verglichen mit der Kontrolle + SEM. * = p < 0,05;
** = p <0,01 im Vergleich zur Kontrolle; n =6
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Abbildung 31: Einfluss von Ajulemic Acid auf die Amplitude der aszendierenden Kontraktionen
2 cm und 4 cm oral der Stimulation. Es zeigt sich ein signifikanter Abfall der Amplituden.
Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent verglichen mit der Kontrolle £ SEM. ** = p < 0,01 im
Vergleich zur Kontrolle; n =6
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Abbildung 32: Einfluss von Ajulemic Acid auf die Flache unter der Kurve (AUC) der
aszendierenden Kontraktionen 2 cm und 4 cm oral der Stimulation. Es zeigt sich ein
signifikanter Abfall der Amplituden. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent verglichen mit
der Kontrolle * SEM. ** = p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle; n =6
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Das Cannabinoid Ajulemic Acid zeigt erst bei Zugabe in hohen Konzentrationen
(1uM, 10 uM) einen signifikanten Einfluss auf die Latenz, Amplitude und AUC. In
niedrigerer Dosierung lassen sich flr die genannten Parameter nur geringflgige,
nicht signifikante Schwankungen um den 100%-Kontrollwert verzeichnen.

Die am Peristaltischem Reflex involvierten Interneurone zwischen dem
Stimulationsort und den beiden Ableitungspunkten werden durch den CB1-Agonisten

beeinflusst.

Tabelle 4: Die Tabelle zeigt den Einfluss des CB;-Antagonisten SR 141716A (100 nM) und des
Cannabinoids Ajulemic Acid auf die Latenz, die Amplitude und die Flache unter der Kurve der
aszendierenden Kontraktionen 2 cm und 4 cm oral der Stimulation. Angegeben sind die
Mittelwerte in Prozent verglichen mit der Kontrolle * SEM. * = p < 0,05; ** = p < 00,1 im
Vergleich zur Kontrolle; # = p < 0,05 fir Ajulemic Acid gegen SR 141716A + Ajulemic Acid;
n=6.

Antagonist + Agonist 2 cm oraly 4 cm oraly

SR 141716A + Ajulemic Acid
Latency

Control 100,0 + 4,8 100,0 + 3,3
SR 141716A (100 nM)

+
Ajulemic Acid

1 nM 103,0 + 41 102,5 + 2,4
10 nM 104,0 + 4,2 103,8 + 1,5
100 nM 108,56 + 29* 107,5 + 3,2
1 UM 116,2 + 4,0 ** 1117 £+ 41°*
10 uM 134,11 + 1,4 ** 131,9 + 4,6 **
Amplitude
Control 100,0 + 54 100,0 + 2,4
SR 141716A (100 nM)

+
Ajulemic Acid
1 nM 111,4 £ 5,2 100,8 + 2,4
10 nM 110,1 £ 7,2 1014 + 3,6
100 nM 109,9 + 7,8 98,5 + 5,6
1 uM 984 + 7,8 92,5 + 6,0
10 uM 540 £+ 64*# 478 + 56 * #
Area under the curve
Control 100,0 + 4,4 100,0 + 4,4
SR 141716A (100 nM)

+
Ajulemic Acid
1 nM 108,5 + 4,8 113,9 + 9,7
10 nM 112,4 + 10,2 115,5 + 10,6
100 nM 112,1 + 10,7 105,9 + 8,1
1 uM 95,1 + 9,1 89,2 + 8,9
10 uM 283 + 43* # 195 + 7,7 * #
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Die ermittelten Werte nach Zugabe des CBi-Antagonisten SR 141716A (100 nM) in
Kombination mit dem Cannabinoid Ajulemic Acid (1 nM - 10 uM) zeigen den gleichen
Verlauf hinsichtlich der Beeinflussung der Latenz, Amplitude und AUC wie nach
alleiniger Zugabe von Ajulemic Acid in kumulativ steigenden Konzentrationen.
Statistisch ergibt sich bei diesem Blockadeversuch fur die Parameter Amplitude und
AUC ein signifikanter Unterschied fur die Werte Ajulemic Acid (10 pM) gegen
SR 141716A (1 nM) + Ajulemic Acid (10 uM).

Die fur diese Versuche benutzten Tragersubstanzen DMSO und NaCl 0,9% zeigten

keinen Einfluss auf die Kontraktionen (Ergebnisse nicht aufgefuhrt).

4.3 Diunndarmtransit der Maus

4.3.1 Wirkung von Ajulemic Acid und SR 141716A auf den
Dlnndarmtransit

—m— Ajulemic Acid
—=0O= SR 141716A (0,62 mg/kg) + Ajulemic Acid

[S =}
g O
[P T

~—1

J~

H A O
o (3, o
[P B T

*%

w

(3]
al

*

*%

Transit in (%)

w

o
[
]
—

N
A
L

20~

\

0

I I
Control 1,0 2,5 5,0 10,0
Dose in (mg/kg)

Abbildung 33: Einfluss des Cannabinoids Ajulemic Acid alleine und SR 141716A
(0,62 mg/kg KG) + Ajulemic Acid in aufsteigenden Konzentrationen auf den Diinndarmtransit
der Maus. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent verglichen mit der Kontrolle + SEM.
*p <0,05; ** =p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle; n = 8.
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Das Cannabinoid Ajulemic Acid bewirkt dosisabhangig eine zur Kontrolle prozentual
verkurzte Dinndarmtransitstrecke. Bei Konzentrationen von 5,0 und 10,0 mg/kg/KG
von Ajulemic Acid sind die Ergebnisse signifikant. Der CB4-Antagonist SR 141716A

antagonisiert die Effekte von Ajulemic Acid nicht.

Auf die Durchfuhrung dieser Dunndarmtransit-Versuche mit dem CB;i-Agonisten
WIN 55,212-2 und der Kombination aus WIN 55,212-2 mit dem CB;-Antagonisten SR
141716A wurde verzichtet —, da sich hierzu Ergebnisse in der Literatur finden. WIN
55,212-2 reduzierte in  Versuchen an Mausen dosisabhangig die
Dunndarmtransitstrecke und konnte durch den CBi-Antagonisten SR 141716A in

seiner Wirkung gehemmt werden (13;49).

Die alleinige Zugabe von SR 141716A flhrte 2zu einer verlangerten

Dunndarmtransitstrecke (49).

Die fur diese Versuche benutzten Tragersubstanzen DMSO und NaCl 0,9% zeigten

keinen Einfluss auf den DUnndarmtransit (Ergebnisse nicht aufgefuhrt).
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4.4 Kolon-Expulsion der Maus

441 Wirkung von WIN 55,212-2 und SR 141716A auf die
Kolon-Expulsionszeit
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Abbildung 34: Einfluss des CB;-Agonisten WIN 55,212-2, des CB;-Antagonisten SR 141716A,
und SR 141716A (1 mg/kg/KG) + WIN 55,212-2 in aufsteigenden Konzentrationen auf die
Kolon-Expulsionszeit der Maus. Angegeben sind die Mittelwerte in Minuten verglichen mit der
Kontrolle £ SEM. * = p < 0,05; ** = p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle; # = p < 0,05 fiir
WIN 55,212-2 gegen SR 141716A (1 mg/kg/KG) + WIN 55,212-2; n = 8.

Die Kolon-Expulsionszeit verlangert sich durch die intraperitoneale Injektion des
CBi-Agonisten  WIN 55,212-2 signifikant. Dieser Effekt wird durch den
CBi-Antagonisten SR 141716A blockiert, der seinerseits zu einer signifikanten

Verkurzung der Passagezeit fuhrt.



50 Ergebnisse

4.4.2 Wirkung von Ajulemic Acid und SR 141716A auf die
Kolon-Expulsionszeit
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Abbildung 35: Einfluss des Cannabinoids Ajulemic Acid alleine und SR 141716A (1 mg/kg/KG)
+ Ajulemic Acid in aufsteigenden Konzentrationen auf die Kolon-Expulsionszeit der Maus.
Angegeben sind die Mittelwerte in Minuten verglichen mit der Kontrolle £+ SEM. * = p < 0,05;
** = p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle; # = p < 0,05 fiir Ajulemic Acid gegen SR 141716A
(1 mg/kg/KG) + Ajulemic Acid; n=9.

Das Cannabinoid Ajulemic Acid bewirkt dosisabhangig eine Verlangerung der Kolon-
Expulsionszeit, die ab einer Konzentration von 1,0 mg/kg/KG von Ajulemic Acid
signifikant ist. Der CB4-Antagonist SR 141716A antagonisiert die Wirkung von
Ajulemic Acid, besonders deutlich sichtbar bei den Konzentrationen 1,0 und

3,0 mg/kg/KG von Ajulemic Acid.

Die fur diese Versuche benutzte Tragersubstanz DMSO zeigte keinen Einfluss auf

die Kolon-Expulsion (Ergebnisse nicht aufgeflhrt).



51 Allgemeine Diskussion

5 Allgemeine Diskussion

5.1 Das Enterische Nervensystem (ENS)

Das Enterische Nervensystem (ENS) ist ein komplexes System, das die Funktionen
des Gastrointestinaltraktes kontrolliert. Mit seinen ca. 80 - 100 Millionen Neurone ist
es zahlenmafRig mit dem Ruckenmark vergleichbar (4). Es findet sich in der
Osophagus- ,Magen- und Darmwand und reguliert u. a. die Sekretion und Motilitat
(1;15;33). Verantwortlich fur die Mukosafunktionen und somit der Sekretion ist der
zwischen der Zirkularmuskulatur und der Mukosa liegende Plexus submucosus
(Meissner’scher Plexus) (91). Die Koordination der Motilitdt im GI-Trakt ist Aufgabe
des Plexus myentericus (Auerbach’scher Plexus). Er ist zwischen der Zirkular- und
Langsmuskulatur lokalisiert und steuert die Funktionen der glatten Muskulatur (28).
Beide Nervengeflechte sind seit Uber 150 Jahren bekannt und wurden von Meissner

(66) und Auerbach (2) namensgebend erstbeschrieben.

Das ENS arbeitet weitgehend autonom und wird deshalb auch als das ,Gehirn des
Magen-Darm-Traktes” bezeichnet. Zusatzlich wird es aber auch vom vegetativen
Nervensystem beeinflusst. Sympathische und parasympathische Afferenzen und
Efferenzen sind mit den Schaltkreisen des ENS verknupft. Diese einige tausend
extrinsischen Nervenfasern sind mengenmafRig den enterischen Neurone weit
unterlegen und konnen auf die Funktionen des Magen-Darm-Traktes nur
modulierende Effekte austben (40;83).

Die Eigenstandigkeit des ENS wurde schon 1895 von Langley beschrieben. Er
begrindete sie mit der Beobachtung, dass in einem isolierten Dinndarmsegment in
vitro die gerichtete Propulsion eines intraluminalen Bolus verfolgt werden konnte
(58). Der Transport kommt durch eine Muskelkontraktion oral und die
Muskelrelaxation anal zu Stande. Dieser Reflex wurde 1899 schon von Bayliss und
Starling wegen seiner grundlegenden Bedeutung als ,law of the intestine®
bezeichnet (3).

Die Aufgabe des Peristaltischen Reflexes liegt in der Sicherstellung des analwarts

gerichteten Transportes des Chymus. Er kann zum einen durch die mechanische
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Stimulation der Muskulatur oder der Mukosa und zum anderen durch chemische

Stimuli ausgeldst werden (3;36).

Das ENS wird als ein unabhangiges, integratives System angesehen, das strukturell
und funktionell dem zentralen Nervensystem ahnlich ist (98). Es existieren eigene
sensorische Neurone, Interneurone und Motoneurone. Die sensorischen Neurone
fungieren als Chemo- und Mechanorezeptoren. Sie verschlisseln verschiedene
Stimuli, die auf die Magen-Darmwand einwirken und leiten die Information innerhalb
des ENS weiter. Interneurone geben diese Information weiter und regulieren die
Erregbarkeit der Motoneurone. Diese modulieren schliellich die Aktivitat der
Muskulatur und der Mukosa (98). Der ordnungsgemafle Ablauf der Motilitat im
Gl-Trakt wird durch das fein abgestimmte Zusammenspiel von erregenden und
hemmenden nervalen Regulationsmechanismen gewahrleistet. Das Acetylcholin und
die Neurokinine, zu denen u. a. das Neuropeptid Substanz P gehort, sind die
wichtigsten exzitatorischen Transmitter (64). Sie aktivieren die glatte Muskulatur.
Stickstoffmonoxid (NO), Adenosin 5-Triphosphat (ATP), Vasoaktives Intestinales
Peptid (VIP) und Adenylatzyklase Aktivierendes Polypeptid (PACAP ,Pituitary
Adenylat Cyclase Activating Polypeptid“) uben einen hemmenden Einfluss auf die

glatte Muskulatur aus und treten als wichtigste inhibitorische Transmitter auf (64).

5.2 Meilensteine der Cannabinoid-Forschung

Cannabis fand schon vor mehreren tausend Jahren seine Anwendung als Nutz-,
Rausch- und Heilmittel. In pharmakologischen Abhandlungen unter dem
chinesischen Kaiser Shen-Nung (2737 v. Chr.) werden Cannabisanwendungen fur
verschiedenste Erkrankungen aufgefiihrt (37). In der medizinischen Literatur Indiens
zwischen 2000 - 1400 v. Chr. findet sich die Verwendung von Cannabis als
Appetitanreger, als Aphrodisiakum und als Mittel gegen eine Vielzahl von
Erkrankungen (38). In der Antike setzte es der griechisch-romische Arzt Galen

beispielsweise zur Behandlung der Flatulenz und bei Bauchschmerzen ein (30).

In der Neuzeit linderte man mit Cannabis Beschwerden des Magen-Darm-Traktes.
Der chinesische Mediziner und Pharmakologe Li Shih-Chen verabreichte es als

Antiemetikum erstmals im letzten Viertel des 16. Jahrhunderts (33;47).



53 Allgemeine Diskussion

Zu Beginn des 19. Jahrhunderts war das Interesse an einer chemischen Analyse der
Hanfpflanze grof3. Aufgrund des flichtigen Charakters vieler Inhaltsstoffe erwies sich
die Durchfihrung jedoch als schwierig. Mit der Strukturanalyse von Cannabidiol
gelang Anfang der 1960er Jahre der Durchbruch. Kurz darauf war auch die Struktur
von A°-Tetrahydrocannabinol analysiert (65). Die Isolation und Darstellung der

meisten Cannabinoide war Mitte der 1970er Jahre erreicht (44).

1988 wurde der Beweis fur die Existenz eines spezifischen Cannabinoid-Rezeptors
erbracht. Er wurde als erstes im Gehirn von Ratten nachgewiesen und im folgenden
als Cannabinoid-1-Rezeptor (CB;) bezeichnet (23). Das erste endogene
Cannabinoid, das Anandamid, wurde 1992 identifiziert (24). Ihm folgten endogene
Liganden, wie 2-Arachidonylglycerol (2-AG), Noladin, Virodhamin und
N-arachidonyldopamin (NADA). Neben dem CBj-Rezeptor konnte ein weiterer
spezifischer Rezeptor nachgewiesen werden, der als Cannabis-2-Rezeptor (CB>)
bekannt ist (44).

Nach der Erkenntnis, dass Endocannabinoide auch Uber andere Rezeptorgruppen (z.
B. Vanilloidrezeptoren) Wirkungen entfalten kdnnen, lag anhand von zahlreichen
Studien die Vermutung nahe, dass weitere Cannabis-Rezeptoren (non-CB1/non-CB-
Rezeptoren) existieren mussen (6;25;84). Mit dem erst kirzlich geklonten
GPR55-Rezeptor ist diese Vermutung bestatigt worden (59;73;74).

5.3 Das Endocannabinoidsystem

Das Endocannabinoidsystem besteht aus den Cannabinoid-Rezeptoren und den
dazugehdrigen endogenen Liganden. Fest etabliert sind bisher der CB¢- und der
CB2-Rezeptor. Der CB1-Rezeptor ist v. a. auf Neurone des Zentralen Nervensystems
(ZNS) und auf peripheren Neurone lokalisiert (68;92). Eine abschlieliende Klarung
der gesamten Verteilung dieses Rezeptors ist aber noch nicht in Sicht, da
beispielsweise auch andere Lokalisationen (z. B. Kolonepithelzellen) des
CB+-Rezeptors beschrieben sind (87;99). Der CB,-Rezeptor wird bisher fast
ausschlielich auf Immunzellen registriert. Diese Tatsache weist auf eine Rolle in der

Immunmodulation hin (70;80).
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Beide Rezeptoren gehoren der Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren an
(67). Diese zeichnen sich durch sieben helicale hydrophobe Anteile aus, die die
Plasmamembran durchdringen und jeweils drei intra- und extrazellulare Schleifen
bilden. Die Strukturahnlichkeit beider Rezeptoren hinsichtlich der
Transmembrananteilen eins und sieben betragt nur 44% (32). Das ist geringer als es
bei Rezeptoren innerhalb einer Familie von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren ublich

ist.

In Bezug auf die Darmmotilitat spielt der CB¢-Rezeptor die fihrende Rolle. Nach der
Bindung eines Liganden an den prasynaptisch lokalisierten CB1-Rezeptor verandert
dieser seine Konformation derartig, dass sich ein in der Membran befindliches
inhibitorisches G-Protein (Gi/o) an ihn binden kann (44). In der Folge wird das an das
Gilo-Protein gebundene Guanosindiphosphat (GDP) gegen ein Guanosintriphospat
(GTP) ausgetauscht. Das Gi/o-Protein dissoziiert vom Rezeptor und zerfallt in eine
aktive a- und eine B/y-Untereinheit. Die a-Untereinheit des Gi/o-Proteins wandert zu
der in der Zellmembran befindlichen Adenylatcyclase und hemmt dieses Enzym.
Folglich bleibt die Katalyse von Adenosin-5"-triphosphat (ATP) zu cyclischem
Adenosinmonophosphat (CAMP) aus (31;45). Das cAMP 16st als ,second messenger®
fur gewohnlich eine Kaskade von Enzym-Reaktionen aus. Das Ziel dieser
Reaktionen ist es, Uber die Offnung von lonenkanalen die Ausschittung von
erregenden  Neurotransmittern, wie z. B. dem Acetylcholin (ACH), zu

bewerkstelligen (62).

Die  Wirkung der endogenen Cannabinoide wird durch  spezielle
Degradationssysteme beendet. Die Liganden werden nach der Carrier-vermittelten
Wiederaufnahme in die Zelle hydrolytisch gespalten. Anandamid wird beispielsweise
im wesentlichen durch die Fettsaure-Amid-Hydrolase (FAAH) gespalten, 2-AG im
Wesentlichen durch die Monoacylglyzerol-Lipase (MAGL) abgebaut (18;22;26;89).

Der CB,-Rezeptor ist in erster Linie in der Peripherie lokalisiert und auf Immunzellen
nachgewiesen. Aus diesem Grund wird er hier nur kurz besprochen. Es existieren
aber auch fur diesen Rezeptor Anhaltspunkte, die eine Beeinflussung
gastrointestinaler Motilitat und Inflammationsvorgange durch diesen Rezeptor nahe
legen (54;63).

Seit mehreren Jahren bestarken sich die Hinweise, dass Liganden am CB;- und/oder

CB>-Rezeptor auch zusatzlich an anderen Rezeptoren ihre Wirkung entfalten (72).
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Vor kurzem konnte von Ryberg et al. ein neuer G-Protein-gekoppelter Rezeptor, der
zur Familie der Cannabinoid-Rezeptoren gezahlt wird, geklont werden (78).
Protein- Sequenzen dieses Rezeptors konnten im Menschen, der Maus und der
Ratte nachgewiesen werden (82). Es wird berichtet, dass der CB+/CB,-Rezeptor
Ligand CP55940 spezifisch am menschlichen GPR55-Rezeptor bindet. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass dieser Rezeptor auch von etablierten
CB,/CB,-Rezeptor-Agonisten, wie dem A°-THC, HU-210, CP55940, Anandamid,
2-AG und dem CB1-selektiven-Agonisten Noladin, aktiviert werden kann (73). Welche
therapeutischen Nutzen in Zukunft aus diesen neuen Erkenntnissen zu ziehen sind,
wird erst nach der genaueren pharmakologischen Charakterisierung des
GPR55-Rezeptors und seiner Liganden abzusehen sein. Aktuell sind noch keine

Antagonisten fir diesen Rezeptor beschrieben.

5.4 Wirkungen der Cannabinoide auf die Darmmotilitat

Die Wirkungen der Cannabinoide auf den Gl-Trakt sind in zahlreichen
Untersuchungen sowohl in in vitro als auch in in vivo Versuchsmodellen beschrieben
worden. Cannabinoide reduzieren durch die Bindung an prasynaptisch lokalisierte
CB1-Rezeptoren die Kontraktilitat der glatten Muskulatur des Gl-Traktes und
verzogern somit den gastrointestinalen Transit (50;86). An isolierten longitudinalen
Muskelstreifen des Meerschweinchen-lleums, die mittels Elektrischer Feldstimulation
zur  Muskelkontraktion angeregt wurden, konnte gezeigt werden, dass
Cannabinoid-Agonisten, wie CP50,556, CP55,940, WIN 55,212-2, Nabilone,
CP55,667, A>-THC, AM 630, Cannabinol und Anandamid, in unterschiedlichem
Ausmald einen hemmenden Einfluss auf die Kontraktionsantwort ausuben (75). Der
hemmende Effekt von Anandamid konnte durch die Gabe des selektiven
CBj-Antagonisten SR 141716A kompetitiv gehemmt werden, was die Beteiligung des
CB1-Rezeptors belegt (75). Cannabinoide nehmen auch Einfluss auf den
Peristaltischen Reflex, fur dessen Ablauf die Motoneurone aber auch sensorische
Neurone und Interneurone eine besondere Rolle spielen. Cannabinoide senken die
Schwelle, die zur Auslésung des Reflexes nétig ist und beeinflussen die

Kontraktionskraft im Rahmen des Peristaltischen Reflexes (39).
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Organbaduntersuchungen zum  Peristaltischen Reflex, die an isolierten
lleum-Streifen der Ratte durchgefuhrt wurden, zeigten, dass das Endocannabinoid
Anandamid keinen Einfluss auf die aszendierende Kontraktion ausubt. Die am Reflex
beteiligten Interneurone blieben unbeeinflusst, aber die nachgewiesene reduzierte
Kontraktionskraft der glatten Muskulatur im Bereich des finalen Motoneurons

demonstrierte die hemmende Wirkung von Anandamid (102).

Die Erkenntnisse um die Cannabinoidwirkungen auf die Darmmotilitdt sind auch
durch in vivo Untersuchungen belegt. Mannlichen Mausen wurde oral oder mittels
Magen- bzw. Duodenalsonde ein nicht resorbierbarer Marker, wie z. B. Kohle, in gum
arabicum oder der rote Farbstoff Karmesin gegeben. Nach einer Wartezeit von
20 min wurden die Mause getotet und der GI-Trakt entnommen. Die Distanz, die der
Marker in diesem Zeitraum zuruckgelegt hatte, wurde gemessen und prozentual zur
Lange des Dunndarms ins Verhaltnis gesetzt. Nach Kontrolluntersuchungen wurden
den Mausen 20 min vor Verabreichung des Markers Cannabinoid-Agonisten und
-Antagonisten alleine und in Kombination intraperitoneal injiziert. Die Ergebnisse
zeigten anhand der gemessenen Passagestrecke des Markers, dass die Agonisten
WIN 55,212-2 und Cannabinol den gastrointestinalen Transit verzogern und der
selektive CBi-Antagonist SR141716A die Passage beschleunigt. Die Wirkung der
Cannabinoid-Agonisten konnte durch SR 141716A aber nicht durch den
CB2-Antagonisten SR 144528 blockiert werden, was die Beteiligung des
CB+-Rezeptors an der Regulierung des Transits im Darm bestatigt (13;52). Ahnliche
Untersuchungen wurden auch an Ratten durchgefuhrt. Die verzogernde Wirkung auf
die intestinale Propulsion konnte fur die Cannabinoid-Agonisten WIN 55,212-2 und
CP 55,940 nachgewiesen werden; SR 141716A hob diese Wirkung auf (57).

Experimente, in denen das Nass- und Trockengewicht des ausgeschiedenen Kots
von Mausen, die zuvor eine intraperitoneale Injektion von Cannabinoiden erhielten,
ermittelt wurde, zeigten gleiche Resultate. SR 141716A bewirkte ein im Vergleich zu
den Kontroll-Mausen hoheres Nass- und Trockengewicht des Exkrements, was mit
der schnelleren Passagezeit und der damit verbundenen verminderten
Wasser-Resorption begrindet wurde. WIN 55,212-2 zeigte gegenteilige Effekte, die
durch SR 141716A antagonisiert werden konnten (49). Die Kolon-Propulsion von
Mausen kann nachweislich durch Cannabinoide verlangsamt bzw. beschleunigt
werden. Eine in das Kolon eingefuhrte geschliffene Glaskugel wurde von den Tieren

nach intraperitonealer Injektion von Cannabinoiden unterschiedlich schnell wieder
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ausgeschieden. Agonisten, wie WIN 55,212-2, Anandamid und Cannabinol,
verlangerten die Expulsionszeit, wahrend der selektive CB1-Antagonist SR 141716A

diese verkurzte (76).

Weiterhin zeigten tierexperimentelle Daten aus verschiedenen Modellen, die
pathologische Bilder imitieren, den Einfluss der Cannabinoide auf die
gastrointestinale Motilitdt. Durch die intraperitoneale Injektion von Essigsaure wurde
bei Mausen eine Peritonitis provoziert, aus der ein paralytischer lleus resultierte. Es
zeigten sich ein erhohter intestinaler Anandamidspiegel und eine erhdhte Expression
von CBi-Rezeptoren. Der selektive CB4-Antagonist SR 141716A konnte in diesem
Modell die normale Motilitdt wiederherstellen (60). Dies legt eine ursachliche

Beteiligung des Cannabinoidsystems an der Pathogenese des lleus nahe.

In experimentellen Diarrhoe-Modellen in Mausen war nach oraler Gabe von Krotondl
begleitend die gastrointestinale Motilitat erhoht. Die intraperitoneale Applikation des
Cannabinoid-Agonisten WIN 5§5,212-2 und Cannabinol wirkten dieser dosisabhangig
entgegen (52).

Die Resultate aus Experimenten verschiedener Versuchsmodelle bestatigten die
Wirkung der Cannabinoide auf die Motilitat im GI-Trakt. Sie nahmen aber auch
Einfluss auf die Sekretion, die Sensitivitat und Entzindungsreaktionen, die sich im

Verdauungstrakt abspielten. Dies soll im folgenden erdrtert werden.

5.5 Einfluss der Cannabinoide auf Entziindung, Sekretion
und Sensitivitat im Gl-Trakt

Entzindliche Darmerkrankungen, wie Morbus Crohn wund Colitis ulcerosa,
verursachen bei Patienten abdominelle Schmerzen, Bauchkrampfe, Ubelkeit,
Erbrechen und schwere, z. T. blutige Diarrhoen (5;46). Verantwortlich fir diese
Beschwerden ist die Entzindung der Darmwand, die Ulzerationen, Blutungen und
Narbenbildungen nach sich zieht. Der Einsatz von Cannabinoiden zur Linderung
dieser Inflammationsbeschwerden scheint moglich. Ein symptomatischer Benefiz
nach Konsum von Marihuana, wie er in Patientenberichten dokumentiert ist, lasst

positive Ruckschlusse auf die Wirksamkeit von Cannabinoiden bei gastrointestinalen



58 Allgemeine Diskussion

Entzindungen zu (41;55). Auch wenn klinische Studien, die den Einsatz von
Cannabinoiden bei entzindlichen Darmerkrankungen rechtfertigen, noch ausstehen,
gibt es zahlreiche tierexperimentelle Ergebnisse, die die antiinflammatorischen
Eigenschaften von Cannabinoiden belegen. Anhand von Mausmodellen, in denen bei
den Tieren experimentell eine Kolitis induziert wurde, konnte die protektive Wirkung
von CB4-Agonisten auf Entziindungsprozesse im Darm nachgewiesen werden. CB+-
Antagonisten  blockierten  diesen  Effekt, was die Beteiligung des
CB+-Rezeptors belegt (19). Die moégliche Bedeutung dieses Rezeptors, respektive
der Pathophysiologie von Inflammationsvorgangen im Gl-Trakt, konnte mit Hilfe von
CB-defizienten Mausen weiter charakterisiert werden (61;85). Die in CB1-defizienten
Mausen verursachte Kolitis verlief fulminanter, wahrend bei den nicht defizienten

Mausen die Expression des CB1-Rezeptors gesteigert war.

Das Wissen um die Beteiligung des CB,-Rezeptors an Entzindungsreaktionen im
Darm ist begrenzt. Die erhdhte Expression von CB,-Rezeptoren auf Immunzellen im
entzindeten Darm lasst pathophysiologische Zusammenhange der
Darminflammation erahnen (100). Dabei konnte die Aktivierung der CB,-Rezeptoren
der Herabregulierung der Leukozyteninfiltration wahrend des Entzindungsprozesses
dienen und die Produktion bzw. Freisetzung von Inflammationsmediatoren, wie den

Zytokinen und Chemokinen, modulieren (100).

Cannabinoide beeinflussen auch Sekretionsvorgange im GlI-Trakt. In in vivo
Versuchen an Ratten konnte der Nachweis erbracht werden, dass die durch
Pentagastrin stimulierte Magensauresekretion durch WIN 55,212-2 gehemmt wird,

gleichzeitig aber kein Einfluss auf die basale Sekretion ausgeubt wird (71).

In Versuchen an isolierten Rattenmégen gelang der Nachweis, dass A°-THC
dosisabhangig die Histamin-induzierte Magensauresekretion zu hemmen vermag,
ohne die basale Sekretion zu verandern (71). Dieses Wissen wurde in Versuchen
zum Magenulkus-Leiden bei Ratten genutzt. Bestehende Magenulzera wurden durch
die Anwendung von A®-THC deutlich reduziert (71). Auch WIN 55,212-2 zeigte einen
signifikanten Einfluss auf die Abheilung experimentell erzeugter Magenulzera bei
Ratten (34). Zuklnftig kdnnten Cannabinoide zur Pravention des Magenulkus zur

Anwendung kommen.

Auch die Behandlung der sekretorischen Diarrhoe stellt eine zukunftige Indikation fur

eine Therapie mit Cannabinoiden dar. Die Erkrankung zeichnet sich durch die
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gesteigerte aktive Sekretion und reduzierte Resorption von Wasser und Elektrolyten
im Darm aus. Dies fuhrt zu einem Anstieg von Stuhlvolumen und Stuhlgewicht.
Motilitatsveranderungen im Sinne eines beschleunigten intestinalen Transits werden
dabei oft beobachtet, sind aber nur selten als primare Ursache einer massiven
Diarrhoe anzusehen. Neben dem hemmenden Einfluss der Cannabinoide auf die
Darmmotilitat scheinen sie auch einen positiven Einfluss auf die Symptome der
sekretorischen Diarrhoe zu haben. Sie reduzieren Sekretionsvorgange und steigern
die intestinale Resorption (47). Verantwortlich dafir sind Einflisse auf die cholinerge
(Azetylcholin-vermittelte) und  nicht-cholinerge  (VIP-vermittelte)  enterische

Neurotransmission, die reduziert wird (93).

Intermittierende  abdominelle = Schmerzen, Spasmen und abdominelles
Spannungsgeflhl sind wesentliche Symptome der Reizdarmerkrankung. Diarrhoe
und/oder Obstipation fuhren zu Veranderungen der Stuhlgangskonsistenz und
-frequenz (90). Zur Behandlung dieser Erkrankung, die in der westlichen Welt bei
Erwachsenen eine geschatzte Pravalenz von 8% - 23% aufweist (77), werden aktuell
Spasmolytika (Anticholinergika) und Antidiarrhoika (z. B. Opiate) herangezogen.
Vorrangiges Ziel dieser Medikamente ist es, Motilitatsveranderungen zu regulieren,
die neben der viszeralen Hypersensitivitat als teilweise kausal in der Pathogenese
der Reizdarmerkrankung angesehen werden (27). Cannabinoide konnten in Zukunft
das Repertoire der Therapeutika erweitern. |hnen werden neben den
motilitatsverandernden Einflussen auch antinozizeptive und antihyperalgetische
Effekte zugeschrieben (14;42). Der Einsatz von Cannabinoiden zu diesem Zweck ist

aber noch nicht abzusehen, da klinische Untersuchungen noch ausstehen.
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5.6 Die menschliche Darmmotilitat - angewandte
Cannabinoid-Forschung

Seit 2006 ist mit Rimonabant (SR 141716A), einem selektiven CB4-Antagonisten, ein
Wirkstoff auf dem europaischen Markt. Rimonabant erhielt seine Zulassung fur die
Behandlung der Adipositas oder Ubergewichtiger Patienten. Dartber hinaus weist es
einen oder mehrere Risikofaktoren, wie den Typ Il Diabetes oder die Dyslipidamie,
auf. Ausgangspunkt fur dieses neue Medikament war das Wissen um die
Appetitstimulierende Eigenschaft von Cannabinoiden und die zunehmende Kenntnis
uber die CBi-Rezeptor-Verteilung im ZNS. Die Wirkungsweise von Rimonabant
besteht u. a. in der Blockade zentraler CB¢-Rezeptoren im Gehirn (Hypothalamus,
Nucleus accumbens, Nervus Vagus, Ganglion nodosum) (97), die in Zusammenhang
mit der Kontrolle der Nahrungsaufnahme stehen. In zahlreichen Studien, wie z. B.
der ,RIO-Europa“ (Rimonabant in Obesity), wurde Uber signifikante
Gewichtsreduktionen von adiposen Patienten berichtet (94). Aus verschiedenen
mitunter tierexperimentellen Untersuchungen weil3 man aber auch, dass das
Medikament entsprechend der CB4-Rezeptor-Verteilung aullerhalb des ZNS seine
Wirkungen entfaltet. Es beeinflusst u. a. den Glukosestoffwechsel, steigert die
Lipolyse im Fettgewebe, nimmt Einfluss auf den Plasmaspiegel von Triglyceriden und
dem Gesamtcholesterin, etc. (97). Dementsprechend ist es nicht verwunderlich, dass
im aktuellen Beipackzettel des Medikaments eine Reihe von Nebenwirkungen
aufgefiihrt werden, wie Diarrhoe und Ubelkeit. Diese Nebenwirkungen sind wohl auf
die bekannte motilitdtssteigernde Wirkung von Cannabinoid-Antagonisten
(SR 141716A) im Darm zuruckzuflhren. Der selektive CBq-Antagonist Rimonabant
(SR 141716A) wurde und wird in vielen experimentellen Untersuchungen zur
Bestatigung der CB-Selektivitat von Testsubstanzen eingesetzt und ist dahingehend
etabliert. Hinsichtlich der Beeinflussung der Darmmotilitdt ist die Substanz
Gegenstand dieser und vieler anderer Arbeiten, aus denen die prokinetische Wirkung
am Darm hervorgeht. Sie ist ein ,konventionelles Werkzeug® in der Cannabinoid-
Forschung und konnte in absehbarer Zeit nicht nur aufgrund der Erfahrungen mit
dem zugelassenen Medikament Rimonabant zur Behandlung der Obstipation

eingesetzt werden.
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6 Spezielle Diskussion

Die experimentelle Erforschung der Wirkung von Cannabinoiden auf verschiedene
Organsysteme beschaftigt viele internationale Arbeitsgruppen. Es existieren
zahlreiche Untersuchungen, in denen mit verschiedenen Versuchsmodellen
erstaunliche Cannabinoidwirkungen nachgewiesen werden konnten. Untersuchungen
zur Beeinflussung der Motilitdt des Magen-Darm-Traktes stellen aufgrund bisheriger
Erkenntnisse und steigender Aktualitat ein reizvolles Themengebiet dar. Diese
Dissertation entstand aus der Idee, die Grundlagenforschung zur Beeinflussung der
Darmmotilitat durch Cannabinoide mit Hilfe von 4 etablierten Versuchsmodellen auf
noch breitere FURe zu stellen und weiter auszubauen. Dazu diente u. a. die EFS von
isolierten Darm-Muskelstreifen in Organbadern. Sie ist eine etablierte Methode, um
pharmakologische Wirkungen von Substanzen nachzuweisen. Das Wissen uber die
Cannabinoidwirkungen, das mittels dieses in vitro Modells gewonnen wurde, basiert
in erster Linie auf Versuchen mit isolierten Muskelstreifen des Meerschweinchens. In
dieser Arbeit kamen deswegen Mause und Ratten zum Einsatz, zwei Tierspezies, die
aullerdem im Vergleich auf mogliche Diskrepanzen in den Ergebnissen der
Cannabinoidwirkungen gepruft wurden. Es wurden sowohl die longitudinale als auch
die zirkulare Darmmuskulatur beider Tierarten untersucht. Dies erscheint notwendig,
da im zweiten in vitro Modell der komplexer ablaufende Peristaltische Reflex
untersucht wurde, fur dessen reibungslosen Ablauf das abgestimmte Zusammenspiel
von Longitudinal- und Zirkularmuskulatur nétige Vorraussetzung ist. In diesem
standardisierten Organbad-Modell wurden ca. 10 cm lange Dinndarmstreifen der
Ratte verwendet, da der experimentelle Nachweis des myenterischen Teils des
Peristaltischen Reflexes an der Maus noch nicht gelungen ist. Die Streifen wurden
mittels EFS angeregt, um nach Zugabe von Cannabinoiden den Ablauf des
myenterischen Anteils des Peristaltischen Reflexes beurteilen zu kénnen. In beiden
Versuchsmodellen wurden etablierte Cannabinoide herangezogen und eindeutige
Wirkungen verzeichnet, deren Nachweis bei diesen Tierarten bisher noch ausstand.
Als weiteres Novum wurde Ajulemic Acid eingesetzt. Ein neues nicht liquorgangiges
Cannabinoid, dessen Wirkung auf den Darm noch weitgehend unbekannt ist und mit

diesen Modellen noch nicht nachgewiesen wurde. Die pharmakologische Potenz
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dieser Substanz konnte so mit den gangigen Cannabinoiden qualitativ verglichen

werden.

Die in vivo Versuchsmodelle, Experimente zum Dunndarmtransit und zur Kolon-
Expulsion, sollten die Untersuchungen akademisch abrunden und nachweisen, dass
die in vitro erhobenen Erfahrungen auf die in vivo Situation Ubertragbar sind. Hier
kamen Mause vom Stamm C57/BI6 zum Einsatz. Die Moglichkeit zur Zucht von
CB;"-Mausen dieses Stammes pradestinierte sie hinsichtlich einer Weiterfiihrung

dieser Experimente flr die durchgefihrten Untersuchungen.

6.1 Elektrische Feldstimulation

Die Vorversuche zur Elektrischen Feldstimulation longitudinaler und zirkularer
Muskelstreifen von Maus und Ratte dienten der Evaluation geeigneter
Stimulationsfrequenzen zur bestmodglichen Darstellung der Kontraktionsantworten.
Die angestrebte prompt und zeitlich zuerst auftretende ,schnelle* Komponente und
die sich daran anschlieRende, verzdgert auftretende, ,langsame® Komponente der
Kontraktionsantworten konnten mit den ausgewahlten Frequenzen (s. Tabelle 1,
S. 20) stabil reproduziert werden. Allein an der Zirkularmuskulatur beider Tierarten
waren die ,langsamen® Komponenten nur unregelmafig darstellbar, weshalb hier das
Augenmerk ausschlieBlich auf die ersten exzitatorischen Anteile gerichtet war. Die im
Vergleich zur Literatur z. T. recht hoch gewahlten Frequenzen (20 Hz, 50 Hz) sorgten
u. a. fur konstante Darstellungen der ,angsamen® Komponente an der
Longitudinalmuskulatur. In Experimenten anderer Forschungsgruppen, deren Ziel die
alleinige Untersuchung der ,schnellen“ Komponente war, wurde z. B. zur Stimulation
der longitudinalen lleummuskulatur von Mausen eine Frequenz von 10 Hz verwendet
(91). Im Gegensatz zu den bestimmten Frequenzen stehen auch Angaben einer
Veroffentlichung von JG De Man et al. Hier wurden zur Stimulation longitudinaler
lleummuskulatur von Mausen Frequenzen zwischen 1 Hz - 8 Hz gewahlt (20). Diese
zeigten die bestmogliche Darstellung einer Inhibition der Darmmuskulatur unter nicht-
adrenergen, nicht-cholinergen (NANC) Bedingungen, die von den Wissenschaftlern
bezweckt wurde. Fur die durchgefuhrten Experimente dieser Arbeit kamen derart

niedrige Frequenzen nicht in Betracht.
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Die Elektrische Feldstimulation der glatten Muskelzellen des Dunndarms im
Nativzustand, d. h. ohne Zugabe von Pharmaka in die Organbader, bewirkte eine
Kontraktion, sichtbar durch das Auftreten der ,schnellen und der ,langsamen®
Komponente. Nach Inkubation von Atropin (100 uM) und Tetrodotoxin (3 x 1 uM)
waren diese ausgeldscht bzw. auf ein Minimum reduziert. Das beweist den cholinerg

und neuronal vermittelten Ubertragungsweg zur Auslésung der Kontraktionen.

6.2 EFS an der Longitudinalmuskulatur von Maus und
Ratte

Die longitudinalen und zirkularen Muskelstreifen beider Tierspezies wurden in den
Organbaduntersuchungen jeweils mit zwei unterschiedlichen Frequenzen stimuliert.
Ein Einfluss der Stimulationsfrequenz auf die Wirksamkeit der Testsubstanzen
konnte nicht beobachtet werden. Dieser Rickschluss basiert nicht auf dem Vergleich
der Ergebnisse mit Hilfe statistischer Mittel, sondern begrindet sich auf den
Vergleich der ermittelten Absolutwerte. Diese fielen bei beiden Frequenzen nahezu
identisch aus und sind auch anhand der Kurvenverlaufe in den Diagrammen

nachvollziehbar.

Der CB1-Agonist WIN 55,212-2 und das Cannabinoid Ajulemic Acid bewirken an der
longitudinalen Muskulatur der Maus bei Zugabe in kumulativ steigenden
Konzentrationen eine vergleichbare, signifikante Abnahme der Amplitude der
,schnellen® und der ,Jangsamen® Komponente. Die Effekte von WIN 55,212-2 sind
durch den selektiven CB1-Antagonisten SR 141716A blockierbar. WIN §5,212-2 wirkt
somit nachweislich durch Bindung an den CBi-Rezeptor. Ajulemic Acid hingegen
entfaltet auch in Anwesenheit von SR 141716A seine beschriebene Wirkung. Eine
Beteiligung des CBi-Rezeptors kann nicht nachgewiesen werden. Die alleinige
Zugabe von SR 141716A erzielte einen signifikanten Anstieg der Amplituden der
»schnellen“ Komponente. Ab einer Konzentration von = 10 uyM zeigte sich jedoch im
Sinne einer agonistischen Wirkung ein deutlicher Abfall der Amplituden.
SR 141716A ist ein nachgewiesener CBq-Antagonist. Die vorliegenden Ergebnisse
lassen aber auch an eine invers agonistische Wirkung denken. Daruber wird aber

noch diskutiert, wie aus aktueller Literatur hervorgeht (16;101).
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Die Resultate aus den Experimenten an der Longitudinalmuskulatur der Ratte wiesen
Unterschiede zur Maus auf. Auffallig waren die Amplitudenvergrofierungen
v. a. der ,schnellen” Komponenten unter dem Einfluss von Ajulemic Acid bis zu einer
Konzentration von 1 uM. Da Uber die Effekte dieses Cannabinoids auf die
Darmmotilitat noch nicht viel bekannt ist, bleiben mdgliche Erklarungsansatze fur
dieses Verhalten momentan spekulativ. Jedoch mehren sich hiermit die
Vermutungen, dass an der Vermittlung seiner Effekte andere Rezeptoren involviert
sein mussen (9). Zu den an der Wirkung von Ajulemic Acid beteiligten Rezeptoren

wird an spaterer Stelle genauer eingegangen.

Der CBj-Agonist WIN 55,212-2 verdeutlichte auch an der Longitudinalmuskulatur der
Ratte seine agonistische Wirkung am CB4-Rezeptor. Belegt wurde dies sowohl durch
die kontinuierliche und signifikante Reduktion der Kontraktionsantworten der
,schnellen” und der ,langsamen® Komponenten als auch durch den Nachweis der
Wirkungsblockade durch den CB4-Blocker SR 141716A. Ein sensibleres Ansprechen
der Rattendunndarmmuskulatur auf WIN 55,212-2 wurde durch den angedeutet
linearen Kurvenverlauf im Vergleich zum sigmoiden Verlauf bei der Maus registriert.
Der CBi-Antagonist SR 141716A, der alleine appliziert eine Amplitudenerhéhung
erzielte, konnte die Wirkung von Ajulemic Acid allenfalls modulieren, aber nach

statistischer Auswertung nicht blockieren.

Die erzielten Ergebnisse fir WIN 55,212-2 und SR 141716A an der
Longitudinalmuskulatur von Maus und Ratte stehen im Einklang mit den Ergebnissen
anderer Forschungsgruppen. Sowohl die dosisabhangige Reduktion der
Kontraktionsantworten durch WIN 55,212-2 als auch die Blockade dieses
CB4-Agonisten durch den CBj-Antagonisten SR 141716A konnte an isolierten
Muskelstreifen des Meerschweinchen-lleums nachgewiesen werden (75). Die durch
SR 141716A hervorgerufenen und den Cannabis-Agonisten entgegengesetzten
Effekte — sichtbar im Anstieg der Amplituden bis zu einer Konzentration von 1 yM —

sind auch an isolierten Meerschweinchen-lleum-Streifen beobachtet worden (17;35).

Tachykinine, wie z. B. Neurokinin A und Substanz P, spielen ebenfalls eine wichtige
Rolle bei der Regulation intestinaler Funktionen und sind am Auftreten der
slangsamen® Komponente elektrisch stimulierter Muskelstreifen beteiligt. Eine
Beeinflussung dieses zweiten Anteils der Kontraktionsantwort durch die getesteten

Cannabinoide wurde gezeigt. Eine Beeinflussung dieser Komponente durch
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WIN 55,212-2 (Reduktion der Kontraktionsantwort) und SR 141716A (Anstieg der
Kontraktionsantwort) ist bisher an der Zirkularmuskulatur des Meerschweinchens

gezeigt worden (48).

Die isolierten Dinndarmstreifen wurden, wie in Punkt 3 ,Material und Methoden*
beschrieben, samt Mukosa und Submukosa fur die Versuche verwendet. Welchen
Einfluss diverse detoxifizierende Enzymsysteme dieser Dunndarmschichten auf die
Wirkungsentfaltung der getesteten Cannabinoide ausuben, kann momentan noch
nicht erortert werden. Geplant sind aber Versuchsreihen, in denen longitudinale und

zirkulare Muskelstreifen nach Entfernung dieser Schichten zum Einsatz kommen.

6.3 EFS an der Zirkularmuskulatur von Maus und Ratte

Die Kontraktion der Zirkularmuskulatur wahrend des Ablaufs der Peristaltik nimmt
eine dominierende Stellung ein. Zur weiteren Klarung der Rolle von Cannabinoiden
bei der Regulation der intestinalen Motilitat durch Modulation der Neurotransmission
an den finalen Motoneurone wurde die Zirkularmuskulatur von Maus und Ratte
herangezogen. Ein dosisabhangiger Abfall der Amplituden nach Zugabe von
WIN 55,212-2 konnte bei beiden Tierspezies verzeichnet werden. Die Beweisfuhrung
der CB+-Vermittlung dieser Effekte verlief jedoch ergebnislos, da der CBs-Antagonist
SR 141716A bei alleiniger Zugabe ebenfalls dosisabhangig einen Abfall der
Amplituden im Sinne einer agonistischen Wirkung verursachte. Untersuchungen am
Meerschweinchen zeigten ein kontrares Ansprechen der Zirkularmuskulatur auf
SR 141716A (53). Hier konnte auch WIN 55,212-2, das seine agonistische Wirkung
verdeutlichte, durch SR 141716A in seiner Wirkung blockiert werden (48).

Auch Ajulemic Acid zeigte unterschiedliche Effekte auf die Neurotransmission an der
Zirkularmuskulatur verschiedener Tierspezies. Wahrend bei der Maus eine
dosisabhangige Reduktion der Kontraktionsantworten zu verzeichnen war, konnten
bei der Ratte keine Veranderungen der Amplituden beobachtet werden. Nach dem
Ausbleiben einer Wirkung von Ajulemic Acid wurde folglich auf einen
Blockadeversuch durch SR 141716A verzichtet.
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Die bis hier aufgefuhrten Ergebnisse zur Longitudinal- und Zirkularmuskulatur lassen
erkennen, dass die Dunndarmmotilitdt in vitro durch den CBi-Agonisten
WIN 55,212-2 und den CBi-Antagonisten SR 141716A beeinflussbar ist. Des
Weiteren (bt das Cannabinoid Ajulemic Acid einen agonistischen Effekt auf die
Neurotransmission an der Mausmuskulatur aus. Ungeklart ist jedoch die
Rezeptorzugehorigkeit von Ajulemic Acid, da mit Hilfe von SR 141716A keine
Zuordnung der Wirkung zum CBj-Rezeptor erfolgen konnte. Auch die fehlende
Wirkung von Ajulemic Acid an der Zirkularmuskulatur und der gegenteilige Effekt an
der Longitudinalmuskulatur der Ratte weisen auf eine Wirkungsvermittiung durch
einen anderen Rezeptor als den CBji-Rezeptor hin, da WIN 55,212-2 und
SR 141716A wohl wirken. Mdglich ware auch, dass die Ratte im Vergleich zur Maus
andere Spleillvarianten der CB-Rezeptoren besitzt, die zwar eine Wirkung von
WIN 55,212-2 und SR 141716A zulassen, aber keine Wirkung von Ajulemic Acid.
Wahrscheinlicher ist aber, dass Ajulemic Acid Uber einen Rezeptor wirkt, der der
Ratte fehlen konnte. Welcher Rezeptor das sein kénnte, sollte mit den folgenden

Versuchen geklart werden.

6.4 EFS der Zirkularmuskulatur der Maus und Ajulemic
Acid

Die Versuche mit Ajulemic Acid und Blockern verschiedener Rezeptoren wurden an
der Zirkularmuskulatur der Maus durchgefuhrt. An diesem Gewebe zeigte Ajulemic
Acid in den bisherigen Versuchen seine beste Wirkung. Das Ziel dieser Experimente
war, herauszufinden, Uber welchen Rezeptor das Cannabinoid Ajulemic Acid seine
Effekte vermittelt. Wie gezeigt, konnte es durch den selektiven CBs-Antagonisten
SR 141716A nicht blockiert werden. Dieser Blocker war das Mittel der ersten Wahl,
denn Ajulemic Acid ist eine chemische Modifikation des A°-THC-Abbauproduktes
THC-11-OIC-Acid (79;95). Diese Substanz zeichnet sich durch das Fehlen von
psychotropen Effekten aus, wie es in Versuchen an Menschen nachgewiesen wurde
(8;53). Uberdies zeigte diese Substanz auch keine Verhaltensauffalligkeiten bei
Versuchstieren, wie sie ansonsten typischerweise bei Experimenten mit AS-THC

auftreten (10). Die Modifikation besteht in einer Verlangerung der Seitenkette
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THC-11-0OIC-Acid um 2 C-Atome sowie um eine Dimethylierung des C-Atoms nahe
des aromatischen Ringes (s. Abb. 36, S. 67). Diese Veranderungen sollten zu einer
Verbindung filhren, die 50 - 100fach potenter ist als A°>-THC.

CH-0H
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1=-IIYDROXY - THC

L0 +

OH
Mo difik ationen
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=0

THC=11=-00C ACIT AJULEMIC ACID (CT-3)

Abbildung 36: Abbauweg von A’-THC zu THC-11-OIC-Acid und Struktur von Ajulemic Acid (11).

Die ausgebliebene Blockade durch den CB4-Antagonisten SR 141716A ist auch zum
Teil durch die alleinige Wirkung von SR 141716A zu erklaren. Wie gezeigt, bewirkt
der CBs-Antagonist eine dosisabhangige Reduktion der Amplituden an der
Zirkularmuskulatur der Maus. Eine Wirkungsentfaltung von Ajulemic Acid am
CB+-Rezeptor bleibt aber aufgrund der Ergebnisse an der Longitudinalmuskulatur zu
diskutieren. Dem entgegen stehen die Resultate aus Bindungsstudien an
transfizierten Zellkulturen, die den menschlichen CBi- bzw. CB,-Rezeptor
exprimierten. Ajulemic Acid hat mit hoher Affinitat an den menschlichen CB4- und
CB2-Rezeptor gebunden (29). Neben dem CB4-Antagonisten SR 141716A kam auch
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der CB»-Antagonist AM 630 zum Einsatz, der wegen seiner Lokalisation auf Zellen
des Immunsystems erwartungsgemal keinen blockierenden Effekt auf Ajulemic Acid

ausubte.

Erst kirzlich wurde gezeigt, dass mehrere natlrliche Cannabinoide der
Cannabispflanze  inklusive Cannabidiol (CBD) und A%THC nicht nur
Wechselwirkungen mit Cannabinoid-Rezeptoren aufweisen, sondern auch mit
verschiedenen Unterfamilien, so genannter ,transienter Rezeptorpotentialkanale®
(TRP), wie z. B. dem Vanilloid-Typ-1-TRP (TRPV,) (21). Ein Vertreter der
TRPV-Antagoisten ist Capsazepine, das in den durchgeflihrten Versuchen keinen

antagonisierenden Effekt auf Ajulemic Acid erwirken konnte.

Zum Ausschluss einer moglichen Beteiligung von Opioid-Rezeptoren an der Wirkung
von Ajulemic Acid wurden der ORLi-Rezeptor-Antagonist (Opioid-Like-Rezeptor)
n-phe-Nociceptin und der Opioid-Rezeptor-Antagonist Naloxon (Antagonist an y-, k-,
0-Rezeptoren) als mogliche Blocker herangezogen. Eine Blockade konnte mit diesen
Substanzen nicht erzielt werden. Mit den Sympathikusblockern Phentolamine
(a-Rezeptor-Blocker) und Propranolol (B-Rezeptor-Blocker) konnte ebenfalls keine

Wirkungsblockade von Ajulemic Acid erreicht werden.

Vor kurzem wurden zwei G-Protein-gekoppelte Rezeptoren der Familie der
Cannabinoid-Rezeptoren zugeordnet. Der GPR55- und vermutlich auch der
GPR119-Rezeptor (G-Protein-coupled-Rezeptor). Beide Rezeptoren konnten im
Gl-Trakt der Maus nachgewiesen werden. In Zellkulturen konnte auch gezeigt
werden, dass verschiedene Cannabinoide an den GPR55-Rezeptor binden und
einen intrazellularen Ca™ Anstieg bewirken (7). Der GPR119-Rezeptor entbldRte
sich als mutmalllicher Cannabinoid-Rezeptor durch die Aktivierung durch
Oleoylethanolamid (OEA). OEA st strukturell dem endogenen Cannabinoid
Anandamid ahnlich, bindet aber nicht an CB;-/CB2-Rezeptoren und ist im
wesentlichen an der Regulation von Nahrungsaufnahme und Korpergewicht beteiligt
(7). Fur beide Rezeptoren sind zurzeit noch keine Antagonisten verfigbar. Eine
modgliche Beteiligung dieser Rezeptoren an der Wirkungsentfaltung von Ajulemic Acid

kann mit diesem Versuchsmodell nicht geklart werden.
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6.5 Peristaltischer Reflex

In dem in vitro Modell zum Peristaltischen Reflex wurde der Einfluss von
Cannabinoiden auf die elektrisch ausgeldosten aszendierenden Kontraktionen
untersucht. Ausgewertet wurden die Parameter ,zeitliche Latenz®, ,Amplitudengrofe”
und ,Area under the curve® (AUC) der Kontraktion. Die Latenz wurde als Zeitspanne
zwischen Beginn der Stimulation und Start der Kontraktionsantwort definiert und
reprasentierte das zeitliche Fortschreiten des Peristaltischen Reflexes durch die
daran beteiligten Interneurone. Die Amplitudengréf3e und die AUC — als Ausdruck der
Kraft der Kontraktionsantworten — spiegelte die Beteiligung der bekannterweise
prasynaptisch lokalisierten CB4-Rezeptoren an den finalen Motoneurone wider. Aus
friheren  Experimenten anhand eines ahnlichen Versuchsmodells zum
Peristaltischen Reflex stammt der Nachweis, dass die durch die Elektrische
Feldstimulation ausgeldsten Kontraktionen neuronal und cholinerg vermittelt sind
(102). Nach Zugabe von Tetrodotoxin bzw. Atropin konnten mittels Elektrischer

Stimulation keine Kontraktionen mehr ausgel6st werden.

In den durchgefuhrten Experimenten reduzierte der CBj-Agonist WIN 55,212-2
dosisabhangig die Amplituden und die AUC der elektrisch induzierten Kontraktionen
und flhrte zu einer Verlangerung der Latenz. Der CBi-Antagonist SR 141716A
blockierte alle Effekte von WIN 55,212-2 und fihrte seinerseits neben der
Verkurzung der Latenz zu einer Vergrofierung der Amplituden und der AUC. Diese
Ergebnisse lassen erkennen, dass die Effekte von WIN 55,212-2 Uber den
CB1-Rezeptor vermittelt sind und sowohl die Interneuronen als auch die finalen
Motoneurone durch die genannten Cannabinoide beeinflusst werden. Wie bereits in
den vorher diskutierten Organbaduntersuchungen gesehen, spiegeln sich auch hier
die zu den Cannabis-Agonisten gegenteiligen Effekte von SR 141716A wider,
sichtbar in der groReren Kraftentwicklung nach elektrischer Stimulation.
Untersuchungen von Yuce et al., in denen in einem Zwei-Kammer-Modell die
Wirkung des CBj-Antagonisten AM 251 und des endogenen Cannabis-Agonisten
Anandamid auf die aszendierenden Kontraktionen des Peristaltischen Reflexes am
Dunndarm von Ratten getestet wurden, ergaben ahnliche Resultate (102). Der
CB4-Antagonist AM 251 fuhrte nach Elektrischer Feldstimulation zu vergrélerten
Amplituden und AUCs, wahrend der Agonist Anandamid dosisabhangig gegenteilige

Effekte bewirkte. Eine signifikante Anderung der Latenz konnte hier allerdings nicht
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nachgewiesen werden, was zu den erarbeiteten Ergebnissen im Gegensatz steht
und deren Ursachen in den strukturellen Unterschieden der beiden Antagonisten zu
suchen sind. In einem anderen Modell zum Peristaltischen Reflex, das die
intraluminale Perfusion zur Auslésung von aszendierenden Kontraktionen nutzte,
konnte die eingeschrankte Kontraktilitat nach Zugabe des Agonisten Methanandamid
anhand des Anstiegs des intraluminalen Druckes nachgewiesen werden (39). An
isolierten lleum-Segmenten des Meerschweinchens wurde ein  erhOhter
Entleerungsdruck wahrend der Entleerungsphase des Peristaltischen Reflexes durch
den CB4-Antagonisten SR 141716A und ein erniedrigter Entleerungsdruck durch den
CB4-Agonisten WIN 55,212-2 induziert (51).

Die Ergebnisse der Versuche mit Ajulemic Acid spiegeln eine relativ geringe
Einflussnahme auf den Ablauf des Peristaltischen Reflexes wider. Sie erscheint im
Vergleich zu den Resultaten mit WIN 55,212-2 nicht sehr imposant, da wesentliche
Veranderungen der Latenz, der Amplitude und der AUC erst ab einer hohen
Konzentration von 1 uM auftreten. Bis zu dieser Konzentration sind die
Versuchszahlen statistisch unverandert zur Kontrolle, d. h. die Substanz Ajulemic
Acid Ubt zunachst keine Wirkung aus. Die Kurven beim Blockadeversuch von
Ajulemic Acid durch den CBi-Antagonisten SR 141716A zeigten bis zu der
Konzentration von 1 uM gleichsinnige Veranderungen wie bei alleiniger Zugabe
dieses Antagonisten. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Wirkung von Ajulemic Acid

auf den Peristaltischen Reflex nicht durch den CB-Rezeptor vermittelt wird.

6.6 Dunndarmtransit

Der in vivo Versuch zum Dunndarmtransit der Maus ubertragt die Erkenntnisse der in
vitro Versuche. Das Cannabinoid Ajulemic Acid fuhrte zu einer dosisabhangigen
Reduktion der Dunndarmpassage. Der Blockadeversuch von Ajulemic Acid durch
den CBj-Antagonisten SR 141716A verlief negativ. Wie bereits in den in vitro
Versuchen gezeigt, ist der CB4-Rezeptor nicht an der Wirkungsvermittlung von
Ajulemic Acid beteiligt. Das Modell zum Dunndarmtransit ist das Standardmodell zur
Bestimmung des Dunndarmtransits, wird aber zunehmend zurtckhaltend eingesetzt,

weil sehr viele Versuchstiere bendtigt werden. Dennoch gibt es zahlreiche
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Ergebnisse, die fur dieses Modell belegen, dass Cannabinoide einen hemmenden
Einfluss auf die Motilitat des Dunndarms ausiben. So konnte gezeigt werden, dass
der CB4-Agonist WIN 55,212-2 einen hemmenden Einfluss auf den Dunndarmtransit
ausubt und durch den CBi-Antagonisten SR 141716A blockiert werden konnte.
SR 141716A, alleine appliziert, fuhrte zu einer dosisabhangigen Beschleunigung des
Transits (13;49). Dieser gegenteilige Effekt war auch in den in vitro Versuchen zu
beobachten, beispielsweise sichtbar in den Vergrdlierungen der Amplituden nach
Elektrischer Feldstimulation. Der prokinetische Effekt spricht dafir, dass ein
endogener ,Cannabinoid-Tonus®, der fur gewohnlich die Aktivitat der intestinalen

Propulsion inhibiert, durch CB1- Antagonisten antagonisiert wird.

Fir den Einfluss von Cannabinoiden auf den physiologischen Tonus der
Duanndarmmotilitat sprechen auch Daten aus vergleichenden Versuchen zum
Diinndarmtransit an CB;1**- und CB4"-Mausen. In den CB,"-Mausen zeigte sich ein
signifikant beschleunigter Dunndarmtransit im Vergleich zu den
CB,**-Wildtyp-Mausen (102).

6.7 Kolon-Expulsion

Die Versuche zur Kolon-Expulsion waren als in vivo Modell als Ergdnzung zu den in
vitro Versuchen angedacht. Neben dem Vorkommen von CBj-Rezeptoren im
Dinndarm sind diese auch in hohem Malie im Rektum nachgewiesen worden (12).
Diese Art der Motilitatsversuche ist ebenfalls etabliert und standardisiert
durchfuhrbar. Der CBj-Agonist WIN 55,212-2 zeigte seine Wirkung in der
Verlangerung der Expulsionszeit (49). Der CBj-Antagonist SR 141716A konnte
diesen Effekt vollstandig blockieren und beschleunigte bei alleiniger Gabe die
Passagezeit signifikant. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Resultaten von
Pinto et al., die die gleichen Versuche an einem anderen Stamm von M&usen
durchfuhrte (76).

Auch Ajulemic Acid bewirkte eine dosisabhangige Verzogerung der Expulsion der in
das Rektum eingeflhrten Glaskugel. Entgegen den in vitro Versuchen und den in
vivo Transitversuchen konnte diese Wirkung aber durch den CBj-Antagonisten

SR 141716A aufgehoben werden. Dies belegt, dass die Wirkungen von Ajulemic
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Acid auf die Kolon-Expulsion zumindest teilweise Uber den CB-Rezeptor vermittelt

werden.

ZielfGhrender — nicht zuletzt zur Erklarung der Ergebnisse mit den Substanzen
Ajulemic Acid und SR 141716A - ist die Diskussion Uber die mdglichen
Hauptmechanismen dieses Versuchsmodells. Sowohl die ,mentale Bereitschaft® der
Versuchstiere zur Expulsion der Glaskugel als auch der Einfluss des Schlielimuskels
samt der anteiligen Willkirmotorik mussen bei der Untersuchung der
Entleerungsfunktion des Rektums mit berticksichtigt werden. Sicherlich spielt auch
die Rektumsensitivitat eine Rolle, denn die eingefuhrte Glaskugel stellt einen
adaquaten Reiz dar, so dass die Ergebnisse aus dem komplexeren Expulsionsmodell
nicht direkt mit denen des Peristaltischen Reflexes vergleichbar oder mit
Motilitatseffekten alleine erklarbar sind. In Untersuchungen zur Beteiligung von
Cannabinoid- Rezeptoren an der (Hyper-) Sensitivitat des Rektums von Ratten unter
basalen und artifiziell inflammatorischen Bedingungen konnte der Einfluss von
Cannabinoiden gezeigt werden. Ein in das Rektum eingefuhrter Ballon wurde nach
und nach druckkontrolliert aufgeblasen. Parallel dazu wurde der Druck im Darm
gemessen, der mit zunehmendem Ballondruck nachweislich anstieg. Mittels
Elektroden, die in die schragen Bauchmuskeln der Ratten implantiert wurden, konnte
die elektrische Aktivitat bzw. die Anzahl an Kontraktionen dieser Muskeln bei
unterschiedlichen Ballondriicken gemessen werden. Der CB4-Agonist WIN 55,212-2
und der CB,-Agonist JWH 015 bewirkten im Vergleich zur Kontrolle bei steigenden
Ballondricken nach intraperitonealer Injektion eine signifikante Reduktion der Anzahl
an Muskelkontraktionen sowohl unter basalen Konditionen als auch nach der
Induktion einer Kolitis durch Trinitrobenzensulphonsaure (TNBS). Die Effekte von
WIN 55,212-2 konnten durch den CB4-Antagonisten SR 141716A blockiert werden,
der alleine appliziert zu einer vermehrten Anzahl von Muskelkontraktionen fuhrte.
JWH 015 konnte durch den CBj-Antagonisten SR 144528 antagonisiert werden,
zeigte aber nach alleiniger Injektion keine Wirkung auf die abdominellen
Muskelkontraktionen (81). Der CBj-Rezeptor scheint eine wesentliche Rolle
hinsichtlich der Darmsensitivitat zu spielen und konnte in diesem Zusammenhang

madglicher Wirkort fur Ajulemic Acid sein.

Dieses Versuchsmodell wird keinesfalls eindeutig einer der erwahnten Funktionen

zuzuschreiben sein, aber es ist offenkundig, dass in diesem Modell, das die
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Entleerungsfunktion untersucht, der Motilitatsanteil dem Anschein nach der geringste

ist und die Sensitivitat bzw. die mentale Bereitschaft eher die bedeutenden.
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7 Zusammenfassung

In den durchgeflhrten Versuchen konnte gezeigt werden, dass durch die Modulation
am CBj-Rezeptor die Motilitdt des Dinndarms von Maus und Ratte in vitro und in
vivo beeinflusst werden kann. Der etablierte CBq-Agonist WIN 55,212-2 fuhrte in
Experimenten an isolierten Dinndarm-Muskelstreifen von Maus und Ratte nach
elektrischer Stimulation zu signifikanten Reduktionen der nachweislich neuronal und
cholinerg vermittelten Kontraktionsantworten zirkularer und longitudinaler Muskulatur.
Diese Effekte auf die Neurotransmission konnten durch den
CBs-Antagonisten SR 141716A an der Longitudinalmuskulatur beider Tierspezies
aufgehoben werden und belegten somit den CB+-gekoppelten
Wirkungsmechanismus. SR 141716A entfaltete seine antagonistischen Effekte auch
bei alleiniger Zugabe durch ein Ansteigen der Kontraktionsamplituden an der
Longitudinalmuskulatur von Maus und Ratte und bewirkte an der Zirkularmuskulatur
dosisabhangig einen Abfall der Amplituden im Sinne einer invers agonistischen
Wirkung. Das neue nicht liquorgangige Cannabinoid Ajulemic Acid agierte als
Cannabis-Agonist, konnte aber durch den CBji-Antagonisten SR 141716A nicht
blockiert werden und verdeutlichte nicht zuletzt durch die Ergebnisse an der
Rattenmuskulatur seine bis dato ungeklarte Rezeptorzugehdrigkeit. Auch nach
Anwendung von Antagonisten verschiedener Gruppen, wie den CBy-, TRPV;-, p-,
ORL-, a- und B-Rezeptoren, konnte ein solcher Nachweis nicht erbracht werden.
Zwei Rezeptoren, der GPRS55- und der GPR119-Rezeptor, die seit kurzem der
Familie der Cannabinoid-Rezeptoren zugeschrieben werden, konnten aufgrund der
erzielten Ergebnisse und nach Ausschluss der etablieten CB4- und
CB>-Rezeptoren als Angriffspunkte fur Ajulemic Acid dienen. Dies bleibt aber bis auf

weiteres spekulativ.

Die bei Elektrischer Feldstimulation an der Longitudinalmuskulatur auftretende zweite
bzw. ,langsame® Komponente der Kontraktionsantworten, die tachykinerg vermittelt

wird, wurde durch die Testsubstanzen in analoger Art und Weise verandert.

In einem weiterem Organbadmodell zur Untersuchung des myenterischen Anteils
des Peristaltischen Reflexes stellte sich heraus, dass Cannabinoide nicht nur an
finalen Motoneurone, sondern auch an Interneurone Einfluss auf die

Neurotransmission ausuben. Dabei erwiesen sich WIN 55,212-2 und Ajulemic Acid
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als hemmend und SR 141716A als fordernd auf den Ablauf des Peristaltischen

Reflexes.

Das in vivo Versuchsmodell zum Dunndarmtransit an Mausen Ubertragt die in vitro
gewonnenen Erkenntnisse. Der CB4-Agonist WIN 55,212-2 verzdgerte und der
CBs-Antagonist SR 141716A beschleunigte die Dunndarm-Passage einer oral
zugefuhrten, nicht resorbierbaren Markersubstanz. Ajulemic Acid erwies sich als
propulsionshemmend und konnte durch SR 141716A nicht in seiner Wirkung

antagonisiert werden.

Das abschliel3ende in vivo Modell zur Glaskugel-Expulsion bei Mausen demonstrierte
den Einfluss von Cannabinoiden auf das Kolon. Eine in das Rektum eingefuhrte
Glaskugel wurde von den Versuchstieren nach i. p. Injektion von
WIN 55,212-2 und Ajulemic Acid verzdgert und nach SR 141716A beschleunigt
ausgeschieden. Entgegen den Erwartungen waren nicht nur die Effekte von
WIN 55,212-2, sondern auch die von Ajulemic Acid durch SR 141716A blockierbar.
Das fiilhrte zu weiteren Uberlegungen hinsichtlich der Rezeptorzugehdrigkeit von
Ajulemic Acid bzw. mdglicher Mechanismen, die durch die eingefiihrte Glaskugel in
Gang gesetzt werden. Neben der Motilitat sind auch beispielsweise die
Rektumsensitivitdt und die Bereitschaft zur Darmentleerung wesentliche

Untersuchungsziele dieses Versuchsmodells.

Als Fazit bleibt festzuhalten, dass sowohl agonistische und antagonistische Liganden
am CBj-Rezeptor Moglichkeiten zur Behandlung von Motilitatsstérungen am Dick-
und Dunndarm bieten. Ajulemic Acid kdnnte eine bedeutende Alternative zu den
bekannten Cannabinoiden darstellen, da es CB4-Rezeptor unabhangig die Motilitat
beeinflusst und es sich durch das Fehlen von zentralen Nebenwirkungen
auszeichnet. Ein klinischer Einsatz bei Motilitatserkrankungen lasst sich derzeit nur
vorsichtig avisieren, da klinische Studien zu Ajulemic Acid noch ausstehen. Es

erscheint aber mit Ajulemic Acid erstmals Uberlegenswert.
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(beide alleine und nach Blockadeversuch durch SR 141716A (1 pM)) und
SR 141716A auf die ,schnelle Komponente der longitudinalen Muskulatur der
Maus bei einer Frequenz von 50 Hz. SR 141716A nimmt bei Zugabe in dieser
Konzentration Einfluss auf die Muskelkontraktionen und bewirkt in den
Blockadeversuchen Abweichungen vom 100%-Ausgangswert. Deswegen dienen
die durch die SR 141716A-Zugabe (1 uM) ermittelten Werte in den
Blockadeversuchen als Kontrolle. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent
verglichen mit der Kontrolle + SEM. * = p < 0,05; ** = p < 0,01 im Vergleich zur
Kontrolle; # = p < 0,05 fur WIN 55,212-2 gegen SR 141716A (1 puM) +
WIN 55,212-2 bzw. Ajulemic Acid gegen SR 141716A (1 uM) + Ajulemic Acid;
T O EPPSR 27

Abbildung 15: Die Abbildung zeigt den Einfluss von WIN 5§5,212-2 und Ajulemic Acid
(beide alleine und nach Blockadeversuch durch SR 141716A (1 pM)) und
SR 141716A auf die ,Jangsame” Komponente der longitudinalen Muskulatur der
Maus bei einer Frequenz von 50 Hz. SR 141716A nimmt bei Zugabe in dieser
Konzentration Einfluss auf die Muskelkontraktionen und bewirkt in den
Blockadeversuchen Abweichungen vom 100%-Ausgangswert. Deswegen dienen
die durch die SR 141716A-Zugabe (1 pM) ermittelten Werte in den
Blockadeversuchen als Kontrolle. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent
verglichen mit der Kontrolle + SEM. * = p < 0,05; ** = p < 0,01 im Vergleich zur
Kontrolle; # = p < 0,05 fur WIN 55,212-2 gegen SR 141716A (1 uM) +
WIN 55,212-2 bzw. Ajulemic Acid gegen SR 141716A (1 uM) + Ajulemic Acid;
T TR 28

Abbildung 16: Die Abbildung zeigt den Einfluss von WIN 55,212-2 und Ajulemic Acid
(beide alleine und nach Blockadeversuch durch SR 141716A (1 pM)) und
SR 141716A auf die ,schnelle“ Komponente der zirkularen Muskulatur der Maus
bei einer Frequenz von 10 Hz. SR 141716A nimmt bei Zugabe in dieser
Konzentration Einfluss auf die Muskelkontraktionen und bewirkt in den
Blockadeversuchen Abweichungen vom 100%-Ausgangswert. Deswegen dienen
die durch die SR 141716A-Zugabe (1 uM) ermittelten Werte in den
Blockadeversuchen als Kontrolle. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent
verglichen mit der Kontrolle £ SEM. * = p < 0,05; ** = p < 0,01 im Vergleich zur
(0T 1 1o 1 LT T TR 29
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Abbildung 17: Die Abbildung zeigt den Einfluss von WIN 5§5,212-2 und Ajulemic Acid
(beide alleine und nach Blockadeversuch durch SR 141716A (1 pM)) und
SR 141716A auf die ,schnelle” Komponente der zirkularen Muskulatur der Maus
bei einer Frequenz von 20 Hz. SR 141716A nimmt bei Zugabe in dieser
Konzentration Einfluss auf die Muskelkontraktionen und bewirkt in den
Blockadeversuchen Abweichungen vom 100%-Ausgangswert. Deswegen dienen
die durch die SR 141716A-Zugabe (1 pM) ermittelten Werte in den
Blockadeversuchen als Kontrolle. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent
verglichen mit der Kontrolle + SEM. * = p < 0,05; ** = p < 0,01 im Vergleich zur
KONIOHE; N = B, et e e eeeeees 30

Abbildung 18: Die Abbildung zeigt den Einfluss von WIN 55,212-2 und Ajulemic Acid
(beide alleine und nach Blockadeversuch durch SR 141716A (1 pM)) und
SR 141716A auf die ,schnelle Komponente der longitudinalen Muskulatur der
Ratte bei einer Frequenz von 10 Hz. SR 141716A nimmt bei Zugabe in dieser
Konzentration Einfluss auf die Muskelkontraktionen und bewirkt in den
Blockadeversuchen Abweichungen vom 100%-Ausgangswert. Deswegen dienen
die durch die SR 141716A-Zugabe (1 uM) ermittelten Werte in den
Blockadeversuchen als Kontrolle. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent
verglichen mit der Kontrolle + SEM. * = p < 0,05; ** = p < 0,01 im Vergleich zur
Kontrolle; # = p < 0,05 fur WIN 55,212-2 gegen SR 141716A (1 pM) +
WIN 55,212-2 bzw. Ajulemic Acid gegen SR 141716A (1 uM) + Ajulemic Acid;
T R 31

Abbildung 19: Die Abbildung zeigt den Einfluss von WIN 5§5,212-2 und Ajulemic Acid
(beide alleine und nach Blockadeversuch durch SR 141716A (1 pM)) und
SR 141716A auf die ,schnelle” Komponente der longitudinalen Muskulatur der
Ratte bei einer Frequenz von 20 Hz. SR 141716A nimmt bei Zugabe in dieser
Konzentration Einfluss auf die Muskelkontraktionen und bewirkt in den
Blockadeversuchen Abweichungen vom 100%-Ausgangswert. Deswegen dienen
die durch die SR 141716A-Zugabe (1 pM) ermittelten Werte in den
Blockadeversuchen als Kontrolle. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent
verglichen mit der Kontrolle £ SEM. * = p < 0,05; ** = p < 0,01 im Vergleich zur
Kontrolle; # = p < 0,05 fur WIN 55,212-2 gegen SR 141716A (1 uM) +
WIN 55,212-2 bzw. Ajulemic Acid gegen SR 141716A (1 uM) + Ajulemic Acid;
T TR 32

Abbildung 20: Die Abbildung zeigt den Einfluss von WIN 55,212-2 und Ajulemic Acid
(beide alleine und nach Blockadeversuch durch SR 141716A (1 pM)) und
SR 141716A auf die ,Jangsame” Komponente der longitudinalen Muskulatur der
Ratte bei einer Frequenz von 10 Hz. SR 141716A nimmt bei Zugabe in dieser
Konzentration Einfluss auf die Muskelkontraktionen und bewirkt in den
Blockadeversuchen Abweichungen vom 100%-Ausgangswert. Deswegen dienen
die durch die SR 141716A-Zugabe (1 uM) ermittelten Werte in den
Blockadeversuchen als Kontrolle. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent
verglichen mit der Kontrolle £ SEM. * = p < 0,05; ** = p < 0,01 im Vergleich zur
Kontrolle; # = p < 0,05 fur WIN 55,212-2 gegen SR 141716A (1 pM) +
WIN 55,212-2 bzw. Ajulemic Acid gegen SR 141716A (1 uM) + Ajulemic Acid;
T R 33
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Abbildung 21: Die Abbildung zeigt den Einfluss von WIN 5§5,212-2 und Ajulemic Acid
(beide alleine und nach Blockadeversuch durch SR 141716A (1 pM)) und
SR 141716A auf die ,Jangsame” Komponente der longitudinalen Muskulatur der
Ratte bei einer Frequenz von 20 Hz. SR 141716A nimmt bei Zugabe in dieser
Konzentration Einfluss auf die Muskelkontraktionen und bewirkt in den
Blockadeversuchen Abweichungen vom 100%-Ausgangswert. Deswegen dienen
die durch die SR 141716A-Zugabe (1 pM) ermittelten Werte in den
Blockadeversuchen als Kontrolle. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent
verglichen mit der Kontrolle + SEM. * = p < 0,05; ** = p < 0,01 im Vergleich zur
Kontrolle; # = p < 0,05 fur WIN 55,212-2 gegen SR 141716A (1 uM) +
WIN 55,212-2 bzw. Ajulemic Acid gegen SR 141716A (1 uM) + Ajulemic Acid;
T TR 34

Abbildung 22: Die Abbildung zeigt den Einfluss von WIN 55,212-2 und Ajulemic Acid
(beide alleine und nach Blockadeversuch durch SR 141716A (1 pM)) und
SR 141716A auf die ,schnelle Komponente der zirkularen Muskulatur der Ratte
bei einer Frequenz von 20 Hz. SR 141716A nimmt bei Zugabe in dieser
Konzentration Einfluss auf die Muskelkontraktionen und bewirkt in den
Blockadeversuchen Abweichungen vom 100%-Ausgangswert. Deswegen dienen
die durch die SR 141716A-Zugabe (1 uM) ermittelten Werte in den
Blockadeversuchen als Kontrolle. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent
verglichen mit der Kontrolle + SEM. * = p < 0,05; ** = p < 0,01 im Vergleich zur
(T 1 1o | LT T TR 35

Abbildung 23: Die Abbildung zeigt den Einfluss von WIN 5§5,212-2 und Ajulemic Acid
(beide alleine und nach Blockadeversuch durch SR 141716A (1 pM)) und
SR 141716A auf die ,schnelle® Komponente der zirkularen Muskulatur der Ratte
bei einer Frequenz von 50 Hz. SR 141716A nimmt bei Zugabe in dieser
Konzentration Einfluss auf die Muskelkontraktionen und bewirkt in den
Blockadeversuchen Abweichungen vom 100%-Ausgangswert. Deswegen dienen
die durch die SR 141716A-Zugabe (1 pM) ermittelten Werte in den
Blockadeversuchen als Kontrolle. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent
verglichen mit der Kontrolle £ SEM. * = p < 0,05; ** = p < 0,01 im Vergleich zur
KONrOHE; N = B, et eeeeeees 36

Abbildung 24: Die Abbildung zeigt den Einfluss von Ajulemic Acid alleine und nach
Zugabe folgender Rezeptorblocker (beteiligter Rezeptor und applizierte
Konzentration in Klammern): SR 141716A (CB4, 1 uM), AM 630 (CB,, 1 uM),
Capsazepine (TRPV4, 10 pM), n-Phe-Nociceptin (ORL4, 1 yM), Naloxone (y, K,
0, 1 yM) und Phentolamine (a, 1 uM) + Propranolol (B, 1 uM) auf die ,schnelle®
Komponente der zirkularen Muskulatur der Maus bei einer Frequenz von 10 Hz.
Die einzelnen Rezeptorblocker nehmen bei Zugabe in dieser Konzentration
Einfluss auf die Muskelkontraktionen und bewirken in den Blockadeversuchen
Abweichungen vom 100%-Ausgangswert. Deswegen dienen die durch die
Blocker-Zugabe (1 pM) ermittelten Werte in den Blockadeversuchen als
Kontrolle (in der Abbildung als Ant. = Antagonist bezeichnet). Angegeben sind
die Mittelwerte in Prozent verglichen mit der Kontrolle (Ant.) + SEM. * = p < 0,05;
**=p <0,01im Vergleich zur Kontrolle; n = 8.......cccoooviiiiiiiiiiieeeeee 37
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Abbildung 25: Die Abbildung zeigt den Einfluss von Ajulemic Acid alleine und nach
Zugabe folgender Rezeptorblocker (beteiligter Rezeptor und applizierte
Konzentration in Klammern): SR 141716A (CB4, 1 uM), AM 630 (CB2, 1 uM),
Capsazepine (TRPV4, 10 yM), n-Phe-Nociceptin (ORL4, 1 yM), Naloxone (d, K,
0, 1 yM) und Phentolamine (a, 1 uM) + Propranolol (8, 1 yM) auf die ,schnelle®
Komponente der zirkularen Muskulatur der Maus bei einer Frequenz von 20 Hz.
Die einzelnen Rezeptorblocker nehmen bei Zugabe in dieser Konzentration
Einfluss auf die Muskelkontraktionen und bewirken in den Blockadeversuchen
Abweichungen vom 100%-Ausgangswert. Deswegen dienen die durch die
Blocker-Zugabe (1 pM) ermittelten Werte in den Blockadeversuchen als
Kontrolle (in der Abbildung als Ant. = Antagonist bezeichnet). Angegeben sind
die Mittelwerte in Prozent verglichen mit der Kontrolle (Ant.) + SEM. * = p < 0,05;
**=p <0,01im Vergleich zur Kontrolle; N = 8......ccoooiiiriiii e 38

Abbildung 26: Dargestellt sind reprasentative Aufzeichnungen der aszendierenden
Reflexantworten 2 cm und 4 cm oral der Stimulation unter dem Einfluss von
kumulativ steigenden Konzentrationen von WIN 55,212-2. ...........ccccoiiiiiiiiinei. 39

Abbildung 27: Einfluss von WIN 55,212-2 auf die Latenz der aszendierenden
Kontraktionen 2 cm und 4 cm oral der Stimulation. Es zeigt sich ein signifikanter
Anstieg der Latenzen. Ab einer Konzentration von 10 pM waren keine
Kontraktionen mehr nachweisbar. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent
verglichen mit der Kontrolle £+ SEM. * = p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle;
T TR 40

Abbildung 28: Einfluss von WIN 55,212-2 auf die Amplitude der aszendierenden
Kontraktionen 2 cm und 4 cm oral der Stimulation. Es zeigt sich ein signifikanter
Abfall der Amplituden. Ab einer Konzentration von 10 pM waren keine
Kontraktionen mehr nachweisbar. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent
verglichen mit der Kontrolle + SEM. * = p < 0,05; ** = p < 0,01 im Vergleich zur
(0T 1 1o | LT T TR 41

Abbildung 29: Einfluss von WIN 55,212-2 auf die Flache unter der Kurve (AUC =
Area under the curve) der aszendierenden Kontraktionen 2 cm und 4 cm oral der
Stimulation. Es zeigt sich ein signifikanter Abfall der Flachen unter der Kurve. Ab
einer Konzentration von 10 yM waren keine Kontraktionen mehr nachweisbar.
Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent verglichen mit der Kontrolle + SEM. *
= p < 005 *™ = p < 00 im Vergleich zur Kontrolle;
T R 41

Abbildung 30: Einfluss von Ajulemic Acid auf die Latenz der aszendierenden
Kontraktionen 2 cm und 4 cm oral der Stimulation. Es zeigt sich ein signifikanter
Anstieg der Latenzen. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent verglichen mit
der Kontrolle £ SEM. * = p < 0,05; ** = p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle;
T G R 44

Abbildung 31: Einfluss von Ajulemic Acid auf die Amplitude der aszendierenden
Kontraktionen 2 cm und 4 cm oral der Stimulation. Es zeigt sich ein signifikanter
Abfall der Amplituden. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent verglichen mit
der Kontrolle £+ SEM. ** = p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle;

e PP 45
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Abbildung 32: Einfluss von Ajulemic Acid auf die Flache unter der Kurve (AUC) der
aszendierenden Kontraktionen 2 cm und 4 cm oral der Stimulation. Es zeigt sich
ein signifikanter Abfall der Amplituden. Angegeben sind die Mittelwerte in
Prozent verglichen mit der Kontrolle + SEM. ** = p < 0,01 im Vergleich zur
(0T 1o | L= T T 45

Abbildung 33: Einfluss des Cannabinoids Ajulemic Acid alleine und SR 141716A
(0,62 mg/kg KG) + Ajulemic Acid in aufsteigenden Konzentrationen auf den
Dunndarmtransit der Maus. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent
verglichen mit der Kontrolle + SEM. * = p < 0,05; ** = p < 0,01 im Vergleich zur
(T 1 1o 1 LT T < TR 47

Abbildung 34: Einfluss des CBj-Agonisten WIN 55,212-2, des CBi-Antagonisten
SR 141716A, und SR 141716A (1 mg/kg/KG) + WIN 55,212-2 in aufsteigenden
Konzentrationen auf die Kolon-Expulsionszeit der Maus. Angegeben sind die
Mittelwerte in Minuten verglichen mit der Kontrolle £+ SEM. * = p < 0,05;
** =p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle; # = p < 0,05 far WIN 55,212-2 gegen SR
141716A (1 mg/kg/KG) + WIN 55,212-2; N = 8...ovviiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 49

Abbildung 35: Einfluss des Cannabinoids Ajulemic Acid alleine und SR 141716A
(1 mg/kg/lKG) + Ajulemic Acid in aufsteigenden Konzentrationen auf die
Kolon-Expulsionszeit der Maus. Angegeben sind die Mittelwerte in Minuten
verglichen mit der Kontrolle £ SEM. * = p < 0,05; ** = p < 0,01 im Vergleich zur
Kontrolle; # = p < 0,05 fur Ajulemic Acid gegen SR 141716A (1 mg/kg/KG) +
AJUIEMIC ACIA; N = 0. e 50

Abbildung 36: Abbauweg von A®-THC zu THC-11-OIC-Acid und Struktur von
AJUIEIMIC ACIA . .. 67
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