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Einleitung

1 EINLEITUNG

Hanf, wissenschaftlich besser bekannt unter dem Namen Cannabis, wurde seit
mehreren tausend Jahren als Nutz-, Rausch- und Heilpflanze angewendet. Die
alteste nachgewiesene therapeutische Verschreibung von Cannabis geht auf den
Kaiser Shen-Nung im 28. Jahrhundert vor Christus in China zuruck; unter diesem
wurde er fur die Behandlung von Beriberi, Malaria, Gicht und anderen Erkrankungen
verschrieben. Seither verbreitete sich die Pflanze nahezu weltweit aus, nach Europa
wurde sie vermutlich nach dem Einzug Napoleons in Agypten 500 nach Christus
eingefuhrt.

Durch den Missbrauch der Pflanze als Droge wurde die Verbreitung zunachst durch
das Opiumgesetz von 1929 verboten und schlie3lich durch das 1971 verabschiedete
Betaubungsmittelgesetz weiter verscharft. In den neunziger Jahren wurde die
Legalisierung erneut in der Offentlichkeit diskutiert und endete mit dem vorzeitigen
Hohepunkt des straflosen Besitzes zum Eigenkonsum von geringen Mengen
Cannabis. Diese breite Diskussion wurde nicht zuletzt durch die medizinischen

Wirkungen der Pflanze forciert.

Zu den wichtigsten Inhaltstoffen der Pflanze gehoren die sogenannten Cannabinoide,
die fur die zahlreichen medizinischen Wirkungen der Pflanze verantwortlich sind. Die
Wirkungen werden dabei im Organismus durch spezifische Cannabinoid-Rezeptoren
aber auch durch andere Rezeptoren, wie beispielsweise dem Vanilloid-Rezeptor
entfaltet. Der Nachweis spezifischer Cannabinoid-Rezeptoren legte die Vermutung
nahe, dass korpereigene Liganden existieren, was durch den Nachweis von
Anandamid (abgeleitet vom Sanskritwort Ananda = Gllckseligkeit) 1992 bewiesen
wurde. Neben diesem existieren auch noch weitere kdrpereigene Liganden (Noladin,
2-AG, Virodhamin, u.a.), die zusammenfassend als Endocannabinoide bezeichnet
werden. Dieses korpereigene ,Cannabinoid-System® konnte sowohl in Menschen wie
aber auch in verschiedenen anderen Lebewesen nachgewiesen werden,
insbesondere auch im Verdauungstrakt von Maus und Ratte. Die physiologischen
Wirkungen von exogenen wie auch endogenen Cannabinoide sind aktuell
Gegenstand intensiver Forschung in experimentellen und klinischen Studien. Neben
dem ZNS scheint unter anderen ein weiterer Wirkort dabei der Magen-Darm-Trakt zu
sein, wo die Aktivierung von CB-Rezeptoren im wesentlichen einen hemmenden

Einfluss auf die Motilitat des Darmes und letztendlich der Verdauung zeigt.



Einleitung

Ein einfaches und doch eindrucksvolles Modell, um den Einfluss von Substanzen auf
die Motilitat des Darmes zu untersuchen, ist der peristaltische Reflex, der erstmals
von Bayliss und Starling 1899 beschrieben wurde. Dieser kann sehr gut an isolierten
Dunndarmsegmenten in vitro dargestellt werden. Die Besonderheit des hier
verwendeten Organbades macht es moglich, den peristaltischen Reflex in
funktionelle Bereiche zu unterteilen, so dass die Wirkungen der Cannabinoide
spezifischer beschrieben werden konnten.

Durch die Zucht von CBj-Knockout (CBi-/-) Mausen, die keine CBj-Rezeptoren
besitzen, ist es mdglich, den Einfluss des Endocannabinoidsystems spezifischer zu
untersuchen. Sowohl in vivo Untersuchungen als auch in elektrophysiologischen
Untersuchungen konnte dabei das veranderte Motilitatsmuster der CB; -/- Maus

nachgewiesen werden. Die vorgelegte Doktorarbeit untersucht:

1. den Einfluss des synthetisch hergestellten Endocannabinoids Anandamid und
seines Antagonisten AM251 auf die aszendierende Kontraktion des

peristaltischen Reflexes.

2. den gastrointestinalen Transit einer Testspeise in CB4 -/- Mausen im Vergleich

zu CB1 +/+-Mausen

3. die elektrophysiologischen Aktivitatsmuster der glatten zirkularen Muskelzelle

der CB -/- im Vergleich zu CB +/+-Mausen

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollen der Frage nach der
physiologischen = Bedeutung des  Endocannabinoidsystems  beitragen,

insbesondere ob eine tonische Aktivitat im physiologischen Zustand besteht.
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2 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AUC: Area under the curve

AMT: Anandamid Membran Transporter
CB: Cannabinoid

CED: Chronisch entzundliche Darmerkrankung
DNBS: Di-Nitro-Benzol-Sulfat

EFS: Elektrische Feldstimulation

ENS: Enterisches Nervensystem

FAAH: Fatty acid amide hydrolase

Gl: Gastrointestinal

GM: glatten Muskelzellen

ICC: Interstitielle Zellen nach Cajal
KRP: Krebs Ringer Puffer

LM: Longitudinale Muskulatur

L-NNA: N€ -nitro-L-Arginin

L-NAME: N®-nitro-L-Arginin-Methylester
LPS: Lipopolysaccharid

MP: myenterischer Plexus

MRNA: “messenger’-Ribonukleinsaure
NADPH: Nicotinamid Dinukleotid Phosphat
NO: Stickstoffmonoxid

NOS: Stickstoffmonoxidsynthase

n.s.: nicht signifikant

RMP: Ruhemembranpotential

TTX: Tetrodotoxin

WT: Wildtyp

ZM: Zirkulare Muskulatur
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Peristaltischer Reflex-Diinndarm

3.1.1 Versuchstiere

Zur Versuchsdurchfuhrung wurden mannliche Wistar Ratten von der Firma Charles
GmbH River, Sulzfeld/Deutschland bezogen. Diese wurden bei kunstlichem Tag-
Nacht-Rhythmus artgerecht unter standardisierten Bedingungen gehalten. Am
Vorabend des Versuchstages wurden die Ratten bis zum Versuch bei freiem Zugang
zu Wasser nuchtern gesetzt. Das durchschnittliche Gewicht betrug 300-350g bei

einer Kopf-Steiltlange von 37-43cm.

3.1.2 Versuchsanordnung

Ein doppelwandiges Organbad wurde mit KRP (KRP: NaCl 115.5 mM, MgSO4 1.16
mM, NaH2PO4 1.16 mM, Glucose 11.1 mM, NaHCO3; 21.9 mM, CaCl, 2.5 mM, KCI
4.16 mM) gefullt, das durch Umspulung bei einer konstanten Temperatur von 37°C
gehalten wurde. Durch eine Trennwand, die nach oben gedffnet ist, wird das
Organbad in zwei Kammern geteilt. In die obere Offnung der Trennwand wurde das
Diinndarmstiick von ca. 10 cm Lange, nach Uberstilpen auf eine Drahtstab, gelegt.
Die Offnung Uber dem Darm wurde durch einen Schieber geschlossen, sodass zwei
getrennte Kammern entstanden. Zur weiteren Abdichtung wurde dabei im Bereich
der Trennwand hochviskdse inerte Silikonpaste um den Darm eingebracht, sodass
die Kammern zum einen dicht voneinander getrennt sind, jedoch eine gewisse
Mobilitat des sich kontrahierenden Darmstlckes gewahrleistet ist. Zur Ableitung der
Muskelkontraktionen wurden Klammern der Kraftwandler an den Darm in die
Ableitungskammer gebracht. Die isometrischen Kontraktionen wurden durch den
Kraftwandler in elektrische Signale umgewandelt und nach Verstarkung durch einen
Schreiber aufgezeichnet. Bei den Kraftwandlern wurde eine Vorspannung von 50 mN
gewahlt. In die Stimulationskammer wurde eine Elektrode aus Platin eingeflhrt, Gber
die eine elektrische Feldstimulation (drei Impulse pro Sekunde, eine Millisekunde
Dauer und 40 Volt) ausgeldst wurde. (Abb. 1)
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Abbildung 1: Etwa 10 cm lange Diinndarmsegmente der Ratte wurden in das
doppelwandige Organbad eingespannt und an beiden Enden mittels Faden
fixiert. Nach der Stimulation uber die Platinelektrode (40V, 3Hz, 1ms) konnten
uber den Kraftwandler die aszendierenden Kontraktionen des peristaltischen
Reflexes abgeleitet werden

3.1.3 Versuchsdurchfuhrung

Nach kurzfristiger Begasung der Ratten mit CO, wurden diese durch intraperitoneale
Injektion von Natrium-Pentobarbital (Narcoren®) betaubt. Nach eingetretener
Bewusstlosigkeit wurde durch einen Medianschnitt das Peritoneum erdoffnet. Nach
dem Aufsuchen des Pylorus wurde durch Inzision des Duodenums ein Katheter
eingefuhrt, durch welchen der Dunndarm in-situ mit KRP gereinigt wurde. Der
Darminhalt wurde dann durch Durchtrennung des lleums kurz vor dem Zokum
abgeleitet. Nach grindlicher Reinigung des Dinndarms wurde dieser entnommen
und in KRP eingelegt, die standig mit Carbogen (95% Sauersoff, 5% CO,) begast
wurde.

Nach vorsichtiger Praparation und Abtrennung des Darmgekrdses wurde ein etwa 10
cm langes Darmstiick, nach Uberstilpen auf einen Drahtstab in weiter oben
beschriebenes Organbad eingespannt. Nach einer 20 min Aquilibrierungsphase

wurde das Darmstuck elektrisch stimuliert. Dabei zeigte sich oral eine Kontraktion.

9
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Nach einer weiteren 20 min Aquilibrierungsphase und dem Auftreten von mindestens
drei gleichen Reaktionen wurde der Versuch durch Zugabe von Anandamid und
dessen Antagonisten AM251 in kumulativ ansteigender Konzentration (10°-10° M)
entweder in die orale Ableitungskammer oder Stimulationskammer begonnen. Im

einzelnen wurden dabei folgende Versuche durchgefuhrt:

e Wirkung von Anandamid auf die aszendierende, elektrisch induzierte

Kontraktion bei Applikation in die Stimulationskammer

e Wirkung von AM251 auf die aszendierende, elektrisch induzierte Kontraktion

bei Applikation in die Stimulationskammer

¢ Wirkung von Anandamid auf die aszendierende, elektrisch induzierte

Kontraktion bei Applikation in die Ableitungskammer

e Wirkung von AM251 auf die aszendierende, elektrisch induzierte Kontraktion

bei Applikation in die Ableitungskammer

e Wirkung von Anandamid auf die Latenz der aszendierenden Kontraktion bei

Applikation in die Stimulations- und in die Ableitungskammer

e Wirkung von AM251 auf die Latenz der aszendierenden Kontraktion bei
Applikation Stimulations- und in die Ableitungskammer

Anandamid wurde in isotonischer Kochsalzlésung geldst. Die weitere Verdinnung
erfolgte in isotonischer Kochsalzlésung. Die Auflésung von AM251 erfolgte zunachst
in einem Tropfen Tween 80, anschlieRend in ein ml DMSO 95% und 1 ml
isotonischer Kochsalzlosung. Die weitere Verdunnung wurde in isotonischer
Kochsalzlésung durchgefihrt. Die entsprechende Kontrolle mit den verwendeten
Losungsmitteln erbrachte keine Veranderungen der untersuchten Parameter.

Nach dem Versuch wurde die Dichtigkeit der Kammern durch Zugabe von
Methylenblau zum einen, als auch konsekutiver Entleerung der Kammern und der

Beobachtung einer mdglichen Undichtigkeit im Bereich der Trennwand gewahrleistet.

10
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Versuche, die ein Leck im Bereich der Trennwand aufwiesen, wurden nicht

ausgewertet.

3.1.4 Datenauswertung

Wie bereits erwahnt, wurde durch die elektrische Feldstimulation eine oralwarts
gerichtete Kontraktion ausgeldst. In die Datenauswertung gingen dabei die Hohe und
Flache der Kontraktionen als Messgrofden ein. Die Hohe wurde als gréfiter Abstand
zwischen Basallinie und dem jeweiligen Ausschlag der Reflexantwort abgelesen. Die
Flache wurde mittels eines Digitalisierungsbrettes (Software: Sigma Scan, Jandel
Scientific) als Integral Uber der Zeit berechnet. Zur Berechnung wurden jeweils der
Mittelwert aus drei aufeinanderfolgenden Kontraktionen ermittelt. Als Ausgangswert
diente dabei der Mittelwert der ersten drei gleichmalligen Kontraktionen nach der
Aquilibrierungsphase. Der Wirkung der Substanzen wurde im Verhéltnis zum
Ausgangswert als Prozent berechnet.

Ferner wurde die Latenz zwischen dem Beginn der elektrischer Feldstimulation und

dem Auftreten der oralen Kontraktion abgelesen. Als Referenzwert diente dabei der

entsprechende Mittelwert der ersten drei reprasentativen Reflexantworten. (Abb. 2)

” P
& L

Abbildung 2: Schematische Darstellung der in die Auswertung eingehenden
GroBen: Hohe, Flache (AUC=Area under the curve) und Latenz
(EFS=elektrische Feldstimulation)

3.1.5 Statistische Auswertung

Die Daten wurden als Mittelwert + Standardabweichung (Standard error of the mean
S.E.M.) angegeben. n steht fur die Anzahl unabhangiger Experimente an

unterschiedlichen Organsegmenten. Zum Vergleich der Mittelwerte wurde der

11
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Student-t-Test fur gepaarte Stichproben angewendet. Das Signifikanzniveau wurde

auf p < 0,05 festgelegt.
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3.2 Elektrophysiologische, intrazellulare Ableitung

3.2.1 Versuchstiere

Die Dunndarm-Praparation der Wildtypmause als Referenzgruppe wurde aus
mannlichen C57BL/6 Mausen ebenfalls der Firma Charles River GmbH,
Sulzbach/Deutschland mit einem Kdorpergewicht von 25 g bis 35 g enthommen. Diese
wurden bei kunstlichem Tag-Nacht-Rhythmus artgerecht unter standardisierten
Bedingungen gehalten. Die Tiere wurden, unter CO,- Narkose durch zervikale
Dislokation getotet. Bei allen Versuchen wurde der fur die Experimente notwendige
Duanndarm sofort entnommen, und fur die Praparation in KRP Uberfuhrt.

Die CB1-Rezeptor-Knockout-Mause als Versuchsgruppe entstammen einer Ziichtung
des Max-Planck-Instituts fur Psychiatrie, Munchen (PD Dr. B. Lutz) und wurden der
Arbeitsgruppe im Rahmen einer Kooperation freundlicherweise zur Verfligung

gestellt.

3.2.2 Versuchsdurchfuhrung

Der komplette Dinndarm wurde durch einen medianen Bauchschnitt enthommen
und in ein Praparationsbad Uberfihrt. Alle Praparationsschritte wurden in mit
Carbogen (95% O3, 5% CO3) oxygeniertem 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) durchgeflihrt. Vom ganzen Dinndarm wurde das mesenteriale Fettgewebe
abprapariert und der Darm entlang des mesenterialen Randes scharf gedtffnet und
vom Darminhalt durch wiederholte Spulung gereinigt. Das Gewebe wurde dann unter
einem  Mikroskop weiterprapariert, die Mukosa und Submukosa mit
Prazisionspinzetten von der Tunica muscularis abgetrennt. AnschlieRend wurde ein
etwa 3 mm langes Segment der Tunica muscularis mit dem enthaltenen
myenterischen Plexus parallel zur zirkularen Muskelschicht abgeschnitten und fur

elektrophysiologische Untersuchungen verwendet.

3.2.3 Versuchsaufbau der intrazellularen Ableitung

Kleinste Gewebeschnitte des Dunndarms wurden zur Minimierung der bei 37°C
betrachtlichen Spontanbewegung des Gewebes mit feinen Wolfram Nadeln (15, 25
um Diameter) an dem mit Sylgard ausgegossenen Boden der elektrophysiologischen
Messkammer so fixiert, dass die zirkulare Muskelschicht nach oben zum Liegen kam.

Die Messkammer wurde konstant (5 ml/min”; Kwik Pumpe, World Precision

13
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Instruments) mit auf 37 °C vorgewarmtem und oxygeniertem KRP perfundiert. Nur
nach Gewebefixierung war eine intrazellulare Ableitung von stabilen
Membranpotentialen mdglich, da sonst Bewegungsartefakte zu Impedanzanderung
der Glaskapillare und des Kapillar-Zellkontaktes bis hinzu Kontaktverlusten flhren. In
speziellen  Versuchsgangen  wurde zur  weiteren Herabsetzung  der
Spontanbewegung der L-Typ Calciumkanal- Antagonist Nifedipin zugesetzt (56).
Dieser hemmt Uber die muskularen L-Typ Calciumkanale die elektromechanische
Kopplung, ohne die elektrischen Eigenschaften der neuromuskularen Transmission
wesentlich zu verandern (176). Wahrend das Gewebe nach Ausspannen und
Fixieren aquilibrierte, wurden Uber Mikromanipulatoren feingesteuert Paare von
Mikro-Stimulationselektroden aus Platin (2.5 mm? Stimulationsoberflache), die tber
eine Stimulus-Isolationseinheit (Isolation unit, Grass SIU59, Massachussets, USA)
mit einem Grass S11 Stimulator verbunden waren, senkrecht zur zirkularen
Muskelschicht am Gewebe angebracht. Damit konnten die Neurone bestimmter
Gewebeabschitte durch ein elektrisches Feld ( einzelne Stimuli, 10 Pulse bei 1 oder 5
Hz, 0.3 ms Dauer, 15 V Starke) stimuliert werden. Der gesamte Versuchsaufbau, wie
das Einbringen der Platinelektroden und nach der Aquilibrationsphase (90 bis 120
Minuten) das Einstechen der Glaskapillare, fanden in einem Faradayschen Kafig statt
(s.Abb. 3).

Kapillarglasmikroelektroden (Borosilikat Glas Kapillare, 1.0 mm OD x 0.58 mm ID
Clark Electromedical Instruments) wurden mit einem Mikroelektrodenpuller (Model P-
97, 3 mm Heizfaden; (Sutter Instrument Co, USA) gezogen und mit KCL (3 M)
angeflllt und hatten so eine Resistenz im Bereich von 100-150 MQ. Die elektrische
Aktivitat wurde gegen eine in der Messkammer plazierte Ag-AgCl "Erdungs"
Elektrode registriert und danach mit einem DUO 733 Mikroelektroden-Verstarker
verstarkt (National Instruments, USA).

Das analoge Ausgangssignal vom Verstarker wurde mit Analog-Digital Wandler und
einer Datenakquisitionskarte (SCB 68 interface, National Instruments, USA) in
digitale Signale umgewandelt und digital auf einem PC mittels der Software
LABVIEW, Version 5.0. aufgezeichnet. Die Amplituden (mV) der elektrischen
Ereignisse wurden im Vergleich zum RMP vor der Applikation der elektrischen

Stimuli gemessen.

14
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Abbildung 3: Die Streifen der zirkularen muskuldaren Schicht mit erhaltenem
Plexus myentericus wurden mit diinnen Wolfram Drahten (15, 25 um Diameter)
auf dem mit Sylgard ausgegossenen Boden der elektrophysiologischen
Kammer so fixiert, dass die ZM oben zum Liegen kommt. Die Kammer wurde
mit vorgewarmten und Carbogen-begastem KRP (pH7,4, T=37°C) perfundiert.
Kapillarglasmikroelektroden wurden gezogen, mit KCL (3 M) angefiillt
(Resistenz 100-150 MQ). Die zellulare Antwort wurde durch eine im Organbad
plazierte Ag-AgCl "Erdungs" Elektrode registriert und danach mit einem
Verstarker verstarkt. Das analoge Ausgangssignal des Verstarkers wurde in
eine digitale Form umgewandelt und auf dem PC mittels der Software
LABVIEW Version 5.0 gespeichert.

3.2.4 Datenauswertung

FuUr die Auswertung der elektrischen Aktivitat des Dinndarms wurden Amplitude und
Frequenz als Parameter ausgewahlt. Nach dem Setzen eines stabilen Kontaktes der
angestochenen Zelle mit der Mikroelektrode und einer Aquilibrierungszeit von 60 min
wurden Potentiale abgeleitet und aufgezeichnet. Fir die Auswertung der
elektrophysiologischen Experimente am Dinndarm der Maus wurde die Veranderung
des RMP nach elektrischer Feldstimulation gemessen und die maximale Amplitude
des IJPs ermittelt (205).
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Material und Methoden

EFS0.3ms 15V
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Abbildung 4: Bei der Datenauswertung wurde die Amplitude und Frequenz der
slow waves als auch der |JPs abgelesen
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3.3 Transitversuche

3.3.1 Versuchstiere

Fir diesen Versuchsteil fanden dieselben Tiere Anwendung wie bereits unter 3.2.1

beschrieben.

3.3.2 Versuchsvorbereitung

Die Mause erhielten 0,3 ml eines nicht resorbierbaren Markers (10% Carbo
medicinalis, 5% gum arabic) per os; mittels einer Futterungssonde 20 min nach der
Instillation wurden die Mause nach CO»-Narkose durch zervikale Dislokation getotet.
Sofort danach wurde das Abdomen durch einen Medianschnitt eréffnet und der

Dinndarm der Tiere entnommen.

3.3.3 Statistische Auswertung

Die nach dem Pylorus zuruckgelegte Strecke in Millimeter der Markersubstanz wurde
in Verhaltnis zur Gesamtlange des Dinndarms vom Pylorus bis zum Zdkum gesetzt
und in Prozent angegeben. Die Daten wurden als Mittelwert + Standardabweichung
angefuhrt. n steht fir die Anzahl unabhangiger Experimente an unterschiedlichen
Tieren. Zum Vergleich der Mittelwerte wurde der Student-t-Test fur ungepaarte

Stichproben angewendet. Das Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05 festgelegt.

17
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3.4 Verwendete Substanzen

Anandamid (Biotrend, KdIn, Deutschland)

AM251 (Biotrend, Koln, Deutschland)

Narcoren (Merial, Hallbergmoos, Deutschland)

Nifedipin (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland)

DMSO (Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland)

Tween 80 (Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland)

Carbo medicinalis (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland)

Gum arabicum (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland)

3.5 Verwendete Gerate

Digitalisierungsbrett Pearl Electronics Pad XXL zur Flachenberechnung mit
Sigma Scan als Auswertungsprogramm (Jandel Scientific, Erkrath,
Deutschland)

Kraftwandler: FTO3C Force Transducer (Grass, Quincy, Massachussets,
USA)

Mundgeblasenes Organbad doppelwandig aus Glas (Laborglaswaren Josef
Schmitz, Manchen, Deutschland)

Platinelektroden in Glas (Laborglaswaren Josef Schmitz, Miinchen,
Deutschland)

Schreiber: Sensormedics R611 (Ananheim, Californien, USA)

Stimulator: Grass S11 Stimulator (Grass, Quincy, Massachussets, USA)
Perfusion Pumpe: Kwik Pumpe (World Precision Instruments, USA)
Mikroelektroden Puller Model P-97 (Sutter Instruments, USA)

Stimulus Isolation Unit Grass SIU59 (Grass, Quincy, Mass., USA)
Mikromanipulatoren: Narashigae (World Precision Instruments)

Borosilikat Glas Kapillaren, 1.0 mm OD x 0.58 mm ID (Clark Electromedical
Instruments, USA)

Mikroelektrode Verstarker DUO 733 (National Instruments USA),
Analog-to-digital Wandler, SCB 68 Interface (National Instruments USA)
Registrierungsprogramm LABVIEW 5.0 (National Instruments USA)
Mikroskop Olympus SZ-600 (Olympus, Hamburg, Deutschland)

Mikroskop Axioplan (Karl Zeiss, Jena, Deutschland)

Kaltlichtquelle Olympus (Olympus, Hamburg, Deutschland)
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Ergebnisse

4 ERGEBNISSE

4.1 Peristaltischer Reflex

4.1.1 Wirkung von Anandamid auf die Kontraktionskraft der aszendierenden
exzitatorischen Kontraktion bei Applikation in die Stimulationskammer

NICA NN

10 M1 1050 107 M 10K 1021

Abbildung 5: Dargestellt sind reprasentative Aufzeichnungen der
aszendierenden Reflexantworten unter dem Einfluss von kumulativ steigenden
Konzentrationen von Anandamid
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Abbildung 6: Darstellung des Einflusses von Anandamid in kumulativ
steigenden  Konzentrationen  (10°-10°M) auf den aszendierenden
exzitatorischen Reflex bei Applikation in die Stimulationskammer (n=5). Es
zeigt sich eine leichte Zunahme der Flache der Kontraktionen, jedoch ist diese
nicht statistisch signifikant

In kumulativ steigenden Konzentrationen hat Anandamid bei Applikation in die
Stimulationskammer keinen signifikanten Einfluss auf die Starke der aszendierenden
oralen Kontraktion. Die Tragersubstanz, in dieser Versuchsreihe isotonische
Kochsalzldésung, zeigt keinen Einfluss auf die Kontraktion (Ergebnisse nicht
aufgefuhrt). Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass Anandamid in den gewahlten
Konzentrationen auf die in den peristaltischen Reflex involvierten Interneurone, die
die aszendierende Kontraktion des myenterischen Reflexes vermitteln, keine
Wirkung hat.

Tabelle 1: Einfluss von Anandamid auf die Hohe und Flache der
aszendierenden Kontraktion in kumulativ steigenden Konzentrationen.

Angegeben ist der Mittelwert als prozentualer Anteil zum Nullwert mit
Standardabweichung (S.E.M.)

Konzentration Hohe AUC Signifikanz

10°M 1,6 +1,1 -3,4 + 3,1 ns. |ns.
10°M 32+26 35+3,5 ns. |ns.
10"'M 48+25 1,6+6,5 n.s. n.s.
10°M 7,9+3,1 3,8+59 ns. |ns.
10°M 95+4,5 50+8,7 ns. |ns.
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4.1.2 Wirkung von Anandamid auf die Latenz der oralen Kontraktion bei Applikation
in die Stimulationskammer
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Abbildung 7: Dargestellt ist der Einfluss von Anandamid auf die Latenz der
aszendierenden Kontraktion zwei cm oberhalb des Stimulationsortes. Es zeigt
sich kein signifikanter Einfluss.

Anandamid hat bei Applikation in die Stimulationskammer in kumulativ steigenden
Konzentrationen keinen Einfluss auf die Dauer der Latenz im Vergleich zur
Tragersubstanz isotonische Kochsalzlésung (Daten nicht aufgefuhrt). Somit scheint
es in den gewahlten Konzentrationen keinen Einfluss auf die am peristaltischen
Reflex involvierten Interneurone vom Stimulationsort zum Wirkort in der

Ableitungskammer zu haben.
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Tabelle 2: Einfluss von Anandamid auf die Latenz der aszendierenden
Kontraktion in kumulativ steigenden Konzentrationen. Angegeben ist der
Mittelwert als prozentualer Anteil zum Nullwert mit Standardabweichung
(S.E.M.).

Konzentration Einfluss Anandamid Signifikanz
Latenz

10°M 110,6 +7,0 n.s.

10°M 107,6 +7,5 n.s.

10"M 115,3+ 8,0 n.s.

10°M 116,7+7,8 n.s.

10°M 113,9+ 10,3 n.s.
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4.1.3 Wirkung von AM251 auf die Kontraktionskraft der aszendierenden
exzitatorischen Kontraktion bei Applikation in die Stimulationskammer

AV AV LV

1091 105 1071 10FM 10

Abbildung 8: Dargestellt sind reprasentative Aufzeichnungen der
aszendierenden Reflexantworten unter dem Einfluss von kumulativ steigenden
Konzentrationen von AM251
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Abbildung 9: Darstellung des Einflusses von AM251 in kumulativ steigenden
Konzentrationen (10°-10°M) auf den aszendierenden exzitatorischen Reflex bei
Applikation in die Stimulationskammer (n=4). Es zeigt sich eine leichte
Zunahme der Hohe der Kontraktion, jedoch ist diese nicht statistisch
signifikant
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In  kumulativ steigender Konzentration hat AM251 bei Applikation in die
Stimulationskammer keinen signifikanten Einfluss auf Starke der aszendierenden
oralen Kontraktion. Die Tragersubstanzen, in dieser Versuchsreihe Tween 80, DMSO
und isotonische Kochsalzlosung zeigen keinen Einfluss auf die Kontraktion
(Ergebnisse nicht aufgeflhrt). Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass AM251 in
den gewahlten Konzentrationen auf die in den peristaltischen Reflex involvierten
Interneurone, die die aszendierende Kontraktion des myenterischen Reflexes
vermitteln, keine Wirkung hat.

Tabelle 3: Einfluss von AM251 auf die Hohe und Flache der aszendierenden
Kontraktion in kumulativ steigenden Konzentrationen. Angegeben ist der

Mittelwert als prozentualer Anteil zum Nullwert mit Standardabweichung
(S.E.M.).

Konzentration Hohe AUC Signifikanz
10°M -5,5+6,7 -0,8+8,4 n.s. n.s.
10°M -6,5+5,1 -0,2+5,0 n.s. n.s.
10"M 49+46 25+5,3 n.s. n.s.
10°M -5,0+4,8 -0,2+6,4 n.s. n.s.
10°M 32+46 -3,6 £5,6 n.s. n.s.
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4.1.4 Wirkung von AM251 auf die Latenz der oralen Kontraktion bei Applikation in
die Stimulationskammer
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Abbildung 10: Zeigt den Einfluss von AM251 auf die Latenz der aszendierenden
Kontraktion zwei cm oberhalb des Stimulationsortes. Es zeigt sich kein
signifikanter Einfluss.

AM251 hat bei Applikation in die Stimulationskammer in kumulativ steigender
Konzentration keinen Einfluss auf die Dauer der Latenz im Vergleich zur
Tragersubstanz aus Tween 80, DMSO und isotonischer Kochsalzlésung (Daten nicht
aufgeflhrt). Somit scheint es in den gewahlten Konzentrationen keinen Einfluss auf
die am peristaltischen Reflex involvierten Interneurone vom Stimulationsort zum

Wirkort in der Ableitungskammer zu haben.
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Tabelle 4: Einfluss von AM251 auf Latenz der aszendierenden Kontraktion in
kumulativ steigenden Konzentration. Angegeben ist der Mittelwert als
prozentualer Anteil zum Nullwert mit Standardabweichung (S.E.M.).

Konzentration Einfluss Anandamid Signifikanz
Latenz

10°M 99,3+9,8 n.s.

10°M 107,6 + 5,8 n.s.

10"'M 113,5+4,5 n.s.

10°M 103,7 +5,0 n.s.

10°M 105,8 + 8,2 n.s.
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4.1.5 Wirkung von Anandamid auf die Hohe und Flache der aszendierenden
Kontraktion bei Applikation in die orale Kammer

NLA DA A

W

Abbildung 11: Dargestellt sind reprasentative Aufzeichnungen der
aszendierenden Reflexantworten unter dem Einfluss von kumulativ steigenden
Konzentrationen von Anandamid bei Applikation in die Ableitungskammer
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Abbildung 12: Einfluss von Anandamid in kumulativ steigenden
Konzentrationen (10°-10°M) auf den aszendierenden exzitatorischen Reflex bei
Applikation in die orale Kammer. Es zeigt sich eine Hemmung der
Kontraktionkraft in Hohe und AUC (n=6)
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Bei Zugabe in die Ableitungskammer zeigt Anandamid in kumulativ steigenden
Konzentrationen (10°-10°M) eine Hemmung der aszendierenden exzitatorischen
Kontraktion (n=6). Dies weist darauf hin, dass im Gegensatz zur Applikation in die
Stimulationskammer die Freisetzung von stimulierenden Substanzen, a.e.
Acetylcholin, gehemmt wird. Somit scheinen die CBj-Rezeptoren im Bereich
zwischen finalen Motoneuron und glatter Muskelzelle bzw. finalen Motoneuron und
ICC gelegen zu sein.

Tabelle 5: Einfluss von Anandamid auf die Hohe und Flache der
aszendierenden Kontraktion in kumulativ steigenden Konzentrationen.

Angegeben ist der Mittelwert als prozentualer Anteil zum Nullwert mit
Standardabweichung (S.E.M.)

Konzentration Hohe AUC Signifikanz
10°M -32+26 -2,3+3,7 n.s. n.s.
10°M 42+26 1,0+4,6 n.s. n.s.
10"M -9,6+4,3 -3,8+7,1 ns. |ns.
10°M -13,3+3,5 -13,1+5,8 <0,01 [<0,01
10°M -28,3+4,5 -32,7+7,8 <0,01 |<0,01
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4.1.6 Wirkung von Anandamid auf die Latenz der aszendierenden Kontraktion bei
Applikation in die orale Kammer

Frozent [%a]
120

100 4

80

BO

40 -

20 4

I:I T T T T T
10 10:2 e 108 10%  Konzentration

Abbildung 13: Darstellung der Wirkung von Anandamid auf die Latenz der
aszendierenden Kontraktion in kumulativ steigenden Konzentrationen (10°-10°
M) bei Applikation in die Ableitungskammer (n=6) im Abstand von 2cm von der
Stimulationselektrode

Anandamid hat bei Applikation in die Ableitungskammer in kumulativ steigender
Konzentration keinen Einfluss auf die Dauer der Latenz im Vergleich zur
Tragersubstanz isotonische Kochsalzlésung (Daten nicht aufgefihrt). Somit scheint
es in den gewahlten Konzentrationen keinen Einfluss auf Neurotransmission zu

haben.
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Tabelle 6: Einfluss von Anandamid auf Latenz der aszendierenden Kontraktion
in kumulativ steigenden Konzentrationen. Angegeben ist der Mittelwert als
prozentualer Anteil zum Nullwert mit Standardabweichung (S.E.M.)

Konzentration Einfluss Anandamid Signifikanz
Latenz

10°M 90,6 + 8,2 n.s.

10°M 943+115 n.s.

10"'M 93,1+124 n.s.

10°M 99,2+7,9 n.s.

10°M 94,7 £8,0 n.s.
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4.1.7 Einfluss von AM251 auf die aszendierende Kontraktion bei Applikation in die
Ableitungskammer
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Abbildung 14: Dargestellt sind reprasentative Aufzeichnungen der
aszendierenden Reflexantworten unter dem Einfluss von kumulativ steigenden
Konzentrationen von AM251 bei Applikation in die Ableitungskammer
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Abbildung 15: Einfluss von AM251 in kumulativ steigenden Konzentrationen
(10°-10°) auf die Hohe und AUC der aszendierenden Kontraktion bei
Applikation in die orale Kammer. Es zeigt sich eine starke Zunahme, die nicht
durch Anandamid reversibel ist (n=6).
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Bei Applikation von AM251 in kumulativ steigender Konzentration (10°-10°M) in die
Ableitungskammer zeigt sich eine deutliche Steigerung der aszendierenden
Kontraktion (n=6). Die Wirkung von Anandamid wurde nach einer Einwirkungszeit
von 20 Minuten abgelesen. Der Effekt weist auf eine stimulierende Wirkung von
AM251 auf die Darmmotilitdt hin. Dies koénnte zum einen durch eine invers-
agonistische Wirkung von AM251 erklarbar sein, zum anderen aber auch durch die
Hemmung eines tonisch aktiven Endocannabinoidsystems im lleum, wo es durch die
regelmafige Ausschuittung von Endocannabinoiden zur Hemmung der Darmaktivitat
kommt.

Tabelle 7 : Einfluss von AM251 auf die Hohe und Flache der aszendierenden
Kontraktion in kumulativ steigenden Konzentrationen. Angegeben ist der

Mittelwert als prozentualer Anteil zum Nullwert mit Standardabweichung
(S.E.M.)

Konzentration Hohe AUC Signifikanz
10°M AM251 48+25 35+7,9 n.s. n.s.
10°M AM251 10,5+ 6,5 11,8+9,5 n.s. n.s.
10"M AM251 17,5+ 11,6 23,7 +10,0 ns. |[ns.
10°M AM251 27,5+ 12,6 29,4+ 11,5 n.s n.s
10°M AM251 345+ 11,4 49,9+ 9,4 <0,05 [<0,01
10°M Anand. 42,1+16,5 47,0+6,8 <0,05 [<0,01
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4.1.8 Einfluss von AM251 auf die Latenz der aszendierenden Kontraktion bei
Applikation in die Ableitungskammer
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Abbildung 16: Darstellung der Wirkung von AM251 auf die Latenz der
aszendierenden Kontraktion in kumulativ steigenden Konzentrationen (10°-10"
M) bei Applikation in die Ableitungskammer (n=6) im Abstand von 2 cm von
der Stimulationselektrode

AM251 hat bei Applikation in die Stimulationskammer in kumulativ steigender
Konzentration keinen Einfluss auf die Dauer der Latenz im Vergleich zur
Tragersubstanz isotonische Kochsalzlosung, DMSO und Tween 80 (Daten nicht
aufgefuhrt). Somit scheint es in den gewahlten Konzentrationen keinen Einfluss auf
die am peristaltischen Reflex involvierten Interneurone vom Stimulationsort zum

Wirkort in der Ableitungskammer zu haben.

33



Ergebnisse

Tabelle 8: Einfluss von AM251 auf Latenz der aszendierenden Kontraktion in
kumulativ steigender Konzentration. Angegeben ist der Mittelwert als
prozentualer Anteil zum Nullwert mit Standardabweichung (S.E.M.)

Konzentration Einfluss Anandamid Signifikanz
Latenz
10°M AM251 108,0+ 5,7 n.s.
10°M AM251 109,4 + 6,8 n.s.
10"M AM251 114,44+ 6,5 n.s.
10°M AM251 116,0 £ 9,6 n.s.
10°M AM251 105,3 + 10,1 n.s.
10°M Anandamid 106,2 + 8,5 n.s.
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4.2 Intrazellulare Ableitung der Membranpotentiale der zirkuldren
Dunndarmmuskulatur an Wildtypmaus und CB, -/- Mausen
Wildtypmaus CB, - Maus
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Abbildung 17: A) Darstellung der spontanen Basalaktivitit der glatten
zirkularen Diinndarmmuskelzelle im Ruhezustand und unter dem Einfluss von
10°M Nifedipin zwischen Wildtypmaus links und CB;-/- Maus rechts. B)
Darstellung der spontanen Basalaktivitat der glatten zirkuldren
Diinndarmmuskelzelle im Ruhezustand und unter dem Einfluss von 10°M
Nifedipin zwischen Wildtypmaus links und CB4-/- Maus rechts in einem
kleineren MaRstab C) Darstellung der Ausléosung von IJPs zwischen der glatten
zirkularen Diinndarmmuskelzelle im Ruhezustand und unter dem Einfluss von
10°M Nifedipin zwischen Wildtypmaus links und CB;-/- Maus rechts.

Aufgrund der beschrankten Anzahl von CBs-/- Mausen konnte in dieser
Versuchsreihe nur orientierende Versuche durchgefuhrt werden. Dabei zeigte sich
unter dem Einfluss von 10°M Nifedipinin bei CB;-/- Mausen im Vergleich zur
Wildtypmaus, dal® keine slow waves nachzuweisen sind. Die Basalaktivitat scheint
dabei nicht beeinflusst zu sein. Nach Aquilibrierung des Systems wurde Uber 2

Platinelektroden ein elektrischer Impuls (15V; 0.3 ms Dauer; 5 Hz) an das Gewebe
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abgegeben. Diese elektrischen Impulse fuhren zu einer Stimulation der enterischen
Neurone, in deren Folge es an der Membran als Antwort darauf zu
Junktionspotentialen kommt. Sowohl in CB+-/- als auch in WT Mausen kdonnen dabei
IJPs ausgelost werden. So scheinen die inhibitorischen, neuronal vermittelten
Mechanismen am Dunndarm durch den CBj-Rezeptor nicht, oder allenfalls
geringgradig, moduliert zu werden. Eine Blockade inhibitorischer neuronaler
Mechanismen liegt definitiv nicht vor, modulierende Effekte geringeren Ausmales

kénnen wir aufgrund der derzeit geringen Fallzahl nicht definitiv ausschlief3en.
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4.3 Diinndarmtransit der Maus in vivo
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Abbildung 18: Graphische Darstellung des Dunndarmtransits der Wildtyp-Maus
im Vergleich zur CB1-Knockout-Maus. Der Transit der Markersubstanz ist dabei
in Verhaltnis zur Gesamtlange des Darmes gesetzt worden. Es zeigt sich eine
signifikante Beschleunigung der Diinndarmpassage im Vergleich zur Wildtyp-
Maus (*p<0,05)

Im Vergleich zur Wildtyp-Maus zeigt die CB; -/- einen signifikanten beschleunigten
Dunndarmtransit einer nicht-resorbierbaren Markersubstanz. Dieses Ergebnis weist
darauf hin, dass im Dunndarm der Wildtyp-Maus ein tonisch aktives
Endocannabinoidsystem die Motilitat hemmt. Dieser Effekt wird wohl durch CBj-
Rezeptoren vermittelt, da im Vergleich der Transit der CB4-Knockout-Maus um 33%
beschleunigt ist. Dieses Ergebnis ist Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der
Wirkung von AM251 auf die Motilitat des Dunndarmes der Ratte.
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Tabelle 9: Zusammenfassung der Daten des Transitversuches

Wildtyp-Maus CB, -I-
Versuchsanzahl n 8 8
Gesamtlange Darm in cm 23,013 21,543
Transit in cm (=T) 11,52 15,3+2
Prozent der Darmlange 50% 71%
Prozentuale = Zunahme  des +33%

Transits ((Tcgko/ Twt)x100-100)
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Allgemeine Diskussion

5 ALLGEMEINE DISKUSSION

5.1 Dinndarm

5.1.1 Makroskopischer Aufbau

Der Dunndarm ist Teil des Verdauungssystems des Menschen, der schlauchférmig
vom Pylorus des Magens bis zur Bauhin’schen Klappe als Ubergang zum Kolon
reicht. Er ist beim Menschen etwa vier Meter lang und gliedert sich in den
Zwolfingerdarm (Duodenum), Leerdarm (Jejenum) und Krummdarm (lleum). Jejenum
und lleum sind am Mesenterium, einer Bauchfellduplikatur, aufgehangt, die auch die
versorgenden Nerven und Gefalde enthalt. Das Duodenum liegt retroperitoneal und
ist fixiert; es wird durch den Truncus coeliacus und die A. mesenterica superior
versorgt.

Die Darmwand ist im gesamten Verdauungssystem nahezu identisch aus mehreren
Schichten zusammengesetzt. Lumenseitig ist die Oberflache der Schleimhaut
(Tunica mucosa) durch zahlreiche Zotten und Falten vergréf3ert und dient
hauptsachlich der Resorption von Nahrungsbestandteilen. Dieser liegt die Lamina
muscularis mucosae an, die durch ihre Bewegungen zur Bewegung der Schleimhaut
beitragt und somit die Resorption begunstigt. Die Tunica submucosa ist
hauptsachlich aus BlutgefalRen, Binde- und lympathischem Gewebe aufgebaut.
Dieser liegt die Muskelschicht (Tunica muscularis), die aus zwei Muskelschichten
aufgebaut ist, einer inneren, kraftigen Ringmuskelschicht und einer aulieren
dinneren Langsmuskelschicht, auf. Abgeschlossen wird der Wandaufbau nach
aullen durch die Serosa, die hauptsachlich aus Bindegewebe besteht. Zwischen den
verschiedenen Schichten liegen die Nervenzellen des enterischen Nervensystems,
die in Form von Plexus zusammengefasst werden. Zwischen Ring- und
Langsmuskelschicht liegt dabei der Plexus myentericus (Auerbach), zwischen
Ringmuskelschicht und Tunica submucosa der Plexus submucosus (Meissner). Der

genaue Aufbau und deren Funktion werden in den nachsten Kapiteln dargestellt.

5.1.2 Mikroskopischer Aufbau
5.1.2.1 Glatte Muskulatur

Die Bezeichnung dieses Muskeltypes richtet sich nach der lichtmikroskopischen

Morphologie, der im Gegensatz zur Skelettmuskulatur die Querstreifung fehlt (72).
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Glatte Muskeln sind spindelférmig, besitzen einen zentralstandigen Zellkern und sind
zwischen 50 und 400 uym lang und 2 - 10 ym dick. Sie sind miteinander durch
spezielle Zellkontakte, sog. Desmosomen verbunden und aul’erdem in eine
Bindegewebsmatrix eingebettet, die eine fur die Kontraktion gunstige
Langeneinstellung des Muskels bewirkt. So ist die Anpassung an sehr
unterschiedliche Dehnungszustande, wie z.B. bei der Harnblase mdglich (81).
Prinzipiell kann man die glatte Muskulatur in zwei Haupttypen, den "single unit " -Typ
und den "multi unit" -Typ untergliedern, wobei es jedoch viele Mischformen gibt.

Der "single unit " -Typ, zu dem auch die Darmmuskulatur gehért, ist gekennzeichnet
durch spezielle, niederohmige Zellkontakte: Nexus oder Gap-junctions, Uber die
elektrische Impulse von Zelle zu Zelle weiter geleitet werden, so dass aus den
einzelnen Zellen funktionelle Einheiten entstehen (80;194). Ferner zeichnet sich
dieser Typ durch eine spontane rhythmische Aktivitat aus (ICC-vermittelt), die durch
vegetative Nervenimpulse moduliert wird.

Dem gegenuber steht der sog. "multi unit" -Typ, der sich z. B. im Ziliarmuskel, dem
Samenleiter oder dem Irismuskel findet. Hier besitzen die Muskeln zwar ebenfalls die
bereits erwahnten Gap junctions, jedoch besitzen sie keine Eigenaktivitat, sondern

werden Uberwiegend durch vegetative Neurone erregt bzw. inhibiert.

5.1.2.2 Neuronentypen und Einteilung nach Dogiel

Funktionell kann man die Neurone des enterischen Nervensystem untergliedern in
Motoneurone, sensorische Neurone und Interneurone. Alle Populationen sind im
Plexus myentericus und submucosus vorhanden.

Die enterischen Neurone werden nach der Klassifikation von Dogiel eingeteilt (67).

So werden morphologisch drei unterschiedliche Typen (s. Abb. 19) unterschieden.
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Morphologie nach Dogiel

Dagial |

Slum

Abbildung 19: Neurone des enteralen Nervensystems. Einteilung nach Dogiel
in Typ | bis lll. Alle Populationen sind im Plexus myentericus und submucosus
vorhanden (67).

Dogiel Typ | Neurone sind uniaxonale Neurone mit einer Vielzahl kleiner Dendriten,
die vom Zellkorper ausgehen. Zu ihnen rechnet man vor allem diejenigen Neurone,
die zur Muskulatur ziehen. Man bezeichnet sie auch als S-Neurone, da sie ein
schnelles exzitatorisches Potential aufweisen. Sie kdnnen je nach freigesetztem
Transmitter sowohl eine exzitatorische, wie auch eine inhibitorische Wirkung
entfalten und reprasentieren Motoneurone.

Dogiel Typ Il Neurone besitzen eine glattere Oberflache mit langen und kurzen
Dendriten und einem Axon. In dieser Gruppe findet man sensorische Neurone, die
aufgrund einer ausgepragten Nachhyperpolarisation elektrophysiologisch auch als
AH- Neurone (AH=After hyperpolarization) beschrieben werden.

Im Vergleich zu Dogiel Typ Il Neuronen besitzt der Dogiel Typ lll mehrere kurze
Dendriten am Zellkoérper. Eine weiterfUhrende Differenzierung der Neurone nach
morphologischen Gesichtspunkten ist durch Stach beschrieben worden (185), deren

funktionelle Konsequenz jedoch derzeit noch unklar ist.
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5.1.2.3 Elektrisches Verhalten des Plexus myentericus

Nach ihren elektrophysiologischen Eigenschaften lassen sich die Neurone in den
meisten Abschnitten des enteralen Nervensystems mit Ausnahme des Magens in
zwei Gruppen einteilen:

1. AH- (oder Typ-2) Neurone, die ein gegenlber dem Neurotoxin Tetrodotoxin (TTX)-
resistentes  Aktionspotential und eine langdauernde Nachhyperpolarisation
aufweisen. Das Aktionspotential wird bei diesen Zellen durch einen Einstrom von

Ca?* -lonen getragen.

2. S- (oder Typ-1) Neurone, die TTX-sensitive Aktionspotentiale Uber einen Einstrom

von Na * -lonen generieren (siehe Abb. 20).

Elektrisches Verhalten enterischer Nervenzellen

[T
| L . L

S-MNeuron Typ/1 AH-Neuron Typ/2

Abbildung 20: Elektrisches Verhalten enteraler Nervenzellen. Differenzierung
der Neurone in ein (A) S / Typ 1 Neuron, das nach Depolarisation repetitiv
Aktionspotentiale feuern kann, und (B) AH/Typ 2 Neuron, das nach einem
Aktionspotential eine lange Nachhyperpolarisation zeigt (210)

5.2 “Interstitial cells of Cajal”

Bereits Ende des 19. Jahrhunderts beobachtete Cajal im GI Trakt fusiforme und
sternformige Zellen, die einen prominenten Nukleus und varikdse Auslaufer
aufwiesen, zwischen Nervenendigungen und Effektorzellen lagen und eine Art
Netzwerk bildeten. Cajal postulierte, dass diese Zellen eine besondere Art von
Neuronen seien, die eine Rolle bei der Neurotransmission spielen (23). Sie wurden
spater nach ihrem Erstbeschreiber als interstitielle Zellen nach Cajal (ICC)

bezeichnet. Es wurde spater aber von Taxi gezeigt, dass diese Zellen weder
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Neurone noch Schwann- Zellen waren. Dennoch spielen sie durch die enge
Lagebeziehung zu varikdsen Nervenenendigungen eine wichtige Rolle bei der
Neurotransmission (193).

So konnte gezeigt werden, dass die ICC eine spontane Rhythmizitat aufweisen und
fur die Generierung von bestimmten Potentialschwankungen, sogenannten "slow
waves" verantwortlich sind, die aulRerst wichtig flr die gastrointestinale Motilitat sind
(9;52) Diese ,slow waves® werden durch Tetrodotoxin, einem Blocker neuronaler
Ubertragung nicht beeinflusst (50). Auch konnte gezeigt werden, dass die ICC reich
an Mitochondrien sind, was fur eine stoffwechselaktive Rolle bei der
Motilitatsregulation spricht (119).

Als Bindeglied zwischen ICC und Muskulatur wurden Gap junctions zwischen den
beiden Zelltypen entdeckt, die als Ubertragungsweg elektrischer Impulse postuliert
wurden.

Entscheidend fur die enormen Fortschritte in der ICC-Forschung in den letzen zehn
Jahren war die Entdeckung, dass interstitielle Zellen das Proto-Onkogen ,c-Kit*
exprimieren, das fur den Tyrosinkinaserezeptor ,Kit* kodiert (20). Damit war ein
zuverlassiger immunhistochemischer Marker zur weitgehend selektiven Anfarbung
von interstitiellen Zellen und zugleich ein Angriffspunkt fur die Manipulation der ICC-
Funktion gefunden, da die Entwicklung und vor allem die Differenzierung interstitieller
Zellen von der Expression von ,Kit" als Wachstumsfaktor-Rezeptor abhangt.

Der fur cKIT kodierende Genabschnitt, der sog. W-Locus, liegt bei der Maus auf
Chromosom 5. Es gelang, Mause zu zichten, die eine Mutation an dem
entsprechenden Locus aufwiesen, so dass die Tiere Uberlebten, aber kein cKIT mehr
exprimierten. Die hinsichtlich des W Locus heterozygoten Tiere (W/Wv) fallen durch
ein Fehlen bestimmter ICC- Klassen auf. Daraus ergibt sich das Verschwinden
normalerweise vorhandener Slow wave Potentiale, verbunden mit einem abnormen
intestinalen Motilitatsmuster (30).

Dies ist konsistent mit den Untersuchungen, dass das Verschwinden von slow waves
mit Appraparation der ICC enthaltenden Darmschichten, v.a. zwischen Langs- und
Ringmuskulatur sowie durch eine (relativ unspezifische) pharmakologische
Blockierung der ICC durch Methylenblau, erzielt werden kann (191).

Die ICC scheinen also mittels der Generierung von slow wave Potentialen essentiell

fur die Entstehung gastrointestinaler Motilitat zu sein. Mittels Immunreaktivitat gegen
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den cKit Rezeptor konnte die Verteilung der ICC im Gl Trakt genauer spezifiziert

werden.

5.2.1 Morphologie von ICC

Topographisch liegen ICCs innerhalb der Tunica muscularis des Verdauungskanals.
Dort breiten sie sich vom Osophagus bis zum Anus hin aus. Aufgrund von raumlicher
Anordnung und physiologischen Charakteristika lassen sich mehrere Gruppen von
ICCs unterscheiden (175) (Abb. 21).

Abbildung 21: Raumliche Anordnung der ICC

Im Bereich des myenterischen Plexus gelegene ICCs (ICC-MY) umgeben netzartig
die myenterischen Ganglien und sind Uber Gap junctions untereinander und an die
umgebende Schicht glatter Muskelzellen gekoppelt. ICC-MY generieren rhythmische,
lang anhaltende elektrische Wellen, die passiv in die umgebende glatte Muskulatur
fortgeleitet werden. Diese ,pacemaker‘-Funktion fuhrt im Zusammenspiel mit der
umgebenden glatten Muskulatur zur Entstehung von charakteristischer ,slow wave*-
Aktivitat ' (9;90).
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Dem gegenulber stehen interstitiell lokalisierte, intramuskulare Zellen (ICC-IM), die
die Mukelzellschichten durchziehen und dabei ein dichtes intramuskulares Netz
bilden. Ihnen wird eine zentrale Rolle als strukturelles und funktionelles Bindeglied
zwischen ENS (Enterisches Nerven System) und glatter Muskulatur zugeschrieben.
Zwischen Nervenfaserendigungen und Muskelzellen bestehen in  den
Muskelschichten des Verdauungskanals auffallig lose, raumliche Verbindungen mit
neuromuskularen Abstanden von bis zu mehreren 100 nm, was eine direkte
Neurotransmission nur schwer moglich erscheinen lasst. Dagegen sind enge
Kontakte zwischen exzitatorischen wie inhibitorischen Nervenfasern und ICCs
vorhanden. Und es bestehen enge Zellkontakte sowie gap junctions zwischen ICCs
und Muskelzellen (51).

Ferner konnte gezeigt werden, dass ICCs zahlreiche Rezeptoren flr
Neurotransmitter, einschliellich muskarinergen Rezeptoren (203), Somatostatin
(200), VIP (vasoactive intestinal peptide) - und NK; (Neurokinin) -Rezeptoren (70),
exprimieren. Zudem reagieren diese auf extrinsische oder intrinsische nitrerge
Stimulation mit gesteigerter cGMP-Bildung und stellen somit eine Zielstruktur fur
neuronales NO  (Stickstoffmonoxid) dar. In Mausen mit verringerter
Tyrosinkinaseaktivitat (natlrliche Mutante mit Blockierung des ,Kit“-abhangigen
Pathways), die keine ICC-IM u.a. im Bereich des Magens enthalten, wurde eine
deutliche Verringerung inhibitorischer postsynaptischer Potentiale nach elektrischer
Stimulation und eine deutliche Abschwachung der durch exogenes NO
hervorgerufenen Hyperpolarisation glatter Muskulatur gemessen (65). Dies weist auf
eine zentrale Rolle interstitieller Zellen in der inhibitorischen Neurotransmission hin.
Auch exzitatorische, ChAT (Cholinazetyltransferase) - oder SP (Substanz P) -positive
Nervenfasern stehen in engem, synapsenahnlichem Kontakt zu intramuskularen
interstitiellen Zellen (195;202). Trotz unveranderter Nervenfaserdichte waren in den
Tyrosinkinasemutanten durch cholinerge Stimulation kaum mehr exzitatorische
postsynaptische Potentiale nachweisbar (204), so dass auch in der exzitatorischen
neuromuskularen SignalUbertragung ICC-IM eine entscheidende Rolle einzunehmen
scheinen.

Eine dritte Gruppe interstitieller Zellen findet sich innerhalb des ,deep muscular
plexus“ des Dunndarms und wird daher als ICC-DMP bezeichnet. Funktionell

entsprechen diese ICCs weitgehend dem intramuskularen Typ (ICC-IM).
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In Zusammenschau deuten die derzeit vorliegenden Ergebnisse auf eine zentrale
Rolle interstitieller Zellen in der Generierung und Modulation gastrointestinaler
Neurotransmissions- und Motilitatsvorgéange hin. Uber eine evt. pathophysiologische
Bedeutung interstitieller ~ Zellen bei der Entstehung  verschiedenster

Motilitatsstorungen kann bislang nur spekuliert werden.

5.3 Neuromuskulare Interaktion im Gastrointestinaltrakt

Alle Funktionen des Gastrointestinaltrakts unterliegen komplexen
Kontrollmechanismen, die Uuber ein eigenstandiges, in der Wand des
Gastrointestinaltrakts lokalisiertes Nervensystem, das enterische Nervensystem
(ENS), reguliert werden (209). Die Existenz dieses Nervensystems ist seit weit Uber
hundert Jahren bekannt. Die ersten Untersuchungen beschrankten sich damals auf
die anatomisch-morphologischen Eigenschaften. Von Meissner und Auerbach
wurden 1857 bzw. 1862 (6) zwei in der Darmwand lokalisierte Nervengeflechte
beschrieben; der zwischen Zirkularmuskulatur und Mukosa liegende submukose
Plexus, welcher vor allem die Mukosafunktionen koordiniert, und der zwischen
Zirkular- und Langsmuskulatur gelegene myenterische Plexus, der flir die
Muskelfunktionen verantwortlich ist (Abb. 22).

Plexus myentericus (Auerbach)

___ Zirkularmuskulatur
Plexus submucosus

/Tf:‘i. (Meissner) .
A / !p o N

/ f_H
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Abbildung 22: Enterales Nervensystem. Der Plexus myentericus befindet sich
zwischen der Langs- und Zirkularmuskulatur des Magen-Darm-Trakts. Der
Plexus submucosus ist zwischen Zirkulamuskulatur und Mucosa lokalisiert
(79)

Beide Plexus bestehen aus Nervenzellen, die in Ganglien variabler Grof3e organisiert
sind. Ein dichtes Netzwerk von Faserstrangen verbindet die enterischen
Nervenzellen untereinander und mit den Effektororganen bzw. mit anderen Teilen
des autonomen Nervensystems. Bis zur Jahrhundertwende wurde das ENS als ein
diffuses parasympathisches Ganglion angesehen, in dem direkte synaptische
Verbindungen zwischen praganglionaren extrinsischen Nervenfasern und
postganglionaren Motoneuronen die Basis fur die Kontrolle gastrointestinaler
Funktionen darstellten. Der eigentliche Begriff enterisches Nervensystem wurde erst
von Langley 1921 eingeflhrt, um dieses in der Darmwand lokalisierte neuronale
Netzwerk vom sympathischen und parasympathischen Nervensystem abzugrenzen.
Langley verwendete diesen Begriff, da er Uberzeugt war, dass enterische Ganglien
einzigartige und besondere funktionelle Charakteristika aufweisen, die sie von
anderen autonomen Ganglien aulerhalb des Gastrointestinaltrakts unterscheiden.
Heute ist die Unterteilung des autonomen Nervensystems in drei unabhangige
Teilsysteme, das sympathische, das parasympathische und enterische
Nervensystem etabliert. Langley's konzeptioneller Ansatz basierte auf zwei
Beobachtungen. Zum einen war ihm schon damals bekannt, dass die Anzahl
enterischer Nervenzellen die Zahl der den Darm versorgenden extrinsischen
sympathischen und parasympathischen Nervenfasern bei weitem Ubersteigt. Einigen
tausend extrinsischen Nervenfasern stehen mehrere 100 Millionen enterische
Nervenzellen gegenuber. Das enterische Nervensystem ist damit die grofite
Ansammlung von Nerven aullerhalb des Gehirns und besitzt sogar mehr
Nervenzellen als das Ruckenmark.

Zum anderen begrundete Langley die Eigenstandigkeit des ENS mit der
Beobachtung, dass selbst in einem isolieten Dinndarmsegment in vitro die
gerichtete Propulsion eines intraluminalen Bolus zu beobachten war (124). Diese
intestinale Propulsion wird verursacht durch eine Muskelkontraktion oral und eine
Muskelrelaxation anal des Stimulus. Dieser Reflex wurde aufgrund seiner
grundlegenden Bedeutung fur den Magen-Darmtrakt 1899 schon von Bayliss und
Starling als "law of the intestine” bezeichnet (10). Der peristaltische Reflex kann

sowohl durch mechanische Stimulierung der Muskulatur oder der Mukosa als auch
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durch chemische Stimuli im Darmlumen ausgeldst werden (10). Die funktionelle
Bedeutung des peristaltischen Reflexes liegt in der Gewahrleistung eines anal
gerichteten Transports des Chymus. Die heutigen Konzepte betrachten das ENS als
ein unabhangiges, integratives System, welches strukturell und funktionell
Ahnlichkeiten zum zentralen Nervensystem (ZNS) aufweist (210). So enthalt das
ENS eigene sensorische Neurone, Interneurone und Motoneurone. Sensorische
Neurone kodieren als Chemo- oder Mechanorezeptoren verschiedene Stimuli, die
auf die Magendarmwand einwirken, und leiten die Information innerhalb des ENS
weiter. Interneurone leiten diese Information weiter und regulieren die Erregbarkeit
der Motorneurone, die dann letztendlich die Aktivitat der Muskulatur und der Mukosa
modulieren (210).

Aufgrund seiner Komplexitat und der funktionellen und strukturellen Ahnlichkeit zum
Gehirn wird das ENS auch als "little brain of the gut”, oder als "Darmhirn”, bezeichnet
Das ENS ist durch verschiedene intrinsische Reflexe fahig, die zahlreichen
Funktionen des Magen-Darmtrakts, wie motorische und sekretorische Vorgange,
Durchblutung und Modulation von Immunvorgangen zu steuern (39;40;78;210). Die
Funktion extrinsischer sympathischer oder parasympathischer Nervenfasern besteht
primar darin, enterische Schaltkreise zu modulieren. Dieses Konzept der permissiven
Rolle des extrinsischen Nervensystems ermdglicht dem Sympathikus und
Parasympathikus, die motorische und sekretorische Aktivitat des Magen-Darmtrakts
in beschranktem Umfang zu beeinflussen (97;177) . Erst in den 80er Jahren erfolgte
durch den Einsatz elektrophysiologischer Techniken die neurophysiologische
Charakterisierung des ENS (98;156).

Intrazellulare  Ableitungen von enterischer Nervenzellen ermdglichten die
Charakterisierung ihrer elektrischen und synaptischen Eigenschaften und bestatigten
die Komplexitat der Verschaltungen innerhalb des ENS. Elektrophysiologisch
unterschieden sich mehrere Zellpopulationen. Als besonders bemerkenswerter
Befund zeigte sich, dass das ENS, ahnlich wie das ZNS, Uber das gesamte
Repertoire an hemmenden und aktivierenden synaptischen Mechanismen verfugt,
um interneuronale und neuromuskulare Interaktionen aufrechtzuerhalten. Im Laufe
der letzten Jahre erfolgte durch die Anwendung und Kombination
elektrophysiologischer, neurochemischer und neuropharmakologischer Techniken
die Identifizierung und  funktionelle  Charakterisierung  unterschiedlicher

Nervenpopulationen im ENS. Bis heute sind Uber 20 Neurotransmitter und weitere
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Neuromodulatoren identifiziert, die an der Vermittlung der synaptischen Vorgange im
ENS beteiligt sind (147). Damit besitzt das ENS eine breite Palette von
Neurotransmittern, die einzelne Effektorsysteme, wie die glatte Muskulatur, hemmen
oder aktivieren konnen.

Trotz der enormen Anzahl an Neurotransmittern, die theoretisch mehrere hundert
Kolokalisationsmuster zulassen, existieren im ENS nur ca. 20 Populationen, die sich
durch eine spezifische Kodierung (chemical coding) auszeichnen. Dabei existiert
jedoch eine Variabilitat des Innervationsmusters und des neurochemischen Kodes je
nach Region, was darauf hinweist, dass sich das ENS auf spezifische Funktionen der
verschiedenen Regionen des Magen-Darmtrakts adaptiert hat. Des weiteren
existieren zum Teil erhebliche spezies-spezifische Unterschiede, obwohl die
Funktionen der entsprechenden Regionen des Magen-Darmtrakts vergleichbar sind
(36). Die Kenntnisse Uber die Neurotransmitterkodierung der Nervenzellen basieren
primar auf Untersuchungen am Meerschweinchendarm (39).

Die wichtigsten exzitatorischen Transmitter, die zu einer Aktivierung der glatten
Muskulatur fahren, sind Acetylcholin und die Neurokinine, darunter das Neuropeptid
Substanz P. Die inhibitorischen Transmitter, die zu einer Hemmung der glatten
Muskulatur fuhren, sind Stickstoffmonoxid (NO), Adenosin 5'-Triphosphat (ATP),
Vasoaktives Intestinales Peptid (VIP) und Adenylatzyklase Aktivierendes Polypeptid
(PACAP "Pituitary Adenylat Cyclase Activating Polypeptide”).

Die Voraussetzung einer funktionierenden Motilitat im Magen-Darmtrakt ist ein
optimal abgestimmtes Zusammenspiel von sowohl hemmend als auch erregend
wirkenden nervalen Regulationsmechanismen. Als Hauptkomponente des
erregenden Mechanismus ist Acetylcholin bekannt. Das Acetylcholin wird hierbei
nicht von parasympathischen Nervenfasern, sondern fast ausschliel3lich von
Nervenzellen des ENS ausgeschittet. Der hemmende Mechanismus wird durch
Freisetzung von mehr als einem Neurotransmitter vermittelt (41;48;137).

Die Zirkularmuskulatur wird bei allen bisher untersuchten Spezies sowohl von
erregenden als auch von hemmenden Motorneuronen innerviert. Die Innervation der
Langsmuskulatur erfolgt, zumindest im Dunndarm kleiner Labortiere, primar durch
erregende cholinerge Motorneurone des ENS *(17;31). Die Langsmuskulatur enthalt
bei diesen Spezies keine direkte, hemmende Innervation, sondern relaxiert passiv als

Folge einer Kontraktion der Zirkularmuskulatur. Im Gegensatz dazu gibt es Hinweise,
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dass die Langsmuskulatur im Kolon dieser Tiere durch hemmende Motorneurone des
ENS reguliert wird und damit auch aktiv relaxieren kann (183;184;187).

Die funktionelle Bedeutung und die Wirkungsweise der Neurotransmitter kann an
isolierten Magen- bzw. Darmpraparaten untersucht werden. In isolierten
Darmpraparaten kdnnen enterische Nerven selektiv elektrisch gereizt werden, um die
Ausschuttung ihrer Transmitter zu stimulieren. Die elektrische Feldstimulation fihrt in
den meisten Fallen zu einer Mischantwort, die aus hemmenden und erregenden
Komponenten besteht. Obwohl die zeitliche und raumliche Differenzierung durch
diese Art der Stimulation verloren geht, spiegeln die Antworten die Vorgange wider,
die auch bei der Initiierung des peristaltischen Reflexes ablaufen. Die Wirkungen der
verschiedenen Neurotransmitter auf die Aktivitat der glatten Muskulatur kann dann
registriert und neuropharmakologisch analysiert werden. Dabei untersucht man die
Wirkung der Agonisten bzw. verschiedener rezeptorspezifischer Antagonisten auf die
durch elektrische Stimulation induzierte Muskelantworten bzw. deren Wirkung auf die
durch exogene Applikation der Neurotransmitter hervorgerufenen
Motilitatsanderungen. Solche Untersuchungen erlauben die Differenzierung
verschiedener Komponenten, da die durch elektrische Stimulation induzierte Antwort

immer auf der Ausschittung eines Transmittercocktails basiert.

5.4 Motilitat des Magen-Darm-Traktes

Elektrische oder mechanische Stimulation des Dinndarms flhrt zur Auslésung des
peristaltischen Reflexes in Form einer aszendierenden Kontraktion und einer
deszendierenden Relaxation gefolgt von einer Kontraktion. Die aszendierende
Kontraktion wird vermutlich durch die Aktivierung von cholinergen Neuronen, jedoch
auch durch serotinerge Neurone gesteuert (61). Die deszendierende Relaxation wird

durch nicht-adrenerge, nicht-cholinerge (NANC) Neurone vermittelt (42).

5.5 Der myenterische Reflex

Der myenterische Reflex fuhrt bei einem entsprechenden Reiz, wie z.B. Dehnung der
Darmwand durch einen Nahrungsbolus oder mechanische oder chemische Reizung
der Mukosa, zu Kontraktionen und Relaxationen sowohl der longitudinalen als auch
der zirkularen Muskulatur des Darmes und somit zum Weitertransport des
Nahrunbsbreis (Propulsion). Wahrend die Pendelbewegungen der longitudinalen

Muskulatur nur wenig der Propulsion, sondern eher der suffizienten Durchmischung
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des Darminhaltes dienen, stellt dieser Weitertransport die Hauptaufgabe der
zirkularen Muskulatur dar.

Die Propulsion des Nahrungsbolus wird erreicht durch eine deszendierende aborale
Relaxation und einer darauffolgenden aszendierenden oralen Kontraktion der
zirkularen Muskulatur.

Es existieren mehrere Mechanismen zur Auslosung des Darmreflexes durch
verschiedene initiale Reize. Grundsatzlich kann man zwischen mechanischen und
chemischen Reizen auf die Mukosa und einer Dehnung der Darmwand
unterscheiden. Wahrend eine Vielzahl von Stimuli gefunden werden konnte, bereitet
die Aufklarung, wie die Perzeption stattfindet, immer noch Schwierigkeiten.
Spekulationen reichen von Mechano- und Chemorezeptoren in der Darmwand uber
eine Spreizung von Nervenfasern bis hin zu spezialisierten becherartigen Zellen der
Mukosa. Mechanorezeptoren ahnlich denen, die in der Haut vorkommen, konnten
jedoch nicht gefunden werden. Auch freie Nervenendigungen, die als
Chemorezeptoren fungieren kdnnten, waren bisher nicht nachweisbar.

Am wahrscheinlichsten dienen also spezialisierte becherartige enterchromaffine
Zellen der Mukosa der Perzeption von Reizen an der Schleimhaut. Diese Zellen sind
so gebaut, dass auf einer Seite einige Pili in das Darmlumen ragen. Nach
Abscherung dieser Pili kommt es zu einer Neurotransmitterfreisetzung von 5-
Hydroxytryptamin (5-HT), das ein Neuron erregt. Es handelt sich hierbei um einen
Effekt, der Uber 5-HTp-Rezeptoren vermittelt wird und durch einen entsprechenden
Antagonisten blockiert werden konnte. Als intrinsisches, primar afferentes Neuron fur
die mucosavermittelte chemische und mechanische Reizung konnten AH/Dogiel |l
Neurone gefunden werden. Zusatzlich ist die Reflexauslosung durch eine Dehnung
der Darmwand moglich. Auch hier konnten Dogiel Typ [I-Neurone nachgewiesen
werden, die als intrinsisch primares Neuron auf Dehnung reagieren. Diese
intrinsischen primar afferenten Neurone sind Motoneurone von monosynaptischen
Reflexbahnen oder Interneurone von polysynaptischen Reflexbahnen, die dann

ihrerseits Motoneurone erregen.

5.6 Aszendierender exzitatorischer Reflex
Ein adaquater Stimulus fuhrt vermutlich Gber einen der oben genannten Wege zu
einer Aktivierung eines aszendierenden Neurons. Als Transmitter dieses Neurons

kommen z.B. Substanz P, CGRP (calcitonin gene related peptid) oder Serotonin in
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Frage. Dieses Neuron aktiviert aszendierende cholinerge Interneurone, die wiederum
exzitatorische lange und kurze Motoneurone erregen. Diese ziehen zur zirkularen
Muskulatur und innervieren diese Uber muskarinerg-cholinerge Neurone. Als die
entscheidenden  Neurotransmitter der  exzitatorischen  Motonreurone im
Gastrointestinaltrakt werden Acetylcholin und Tachykinine, wie z.B. Substanz P und

Substanz K, angesehen.

5.7 Cannabinoide

Hanf (Cannabis) ist eine Pflanzengattung aus der Familie der Hanfgewachse.
Manche Autoren gehen von einer einzigen Art Cannabis sativa aus, wahrend andere
die Gattung in drei Arten der C. sativa, indica und ruderalis unterteilen. Als
Medizinalhanf wird hauptséchlich C. sativa angesehen. A®-THC, der psychoaktive
wirksame Bestandteil der Hanfpflanze, ist Uberwiegend in den blihenden Spitzen der
weiblichen Pflanze konzentriert und nimmt bis zu den Samen hin ab. Die Zubereitung
von Pflanzenbestandteilen zum Konsum als Rauschmittel erfolgt auf unterschiedliche
Weise. So wird beispielsweise Marihuana (THC Gehalt =0.5-5%) aus den
getrockneten Bliten und den Blattern hergestellt, wahrend Haschisch (THC
Gehalt=2-20%) aus getrocknetem Harz und gepressten Bllten besteht (2).

Es sind derzeit 426 chemische Inhaltstoffe der Hanfpflanze bekannt, darunter werden
etwa 60 den Cannabinoiden zugerechnet (197). Diesen gemeinsam ist eine
trizyklische Struktur bestehend aus einem Phenolring mit einer Pentylgruppe in
Metastellung, einem zentralen Pyranring und einem einfach ungesattigten
Cyclohexylring (149), diese werden zusammenfassend auch als klassische
Cannabinoide bezeichnet. Herausragende Bedeutung und intensive Erforschung
gelten dabei, Cannabinol, Cannabinodiol, A%-Tetrahydrocannabinol und A°-
Tetrahydrocannabinol, das hauptsachlich fur die psychoaktiven Wirkungen
verantwortlich ist (150). (Abb. 23)
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Abbildung 23: Strukturformeln von ausgewahlten natirlichen Cannabinoiden
(101)

Bereits Anfang des 19. Jahrhunderts wurde versucht, eine chemische Analyse der
Hanfpflanze, die sich jedoch aufgrund des fliichtigen Charakters vieler Inhaltstoffe als
schwierig erwies, durchzufihren. Erst Anfang der 60er gelang mit der
Strukturanalyse von Cannabidiol der Durchbruch. Kurz darauf konnte die Struktur
von A°-Tetrahydrocannabinol aufgeklart werden (153). Der (iberwiegende Teil der
Cannabinoide konnte dann Mitte der 70er Jahre isoliert und dargestellt werden(152).
Nachdem die Strukturen der natirlichen Cannabinoide aufgedeckt waren, dienten
diese als Ausgangsstoffe zur Herstellung synthetischer Analoga und somit als
potentielle Therapeutika (142). Neben diesen klassischen gibt es auch eine Serie
von nicht-klassischen bi-/tri-zyklischen Cannabinoiden, die durch die Firma Pfizer,
USA zur Anwendung als nicht-opiod Analgetika hergestellt wurden. Es kam jedoch
nicht zu einer Markteinfiihrung (113). Uber CP47497 der Ausgangssubstanz dieser
Reihe, wurde dann CP55940 einer der am haufigsten genutzten experimentellen
Substanzen entwickelt (Abb. 24 links). Diese Stoffe waren aufgrund lhrer geringeren
Lipophilitat als auch der starkeren Rezeptoraffinitat ideale Stoffe zur Erforschung des
Cannabinoidsystems und flhrten schliel3lich auch zur Entdeckung des CBs-
Rezeptors. Eine andere Gruppe von CB-Rezeptor-Agonisten, ihrer chemischen
Struktur nach als Aminoalkyindole zusammengefasst, konnte mit WIN 55,212-2 als
Prototyp durch das Sterling Research Institut entdeckt werden (35) (Abb. 24 rechts).

53



Allgemeine Diskussion

SO NP O S

g CP55940 L[Efl m '*J k[ﬂ)'tmafj
fJ

;) ¢

o ET_;HJ
OH R-(+)-WIN55212 “’H’NVIA]L_‘T =0
OH OH CP55244 N
Ijji‘ =0 L-TGE242
I+
CP47497 cl

Abbildung 24: Links dargestellt die Strukturformeln von bi-/trizyklischen
synthetischen nicht-klassischen Cannabinoiden. Rechts die Strukturformeiln
der Aminoalkylinole (101)

Durch diese Stoffe konnte schliel3lich nachgewiesen werden, dass korpereigene
Rezeptoren existieren, die eine hohe Spezifitdt fir Cannabinoide aufweisen, diese
sollen in den folgenden Kapiteln naher erlautert werden. Der Nachweis dieser
Rezeptoren warf naturlich die Fragen nach koérpereigenen Liganden auf, die auch
tatsachlich in den darauf folgenden Jahren entdeckt werden konnten. Diese wurden
zusammenfassend als Endocannabinoide bezeichnet. Ihre Form und der

Metabolismus sollen im nachsten Kapitel erlautert werden.

5.7.1 Endocannabinoide (Eicanoside)

Als Liganden der Cannabinoid-Rezeptoren konnten bisher einige verschiedene
Fettsaurederivate, die als Endocannabinoide bezeichnet werden, nachgewiesen
werden. Anandamid das erste dieser Gruppe wurde 1992 isoliert (60), gefolgt von 2-
Arachidonoylglycerol (2-AG) (151). In den vergangenen zwei Jahren konnten
Noladin, Virodhamin (O-Arachidonoylethanolamin), N-archidonoyldopamin (NADA)

und Docosatetraenylethanolamid (DEA) zu dieser Gruppe erganzt werden (Abb. 25).
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Abbildung 25: Strukturformeln der endogenen Cannabinoide (55)

Diese Stoffe binden zwar an die Cannabinoid-Rezeptoren, jedoch sind lhre genauen
physiologischen Bedeutungen bisher nicht ausreichend geklart (75;201). Die am
besten untersuchten Stoffe sind Anandamid und 2-AG (189). Beide werden durch
den Korper bei Bedarf aus membrangebundenen Vorstufen durch Phospholipase D
und C gebildet und kdnnen Cannabinoid-Rezeptoren stimulieren. Anandamid und
NADA koénnen zusatzlich an den Vanilloid-Rezeptor binden. Der Abbau von
Anandamid und 2-AG scheint mit der Aufnahme in Zellen durch einen selektiven,
sattigbaren, temperaturabhangigen und Na*-unabhangigen Transporter, der als
Anandamid Membran Transporter (AMT) (12;63;76;132) bezeichnet wird, zu
beginnen. Dieser scheint durch NO aktiviert zu werden (131). Diese Eigenschaften

konnten durch Versuche an einer Vielzahl von Zellreihen nachgewiesen werden.
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Tabelle 10: Ubersicht von verschiedenen Zelllinien an denen eine intrazellulire
Aufnahme von Anandamid nachgewiesen werden konnte

Zelllinie Aufnahme Referenz
RBL-2H3 + (14)
U937 Lymphomzellen + (132)
CHP 100 Neuroblastomzellen + (132)
N18TG2 Neuroblastomzellen + (58)
CCF-STTG1 Astrozytomzellen + (11)
Granulare Zellen des Kleinhirns + (95)
Neuronen des Striatum, + (63)
Astrozyten

Kortikale Neurone + (73)

Es scheint, dass dieser Mechanismus auch fur die Aufnahme der bisher entdeckten
weiteren Endocannabinoide verantwortlich ist; dies wurde jedoch bisher noch nicht
eindeutig durch Versuche belegt (75;102;208). Obwohl dieser Transporter noch nicht
geklont werden konnte, gibt es doch Hinweise flr seine Existenz.

So wurden Substanzen entwickelt, die die Aufnahme von Anandamid, jedoch nicht
den enzymatischen Abbau hemmen (73;129;159). FAAH Inhibitoren erhéhen, AMT-
Hemmer senken den Gehalt von Anandamid in Zellen (115). In der Zelle erfolgt die
Inaktivierung durch die Hydrolyse durch FAAH (fatty-acid-amide-hydrolase) fur
Anandamid und 2-AG oder eine Monoacylglyerol Lipase fur 2-AG (59;66). Auch fur
FAAH gibt es eine Reihe von Hemmstoffen unterschiedlicher Selektivitat (59). Es
scheint, da® das kurzlich entdeckte Cannabinoid Noladin hauptsachlich durch
Acylierung abgebaut wird (75). FAAH wird stark in der Leber gebildet und ist am
Abbau von Oleamid involviert, einer endogenen Cannabinoid-verwandten
schlafinduzierenden Substanz. FAAH spaltet Anandamid in Arachidonsaure und
Ethanolamin, die keine Affinitat zu den CB-Rezeptoren haben (59). Durch die
Entdeckung weiterer Hemmstoffe des Cannabinoid-Metabolismus wird sicherlich die

Funktion dieser Stoffe weiter erforscht werden kdnnen (Abb. 26).
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Abbildung 26: Aufgefiihrt sind schematisch die Stoffwechselvorgange des
Endocannabinoid-Metabolismus und Madglichkeiten der pharmakologischen
Beeinflussung.

5.7.2 Cannbinoid-Rezeptor-Antagonisten

Die Antagonisten am CB+- und CB,- Rezeptor werden der chemischen Gruppe der
Diazylpyrazole zugeordnet. Als Hauptvertreter gelten dabei die von Sanofi
hergestellten Antagonisten. Der selektive CBj-Rezeptor Antagonist ist dabei
SR141716A (Rimonabant), wohingegen am CBj-Rezeptor SR144528 wirkt. Diese
Stoffe hemmen die Wirkung von CB4- bzw. CB,- Rezeptoren an den jeweiligen
Rezeptoren (171;172). Es weist aber auch vieles darauf hin, dass diese Antagonisten
nicht ausschliellich rein antagonistische, sondern auch zu den Cannabinoiden
gegensatzliche Wirkungen aufweisen (160). Es sprechen einige
Versuchsergebnisse daflr, dass die Antagonisten an den Rezeptoren selbst als
inverse Agonisten wirken konnten und nicht nur als reine Antagonisten
(16;44;135;172;174;180). Die antagonistische Wirkung scheint dabei die invers-
agonistische Wirkung zu Ubertreffen (85;180), vermutlich durch die hohere Affinitat
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an der Agonisten-Bindungstelle des Rezeptors. Es ist auch moglich, dass die
Cannabinoid-Rezeptoren nicht nur rein inverse agonistische Wirkung haben, sondern
ein tonisch aktives Endocannabinoidsystem, das phyiologischerweise durch die
Ausschuttung von Endocannabinoiden aktiv ist, hemmen. Auch fur diese Vermutung
gibt es experimentelle Hinweise.

Zwei Analoga von SR141716A wurden ebenfalls zur Hemmung von CB-Rezeptoren
genutzt, AM251 und AM281. Beide Substanzen scheinen dabei ebenfalls wie
SR141716A gegensatzliche Wirkung zu den Antagonisten zu entfalten,
(3;37;86;103;106;136;182;207) als auch selbst inverse agonistische Wirkung zu

haben (37:86:106). (Abb. 27)
i e
hf“\j Vs A

H

a o o]
| ] 3 ]
' M N N
. il N-*N
. F
SR1417164 AM251 AMIZR BR144578
Cl Cl o

N
CL-D
HLC0 o

LYEE 35

Abbildung 27: Oben Strukturformeln der Diazylpyrazole mit antagonistischer
Wirkung an den CB-Rezeptoren. Unten eine weitere chemische Substanz mit
antagonistischer Wirkung jedoch nicht zu den Diazylpyrazole gehorend (101).

Erwahnenswert sind noch zwei weitere chemische Substanzen mit antagonistischer
Wirkung an Cannabinoid-Rezeptoren. Zum einen das von der Firma Eli Lilly
hergestellte substituierte Benzofuran LY320135, zum anderen das Aminoalkyindol 6-
lodpravodolin (AM630). LY320135 hat dabei eine hdhere Selektivitat zum CB;s-
Rezeptor, jedoch eine geringere Affinitat als SR141716A. Zusatzlich bindet es an
muskarinerge und 5-HT,-Rezeptoren (74). Ahnlich wie die anderen Antagonisten
weist es die gleichen invers-agonistischen Eigenschaften (32;74) als auch die

gegensatzliche Wirkung zu den Agonisten auf (32;74).
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AM630 ist ein CBy-selektiver inverser Agonist/Antagonist, mit einer geringeren
agonistischen Wirkung als SR144528 (174). Zusatzlich gibt es widersprichliche
Aussagen zum Verhalten am CBi-Rezeptor. Einerseits wird beschrieben, dass es
hier als partieller Agonist wirkt (174), in einer anderen Arbeit wiederum scheint es

auch als niedrig-potenter inverser Agonist am CB-Rezeptor zu wirken (123).

Tabelle 11: Ausgewihlte Ubersicht iiber Cannabinoide und ihre direkten und
indirekten Antagonisten (21;55;101;128;148)

Natiirliche Cannabinoide

As-Tetrahydrocannabinol

A9-Tetrahydrocannabinol

Cannabinol

Cannabidiol

Klassische synthetische Cannabinoid- CB,-selektiv

11-hydroxy-8-THC-dimethylheptyl (HU-210)

HU 211

Desacetyl-L-Natradol

Klassische synthetische Cannabinoide - CB,-selektiv

HU-308

L-759633

JWH-133

L-759656

JWH-139

JWH-051

Nicht-klassischen bi-/-trizyklischen Cannabinoide

CP 55244

CP 55940

CP 47497

Aminoalkylindole

WIN-55,121-2

JWH-015

L-768242

Endogene Cannabinoide (Eicanoside)

Anandamid

2-AG

Virodhamin

Nolandin

N-archidonoyldopamine (NADA)

Docosatetraenylethanolamide (DEA)

Cannabinoid-Rezeptor-Antagonisten (Diazylpyrazole) —141716°
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SR141716A

SR144528

AM251

AM281

Andere chemische Substanzen mit antagonistischer Wirkung an CB-Rezeptoren

LY320135

6-lodpravodolin (AM 630)

Indirekte Antagonisten | (AMT-Hemmer)

AM404

OMDM-1 and OMDM-2

AM1172

Arvanil

Olvanil

Linvanil

VDM11-13

Indirekte Antagonisten (FAAH Hemmer)

PMFS (Phenylmethylsulphonylfluorid)

URB 532

URB 597

BMS 1

5.7.3 Die Cannabinoidrezeptoren

Primar flhrte die Suche nach G-Protein-gekoppelten Rezeptoren als Angriffspunkte
neuer Pharmazeutika zur Entdeckung der Cannabinoidrezeptoren. Erst nach einer
ausfuhrlichen Selektierung einer zerebralen mRNA der Ratte konnte diese als CB1-
Rezeptor Transkript erkannt werden (146). Danach wurden die Rezeptoren des
Menschen als auch der Maus geklont (29;83;84). Ohne zuvor einen sicheren Hinweis
auf einen weiteren Cannabinoid-Rezeptor zu haben, wurde der CB,-Rezeptor 1993
entdeckt (155). Die Strukturahnlichkeit der beiden ist geringer als sonst innerhalb
einer Familie G-Protein gekoppelter Rezeptoren und betragt zwischen den
Transmembrananteilen eins und sieben nur 48%. Beide Rezeptoren gehoéren zur
Rhodopsin Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Diesen gemeinsam sind
sieben helikale hydrophobe Anteile, die die Plasmamembran durchdringen und
jeweils drei intra- und extrazellulare Schleifen bilden. Durch die Bindung des
Liganden an den Rezeptor kommt es zu einer Konformitatsanderung mit Abspaltung

eines aktiven G-Proteins, das zur Aktivierung von Enzymen oder anderen
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lonenkanalen fuhrt (96). Beide Cannabinoidrezeptoren zeigen eine unterschiedliche
Verteilung innerhalb der verschiedenen Spezies.

CB+-Rezeptoren gehdren zu den zahlreichsten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
innerhalb des ZNS. lhre Verteilung wurde von Herkenham et al (93) mit radioaktiv
markierten Liganden im Rattenhirn erforscht. Es zeigte sich eine heterogene
Verteilung mit den hochsten Dichten in den Basalganglien, der Pars reticulata der
Substantia nigra und dem inneren und aulReren Kern des Globus pallidus. Zusatzlich
wurde auch ein Nachweis im Hippocampus, teilweise im Gyrus dentatus wie auch im
Kleinhirn erbracht. Im Gegensatz dazu finden sich sehr wenige Rezeptoren im
Bereich des Stammhirns, was gut mit dem Fehlen von Toxizitat bei hohen Dosen von
Cannabinoiden einhergeht. Eine ahnliche Verteilung fand sich auch im menschlichen
Hirn, allerdings zeigte sich eine zusatzliche Verteilung im Kortex aufgrund der
starkeren Ausgepragtheit dieses Gehirnabschnittes. Diese zeigte sich besonders im
Bereich des limbischen Kortex, mit sehr viel geringeren Mengen im primar sensorisch
wie auch motorischen Bereichen (13;87). Aktuelle immunhistochemische Studien
konnten diese Befunde bestatigen (69). Besonders in Verbindung mit
elektronenmikroskopischen und —physiologischen Untersuchungen konnte dabei
gezeigt werden, dass die CBji-Rezeptoren prasynaptisch auf GABA-haltigen
Interneuronen lokalisiert sind (116;117). In Ubereinstimmung mit den analgetischen
Eigenschaften konnten diese auch auf den sensiblen Bahnen des Ruckenmarks und
des Cortex nachgewiesen werden (161).

Aulerhalb des ZNS fand man den CB1-Rezeptor beim Menschen im Hoden (84), auf
Spermazellen (178), auf Endothelzellen (190), im menschlichen lleum (49),
prasynaptisch auf sympathischen Nervenendigungen (105), sowie in der Harnblase

und im Vas deferens.

Die mRNA der CB,-Rezeptoren wurde hauptsachlich in Zellen bzw. Organen
gefunden, die in der Regulierung des Immunsystems beteiligt sind (101). Auf
organischer Ebene war dies vor allem im Thymus, der Milz und den Tonsillen, auf
zellularer Ebene hauptsachlich B- und T-Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen
und Mastzellen. Dabei scheint die Bindung am CB,-Rezeptor eine immunsuppressive
Wirkung zu entfalten (22). Auch wenn durch die Interaktion an diesem Rezeptor
hauptsachlich eine Immunmodulation stattfindet, so scheint auch hierdurch der

gastroinestinale Transit modifiziert zu werden. Kurzlich konnte in LPS behandelten
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Ratten gezeigt werden, dass der beschleunigte Dinndarmtransit durch Agonisten am

CB2-Rezeptor normalisiert werden konnte (145).

Neben diesen Rezeptoren scheint Anandamid zusatzlich auch am intrazellularen
Vanilloid-Rezeptor TRPV-1 (transient receptor potential channel vanilloid receptor)
zu wirken (213). Bei dem Vanilloidrezeptor TRPV-1 handelt es sich um einen
unspezifischen Kationenkanal der hauptsachlich auf primar afferenten Nervenfasern
nachzuweisen ist. Er wird durch Capsaicin und Resiniferatoxin aktiviert und kann
durch Capsazepine blockiert werden. Er scheint vor allem intrazellular zu liegen. Das
Verhalten von Anandamid an diesem Rezeptor ist wohl von verschiedenen
Umstanden abhangig. In Geweben mit einer hohen Rezeptordichte und wahrend
bestimmter Krankheitsphasen scheint Anandamid als reiner Agonist zu wirken,
ansonsten als partieller Agonist. Dartber hinaus fuhrt Anandamid Uber einen bisher
ungeklarten Mechanismus zu einer Aktivitatsdnderung des Rezeptors. Verschiedene
Mechanismen weisen auf einen Einfluss des TRPV-1 im Magen-Darm-Trakt hin.

Das Toxin von Clostridium difficile fuhrt zu einer Aktivierung der Vanilloid-
Rezeptoren, zusatzlich aber auch zu einer verstarkten Freisetzung von Anandamid,
was auf eine Bedeutung des Endocannabinoidsystems in der Pathologie der
pseudomembrandsen Kolitis hinweist. Bei Imitation einer gramnegativen Sepsis in
Ratten durch die Gabe von LPS (Lipopolysaccharid) wurde die durch Noradrenalin
ausgeloste Kontraktion der Mesenterialarterien durch Capszepine und FAAH
gehemmt. Dies deutet auf einen durch Vanilloidrezeptoren vermittelten Mechanismus
hin (173).

5.7.4 Therapeutische Anwendungsmadglichkeiten

Cannabis und Cannabinoide entfalten im Korper des Menschen zahlreiche
Wirkungen, sodass einige Wissenschaftler bereits von dem ,Aspirin des 21.
Jahrhunderts® sprechen. Vor allem die unterschiedliche und zahlreiche Verbreitung
der Cannabinoidrezeptoren im Korper und die spezifische Wirkung Uber andere
Rezeptoren wie dem Vanilloidrezeptor erklaren die mannigfaltigen Wirkungen der
Cannabinoide und daraus abgeleitet die therapeutischen Madoglichkeiten. Im
folgenden soll ein Uberblick Uber eine Auswahl der therapeutischen Mdglichkeiten

gegeben werden:
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Analgetische und spasmolytische Wirkung:

Cannabinoide hemmen Schmerzen in nahezu allen experimentellen Ansatzen
entweder Uber CB¢- oder CBj,-ahnlichen Mechanismus supraspinal, spinal oder in
peripheren Regionen, abhangig von der Region und den Schmerzbahnen die
untersucht wurden (99;201). Diese Ergebnisse sind vereinbar mit der Verteilung von
hohen Konzentrationen von CB4-Rezeptoren auf primar afferenten Neuronen und
dem Ruckenmark. Wohingegen CB,-ahnliche Rezeptoren mit der Modulation von
sentzundlichen® Schmerzen in Verbindung gesetzt werden (24;101). Cannabis fuhrt
wohl auch zu einer Erleichterung von schmerzhaften Krampfen und Spastik. Dieser
Effekt ist jedoch schwer zu objektivieren. In einer experimentellen Studie der
Multiplen Sklerose zeigten sich Hinweise auf eine tonische Kontrolle der Spastik und
des Tremors durch Cannabinoide (7;8). Dieser Effekt scheint CB-vermittelt zu sein.
Obwohl CBji-Agonismus Spastik verhindern konnte, war die entscheidende
Beobachtung, dass CBi-Rezeptor-Antagonisten eine Spastik vorubergehend
verschlechtern, was auf ein tonisch aktives Endocannabinod-System hinweist. In der
Tat konnte die Hemmung des Abbaus von endogenen Cannabinoiden durch FAAH
Inhibitoren zu einem deutlichen antispastischen Effekt, verglichen mit starken CB;-
Agonisten, fihren.

In wenigen alteren klinischen Studien konnte die analgetische Wirkung von Cannabis
gezeigt werden. In zwei doppelblinden placebo-kontrollierten Studien fuhrte 15 und
20 mg THC im Vergleich zu Placebo bis zu sechs Stunden nach der oralen Gabe in
Patienten mit Tumorscherzen zur Schmerzfreiheit (157;158). Auch in einer Studie mit
postoperativen Schmerzen flhrte intramuskular verabreichtes Levonantradol
intramuskular zu einer signifikanten Besserung der Schmerzen (111). In einer
Ubersicht von Dunn&Davis, zeigte sich dass vier Patienten mit Phantomschmerzen

einer Milderung lhrer Schmerzsymptomatik zeigten (68).

Asthma bronchiale:

Die Verabreichung von Cannabis und THC fuhrt definitv. zu einem
bronchodilatatorischen Effekt der Bronchiolen der Lunge. In einer Studie mit 14
freiwilligen Asthmatikern konnte der bronchodilatierende Effekt von gerauchtem
(medizinisch nur experimentell vertretbar) Cannabis (THC 2%), 15 mg oral
verabreichten THC und Isoprenalin 0.5% gezeigt werden. Es zeigte sich, dass

sowohl gerauchtes als auch oral verabreichtes THC einen signifikante
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Bronchodilatation hervorriefen, die etwa zwei Stunden anhielt. Jedoch ist aufgrund
der nachteiligen Wirkungen anderer Rauchbestandteile auf das Asthma gerauchtes
THC bisher keine therapeutische Option (100;192).

Glaukom:

Zahlreiche Studien haben die Verminderung des intraokularen Druckes durch
gerauchtes, oral und intravends verabreichten THC gezeigt. Es wurden jedoch nur
zwei doppel-blinde kontrollierte Studien in Patienten mit Glaukom durchgefuhrt. In 18
Patienten konnte zwei prozentiges THC den intraokularen Druck deutlich senken.
Doch die beobachteten Nebenwirkungen wie Hypotension und psychotrope Effekte

schranken die Anwendungsmoglichkeiten deutlich ein (154).

Weitere Aussichten

Obwohl die bisherigen klinischen Anwendungsmadglichkeiten von Cannabinoiden
mehr auf das Management von Symptomen ausgerichtet sind, scheint das
Endocannabinoid System verschiedene Mdoglichkeiten der Therapie neurologischer
Erkrankungen zu bieten, insbesondere die verzdgerte Progression von
neurodegenerativen Erkrankungen. Der selektive Untergang von CB4-Rezeptoren im
Striatum ist assoziiert mit dem Beginn von Chorea Huntington, dabei scheint der
Untergang von Cannabinoid regulierten Mechanismen noch vor einem signifikanten
Ausbruch der Erkrankung stattzufinden (125). Die Aktivierung von verbleibenden
Rezeptoren kann die Symptome einer experimentell erzeugten Chorea Huntington
Erkrankung vermindern. Neurodegeneration ist die Ursache vieler Erkrankungen wie
z.B. Chorea Huntington, Multiple Sklerose und dem Apoplex. Neurodegenerative
Prozesse konnten die Ursache fur die Progression von Multipler Sklerose neben
entzindlichen Prozessen sein.

In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Dopamin 2 (D2) Rezeptor
Antagonisten zu einer Heraufregulierung von CB1-Rezeptor-mRNA im Striatum und
einer erhohten Konzentration von Anandamid fuhren (138). Dies deutet auf ein
Einfluss des Endocannabinoidsystems auf das dopaminerge System hin. Eine
Uberaktivitat des dopaminergen Systems wird bei der Schizophrenie vermutet. Und
in der Tat konnten in Patienten in der akuten Phase einer Schizophrenie erhdhte
Anandamid Werte im Blut nachgewiesen werden (54). Auch der Phanotyp der CB;-
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Knockout-Maus zeigt Veranderungen, die den Symptomen der Schizophrenie ahneln
(77).

Dies stellt nur eine kleine Auswahl von therapeutischen Moglichkeiten von Cannabis
und Cannabinoiden aulierhalb des Gastrointestinaltraktes dar. Das therapeutische
Potential auf Motilitatstérungen soll im wesentlichen in der Speziellen Diskussion
aufgefuhrt werden. Eingeschrankt wird die therapeutische Nutzung der Cannabinoide
jedoch durch die unerwinschten Wirkungen die im folgenden Kapitel naher erlautert

werden.

5.7.5 Unerwlnschte Wirkung von Cannabinoiden

Die akute Toxizitdt von Cannabinoiden ist sehr gering und bisher wurden keine
Todesfalle sowohl in therapeutischer als auch alleiniger missbrauchlicher
Anwendung beschrieben. Hingegen zeigen sich einige unerwulnschte
Nebenwirkungen, die sich bei missbrauchlicher Applikation regelmaRig, bei der

therapeutischen Applikation deutlich seltener zeigen:

Sedierung:
Schlafrigkeit, Schwindel, Lethargie 50-100%

Psychiatrische Wirkungen:

Euphorie, Dysphorie, Angstlichkeit, Kontrollverlust, Gedachtnisstérungen, Paranoia,
Todesangst, Halluzinationen, Depression,  veranderte  Zeitwahrnehmung,
Abhangigkeit

Physikalische Symptome:

Xerostomie, Ataxie, Verschommensehen, Inkoordination, Muskelschwéache, Tremor

Aphasie, Herzstolpern, Herzrasen, Hypotension

Psychomotorische und kognitive Wirkungen:

Verminderte Reaktionszeit, Aufmerksamkeitsstorungen, damit in Verbindung mit der
sedierenden Wirkung die Einschrankung der Teilnahme am Stralenverkehr und

Bedienung von Maschinen (122)
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Auch wenn die bisherigen klinischen Anwendungsmdglichkeiten durch die
beschriebenen unerwuinschten Wirkungen eingeschrankt zu sein scheinen und somit
aktuell bisherige Standardmedikamente der beschriebenen Indikationen Uberlegen
sind, kdnnte in Zukunft durch die Herstellung neuer Cannabinoide bzw. Cannabinoid-
Abkémmlinge brauchbare Medikamente entwickelt werden. So wurde vor kurzem die
Entwicklung von einer analgetischen Substanz — Ajulemic Saure — berichtet, die von
einem Hauptmetaboliten des THC abgeleitet wurde. Diese scheint frei von
psychotropen Wirkungen zu sein und auch keine Abhangigkeitssymptomatik zu
zeigen. Sie war im Vergleich zu Placebo in praklinischen Studien analgetisch
wirksam (21).

Ein weiterer Ansatz konnte die Nutzung von indirekten Antagonisten der Cannbinoide
sein,wie z.B. FAAH Inhibitoren. FAAH-Knockout Mause zeigen ein normales
Korpergewicht, normale Verhaltensweisen und Korpertemperaturen. Jedoch konnten
in verschiedenen Gehirnabschnitten dieser Mause eine 10-15-fach erhdhte
Konzentration von Anandamid nachgewiesen werden bei einer verminderten

Schmerzwahrnehmung (47).

5.7.6 CB1-Knockout-Maus

Unabhangig voneinander konnten zwei Labore CBj-Knockout-Mause generieren.
Durch Gentargeting und homologer Rekombination in embryonalen Stammzellen
konnten Mause gezuchtet werden, die keine CB-Rezeptoren bildeten. Diese
zeichneten sich durch einen Phanotyp aus, der gepragt war durch Hyperaktivitat,
spinaler Hypoalgesie und erhdhter Mortalitat (212). In Untersuchungen zur Erfassung
der Gedachtnisleistung zeigte sich ein deutlicher Vorteil zugunsten der Knock-out
Mause. Dies weist darauf hin, dass CB-Rezeptoren eine entscheidende Rolle bei der
Verarbeitung kognitiver Funktion spielen (141;170). Die klassischen Wirkungen und
Nebenwirkungen von exogen zugefuhrten Cannabinoiden, die durch Bindung an den
CB+-Rezeptor ausgelost werden, war bei diesen Mausen nicht mehr nachweisbar.
Jedoch konnten andere Wirkungen gezeigt werden und nicht uber die ,klassischen®
Cannabinoidrezeptoren ausgeldst werden. So wurden exzitatorische postsynaptische
Potentiale sowohl in Wildtyp-Mausen als auch in den Mutanten durch WIN55,212-2,
einem selektiven CB-Agonisten, verandert werden. Dies legt die Vermutung nahe,

dass es weitere Rezeptoren gibt, die spezifisch fur Cannabinoide sind.
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Neben primar unerwlinschten Eigenschaften, wie einer erhdhten, Mortalitat zeigten
weitere Untersuchungen an diesen Tieren auch verschiedene therapeutische
Ansatzmoglichkeiten auf. Gegenuber verschiedenen suchterzeugenden Mitteln
zeigten diese transgenen Mause eine verminderte Entwicklung einer Abhangigkeit,
dies zeigte sich jedoch nicht fir Morphin (38;71;127). In Zukunft kdnnten somit CB-
Antagonisten zur Therapie bei Drogenabhangigkeit eingesetzt werden. Diese Effekte
konnten durch Studien reproduziert werden, in denen CB;-Rezeptor-Antagonisten
appliziert wurden (186).
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6 SPEZIELLE DISKUSSION

Die Rationale dieser Doktorarbeit entstand aus der Vorstellung, dass verschiedene
Untersuchungen den Einfluss von Cannabinoiden auf die Motilitdt des Magen-Darm-
Traktes untersucht haben. Bisher gab es jedoch keine Untersuchungen zum Einfluss
von Anandamid und dessen Antagonisten AM251 auf den myenterischen Reflex.
Geplant war zunachst ein drei-gekammertes System zur Unterscheidung der
neuronalen Wirkorte (Sensorik/Uberleitung/Motorik). Der myenterische Reflex, wie
bereits zuvor beschrieben, konnte jedoch in diesem Drei-Kammer-Bad nicht
vollstandig dargestellt werden. Die deszendierende Kontraktion und Relaxation war
nicht stabil ableitbar, sodass diese nicht in die Auswertung eingehen konnten. Es ist
anzunehmen, dass durch die Separation des Organbades insbesondere die sensible
deszendierende Neurotransmission des myenterischen Reflex gestoért wurde. Es
wurde fUr diese Studie ein neuartiges zwei-gekammertes System entwickelt, das eine
Unterscheidung in Stimulationskammer (Interneurone) und Wirkort (finales
Motoneuron) ermdglicht. Die Auswahl der Ratte und Maus erfolgte aus der
Uberlegung heraus, dass im lleum dieser Tiere neben dem Meerschweinchen,
Schwein und Menschen der Nachweis von CB1-Rezeptoren erbracht werden konnte
(27;109;162;165;188). Somit erscheint die Nutzung dieser Tiere im Rahmen dieser
Doktorarbeit durchaus als sinnvoll. Zwei Spezies waren zum einen notwendig, da es
bisher nicht gelungen ist, den myenterischen Reflex im Dinndarm der Maus
darzustellen. Zum anderen waren zur Bestatigung der in vitro Versuche und der
Annahme, dass durch Blockade der CB1-Rezeptoren die Motilitat des Dunndarmes
moduliert wird, weitere in vivo Versuche notwendig, welche an CBi-Knockout-

Mausen optimal erganzt werden konnten.

Lokalisierung der CB4-Rezeptoren

Den ersten Nachweis Uber Endocannabinoide im Gastrointestinaltrakt erbrachten
Mechoulam et al (151), die 2-AG jedoch nicht Anandamid im Duinndarm des
Kaninchens nachweisen konnten. Inzwischen wurden hohe Mengen von Anandamid
und 2-AG im Dunndarm und Kolon der Maus nachgewiesen (106;166). Wie oben
bereits beschrieben, wurde im Dinndarm verschiedener Spezies der Nachweis von
CB+-Rezeptoren erbracht. Dabei konnten im Magen und im Duodenum der Ratte
CB1-Rezeptoren nachgewiesen werden (1;19;45;188). Differenziertere Untersuchung

zur Verteilung von CB1-Rezeptoren wurden im gesamten Verdauungstrakt der Maus
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durchgefuhrt. Mit Ausnahme des Pylorus waren im gesamten Magen-Darm-Trakt
CB1-Rezeptoren nachzuweisen mit der grof3ten Dichte in Magen und Colon (27). Im
Dunndarm des Meerschweinchens scheinen CBi-Rezeptoren prasynaptisch auf
myenterischen Neuronen gelegen zu sein, die als finale Motoneurone dienen. So
konnten (+)-WIN55,212-2 und CP55940 die Amplitude von Motoneuronen des S-
Typs reduzieren, dieser Effekt war durch SR141716A antagonisierbar (130). Auch im
embryonalen Verdauungstrakt der Ratte ist CB-mRNA im myenterischen und
submukosen Plexus enthalten (18). In der adulten Ratte konnten Storr et al. CB1-
MmRNA im Magen der Ratte nachweisen. Immunhistochemische Untersuchungen mit
polyklonalen Antikérpern gegen das N-terminale Ende des CBi-Rezeptors,
bestatigten, dass CB1-Rezeptoren auf Neuronen des myenterischen Plexus liegen
(18). In einer weiteren Studie mit der gleichen Methode waren CB;-Rezeptoren auf
dem myenterischen Plexus von adulten Meerschweinchen und Ratten nachweisbar.
Dabei umgaben CBi-positive Fasern die Zellkdrper von Acetyltransferase-haltigen
und damit cholinergen Neuronen (4). Elektrisch stimulierte Kontraktionen von
Plexuspraparaten des Menschen und des Meerschweinchens, die durch
Cannabinoid Rezeptor Agonisten gehemmt werden kdonnen, sind sensibel auf TTX, in
der Annahme, das es sich um neuronale Ubertragungen, nicht um direkte elektrische
Stimulationen der glatten Muskelzelle handelt (49).

Auch die vorliegenden Ergebnisse weisen darauf hin, dass die hemmende Wirkung
der Cannabinoide im Bereich der motorischen Endplatte stattfindet. Durch die EFS
kommt es zu einer Aktivierung von Interneuronen, die durch cholinerge
Neurontransmission zur Aktivierung von finalen Motoneuronen fihren. Diese flhren
vermutlich Uber eine Ausschuttung von Acetylcholin bzw. Tachykininen zur
Kontraktion der glatten Muskelzellen. Dies stimmt auch mit funktionellen Studien
Uberein, die eine verminderte Freisetzung von Acetylcholin aus myenterischen
Nerven durch Cannabinoide zeigen (120;121;140;143;166). Bei Zugabe von
Anandamid und AM251 in die Stimulationskammer kommt es zu keiner Beinflussung
der aszendierenden Kontraktion, wohingegen eine Zugabe in die Ableitungskammer
zu einer konzentrationsabhangigen Hemmung durch  Anandamid und
konzentrationsabhangigen Steigerung durch AM251 fihrt. Somit ist davon
auszugehen, dass die Interaktion im Bereich zwischen finalem Motoneuron und

glatter Muskelzelle und nicht im Bereich der Interneurone stattfindet.
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CB1-Agonismus
Izzo et al. (106) konnten zeigen, dass WIN55,212-2 und CP 55940 die Peristaltik von

isolierten  Dinndarmsegmenten des Meerschweinchens, ausgelost durch
intraluminale Perfusion, hemmen konnten. Dieser Effekt war durch SR 141716A
antagonisierbar, vereinbar mit der Hypothese, dass es sich um einen CB1-selektiven
Prozess handelt. Ebenso konnten Heinemann et al. (92) nachweisen, dass
peristaltische Wellen, ausgelost durch intraluminale Druckerh6hung, durch
Methanandamid konzentrationsabhangig gehemmt werden konnten. Dieser Effekt
konnte durch SR141716A, durch L-NAME, einem unspezifischen Blocker von NOS
(nitric oxide synthetase), und Apamin, einem Blocker von K-abhangigen
Niedervoltage-Ca-Kanalen (small conductance calcium dependent potassium
channels) abgeschwacht werden. Des weiteren konnten sie nachweisen, dass die
aszendierende Kontraktion des peristaltischen Reflexes der Ringmuskulatur,
ausgeloést durch intraluminale Dehnung mittels eines Ballons ebenfalls durch
Methanandamid gehemmt werden konnte. Dieser Effekt konnte durch SR141716A
teilweise geblockt werden. In einem weiteren Versuch konnten Izzo et al. (108) den
Nachweis erbringen, dass elektrisch induzierte cholinerge und NANC Kontraktionen
einer Ringmuskelpraparation durch WIN 55,212-2 inhibiert werden konnten;
wiederum war dieser Effekt SR141716A sensitiv.

Auch in der vorliegenden Arbeit zeigte sich ein insgesamt dosisabhangiger
hemmender Einfluss auf die aszendierende Kontraktion des peristaltischen Reflexes

durch Anandamid.

In in vivo Versuchen konnte der hemmende Einfluss von Cannabinoiden auf die
Motilitat des Magen-Darm-Traktes sowohl der Ratte (106;139;179) als auch der
Maus (25;34;61;62;107;110) ebenfalls bestatigt. Wie bereits durch die in vitro Daten
zu erwarten ist, scheint der hemmende Effekt auf den intestinalen Transit CB-
vermittelt zu sein. Dieser Effekt ist wohl dosisabhangig fur die gangigen CBs-
Rezeptoragonisten A%-THC, A°THC, Nabilon, Cannabinol, (+)-WIN55,212-2,
CP55940 und Anandamid jedoch nicht fur das inaktive (-)-Enantiomer von WIN
55,212-2 oder Cannabidiol (34;106;107;110;179). Dieser Effekt war durch
SR141716A jedoch nicht durch SR144528 (25;107;110;139) oder Naloxon zu
hemmen. Wenn diese Uberlegungen richtig sind, sollte es bei dem Transit im

Dunndarm der CB4-/- Maus im Gegensatz zur CB4+/+ zu einem beschleunigten
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intestinalen Transit kommen. So konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit gezeigt
werden, dass CBj-/- Mause einen deutlich beschleunigten Dinndarmtransit zeigen.
So ist anzunehmen, dass durch Endocannabinoide, die den CBi-Rezeptor

stimulieren, die Motilitdat des Dunndarms physiologischerweise gehemmt wird.

CB;-Antagonismus

Der Einfluss von CB1-Rezeptor Antagonisten auf die Motilitat des Dunndarm wurde
bereits in einigen Versuchen nachgewiesen. So konnte gezeigt werden, dass der
spezifische CBi-Rezeptor-Antagonist SR141716A sowohl die Amplitude von
elektrisch induzierten Kontraktionen von lleum Plexus myentericus Praparationen als
auch cholinergen und NANC Kontraktionen von Ringmuskelpraparaten ausgelost
durch elektrische Feldstimulation verstarkt (44;46;108;164). Es wurde auch berichtet,
dass SR141716A elektrisch induzierte Acetylcholinfreisetzung von lleum Plexus
myentericus Praparationen (bei Zugabe von Physostigmin) erhéht (46) und sowohl
die durch Distension ausgeloste aszendierende Kontraktion des enterischen
Reflexes der Ringmuskelschicht des Dunndarms als auch den maximalen
Auswurfdruck in isolierten Diunndarmsegmenten des Meerschweinchen (92) erhoht.
Eine Erklarung fur die Produktion von diesen inversen ,cannabimimetischen
Effekten“ ist, dass der Dinndarm Endocannabinoide ausschuttet, die dann von
SR141716A geblockt werden. Eine andere Erklarung konnte auch sein, dass
SR141716A ein inverser Agonist als nur ein reiner Antagonist oder stiller Agonist ist.
Ubereinstimmend mit der ersten Hypothese ist die Tatsache, dass sowohl im
Dinndarm der Ratte (57;114;198), des Meerschweinchens als auch der Maus FAAH
und ein Aufnahmemechanismus fur Endocannabinoide vorhanden ist. Diese Effekte
konnten durch einen unspezifischen FAAH-Hemmer PMSF (163)
(Phenylmethylsulphonylfluoride) als auch AM404 (211) einem Aufnahmehemmer
gesteigert werden. Die Applikation des AMT-Inhibitors VDM11 konnte die Motilitat
des Kolons der Maus reduzieren. Auch im Rahmen dieser Doktorarbeit fuhrte die
Applikation von AM251 zu einer deutlichen konzentrationsabhangigen Steigerung der
aszendierenden Kontraktion des myenterischen Reflexes. Somit scheint auch im
Dinndarm der Ratte durch die Blockierung von CB{-Rezeptoren und damit von

Endocannabinoiden, die Motilitat beschleunigt zu werden.
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Wirkung auf Interstitielle Zellen nach Cajal

ICC sind fur die Generierung von slow waves im Magen-Darm-Trakt verantwortlich.
Ob und in wiefern CB1-Rezeptoren eine Rolle bei der Generierung von slow waves
spielen ist bisher nicht geklart. In den elektrophysiologischen Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass unter dem Einfluss von 1 uM Nifedipin, die slow wave Aktivitat
der zirkularen Muskelzelle des Dinndarms der CB+-/- Maus im Vergleich zur Wildtyp-
Maus nicht mehr nachzuweisen ist. In bereits veroffentlichten Studien zeigte sich,
dass 3 uM Nifedipin in der gleichen Versuchsanordnung keinen Effekt auf die
Generierung von slow waves im Dunndarm der Maus hat (118). Die Auslésung von
elektrisch induzierten IJPs ist jedoch auch unter dem Einfluss von Nifedipin nicht
verandert, sodass anzunehmen ist, dass eine funktionstichtige Neurotransmission
bei defekter slow wave Rhythmik vorhanden ist. Die Veranderungen in den CB;-/-
Mausen werden weiter untersucht werden. Dabei wird insbesondere geklart werden
mussen, ob durch ein Fehlen von CB4-Rezeptoren, ICCs bei der Entwicklung nicht
gebildet werden oder ob es zu einer Veranderung der Neurotransmission zwischen
ICCs und glatter Muskelzelle durch Verdnderung des Ca?*-Haushaltes oder der
Sensibilitatsmodifikation von L-Typ Ca**-Kanalen kommt.

Hierfur spricht, dass in einigen Studien die Kopplung von CBs-Rezeptoren mit Ca?*
Kanalen nachgewiesen werden konnte, bisher hauptsachlich in Zellinien aus dem
ZNS oder glatten Muskelzellen von Gefallen (siehe Tab.11). Diese Resultate
konnten auch die Effekte von Nifedipin in CB1-/- Mausen erklaren.

Tabelle 12: Ubersicht von Studien, in denen Interaktionen von Cannabinoiden
mit Ca?* Kanilen beschrieben wurden.

Zellen Ca”*-Kanile Effekt Referenz

Glatte Muskelzelle | L-Typ Hemmung durch Anandamid und R-(+)- | (82)

in Hirnarterien der WIN 55212; Aufhebung der Wirkung

Katze durch SR141716A

Neuronale Zellen |N-Typ Hemmung durch A’-THC and CP- (28;133)
55940

Kleinhirnzellen Q-Typ Hemmung durch Anandamide, (134)
WIN55,212-2

Diese Versuche geben Hinweise darauf, dass das Endocannabinoidsystem
mafgeblich an der Regulation der Motilitat des Magen-Darm-Traktes beteiligt ist. Es
bietet sich somit durch den CBi-Rezeptor ein Mechanismus als therapeutischer

Ansatzpunkt an, durch den die Motilitat des Dunndarmes und vermutlich auch
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weiterer Teile des Magen-Darm-Traktes sowohl stimuliert als auch gehemmt werden
kann.

Aus dem Hintergrund dieser Ergebnisse zeigt sich, dass die Cannabinoide
abgesehen von den Dbereits erwahnten Indikationen, eine grolRe Vielfalt
therapeutischer Mdglichkeiten bieten. Im folgenden sollen einzelne erlautert und

diskutiert werden:

Reizdarmsyndrom:

Das Reizdarmsyndrom stellt eine der haufigsten Diagnosen in der Gastroenterologie
dar. Es ist charakterisiert durch abnorme intestinale Motilitat mit erhohter
Kontraktilitat und beschleunigtem bzw. verlangsamten Transit. In der Klinik wird der
diarrhdische vom obstipierenden Typ unterschieden. Diese Erkrankung kann
zusatzlich durch abdominelle Schmerzen, Vallegefuhl und Blahungen begleitet sein.
Bisher stellte diese Diagnose eine Ausschlussdiagnose bei fehlendem
morphologischem Korrelat zu den genannten Symptomen dar. Es wird aber auch
diskutiert, dass strukturelle und molekulare Veranderungen, aber auch psychische
Faktoren vorliegen konnen, die zu einem Reizdarmsyndrom fuhren. Die Therapie
besteht je nach Symptomatik aus einer Kombination aus Medikamenten, die die
Motilitat des Magen-Darm-Traktes verandern, Analgetika bzw. Antidepressiva. Zur
Zeit werden Anticholinergika zur Therapie genutzt und Medikamente, die den
intestinalen Transit verlangsamen, wie z.B. Loperamid. Seit kurzem stehen auch
Serotonin-Rezeptorantagonisten wie Tegaserod bzw. Alosetron, die je nach Rezeptor
zu einer Stimulierung bzw. Hemmung der Motilitat flhren (26).

Durch die Wirkung am CB1-Rezeptor lasst sich die Motilitat des Magen-Darm-Traktes
ebenfalls modulieren. So fuhrt wie bereits erwahnt der Agonismus zu einer
Hemmung, der Antagonismus zu einer Beschleunigung des intestinalen Transits.
Darlber hinaus entfalten Cannabinoide analgetische Wirkungen im Koérper. Somit
erscheinen Cannabinoide und ihre Antagonisten als nutzliche Substanzen zur
Behandlung von Patienten mit Reizdarmsyndrom. Dies muss jedoch in klinischen

Studien weiter untersucht werden.

Morbus Crohn:

Morbus Crohn ist durch eine chronisch-entziindliche granulomatése Entzindung des

gesamten Magen-Darm-Traktes gekennzeichnet, die zur Ausbildung von
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Ulzerationen, Fisteln, Blutungen und Narbenbildungen fluhren kann. Dies kann bei
Patienten zu Krampfen, Spasmen, Ubelkeit und Erbrechen, Gewichtsverlust starker
Diarrhoe und rektaler Blutung fuhren. Die bisherige Therapie besteht in der
antiinflammatorischen Therapie mit Steroiden und in besonders schweren Fallen mit
Immunsuppresiva. Begleitende chronische Diarrh6éen werden durch nicht spezifische
Antidiarrhoika, wie z.B. Loperamid behandelt. Obwohl keine klinischen Studien zu
Cannabis Wirkungen in Bezug auf Morbus Crohn existieren, so weisen doch
Erfahrungen von Cannabis konsumierenden Patienten darauf hin, dass die
Symptome durch diese gemildert werden (89). Dies ist nicht verwunderlich, da
bekannt ist, dass Cannabis zur Reduktion solcher Symptome flihren kann, wie im
folgenden zusammengefasst wird.

Ein experimentell durch Kroton-Ol (dem Ol der Pflanze Croton tiglium, das durch
seine toxische Wirkung zur Auslosung von Diarrhoe fuhrt) beschleunigter intestinaler
Transit konnte durch geringere Mengen eines CBi-Agonisten gehemmt werden
(106). In einer kurzlich verdffentlichten Studie schitzte die Stimulierung von CB1-
Rezeptoren vor einer durch DNBS verursachten Colitis (144). Zusatzlich weisen
Cannabinoide eine analgetische Wirkung in nahezu allen experimentellen Studien
auf (99;201). Diese Kombination aus analgetischer, antiinflammatorischer und
motilititshemmender Wirkung von Cannabinoiden erscheint damit ideal zur
Behandlung chronisch entzindlicher Darmerkrankungen. Dies muss jedoch in
weiteren klinischen Studien geklart werden. Auch die Bedeutung des CB,-Rezeptors
in der Pathophysiologie und Therapie bei chronisch entzindlichen

Darmerkrankungen ist noch unklar.

Paralytischer lleus

Der paralytische lleus ist definiert als eine Hemmung der gastrointestinalen Motilitat
reflektorisch auf einen Reiz im Magen-Darm-Trakt. Viele Situationen kénnen einen
paralytischen lleus verursachen, so z.B. eine Peritonitis, Trauma,
Ruckenmarksverletzung, Pneumonie, Pankreatitis und Herzinfarkt. Es kommt dabei
zu Meteorismus, Blahung, Ubelkeit und Schmerzen. Agonismus am CBj-Rezeptor
fuhrt zu einer Steigerung der Motilitat des Magen-Darm-Traktes. Ein experimentell
induzierter lleus der Maus konnte durch SR141716A behandelt werden, wohingegen
VDM11, ein Wiederaufnahmehemmer flir endogene Cannabinoide, die Symptome

verschlechterte. Im Vergleich mit der Kontrollgruppe war dabei der Gehalt von
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Anandamid, die Menge und Dichte der CB1-Rezeptoren erhdht (143). Diese Befunde
zeigen nicht nur die ursachliche pathophysiologische Beteiligung von endogenen
Cannabinoiden an der Entstehung des paralytischen lleus auf, sondern bieten zudem
die Moglichkeit einer therapeutischen Beeinflussung.

Appetit

Zahlreiche bewusste und unbewusste physiologische Mechanismen regulieren die
Nahrungsaufnahme. Mehrere Hormone (wie Leptin und Adiponectin), Peptide (wie
Peptid YY, Glukagon-like Hormon 1, Orexin Proopiomelanocortin, CART (cocaine
and amphetamine regulating transcript) und Neuropeptid Y) und Neurotransmitter
(wie Serotonin und Dopamin) regulieren oder modulieren die Nahrungsaufnahme
sowohl in Ratten wie auch im Menschen. Experimentelle und Kklinische
Untersuchungen weisen darauf hin, dass das Endocannabinoidsystem an der
Regulierung des Appetits malfdgeblich beteiligt ist.

Bereits in den 70er Jahren wurde von jungen Patienten, die an Krebs erkrankt waren,
berichtet, das gerauchtes Marihuana Chemotherapeutika-induziertes Erbrechen und
Ubelkeit vermindern wiirde (167). Seither wurde die antiemetische Wirkung von
Cannabis und Cannabisprodukten sowohl durch staatlich als auch industriell
gesponserte Studien untersucht. In einigen Landern sind Nabilon, ein durch Eli Lilly
entwickeltes synthetisches Cannabinoid sowie Dronabinol (A°-THC) als Antiemetika
bei Chemotherapeutika-induziertem Erbrechen zugelassen. Darlber hinaus scheint
Nabilon effektiv bei Anasthetika induzierter PONV (post operativ nausea and
vomiting) zu sein (167). In einer Ubersicht aus 30 klinischen randomisierten Studien
zeigte sich eine leichte Uberlegenheit von Cannabinoiden gegeniiber konventionellen
Antiemetika (Prochlorperazin oder Metoclopramid) zur Behandlung
Chemotherapeutika-induzierter Ubelkeit. Diese wurden von den Patienten trotz der
herkdbmmlichen Nebenwirkungen wie Dysphorie bzw. Euphorie bevorzugt (196).
Trotz dieser geringen Uberlegenheit gegeniber den gangigen D2-Rezeptor
Antagonisten scheint die antiemetische Wirkung von Cannabinoiden nicht die von 5-
HT3-Antagonisten in der akuten Phase Chemotherapeutika-induzierter Ubelkeit zu
Ubertreffen (88). Bei der chronischen Ubelkeit zeigen die Cannabinoide einen Vorteil
gegenuber 5-HT3-Antagonisten (53). Abgesehen von diesen klinischen gibt es nur
wenige experimentelle Studien, die die antiemetische Wirkung untersucht haben. In
einer Studie konnte gezeigt werden, dass A°-THC, WIN55,212-2 und

Methanandamid Morphin-induzierte Ubelkeit in Frettchen vermindern konnten,
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AM251 hingegen potenzierte diese (199). In einer anderen Studien zeigte sich, dass
SR141716A allein appliziert Ubelkeit in Spitzmausen induzierte (53). Man nimmt
daher an, dass Cannabinoide Ubelkeit zentral im Bereich der Area postrema
beeinflussen. Durch Anderung der Molekulstruktur lieRen sich somit Medikamente
entwickeln, die nicht die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden und somit nicht zu den
psychischen Nebenwirkungen flhren.

Neben diesen pathologischen Zustanden verminderter Nahrungsaufnahme fuhrt eine
Stimulation des Endocannabinoidsystems auch unter physiologischen Zustanden zu
einer Forderung der Nahrungsaufnahme. So fuhrte die periphere Administration von
Anandamid und 2-AG zu einer appetitsteigernden Wirkung in Ubersattigten Ratten
(206). Direkte ventromediale Injektion von Anandamid in den Hypothalamus
stimulierte die Nahrungsaufnahme. Die Konzentration von 2-AG im Vorderhirn und
Hypothalamus scheint positiv mit der Nahrungsaufnahme korreliert zu sein (112).

Im Gegensatz dazu fuhrt eine Hemmung des CB-Rezeptors zu einer Reduktion des
Appetits. SR141716A fihrte zu einer Hemmung des Appetits in einer Reihe von
Kurzzeitstudien in Ratten (5), Mausen (64), Affen (181) und Menschen (126;168). In
Langzeitstudien mit SR141716A und AM251 in Ratten (33) und Mausen (94;169)
zeigte sich eine appetithemmende Wirkung und eine langanhaltende Reduktion des
Korpergewichts, ohne dass es zu einer Toleranzentwicklung kam. In CB¢-Knockout-
Mausen zeigt sich ein vermindertes Hungergefuhl nach Futterentzug. Auch bei
nachtlichem Nahrungsentzug fehlte ein vermehrtes Nahrungsverlangen (64).
SR141716A zeigte keinen Einfluss auf die Nahrungsaufnahme in CBj-Knockout
Mausen, somit scheint es sich um einen CBs-vermittelten Mechanismus zu handeln.
Diese Versuche zeigen, dass CBi-Rezeptor Antagonisten durch die Wirkung am
CB1-Rezeptor zentral an der Verarbeitung und Nahrungsaufnahme beteiligt sind (91).
Dabei scheint die Nahrungsaufnahme direkt mit molekularen Veranderungen des
Endocannabinoidsystems im ZNS verbunden zu sein. Die Fitterung von Ratten flhrt
zu einer Verminderung der CBi-Rezeptor-Dichte im Nucleus accumbens und
Hippocampus — Hirnregionen die mit der Verarbeitung von hedonistischen Aspekten
der Nahrungsaufnahme verbunden sind. Eine Downregulierung findet meist bei
einer intrinsischen oder externen Stimulation statt, sodass vermutlich die
Nahrungsaufnahme zu einer Ausschuttung von Endocannabinoiden fuhrt. Darlber
hinaus wird der CB4-Rezeptor in Regionen des Hypothalamus exprimiert, die an der

Regulierung der Nahrungsaufnahme beteiligt sind. Abgesehen von diesen wohl

76



Spezielle Diskussion

zentral vermittelten Mechanismen scheinen auch lokale Faktoren die anorektische
Wirkung von Cannabinoiden zu unterstitzen. So zeigen isolierte primare Adipozyten
eine gesteigerte Exprimierung von CB1-Rezeptoren, die auf CB4-Rezeptor-Agonisten
reagieren (43).

Parallel zu diesen experimentellen Studien sind bereits erste klinische Studien
durchgefuihrt worden. Hier zeigte sich in einer Phase |l Studie Uber 16 Wochen eine
signifikante Gewichtsabnahme bei taglichen Dosen von 5, 10 und 20 mg SR
141716A (Rimonabant). Aktuell wird eine Phase Ill Studie zur Therapie der
Adipositas durchgeflhrt (15).

Dabei scheint SR141716A relativ arm an Nebenwirkungen zu sein. In Dosen
zwischen 5 und 20 mg zeigte Rimonabant in adiposen Patienten keine
Nebenwirkungen. In 83 gesunden Marihuana Konsumenten zur Untersuchung als
Antidot bei Marihuana-Intoxikationen mit Einzeldosen bis 90 mg konnten ebenfalls

keine Nebenwirkungen beobachtet werden (104).

7



Zusammenfassung

7 ZUSAMMENFASSUNG

In den durchgefuhrten Versuchen konnte gezeigt werden, dass durch die Modulation
am CB4-Rezeptor am Dunndarm von Ratte und Maus die Motilitat des Magen-Darm-
Traktes in vitro beeinflusst werden kann. Dabei fihrt Anandamid, das aktuell am
intensivsten erforschte Endocannabinoid, zu einer signifikanten Hemmung der
aszendierenden Kontraktion des peristaltischen Reflexes. AM251 wiederum, ein
selektiver Antagonist am CBi-Rezeptor, fuhrt zu einer deutlichen Zunahme der
aszendierenden Kontraktion. Diese Effekte waren jedoch nur nachweisbar bei
Applikation in die Ableitungskammer, sodass anzunehmen ist, dass die Modulation
durch den CBs-Rezeptor im Bereich der motorischen Endplatte und glatter
Muskelzelle bzw. ICC und Muskelzelle stattfindet.

Der peristaltische Reflex fuhrt durch eine analwarts gerichtete Propulsion zu einem
Transport von Darminhalt. Aus einer Steigerung der aszendierenden Kontraktion ist
somit zu folgern, dass der intestinale Transit beschleunigt wird. Dabei scheint durch
einen Agonismus am CBj-Rezeptor der Transit verlangsamt, durch einen
Antagonismus der Transit beschleunigt zu werden. Da die alleinige Applikation des
Antagonisten AM251 zu einer Beschleunigung flhrt, ist anzunehmen, dass ein
tonisch aktives Endocannabinoidsystem besteht, das durch Ausschuttung von CB1-
agonistischen Endocannabinoiden zu einer physiologischen Hemmung der

Darmmotilitat fuhrt.

Zur Bestatigung dieser Uberlegungen wurden Transitversuche in CB-/- Mausen
durchgefuhrt, in denen bei Zutreffen dieser Hypothese ein beschleunigter Transit
stattfinden sollte. Und in der Tat konnte gezeigt werden, dass ein bis zu 33%

beschleunigter Transit vorhanden ist.

Somit bieten sowohl agonistische als auch antagonistische Liganden am CBi-
Rezeptor Mdglichkeiten zur Behandlung von Motilitatsstérungen. Agonisten kdnnten
dabei als Antidiarrhoika, Antagonisten als Prokinetika eingesetzt werden. Als
Einsatzmoglichkeiten bieten sich dabei Erkrankungen mit beschleunigtem
intestinalen Transit, wie Diarrhée, IBS und CED oder im Gegensatz dazu bei
verlangsamtem intestinalen Transit IBS vom obstipationsbetonten Typ, Obstipation
und der paralytische lleus an. Zur weiteren Erforschung dieser therapeutischen

Ansatze, die bisher nur im Rahmen von experimentellen Studien untersucht wurden,
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sind sicherlich klinisch kontrollierte Studien notwendig. Naturliche Cannabinoide wie
A’-THC scheinen als Agonisten aufgrund des Fehlens von akuter Toxizitat der
naturlichen Cannabinoide und somit einer grof3en therapeutischen Breite diese Stoffe
grundsatzlich geeignet, jedoch aufgrund der unerwiinschten Wirkungen nicht optimal
zu sein. Gunstiger erscheinen ,indirekte® Agonisten, wie FAAH-Hemmer und AMT-
Hemmer, die zu einem verzogerten Metabolismus und einer verlangerten Wirkung
von Endocannabinoiden flihren. Das Spektrum an unerwinschten Nebenwirkungen
muss jedoch im Rahmen von weiteren experimentellen und klinischen Studien
erforscht werden. Im Gegensatz zu den Agonisten liegt mit SR141716A
(Rimonabant) bereits ein Antagonist vor, der in einer Phase Ill Studie zur Behandlung
von Adipositas untersucht wird. Im Rahmen von weiteren Studien sollten
Antagonisten und Agonisten am CBi-Rezeptor auf ihre Anwendbarkeit im Bereich
der Motilitat untersucht werden um zukunftig das therapeutische Spektrum der

motilitatswirsamen Pharmaka zu bereichern.
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Abbildung 1: Etwa 10 cm lange Diinndarmsegmente der Ratte wurden in das
doppelwandige Organbad eingespannt und an beiden Enden mittels Faden
fixiert. Nach der Stimulation uber die Platinelektrode (40V, 3Hz, 1ms) konnten
uiber den Kraftwandler die aszendierenden Kontraktionen des peristaltischen

Reflexes abgeleitet werden..............ooeeemimmimimiimiiimii

Abbildung 2: Schematische Darstellung der in die Auswertung eingehenden
GroBen: Hohe, Flache (AUC=Area under the curve) und Latenz

(EFS=elektrische Feldstimulation)........ccccccuciiiiiiiiimiicccccr e

Abbildung 3: Die Streifen der zirkularen muskuldaren Schicht mit erhaltenem
Plexus myentericus wurden mit diinnen Wolfram Drahten (15, 25 um Diameter)
auf dem mit Sylgard ausgegossenen Boden der elektrophysiologischen
Kammer so fixiert, dass die ZM oben zum Liegen kommt. Die Kammer wurde
mit vorgewarmten und Carbogen-begastem KRP (pH7,4, T=37°C) perfundiert.
Kapillarglasmikroelektroden wurden gezogen, mit KCL (3 M) angefiillt
(Resistenz 100-150 MQ). Die zellulare Antwort wurde durch eine im Organbad
plazierte Ag-AgCl "Erdungs™ Elektrode registriert und danach mit einem
Verstarker verstarkt. Das analoge Ausgangssignal des Verstarkers wurde in
eine digitale Form umgewandelt und auf dem PC mittels der Software

LABVIEW Version 5.0 gespeichert............ i srsses s s ennnas

Abbildung 4: Bei der Datenauswertung wurde die Amplitude und Frequenz der

slow waves als auch der IJPs abgelesen. ...

Abbildung 5: Dargestellt sind reprasentative Aufzeichnungen der
aszendierenden Reflexantworten unter dem Einfluss von kumulativ steigenden

Konzentrationen von ANAaNdamid ........cceeeimimiiimrmirmrerernrmrasaresrnssasnsessassassasensansnnss

Abbildung 6: Darstellung des Einflusses von Anandamid in kumulativ
steigenden  Konzentrationen (10°-10°M) auf den aszendierenden
exzitatorischen Reflex bei Applikation in die Stimulationskammer (n=5). Es
zeigt sich eine leichte Zunahme der Flache der Kontraktionen, jedoch ist diese

nicht statistisch signifikant ... ————

Abbildung 7: Dargestellt ist der Einfluss von Anandamid auf die Latenz der
aszendierenden Kontraktion zwei cm oberhalb des Stimulationsortes. Es zeigt

sich kein signifikanter Einfluss. ...

Abbildung 8: Dargestellt sind reprasentative Aufzeichnungen der
aszendierenden Reflexantworten unter dem Einfluss von kumulativ steigenden

Konzentrationen VON AM25 ... ..o e rere s resasessassassassnsassassassnsassassnssnssnsnnsnnsn

Abbildung 9: Darstellung des Einflusses von AM251 in kumulativ steigenden
Konzentrationen (10°-10°M) auf den aszendierenden exzitatorischen Reflex bei
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Applikation in die Stimulationskammer (n=4). Es zeigt sich eine leichte
Zunahme der Hohe der Kontraktion, jedoch ist diese nicht statistisch

E=Y [ 111 10 1 PP

Abbildung 10: Zeigt den Einfluss von AM251 auf die Latenz der aszendierenden
Kontraktion zwei cm oberhalb des Stimulationsortes. Es zeigt sich kein

signifikanter Einfluss. ... ——————

Abbildung 11: Dargestellt sind reprasentative Aufzeichnungen der
aszendierenden Reflexantworten unter dem Einfluss von kumulativ steigenden

Konzentrationen von Anandamid bei Applikation in die Ableitungskammer ..........

Abbildung 12: Einfluss von Anandamid in kumulativ steigenden
Konzentrationen (10°-10°M) auf den aszendierenden exzitatorischen Reflex bei
Applikation in die orale Kammer. Es zeigt sich eine Hemmung der

Kontraktionkraft in Hohe und AUC (N=6).....cccceueeeiiiiiiirieeceeccsss e ee s s e e e e eennnas

Abbildung 13: Darstellung der Wirkung von Anandamid auf die Latenz der
aszendierenden Kontraktion in kumulativ steigenden Konzentrationen (10°-10°
M) bei Applikation in die Ableitungskammer (n=6) im Abstand von 2cm von der
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Abbildung 14: Dargestellt sind reprasentative Aufzeichnungen der
aszendierenden Reflexantworten unter dem Einfluss von kumulativ steigenden

Konzentrationen von AM251 bei Applikation in die Ableitungskammer ..................

Abbildung 15: Einfluss von AM251 in kumulativ steigenden Konzentrationen
(10°-10°) auf die Hohe und AUC der aszendierenden Kontraktion bei
Applikation in die orale Kammer. Es zeigt sich eine starke Zunahme, die nicht

durch Anandamid reversibel ist (N=6). ..........cccciiiiiiiiiiiiiinnn

Abbildung 16: Darstellung der Wirkung von AM251 auf die Latenz der
aszendierenden Kontraktion in kumulativ steigenden Konzentrationen (10°-10"
M) bei Applikation in die Ableitungskammer (n=6) im Abstand von 2 cm von

der StiMUIatiONSEIEKEIOUE. ..... o e e e e s s s rassassmnsnnnransnnsmnsnrnnrnnenn

Abbildung 17: A) Darstellung der spontanen Basalaktivitit der glatten
zirkularen Diinndarmmuskelzelle im Ruhezustand und unter dem Einfluss von
10°M Nifedipin zwischen Wildtypmaus links und CB;-- Maus rechts. B)
Darstellung der spontanen Basalaktivitat der glatten zirkuldren
Diinndarmmuskelzelle im Ruhezustand und unter dem Einfluss von 10°M
Nifedipin zwischen Wildtypmaus links und CB4-/- Maus rechts in einem
kleineren MaRstab C) Darstellung der Ausléosung von IJPs zwischen der glatten
zirkularen Diinndarmmuskelzelle im Ruhezustand und unter dem Einfluss von

10°M Nifedipin zwischen Wildtypmaus links und CB4-/- Maus rechts............cccc.....

Abbildung 18: Graphische Darstellung des Diinndarmtransits der Wildtyp-Maus
im Vergleich zur CB1-Knockout-Maus. Der Transit der Markersubstanz ist dabei
in Verhaltnis zur Gesamtlange des Darmes gesetzt worden. Es zeigt sich eine
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signifikante Beschleunigung der Diinndarmpassage im Vergleich zur Wildtyp-
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Abbildung 19: Neurone des enteralen Nervensystems. Einteilung nach Dogiel
in Typ | bis Ill. Alle Populationen sind im Plexus myentericus und submucosus
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Abbildung 20: Elektrisches Verhalten enteraler Nervenzellen. Differenzierung
der Neurone in ein (A) S / Typ 1 Neuron, das nach Depolarisation repetitiv
Aktionspotentiale feuern kann, und (B) AH/Typ 2 Neuron, das nach einem

Aktionspotential eine lange Nachhyperpolarisation zeigt (210).......cccceemmecceeiiirrnnnees

Abbildung 21: Raumliche Anordnung der ICC...........ciii s

Abbildung 22: Enterales Nervensystem. Der Plexus myentericus befindet sich
zwischen der Langs- und Zirkularmuskulatur des Magen-Darm-Trakts. Der
Plexus submucosus ist zwischen Zirkulamuskulatur und Mucosa lokalisiert

Abbildung 23: Strukturformeln von ausgewahlten natiirlichen Cannabinoiden

(107) eeeeeeeeeeeseeeeessessessseesessesesessesasesasessesasesasesseeasesesesesessesanesesessesasesenessesanesaneseeeanesmenees

Abbildung 24: Links dargestellt die Strukturformeln von bi-/trizyklischen
synthetischen nicht-klassischen Cannabinoiden. Rechts die Strukturformeiln

der Aminoalkylinole (101) ... s s e r e s rnn s nn s e e nnns

Abbildung 25: Strukturformeln der endogenen Cannabinoide (55)........ccccceevevieennn.

Abbildung 26: Aufgefiihrt sind schematisch die Stoffwechselvorgange des
Endocannabinoid-Metabolismus und Madglichkeiten der pharmakologischen

BeeinflUSSUNG. .....ccoiiiieeccciir it s s s e e e e e e e nna s e s e e e e e e e nnnnnnnnan

Abbildung 27: Oben Strukturformeln der Diazylpyrazole mit antagonistischer
Wirkung an den CB-Rezeptoren. Unten eine weitere chemische Substanz mit

antagonistischer Wirkung jedoch nicht zu den Diazylpyrazole gehorend (101)......
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