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1. Einleitung
1.1 Das Endocannabinoidsystem

Das Endocannabinoidsystem (ECS) wurde Ende der Achtzigerjahre entdeckt (De Petrocellis and Di
Marzo 2009). Es ist ein komplexes endogenes Signalsystem, bestehend aus transmembranésen
Rezeptoren, endogenen Liganden (Endocannabinoide), spezifischen Proteinen, die bei der
Biosynthese und den entsprechenden Abbauprozessen der Endocannabinoide (ECe) mitwirken, und
aus den intrazelluldren Signalkaskaden, welche durch die ECe beeinflusst werden.

1.1.1 Geschichte

Der Name Endocannabinoid (EC) stammt von der Cannabis- Pflanze (Cannabis sativa), die eine lange
Tradition als Heilpflanze hat. Das erste Mal wurde Cannabis als Medizin vor Gber 5000 Jahren in
China erwéahnt. Dort wurde es gegen Malaria, Darmtragheit, rheumatische Schmerzen sowie bei der
Entbindung und, mit Wein gemischt, als Analgetikum empfohlen. Auch in der Antike war den
Griechen und Lateinern Cannabis als Heilmittel ein Begriff. So beschrieb der rémische Arzt Galen im
2. Jahrhundert n. Chr. neben der ,,Férderung der Frohlichkeit” auch die medizinische Wirkung des
Brenesselgewachses. Seit dem 6. Jahrhundert gilt Cannabis als Heilmittel bei Appetitlosigkeit, Asthma
oder Migrane und beeinflusste damit die europaische Medizin. Die weltweite Verbreitung der Pflanze
im 18. Und 19. Jahrhundert beruhte aber auf der Nutzung ihrer Faser zur Textil- und Seilherstellung.
Auch zu dieser Zeit ging Cannabis als eines der ersten homdopathischen Arzneimittel in die
Geschichte ein und in der ersten Halfte des 19. Jahrhunderts fanden Zubereitungen aus Hanf Eingang
in die Arzneibiicher sowohl Europas als auch Amerikas. Mitte des 19. Jahrhunderts gehorte Cannabis
dank der Arbeit Bernhard Fronmiuillers (,,Klinische Studien lber die schlafmachende Wirkung der
narkotischen Arzneimittel”) in Westeuropa in jede Hausapotheke, und kurz darauf wurden die
ersten fabrikmaRig hergestellten Cannabiszubereitungen auf den Markt gebracht. Gegen Mitte des
20. Jahrhunderts verschwanden die Cannabisprodukte dann aber wieder vollstandig vom Markt auf
Grund des rasanten Fortschrittes in der Pharmakologie, rechtlicher Einschrankungen und
wirtschaftlicher Aspekte. Nun nahm der Gebrauch als Rauschdroge zu, was dazu fiihrte, dass
Cannabis 1951 in Deutschland dem Betdubungsmittelgesetz unterstellt wurde. 1964 wurde A°-
tetrahydrocannabinol (THC) von Gaoni und Mechoulam als der Stoff identifiziert, der hauptsachlich
flr die psychoaktive und physiologische Wirkung in Cannabis verantwortlich ist (Gaoni and
Mechoulam 1964). Doch erst in den friithen 90er Jahren wurde das Rezeptorsystem gefunden, tGber
das Cannabis seine psychoaktive Wirkung entfaltet. Die Existenz von Cannabinoidrezeptoren legte
nahe, dass endogene (kdrpereigene) Cannabinoide existieren. 1992 entdeckten Wissenschaftler das
erste ,EC“: anandamide (N-arachinodylethanolamine, AEA), benannt nach dem sanskritischen Wort
flr Gluckseligkeit ,,ananda“. Sie isolierten es aus dem Schweinehirn (Devane et al. 1992). Kurz darauf
wurde auch 2- arachidonoylglycerol (2-AG) entdeckt, das von den mittlerweile beschriebenen
Endocannabinoiden (ECs) noch mit das bekannteste ist. Diese zu messen und deren Reaktion auf
akuten Alkoholkonsum zu untersuchen, ist Thema dieser Arbeit.

Neben den pflanzlichen Cannabinoiden und den ECs existiert noch eine weitere Sorte, die synthetisch
hergestellten Cannabinoide, welche fiir die Schmerztherapie und als Medikamente von der Industrie
entwickelt wurden.



1.1.2 Die Rezeptoren

Der erste Beweis flir Cannabinoidrezeptoren wurde 1986 gefunden (Howlett et al. 1986). Forscher
berichteten, dass Cannabinoide die Akkumulation von zyklischen Adenosinmonophosphat (cAMP)
hemmten, was auf einen Rezeptor- vermittelten Mechanismus hindeutete. Bisher wurden fir die EC -
Signalwirkung zwei cannabinoide Rezeptoren, Typ 1 oder 2 (CB1, CB2), eindeutig identifiziert. Sie
gehdren zu der Gruppe der heptahelikalen Gi/Go- Protein gekoppelten Rezeptoren, im speziellen zur
Klasse A. Die CB1-Rezeptoren wurden erstmals von Matsuda und Kollegen (Matsuda et al. 1990)
identifiziert und befinden sich vorwiegend im zentralen Nervensystem. Jedoch treten sie auch in der
Peripherie an sensorischen Nervenendigungen sowie endokrinen Driisen, Leukozyten, Milz, Herz und
einigen Abschnitten des Reproduktions-, Harn- und Gastrointestinaltraktes auf (Pertwee 1997). Sie
scheinen eine wesentliche Rolle in der Regulation von Appetit und Essverhalten zu haben (Cota et al.
2003; Ravinet et al. 2004). Dagegen tritt der Typ CB2 hauptsachlich im peripheren Gewebe, wie im
Darm und der Leber, auf und wird vorrangig von Zellen des Immunsystems, z. B. Leukozyten, in der
Milz und in Tonsillen exprimiert (Pertwee 1997). Dieser wurde erstmals 1993 von Munro (Munro et
al. 1993) beschrieben.

Ilhre Aktivierung setzt eine Signalkaskade in Gang. So wird u.a. das Enzym Adenylatzyklase gehemmt
und folglich die Konzentration von zyklischem Adenosinmonophosphat erniedrigt (Howlett et al.
1986; Felder et al 1995). Elektrophysiologische Untersuchungen zeigen CB1- induzierte
Veranderungen der Leitfahigkeit verschiedener lonenkanale [verminderte Leitfahigkeit fir Calcium
(Caulfield and Brown 1992; Mackie et al. 1993; Mackie and Hille 1992; Shen et al. 1996), erhohte
Leitfahigkeit fir Kalium (Mackie et al. 1992)]. AuBerdem konnte je nach Lokalisation sowohl eine
Zunahme als auch eine Abnahme der Aktivitdt der Mitogen- activated protein kinase beobachtet
werden (Kola et al. 2005). Die Signalkaskade fihrt schlieBlich zu einer Modulation der neuronalen
Erregbarkeit (Di Marzo et al. 2004). Im ZNS wirken ECe vorrangig als retrograde Transmitter (Wilson
and Nicoll 2001; Piomelli 2003). Nach Depolarisation der Nervenzelle werden sie aus der
postsynaptischen Membran freigesetzt, aktivieren CB1- Rezeptoren in der prasynaptischen Membran
(Katona et al. 1999; 2001) und inhibieren dadurch die Freisetzung von Neurotransmittern, wie GABA,
Dopamin, Noradrenalin, Glutamat oder Serotonin (Di Marzo et al. 2004).

Es bestehen jedoch auch Hinweise auf die Existenz weiterer Cannabinoidrezeptor- Subtypen (Shire et
al. 1995; Di Marzo et al. 2000; Breivogel et al. 2001). Ebenso kdnnen andere Rezeptoren im Gehirn
und an GefaRen die Wirkung von ECs vermitteln, wie Vanilloid- Rezeptoren (VR;) (Zygmunt et al.
1999; Szallasi and Di Marzo 2000; Hillard 2000). Auch binden und aktivieren einige Cannabinoid-
Agonisten den G- Protein gekoppelten Rezeptor GRR55 (Baker et al. 2006).

Die bislang bestbeschriebenen ECe sind das AEA und das 2-AG, die als Teil-Agonisten auf beide
Rezeptortypen wirken, wobei sich das AEA vornehmlich an den Typ CB1 bindet (Di Marzo 2008;
Gonsiorek et al. 2000).

1.1.3 Endocannabinoide

Bis dato wurden mehr als 12 verschiedene ECe beschrieben, die sich in drei Typen einteilen lassen:
die Amide, die Glycerole und die Ether (Hanus et al. 2001). Sie werden aus membran- standigen
Phospholipiden gebildet, aus Arachidonsaure. Daher sind sie lipophil und kénnen nicht intrazellular
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in Vesikeln gespeichert werden (Cota and Woods 2005; Pagotto et al. 2006; Bracey et al. 2002). Dies
steht im Gegensatz zu klassischen Neurotransmittern, die vor-synthetisiert werden (wie Acetylcholin
oder Norepinephrin). Im Gehirn werden sie bei Bedarf von Neuronen gebildet (Matias et al. 2006),
freigesetzt, und nachdem sie einen kurzen (Halbwertszeit von Sekunden bis Minuten (De Petrocellis
et al. 2004)), starken Effekt hatten, sofort inaktiviert und hydrolysiert (Cota and Woods 2005; Bracey
et al. 2002; Ameri 1999). Auf Grund dieses Verhaltens werden sie auch als lokale Neuromodulatoren
bezeichnet (Cota and Woods 2005).

Uber die funktionelle Bedeutung des ECS ist bisher wenig bekannt. Es scheint eine Rolle bei vielen
physiologischen Prozessen zu spielen, einschlielRlich Nozizeption, Motorik, Gedachtnis und Lernen,
Appetit und Essverhalten und im Energiehaushalt (Pagotto et al 2006; Ameri 1999; Di Marzo et al.
1998). AuRRerdem greifen sie in den endokrinen Haushalt ein, in GefdRreaktionen, in den
Knochenumbau, das Immunsysthem und sind unter bestimmten Umstdnden neuroprotektiv (Correa
et al. 2005; van der Stelt and di Marzo 2005; Wang et al. 2006; Idris et al. 2005; de Oliveira et al.
2006; Arenos et al. 2006; Mikics et al. 2006; Guindon et al. 2006).

Es gibt viele Hinweise, dass das ECS zusammen mit dem mesolimbischen Dopamin- System eine
wichtige Rolle im endogenen Belohnungssystem spielt (Solinas et al. 2006). Die Stimulation von CB1-
Rezeptoren im Nucleus accumbens unterdriickt wahrscheinlich die Glutamat- Aktivitat mit daraus
folgender Hemmung von GABA- abhangigen Neuronen, welche normalerweise Dopamin- abhangige
Neuronen im ventralen Tegmentum hemmen (van der Stelt 2005). ECe kénnen die extrazelluldren
Konzentrationen von Dopamin erhéhen. Zum Beispiel zeigte Solinas et al, dass bei Ratten die
intravendse Verabreichung von AEA mit erhéhter Dopamin-Aktivitdt im Nucleus accumbens
assoziiert ist.

Viele experimentelle Ansatze , wie z.B. die Hemmung des ECS lber Antagonisten oder Stimulation
der CB1- Rezeptoren liber Agonisten, halfen, die Funktion des Systems zu erschliefen. So zum
Beispiel war SR141716A (Rimonabant) die erste klinisch getestete Substanz mit Wirkung am CB1-
Rezeptor (Rinaldi- Carmona et al. 1994). Sie wurde zur Behandlung der Adipositas entwickelt und hat
eine invers agonistische Wirkung am CB1- Rezeptor, das heiflt, anders als reine Antagonisten,
blockiert sie nicht nur den Effekt des Agonisten, sondern fiihrt zu einer gegenteiligen Wirkung am
Rezeptor. Es ist mittlerweile bewiesen, dass Rimonabant zu einer signifikanten Gewichtsabnahme
fihrt und so in die Nahrungsaufnahme des Menschen eingreift (Duarte et al. 2004). Mittlerweile
existieren auch klinische Versuche tiber die Wirkung von Rimonabant auf Craving bei chronischer
Alkoholabhangigkeit (Lallemand et al. 2001).

Es gibt Hinweise fiir eine tonische Aktivitat des ECS. Diese wird auf zwei moglich Mechanismen
zurtickgefiihrt: auf einen primar aktivierten Zustand einiger EC-Rezeptoren und/ oder auf eine
andauernde Freisetzung von ECs. Unter phsyiologischen Bedingungen ist es je nach Alter und Spezies
unterschiedlich aktiviert (Marsicano et al. 2003).

1.1.4 Anandamid und 2- Arachidonoylglycerol

Diese Arbeit untersucht AEA und 2- AG, welche die bekanntesten und meist erforschten ECe sind.
AEA wird aus Arachidonsaure und Ethanolamin mittels einer spezifischen Phospholipase D und der N-
Acyl- Transferase synthetisiert. Dahingegen gibt es fiir die Synthese von 2- AG aus Arachidonsaure
und Glycerol zwei verschiedene Méglichkeiten. Einen Weg lber die Phospholipase C und die
Diacylglycerollipase, oder tGber die Phospholipase Al zusammen mit der Lyso- Phospholipase C.
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Der Abbau beider EC erfolgt tber die intrazelluldren Enzyme Fatty Acid Amide Hydrolase (FAAH) und
Monoglycerol Lipase (MGL), die jeweils Arachidonsaure von Molekilresten abspalten (Puffenbarger
2005), wobei AEA primar tGber die FAAH mit Hilfe eines Transportenzyms ,Anandamide- Membran-
Transporter (AMT)“ hydrolisiert wird. In- vitro ist 2- AG auch ein ausgezeichnetes Substrat flr die
FAAH, in vivo allerdings zeigt sich bei FAAH knock-out Mausen, dass 2- AG nicht in seiner Wirkung
verstarkt wird (Lichtmann et al. 2002). Daraus lasst sich schlieBen, dass 2- AG in vivo vor allem durch
die MGL abgebaut wird.

Die wichtigsten Systeme, in die 2- AG und AEA eingreifen, sind das Herz- Kreislaufsystem,
insbesondere bei Myokardinfarkt (Maeda et al. 2009), Stressbewaltigung/ Depression (Hill et al.
2009), Nahrungsaufnahme, Nozizeption, Onkologie und Neuroprotektion.

1.2 Ethanol und das Endocannabinoidsystem

In der Vergangenheit wurde bereits beschrieben, dass das ECS nicht nur an Prozessen in
Zusammenhang mit der Aufnahme von festen Nahrungsmitteln, sondern auch beim Konsum von
Flassigkeiten, insbesondere von Ethanol, beteiligt ist. Die anatomische Verteilung und die Wirkung
von ECs im ZNS korrelieren mit den Auswirkungen von Alkoholkonsum auf das Verhalten, inklusive
Gedachtnisstorung, Verlangsamung der motorischen Funktionen, Dampfung der
Schmerzwahrnehmung und Hypothermie (Compton et al. 1993; Fadda and Rosetti 1998).
Veranderungen des ECS im Gehirn spielen wahrscheinlich eine wichtige Rolle in der Entwicklung von
Alkoholabhangigkeit und —toleranz (Basavarajappa et al. 1998; Basavarajappa and Hungund 1999).
Der Hauptrezeptor fiir cannabinoide Stoffe im zentralen Nervensystem, CB1, spielt eine wesentliche
Rolle in der Regulierung der Ethanolaufnahme. Die Blockierung des CB1-Rezeptors fiihrte zu einer
Ausschaltung der Ethanolaufnahme und verringerte bei Nagetieren die akut verstarkenden
Wirkungen des Ethanols sowie Ethanol-suchendes Verhalten (Cippitelli et al. 2005; Gessa et al. 2005;
Malinen und Hyytia 2008). Eine Stimulation der CB1-Rezeptoren mittels exogener Agonisten flhrte
zu einem erhéhten Ethanolkonsum (Colombo et al. 2002). Man geht sowohl bei akutem, als auch bei
chronischem Ethanolkonsum davon aus, dass die Expression der CB1-Rezeptoren sowie die
Rezeptorbindung an das G-Protein verandert werden (Rubio et al. 2009). Eine Reihe experimenteller
Modelle hat den Einfluss von Ethanol auf die endogenen Liganden des ECS, AEA und 2-AG
untersucht. In Zellkulturen wurden nach Ethanolexposition erhohte AEA- und 2-AG-Werte
beobachtet (Basavarajappa et al. 2000; 2003). Bei Tiermodellen hingegen war diese Anderung von
der Dauer der Ethanolexposition abhangig. Die AEA- und 2-AG-Werte waren in einigen
Gehirnregionen wahrend einer kurzfristigen Ethanolexposition verringert (Rubio et al. 2009; Rubio et
al. 2007). Im Gegensatz dazu fihrte eine chronische Ethanolexposition bei Ratten zu erhéhten AEA-
und 2-AG Konzentrationen im ZNS (Gonzalez et al. 2002; Gonzalez et al. 2004), bei Mausen zu einer
daraus folgenden Herunterregulierung der CB1- Rezeptoren und deren Signaltransduktion
(Basavarajappa and Hungund 2004).

Auch gibt es Hinweise auf eine genetische Grundlage auf Basis des ECS fiir exzessiven
Alkoholkonsum. So konnte gezeigt werden, dass bei speziell auf Alkoholpreferenz gezlichteten
Ratten schon vor erstmaligem Alkoholkonsum die CB1- Rezeptor- Dichte sowie die CB1 mRNA und
die EC- Konzentration im Kortex, Hippocampus und Striatum héher waren als bei einer
Vergleichsgruppe ohne Alkoholpreferenz (Vinod et al. 2012). In einer weiteren Studie konnte eine
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Assoziation zwischen dem CB1- Rezeptor- Gen und der Abhangigkeit von Alkohol oder anderen
Substanzen nachgewiesen werden (Marcos et al. 2012).

Im Gegensatz zu zahlreichen experimentellen Belegen, die auf eine wichtige Rolle des ECS bei der
Reaktion auf Ethanolwirkungen hinweisen, und trotz des extrem haufigen maRigen Ethanolkonsums
in vielen Bevolkerungsschichten, haben bislang nur sehr wenige Studien die Wirkung von akut
verabreichten niedrigen Ethanoldosen auf das ECS bei gesunden Menschen untersucht (Joosten et al.
2010). Wir haben deshalb eine Studie mit Freiwilligen durchgefihrt, bei der die Probanden eine
maRige Ethanolmenge in Form von Rotwein konsumierten, und die Wirkung dieser einmaligen
Intervention auf die EC-Konzentrationen im Plasma bestimmt. Traubensaft und normales Wasser
dienten dabei als Kontrollfliissigkeiten.



2. Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss einer akut konsumierten Menge an Rotwein auf die
Plasmakonzentration der ECe, AEA und 2-AG untersucht.

Wir flhrten eine offene Studie [,,open-label study“] durch, um die akuten Wirkungen einer maRigen
Rotweinmenge auf das ECS bei Erwachsenen zu untersuchen, wobei wir eine identische Kalorien- und
Flussigkeitsmenge an Traubensaft oder normalen, d.h. stillen, Wassers als Kontrollintervention
nutzten. Wir wollten die Wirkungen von Rotwein mit denen einer verwandten Flissigkeit mit einem
hohen Zucker- und einem sehr niedrigen Ethanolgehalt (Traubensaft) sowie einer weiteren
Flussigkeit mit reiner Mengenwirkung ohne Glukose- oder Ethanolgabe (normales Wasser)
vergleichen.

3. Material und Methodik
3.1 Studiendesign

Voraussetzung zur Teilnahme an den Versuchen war das Unterlassen von jeglicher Aufnahme von
Flussigkeit jeweils 4 Stunden und von fester Nahrung 6 Stunden vor Verabreichung des Protokolls.
Die Probanden waren somit in diesem Zeitraum niichtern. Die Flissigkeitsaufnahme erfolgte am
frihen Nachmittag und war in allen Studiengruppen vergleichbar. Um die jeweiligen Ausgangswerte
zu erfassen, wurde den Probanden nach Ankunft im Studienzentrum in aufrechtsitzender Position
Blut in vorgefiillte EDTA-ROhrchen (S-Monovette®, Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) abgenommen.
Die ,Rotwein“-Gruppe (Gruppe 1) konsumierte anschlieRend eine maRige Ethanolmenge (250 ml
Rotwein) innerhalb eines Zeitraums von 10 Minuten (Abbildung 1). Zwanzig Minuten nach Ablauf
dieses Zeitraums wurde eine zweite Blutprobe entnommen, wahrend die dritte Blutentnahme 45
Minuten nach der Flussigkeitsaufnahme erfolgte. Die anderen beiden Studiengruppen unterlagen
einem identischen Protokoll, konsumierten jedoch jeweils 250 ml Traubensaft (Gruppe 2) oder
normales Wasser (Gruppe 3). Den Probanden war wahrend der Versuchszeit verboten, sich
korperlich zu betatigen, und es durfte keine weitere Nahrungs- oder Flissigkeitsaufnahme erfolgen.
Die Blutentnahmen erfolgten durch Punktion einer cubitialen Vene. Dieses Blut wurde sofort nach
Abnahme bei 4° C zentrifugiert. Das so entstandene Plasma wurde bei -20° C voriibergehend
eingefroren. Die Messung der EC- Konzentration erfolgte wie unter 3.3 beschrieben. Der Blutzucker
wurde nach der Hexokinase- Methode bestimmt, wie unter 3.5 erklart ist. Bei dem Rotwein- Versuch
wurde auRerdem noch die Alkoholkonzentration im Blutserum gemessen (s. 3.4).
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Abbildung 1:  Studienprotokoll; NPO = nil per os (4 Std. fir Getranke und 6 Std. furr feste Nahrung)

ah 10 min +20 min +25 min
2. 3.
Blutabnahme Blutabnahme
-dh - 15 min 0 10 min 30 min 55 min
Zeitleiste
3.2 Ethik

Die Untersuchungen wurden von der Ethikkommission der Ludwig- Maximilians- Universitat
(Protokoll Nr.: 088-08) genehmigt, und der Datenschutz wurde nach deutschem Recht gewdhrleistet.
Alle Versuchsteilnehmer wurden tber die Studie aufgeklart und gaben schriftlich ihr Einverstandnis
zu der Teilnahme.

3.3. Endocannabinoidbestimmung

Wir benutzten flir unsere Messungen die Methode zur EC- Messung in peripherem Humanblut, die
2008 von Herrn Prof. Dr. med. M. Vogeser (Institut fiir Laboratoriumsmedizin der Ludwigs-
Maximilians Universitdt) entwickelt und von uns in Zusammenarbeit mit dem Institut fir
Dopinganalytik und Sportbiochemie Dresden (Dr. Detlef Thieme) modifiziert wurde. Die Methodik
der Messung beruht auf einer Kombination von Hochdruck- Flissigkeitschromatographie (HLPC) mit
einem massenspektrometrischen Detektionsverfahren (HLPC- Tandem- MS).

3.3.1 Technik der HLPC- Tandem- MS

lonen- Erzeugung und lonen- Analyse sind die beiden grundlegenden Prozesse der
Massenspektrometrie. Die lonisation der Analyten erlaubt es, Molekiile im Raum gezielt zu
transportieren, zu filter und schlieBlich zu detektieren (Vogeser 2004). Die Art der Erzeugung und der
Analyse der lonen bei der LC- Tandem- MS unterscheidet sich wesentlich von der seit Jahrzehnten
etablierten Methode des Gaschromatographie- Massenspektrometrie (GC- MS). Erst die
Entwicklung sogenannter ,,atmospheric pressure ionisation” (API) in den 80er- und 90er- Jahren
ermoglichte die Koppelung der HLPC als Trenntechnik mit einem massenspektrometrischen
Detektionsverfahren, da die direkte Injektion des HPLC- Eluates in das Hochstvakuum des
Massenspektrometers technisch nicht zu realisieren ist. Im On- line- Festphasen- Extraktions- HLPC-
System, welches fiir diese Anwendung verwendet wurde, durchlauft die zu untersuchende Probe
zunachst eine Extraktionssdule, wobei weniger polare Stoffe reteniert werden. Die zu messenden
lipophilen Substanzen werden beim Umschalten der Sdulen auf die analytische Saule gelenkt. Durch
die sogenannt Elektronenspay- lonisation (ESI), die meist genutzte Technik der API, wird das HLPC-
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Eluat in das Hochvakuum des LC- MS transferiert. Die lonisation der Zielanalyte erfolgt dabei
aullerhalb des Vakuumbereichs des Massenspektrometers, indem die mobile Phase der HPLC durch
eine feine Kapillare und mit Hilfe eines Stickstoff- Stroms (,,nebulizer gas“) aerosolisiert wird. Die auf
die Spray- Kapillare gelegte Spannung von ca. 3 kV sorgt fiir eine Ubertragung von elektrischer
Ladung auf die Tropfchen des Aerosols. Gleichzeitig wird zur Verdampfung des Eluats in das Aerosol
ein sehr hoher Strom heilRen Stickstoffs (,,desolvation gas” mit 600 I/h bei Giber 200°C) gelenkt. Durch
die Abnahme des Tropfchendurchmessers Gbersteigt schlielich die elektrostatische AbstoRung die
Oberflachenspannung und die Tropfchen zerplatzen zu immer kleineren Generationen (sog.
Coulomb- Explosion), bis die elektrische Ladung auf einzelne Molekiile in den Tropfen libertragen
wird. Auf Grund der gleichsinnigen Ladung der Molekiile kommt es schlieBlich zur sog. , ion
emission” (Vogeser 2004).

Durch eine Gegenstromspannung wird dann der Gesamtstrom dieser so erzeugten lonen auf eine
feine Eintritts6ffnung des Massenspektrometers gelenkt, passiert einen Bereich eines relativ
geringen Vakuums (ca. 1072 Torr) und gelangt schlieRlich in das Hochvakuum mit ca. 107 Torr.

Um aus dem Gesamtstrom einzelne lonen zu selektieren, werden Quadrupol- Massenfilter
verwendet. Bei diesen sind jeweils vier Metallstdbe parallel angeordnet, an die Radiofrequenzen
angelegt werden. Bei einer bestimmten Radiofrequenz geraten alle lonen, die nicht einer einzigen
Ladung- zu- Masse- Ratio entsprechen, seitlich aus dem Quadrupol und werden auf diese Weise
emittiert. Das Tandem- Massenspektrometer ist eine Koppelung zweier Quadrupole mit
interponierter Kollisionszelle, wodurch unabhdngige Scans sowie u. a. das sogenannte ,,multiple
reaction monitoring” (MRM) ermoglicht werden. Im MRM- Modus ist ein kontrolliert herbeigefiihrter
Zerfallsprozess Grundlage einer hochspezifischen Stoffdetektion. Nach der Passage des ersten
Quadrupol werden die auf diese Weise herausgefilterten ,,Mutterionen” eines Zielanalyten in eine
Kollisionszelle gelenkt, in die ein Inertgas, wie Argon, stromt. Die ,Mutterionen“ kollidieren hier mit
den Argon- Atomen und werden zu ,Tochterionen” fragmentiert. Der Fragmentionenstrom wird nun
in das zweite Quadrupol geleitet, um das eigentliche Zielanalyt herauszufiltern. Dieses trifft dann auf
einen lonendetektor, der die ankommenden lonen in elektrische Zahlimpulse verwandelt.

3.3.2 Substanzen

2-AG mit einem Molekulargewicht von 378,55 und einer Reinheit von 98% wurde von Sigma- Aldrich
(Deisenhofen, Deutschland; Cat. No. A-8973) hergestellt und in Konzentration von 10 mg/ml in
Acetonitril- Soultion benutzt. Ebenso wurde AEA mit einem Molekulargewicht von 347,5 und einer
Reinheit von 98%, in einer Konzentration von 200 mg/ml in Methanol benutzt (Cat. No. A-0580).

Von Sigma synthetisch hergestelltes, stabiles isotopenmarkiertes AEA und 2- AG dienten als interner
Standard. Zum Arbeiten wurden Konzentrationen von 0,02pg/ml in AEA/Ethanol und 0,05 pg/ml 2-
AG/Ethanol hergestellt.

3.3.3 Quantifizierung

Fir die Kalibrierung innerhalb der analytischen Messreihe wurde reines AEA und reines 2-AG, gelost
in Methanol/Wasser (1/1), in Konzentrationen von 100, 10, 5, 2 oder 1 pg/L verwendet. Diese
Kalibratoren werden wie die unbekannten Proben exakt gleich bearbeitet.
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Auf diese Weise wurden bei allen Blutproben jeweils symmetrische Peaks innerhalb der jeweiligen
MRM- Spur registriert. Entweder fir AEA und dem Deuterium- markierten AEA oder fiir 2- AG und
dessen deuterisierter Form. Mittels Integration der Peakflachen der jeweiligen zueinander gehérigen
Spuren erfolgte die Quantifizierung nach einem Peak- Flachen- Verhiltnis. AEA/ AEA-d8 und 2- AG/ 2-
AG-d5 wurden proportional zu den jeweiligen Konzentrationen umgerechnet.

Diese Methode ist innerhalb eines Bereiches von 0,1 bis 2 ng/ml fiir AEA und eines Bereichs von 0,5
bis 10 ng/ml flr 2-AG linear. Die untere Nachweisgrenze der Methode (definiert als Signal-
/Rauschverhiltnis > 4:1) liegt bei 0,025 ng/ml fur AEA und 0,33 ng/ml flr 2-AG. Da 2-AG rasch zu 1-
AG isomerisiert (Vogeser and Schelling 2007), wurde 2-AG als die Summe von 1- und 2- Estern der
Arachidonsaure quantifiziert.

3.3.4 Probenvorbereitung

Zur Messung der EC-Konzentrationen wurden vor Fllssigkeitsaufnahme (Ausgangswert) sowie nach
20 und 45 Minuten venoése Blutabnahmen durchgefiihrt. Jede Blutentnahme erfolgte durch Punktion
einer Vene in der Ellenbeuge unter Verwendung von EDTA- Rohrchen (S- Monovette®, 9 ml K3E von
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland). Das Blut wurde unverziiglich zur Plasmagewinnung unter 4°C

10 Minuten lang bei 3000 rpm zentrifugiert (Haraeus Varifuge 3.0R). Das Plasma wurde in Eppendorf-
Réhrchen abpippetiert und bei —80°C fiir héchstens 2 Wochen gelagert, bis es im Rahmen der
Extraktion weiterverarbeitet wurde. Unter diesen Lagerungsbedingungen bleiben EC fiir eine Dauer
von bis zu 6 Monaten stabil (Di Marzo et al. 2009). In der Vergangenheit durchgefiihrte Experimente
haben gezeigt, dass die EC-Synthese in nativen, nicht gekihlten Blutproben auch ex-vivo anhalt
(Vogeser et al. 2006). Aus diesem Grund wurde die Probe umgehend unter gekiihlten Bedingungen
bis zur abschlieBRenden Lagerung weiterverarbeitet.

3.3.5 Extraktion

Zur Extraktion von AEA und 2- AG wurden jeweils 500 ul der Plasmaprobe zusammen mit 20 ul
Losung des Internen Standards in 2 ml Polypropylen- Tuben pipettiert und mit 1000 pl tertidren
Butylmethylether (MTBE) versetzt. Daraufhin wurde jede Probe 10 Minuten lang bei
Raumtemperatur in einen horizontalen Schiittler gestellt und anschliefend 6 Minuten lang bei 14000
rpm zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge 5415R). Dadurch grenzte sich eine fllissige Phase ab und
dieser Uberstand konnte in ein Eppendorf- Réhrchen (iberfiihrt werden, um anschlieRend das MTBE
unter Stickstoff abzublasen. Das so entstandene Extrakt wurde in 80 pl Acetonitril und 80 pl Puffer
aufgenommen und erneut, nach 5 min im horizontalem Schiittler, fiir 6 min in die Zentrifuge bei
14000 rpm gestellt. Der nun klar vom Proteinbestand abzugrenzende klare Uberstand konnte in
HPLC- Flaschchen pipettiert und in den Autosampler gebracht werden.

3.4 Bestimmung der Alkoholkonzentration im Blutserum

Die Alkoholkonzentration im Blutserum wurde mittels enzymatischen UV- Test unter Verwendung
einer Ethanoldehydrogenase- Technik (ADH) bestimmt (Olymp AU2700, Beckman Kolter, Krefeld,
Deutschland). Das Prinzip beruht darauf, dass Ethanol und NAD* mittels der ADH zu Acetaldehyd und
NADH umgesetzt werden.
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Ethanol + NAD*— Acetaldehyd + NADH + H*

Da das Gleichgewicht bei dieser Reaktion auf Seiten des Ethanols liegt, wird das Gleichgewicht durch
die Wahl geeigneter Reaktionsbedingungen auf die rechte Seite verschoben. Gemessen wird dann
bei einer Wellenldange von 340 nm mittels UV- Licht das anfallende NADH, welches der
Ethanolkonzentration entspricht.

3.5 Glukose- Messung im peripherem vendsen Blut
3.5.1 Probenvorbereitung

Da es im vendsen Blut innerhalb der ersten Stunde nach Blutentnahme zu einer ca 7 % Abnahme der
Glukosekonzentration kommt auf Grund der Glykolyse, wurde das Blut sofort nach Entnahme,
ebenso wie die Proben fir die EC- Messung, zentrifugiert und das Plasma abpippetiert. Dieses wurde
bis zur eigentlichen Messung bei — 80° C eingefroren.

3.5.2 Glukose- Messung

Die Plasma- Glukose wurde nach der Hexokinase- Methode bestimmt (Olymp AU2700, Beckman
Kolter, Krefeld, Deutschland). Das Verfahren erfolgte mit Multistandard bekannter Konzentrationen
Uber das Lambert- Beersche Gesetz. Dieses beschreibt den Zusammenhang zwischen der Absorption
von Licht und der Konzentration eines absorbierenden Inhaltstoffs in Flissigkeiten. In diesem Fall
wird die Zunahme der Absorption von Licht mit einer Wellenldange von 340 nm durch den vermehrten
Anfall von NADPH gemessen. Die Hexokinase katalysiert die Phosphorylierung von Glukose durch
ATP, wobei Glukose-6-phosphat und ADP entstehen. AnschlieRend wird ein zweites Enzym, Glukose-
6-Phophatdehydrogenase, als Katalysator der Oxidation von Glukose-6-Phosphat durch NADP*
genutzt, wobei NADPH gebildet wird.

Die Bestimmung erfolgt gemal der Reaktionsgleichung:
Glukose + ATP -> Glukose-6-Phosphat + ADP
Glukose-6-Phosphat + NADP+ -> Gluconat-6-Phosphat + NADPH + H+

Reaktionsschritt 1 wird durch Hexokinase katalysiert, Reaktionsschritt 2 durch Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase.

3.6 Verwendete Fliissigkeiten

Fiir den Traubensaft- Versuch wurde Rabenhorst Traubensaft in 750 ml- Flaschen benutzt. Der
verwendete Rotwein war: Barolo vigneto Monvigliero 1996 D.0.C.G. ebenfalls aus 750 ml Flaschen.
Das Wasser war Adelholzener still, 500 ml Flaschen. In allen 3 Flissigkeiten wurde keine EC

festgestellt (Messverfahren wie unter 3.3 beschrieben, Tabelle 1).
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Tabelle 1:Eigenschaften der verabreichten Fliissigkeiten, bei den AEA- und 2-AG-Daten handelt es sich um
Mittelwerte + SD; *n=2: Messungen wurden in zweifacher Ausfithrung durchgefiihrt.

Rotwein Traubensaft Wasser
(Gruppe 1) (Gruppe 2) (Gruppe 3)

Marke Barolo Vigneto Roter Traubensaft, Naturell Adelholzener,
Monvigliero' Rabenhorst? still®

Gesamtzuckergehalt <0,8 18,0 -

[g/dl]

Glukose [g/dl] 8,1 -

Fruchtzucker [g/dl] 8,3 -

Ethanol [Vol%] 14,0 - -

Ethanol [g/dl] 11,2 - -

Ethanol [g/250ml] 28,0 - -

Kalorien [kcal/dl] 75,0 75,0 -

Kalorien [kcal/250ml]  187.5 187,5 -

Anandamide [ng/ml],  <0,025 ng/ml* <0,025 ng/ml* -

n=2%

2-AG [ng/ml], n=2* <0,33 ng/ml* <0,33 ng/ml* -

'Commendatore G. B. Burlotto, Via Umberto I, 9, 12060 Verduno, Italien

2Haus Rabenhorst, Scheurener Str. 4, 53572 Unkel, Deutschland

3Adelholzener Alpenquellen GmbH, St.-Primus-StraBe 1 - 5, 83313 Siegsdorf, Deutschland

* Diese Konzentrationen befinden sich jeweils um den Faktor >4 fiir AEA und >12 fiir 2-AG unter der
Nachweisgrenze unserer Methode. Diese Werte werden dementsprechend nur zu Orientierungszwecken
aufgefiihrt, um zu verdeutlichen, dass ein moglicher EC-Inhalt unserer Testfliissigkeiten das ECS im Plasma
nicht beeinflusst.

3.7 Statistische Analysen

Die Abweichung der Probendaten von der Normalverteilung wurde mittels des Kolmogorov-Smirnov
Tests gepriift. Anderungen hinsichtlich der Parameter (z.B. Plasmaendocannabinoid oder -
Glukosekonzentrationen) wurden Uiber die 3 Messpunkte hinweg mittels eines allgemeinen linearen
Modells mit Messwiederholungen (RM-ANOVA) analysiert, wobei der Faktor Zeitpunkt als
intraindividuelle Variable und der Faktor Gruppe als interindividuelle Variable dienten. In einigen
Analysezyklen wurde der Faktor Geschlecht als Kovariable eingesetzt. Kategoriale Variablen wurden
mittels des Fishers LSD Tests verglichen.

Das Verhaltnis zwischen kontinuierlichen Daten (z.B. Glukose und EC-Konzentrationen im Plasma)
wurde quantifiziert, indem Pearsons ,r’ flir normalverteilte Daten und Spearmans ,rho’ fir nicht-
parametrische Daten berechnet wurde.
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Demographische Variablen zwischen den Gruppen wurden mittels ANOVA verglichen. Ein p-Wert
von < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Die Daten werden als Mittelwert + SD
angegeben. In den Abbildungen werden die Werte als Mittelwert + SEM dargestellt. Statistische
Berechnungen wurden mittels PASW Statistik 17.0 und Sigma Plot 11.0, Chicago, lllinois, USA
durchgefihrt.

4. Ergebnisse
4.1 Probanden

Die Probanden in allen 3 Gruppen waren gesund und hatten ein durchschnittliches Lebensalter von
35,4 Jahren. 23 Probanden waren weiblich, 32 mannlich. Bei allen erhobenen Parametern ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Insgesamt nahmen am Rotwein-
Versuch 20 (Geschlecht m/w: 11/9; Alter: 36,3 + 7,9 Jahre; GréRe: 1,75 + 0,09 m; Gewicht: 67,6 +
11,2 kg; Body mass index: 22,0 + 2,5), am Traubensaft- Versuch 17 (Geschlecht m/w: 10/7; Alter: 35,3
+ 8,3 Jahre; GroRe: 1,75 + 0,07 m; Gewicht: 70,2 + 10,7 kg; Body mass index: 22,8 + 2,2) und am
Wasser Versuch 18 Personen (Geschlecht m/w: 11/7; Alter: 35,4 + 8,5 Jahre; GroRe: 1,76 £ 0,1 m;
Gewicht: 70,4 £ 9,2 kg; Body mass index: 22,7 + 2,5) teil. Keiner der Teilnehmer nahm Medikamente
ein und alle Personen wiesen ein normales Trinkverhalten auf, waren also nicht alkoholabhangig. In
der Gruppe, in der Rotwein verabreicht wurde, tranken 11 von 20 Teilnehmern taglich Alkohol
(Alkoholmenge: 8,65 + 9,72 g/d). Die anderen beiden Gruppen unterschieden sich in dieser Hinsicht
nicht (Traubensaftgruppe: 7 von 17; 9,12 + 12,4 g/d; Wassergruppe: 8 von 18; 11,4 + 13,6 g/d). Die
Unterschiede zwischen den Gruppen waren statistisch nicht signifikant (p= 0,77, Tabelle 2).

Tabelle 2: Demographische Daten der verschiedenen Gruppen; bei den Daten handelt es sich
um Mittelwerte + SD; es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
beobachtet.

Rotwein Traubensaft Wasser p- Werte

(Gruppe 1, n=20) (Gruppe 2, n=17) (Gruppe 3, n=18)

Geschlecht 11/9 10/7 11/7 0,93
(m/w)

Alter (J) 36,3+7,9 35,3+8,3 35,4+8,5 0,92
GroRRe (M) 1,75+ 0,09 1,75+ 0,07 1,76 £ 0,1 0,90
Gewicht 67,6 +11,2 70,2 £10,7 70,4 £9,2 0,65
(Kilogramm)

Body Mass 22,0+2,5 22,8+2,2 22,7+2,5 0,51
Index
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4.2 Endocannabinoid- Plasmakonzentrationen

Die RM-ANOVA-Analyse zeigte signifikante intraindividuelle Anderung beziiglich der EC-
Plasmakonzentrationen tber die Zeit (Typ Ill Quadratsumme = 0,02, F = 3,6, p = 0,03 fir AEA und Typ
[l Quadratsumme = 27,9; F = 17,9; p < 0,01 fiir 2-AG) mit einer signifikanten Interaktion zwischen
Zeitpunkt und Gruppen. (Typ Il Quadratsumme = 0,04, F = 4,0; p < 0,01).

4.2.1 Rotweineffekt (Gruppe 1)

Sowohl die AEA-, als auch die 2-AG-Werte verringerten sich 20 Minuten nach Zufuhr von Rotwein
(AEA-Ausgangswert 0,23 + 0,12 ng/ml auf 0,18 + 0,07 ng/ml; p < 0,01 und 2-AG-Ausgangswert von
6,68 = 4,13 ng/ml auf 5,49 £ 3,22 ng/ml, p = 0,01). Fiinfundvierzig Minuten nach der Weinaufnahme
blieb der AEA-Wert, verglichen mit dem nach 20 Minuten gemessenen Wert, anndahernd
unverdndert, wihrend der 2-AG-Wert weiter signifikant sank (auf 4,98 + 3,39 ng/ml; p < 0,01

verglichen mit der Konzentration nach 20 Minuten — Abbildung 2).
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Abbildung 2:  Endocannabinoid Plasmakonzentrationen und Ethanolkonzentration in der Rotweingruppe

(Gruppe 1, *p < 0,05 verglichen mit dem Ausgangswert, RM-ANOVA, mit

Mittelwerte = SEM).
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4.2.2 Traubensafteffekt (Gruppe 2)

Die AEA- und 2-AG-Plasmawerte blieben im Beobachtungszeitraum im Vergleich zu den
Ausgangskonzentrationen nahezu unverandert, (AEA-Ausgangswert = 0,22 + 0,13 ng/ml vs. 0,21 +
0,11 ng/ml nach 45 min; 2-AG-Ausgangswert 3,15 + 1,83 ng/ml vor Traubensaftaufnahme vs. 2,78 +
1,21 ng/ml 45min danach; Abbildungen 3 und 4).

0,30
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Abbildung 3: AEA-Werte in den verschiedenen Gruppen; *p < 0,05 im Vergleich zu den Ausgangswerten in der
Rotweingruppe, #p < 0,01 verglichen mit den Werten nach 45 Minuten nach Wasseraufnahme. Bei den Daten
handelt es sich um Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 4: Vergleich der 2-AG-Werte in den einzelnen Gruppen. *p < 0,013 signifikante Abnahme der 2-
AG-Werte im Vergleich zu den Ausgangswerten in der Rotweingruppe (Gruppe 1); #p < 0,01, im Vergleich zu
den Ausgangswerten nach Wasseraufnahme (Gruppe 3). Bei den Daten handelt es sich um Mittelwerte = SEM.

4.2.3 Wassereffekt (Gruppe 3)

Die Wasseraufnahme hatte keine signifikanten Wirkungen auf die AEA-Plasmawerte, die AEA-
Ausgangskonzentrationen lagen bei 0,21 + 0,08 ng/ml, nach 20 Minuten bei 0,25 + 0,10 ng/ml und
nach 45 Minuten bei 0,19 + 0,06; p = 0,13). Ebenso wenig wurden signifikante Anderungen nach 20
Minuten, nachdem die Teilnehmer das Wasser getrunken hatten, beobachtet. Die 2-AG-
Konzentrationen nach 20 Minuten lagen bei 2,7 + 1,4 ng/ml im Vergleich zum Ausgangswert 3,1+ 1,9
ng/ml. Nach 45 Minuten wurde ein weiterer Abfall der 2-AG-Konzentrationen auf 1,91 + 1,16 ng/ml
beobachtet und, verglichen mit den Ausgangswerten, das statistische Signifikanzniveau erreicht (p <
0,01); (Abbildung 3 und 4).

4.3 Relation zwischen Glukose-, Ethanol- und Endocannabinoidkonzentrationen im Plasma

Rotweinkonsum fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der Alkoholkonzentration im Plasma (auf 0,49
+ 0,14 g/l nach 20 Minuten; p < 0,01 und 0,55 + 0,12 g/I nach 40 Minuten; p < 0,01 (Tabelle 3 und
Abbildung 2). Die erhohten Alkoholkonzentrationen im Plasma gingen mit einer signifikanten
Verringerung der Blutglukosewerte nach 20 Minuten einher (von 93,3 + 13,8 mg/dl, auf 83,9 + 12,9
mg/dl; p < 0,01), die wihrend des Beobachtungszeitraums generell auf erniedrigtem Niveau blieben.
Nach Traubensaftkonsum (Gruppe 2) erhéhten sich die Blutglukosewerte signifikant (von 88,2 + 10,0
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mg/dl auf 123,1 +17,3 mg/dl; p < 0,01), bevor sie nach 45 Minuten wieder auf das Ausgangsniveau
absanken. Die Blutglukosekonzentrationen in der Wassergruppe (Gruppe 3) anderten sich nicht
(Tabelle 3).

Die Ausgangswerte der 2-AG-Konzentrationen vor Einnahme der Prifpraparate korrelierten positiv
mit den Plasmaglukosewerten (r= 0,43, p<0,01, n=55). Demgegeniiber fand sich keine signifikante

Korrelation zwischen den Glukosekonzentrationen im Blut und dem AEA-Ausgangswerten (r=0,17,

p=0,22, n=55).

In der Rotweingruppe fand sich zu beiden Messzeitpunkten (20 bzw. 40 min) schwache, aber
positive Korrelationen zwischen den EC- und den Blutglukosewerten (r>0,42, p<0,05).

Nach Wasseraufnahme bestand zwischen der Glukosekonzentration und den AEA-Werten bei Minute
20 (r=-0,51, p=0,02) eine negative Korrelation, ohne signifikante Korrelation nach 40 Minuten. An
diesem Messpunkt korrelierten die 2-AG-Werte positiv mit den Blutglukosekonzentrationen (r=0,56,
p=0,02), ohne Korrelation nach 20 Minuten.

In der Traubensaftgruppe wurden kein signifikanter Zusammenhang zwischen Blutglukose- und EC-
Werten beobachtet.

Wir konnten zu keiner Zeit eine signifikante Korrelation zwischen Alkoholkonzentrationen und EC-
Werten im Plasma nachweisen.
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Tabelle 3: Ethanol- und Glukosewerte im Plasma; die Daten sind als Mittelwerte + SD dargestellt; Vergleich
von Daten in jeder Gruppe mit Ausgangswerten *p<0,05, RM-ANOVA mit Holm-Sidak post-hoc Test.

Gruppe Zeitpunkt Glukose im Blut Plasma-Ethanol-
(mg/dl) Konzentration (g/1)
Rotwein Ausgangswert 93,25 +£13,84 0,00 + 0,00
(n=20)
Minute 20 83,90 + 12,93* 0,49 + 0,14*
Minute 45 83,32 £10,74* 0,55 + 0,12*
Traubensaft Ausgangswert 88,24 10,00 -
(n=17)
Minute 20 123,12 +£17,28* -
Minute 45 89,00 £ 12,81 -
Wasser Ausgangswert 91,61 £ 12,74 -
(n=18)
Minute 20 90,00 + 9,40 -
Minute 45 89,72 £+ 8,02 -

4.4 Geschlechtsspezifische Effekte

Wenn der Faktor Geschlecht als Kovariable in die RM-ANOVA-Analyse miteinbezogen wurde, zeigte

das Modell eine signifikante Wirkung zwischen den Faktoren 2-AG, Gruppe und Geschlecht (Typ Il

Quadratsumme = 87,5, F = 5,7, p = 0,02). Bei weiblichen Testpersonen zeigte sich nach

Rotweinkonsum ein starker Trend zu niedrigeren 2-AG-Werten als bei mannlichen Teilnehmern (4,14

+ 2,77 ng/ml im Vergleich zu 6,59 + 3,25 ng/ml, p = 0,09 nach 20 Minuten und 3,53 + 2,11 ng/ml im
Vergleich zu 6,17 + 3,84 ng/ml nach 45 Minuten, p = 0,08). Zwischen dem Faktor Geschlecht und
AEA-Werten wurde keine Interaktion beobachtet (Daten nicht gezeigt). Frauen hatten signifikant

héhere Alkoholkonzentrationen im Plasma als méannliche Studienteilnehmer (0,59 + 0,081 g/l im
Vergleich zu 0,41 £ 0,14 g/l; p < 0,01 nach 20 Minuten und 0,61 + 0,087 g/l im Vergleich zu 0,49 +
0,12 g/l, p = 0,04 nach 45 Minuten).
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5.Diskussion

Unsere Studie hat gezeigt, dass der rasche Konsum von 250 ml Rotwein die AEA- und 2-AG-Werte im
Plasma signifikant verringert. Demgegeniber beeinflusste der Konsum einer identischen Menge an
Wasser nur die 2-AG-Konzentrationen, und Traubensaft hatte keine Auswirkung auf beide ECe.
Folglich fiihrte nur Rotwein zu einer Abnahme beider EC-Konzentrationen im Plasma. Weder die
zugrundeliegenden Mechanismen, noch die moglichen biologischen Konsequenzen dieser Effekte
sind derzeit bekannt. Es ist jedoch von Interesse anzumerken, dass das ECS bei Patienten mit
Ubergewicht und erhéhtem Risiko fiir ein metabolisches Syndrom aktiviert ist, und dass Patienten,
die an koronarer Herzerkrankung (KHK) leiden, ebenfalls ein aktiviertes ECS mit erhéhten Plasma EC-
Konzentrationen aufweisen (Sugamura et al. 2009). Die regelmaRige Einnahme maRiger
Ethanolmengen ist demgegeniiber mit einem verringerten Risiko flr kardiovaskulare Erkrankungen
assoziiert. Weiterhin finden sich bei Patienten, die regelmaRig geringe Mengen an Alkohol zu sich
nehmen, auch erniedrigte Werte multipler Biomarker, die auf eine KHK hindeuten und die Folge
einer generalisierten Entziindungsreaktion im Rahmen einer Atherosklerose sind, wie zum Beispiel
Lipide (LDL, HDL, Triglyceride..), Entziindungszeichen (CRP, Leukozyten, TNFa...), Marker der
endothelialen Zellfunktion (intrazelluldres Adh&sionsmolekil 1, vaskulares Zelladhasionsmolekil) und
Hormone, die bei Adipositas eine Rolle spielen (Leptin, Adiponectin) (Brien et al. 2011; Ronksley et al.
2011). Man konnte folglich spekulieren, dass einige der schitzenden Wirkungen von geringem bis
mafigen Ethanolkonsum beziiglich kardiovaskuldrer Erkrankungen durch eine Wirkung auf das ECS
vermittelt werden. Diese Uberlegungen werden durch die Tatsache untermauert, dass eine
Einschrankung der EC-Signalwirkung bei (ibergewichtigen Menschen mittels des inversen CB1-
Rezeptor-Antagonisten Rimonabant zahlreiche positive Effekte auf Triglyzeride, High-Density Lipo-
Proteinwerte, die Glukosetoleranz und andere Risikofaktoren fiir KHK im Plasma hat (Pacher 2009).
Rimonabant wurde allerdings 2008 vom europdischen Markt genommen und in den USA aufgrund
eines erhohten Depressionsrisikos nie zugelassen (Mitchell and Morris 2007). Dies weist darauf hin,
dass das ECS auch hierbei eine wichtige Rolle spielt. Alkoholmissbrauch ist ein signifikanter und
moglicherweise sogar kausaler Risikofaktor fiir die Entwicklung einer Depression (Boden and
Fergusson 2011). Patienten mit Depression zeigen weiterhin verringerte Plasma- EC-
Konzentrationen (Higel et al. 2009). Auch mit Angsterkrankungen ist Alkoholmissbrauch oft gepaart.
So wurde in einer Studie an Mausen der Effekt von LY2183240, einem neuen EC-
Wiederaufnahmehemmer, auf Angst- und Alkoholsuchtverhalten untersucht. Es wurde gezeigt, dass
die wiederholte Gabe des Medikaments bei alkoholabhdngigen Mausen das Angstverhalten
reduzierte, nicht aber bei der Kontrollgruppe (Powers et al. 2010). Das ECS kdnnte somit eine
wichtige Rolle im komplizierten Verhaltnis zwischen Alkoholkonsum, KHK und dem Risiko fiir Angst-
oder Depressionserkrankungen spielen. Bei diesen Uberlegungen handelt es sich allerdings lediglich
um eine Hypothese und es bedarf in jeden Fall zusatzlicher experimenteller und klinischer Studien.
Unsere Erkenntnisse konnten jedoch Ansatze fiir weitere Untersuchungen liefern.

Unseres Wissens nach gibt es keine beim Menschen durchgefiihrte Studie, die den Einfluss einer
schnellen und einmaligen Zufuhr einer maRigen Ethanolmenge auf das ECS untersucht hatte. Joosten
(Joosten et al. 2010) berichtete tGber den Einfluss einer maRigen Ethanolaufnahme auf die AEA-
Plasmakonzentration im Zusammenhang mit Nahrungsaufnahme wahrend eines
Beobachtungszeitraums von drei Wochen. In dieser Studie wurden ausschlieRlich weibliche
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Probanden untersucht, die 60 Minuten vor einer Mahlzeit eine Dose Bier (13 g Ethanol) zu sich
nahmen. Eine zweite Dose (13 g Ethanol) tranken die Probanden dann wahrend des Mittagessens.
Die Kontrollgruppe folgte dem gleichen Protokoll mit alkoholfreiem Bier (<0,1g Ethanol). Die
Alkoholaufnahme lag bei ungefahr 26 g. Am ersten und letzten Tag der Studie wurden die AEA-
Plasmawerte bestimmt. Die AEA-Werte fielen im Studienzeitraum, es gab jedoch keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Gruppen, die alkoholfreies Bier und die Bier mit Alkohol zu sich nahmen.
Das Problem dieser Studie sind die vielen Einflussvariablen, wie das Fastenregime, die relativ
langsame Einnahme des Ethanols, die niedrige Ethanolmenge sowie die gleichzeitige
Nahrungsaufnahme, welche die gesamten Studienergebnisse beeinflusst haben kénnten (Jesudason
and Wittert 2008). Im Gegensatz dazu waren unsere Probanden nichtern und konsumierten eine
héhere Ethanolmenge in einem kiirzeren Zeitraum (10 min).

Es gibt keine sonstigen Studien, im Rahmen derer die isolierte Wirkung von Ethanol auf die EC- Werte
bei Menschen untersucht wurden. Folglich kdnnen unsere Erkenntnisse nur mit Untersuchungen bei
Nagetieren oder mit in-vitro Experimenten verglichen werden. Bei Ratten fiihrte die akute
Ethanolaufnahme zu einer Verringerung der AEA-Werte in einigen Gehirnregionen und im peripheren
Gewebe (Ferrer et al. 2007). Basavarajappa, der Ethanol ausgesetzte SK-H-SH Zellen untersuchte,
berichtete von zunéachst (24 h) ebenfalls erniedrigten AEA- Werten, welche daraufhin aber anstiegen
und bei 72 h ihren hochsten Wert erreichten (Basavarajappa and Hungund 1999). Diese friiheren
experimentellen Daten stimmen grofStenteils mit unseren Erkenntnissen liberein. Im Gegensatz dazu
wurde in einer Studie eine erhohte AEA- Synthese Aktivitdt im Hypothalamus eine Stunde nach
intragastraler Applikation von Ethanol gemessen (Rettori et al. 2007).

Zusatzlich zu einer Abnahme der AEA-Werte stellten wir nach Rotweinkonsum eine signifikante
Abnahme der 2-AG-Konzentrationen im Plasma bei unseren Freiwilligen fest. Dies wird bestatigt
durch Erkenntnisse von Rubio et al. (Rubio et al. 2007), die ebenfalls nach Ethanolaufnahme eine
Verringerung von 2-AG zentral im Hypothalamus, der Amygdala und signifikant im prafrontalen
Kortex festgestellt haben.

Bedingt dadurch, dass wir in unserer Studie lediglich die periphere EC-Aktivitat untersuchen konnten,
die nicht notwendigerweise die zentrale EC-Signallibertragung reflektiert, unterliegt unsere Studie
zahlreichen Einschrankungen. Vieles spricht jedoch dafiir, dass die EC-Aktivitadt in peripheren
kernhaltigen Blutzellen mit Veranderungen der zentralen EC- Signalwirkung einhergeht. Dies konnte
auch die Anwendung peripherer EC- Konzentrationen als Biomarker fiir bestimmte
neuropsychiatrische Stérungen, wie Parkinson, Multiple Sklerose oder Depressionen (Centonze et al.
2008), ermoglichen.

Zusatzlich zu den ethanolbedingten Verdnderungen der EC- Plasmakonzentrationen haben wir
mittels Traubensaft die akute Wirkung einer oralen Glukosezufuhr auf die AEA- und 2-AG- Werte
bestimmt. Im Gegensatz zu Rotwein flihrte Traubensaft zu einem signifikanten Anstieg der
Blutglukosewerte nach 20 Minuten, wahrend die EC- Konzentration im Plasma auf fast
unverandertem Niveau blieb. Zahlreiche Studien haben die Wirkung des CB1-Rezeptorantagonisten
Rimonabant auf die Glukosetoleranz mittels eines oralen Glukosetoleranztests untersucht (Scheen et
al. 2006); liber die akuten Wirkung einer Glukosezufuhr auf das ECS ist jedoch wenig bekannt. Vor
kurzem wurde im Rahmen von Experimenten mit Ratten davon berichtet, dass verschiedene
Zuckerarten die mRNA-Expression der Enzyme, die am Abbau und an der Synthese von AEA und von
2-AG im Hypothalamus beteiligt sind, beeinflussen. Da in diesen Untersuchungen aber lediglich die
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MRNA- Expression gemessen wurde, kdnnen keine Aussagen hinsichtlich der Enzymaktivitaten bei
der EC-Synthese oder dem -abbau gemacht werden. Dennoch wurde spekuliert, dass die
zirkulierenden AEA- und 2-AG- Werte durch Glukoseaufnahme vermutlich nicht beeinflusst oder nur
gering verdandert werden (Erlanson-Albertsson and Lindqvist 2010). Man nimmt an, dass es sich beim
ECS um ein schnell reagierendes Lipid- Signal System handelt, was keinen ausreichenden
Niederschlag in der mRNA-Expression findet. Diese Uberlegungen decken sich mit unseren
Erkenntnissen, die ebenfalls keinen signifikanten Effekt einer Glukosezufuhr auf die EC-
Konzentration nachweisen konnten.

Fasst man die Erkenntnisse dieser Studie zusammen, miissen einige weitere neuroendokrine Aspekte
thematisiert werden. ECe wurden bei Gibergewichtigen Menschen eingehend untersucht und einige
Studien haben Zusammenhange zwischen vollwertigen Mahlzeiten und den EC- Werten aufgezeigt.
Die Nahrungsmittelaufnahme fihrt zu einer Verringerung der peripheren EC- Konzentration. (Gatta-
Cherifi et al. 2011; Matias et al. 2006). Ahnliche Ergebnisse wurden fiir normal- und iibergewichtige
Individuen nach einem hyperinsulinamischen- euglykdmischen Clamp- Versuch (Infusion von der
Menge an Insulin, die fiir einen normalen Blutzuckerwert erforderlich ist) gefunden (Di Marzo et al.
2009). Es wurde ebenfalls gezeigt, dass Insulin die AEA-Werte verringerte, und dass maRige
Alkoholmengen die Insulinempfindlichkeit erh6hten (Lazarus et al. 1997). Dies kdnnte zu der
moderaten Abnahme der Blutglukosewerte passen, die in unserer Studie nach Rotweinkonsum
beobachtet wurde. In unserer Studie wurde eine positive Wechselbeziehung zwischen AEA-
Plasmakonzentration und Blutglukose-Werten gezeigt. So ging eine Verringerung der
Blutglukosewerte mit niedrigeren AEA-Werten einher. Wie zuvor bereits erwahnt, sind erhohte AEA-
Plasmakonzentrationen moglicherweise atherogen (Sugamura et al. 2009). Man kdnnte folglich
annehmen, dass das ECS eine Rolle bei der oben erwahnten protektiven Wirkung von maRigem
Alkoholkonsum auf das kardiovaskulare Risiko spielt (di Tomaso et al. 1996; Ronksley et al. 2011).
Diese komplizierte Interaktion macht jedoch definitiv weitere Untersuchungen erforderlich.
Interessanterweise zeigte die Traubensaft-Gruppe in unserer Studie nach Fllssigkeitskonsum keine
signifikante Verringerung der EC- Werte, obwohl die Kalorienaufnahme von 187,5 kcal hatte
ausreichen miissen, um eine Insulinantwort auszulésen. Da keine Insulinwerte gemessen wurden,
kann nur spekuliert werden, dass die Insulinwerte zu niedrig waren, um eine Abnahme der EC- Werte
auszuldsen, oder dass der Abstand von 4 Stunden zwischen einer Mahlzeit und dem Experiment nicht
ausreichend war.

Wahrend beim Insulin - wie oben beschrieben - Kortisol und auch Ghrelin eine wichtige Rolle spielen,
wurden fir das ECS auch andere neuroendokrine Interaktionen beschrieben (Bermudez-Silva et al.
2011). So konnte in einer Studie gezeigt werden, dass Alkoholgabe auch zu einer Abnahme der
Ghrelin-Werte flihrt (Zimmermann et al. 2007). Wie diese Hormone im Einzelnen aufeinander wirken
und zu einem Alkoholeffekt beitragen, ist im Verlauf weiterer Studien zu untersuchen.

Uber den Grund fiir den Abfall der 2- AG Konzentration nach Wassergabe |4sst sich nur spekulieren.
Vielleicht ist dies im Zusammenhang mit dem Sattigungsgefiihl zu sehen. Hypothetisch kdnnte man
annehmen, dass durch die Magenwanddehnung als Folge des Wasserkonsums die 2- AG-
Konzentration abnimmt, um zentral ein Sattigungsgefihl zu erzeugen. Bei Traubensaft hingegen
konnte dieser Effekt wegen der von der enthaltenen Glukose ausgelosten, zusatzlichen Signalwirkung
ausbleiben, was zu einem verstarkten Konsum zuckerhaltiger Getranke Anlass geben kénnte.
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Es wird angenommen, dass das ECS eine Hauptfunktion in der Interaktion von physischen Reaktionen
und der gastrointestinalen Funktion Gibernimmt. Es spielt eine wichtige Rolle bei der Regelung der
Energiebalance, der Nahrungsmittelaufnahme und der Appetitsteuerung im Gehirn und im
peripheren Umfeld (Di Marzo et al. 2001; Di Marzo et al. 1998; Matias and Di Marzo 2007). Offenbar
befinden sich sowohl CB1- und CB2-Rezeptoren, als auch ECe im Verdauungstrakt (Sanger 2007).
CB1-Rezeptoren treten ebenso in den Neuronen des enterischen Nervensystems auf, wahrend ein
Auftreten von CB2-Rezeptoren auf Entziindungszellen im Gastrointestinaltrakt beschrieben wurde (Di
Marzo and lzzo 2006). Dennoch ist bislang wenig tGber die Rolle des ECS bei der Steuerung der
gastrischen Funktion und der Magenentleerung beim Menschen bekannt. Das ECS kdnnte als ein
wesentlicher Regler bei der Darm-Gehirn-Interaktion fungieren. So gibt es Hinweise darauf, dass das
ECS Giber den Vagus-Nerv die Nahrungsaufnahme beeinflusst (Di Marzo and Matias 2005). Der
Vagus- Nerv verbindet den Gastrointestinal Trakt mit der Medulla oblongata und den Kernen des
Hirnstamms, die unmittelbar in die Kontrolle des Sattigungsgefiihls involviert sind. Das
Dinndarmhormon Cholezystokinin (CCK) wird wahrend der Nahrungsaufnahme ausgeschiittet und
interagiert mit spezifischen CCK Rezeptoren am afferenten Ende des Nervus vagus (Cota and Woods
2005). Von da aus wird die Information tber vagale Axone weitergeleitet und endet schliefllich am
Hypothalamus, wo sie zusammen mit anderen Signalen zur Reduktion der Nahrungsaufnahme fihrt.
Studien haben gezeigt, dass die Expression von CB1 Rezeptor mRNA in vagalen afferenten Neuronen,
die zum Dinndarm fiihren, bei nach ad lib geflitterten Ratten abnahm, wahrend bei Ratten unter
Nahrungskarenz die Expression ansteigt (Burdyga et al. 2004). Werden solche Ratten erneut gefittert
oder wird ihnen CCK gegeben, sinkt der Spiegel von CB1 Rezeptor mRNA wieder. Das heildt, das
Sattigungsgefiihl durch CCK ist assoziiert mit verminderter EC-Aktivitat.

Von Interesse ist auch der mogliche Einfluss der Art des alkoholischen Getrankes. Wein besteht zu
80- 85% aus Wasser und zu 15- 20% aus anderen Inhaltsstoffen (Tabelle 4). Diese Inhaltsstoffe sind
abhangig von Rebsorte, Jahrgang, Klimafaktoren, Reifegrad der Trauben, Bodenart, Diingung und der
Art der Weinbereitung. Hunderte verschiedene Pflanzenstoffe finden sich im Wein. Man fasst sie
unter dem Uberbegriff ,Polyphenole” zusammen. Sie stammen aus Beerenhaut, Fruchtfleisch,
Stangeln und Kernen. lhnen gilt in der Forschung bereits ein groRRes Interesse. Man sagt ihnen eine
antioxidative Wirkung nach, sie sollen Cholesterin senken, die Thrombozytenaggregation hemmen
und gefaBerweiternd wirken, folglich kardioprotektiv wirken (Pace- Asciak et al. 1995; Goldberg et al.
1999 ). AuRerdem wirken offenbar einige Polyphenole gegen Krebs (Soleas et al. 2002).
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Tabelle 4: Verschiedene Inhaltsstoffe von Wein in g/l abhdngig von Rebsorte, Jahrgang, Klimafaktoren,
Reifegrad der Trauben, Bodenart, Diingung und der Art der Weinbereitung.

Inhaltsstoffe g/l
Wasser 800
Ethanol 50-130

Mehrwertige Alkohole (z.B. Glycerin) 6-24
Kohlenhydrate (z.B. Zucker) 1-250
Sduren 4-10

Mineralstoffe und Spurenelemente 1,8-2,5

Aromastoffe 0,8-1,2
Vitamine (wasserloslich) 0,4-0,7
EiweiB/ Stickstoffverbindungen 0,3-1,0
Methanol und héhere Alkohole 0,2-0,8
Kolloide 0,15-1,0
Aldehyde 0,01-0,1
Phenolische Substanzen 0,2-2,5

Quelle: Steurer, R 1995 Steurers Weinhandbuch, Ueberreuter
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6. Ausblick

Gerade in einer Gesellschaft mit steigender Prdvalenz von metabolischen Stérungen und
HerzkranzgefaRerkrankungen nimmt die Bedeutung der Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze
stetig zu, so dass auch in dieser Hinsicht das ECS von groRem Interesse ist. Inwieweit der tagliche
Konsum einer geringen Menge an Ethanol tatsachlich in dieses System eingreift, muss Gber weitere
Studien eingehender beleuchtet werden. Von Interesse ist hier auch, welchen Effekt die
Zusammensetzung des konsumierten alkoholischen Getrankes hat, und inwieweit der von uns
beobachtete Effekt von Rotwein auf das ECS tatséchlich durch dessen Alkoholgehalt vermittelt wird.
Auch den im Rotwein enthaltenden Polyphenolen wird eine cardioprotektive Wirkung nachgesagt.
Inwieweit diese einen Einfluss auf das ECS haben, wurde nach meinem Wissen noch in keiner Studie
untersucht. Polyphenole sind beispielweise ebenfalls in der Apfelbeere oder im Saft des Granatapfels
enthalten. Dies konnte einen Ansatz fiir weitere Studien darstellen. Obwohl Rotwein rein
summarisch mehr Polyphenole enthalt, zeigen Studien, dass auch manche WeilRweine dhnlich
cardioprotektiv wirken kénnen wie Rotwein (Dudley et al. 2008; Cui et al. 2002). Die Senkung von
kardiovaskularen Erkrankungen bei moderatem Alkoholkonsum rangiert, je nach Studie, im Bereich
von 20-40% (Paul et al. 2012). Bei einigen Studien ist die Risikosenkung gleich fiir Wein, Bier und
Liquor (Mukamal et al. 2005; Gaziano et al. 1999), bei anderen ist die Risikosenkung durch Rotwein
deutlich ausgepragter als bei anderen Alkoholika. Erklart wird dies durch den synergistischen Effekt
von Ethanol und Polyphenolen (Tousoulis et al. 2008; Chiva- Blanch et al. 2012). Wenn nun der in
Rotwein enthaltende Ethanol tatsachlich fiir die Verringerung der EC- Werte im Plasma
verantwortlich ist, sollte dies auch durch reinen Ethanol zu verifizieren sein.
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7. Zusammenfassung

Das ECS, im wesentlichem bestehend aus den G- Protein gekoppelten Rezeptoren CB1 und CB2, den
sog. ECe und der nachgeschalteten intrazelluldren Signalkaskade, ist ein wichtiges physiologisches
Regulationssystem. AEA und 2- AG stellen die wichtigsten und am besten erforschten ECe dar. In
Struktur und Wirkung dhneln sie dem in der Cannabispflanze enthaltenen THC. Im Gegensatz dazu
haben sie aber eine sehr kurze Halbwertszeit. Sie werden nach Bedarf gebildet, freigesetzt und nach
einem kurzen, starken Effekt umgehend inaktiviert. Dies steht im Gegensatz zu klassischen
Neurotransmittern. Sie scheinen eine Rolle bei vielen physiologischen und pathophysiologischen
Prozessen zu spielen. So unter anderem bei der Kontrolle des Energiegleichgewichts, des Glucose-
und Lipidstoffwechsels, bei Sucht- und Depressionserkrankungen sowie bei Herz-
Kreislauferkrankungen, dem metabolischen Syndrom und der Adipositas. Insbesondere ist bekannt,
dass bei Patienten mit Atherosklerose und KHK das ECS aktiviert ist und auch eine wichtige
pathophysiologische Rolle bei diesen Krankheitsbildern spielt.

In unserer Studie wurde in einem sehr vereinfachten Ansatz der Effekt des Konsums einer mafigen
Rotweinmenge auf das ECS untersucht. Dies deshalb, weil es die oben erwahnten Hinweise daftr
gibt, dass das ECS eine wichtige Rolle bei Suchterkrankungen, wie der Alkoholabhdngigkeit, und bei
der KHK spielt und der regelmalige Genuss kleiner Mengen Rotweins moglicherweise einen
protektiven Effekt bezlglich kardiovaskularer Erkrankungen hat. Zudem war tber den Effekt einer
akuten Alkoholzufuhr auf das periphere ECS nichts bekannt. Als Kontrollinterventionen dienten in
unsere Studie Wasser (reiner Volumeneffekt) und Traubensaft (hohe Glukosezufuhr bei identischer
Kalorienmenge). Es wurden drei Gruppen gebildet, die nach dem gleichen Protokoll die jeweilige
Flussigkeit in gleicher Menge (250 ml) zu sich nahmen. Bei den Probanden erfolgten in festen
Zeitabstanden (vor Aufnahme der Testsubstanzen sowie 20 und 40 min spater) Blutentnahmen. Aus
den Blutproben wurden dann die Plasmakonzentrationen der ECe, AEA und 2-AG mittels einer eigens
dafir entwickelten Methodik bestimmt, die auf einer Kombination von Hochdruck-
Flussigkeitschromatographie (HLPC) mit einem massenspektrometrischen Detektionsverfahren
(HLPC- Tandem- MS) beruht. Zusatzlich erfolgte eine Messung der Blutalkohol- und
Glukosekonzentration aus allen entnommenen Proben.

Zwischen den Gruppen gab es keine signifikanten Unterschiede bezliglich demographischer
Variablen wie Lebensalter, Geschlechtsverteilung oder Body-Mass Index. Unsere Studie zeigt, dass
der schnelle Konsum von 250 ml Rotwein einen signifikanten Abfall der EC- Plasmakonzentration
bewirkte, wobei sowohl die AEA-, als auch die 2-AG- Werte 20 min nach dem Rotweinkonsum
signifikant abfielen (AEA: von 0,23 £ 0,12 ng/ml auf 0,18 + 0,07 ng/ml; p < 0,01 und 2-AG: von 6,68 +
4,13 ng/ml auf 5,49 + 3,22 ng/ml; p = 0,01). Nach 45 min blieb der AEA- Wert annahernd unverandert
zum 20 min- Wert, dahingegen fiel der 2- AG-Wert weiterhin signifikant ab (auf 4,98 + 3,39 ng/ml;
p<0,01). Die Alkoholkonzentration stieg an (bis max 0,55 * 0,12 g/l) und ging mit einer signifikanten
Verringerung der Blutglukose nach 20 min einher (von 93,25 + 13,84 mg/dl bis 83,90 + 12,93 mg/dl;
p<0,05 ). Bei weiblichen Testpersonen der Rotweingruppe zeigte sich eine starke Tendenz zu
niedrigeren 2- AG- Werten (4,14 £ 2,77 ng/ml im Vergleich zu 6,59 % 3,25 ng/ml, p= 0,09 nach 20 min
und 3,53 £ 2,11 ng/ml zu 6,17 3,84 ng/ml, p= 0,08 nach 45 min) und signifikant hGhere
Alkoholkonzentrationen als bei mannlichen Teilnehmern (0,59 + 0,081 g/l im Vergleich zu 0,41 £ 0,14
g/l; p<0,01 nach 20 min und 0,61 + 0,087 g/l im Vergleich zu 0,49 £ 0,12 g/I, p=0,04 nach 45 min).
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In den beiden Kontrollgruppen dnderte sich der AEA- Wert nicht signifikant (Traubensaftgruppe: AEA
von 0,22 + 0,13 ng/ml auf 0,21 + 0,11 ng/ml nach 45 min; Wassergruppe: AEA von 0,21 + 0,08 ng/ml
auf 0,19 + 0,06 ng/ml nach 45 min). In der Wasser- Gruppe fiel nach 45 min der 2-AG- Wert
signifikant ab (von 3,1 + 1,9 ng/ml auf 1,91 £ 1,16 ng/ml; p<0,01). Folglich fuhrte nur der
Rotweinkonsum zu einer Abnahme beider EC- Konzentrationen im Plasma. Die Blutglukosewerte
erhdhten sich nach Traubensaftkonsum, wie erwartet, bevor sie nach 45 min wieder auf das
Ausgangsniveau absanken (von 88,24 + 10,00 mg/dl auf 123,12 + 17,28 mg/dl nach 20 min und auf
89,00 + 12,81 mg/dl nach 45 min). In der Wasser- Gruppe zeigten sich keine Verdnderungen der
Blutglukosekonzentration (von 91,61 + 12,74 mg/dl auf 90,00 + 9,40 mg/dl nach 20 min und auf
89,72 + 8,02 mg/dl nach 45 min).

Dieser Versuch weist evtl. darauf hin, dass ein Zusammenhang zwischen Rotweinkonsum (EC-
Konzentration senkend), dem metabolischen Syndrom und HerzkranzgeféaBerkrankungen (EC-
Konzentrationen erhéht) besteht. Man kdnnte spekulieren, dass die ECe tatsachlich eine Mitursache
der protektiven Wirkung von Rotweinkonsum auf das Herz- Kreislauf- System sind. Dir regelmaRige
Einnahme maRiger Ethanolmengen ist mit einem verringerten Risiko fiir kardiovaskulare
Erkrankungen assoziiert. Die Vermutung, dass das ECS dabei eine Rolle spielt, wird durch die
Tatsache bestarkt, dass der inverse CB1- Rezeptor- Agonist Rimonabant bei Gbergewichtigen
Menschen zahlreiche positive Effekte auf Risikofaktoren fiir eine KHK im Plasma hat. Andererseits
wurde Rimonabant wegen eines erhohtem Depressionsrisiko vom Markt genommen, und die
Assoziation zwischen Depression-/ Angst- und Suchterkrankungen ist schon seit langem bekannt.
Alkoholmissbrauch ist ein signifikanter Risikofaktor fiir die Entwicklung einer Depression und
Patienten mit einer depressiven Erkrankung zeigen verminderte Plasma- EC- Werte.

Zusatzlich zu den ethanolbedingten Verdanderungen des ECS haben wir mittels Traubensaft
(equikalorisch) die akute Wirkung einer Glukosezufuhr untersucht. Auch dariber ist noch wenig
bekannt. Nach unserem Ergebnis zeigen sich keine Reaktionen im ECS, obwohl die Blutglukose in der
Traubensaftgruppe nach 20 min signifikant anstieg. Erwartet hatten wir, dass das durch den
Glukosereiz ausgeschiittete Insulin die AEA- Konzentration senken wiirde. Die fehlende Reaktion
konnte entweder an einer zu geringen Insulinausschittung auf den Glukosereiz hin liegen, oder
daran, dass es sich bei dem ECS um ein schnelles Signalsystem handelt.

In unserer Studie zeigte sich nach Rotweinkonsum eine moderate Abnahme der Blutglukosewerte,
die mit niedrigeren AEA- Werte einherging. Diese Beobachtung kdnnte damit zusammenhangen, dass
maRige Alkoholmengen die Insulinempfindlichkeit erhéhen und Insulin die AEA- Werte verringert.
Erhohte AEA- Werte sind moglicherweise atherogen. Auch diese komplexen Interaktionen kdnnten
einer zur kardioprotektiven Wirkung des ECS beitragen.

Von Interesse ist auch der Abfall der 2-AG- Konzentration nach Wasserzufuhr. Spekulativ ist dieser
durch ein, durch die Magenwanddehnung ausgeldstes, Sattigungssignal zu erklaren, das bei
zuckerhaltigen Getranken ausbleibt (Insulinmechanismus) und zu erhéhtem Konsum dieser fiihrt. Das
ECS koénnte als ein wesentlicher Regler bei der Darm- Gehirn- Interaktion fungieren.

Zusammenfassend haben wir gezeigt, dass allein der akute Konsum einer maRigen Rotweinmenge zu
einer Abnahme beider peripher gemessenen EC- Konzentrationen fiihrt. Dahingegen zeigte sich nach
Traubensaftkonsum (equikalorisch) keinerlei Veranderung des ECS und nach Wasserkonsum ein
alleiniger Abfall der 2- AG- Konzentration. Dies fihrte zu den Hypothesen, dass das ECS eine
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Mitursache der protektiven Wirkung von maRigem Rotweinkonsum auf das Herz- Kreislauf- System
darstellt und einen wesentlichen Anteil an der Interaktion zwischen Darm und Gehirn hat. AuBerdem
lasst sich darlber spekulieren, dass das ECS eine Rolle bei der Assoziation zwischen Depression-/
Angst- und Suchterkrankung spielt. Dies sollte in weiterflihrenden Studien untersucht werden.

Eine Einschrankung dieser Arbeit stellt die Tatsache dar, dass wir nur peripher die EC- Aktivitat
gemessen haben und davon ausgingen, dass diese mit zentralen Veranderungen zusammenhangt.
Wenn dies zutrifft, kdnnten periphere EC- Konzentrationen als Biomarker fiir bestimmte
neuropsychiatrische Stérungen angewendet werden. Auch welche Rolle andere Inhaltsstoffe von
Rotwein, wie z. B. Polyphenole, denen eine kardioprotektive Wirkung nachgesagt wird, einen Einfluss
auf unsere Studienergebnisse haben, ist in weiteren Studien zu untersuchen.
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