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1. Einleitung

1.1. Epidemiologie und Bedeutung der Opiatabhangigkeit

Der illegale Drogenmarkt in Deutschland wird von Heroin, Amphetamin, Kokain und Ecstasy
beherrscht.

In einer Représentativerhebung des Européischen Informationsnetzwerks zu Drogen und Sucht
aus dem Jahr 2000 zeigte sich flir Deutschland folgendes Bild: 0,5% der 18- bis 39-Jdhrigen im
Westen und 0,7% im Osten haben schon mindestens einmal in ihrem Leben Heroin konsumiert.
Im Jahr 2002 starben in Deutschland insgesamt 1.513 Menschen infolge ihres
Rauschgiftkonsums. Damit ist die Zahl der Drogentoten auf dem niedrigsten Stand seit 1997
(siche Abb. 1).

Europaweit hat sie jedoch auch in den letzten Jahren tendenziell zugenommen und bewegt sich
zwischen 7.000 bis 9.000 akut drogenbedingten Todesfallen.

Das Bundeskriminalamt definiert in Ubereinstimmung mit der WHO Rauschgifttodesfille nicht
nur als durch Uberdosierungen bedingte Todesfille. Die Definition schlieBt vielmehr auch
Todesfélle infolge langzeitigen Missbrauchs, Selbsttotungen aus Verzweiflung iiber die
Lebensumstinde oder unter Einwirkung von Entzugserscheinungen sowie infolge von Unféllen
unter Drogeneinfluss stehender Personen ein. Die Mehrzahl der Todesfille steht in direktem oder
indirektem Zusammenhang mit dem Konsum von Heroin (Drogen- und Suchtbericht der

Bundesregierung, 2003).

In den meisten EU-Lindern sind 80-90% der Opfer einer Uberdosis Minner. In Deutschland
betrdgt der Anteil der Ménner 84,3%. Dies ist auf den hohen Anteil von Miénnern bei den
Opiatabhiangigen zuriickzufiihren. In den EU-Léndern betrdgt das Durchschnittsalter der
Drogentoten zwischen 30,2 und 40 Jahren, wobei in den meisten Léndern das Alter der durch
Drogeneinwirkung zu Tode gekommenen Personen steigt. In Deutschland lag das
Durchschnittsalter im Jahr 1999 bei 31,5 Jahren. (Jahresbericht 2003, FEuropdische
Beobachtungsstelle fiir Drogen und Drogensucht, 2003).
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Abb.1 Drogentote in der Bundesrepublik Deutschland 1975 -2002 (ab 1990 einschlieBlich ehemaliger DDR)
(nach Drogen- und Suchtbericht der Bundesregierung, 2003)

In Deutschland stellt sich die Situation wie folgt dar: Unter den erstmalig polizeilich
aufgefallenen Konsumenten harter Drogen nehmen Konsumenten von Heroin mit 28% einen der
vorderen Pldtze ein. Heroinerstauffillige stellten bis 2001 die groBte Zahl erstauffélliger
Konsumenten harter Drogen dar (polizeilich erfasste Erstkonsumenten von Heroin 2002: 6.378;
2001: 7.868; 2000: 7.914). Die Gruppe der Amphetaminerstkonsumenten riickte 2002 mit einem

Anteil von 29% erstmals auf den ersten Platz vor.

Weitere Probleme der Opiatsucht sind die drogenbedingte Kriminalitit und Infektionen.
Drogenbedingte Kriminalitdt umfasst strafbare Handlungen im Sinne der Drogengesetzgebung,
unter dem Einfluss illegaler Drogen begangene Delikte, Straftaten, die Konsumenten zur
Finanzierung ihrer Drogensucht begehen (vor allem Beschaffungskriminalitit und Drogenhandel)
und systembedingte Straftaten, die im Rahmen funktionierender illegaler Markte begangen

werden (Kampf um Territorien, Beamtenbestechung usw.). 2002 wurden bundesweit insgesamt



250.969 Rauschgiftdelikte registriert, dabei handelt es sich in 68% der Fille um Konsumdelikte.
Bei diesen Konsumdelikten spielen Heroin und Cannabis eine iiberragende Rolle. Zusétzlich
wurden 2.807 Félle der direkten Beschaffungskriminalitit registriert, iber die Hélfte hiervon
waren Rezeptfalschungen (58%).

Zur Zeit werden mehrere Studien angefertigt, die den Zusammenhang zwischen Drogensucht und
Kriminalitit weiter untersuchen (Drogensituation 2002, REITOX).

Bei drogenbedingten Infektionen dominieren Hepatitis B und C sowie Infektionen mit dem HI-
Virus. Nach Angaben des Aidszentrums im Robert Koch Institut kamen aus der Gruppe der
Personen mit intravendsem Drogenkonsum 15% der in 2002 neu an AIDS Erkrankten. Bei allen
bisher gemeldeten AIDS-Féllen liegt der Anteil der Konsumenten intravendser Drogen bei
15,4%.

Lokale Studien zeigen bei Opiatabhdngigen und bei Drogentoten eine sehr hohe Privalenz von
Hepatitis B und C. Die ermittelten Quoten fiir die Infektion mit dem Hepatitis B Virus liegen
zwischen 33% und 64% und fiir den Hepatitis C Virus zwischen 60% und 90% (Backmund et al.,
2001; Brack, 2002; Heinemann et al., 2001).

Zusiatzlich werden bei Drogentoten hédufig frithere Suizidversuche und Politoxikomanie,
insbesondere mit zusétzlichem Alkoholmissbrauch beobachtet (Brettel et al., 1992; Harding-Pink,
1990; Janssen et al., 1989; Kringsholm, 1988; Kringsholm et al., 1994; Piischel et al., 1993;
Wessel, 1986).

Die Kosten, die durch die Opiatabhingigkeit entstehen, sind schwer zu differenzieren. In
Deutschland wurden 2002 insgesamt 343,2 Millionen Euro 6ffentliche Mitteln zur Bekdmpfung
und Behandlung der Drogensucht ausgegeben. Dabei entficlen zum Beispiel auf die 951
ambulanten Beratungseinrichtungen 57,9 Millionen Euro, auf die stationidre Rehabilitation 99,7
Millionen Euro und auf die Behandlung in Suchtabteilungen der Krankenhéuser 97,0 Millionen
Euro. Nicht eingeschlossen sind die Ausgaben fiir Strafverfolgung und Strafvollzug.

Die Kosten fiir die Substitutionsbehandlung mit Methadon bzw. mit Dihydrocodein werden auf
mindestens 30,0 Millionen Euro geschétzt (Jahresbericht 2003, Europdische Beobachtungsstelle
fiir Drogen und Drogensucht, 2003).

Die angefiihrten Daten zeigen die Bedeutung der Drogensucht in Deutschland und Europa. Diese

grole Bedeutung sowie die umfangreiche Untersuchungstéitigkeit im Zusammenhang mit
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Drogentodestfillen und Straftaten unter Drogeneinfluss der Opiatsucht in Deutschland begriinden

das besondere Interesse der Rechtsmedizin an diesem Thema.

1.2. Sucht, Toleranz und Entzug
Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) hat Sucht 1957 folgendermaRen definiert: Sucht ist ,,ein
Zustand periodischer oder chronischer Vergiftung, hervorgerufen durch den wiederholten
Gebrauch einer natiirlichen oder synthetischen Droge und gekennzeichnet durch 4 Kriterien:

Ein unbezwingbares Verlangen zur Einnahme und Beschaffung des Mittels,

eine Tendenz zur Dosissteigerung (Toleranzerh6hung),

die psychische und meist auch physische Abhdngigkeit von der Wirkung der Droge,

die Schédlichkeit flir den einzelnen und/oder die Gesellschaft.*
Abhéngigkeit wird unterteilt in psychische und physische Abhéngigkeit. Die psychische
Abhingigkeit beinhaltet ein anfangs meist noch beherrschbares Verlangen, das spéter nicht mehr
zu kontrollieren ist. Die Abhédngigkeit unterliegt dabei nicht einem ,,Alles- oder Nichts-Gesetz*;
die Intensitdt der Abhédngigkeit beruht vielmehr auf mehreren Faktoren, zu denen zum Beispiel
die Art der Droge und des Konsums, Héufigkeit der Einnahme und Substanzmenge aber auch
fortgesetzter Konsum trotz negativer sozialer oder korperlicher Konsequenzen gehoren.
Die physische Abhéngigkeit ist gekennzeichnet durch das Auftreten von Entzugserscheinungen
bei Nachlassen der Drogenwirkung. Bei Opiaten treten diese ca. 8 bis 12 Stunden nach der letzten
Applikation oder nach Minuten bei Antagonisierung auf und sind gekennzeichnet durch
Dysphorie, Frosteln, Mydriasis, Rhinorroe, Hypersalivation, Ubelkeit, Diarrhoe, Bauch- und
Gliederschmerzen.
Durch die, im Vergleich zu Morphin, starke Wirkung von Heroin kommt es schnell zur
Entstehung einer Heroinabhingigkeit und zur Toleranzentwicklung. Eine Toleranzentwicklung
ist eingetreten, wenn zur Erzielung eines gleichbleibenden Effektes die Dosierung gesteigert
werden muss (Altman et al., 1996). Umgekehrt wird bei Opiaten auch beobachtet, dass der
maximal erzielbare Effekt nach wiederholter Applikation groer wird. Das bedeutet, dass die bei

Opiatabhingigen beobachtete Tendenz zur Dosissteigerung durch mehrere Ursachen bedingt ist.

1.3. Todesursachen
Die Statistik der Drogentoten zeigte 1999 1.507 Todesfille infolge von Uberdosierungen. Damit

war die Uberdosierung mit 83,2% der Fille die hiufigste Ursache eines Drogentodes. Die
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todliche Uberdosierung war meistens die Folge von Heroinkonsum oder Mischintoxikationen
infolge polytoxikomanischen Betdubungsmittelmissbrauchs (Battista et al., 1993; Bentley et al.,
1996; Brettel et al., 1992; Janssen et al., 1989; Kaatsch et al., 1994; Kringsholm et al., 1994;
Kringsholm, 1988; Lockemann et al., 1997; Penning et al., 1993; Piischel et al., 1993a; Steentoft
et al., 1996a; Wessel, 1986).

In 60-80% der Fille findet die Uberdosierung unbeabsichtigt statt. Risikofaktoren fiir eine
unbeabsichtigte Uberdosierung bei Opiatkonsumenten sind gleichzeitiger Konsum

anderer neurodepressiv wirkender Drogen (z. B. Alkohol oder Benzodiazepine), Verlust der
Toleranz nach einer Periode der Abstinenz (z. B. nach Haftentlassung oder Abschluss eines
Therapieprogramms), eine langjdhrige Opiatabhingigkeit, fortgeschrittenes Alter, insbesondere
bei gleichzeitiger Erkrankung der Leber oder der Atemwege, und

unvermutete Verdnderungen der Reinheit der Substanz (Bentley et al., 1996;. Janssen et al., 1989;
Kaa, 1992; Kringsholm et al., 1994; Steentoft et al 1996a; Wessel, 1986).

Bei einer Heroiniiberdosierung wirkt meist die Atemdepression tddlich. Dabei konnen
regelméfBig hohe Morphinkonzentrationen im Blut toxikologisch nachgewiesen werden. Bei einer
weit geringeren Anzahl der Drogentodesfille werden jedoch deutlich niedrigerere
Morphinspiegel gemessen. In diesen Fillen werden anaphylaktische Reaktionen oder
myokardiale Schiddigungen im Sinne einer myofibrilliren Degeneration vermutet. Insgesamt
schwanken jedoch die bei Drogentoten bestimmten Morphinkonzentrationen auch innerhalb
dieser beiden Gruppen betrachtlich (Rajs et al., 1979).

Oftmals gibt schon die Auffindesituation einen Hinweis auf den Tod durch Drogenkonsum.
Hiufig werden Spritzen, geschwérzte Loffel, Ascorbinsdure oder Heroinreste in unmittelbarer
Néhe der Leiche gefunden (Janssen et al., 1989; Kaa, 1992; Kaatsch et al., 1994; Kringsholm,
1988; Kringsholm et al., 1994; Li et al., 1996; Steentoft et al., 1996b).

Der Ort des Todes ist in der liberwiegenden Zahl der Félle ein privater Raum, z.B. die Wohnung,
eine Pension, ein Hotel oder ein (Asylanten-)Heim. Selten werden Drogentote an 6ffentlich
zuginglichen Orten gefunden (z.B. o6ffentliches WC, Bahnhofsbereich, Krankenhéuser, Parks). In
diesen Fillen ist an eine Leichenverbringung im Sinne eines ,Leichendumpings®, d.h. die
Beseitigung einer Drogenleiche durch Ablage oder in Ausnahmefillen durch Zerstiickelung zu

denken (Madea et al., 1994).
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1.4. Obduktionsergebnisse bei Drogentoten

Typische Befunde bei der dusseren Leichenschau von Opfern tddlicher Betdubungsmittel-
intoxikationen sind Injektionsstellen unterschiedlichen Alters, Spritzenabszesse, intensive
Totenflecke, schaumige Oedemfliissigkeit in der Mundhdhle sowie zyanotische
Hautverfarbungen von Hals, Gesicht und oberer Thoraxappertur.

Die Obduktion zeigt meist Lungen- und Hirnoedeme, Hyperdmie der inneren Organe, fliissiges
Leichenblut, Splenomegalie sowie eine portale Lymphknotenhyperplasie. Letztere steht im
Zusammenhang mit dem Metabolismus und der Exkretion der konsumierten Drogen, mit
Immunmechanismen bei chemischen Verunreinigungen, Bakteridmie oder Virdmie bei unsteriler

Injektion in die Vene (Cassidy et al., 1995; Kaa et al., 1993; Li et al., 1996).

Besonderes Interesse bei der Obduktion gilt Lunge, Herz und Leber.

Da der Tot nach Drogenkosum meist pathophysiologisch durch die Atemdepression bedingt ist,
findet man in der Lunge héufig die histiologischen Korrelate von Hypoxie und Apnoe (Janssen et
al., 1989, Kringsholm et al., 1987a; Lockemann et al., 1993a). Da Drogeninjektionen hiufig
verunreinigt sind, sind Fremdkorperreaktionen ebenfalls typisch. (Janssen et al., 1989; Keul et al.,
1993; Kringsholm et al., 1987a,b; Piischel et al., 1987a).

Die feingewebliche Untersuchung des Lungengewebes ldsst zudem eine ungefihre Abschiatzung
des Zeitintervalls zwischen Drogenaufnahme und Eintritt des Todes zu. Die Schwere des
Lungenddems korreliert positiv, die Ausprdgung des Emphysems sowie die Schwere der
Lungenblutung korreliert negativ mit der durchschnittlichen Uberlebenszeit nach Injektion der
Droge. Eitrige Bronchopneumonien werden beiSpéttodesfillen, d.h. nach Uberlebenszeiten von
mehreren Tagen, beobachtet. Das pathophysiologische Erkldrungsmodell fiir diese
Beobachtungen entspricht dem zeitlichen Ablauf einer Schocklunge. Die beschriebenen
Schiadigungen werden durch die heroininduzierte Hypoxie und mit direkten toxischen Effekten
erklart, aber auch durch Hypersensivititsreaktionen oder durch eine Histaminfreisetzung mit
Erhohung der Kapillarpermeabilitit (Dettmeyer et al., 2000; Grellner et al 1995, 1996;
Lockemann und Piischel, 1993a).

Unsterile, bzw. verunreinigte Injektionen sind ebenfalls Ursache der am Herzen Drogentoter
regelméfBig nachweisbaren Endokarditiden, Myokarditiden, degenerativen Verdnderungen und
unterschiedlich ausgeprigter myofibrillirere Degeneration. Zusétzliche Griinde filir diese

Verdanderungen sind wiederum toxische Effekte und hypoxische Episoden, jedoch auch
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Fehlerndihrung und allergische Reaktionen (Dickens et al., 1995; Gerlach, 1980; Janssen et al.,
1989; Keul et al., 1993; Kringsholm et al 1987a; Li et al., 1996).

Typische Befunde die an der Leber erhoben werden konnen sind Parenchymverfettung und
Hepatitiden. Die Parenchymverfettung wird durch den Metabolismus der Droge verursacht sowie
durch hypoxische und toxische Wirkungen. Die Atiologie der Hepatitiden ist sehr heterogen,
wobei neben Fremdkorperreaktionen virale Ursachen dominieren (Backmund et al., 2001; Brack,
2002; Heinemann et al., 2001; Kringsholm et al., 1982; Paties et al., 1987).

Neben diesen Organen zeigen aber auch die Nieren Drogentoter hdufig typische Verdnderungen
in Form einer mono- und lymphozytenreichen, endokapilliren Frithform einer
membranproliferativen Glomerulonephritis. Die Ursache dieser Beobachtung wird in
Zusammenhang mit infektiosen Hepatitiden oder mit Immunreaktionen auf injizierte Drogen und

Begleitsubstanzen gebracht (Bakir et al., 1996; Dettmeyer et al., 1998; Johnson et al., 1993).

1.5. Opiate und Opioide

Opium ist der getrocknete Saft, der aus der unreifen Samenkapsel der Schlafmohnpflanze
(Papaver somniferum) gewonnen wird. Opium enthélt verschiedene Alkaloide, z. B. Morphin als
Hauptwirkstoff, und Codein, Papaverin und Narcotin. 1804 isolierte der deutsche Apotheker
Friedrich Wilhelm Sertiirner den Wirkstoff aus Opium, der fiir einen Rausch am wichtigsten ist.
Er nannte ihn “Morphium”, das mit Morphin identisch ist und nach dem griechischen Gott des
Schlafes “Morpheus” bezeichnet ist. Ab 1826 wurde die Substanz als Medikament gehandelt
(sieche Abb. 2).

”3{-]_
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R=H : Morphin
R = CH; : Codein
R = C;H; : Ethylmorphin

Abb. 2 Strukturformel des Morphins

Auf der Suche nach Stoffen, die genauso gut wirken, jedoch weniger abhédngig machen,

synthetisierte man Diacetylmorphin, besser bekannt als Heroin (siche Abb. 3). Der Name geht auf
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das griechische Wort Held zuriick. Der Begriff "Heroin" wurde am 16.05.1898 beim Kaiserlichen
Patentamt in Berlin als Wortmarke eingereicht. Ab dem Jahr 1898 begann die kommerzielle
Produktion von Heroin in groBem Umfang durch die Firma Bayer. Heroin wurde als oral
einzunehmendes Hustenmittel angeboten. Das Medikament wurde damals auflerdem dazu

eingesetzt, die Entzugssymptome des Morphiums zu unterdriicken. Auf Grund des dann

erkannten Suchtpotenzials wurde im Jahr 1931 von der Firma Bayer die Produktion eingestellt.

1,C—N
H !

H,COO OCOCH,

Abb. 3 Strukturformel des Heroins

Unter Opiaten versteht man alle Substanzen, die direkt aus Opium gewonnen werden. Das sind
u.a. das Morphium und das Kodein. Unter Opioiden versteht man synthetische oder
halbsynthetische Pharmaka, sowie korpereigene Substanzen (Endorphine) mit einer
morphinartigen Wirkung.

Das am hiufigsten missbrauchlich genutzte Opioid, Heroin, wird durch eine chemische Reaktion
von Morphin mit Essigsdure-Anhydrid hergestellt, und wird auf Grund der chemischen Struktur
auch als Diacetylmorphin bezeichnet. Durch die Einfithrung der beiden Acetylgruppen verbessert
sich die Fettloslichkeit. Heroin ist also wesentlich lipophiler als Morphin. Nach einer
intravendsen Injektion wird das lipophile Heroin schnell ins Gehirn aufgenommen und dort iiber
Monoacetylmorphin zu Morphin hydrolysiert. Die typische Wirkung von Heroin, also der
»Kick®, entsteht groftenteils durch das schnelle Anfluten von Morphin im Gehirn. Eine
vergleichbar stark konzentrierte intravendse Injektion von Morphin hitte nicht diesen Effekt, da
Morphin langsamer die Blut-Hirn-Schranke {iberwindet.

Die missbrauchliche Anwendung des Heroins erfolgt am héufigsten intravends, um eine
besonders schnelle Anflutung im Hirn zu erreichen. Praktiziert wird aber auch die subkutane
Injektion oder die Inhalation von Heroinrauch. Zur Injektion wird die Substanz dazu meist auf
einem Loffel mit Zitronensaft oder Vitamin C-Pulver aufgekocht, um sie zu 16sen. Dann wird
diese Losung liber Watte oder einen Zigarettenfilter zur Reinigung mit einer Spritze aufgezogen

und in die Vene gespritzt.
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Bei der Zufuhr von Heroin werden zentrale und periphere Wirkungen ausgelost, da Opiat-
Rezeptoren sich sowohl im zentralen Nervensystem als auch in peripheren Geweben befinden.

Zu den zentralen Wirkungen zdhlen Euphorie, Rausch- und Gliicksgefiihle sowie Sedierung.
Zusitzlich tritt eine starke Analgesie auf. Des Weiteren kommt es zur Atemdepression,
antitussiver Wirkung, Anxiolyse und Miosis. Zudem treten eine arterielle Hypotonieneigung und
eine bradycarde Wirkung auf. Ferner kann Heroin durch verschiedene Wirkungsmechanismen
Ubelkeit ausldsen, aber auch antiemetisch wirken.

Bei den peripheren Wirkungen handelt es sich um eine verzdgerte Magenentleerung, einen
gestorten Gallenfluss, Obstipation, Harnverhalten und eine Histaminfreisetzung. Durch die
Freisetzung von Histamin werden allergische Reaktionen, wie beispielsweise Hautjucken,
Verengung der Bronchien und Blutdruckabfall ausgelost. Ferner hemmt Morphin bei
schwangeren Frauen die Wehentitigkeit.

Medizinische Anwendung finden Opiate bzw. Opioide als stark wirksame Analgetika und

Injektionsnarkotika sowie als Antitussiva.

1.6. Opiatrezeptoren

Aufgenommene Opiate entfalten ihre zentralnervose Wirkung iiber Opiatrezeptoren. Zuerst
entdeckt wurden Opiatrezeptoren 1973 (Pert und Snyder, 1973; Simon et al. 1973; Terenius,
1973) durch Rezeptor-Bindungsexperimente.

1976 wurden am chronisch spinalen Hund verschiedene Opiatrezeptoren gefunden (Gilbert und
Martin, 1976; Martin et al., 1976). Durch Bindung von verschiedenen Opiaten und deren
Derivaten postulierten Martin und seine Mitarbeiter drei Rezeptortypen: p fiir Morphin, x fiir
Ketocyclazocin und o fiir Nallylnormetazocin (SKL-10047). Zusétzlich wurde 1977 ein weiterer
Rezeptortyp entdeckt, welcher eine hohe Affinitdt zu Enkephalin aufweist (Lord et al. 1977).

In dieser Zeit wurden auch endogene Liganden fiir die Opiatrezeptoren entdeckt: Enkephalin als
potenter Opioidagonist (Hughes et al.,1975), B-Endorphin, ebenfalls mit agonistischer Wirkung
(Li und Chung,1976), sowie Dynorphin als x-Opioidagonist (Goldstein et al, 1981). Die
Klonierung und der Nachweis der cDNS Nukleotidsequenz des d- (Evans et al., 1992; Kieffer et
al., 1992), und nachfolgend des k- (Meng et al., 1993) und des p-Opioidrezeptors (Chen et al.,
1993; Wang et al.,, 1993) haben die Aminosduresequenzen der Opiatrezeptoren eindeutig
identifiziert. Die einzelnen Rezeptorproteine bestehen aus einer Aminosduresequenz von ca. 370-

400 Aminosduren und weisen untereinander eine grole Homologie (60-70%) auf. Regionen mit
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vermehrter Variabilitit sind besonders das N-terminale Ende, welches fiir die Bindung von
Agonisten und Antagonisten von Bedeutung ist (Raynor et al.,, 1994a), sowie die dritte
intrazelluldre Schleife und das C-terminale Ende, welche wesentlich an der Kopplung
intrazelluldrer second Messenger-Molekiile beteiligt sind (sieche Abb. 4) (Gudermann et al.,

1996).

Mu
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Abb. 4 Aminosiuresequenz und transmembrandése Struktur des klonierten p-Opiatrezeptors

Alle drei Opiatrezeptoren gehoren zu der Familie der G-Protein (Guanin-Nucleotid-bindendes
Protein) gekoppelten Rezeptoren, die als Charakteristika ein extrazelluldres N-terminales Ende,
ein intrazelluldres C-terminales Ende und sieben hydrophobe, transmembrandre Doménen haben
(Gudermann et al.,1996).

Opioid-Liganden konnen als Agonisten, Antagonisten oder partielle Agonisten wirken. Agonisten
aktivieren den Opioidrezeptor. Antagonisten verdrdngen den Agonisten vom Opioidrezeptor,
aktivieren den Rezeptor jedoch nicht, so dass die Wirkung des Agonisten dadurch wieder

aufgehoben wird. Aufgrund der unterschiedlichen Struktur und Funktion dieser Liganden binden
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sie auf unterschiedliche Weise am Rezeptor; so z.B. an einem extrazelluliren Loop des
membrangebundenen Proteins oder direkt in einer Bindungstasche, welche von den sieben
Helices gebildet wird. Es folgen Konformationsinderungen im Rezeptor, die wahrscheinlich
durch Phosphorylierungen am C-Terminus oder durch Offnung einer Salzbriicke ausgeldst
werden (Oliveira et al., 1994). Dadurch wird intrazellulir ein G-Protein aktiviert, welches aus
drei Untereinheiten (o, PB,y) besteht. Dies hat zur Folge, daBl Guanosindiphosphat (GDP)
abgespalten wird und anschlieBend Guanosintriphosphat (GTP) bindet, wobei sich die a-
Untereinheit mit dem GTP von der By-Untereinheit des G-Proteins abspaltet. Die a-Untereinheit
bindet nun an ein Effektorprotein, z. B. Adenylatcyclase oder Phospholipase C, welches tiber die
Bildung von Botenstoffen, wie cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP), die Funktionen
verschiedener zelluldrer Effektoren reguliert. Als Folge kommt es zu einer Inhibition der
Adenylyl-Zyklase und damit zu einer Senkung der intrazelluliren cAMP Konzentration (Blume
et al., 1979; Sharma et al., 1977), einer Reduktion des Ca2+ - Einstroms (Gross et al., 1990) und
einer Vermehrung des K+-Ausstroms (North et al., 1987). Nach der Hydrolyse von GTP zu GDP

lagern sich die Untereinheiten des G-Proteins wieder zusammen.

1.7. Der p-Opiatrezeptor

Die Bedeutung des p-Opiatrezeptors (MOR) als Vermittler sowohl erwiinschter als auch der
unerwiinschten Wirkungen ist in vielen Experimenten bestétigt worden. Versuche mit fiir den p-
Opiatrezeptor spezifischen Liganden zeigten, dass sie die typischen Morphinwirkungen Rausch,
Euphorie und Analgesie auslosen. Ebenso zeigten Versuche mit p-Opiatrezeptor-Knockout-
Maiusen, dass die Wirkungen von Opiaten eng an das Vorhandensein dieses Rezeptortyps
gebunden sind. Bei p-Opiatrezeptor Knockout-Mausen wurde nach subkutaner Injektion hoher
Dosen von Morphin keine signifikante Analgesie mehr nachgewiesen (Matthes et al., 1996; Sora
et al., 1997; Tian et al., 1997). Auch fehlte die starke Analgesie bei intrathekaler oder
intracerebroventrikuldrer Injektion, die man bei gleicher Dosis bei Wildtyp-Mé&usen vorfindet.
Aber auch unerwiinschte Wirkungen sind bei Knockout-Mausen nicht mehr oder nur noch in
geringerem Male auslosbar. Eine der Haupttodesursachen bei Opiatiiberdosierungen, die
respiratorische Depression, ist bei Nichtvorhandensein des p-Opiatrezeptors auch mit hohen
Morphindosen nicht zu erreichen (Matthes et al., 1998), erst bei extrem hohen Dosen (1.600
mg/kg KG, subkutan) trat eine letale Atemdepression auf (Loh et al. 1998). Ebenso fehlen

weitere Wirkungen des Morphins - Verstopung (Roy et al., 1998), Immunsuppression in Form
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von Lymphorganatrophie (Gavériaux-Ruff et al., 1998), Euphorie (Matthes et al., 1996) und
Modifikation von Bewegungsmustern (Tian et al., 1997) — bei p-Opiatrezeptor-Knockout-
Maiusen. Insbesondere zeigten Matthes und Mitarbeiter, dass bei diesen Méusen sdmtliche
somatischen und vegetativen Entzugserscheinungen nach chronischer Opiatzufuhr nicht
nachweisbar waren.

Zusammenfassend ist also die herausragende Bedeutung des p-Opiatrezeptors flir die

Opiatwirkungen in umfassenden Experimenten gezeigt worden.

Der menschliche p-Opiatrezeptor ist aus 409 Aminosduren aufgebaut und in der
Aminosduresequenz zu 95% mit dem p-Opiatrezeptor der Ratte identisch (Wang et al, 1993).
Sowohl der p-Opiatrezeptor des Menschen (Raynor et al., 1995; Wang et al., 1994) als auch der
Rezeptor der Ratte (Chen et al., 1993; Fukuda et al.,1993; Thompson et al., 1993; Wang et al.,
1993; Zastawny et al., 1994) sind kloniert.

Das Gen fiir den menschlichen p-Opiatrezeptor wurde auf Chromosom 6, q 24-25 lokalisiert (Uhl
et al.,, 1994; Wang et al.,, 1993). Im Northern Blot zeigen sich neben einem prominenten

Transkript von 13 kb weitere weniger deutliche Banden von 11, 4,3 und 2,8 kb Lange.

1.8. Regulation der p-Opiatrezeptordichte unter chronischer Morphinexposition

Bisherige Untersuchungen zur Regulation der p-Opiatrezeptordichte wurden mit Hilfe der
Rezeptorautoradiographie, Ligandenbindungs- und in situ Hybridisierungstudien, im
Wesentlichen als tierexperimentelle Untersuchungen sowie Experimente an Zellkulturen
durchgefiihrt. Dabei wurden differente Ergebnisse gefunden: Sowohl von ,,up-Regulation oder
,down-Regulation” im Sinne eines Anstiegs oder einer Abnahme der Rezeptordichte wurde
berichtet als auch von einer ,,no-change* Situation der Opiatrezeptordichte nach chronischer
Morphinexposition.

Folgende Tabelle zeigt exemplarisch Studien und ihre Ergebnisse, welche zu diesem Thema

durchgefiihrt wurden:
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Autor Opiat-Agonist | Zell-/ Tier-Modelle Ergebnis
Maloteaux et al. 1989 Morphin in vitro | Zellkultur embyonales | u-OR <
Rattenvorderhirn
Lenoir et al 1983 Morphin in vitro | Zellkultur embyonales | u-OR <
Rattenvorder- und hinterhirn
Chakrabati et al. 1995 Morphin/ Neuro2A (murine | u-OR |
DAMGO Neuroblastomzelllinie)
Tempel et al. 1988 Morphin Neugeborene Ratten pu-OR |
Werling et al. 1989 Morphin Corticale Membran | u-OR |
(Meerschweinchen)
Zadina et al. 1993 Morphin in vitro | SH-SYSY (menschliche | u-OR |
Neuroblastomzelllinie)
Yabaluri und | Morphin C6 Gliazellen (Transfektion|p-OR |
Medzihradsky 1997 mit p-OR der Ratte)
Zaki et al. 1999 Morphin/ HEK 293 MOR (transfizierte | ui-OR |
Fentanyl humane embryonale
Nierenzellen)
Brady et al. 1989 Morphin Ratte pu-OR 1
Fabian et al. 2002 Morphin Ratte pu-OR 1
Tao et al. 1987 Morphin Ratte u-OR 1
Yoburn et al. 1993 Fentanyl Maus pu-OR 1
Morphin
Zadina et al. 1989 Morphin Ratte u-OR 1

Tab. 1 Regulation des p-Opiatrezeptors in biesherigen Studien
(n-OR <: No Change; n-OR |: Down-Regulation; n-OR 1: Up-Regulation)

Erwdhnenswert erscheint,

Regulation nach Exposition mit verschiedenen Opiat-Agonisten beobachtet wurde (Zaki et al.,

1999; Blake et al., 1996; Shen et al., 2000).

Wie aus den unterschiedlichen Ergebnissen der Studien ersichtlich ist, existiert noch kein

einheitliches Erkldarungsmodell fiir Adaptionen der Rezeptordichte als Grundlage fiir Toleranz-

und Abhéangigkeitsentwicklung durch chronische Opiatzufuhr.

dass wiederholt eine quantitativ unterschiedlich ausgeprigte
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Ursachen dieser Diversitidt konnten methodische Unterschiede zwischen Ligandenbindungs-,
quantitativen rezeptorradiographischen- und Hybridisierungsstudien sein, aber auch Unterschiede

in Art und Préparation des Untersuchungsmaterials oder der Spezifitdt der Liganden.

1.9. Das dopaminerge mesolimbische Belohnungssystem

Psychotrophe Substanzen, welche als Drogen konsumiert werden, wirken iiber eine Erhohung der
Konzentration an Dopamin auf das mesolimbische dopaminerge Belohnungssystem.

Das dopaminerge Belohnungssystem hat drei Hauptfunktionen: Modulation der Antwort auf
Schmerz- und Stressreize, Belohnung und Verstarkung sowie Erhaltung der Homeostase, z.B. der
Regulation der Korpertemperatur oder der Nahrungs- und Wasseraufnahme.

Der anatomische Signalweg des dopaminergen Belohnungssystems besteht aus einem Schaltkreis
im Mittelhirn, Vorderhirn und extrapyramidalen Anteilen um den Nucleus accumbens als
Mittelpunkt. Die Hauptregionen sind neben Nucleus accumbens das ventrale Tegmentum, das
Corpus amygdaloideus, der Hypothalamus, der Hippocampus und der Frontalcortex. (de Olmos et
al., 1985; Phelix et al., 1992; de Olmos and Heimer, 1999)

Drogen wie Morphin, aber auch Nikotin, Cocain und Ethanol aber auch Videospiele erhdhen die
extrazellulire Dopaminkonzentration im Nucleus accumbens (Imperato and Di Chiara, 1986;
Koepp et al., 1998; Pontieri et al., 1996; Tanda et al., 1997 ; Wise und Bozarth, 1985). Die
Ausschiittung von Dopamin wird als positiver Stimulus, d.h. als Belohnung empfunden. Der
molekulare Wirkmechanismus unterliegt hierbei einer Substanzspezifitit (Altmann et al., 1996).
Kokain beispielsweise wirkt demnach durch die Blockade des Dopamintransporters, d.h.
Hemmung der Wiederauthahme (,,re-uptake”) aus dem synaptischen Spalt, wodurch die
dopaminerge Transmission besonders im Nucleus accumbens gesteigert wird.

Opiate hingegen bewirken iiber den pu-Opiatrezeptor eine Erhohung der Dopaminfreisetzung im
mesolimbischen System durch Hemmung von inhibitorischen GABA-ergen Neuronen
hauptsichlich im ventralen Tegmentum (Xi und Stein, 1998). Lésionen der Kerngebiete des
mesolimbischen dopaminergen Systems, insbesondere des Nucleus accumbens oder des ventralen
Tegmentums reduzieren die Verstiarkerwirkungen der Opiate (Hutcheson et al., 2001; Kelsey et

al., 1989; Olmstead et al., 1998).
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1.9. Ziele dieser Arbeit

Bisherige Untersuchungen haben gezeigt, dass die fiir dieSuchtentstehung relevanten Wirkungen
des Morphiums, bzw. des Heroins, iiber den u-Opiatrezeptor vermittelt werden.

Frithere Experimente zur Regulation von Opiatrezeptoren wurden im Wesentlichen an
Zellkulturen oder im Tierversuch an einzelnen Gehirnregionen durchgefiihrt. Dabei wurden die
u-Opiatrezeptoren meist mit Rezeptorautoradiographie oder immunhistochemischen Methoden
dargestellt.

Unter chronischer Opiatagonistexposition sind bisher sowohl eine Adaption der Rezeptorzahl im
Sinne einer Vermehrung als auch einer Verminderung beobachtet worden. Auch von einer ,,no

change* Situation wurde berichtet.

Bei dieser Arbeit soll die Bestimmung der Konzentration von p-Opiatrezeptoren in Bezug auf die
Proteinmasse durch Auftrennung von totalen Zelllysaten, anschlieBender Markierung der
Rezeptoren mit einem monoklonalen Antikdrper gegen den p-Opiatrezeptor und
rechnergestiitzter Auswertung der Bandenschwérzung semiquantitativ erfolgen. Dabei wurden
mit dieser Methode neun verschiedene Gehirnregionen des Menschen untersucht um einen
Vergleich zwischen diesen Regionen zu ermdoglichen. Besondere Beachtung erhielten dabei
Gehirnregionen, welche Bestandteil des dopaminergen mesolimbischen Belohnungssystems sind.
Aus ethischen Griinden konnen solche Untersuchungen nur an postmortal gewonnenem Gewebe

durchgefiihrt werden.

Folgende Fragen sollen in dieser Arbeit zu kldren versucht werden:

a. Wie unterscheiden sich die Konzentrationen von p-Opiatrezeptor-Protein in den
verschiedenen Hirnregionen, insbesondere in Gehirnregionen, die das dopaminerge
Belohnungssystem bilden?

b. Gibt es Unterschiede in der Konzentration von p-Opiatrezeptoren zwischen
Kontrollkollektiv und chronischen Opiatexponierten?

c. In welchen Gehirnregionen sind diese Unterschiede feststellbar?

Mit dieser Untersuchung soll die Grundlage der Suchtentstehung und Aufrechterhaltung ndher

untersucht werden. Die Kenntnis der neurobiologischen Vorgénge, die die Entstehung der Sucht
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auslosen, kann eventuell neue Ansédtze in der Behandlung oder auch der Prophylaxe von

Abhingigkeitserkrankungen erbringen.
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2. Material und Methoden

2.1. Untersuchungsgut
Das Untersuchungsgut stammt aus Obduktionen des Instituts fiir Rechtsmedizin der Universitit
Bonn aus den Jahren 1999 bis 2001. Untersucht wurden ein Kollektiv von 13 Drogentoten und
eine Gruppe von 9 Kontrollen.

Das Kollektiv der Drogentoten verstarb an Opiatmonointoxikationen oder an der Kombination
von Opiaten mit anderen Rauschdrogen, wobei

die Nichtopiate nicht konkurrierend

todesursdchlich waren (siehe Tab. 1).

Fall Nr. |THC Morphin frei | Morphin gesamt | Codein Diazepam BAK
Metabolite
1 6,3 ng/ml |107,7 ng/ml |253,0 ng/ml 13,8 ng/ml | 0,23 mg/ml 0,00
2 - 177,0 ng/ml |205,0 ng/ml 26,0 ng/ml |- 0,21
3 53ng/ml | 57,2 ng/ml 77,2 ng/ml 8,4 ng/ml |- 1,18
4 20,7 ng/ml |171,0 ng/ml |514,0 ng/ml 30,0 ng/ml 0,00
5 - 52,0 ng/ml |- 10,6 ng/ml 0,01
6 - 114,7 ng/ml |131,0 ng/ml 30,1 ng/ml 0,00
7 - 220,0 ng/ml |- 38,0 ng/ml | 1,64 mg/ml 0,02
8 - 335,0 ng/ml |- - - 2,40
9 6,8 ng/ml |144,0 ng/ml |170,0 ng/ml 25,0 ng/ml {0,209 mg/ml 1,40

Tab.2 Konzentration verschiedener Rauschdrogen im Blut der Drogentoten

Bei den weiteren vier Fillen des Kollektivs der Drogentoten wurde keine toxikologische
Untersuchung durchgefiihrt. Bei diesen Verstorbenen wurde aber durch polizeiliche Ermittlungen
ein intravendser Drogenkonsum festgestellt, der in jedem der Félle schon {iber ein Jahr bestand.
AuBlerdem war die jeweilige Auffindesituation typisch fiir intravenésen Opiatkonsum (frische
Einstichstellen, Heroinpdackchen in der wunmittelbaren Umgebung, Fixerutensilien im
Auffinderaum). Die Ergebnisse der Obduktion sprachen in allen 13 Féllen fiir einen Tod infolge

einer Heroinmono- oder Heroinmischintoxikation.
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Die Todesursachen der Kontrollgruppe waren:
3 x Verbluten

2 x Erhéngen

2 x Herzinfarkt

1 x Rauchgasintoxikation

1 x Lungenembolie

Bei keinem Mitglied der Kontrollgruppe war Drogenkonsum in der Vorgeschichte bekannt. Nach

dem Tod angefertigte toxikologische Untersuchungen ergaben keinen Hinweis auf Opiatkonsum.

Alter [Jahre] Geschlecht Post mortem [h]
Drogenkonsumenten |18 —44, MW: 29,7 9 méannlich, 12 - 96, MW: 48
4 weiblich
Kontrollgruppe 28 — 59, MW: 39,0 5 ménnlich, 20 - 60, MW: 37
4 weiblich

Tab. 3 Alter, Geschlecht und Zeit bis zur Gewebeentnahme

2.2 Herstellung der Positivkontrolle
2.2.1. Ziichtung der SH-SY5Y Neuroblastomzelllinie

Die SH-SYSY Zellen wurden im tiefgefrorenen Zustand vom Institut fiir Anédsthesiologie der
Universitidt Bonn iibernommen.

Die bei -80 °Celsius gelagerten Neuroblastomzellen der Zellkultur wurden in einem
Kryordhrchen im Wasserbad bei 37 © Celsius aufgetaut. Dann wurden die Zellen in ein
Zellkulturrohrchen iiberfithrt und mit RPMI++ Medium auf 20 ml aufgefiillt. Nach einer
Zentrifugation tiber 10 min bei 500 U/min wurde das Medium bis zum Sediment abgesaugt. Nach
der Resuspension mit wenigen Millilitern frischen Mediums wurde die Suspension in bereits mit
37 °Celsius warmem RPMI++ Medium gefiillten 10 cm Gewebeschalen tiberfiihrt.

Die Gewebeschalen wurden im Brutschrank bei 37 °Celsius und 5% CO, Gehalt der Luft
inkubiert und das Medium etwa alle drei Tage ersetzt. Das Wachstum wurde mikroskopisch
iiberpriift. Bei vollstindigem Bewuchs der Platten wurden die Zellen vorsichtig mit einem
Gummischaber gelost und in Kulturschalen mit frischem Medium iiberfiihrt. Insgesamt wurden

die Zellen zweimal passagiert um eine ausreichende Menge der Positivkontrolle zu erhalten.
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2.2.2. Lyse der SH-SY5Y Zellkultur

Das Medium auf den bewachsenen Zellkulturschilchen wurde vorsichtig abgesaugt und die
Schalen mit zimmerwarmem PBS gespiilt. Die folgenden Schritte wurden strikt auf Eis
durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurde 0,6 ml RIPA Puffer mit frisch zugesetztem
Proteinaseninhibitor-Cocktail und NazVO4 pro 10cm Schale zugegeben. Anschliefend wurden
die Zellen mit Hilfe eines Gummischabers gelost und mit einer 21G Spritze in ein
Zentrifugationsrohrchen iiberfiihrt. Es folgte eine Wiederholung dieses Schrittes mit 0,3 ml RIPA
Puffer. Die kombinierten Lysate wurden mehrfach durch eine 21G Nadel gezogen um die DNS
aufzutrennen. Die Lysate wurden 45 min auf Eis inkubiert und anschlieBend fiir 10 min bei 10000
G zentrifugiert. Der Uberstand stellte das totale Zelllysat (TCL) dar. Das TCL wurde gepoolt um
eine gleichmifige Proteinkonzentration in allen Positivkontrollen zu erhalten, dann auf

Eppendorf Cups aufgeteilt und bei -80 °Celsius gelagert.

2.3. Herstellung der Gewebelysate

2.3.1.Gewinnung der Gehirnpriaparate

Die untersuchten Proben wurden direkt im Anschlu3 an die Obduktion aus den Gehirnregionen
Thalamus, Nucleus candatus, Hypothalamus, ventrales Tegmentum, Frontalcortex, Hippocampus,
Putamen, Nucleus accumbens und Corpus amygdaloideum entnommen und sofort in fliissigem

Stickstoff bei -80 °Celsius eingefroren, um eine Denaturierung der Proteine zu verhindern.

2.3.2. Lyse der Gehirnproben

Séamtliche folgenden Schritte bis zur Befiillung der Western Blot Kammern wurde auf Eis, d.h.
bei 4 °Celsius durchgefiihrt.

Nach Entnahme aus der -80 °Celsius Kiihlung wurden jeweils etwa 50 mg der einzelnen
Regionen mit den Skalpell abgetrennt und sofort in mit 1,5 ml eisgekiihlten RIPA-Lyse-Puffer
gefiillten Falcon-Tubes gegeben, welcher vorher mit Proteinaseinhibitor und Na3;VOy versetzt
wurde. Die Falcon-Tubes wurden vor und nach der Probenzugabe mit der Feinwaage gewogen,
um das Probengewicht zu bestimmen.

Dann wurden die Proben jeweils dreimal fiir 5 sec mit dem Homogenisator zerkleinert.
Dazwischen wurden 10 sec lange Kiihlintervalle eingehalten, um eine Erwdrmung der Proben

durch Reibung zu verhindern. Anschlieend wurden die Proben fiir 45 Minuten auf Eis inkubiert.
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Um das totale Zelllysat zu erhalten wurden die Proben bei 12 500 U/min fiir 10 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und erneut bei gleichen Bedingungen

zentrifugiert um Zelltriimmer zu entfernen.

2.4. Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

Ziel war es eine Menge dquivalent zu 10 pg Protein aus den Lysaten zu entnehmen und diese
Probe anschlieend in der Gelelektrophorese zu trennen. Zur Quantifizierung wurde die pho-
tometrische Methode von Bradford verwandt. Sie beruht auf einer colorimetrischen Reaktion des
Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue, die zu einer Komplexbildung zwischen Farbstoff und
Protein fiihrt. Daraus resultiert eine Verschiebung des Absorptionsmaximums in den
Wellenldngenbereich von 595 nm und kann auch dort iiber Extinktionsmessung detektiert
werden. Die Linearitit des Extinktionskoeffizienten wurde von Spector 1978 nachgewiesen. Eine

Eichgrade wurde mit Hilfe einer BSA-Konzentrationsreihe (1-20 pg) erstellt.

2.5. Gelelektrophorese nach Laemmli (1970)

Die Proteinproben (die Totalen Zellysate) wurden mit zweifach destilliertem Wasser auf gleiche
Volumina aufgefiillt und anschlieBend 1:1 mit reduzierendem Probenpuffer versetzt. Die
anschlieBende Denaturierung der Proteine erfolgte durch 5 miniitiges Erhitzen auf 95 °Celsius.
Bei jedem Versuch wurde ein Slot mit einem gefarbten Molekulargewichtsstandard gefiillt.
Wihrend der Gelelektrophorese bei 130 V wurden die Proben erst im Sammelgel (5% Acryl-
amid) fokussiert, um dann nachfolgend im Trenngel nach Molekulargewicht aufgetrennt zu
werden. Der Acrylamidgehalt der Trenngele richtete sich nach dem Molekulargewicht der p-
Opiatrezeptoren; die optimale Auftrennung wurde mit einem 10% Acrylamidanteil erreicht. Die
Geldicke betrug 1 mm. Die Elektrophorese im Laufpuffer wurde durchgefiihrt bis die Lauffront

den unteren Rand des Gels erreicht hatte.

2.6. Transfer

Die aufgetrennten Proteine wurden mittels elektrophoretischer Elution im NaB-Verfahren
(Towbin et al., 1979) auf eine Nitrocellulosemembran transferiert, die vor dem Transfer min-
destens 10 min in Transferpuffer priinkubiert wurde. Bei der Ubertragung der Proteine wurden,

von Kathode nach Anode gesehen, in das Blotmodul geschichtet: Schwidmme, What-
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man-Papier, Gel, Nitrcellulosemembran, Whatmanpapier und Schwimme. AnschlieBend wurde
das Modul in Transferpuffer gestellt, und es wurde bei 100 mA pro Elektrophorese-kammer
geblottet. Der Transfer dauerte etwa 18 Stunden.

Der Erfolg der Proteiniibertragung wurde durch die sichtbare Ubertragung des gefirbten
Molekulargewichtstandards iiberpriift. Die 40 kDa Bande wurde zur spiteren Orientierung auf

dem Rontgenfilm mit einem Kohlestift markiert.

2.7. Immunreaktion

Nitrocellulosemembranen besitzen eine extrem hohe Bindungskraft fiir Proteine. Daher muss
verhindert werden, dass eine unspezifische Adsorption des primdren Antikdrpers an die Membran
stattfindet. Zu diesem Zweck muss die Membran mit nicht antigenem Protein oder anderen
oberflachenaktiven Agenzien abgesittigt werden (Towbin und Gordon, 1984). In diesem
Protokoll kamen in der Blockierlosung das milde Detergenz Tween 20 (0,1%) sowie bovines
Serumalbumin (4%) und fettfreie Trockenmilch (4%) zur Anwendung. Es wurde fiir 2 Stunden
bei Raumtemperatur auf dem Schiittler geblockt.

Nach dem Absittigen konnte die erste Immunreaktion durchgefiihrt werden. Dies geschah durch
einstiindige Inkubation der Nitrocellulosemembran bei Raumtemperatur auf dem Schiittler mit
dem Erstantikdrper. Er war in einer Konzentration von 1:2.000 in Antikorperldsung verdiinnt.
AnschlieBend wurde 1x10 Minuten und 4x5 Minuten mit jeweils ca. 30 ml Waschldsung gespiilt,
um ungebundenen Antikdrper zu entfernen.

Der in der ersten Antigen-Antikorper-Reaktion entstandene Immunkomplex wurde mit Hilfe
eines Enzymkonjugats sichtbar gemacht. Da die Antikorper nicht direkt markiert zur Verfii-gung
standen, erfolgte die Detektion iiber Meerrettichperoxidase-markierte Zweitantikorper (Hsu und
Soban, 1982; Nakane, 1968) die gegen den im Immunkomplex gebundenen Erstan-tikorper
gerichtet waren. Die Konzentration der Sekundirantikorper in der Antikorperlosung betrug
1:5000. Dabei wurde die Membran in dieser Antikorperlosung fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur auf dem Schiittler inkubiert und anschlieBend erneut 1x10 min und 4x5 min in
der Waschlosung gewaschen. Die Visualisierung erfolgte mittels ECL-Kit. Dieses Kit basiert auf
der Fahigkeit von cyclischen Diacylhydraziden wie Luminol zu chemoluminiszieren
(Chemoluminiszenz bedeutet Luminiszens aufgrund einer chemischen Reaktion). Eines der am
besten verstandenen und hier zur Anwendung kommenden Systeme stellt die HRP/Hydrogen

Peroxidase katalysierte Oxidation von Luminol unter alkalischen Bedingungen dar. Direkt nach
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der Oxidation befindet sich das Luminol in einem angeregten Zustand und kehrt {iber
Lichtemission in seinen Grundzustand zuriick. Die verstirkte Chemi-luminiszenz (Whitehead et
al., 1979) wird durch chemische Verstdrker wie Phenole erreicht, was sowohl zu verlédngerter wie
auch zu etwa 1000fach verstéirkter Lichtemission fiihrt. Die Strahlung findet zwischen der 5 und
20. Minute ihr Maximum und verféllt anschlieBend mit einer Halbwertszeit von 60 Minuten.

Das freiwerdende Licht der ECL-Reaktion fiihrt zur Schwirzung eines Rontgenfilms.

2.8. Rechnerunterstiitzte Densitometrie

Es wurde 1970 von Laemmli gezeigt, dass die Schwirzung des Rontgenfilms linear zu der Starke
des Lichts verlauft, welches durch die ECL-Reaktion emittiert wurde. Daher lassen sich die auf
dem Rontgenfilm sichtbaren Banden auch mittels Densitometrie quantifizieren. Die geschwirzten
Rontgenfilme wurden rechnergestiitzt eingescannt und densiometrisch vermessen. Zur Messung
der Schwirzung wurde das Rechnerprogramm NIH-Image verwendet, welches von dem National
Institute of Health der USA zur Auswertung von Western Blots entwickelt wurde.

SchlieBlich wurde der ermittelte Wert fiir die standarisierte Positivkontrolle gleich eins gesetzt
und die ermittelten Werte der Proben entsprechend umgerechnet, um eine Vergleichbarkeit der

Versuche untereinander zu gewéhrleisten.

2.9. Gerite
Brut-/Trockenschrank memmert, Depex (Houten, Niederlande)

Dampfsterilisator Varioklav Typ500, H+P Labortechnik GmbH (Miinchen)

Elektrophoresekammer
Heiz-Magnetriihrer
Heizblock

Netzgerate
pH-Elektrode
Prézisionsspritzen
Rontgenfilmentwickler
Schiittelwasserbad
Spektrophotometer
Sterilbank

Vortex Genie 2

Mini-Protean-II, Bio-Rad GmbH (Miinchen)
Monotherm, Variomag (Daytona Beach, USA)
QBTB, Grant (London, UK)

PowerPac 300, Bio-Rad GmbH (Miinchen)
Typ pH525, WTW (Weilheim)

Microliter syringes, Hamilton (Reno, USA)
Curix capacity Typ8350, Agfa-Gevaert (KSIn)
Typ GFL, Labor Eich (Bonn)

UV-160 A, Shimadzu (Tokio, Japan)

ZKB 72, Bio-Flow Technik (Meckenheim)
Bender & Hobein AG (Ziirich, Schweiz)
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Waagen Analytic AC 2105, Sartorius-Werke GmbH (Goéttingen)
BP 21005, Sartorius-Werke GmbH (Goéttingen)

Wirmebad M31, Kottermann Labortechnik (Uetze/Hanigsen)

Zentrifuge Centrifuge 5415 R, Eppendorf AG (Hamburg)

Microfuge E, Beckmann Instruments (Palo Alto, USA)

2.10. Chemikalien und Medien

30% Acrylamid/Bis Losung (29:1) Bio-Rad GmbH (Miinchen)

APS Bio-Rad GmbH (Miinchen)
Chemiluminiszenz Reagent Perkin Elmer Life Sciences (Wellesley, USA)

Fotales Kélberserum, steroidfrei Biochrom KG (Berlin)

Penicillin/ Streptomycin x100 Gibco-BRL (Eggenstein)

Precision Protein Standards Bio-Rad GmbH (Miinchen)

RPMI 1640 Fliissigmedium Biochrom KG (Berlin)

SDS 20% (w/v) Bio-Rad GmbH (Miinchen)
TEMED Bio-Rad GmbH (Miinchen)

Triton X Fluka Chemie AG (Buchs, Schweiz)

Alle hier nicht gesondert erwidhnten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:
Sigma Chemie GmgH (Deisenhofen)
Merck (Darmstadt)

2.11. Losungen

PBS

NaCl 137 mM
KCl 2,7 mM
KH2PO4 1,5 mM
Na2HPO4 8,1 mM

Aqua dest ad 100%
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RIPA Lysepuffer pH 7,5
NaF 50 mM
EDTA 2,5 mM
Triton X-100 1%

Tris pH 7,5 20 mM
Glycerol 10%
Na-desoxycholat 1%
SDS 0,1%
Nas4P207 10 mM

Vor Gebrauch Zugabe von Proteaseinhibitorcoctail (100ul/ 10ml) und Natriumorthovanadat
(50uM)

Proteaseinhibitorcoctail

Aprotinin lpug/ ml
Leupeptin lpg/ ml
PMSF ImM

Lagerung bei -80° Celsius

Antikorperlosung

BSA 1%
Tween-20 0,05%
PBS ad 100%
Blockierlosung

BSA 4%
Non fat dry milk 4%

Tween-20 0,1 %



PBS ad

Waschlosung

BSA
Tween-20
PBS ad

Stripplosung

Tris HCI
SDS

Mercaptoethanol

PBS ad
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100%

0,1 %
0,05 %
100%

65 mM
2%

100 mM
100%

Reduzierender Probenpuffer (6x)

Tris/HCI (0,5M; pH 6,8) 280 mM
Glycerol 30%
SDS 1%
DTT 500 mM
Bromphenol Blau 0,0012%
Aqua dest (deionisiert) ad 100%
SDS-PAGE Gele
Sammelgel 5%
Aqua bidest 5,7 ml
0,5 M Tris pH 6,8 2,5ml
SDS 10% 100ul

Acrylamid/ Bis (30%)

1,7 ml

Es werden schnell hinzu gegeben:
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APS (10%) 50ul
Starten der Polymerisation durch:

TEMED 10 pl
Trenngel (10%)

Aqua bidest 8,3 ml

1,5 M Tris pH 8,8 5,0 ml

10% SDS 200 pl

Acrylamid/ Bis (30%) 6,7 ml

Es werden schnell hinzu gegeben:
APS (10%) 100ul
Starten der Polymerisation durch:

TEMED 10 pl

Laufpuffer fiir die Gelelektrophorese nach Laemmli

Tris 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1%
pH 8,3

Transferpuffer fiir den Immunoblot auf Nitrocellulosemembran

Tris 25 mM
Glycin 200 mM
Methanol 20%

pH 8,3

RPMI++ Medium

RPMI 1640 Fertigfliissigmedium

Fotales Kélberserum 10%
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Penicillin/ Streptomycin x100 1%
Lagerung bei 4 °Celsius

2.12. Verbrauchsmaterialien

Chromatographiepapier Whatman Int. Ltd., (Maidstone, USA)

Gummischaber Sarstedt (Niimbrecht)

Kulturschalen Falcon (Heidelberg)

Nitrocellulosemembran Optitran BA-583, Schleicher & Schuell GmbH (Dassel)
Rontgenfilme 100NIF, Fuji Photo Film Co. Ltd. (Tokyo, Japan)
Wachsfilm Parafilm ,,M*, American National Can (Chicago, USA)

2.13. Antikorper

2.13.1.Primérer Antikorper

Der monoklonale Antikorper gegen den p-Opiatrezeptor (DiaSorin, USA, Cat. No. 24216) wurde
nach Herstellerangaben in Kaninchen erzeugt und richtet sich gegen eine synthetische
Peptidsequenz, welcher mit den Aminoséduren 384-398 des klonierten u;-Opiatrezeptor der Ratte
korrespondiert. Dieses Peptid wurde dann mit Glutaraldehyd an Rinder-Thyreoglobulin
gebunden. Der Antikorper bewies bereits eine starke Immunfluoreszenz am Riickenmark und am
Nucleus caudatus sowie dem Putamen der Ratte. Die Spezifitdt wurde gesichert (Arvidsson et al.,

1995).

2.13.2 Sekundirer AntikOrper

Meerrettichperoxidase gekoppeltes Anti-Rabbit Ig Vector Labs. (Burlingame, USA)

Der sekunddre Antikorper wurde mit der Antikdrperlosung im Verhéltnis 1:5.000 verdiinnt und

vor jedem Gebrauch neu angesetzt.
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3. Ergebnisse

Die Markierung mit monoklonalen MOR-Antikdrper und einem Chemiluminiszenz-
Detektionssystems nach Auftrennung der Zelllysate mittels Western Blots konnte in jeder
untersuchten Gehirnregion sowohl bei dem Drogenkollektiv als auch im Kontrollkollektiv eine
stabile Bande im Bereich der 50 kDa Markierung nachweisen. Bei der als Negativkontrolle

verwendeten Proteinmischung zeigte sich keine Bande an dieser Position.

50 kDa A

37 kDa

BTH-Kollektiv Fontrollkollektiv Fositivkontrolle

Abb. 5 Western Blot von Zelllysaten des Nucleus caudatus von 8 Drogentoten und 4 Kontrollen sowie der

Positivkontrolle (mit MOR-Antikérpern markierte Banden)
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50kD0a

—

37 kDa

T MC Hyp YT FC M Put L4 Hip Positiv

Abb. 6 Western-Blot der Gehirnregionen Thalamus (T), Nucleus caudatus (NC), Hypothalamus (Hyp),
ventrales Tegmentum, (VT), Frontalcortex (FC), Nucleus accumbens (NAc), Putamen (Put), Corpus

amygdaloideum (CA) und Hippocampus (Hip) sowie der Positivkontrolle (mit MOR-Antikérper markierte
Banden) aus dem BTM-Kollektiv (,,Drogentoter).

50 kDa

37 kDa

T ML Hyp YT FL Mic Fut L4 Hip Positiv

Abb.7 Western-Blot der Gehirnregionen Thalamus (T), Nucleus caudatus (NC), Hypothalamus (Hyp),
ventrales Tegmentum, (VT), Frontalcortex (FC), Nucleus accumbens (NAc), Putamen (Put), Corpus

amygdaloideum (CA) und Hippocampus (Hip) sowie der Positivkontrolle (mit MOR-Antikérper markierte
Banden) aus dem Kontroll-Kollektiv.
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T N.C. |Hyp |VT FC NAc |Put CA Hip
K1 0,45 (0,67 |n.a. 0,82 |0,35 |0,61 |n.a. 0,53 |n.a.
K2 0,04 |0,85 |na. 1,16 |0,65 |0,74 |0,78 (0,89 0,89
K3 069 |063 |045 |0,79 |045 |0,65 |06 0,68 [0,84
K4 048 |08 |069 |12 |08 |0,78 |093 |0,81 |08
K5 0,27 (041 |049 |053 |0,29 |0,43 (0,73 |0,69 0,99
K6 0,94 10,6 1,33 (1,12 |087 (1,07 |09 (0,92 |1,16
K7 0,16 |0,93 |0,21 |0,7 0,23 |0,72 |0,69 |0,47 |1091
K8 0,15 |0,7 091 |105 |0,25 (0,87 |0,74 (091 0,583
K9 068 |0,74 081 |0,37 |0,21 |06 0,71 |0,74 |09
Tab.4 Relative optische Dichtewerte (Positivkontrolle = 1)

der jeweiligen Gehirnregionen

im

Kontrollkollektiv (Thalamus [T], Nucleus caudatus [NC], Hypothalamus [Hyp], ventrales Tegmentum [VT],

Frontalcortex [FC], Nucleus accumbens [NAc], Putamen [Put], Corpus amygdaloideum [CA] und

Hippocampus [Hip], n.a. Region nicht untersucht)

T NC |Hyp |VT |FC |[NAc |Put |[CA |Hip
BTM 1 042 |093 |05 |085 |1 127 |1,18 |0,93 |0,82
BTM 2 033 |0,76 |086 |091 |059 |0,79 |07 |055 |0,82
BTM 3 06 |025 |097 |089 |064 |089 |083 |029 |0,46
BTM 4 055 |054 |086 |029 |045 |0,75 |067 |0,74 |1,01
BTM5 0,37 |094 |094 |101 |0,79 |038 |063 |084 |na.
BTM 6 061 |049 |0,79 |019 |035 |0,78 |097 |na |na
BTM 7 044 |081 |0,76 |05 |033 |051 |085 |082 |0,84
BTM 8 05 |059 |113 |1,7 |046 |132 |047 |0,79 |1,79
BTM 9 08 |042 |089 |1,02 |052 |023 |0,73 |061 |0,78
BTM10 |045 |05 |0,87 |0,66 |0551 |0,75 |0,65 |049 |0,54
BTM11 |04 |061 |057 |0,74 |0,24 |0,78 |0,47 |021 |0,79
BTM12 |na. |0,76 |0559 |0,7 |0,36 |0,74 |0,15 |08 |0,27
BTM13 |0,18 |0,88 |0,92 |0,28 |0,58 |0,71 |0,81 |0,87 |0,85

Tab. 5 Relative optische Dichtewerte (Positivkontrolle = 1) der jeweiligen Gehirnregionen im BTM-Kollektiv

(,,Drogentote) (Thalamus [T], Nucleus caudatus [NC], Hypothalamus [Hyp], ventrales Tegmentum [VT],

Frontalcortex [FC], Nucleus accumbens [NAc], Putamen [Put], Corpus amygdaloideum [CA] und

Hippocampus [Hip] n.a. Region nicht untersucht)
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BTM-Kollektiv
MW+ SD (Spannweite)

Kontrollkollektiv
MW= SD (Spannweite)

Thalamus

0,47 + 0,15 (0,33-0,80)

0,43 £ 0,31 (0,04-0,94)

Nucleus caudatus

0,67 % 0,20 (0,25-0,94)

0,71 % 0,14 (0,41-0,93)

Hypothalamus

0,81 £ 0,17 (0,57-0,97)

0,70 £ 0,34 (0,21-1,33)

Ventrales Tegmentum

0,66 = 0,38 (0,19-1,70)

0,85 + 0,27 (0,37-1,16)

Frontalcortex

0,59 = 0,20 (0,24-1,00)

0,46 % 0,25 (0,21-0,87)

Nucleus accumbens

0,77 + 0,29 (0,23-1,27)

0,72 + 0,17 (0,43-1,07)

Putamen

0,83 % 0,24 (0,15-1,18)

0,77 % 0,11 (0,60-0,96)

Corpus amygdaloideum

0,70 % 0,22 (0,21-0,93)

0,74 + 0,15 (0,47-0,91)

Hippocampus

0,79 £ 0,37 (0,27-1,79)

1,00 + 0,38 (0,53-1,01)

Tab. 6 Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD) und Spannweite der relativen optischen Dichtewerte
(Positivkontrolle = 1) im Vergleich zwischen BTM-Kollektiv und Kontrollkollektiv

Nach Auswertung durch den Wilcoxon-Test (p < 0,05 wurde als signifikant vorausgesetzt)
zeigten sich keine signifikanten Anderungen in der optischen Dichte und damit in der

Proteinmenge des MOR-Rezeptors im Vergleich zwischen BTM-Kollektiv und Kontrollkollektiv.

Die mit Hilfe einer semiquantitativen densitometrischen Software (Image, National Institutes of
Health) bestimmten optischen Dichtewerte lagen zwischen 4% (0,04) und 191% (1,91) des fiir
die Positivkontrolle bestimmten Dichtewertes. Es ist also eine relativ hohe Streuung der
Messwerte zu bemerken.

Interessanterweise zeigen sich vergleichsweise hohe optische Dichtewerte (OD) im
Hippocampus, Putamen und ventralem Tegmentum, wohingegen im Thalamus und Frontalcortex

relativ geringe optische Dichtewerte (OD) und damit MOR-Proteinexpression gefunden werden.



38

1,2

1,0

0,8 — ]

0,4 - . - - = - - . -

0,0+

T NC Hyp VT FC Nac Put CA Hip

Il Kontrolle [ ] BTM

Abb. 8 Graphische Darstellung der relativen optischen Dichtewerte (Positivkontrolle = 1) im Vergleich
zwischen BTM-Kollektiv und Kontrollkollektiv

Besonders ausgeprigte Differenzen zwischen BTM-Kollektiv und Kontrollkollektiv im Sinne
einer Verminderung zeigen sich im Hippocampus (BTM OD 0,79 : Kontrolle OD 1,00) sowie im
ventralen Tegmentum (BTM OD 0,66 : Kontrolle OD 0,85). Weiterhin fiel eine geringgradigere
Verminderung der Proteinexpression im Nucleus caudatus und im Corpus amygdaloideum auf.

Im Frontalkortex (BTM OD 0,59 : Kontrolle OD 0,46) und im Hypothalamus (BTM OD 0,81 :
Kontrolle OD 0,70) wurde jedoch tendenziell eine verstirkte Expression des MOR-Proteins

gefunden, im geringeren Ausmaf} auch im Thalamus, Nucleus accumbens und dem Putamen.

Obwohl diese Ergebnisse auf regulative Verdnderungen in der Expression des MOR-Proteins
durch chronische Opiatexposition hindeuten, konnte keine statistische Signifikanz zwischen dem

Kollektiv der chronisch Opiatexponierten und dem Kontrollkollektiv nachgewiesen werden.
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4. Diskussion

4.1. Spezifitit der Methoden

4.1.1. Materialgewinnung und Lagerung

Das Untersuchungsgut dieser Arbeit bestand aus Priparaten aus jeweils 9 Gehirnregionen von 13
Drogentoten und 9 Kontrollpersonen, welche keine Opiate konsumierten.

Die toxikologischen Untersuchungen der Drogentoten wiesen bei allen untersuchten Personen des
BTM-Kollektivs erhohte Opiat-Spiegel im Blut nach. Auch die Auffindesituation sowie die
korperliche Untersuchung ergaben in allen 13 Féllen eindeutige Hinweise auf einen stattgehabten
intravendsen Opiatmissbrauch, zudem ergaben sich in allen Féllen anhand der polizeilichen Akte
Hinweise fiir einen langjdhrigen intravendsen Opiatmissbrauch.

Zum EinfluB} der post-mortem Zeit bis zum Einfrieren der Proben liegen Untersuchungen vor.
Gonzales-Maeso et al. zeigten 2002, dass die mittels Western-Blot analysierte Immunreaktivitit
gegeniiber G-Proteinen im menschlichen Gehirn nicht mit der postmortem Zeit korreliert.
Dariiberhinaus wurde der Einlufl der Lagerung in diesem Experiment abgeschitzt. Hier zeigte
sich, dass sich im Zeitraum von 1-85 Monaten keine signifikante Anderung der Immunreaktivitit
gegeniiber Ga-Proteinen bei einer Lagerung von -70 °Celsius ergab. Es fand sich lediglich eine
Abnahme der Bindungsfihgigkeit von [*>S]JGTPYS von 3% pro Jahr der Lagerung.

Die postmortale Stabilitdt des pu-Opiat-Rezeptors wurde auch tierexperimentell am Modell der
Ratte nachgewiesen. Kuhar et al. zeigten 1973 eine postmortale Abnahme des
Bindungsverhaltens gegeniiber Opiaten bei erhaltenem Verteilungsmuster der Rezeptoren.
Zusiatzliche fielen Unterschiede zwischen verschiedenen Rattenstimmen beziiglich der
postmortalen Abnahme des Bindungsverhaltens auf. Bei Lagerungstemperaturen von 4 °Celsius
schien sich ein gewisser stabilisierender Einflufl auf das Bindungsverhalten zu ergeben.
Insgesamt scheinen also sowohl die postmortem Zeit bis zum Einfrieren wie auch die Lagerung
der Proben einen eher untergeordneten Effekt auf die Immunreaktivitit von G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren wie dem p-Opiat-Rezeptot zu haben. Trotzdem wurde in dieser
Untersuchung auf vergleichbare postmortem Zeit und Lagerungszeitraum der Proben zwischen
dem Kollektiv der Drogentoten und dem Kontrollkollektiv geachtet um moglicherweise

unterschiedliche Denaturierung von Rezeptorproteinen mdglichst auszuschlieBen.
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4.1.2. Spezifitit des primiren Antikorpers

Die Spezifitit des monoklonalen Antikdrpers gegen den u-Opiat-Rezeptor wurde durch Arvidson
et al. 1995 ausfiihrlich referiert. Der Antikorper richtet sich gegen die Aminosduresequenz aa384-
398 des geklonten up-OR1 der Ratte. Es zeigte sich eine deutliche indirekte
Immunfluoreszenzfiarbung durch den Antikorper,welche durch eine Prdadsorbtion durch die
Aminoséduresequenz aa384-398 des u-OR1 vollstindig geblockt werden konnte.

Die entsprechende Sequenz des menschlichen p-OR weist eine 100%ige Homologie mit der
Aminosduresequenz des Ratten-u-OR auf (NCBI, accession number L20684 und NM_000914).
Die vorgelegte Untersuchung lésst auf eine entsprechende Bindung auch an den menschlichen p-
OR schlielen, der ebenfalls die Zielsequenz des Antikorpers enthdlt, da alle Gehirnproben
einschlieBlich der Positiv-Kontrolle eine stabile Bande an der aufgrund der MolekiilgroB3e
erwarteten Position im Western-Blot zeigten, wihrend die Negativkontrolle keine Bande an

dieser Stelle aufwies.

4.1.3. Spezifitit des sekundiren Antikorpers und der Chemiluminiszenz

Als sekundirer Antikorper diente ein mit Meerrettichperoxidase gekoppeltes Anti-Rabbit
Immunglobulin, wobei die Meerrettichperoxidase zur Kathalyse der durch Luminol bedingten
Chemiluminiszenz benutzt wird.

Um eine falsch positive Markierung der Nitrozellulose-Membran auszuschlieBen, wurden
Kontrollen unter Auslassung des primdren Antikorpers durchgefiihrt, welche sdmtlich negativ
waren. Ebenso negativ zeigten sich die Kontrollen, die unter Auslassung sowohl des priméren als
auch des sekunddren Antikorpers, d.h. nur unter Verwendung der Chemiluminiszenzreagenzien,
durchgefiihrt wurden.

Eine falsch positive Markierung der Membran durch die Antikdrpers oder das

Chemiluminiszenz-Detektionssystem kann also ausgeschlossen werden.

4.1.4. Spezifitit der rechnerunterstiitzten Densitometrie

Die durchgefiihrte semiquantitative Densitometrie wurde mittels des vom National Institute of
Health der USA speziell fiir die Auswertung von Western-Blot-Analysen entwickelten
Programms ,,NIH-Image* durchgefiihrt. Um den Fehler durch die manuelle Markierung der

Banden des Western Blots zu minimieren wurde jeder Membran-Scan dreimal markiert und
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analysiert, wobei sich eine nur geringe Varianz der Messwerte ergab. Aus den gemessenen
Schwirzungen wurde jeweils der Mittelwert gebildet.

Insgesamt war also die semiquantitative Auswertung gut reproduzierbar.

4.2. Verteilung der p-Opiatrezeptoren in den Gehirnregionen

In dieser Arbeit fanden sich unterschiedliche Konzentrationen von p-Opiatrezeptoren in den
untersuchten Gehirnregionen. Sowohl in der Kontrollgruppe als auch im Kollektiv der
Drogentoten waren die p-OR-Konzentrationen am niedrigsten im Thalamus und im
Frontalkortex. Hohere Werte fanden sich im Hippocampus des Kontrollkollektivs.

Studien, welche die p-Opiatrezeptor-Proteinkonzentration in den in der vorliegenden Studie
untersuchten Regionen des menschlichen Gehirns untersuchen, liegen nicht vor. Bisherige
Experimente untersuchten entweder nur die Proteinkonzentration in einzelnen Regionen oder
nutzten Methoden wie Bindungsstudien oder den Nachweis von p-OR-mRNA im menschlichen
Gebhirn.

So zeigten Pfeiffer et al. 1982 in einer Ligandenbindungsstudie eine unterschiedliche Bindung
von spezifischen pu-OR-Liganden in den unterschiedlichen menschlichen Gehirnregionen. Bei
einer nur kleinen Fallzahl (pro Region n=2 bis 3) fand sich eine hohe Bindung im Thalamus,
niedrige Bindung im Hippocampus sowie mittlere Bindung im Frontalcortex, Putamen, Nucleus
caudatus, Hypothalamus und Corpus amygdaloideum.

Eine weitere Ligandenbindungsstudie (Pilapil et al., 1986) ergab eine hohe Bindung im
posterioren Anteil des Corpus amygdaloideum, im Putamen, Nucleus caudatus, Hypothalamus
sowie eine disseminierte Bindung im Frontalkortex. Die Befunde dieser Studie zeigen also eine

gute Ubereinstimmung mit den Befunden der vorgelegten Untersuchung.

Es folgten Studien, welche die mRNA-Expression in den verschiedenen Gehirnregionen
untersuchten.

Minami und Satoh fanden 1995 eine unterschiedliche Verteilung der p-OR m-RNA im
Rattenhirn. Eine starke Expression konnte im Putamen und Nucleus caudatus nachgewiesen
werden. Mittlere bis starke Expression zeigte sich im Corpus amygdaloideum und im Thalamus
sowie eine disseminierte Expression im Hippocampus. Im Frontalcortex wurde nur wenig p-OR

m-RNA nachgewiesen.
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Peckys und Landwehrmeyer fiihrten analoge Untersuchungen 1999 an postmortal gewonnenem
menschlichen Hirngewebe durch und fanden eine hohe Expression im Thalamus, mittlere
Expression im Hypothalamus, Putamen, ventralen Tegmentum, Nucleus accumbens, Nucleus
caudatus und eine niedrige bis mittlere Expression im Frontalcortex und Hippocampus. Ein
weiteres interessantes Ergebnis dieser Untersuchung war die uneinheitliche Verteilung der
mRNA innerhalb der Regionen, wobei ein besonders ausgepridgt fleckformiges Muster im
Frontalcortex und Hippocampus gefunden wurde. Zudem zeigten sich im Putamen und Nucleus
caudatus Unterschiede der Expression zwischen anteriorem und posteriorem Anteil.

Mansour et al. verbanden 1994 den Nachweis der p-OR  m-RNA mit einer
Ligandenbindungsstudie im Rattenhirn und zeigten deutliche Unterschiede in der mRNA-
Synthese und der p-OR-Ligandenbindung im Frontalkortex und dem Hippocampus der Ratte.
Dies legt nahe, dass der p-Opiatrezeptor Transportmechanismen unterliegt, das heiB3t, dass der

Ort der Expression nicht identisch mit dem Ort des Membraneinbaus sein muf3.

Insgesamt ergeben sich also eher widerspriichliche Befunde zwischen den bisherigen
Untersuchungen und den vorliegenden Befunden. Insbesondere die niedrige pu-OR-Rezeptor
Konzentration im Thalamus sowie die hohe Konzentration im Hippocampus iiberrascht.
Mogliche Ursachen der unterschiedlichen Befunde konnen zundchst in der Methode liegen.

In dieser Untersuchung wurde der Anteil des p-Opiatrezeptorproteins am Gesamtprotein der
Probe in Relation zur Positivkontrolle nachgewiesen. Das Material bestand dabei aus totalen
Zelllysaten. Dabei wird also das gesamte p-Opiatrezeptorprotein der Zelle nachgewiesen,
unabhingig von der rdumlichen Verteilung in oder an der Zelle. Im Gegensatz dazu weisen
Ligandenbindungsstudien die Rezeptordichte an der Zelle nach, das heifit die fiir eine
Ligandenbindung zur Verfligung stehenden Rezeptoren der Zellmembran. G-Protein gekoppelte
Rezeptoren werden nach Agonistenbindung internalisiert (Bohm et al., 1997) und stehen damit
fiir Ligandenbindungsstudien nicht mehr zur Verfiigung. Die p-Opiatrezeptorproteinbestimmung
aus totalen Zelllysaten weist naturgemif aber auch internalisierte Rezeptoren nach.

Eine weitere Ursache der Diskrepanzen konnte zudem die eingeschriankte Vergleichbarkeit
unterschiedlicher Spezies sein. Beim Vergleich der regionalen Verteilung von Opiatrezeptoren
mittels Ligandenbindungsstudie mit “H-Dihydromorphin zwischen menschlichem und
Rhesusaffenhirn (Kuhar et al. 1973) wurden unterschiedliche Verteilungen insbesondere im

Thalamus und im Nucleus caudatus gefunden, weniger ausgeprédgt aber auch im Frontalkortex
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und im Corpus amygdaloideum. In Anbetracht der Tatsache, dass viele Studien zur Verteilung
der p-Opiatrezeptoren an unterschiedlichen Tierspezies durchgefiihrt wurden, erscheint eine

direkte Ubertragung der Ergebnisse auf den Menschen nicht uneingeschrinkt moglich.

Zusammenfassend liegt mit dieser Arbeit erstmals eine Untersuchung der p-
Opiatrezeptorproteinkonzentration aus totalen Zelllysaten aus neun Regionen des menschlichen
Hirns vor. Die diskrepanten Befunde insbesondere im Thalamus und im Hippocampus kdnnen
ein Hinweis auf Regulationsvorgidnge in diesen Regionen sein, welche auf die unterschiedliche
zellulare Distribution der p-Opiatrezeptoren in diesen zentralen Bereichen des mesolimbischen

Belohnungssystems hindeuten.

4.3. Unterschiede zwischen den Drogentoten und dem Kontrollkollektiv

In dieser Untersuchung zeigten sich tendenzielle Anderungen der p-Opiatrezeptormenge sowohl
im Sinne einer up-regulation, einer down-regulation oder auch einer no-change Situation.
Hinweise auf eine vermehrte Expression des p-Opiatrezeptors durch chronischen Opiatkonsum
ergaben sich im Hypothalamus und dem Frontalcortex. Verminderte Expression zeigte sich im
ventralen Tegmentum und im Hippocampus. Die Regionen Thalamus, Nucleus caudatus, Nucleus
accumbens, Putamen und Corpus amygdaloideum wiesen nur marginale Unterschiede in der
Expression des p-Opiatrezeptorproteins auf. Insgesamt wurde jedoch fiir keine der untersuchten
Regionen eine statistische Signifikanz (gewéhlt wurde p < 0,05) erreicht.

In der Literatur findet sich nur eine Untersuchung, in welcher eine &hnliche Methode zum
Nachweis des p-Opiatrezeptorproteins angewendet wurde (Garcia-Sevilla et al., 1997). Es
wurden totale Zelllysate aus dem Frontalkortex von Drogentoten, welche langjéhrig Drogen
konsumiert hatten im Vergleich zu einem drogenfreien Kontrollkollektiv semiquantitativ auf den
Gehalt an p-Opiatrezeptorprotein untersucht. Im Unterschied zur vorliegenden Arbeit wurde
jedoch ein polyklonaler pOR-Antikorper verwendet. Ein signifikanter Unterschied in der p-
Opiatrezeptorproteinkonzentration des Frontalkortex konnte nicht gezeigt werden.

Aus der Arbeitsgruppe des Instituts fiir Rechtsmedizin der Universitit Bonn liegen mehrere
Arbeiten vor, welche mit einer immunhistochemischen Markierung und anschlieBenden
Auswertung mittels Lichtmikroskopie oder camera lucida die fiir den p-Opiatrezeptor positiven

Zellen von Drogentoten mit denen eines drogenfreien Kontrollkollektiv verglichen. Untersucht
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wurden der Frontalkortex (Schmidt et al., 2001, 2003) und der Hippocampus (Schmidt et al.,
2005).

Die Auswertung der Experimente zum Frontalkortex zeigte keine signifikante Anderung der p-
Opiatrezeptordichte in den Areae 24 und 25 (nach Brodmann, 1909), aber eine signifikant
erhohte Dichte in Area 11. Im Hippocampus konnte keine signifikante Anderung der Dichte
gezeigt werden, wobei sich eine tendenzielle Verminderung der p-Opiatrezeptor-Dichte fand.

Die Ergebnisse dieser Studie decken sich also insgesamt mit den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit (Tendenzielle Zunahme der p-Opiatrezeptoren im Frontalkortex und Abnahme im
Hippocampus), wobei in den bisherigen Arbeiten eine Signifikanz lediglich in einem Bereich der
GroBhirnrinde (Area 11) erreicht werden konnte.

Zudem existieren Ligandenbindungsstudien, welche die Agonisten- und Antagonistenbindung im
menschlichen Gehirn im Vergleich zwischen chronisch Opiatexponierten und einem drogenfreien
Kontrollkollektiv untersuchen (Gabilondo et al., 1994). Untersucht wurden

unter anderem Frontalcortex, Thalamus und Nucleus caudatum, wobei sich kein signifikanter
Unterschied in der Bindungsfahigkeit von p-Opiatrezeptorliganden zwischen dem Kollektiv der
Opiatexponierten und dem Kontrollkollektiv ergab.

Zusitzlich wurden aber auch zahlreiche Ligandenbindungsstudien am Tiermodell sowohl mit p-
Opiatrezeptoragonisten (Brunello et al., 1984, Dingledine et al., 1983, Nishino et al., 1990) als
auch -antagonisten (Geary und Wooten, 1985; Oishi et al. 1983) durchgefiihrt, welche keine
signifikante numerische Anderung der Bindungsstellen zeigten.

Dagegen stehen tierexperimentelle Arbeiten, welche eine ,,down-regulation® der Bindungsstellen
nach Morphinexposition zeigen (Rogers et al., 1986; Werling et al., 1989) aber auch eine ,,up-
Regulation* (Rothman et al. 1989, Yoburn et al., 1993).

Es stellt sich die Frage, aus welchen Griinden sich in der vorliegenden Arbeit keine signifikante
Anderung des p-Opiatrezeptorproteins finden konnte. Als mdgliche Ursachen kommen folgende
in Betracht:

- Auswahl des Untersuchungskollektivs

- Besonderheiten der pharmakologischen Eigenschaften der Opiate

- Eigenschaften der semiquantitativen Proteinbestimmung aus totalen Zelllysaten

- Anatomische Lokalisation der untersuchten Regionen
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4.3.1. Auswahl des Untersuchungskollektivs

Die postulierte chronische Opiatexposition fiir die Gruppe der Drogentoten konnte sich in den
vorliegenden Fillen neben den Befunden der gerichtsmedizinischen Untersuchung mit
toxikologischen Untersuchungen vor allem auf die polizeilichen Ermittlungen stiitzen.

Alle Drogentoten waren polizeilich bekannt; anhand der Akten ergab sich fiir alle Personen eine
Mindestdauer des intravendsen Opiatmissbrauchs von einem Jahr, wobei die Dauer des
Opiatkonsums eine grofle Spannweite aufwies und naturgemid nur anhand von indirekten
Parametern (z.B. Delikte gegen das Betdubungsmittelgesetz) geschitzt werden konnte. Eine
genaue Aussage iiber den Zeitraum des Konsums, die Art und Menge der konsumierten Drogen
war somit nicht moglich.

Ein Einfluss von zusitzlich zu Opiaten konsumierten Drogen kann grundsitzlich nicht
ausgeschlossen werden. Unterwald et al. wiesen 1992 zum Beispiel mit einer
Ligandenbindungsstudie nach, dass die Applikation von Kokain zu einer ,,up-regulation der p-
Opiatrezeptoren im Rattenhirn fiihrt.

Weiterhin liegen Hinweise vor, dass die Umstdnde des Todes die Dichte der pu-Opiatrezeptoren
verdndern konnen. In Untersuchungen an Opfern von Selbstmord zeigte sich eine ,,up-regulation*
der p-Opiatrezeptoren im Bereich des Frontalkortex und des Nucleus caudatus, wobei im
Thalamus keine signifikante Anderung der Ligandenbindungsfihigkeit gezeigt werden konnte
(Gabilondo et al. 1995; Gross-Isseroff et al. 1990).

Um den Einfluss von Nicht-Opiaten auf die p-Opiatrezeptorkonzentration moglichst zu
minimieren wurden in dieser Untersuchung nur Todesfélle ohne todesursédchlich konkurrierende
Konzentrationen von Alkohol oder Benzodiazepinen in dem Kollektiv der Drogentoten
eingeschlossen.

In Zukunft konnte zur genaueren Abschitzung des Drogenkonsums die Haaranalytik
hinzugezogen werden. Damit kann in Abhdngigkeit von der Haarldnge der Drogenkonsum {iiber
einen Zeitraum von bis zu mehreren Monaten abgeschétzt werden (Sachs und Kintz, 1998).

Eine weitere Mdglichkeit zur genaueren Abschitzung der aufgenommenen Opiatmenge wére die
Erweiterung des Untersuchungskollektivs um Verstorbene, welche eine Substitutionsbehandlung

mit Opiaten (z.B. Methadon oder in Zulassungsstudien Diacethylmorphin) erhalten haben.
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4.3.2. Besonderheiten der pharmakologischen Eigenschaften der Opiate

Wie erwéhnt ist davon auszugehen, dass das Kollektiv der Drogentoten einen polyvalenten
Substanzabusus betrieben hat. Auch der Gebrauch von verschiedenen Opiaten erscheint moglich.
Untersuchungen zeigen, dass Opiate mit unterschiedlicher Affinitit zum p-Opiatrezeptor in
unterschiedlichem Malle die Regulation beeinflussen. Am Modell der Cs Glia-MOR Zellen
konnte nachgewiesen werden, dass Substanzen mit einer starken Affinitdt zum p-Opiatrezeptor
wie Etorphine eine ausgeprigtere ,,down-regulation im Sinne einer verminderten
Bindungsfihigkeit nach chronischer Exposition induzieren als schwicher affine Agonisten wie
Morphin (Yabaluri und Medzihradsky, 1997). Dies wird auch auf die stirkere Internalisierung
von Rezeptoren durch stirkere Agonisten zuriickgefiihrt wie in einer [*°S]GTPyS-Bindungsstudie
mit Morphin, Etorphin, Fentanyl und Buprenorphin an 293-SF-MOR Zellen gezeigt werden
konnte (Zaki et al., 2000).

Auch der Zeitraum der Applikation ist bedeutsam. Bei der Ratte 16ste eine fiinftdgige Dauergabe
von Morphin eine intrazelluldre Vermehrung der p-Opiatrezeptoren im Gehirn aus; erst nach
zehntdgiger Morphinapplikation kam es zu einer ,,up-regulation* des p-Opiatrezeptors (Fabian et
al., 2002). Die im Tierexperiment angewandten Applikationsregime sind insgesamt sehr
uneinheitlich und nur sehr eingeschrinkt auf den Menschen zu iibertragen. So wird zumeist eine
kontinuierliche Opiatapplikation mittels Implantation subcutaner Depots (Brady et al., 1989;
Danks et al., 1988) oder kontinuierliche Infusionen erreicht (Werling et al., 1989). Auch die
verabreichte Dosis variiert zwischen den Untersuchungen deutlich. Solche kontinuierlichen
Opiatgaben sind naturgemif nicht auf den missbrauchlichen Opiatgebrauch beim Menschen
iibertragbar. Hier werden Phasen des akuten Rauschs von Episoden des Entzuges gefolgt. Auch
erstreckt sich der Zeitraum der ,,chronischen® Opiatgabe im Tierexperiment maximal auf einige
Wochen, wihrend dem Tod an einer Uberdosis in der Regel ein jahrelanger Opiatmissbrauch
vorangeht.

Die Erkenntnisse aus Tierexperimenten sind also nur eingeschréinkt auf den Menschen zu
iibertragen, und auch die Vergleichbarkeit der Kollektive der Drogentoten ist nur unter Vorbehalt

moglich.

4.3.3. Semiquantitativen Proteinbestimmung aus totalen Zelllysaten

Eine bereits erwédhnte Besonderheit der vorliegenden Arbeit ist, dass die Quantifizierung der p-

Opiatrezeptoren aus totalen Zelllysaten erfolgte. Regulationsvorgdnge, welche durch eine
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Internalisation des Rezeptorproteins von der Zellmembran in das Zellinnere erfolgen und mittels
Ligandenbindungsstudien erfasst werden konnen, werden sich mit dieser Methode nicht
nachvollziehen lassen.

Auch eine ,,Desensibilisierung® des Rezeptors durch chronischen Opiatkonsum kann nicht
nachgewiesen werden, sofern die Aminosiurenzielsequenz des primidren Antikdrpers und das
Molekulargewicht des p-Opiatrezeptors durch den Vorgang nicht veridndert werden. Es konnte
gezeigt werden, dass es zu einer Reduktion der [*°S]GTPyS Bindung im Thalamus und im Corpus
amygdaloideum durch den p-Opiatrezeptor Agonist DAMGO nach einer 40tigigen
Morphinexposition bei Ratten kommt, wihrend eine Rezeptorautoradiographie mit [’H] DAMGO
keine Anderung der Rezeptordichte ergab (Maher et al., 2005). Daraus kann geschlossen werden,
dass die Sensibilitdt der Rezeptoren verringert wurde, ohne dass eine ,,down-regulation der zur
Verfligung stehenden Rezeptoren eingetreten war.

Insgesamt bietet die verwendete Methode eine Moglichkeit Regulationsvorgénge zu erfassen, die
sich auf die Gesamtheit des p-Opiatrezeptorproteins der Zelle beziehen, unabhidngig von der
Subkompartimentierung innerhalb der Zelle. Dies ist insbesondere daher interessant, weil gezeigt
werden konnte, dass einer der Effekte einmaliger oder kurzfristiger Opiatexposition die
Rezeptorinternalisation ist, so dass experimentelleMethoden, die nur die Rezeptorexpression an
der Zellmembran nachweisen, nicht sicher zwischen kurzzeitigen Regulationsvorgingen und

langerfristigen Adaptionsvorgédngen unterscheiden konnen (Koch et al. 2001).

4.3.4. Anatomische Lokalisation der untersuchten Regionen

Bei der vorliegenden Arbeit wurden vor allem Gehirnregionen untersucht, die in Bezug zum
dopaminergen mesolimbischen Belohnungssystem stehen, um adaptive Vorginge in diesem fiir
die Opiatwirkung wichtigen System zu erfassen (Tempel et al. 1984).

Es wird postuliert, dass regionale Unterschiede in diesem System mit unterschiedlicher tonischer
Opioidaktivitdit zusammenhidngen bzw. unterschiedlichen Regelkreisen oder Feedback-
Mechanismen (Morris et al., 1988).

Dabei muss in Betracht gezogen werden, dass sich Opiate nicht gleichméfBig im Gehirn verteilen.
Bei Nachweis einer groflen interindividuellen Varianz zeigen sich besonders hohe
Morphinkonzentrationen nach intravendser Applikation im Thalamus und im Hirnstamm (Pare et

al., 1984).
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Erwédhnenswert ist zudem, dass verschiedene Studien eine unterschiedliche p-Opiatdistribution
innerhalb der einzelnen Regionen insbesondere im Frontalcortex, Putamen, Nucleus caudatus und
Hippocampus zeigen (Mansour et al., 1994; Peckys und Landwehrmeyer, 1999). In der
vorliegenden Untersuchung wurden im Gegensatz dazu totale Zelllysate aus einer Gesamtregion

gewonnen, so dass Unterschiede innerhalb einer Region nicht abgebildet werden konnten.

Es erscheint sinnvoll, die hier vorliegenden Ergebnisse mit weiteren Experimenten zur p-
Opiatrezeptorexpression in  den Gehirnregionen des dopaminergen mesolimbischen
Belohnungssystems zu ergénzen um die Regulationsvorgidnge einschlielich Rezeptortransport
besser zu verstehen. Dabei sollte auch eine Subdifferenzierung innerhalb der einzelnen Regionen

angestrebt werden.
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5. Zusammenfassung

Missbrauchlich verwendete Opiate wie Heroin besitzen auf Grund ihres hohen Suchtpotentials
mit entsprechender Toleranzentwicklung einen hohen Stellenwert in sozialer und medizinischer
Hinsicht.

Ihre Wirkung wird iiber verschiedene Opiatrezeptoren vermittelt (u-OR, 8-OR, x-OR). Die
Hauptwirkung und insbesondere die zum Suchtpotential beitragende euphorisierende,

antinozizeptive und sedierende Wirkung wird iiber den p-Opiatrezeptor vermittelt.

Bisherige Untersuchungen zur Adaption der p-Opiatrezeptordichte wunter chronischer
Opiatexposition erfolgten hauptsichlich tierexperimentell, an Zellkulturen oder an einzelnen
menschlichen Gehirnregionen und zeigten sowohl eine Vermehrung als auch eine Verminderung
oder keine signifikante Regulation der p-Opiatrezeptordichte als Folge chronischer
Opiatexposition. Untersuchungen zur Regulation des p-Opiatrezeptors beim Menschen konnten

wichtige Hinweise zum Verstindnis der Opiatsucht liefern.

In dieser Untersuchung dienten an einer Opiatiiberdosierung verstorbene Drogentote mit
bekanntem langjdhrigem intravendsem Opiatmissbrauch als Modell flir chronische
Opiatexposition am Menschen im Vergleich zu einem altersentsprechenden Kontrollkollektiv, bei
dem ein Drogenmissbrauch ausgeschlossen werden konnte. Es wurde die p-Opiatrezeptor-Protein
Konzentration in neun Gehirnregionen untersucht (Thalamus, Nucleus caudatus, Hypothalamus,
ventrales Tegmentum, Frontalcortex, Nucleus accumbens, Putamen, Corpus amygdaloideum und
Hippocampus), welche im Bezug zum mesolimbischen dopaminergen Belohnungssystems
stehen. Die Proben wurden nach Lyse mittels Western-Blot aufgetrennt und nach Markierung
mittels monoklonalem p-Opiatrezeptor-Antikorper sowie Anwendung einer Chemilumineszenz-

Féarbung rechnergestiitzt semiquantitativ ausgewertet.

Es zeigte sich eine verhiltnismiBig hohe Proteinexpression von p-Opiatrezeptoren im
Hippocampus und im ventralen Tegmentum bei relativ geringer Expression im Frontalcortex und
Thalamus. Es wurden jedoch keine signifikanten Unterschiede in der Konzentration von p-

Opiatrezeptorprotein zwischen dem Kollektiv der Drogentoten und dem Kontrollkollektiv
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nachgewiesen, wobei tendenzielle aber nicht signifikante Abweichungen zwischen den
Kollektiven auf regional unterschiedliche regulative Verdanderungen hindeuten kdnnten.

Sinnvolle weitergehende Untersuchungen kénnten in der immunhistochemischen Darstellung des
u-Opiatrezeptors oder dem systematischen Nachweis der p-Opiatrezeptor m-RNA Expression in
den unterschiedlichen Regionen des menschlichen Gehirns im Vergleich zwischen chronisch
Opiatexponierten und einem Kontrollkollektiv bestehen, um die Vorgénge, die zur Toleranz- und

Suchtentwicklung bei chronischer Opiatexposition beitragen, besser zu verstehen.
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