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Streszczenie

Wprowadzenie. Endogenny uktad kannabinoidowy, z udziatem receptoréw CB,, uczestniczy w osrodkowej regu-
lacji taknienia. Dziatanie agonistéw receptoréw kannabinoidowych jest jednak niejednoznaczne. Opisano wzrost,
spadek lub brak wptywu na pobieranie pokarmu.

Cel pracy. Zbadanie wpltywu zwigzkéw pobudzajacych uktad kannabinoidowy na pobieranie pokarmu.

Material i metody. Doswiadczenia wykonano na szczurach niegtodzonych. Badano wptyw: (R)-(+)-[2,3-dihydro-
5-metylo-3-(4-morfolinylometylo)pirolo[1,2,3,4-de]benzoksazyn-6-ylo]-1-naftalenylometanonu (WIN 55, 212-2,
1 i 2 mg/kg i.p.) — agonisty receptoréw kannabinoidowych CB; i CB,, fluorku fenylometylosulfonu (PMSF,
15 i 30 mg/kg) — inhibitora hydrolazy amidéw kwasow ttuszczowych i (5Z, 8Z, 11Z, 14Z)-N-(4-hydroksy-2-me-
tylofenylo)-5,8,11,14-ejkozatetraenamidu (VDM11, 1,5 1 3 mg/kg) — inhibitora transportera anandamidu.
Wiyniki. Sposréd badanych zwigzkéw tylko WIN 55, 212-2 w dawce 2 mg/kg istotnie zwiekszat pobieranie pokar-
mu w 4. godzinie od podania.

Whioski. Uzyskane wyniki potwierdzaja hipotezg, ze pobudzenie uktadu kannabinoidowego moze zwigkszac tak-
nienie (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 1, 17-21).

Stowa kluczowe: CB, receptory, kannabinoidy, WIN 55, 212-2, PMSF, VDM11, pobieranie pokarmu.

Abstract

Background. The endocannabinoid system participates through CB; receptors in a central regulation of appetite.
However, the effects of cannabinoids receptors agonists are inconsistent. An increase, suppression or no effect
on food intake were reported.

Objectives. The aim of this work was to investigate the effect of compounds stimulating the cannabinoid system
on food intake.

Material and Methods. The experiments were carried out in free-feeding rats. Effects of (R)-(+)-[2,3-dihydro-5-
-methyl-3-(4-morpholinylmethyl)pyrrolo[1,2,3-de]-1,4-benzoxazin-6-yl]-1-naphthalenylmethanone (WIN 55, 212-2,
1 and 2 mg/kg) — the CB; and CB, receptors agonist, phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF, 15 and 30 mg/kg) —
an inhibitor of fatty acid amide hydrolase and (5Z,8Z,11Z,14 Z)-N-(4-hydroxy-2-methylphenyl)-5, 8,11,14-eicosa-
tetraenamide (VDM11, 1 and 5 mg/kg) — an inhibitor of the anandamide transporter were studied.

Results. Among tested compounds only WINSS5, 212-2 at a dose of 2 mg/kg significantly increased food intake
at 4h after injection.

Conclusion. The obtained results support the hypothesis that the stimulation of cannabinoids system may enhance
the appetite (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 1, 17-21).

Key words: CB, receptors, cannabinoids, WIN 55, 212-2, PMSF, VDM11, food intake.

Jednym z charakterystycznych objawéw obser- ze u jego podloza lezy stymulacja swoistych recep-
wowanych u palaczy haszyszu i marihuany, zawie- torow kannabinoidowych w osrodkowym uktadzie
rajacych psychoaktywne kannabinoidy, jest wzrost nerwowym. Zidentyfikowano dwa typy receptorow:

taknienia [1]. Stosunkowo niedawno stwierdzono, CB, zlokalizowany gléwnie osrodkowo, w mézgu
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(w korze, hipokampie, mozdzku, zwojach podstaw-
nych) i w rdzeniu kregowym, oraz CB, zlokali-
zowany obwodowo [3, 9]. Sg to receptory sprzezone
z biatkiem G, hamujace cyklaz¢ adenylanowg i czyn-
nos¢ niektérych kanatéw jonowych [2, 10, 16].

Endogennymi ligandami receptoréw kannabi-
noidowych sg pochodne kwasu arachidonowego:
anandamid (arachidonoiloetanoloamid), 2-arachi-
donoiloglicerol, eter noladyny (eter arachidonylo-
-glicerolowy) i wirodhamina (ester kwasu arachi-
donowego i etanoloaminy) [8, 20, 21].

Na udzial endogennego uktadu kannabinoido-
wego w osrodkowej regulacji taknienia wskazuje
wiele danych doswiadczalnych. Stwierdzono, ze
bezposrednie podanie anandamidu do bocznego
podwzgdrza, gdzie znajduje si¢ osrodek gtodu, po-
woduje wzrost pobierania pokarmu [11]. Wykaza-
no réwniez dodatnig korelacje miedzy stgzeniem
2-arachidonoiloglicerolu w przodomézgowiu i pod-
wzg6rzu a stymulacjg pobierania pokarmu
u szczuréw [14]. Badania na myszach z wylaczo-
nym genem kodujacym receptor CB, (knockout
CB,) wskazuja, ze oreksygeniczne dzialanie kan-
nabinoidéw jest realizowane za posrednictwem re-
ceptora CB,. Knockout CB, myszy jedza mniej,
a antagonisci receptora CB; hamujg taknienie
u myszy niezmodyfikowanych genetycznie, ale
nie u knockout CB, [4, 17]. Przeciwdzialajg takze
hiperfagii wywolywanej przez anandamid i tetra-
hydrokannabinol, podczas gdy antagonisci recep-
tora CB, nie wykazuja takiego dziatania [26, 27].

Antagonisci receptora CB, budzg duze zainte-
resowanie jako potencjalne leki anorektyczne. Je-
den z pierwszych zwigzkéw tego typu -
SR141716A, N-(piperydyn-1-ylo)-5-(4-chlorofe-
nylo)-1-(2,4-dichlorofenylo)-4-metylo-1H-pirazo-
lokarboksamid, znajduje si¢ obecnie w III fazie
badari klinicznych [22, 24].

W przeciwienistwie do dobrze udokumentowa-
nej aktywnosci anorektycznej antagonistow recep-
tora CB, [5, 22, 24], wyniki badai z zastosowa-
niem agonistow nie sg jednoznaczne. W réznych
modelach doswiadczalnych obserwowano zar6w-
no spadek, wzrost, jak i brak zmian taknienia
u zwierzat [ 7, 15, 26, 27].

Celem pracy byto zbadanie wptywu zwigzkéw
pobudzajacych bezposrednio lub posrednio endo-
genny uktad kannabinoidowy na pobieranie pokar-
mu przez szczury niegtodzone.

Material i metody

Badania przeprowadzono na szczurach, sam-
cach szczepu Wistar o masie ciala 180-230 g.
Zwierzeta przebywaly w pomieszczeniach o tem-

peraturze 20 + 1°C, w cyklu dobowym 12 h: 12 h
($wiatto 0 7% h). Grupy badane i kontrolne liczyty
po 6 zwierzat.

Badanie przeprowadzono na szczurach nie-
glodzonych. Szczury umieszczano pojedynczo
w klatkach z wodg i pozywieniem. Po 24 godzi-
nach adaptacji usuwano niezjedzong karme, po-
zostawiajac wode. Bezposrednio po podaniu bada-
nych zwigzkow do klatek wstawiano nowe, odwa-
zone z doktadnoscig do 0,1 g porcje paszy. Ilos¢
spozytego pokarmu okreslano po 4 i 24 h.

Badane substancje:

— WIN 55, 212-2 ((R)-(+)-[2,3-dihydro-5-me-
tylo-3-(4-morfolinylometylo)pirolo[1,2,3-de]-1,4-
-benzoksazyn-6-ylo]-1-naftalenylometanon, To-
cris) — agonista receptoréw CB; i CB,,

— PMSF (fenylometylosulfon, Sigma) — od-
wracalny inhibitor hydrolazy amidéw kwaséw thu-
szczowych (FAAH),

— VDM11 (5Z,8Z,1172,14Z)-N-(4-hydroksy-2-
-metylofenylo)-5,8,11,14-eikozatetraenamid, roz-
twor etanolowy 5 mg/ml, Tocris) — wybidrczy in-
hibitor transportera anandamidu.

WIN 55, 212-2 rozpuszczano w mieszaninie
etanol:kremofor:sdl fizjologiczna (1:1:18), a PMSF
w oleju kukurydzianym. VDM 11 rozcieficzano
solg fizjologiczng z dodatkiem kremoforu (18:1).
Zwiazki podawano dootrzewnowo w objgtosci
4 ml/kg, w nastepujacych dawkach: WIN 55,
212-2 — 1 1 2 mg/kg, PMSF — 15 i 30 mg/kg,
VDMI11 - 1,5 i 3 mg/kg. Grupy kontrolne otrzy-
mywaty odpowiednie vehiculum w takiej samej
objetosci.

Protokét doswiadczenia zostal zaaprobowany
przez komisje etyczng.

Do oceny statystycznej wynikow zastosowano
analize¢ wariancji jednoczynnikowej ANOVA
w potgczeniu z testem Tukeya (réznice uznano za
istotne dla p < 0,05).

Wyniki

WIN 55, 212-2 w dawce 2 mg/kg zwigkszat
pobieranie pokarmu po 4 godzinach od podania do
177% (p < 0,05) w poréwnaniu do kontroli. Po po-
daniu PMSF w dawce 30 mg/kg obserwowano
takze wzrost spozycia pokarmu, ale uzyskana réz-
nica byta statystycznie nieistotna (p < 0,1). Po po-
daniu WIN 55, 212-2 w dawce 1 mg/kg i PMSF -
15 mg/kg oraz VDM 11 — 1,5 mg/kg ilos¢ spozy-
tego pokarmu byta zblizona do kontroli. VDM 11
w dawce 3 mg/kg powodowal niewielki spadek
(o okoto 20%, rdéznica statystycznie nieistotna)
spozycia (tab. 1).
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Tabela 1. Wptyw WIN 55, 212-2, PMSF i VDM11 na
pobieranie pokarmu przez szczury niegtodzone

Table 1. Effect of WIN 55, 212-2, PMSF and VDM11 on
food intake in free-feeding rats

Dawka [los¢ spozytego pokarmu
(Dose) (Food intake)
mg/kg g + SEM

Czas

(Time)

h

4 24
Kontrola 1,83 £0,316 16,95 £ 1,526
(Control)
WIN 55, 212-2
1 2,30 £ 0,521 17,83 £2,795
2 3,23 £0,238% 19,47 £2,047
Kontrola 1,38 £0,307 |14,58 £ 1,374
(Control)
PMSF
15 1,17 £ 0,361 16,72 + 1,882
30 2,28 £0,172 [15,78 £ 1,516
Kontrola 2,08 £ 0,558 [20,72 + 1,428
(Control)
VDMI11
1,5 2,23 £0,600 |18,63 £2,375
3,0 1,63 £0,284 |17,0 £ 1,532

*p < 0,05 w poréwnaniu do kontroli.

*p < 0.05 compared to the control.

Omowienie

Endogenny uktad kannabinoidowy prawdopo-
dobnie wspodtuczestniczy w zaleznej od leptyny
osrodkowej regulacji taknienia. Badania na zwie-
rzetach wskazujg na ujemng korelacje migdzy ste-
zeniem leptyny a endokannabinoidami. Stwierdzo-
no, ze podanie leptyny zmniejsza zardwno poziom
anandamidu, jak i 2-arachidonoiloglicerolu w pod-
wzgorzu szczura. Genetycznym defektom prowa-
dzagcym do ostabienia sygnalu leptynowego to-
warzyszy wzrost poziomu endokannabinoidéw.
U szczuréw Zucker z genetycznie uwarunkowang
otyloscig i cukrzyca, charakteryzujacych si¢ muta-
cja receptora leptynowego, wystepuje zwigkszone
stezenie 2-arachidonoiloglicerolu. Podobny efekt
obserwowano u myszy ob/ob niewytwarzajacych
leptyny, natomiast u myszy db/db, z mutacjg genu
kodujacego receptor leptynowy, podniesiony po-
ziom obu przekaznikéw: 2-arachidonoiloglicerolu
i anandamidu [4, 13].

Kannabinoidy wtaczajg si¢ do zaleznego od lep-
tyny obiegu sygnatéw kontrolujgcych mase ciala,
dzialajgc prawdopodobnie réwnolegle do klasycz-
nego szlaku oreksygenicznego kontrolowanego
przez neuropetyd Y. Jak si¢ wydaje, kannabinoidy
stymulujg taknienie, potegujgc pozytywnie wzmac-
niajgce (nagradzajace) dziatanie pokarmu [4].

Ta hipoteza znajduje uzasadnienie w Scistym
powigzaniu uktadu kannabinoidowego z mechaniz-
mami wzmochnienia pozytywnego. Stwierdzono,
ze kannabinoidy zwigkszajg transmisj¢ dopami-
nergiczng w jadrze pétlezacym przegrody, stano-
wigcym neurochemiczng podstawe systemu na-
grody [6].

Analiza wptywu anandamidu i tetrahydrokan-
nabinolu na aktywnos¢ pokarmowg szczuréw wy-
kazata, ze oba zwigzki, podobnie jak dopamina,
zwiekszaja spozycie gtéwnie przez pobudzenie fa-
zy apetytywnej, a ich rola w fazie konsumacyj-
nej procesu pobierania pokarmu jest mniej istot-
na [26].

Sposréd zastosowanych w badaniach zwigz-
kéw pobudzajagcych uktad kannabinoidowy tylko
WIN 55, 211-2, agonista receptoréw kannabinoi-
dowych, w dawce 2 mg/kg zwigkszal w sposob
istotny pobieranie pokarmu przez szczury nieglo-
dzone. Wzrost spozycia obserwowano po 4 godzi-
nach od dootrzewnowego podania zwigzku.
W przedziale czasowym 4-24 h nie stwierdzono
kompensacyjnego spadku pobierania pokarmu.

WIN 55, 212-2 jest agonistg niewybidrczym,
wykazuje powinowactwo do obu typow recepto-
réw, obserwowany wzrost taknienia jest jednak
prawdopodobnie skutkiem pobudzenia receptora
CB,. Receptor CB, wystepuje na obwodzie, gtoéw-
nie w ukfadzie immunologicznym i nie uczestni-
czy w osrodkowej regulacji przyjmowania pokar-
mu [3, 24].

Jak wskazujg badania, zwiazki hamujace dwu-
stopniowy proces inaktywacji anandamidu mogg
wywotywac niektére z typowych dla kannabinoi-
doéw efektéw farmakologicznych [12, 19, 25]. Od-
nosnie do badanych zwigzkéw stwierdzono, ze
PMSEF, bedacy inhibitorem FAAH enzymu hydroli-
zujacego anandamid, wykazuje dziatanie przeciw-
bbélowe i obniza temperature ciata [25], a VDM11,
inhibitor wychwytu zwrotnego anandamidu,
podobnie jak agonisci receptoréw kannabinoido-
wych, hamuje motoryke jelita cienkiego u myszy
[19]. W przeprowadzonych badaniach tylko po po-
daniu PMSF w dawce 30 mg/kg obserwowano
zwigkszenie pobierania pokarmu, uzyskana rézni-
ca nie byla jednak statystycznie istotna.

Wywolywany przez WIN 55, 212-2 wzrost
spozycia pokarmu jest zgodny z wczesniejszymi
doniesieniami o stymulujacym wptywie endo-
i egzogennych agonistow receptoréw kannabinoi-
dowych — anandamidu i tetrahydrokannabinolu, na
taknienie. Efekt ten, podobnie jak w przeprowa-
dzonych badaniach, obserwowano przy swobod-
nym dostgpie zwierzat do pozywienia. W mode-
lach z ograniczonym dostepem, np. w progresyw-
nym schemacie wzmocnienia lub tez migdzyprze-
dzialowym schemacie wzmocnienia, gdzie po-
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karm wystepuje jako nagroda w odruchu instru-
mentalnym, agonisci receptoréw kannabinoido-
wych, w tym WIN 55, 212-2, nie zwigkszaty po-
bierania pokarmu [5]. Réwniez w badaniach na
szczurach gtodzonych, przeprowadzonych przez
Golianiego et al. [7], agonista receptoréw kannabi-
noidowych — HU 210 nie pobudzat taknienia,
a zwigkszenie jego dawki prowadzito do anoreksji
i spadku masy ciata. Poniewaz efekt anorektyczny
nie byl skutkiem dziatania uspokajajacego, cha-
rakterystycznego dla duzych dawek kannabionoi-
déw, zdaniem autoréw jego przyczyng mogty by¢
zaburzenia osi podwzgoérze—przysadka—nadnercza.
Kannabinoidy zwigkszaja uwalnianie CRH (korty-
koliberyny), ACTH (adrenokortykotropiny) 1 kor-
tyzolu. Sa to zaburzenia charakterystyczne dla

dziatania przewleklego stresu, ktéry takze prowa-
dzi do anoreks;ji [23].

Rozpatrujac udzial uktadu kannabinoidowego
w procesie pobierania pokarmu, nalezy takze wziac
pod uwagg jego wptyw na funkcjonowanie przewo-
du pokarmowego. Badania na psach i gryzoniach
wykazaly, ze aktywacja receptoréw CB, zmniejsza
wydzielanie soku zotagdkowego, opdznia oprdznia-
nie zotagdka i hamuje perystaltyke jelit [18]. Wiado-
mo, Ze niedokwasnos¢ i hamowanie motoryki prze-
wodu pokarmowego zmniejsza taknienie.

Zltozony wplyw kannabinoidéw na proces po-
bierania pokarmu wskazuje na koniecznos¢ podje-
cia dalszych badan nad rolg uktadu kannabinoido-
wego w mechanizmach kontroli taknienia i bilan-
su energetycznego organizmu.
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