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Einleitung

Hintergrund

Serotonin

5-Hydroxytryptamin (5-HT) oder Serotonin ist ein Neurotransmitter und Entziindungsmediator,
der im Korper durch die Hydroxylierung und Decarboxylierung der essentiellen Aminosdure
Tryptophan gebildet wird. Es findet sich in den Nervenendigungen, Thrombozyten, Mastzellen
und den enterochromaffinen Zellen der intestinellen Schleimhaut. Im Gehirn ist es besonders in
den Raphekernen zu finden. Von dort gibt es viele Projektionen ins lymbische System, zum Tha-
lamus und Hypothalamus, ins Vorderhirn, ins Kleinhirn und ins Riickenmark. Uber diese Bahnen

werden viele neuronale Funktionen kontrolliert.

5-HT hat eine Vielzahl von Wirkungen auf das kardiovaskuldre, respiratorische, und gastroin-
testinale System sowie auf das zentrale Nervensystem. Es hat eine sehr komplexe Wirkung und
kann im gleichen Organ einen gegenséatzlichen Effekt ausldsen. So kann 5-HT je nach vorhande-
nen Bedingungen (vegetativem Tonus, Konzentration) sowohl eine Vasokonstriktion als auch
Vasodilatation verursachen. Serotonin hat groRen Einfluss auf das Wohlbefinden und wird auch
als ,,Glickshormon* bezeichnet. Es beeinflusst das Verhalten, und sein Mangel kann zu Aggres-
sionen, Angst und Depressionen fiihren. Serotonin ist vermutlich das verursachende Agens der
Migrane und spielt erwiesenermaBen eine wesentliche Rolle bei Ubelkeit und Erbrechen, die
durch zytotoxische Medikamente und Bestrahlung ausgelst werden (Andrews und Davis, 1993;
Minami et al., 2003).

Serotonin Rezeptoren

Die vielféltigen und unterschiedlichen Wirkungen von 5-HT im Kérper werden durch die Bin-
dung an spezifische Rezeptoren vermittelt, die auf der Plasmamembran der Zielzellen lokalisiert
sind. Die Vielzahl an Serotoninrezeptoren bzw. an Serotoninrezeptorsubtypen und ihre weite
Verbreitung im Organismus bedingen das &uf3erst komplexe Wirkungsgeschehen dieses Neu-
rotransmitters. Die ersten Hinweise auf eine pharmakologische Heterogenitét der Serotoninrezep-

toren wurden vor ca. 60 Jahren von Gaddum und Picarelli beschrieben (Gaddum et al., 1957). Sie



zeigten, dass an den Kontraktionen, die von 5-HT im isolierten lleum hervorgerufen werden,
zwei unterschiedliche Mechanismen beteiligt sind. Die auf glatten Muskelzellen lokalisierten
5-HT-Rezeptoren konnten durch Dibenzylin blockiert werden und wurden als D-Rezeptoren be-
zeichnet. Im Gegensatz dazu waren die Rezeptoren an den parasympathischen Nervenendigungen
gegenuiber einer Inhibition durch Morphin empfindlich. Die neuronal lokalisierten 5-HT-
Rezeptoren wurden daher als M-Rezeptoren bezeichnet.

Gegenwartig sind sieben Klassen und insgesamt 15 Subtypen von 5-HT-Rezeptoren bekannt, die
mittels Radioligandenbindungsexperimenten charakterisiert wurden. Da sich die vorliegende Ar-

beit mit dem 5-HT3a Rezeptor befasst, wird naher auf seine Charakteristika eingegangen werden.

Der 5-HT3-Rezeptor gehort wie die Glycin-, nACh- und GABAAa- Rezeptoren zu den ligand-
gesteuerten lonenkanalen, welche strukturelle und funktionelle Ahnlichkeiten aufweisen. Er ver-
einigt Signalerkennung und -Ubersetzung in einem Makromolekdil: er ist Rezeptor und Effektor —

namlich ein lonenkanal — zugleich.

Ahnlich wie der nACh-Rezeptor besteht der 5-HTs-Rezeptor aus funf Untereinheiten, die eine
ringformige Kanalpore bilden (Maricq und Peterson, 1991). Dieser Ring ist innen am Zytoskelett
verankert und durchbricht die Zellmembran. Jede Peptidkette einer Untereinheit durchquert die
Membran viermal, wobei die transmembranaren Teile zu a- Helices spiralisiert sind und sowohl
das N- als auch das C- terminale Ende extrazelluldr liegen. Aul3en sind die Peptidketten glykoly-
siert und innen kodnnen sie phosphoryliert sein. Die Phosphorylierung soll zur Desensibilisierung

des Rezeptors beitragen.

Der 5-HT3a-Rezeptor ist der einfachste und am langsten bekannte 5-HT;—Rezeptor. Er besteht
aus funf identischen A-Untereinheiten. Jede dieser Untereinheiten ist in der Lage im Bereich des
N-Terminus Liganden zu binden (z.B. den Agonisten Serotonin oder den Antagonisten Ondan-
setron). Sobald Serotonin an zwei Untereinheiten gebunden hat, kommt es zu einer Konformati-
onsédnderung und zur Offnung des 5-HTs-Rezeptor-Kationkanals (Peters und Malone, 1992), was
— in Abhé&ngigkeit vom anliegenden Potential der Zelle - einen Natrium / Calcium Einwartsstrom
oder einen Kaliumauswartstrom zur Folge hat. Bei physiologischen Bedingungen (Ruhepotential
~ -60 mV) resultiert ein Natrium / Calcium Einwartsstrom, der zu einer Depolarisation der Zelle

fuhrt. Somit ist der 5-HT3 Rezeptor ein exzitatorischer lonenkanalrezeptor.

Die 5-HTs;—-Rezeptor-Agonisten 16sen eine konzentrationsabhangige Depolarisation aus, die
durch selektive 5-HT3-Rezeptorantagonisten gehemmt wird. Zu den 5-HT3-Rezeptor-Agonisten



gehoren neben dem unspezifischen Agonisten Serotonin (5-HT) seine Derivate 2-Methyl-5-HT,
1-Phenylbiguanid und 1-(m-Chlorophenyl)-biguanid, das als potentester 5-HT3; Rezeptoragonist
beschrieben wird (Kilpatrick und Butler, 1990). 2-Methyl-5-HT ist zweifach schwécher wirksam
als Serotonin (Richardson und Engel, 1985). Seine schnelle Metabolisierung, die Unféhigkeit die
Blut-Hirn-Schranke zu passieren und die schwache Aktivierung des 5-HT3-Rezeptors beschrén-
ken seinen Einsatz auf in vitro Experimente. Die agonistische Potenz von 1-Phenylbiguanid am
5-HT3-Rezeptor entspricht der von Serotonin. Zu den potentesten selektiven 5-HT3-Rezeptor-
Agonisten gehort 1-(6-Chloro-2-pyridinyl)-4-Piperidinamin Hydrochlorid, welches eine sehr ho-
he Affinitat sowohl flr die zentralen als auch flr die peripheren Rezeptoren in vivo und in vitro
aufweist (Bachy, 1993).

Zunéchst waren nur wenig spezifische 5-HT;-Rezeptor-Antagonisten bekannt. Ein lang bekannter
Vertreter ist das allerdings nicht selektiv wirksame und wenig potente Cocain (Fozard, 1983).
Dazu gehdren auch Metoclopramid (Fozard und Ali, 1978) und Quipazin (Lansdown und Nash,
1980), die eine Unterdriickung des 5-HT3-Rezeptor-vermittelten Effektes zeigen, allerdings auch
mit anderen Rezeptoren und/oder Neurotransmitter-uptake-Systemen interagieren. Metoclopra-
mid ist langst als Antiemetikum und Prokinetikum bekannt und wird klinisch verwendet. Sowohl
funktionale als auch Bindungs-Experimente beweisen seine antagonistische Wirkung am 5-HTj;
Rezeptor (Walkembach et al., 2005). Allerdings ist Metoclopramid wenig selektiv, da es auch
Dopamin-Rezeptor-Antagonist ist.

Teilweise in Anlehnung an die Strukturen von Serotonin und Cocain wurde eine Reihe héchst
selektiver und potenter 5-HT3-Rezeptor-Antagonisten entwickelt, die bereits im nanomolaren
Bereich wirksam sind. Ihr klinischer Einsatz bei Zytostatika- und Bestrahlung-induzierter Emesis
(Ondansetron, Tropisetron) hat sich bewéhrt. Der Hauptangriffspunkt emetogener Chemo- und
Strahlentherapie liegt in der Schleimhaut des oberen Magen-Darm-Traktes, wo enterochromaffi-
ne Zellen in unmittelbarer Nachbarschaft zu Vagusafferenzen nachweisbar sind. Die emetische
Wirkung von Zytostatika wird durch zwei Mechanismen ausgelost — eine direkte zytotoxische
Wirkung sowie die Freisetzung von Serotonin durch Exozytose aus den enterochromaffinen Zel-
len mit anschlieRender Erregung von 5-HT3 Rezeptoren auf vagalen Afferenzen. Durch eine se-

lektive Blockade der 5-HT3;—Rezeptoren mit Ondansetron wird das Erbrechen wirksam gehemmt.

Es liegen Arbeiten vor, die die Existenz mehrerer Subtypen des 5-HT3; Rezeptors zeigen

(5-HT3a-Nervus vagus, sensorische Neuronen, Ganglion nodosum und Ganglion cervicalis supe-
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rior; 5-HT3sg-Sympaticus und Parasympathikus; 5-HTzc- gastrointestinale Neuronen). Bradley
(1986) geht davon aus, dass die unterschiedliche Affinitat bestimmter Antagonisten (z.B. MLD-
72222) fur 5-HT3 Rezeptoren in verschiedenen neuronalen Strukturen das VVorhandensein mehre-
rer 5-HT3-Rezeptorsubtypen vermuten lasst. Diese Ergebnisse lassen sich allerdings auch auf

Spezies-Unterschiede zurlckfiihren (Butler und Elswood, 1990).

Der 5-HT3a-Rezeptor kommt funktionell als Homopentamer oder in Verbindung mit dem 5-
HT3g-Rezeptor als Heteromer vor (Davies et al., 1999). 1991 wurde bei M&usen die aus 487
Aminosduren (56 kDa) bestehende erste Rezeptoruntereinheit 5-HT34 kloniert (Maricq und Peter-
son, 1991). Hiervon sind alternative Splice-Varianten bekannt: eine Langform (5-HT3a)) sowie
eine Kurzform (5-HT3as). Die Splice-Varianten kdnnen keine funktionellen homomeren Rezepto-
ren bilden, beeinflussen aber die Kanalfunktion (Briss et al., 2000)

Neben dem ZNS sind 5-HT3-Rezeptoren in der Peripherie verbreitet. Allerdings finden sie sich
im Unterschied zu den ubrigen 5-HT-Rezeptoren hauptsachlich in neuronalen Strukturen. Sie
konnten an Axonen und Endungen pragangliondrer sympathischer Neurone nachgewiesen wer-
den (Wallis, 1989). Weitere Studien lieRen darauf schlieBen, dass der 5-HT3-Rezeptor die Frei-
setzung von Neurotransmittern aus postganglionaren parasympathischen Neuronen vermittelt,
welche z.B. im Kaninchenherz und der Harnblase des Meerschweinchens lokalisiert sind
(Fozard et al., 1983). Er wird mit der Aktivierung nicht-myelinisierter afferenter Bahnen des N.
Vagus und mit der Freisetzung von Noradrenalin in Zusammenhang gebracht, was den Bezold
Jarisch Reflex (reflektorische Hypotension und Bradykardie) auslésen kann (Fastier und McDo-
wal, 1959; Goéthert, 1992).

Der 5-HT3-Rezeptor tritt auch an Neuronen des myenterischen und submucosen Plexus des
lleums auf (Mawe et al., 1986) und beeinflusst die Wasser- und Elektrolytsekretion des Darmes
(Baird und Cuthbert, 1987). Es wird angenommen, dass dies durch die 5-HT3-Rezeptor-

vermittelte schnelle Depolarisation cholinerger sekretomotorischer Neurone geschieht.

5-HT3-Rezeptoren werden seit langem mit der Schmerzvermittlung assoziiert. Sie treten an vielen
somatosensorischen priméren afferenten Neuronen und an Hautnervenendigungen auf. Es ist
nachgewiesen, dass 5-HT oder 2-Methyl-5-HT- induzierte Schmerzempfindung von selektiven

5-HT3-Rezeptor-Antagonisten gehemmt wird (Richardson und Engel, 1985)

Der 5-HT3-Rezeptor konnte in verschiedenen Hirnregionen nachgewiesen werden. Unabhangig
von der Spezies ist er in sehr hoher Dichte im Tractus solitarius, in der Area postrema, am hinte-
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ren motorischen N. vagus Nukleus und im Nukleus des Tractus spinalis N. trigeminus zu finden
(Pratt et al., 1990). Dies sind Nervenstrukturen, die an der Vermittlung von Emesis beteiligt sind,
und somit mit der antiemetischen Wirkung von 5-HT3-Antagonisten in Zusammenhang gebracht
werden. Viele Verhaltensstudien lieBen auch auf eine potentielle antipsychotische Wirkung dieser
Substanzen schlieRen. Es wird angenommen, dass die Erhéhung der mesolimbischen Dopamin-
Aktivitat Psychosen auslosen kann. Die 5-HT3-Rezeptor-Antagonisten, wie Ondansetron, kénnen
diese Aktivitét inhibieren. Diese Antagonisten kénnen auch psychische Abhangigkeit bei Benzo-
diazepin-, Alkohol-, Nikotin-, Cocain- und Amphetaminsucht mildern (Costall und Naylor,
2004). Analgetische Effekte der 5-HTs;—Rezeptor-Antagonisten (Richardson, 1990) bei akuten
und chronischen entziindlichen Schmerzen lassen vermuten, dass sie auch bei Migrénetherapie

eine groRe Rolle spielen konnten.

Die Vielfalt der von den 5-HT3-Rezeptoren vermittelten Effekten weist auf ein vernetztes und
kompliziertes Zusammenspiel zwischen 5-HT3- und anderen Rezeptoren sowie Effektoren so-
wohl in der Peripherie als auch im ZNS hin. Dies weckt immer wieder das Interesse an diesem
Rezeptor und an dem potentiellen klinischen Einsatz von Substanzen mit Affinitat zu 5-HTs;-

Rezeptoren.
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Emesis und Analgetika

Die Mechanismen des Brechreflexes und die Ursachen fiir die Emesis (gr. emetikos s. erbrechen)
sind von grof3er klinischer Bedeutung hinsichtlich der Entwicklung und Anwendung antiemeti-
scher Substanzen. Der Brechreflex umfasst Detektoren, die die Notwendigkeit zum Erbrechen
feststellen, Effektoren, die das Erbrechen verursachen, und ein Koordinationszentrum, welches
den gesamten ProzeR steuert. Die Hauptdetektoren des Brechbedurfnisses sind zum einen der
Gastrointestinaltrakt, das Labyrinth des Innenohres, sowie die sog. Chemorezeptorentriggerzone
(CTZ), die sich in der Area postrema (AP) auf dem Boden des IV. Hirnventrikels befindet. Die
Chemo- und Mechanorezeptoren im Gastrointestinaltrakt Gbermitteln den Reiz an den Kern des
Solitarbiindels tiber den N.vagus, dessen einzelne Aste bis in die Area postrema reichen. Zum
anderen ist die CTZ fir die im Blut zirkulierenden Substanzen empfanglich, da sie durch ihre
Lage Kontakt zu der zerebrospinalen Flussigkeit hat. So handelt es sich um eine komplexe Schal-
tung - eine Substanz (Toxin oder Medikament) kann an mehreren Stellen aktiv werden und Ubel-

keit sowie Erbrechen auslésen (Lesliejund Gwyn, 1984).

Am emetischen Reflex sind mehrere Neurotransmitter beteiligt. Acetylcholin und Histamin
scheinen in den vestibuldren Bahnen bei der Reisekrankheit eine Rolle zu spielen. Zahlreiche
Antiemetika sind Dopamin—Rezeptorantagonisten, sie weisen auf die Rolle von Dopamin in Ver-
bindung mit der emetischen Bahn hin. Interessant ist, dass Metoclopramid, ein D,-
Rezeptorantagonist, auch am 5-HT3-Rezeptor antagonistisch wirkt, wenn es in hoher Dosis ver-
abreicht wird (Fozard und Ali, 1978). Dies hat auf die Rolle der 5-HT3-Rezeptoren bei dem eme-
tischen Geschehen hingewiesen und die Entwicklung von Antiemetika, die speziell an dem

5-HT3-Rezeptor wirken sollten, vorangetrieben.

Man geht davon aus, dass die Freisetzung von Serotonin aus den enterochromaffinen Zellen der
Darmschleimhaut durch Chemotherapie oder Bestrahlung im Rahmen der Krebsbehandlung
Ubelkeit und Erbrechen auslost (Andrews und Davis, 1993). Als Folge aktiviert 5-HT vagale
afferente Nervenenden und fiihrt zum Erbrechen. Dieser Mechanismus wird durch 5-HTs-
Rezeptor-Antagonisten wie Ondansetron und Tropisetron effektiv unterbunden. Ein anderer még-
licher Mechanismus geht von 5-HT3-Rezeptoren aus, die in der Area postrema lokalisiert sind.
Somit kann man davon ausgehen, das Erbrechen durch Zytostatika wie Cisplatin Gber mehrere
5-HT3-Rezeptor-vermittelte Bahnen ausgeldst bzw. antagonisiert werden kann. So stellen die

5-HT3-Rezeptor-Antagonisten eine effektive therapeutische und experimentelle Substanzklasse


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Leslie+RA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Gwyn+DG%22%5BAuthor%5D
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dar, um die Rolle von 5-HT3a-Rezeptoren bei der Emesis zu untersuchen. AuBer Zytostatika 16-
sen viele andere Medikamente Ubelkeit und Erbrechen aus. Dazu zéhlen verschiedene Analgetika

wie z.B. manche Migranemittel, potente Opioidanalgetika und Anasthetika.

Es ist bekannt, dass 5-HT an der Migrane-Pathophysiologie (Jensen, 2000) beteiligt ist und dass
es sowohl fiir den Schmerz als auch fiir die Nebenerscheinungen wie Ubelkeit und Erbrechen
mitverantwortlich ist. Einige Studien lassen vermuten, dass der Serotoninspiegel wéhrend der
Migréneattacke im Blut ansteigt, andere kommen zum gegenteiligen Ergebnis (Markus, 1993).
Viele Migranemedikamente aktivieren die Serotoninrezeptoren, andere sind Rezeptorantagonis-
ten. Trotzdem funktionieren beide Arten von Medikamenten gegen den Migraneschmerz. Vor-
beugende Medikamente, Biofeedback und Muskelrelaxation wirken als Serotonin—Antagonisten
am Zentral-Nervensystem-Serotoninrezeptor. Der Freisetzung von vasoaktiven Peptiden wie
Substanz P oder Neurokinin A wird ebenfalls eine Schlisselrolle in der Pathogenese des Migré-

nekopfschmerzes zugeschrieben (Fidan et al., 2005, Bizzi und Moskowitz, 2005).

Ergotalkaloide und insbesondere Dihydroergotamin wurden traditionell zur Migraneprophylaxe
und Therapie eingesetzt (Silberstein et al., 2003). Dihydroergotamin ist ein Dopaminrezeptorago-
nist und ein partieller Agonist an a;- Adrenorezeptoren. Darlber hinaus hat es eine méfige bis
starke Affinitat zu verschiedenen Serotoninrezeptoren. Es zeigt eine agonistische Wirkung am
5HTip-Rezeptor, der wahrscheinlich die Antimigranewirkung zugrunde liegt. Die Freisetzung der
Neuropeptide (s. 0.) aus terminalen Axonen des N. trigeminus (unmyelinisierte C-Fasern) soll
uber eine Erregung von 5-HTip-Rezeptoren blockiert werden kénnen (Buzzi und Moskowitz,
1991).

Zu Beginn der Behandlung mit Ergotalkaloiden treten Ubelkeit und Erbrechen, Schwindelgefiinl
und Kopfschmerzen auf. Aufgrund der schlechteren Wirksamkeit und Vertraglichkeit werden die
Ergotalkaloide heute zunehmend durch die Triptane, d. h. selektive 5-HT;g/1p-Rezeptoragonisten,

verdréngt (Boureau et al., 2000).

Die spezifisch agonistische Wirkung der Triptane ermdoglicht eine schnellere Linderung der
Kopfschmerzen und der Begleitsymptome (Ubelkeit, Erbrechen, Photophobie), als dies von Ergo-
talkaloiden bekannt ist und verfuigt zudem tber ein wesentlich glinstigeres Nebenwirkungsprofil
(Bertin et al., 1999). Sumatriptan ist das erste zugelassene Triptan. Es wird angenommen, dass
die 5-HTg/1p-Rezeptor-Aktivierung durch Sumatriptan zur Konstriktion der Zerebralarterien und

zur Unterdriickung der neurogenen Entziindung der afferenten trigeminovaskuléren Bahnen fiihrt
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und daher seine Antimigréanewirkung entfaltet. (Hoyer et al., 1994; Schoeffer et al., 1989). Im
Vergleich zu den neueren Triptanen wirkt Sumatriptan am wenigsten selektiv. Deshalb kann es
von Interesse sein, ob Sumatriptan auch am 5-HT3a-Rezeptor wirkt und auf diese Weise die

Ubelkeit und das Erbrechen bei Migrane beeinflussen kénnte.

Ahnlich wie die Migranemedikamente konnen andere Schmerzmittel wie Opiate und Opioidanal-
getika neben ihrer stark schmerzlindernden Wirkung Emesis verursachen. Diese Substanzen wir-
ken mehr oder weniger selektiv an den Opiatrezeptoren, vorwiegend am p-Opiatrezeptor, aber
die Beteiligung von Serotoninrezeptoren an ihren (Neben) Wirkungen ist nicht ausgeschlossen.
Broekkamp und Phillips (1979) zeigten, dass Morphin Uber die p-Opiatrezeptoren Ausschittung
von Dopamin und daher Ubelkeit und Erbrechen auslosen kann. Andererseits gibt es Hinweise,
dass Opiate wie Morphin die Aufnahme von Serotonin in die serotonerge Neurone unterdriicken
kdnnte (Carlsson, 1969), was eine Beteiligung von Serotoninrezeptoren bei der Opiat-induzierten

Emesis erklaren konnte.

Das friher bei Vergiftungen eingesetzte zentrale Emetikum Apomorphin ist ein Morphin-
Abkoémmling, der voller Agonist an zentralen D,-Rezeptoren und ein schwacher, partieller Ago-
nist an zentralen D;-Rezeptoren ist. Die vermutlich Uber Dopamin-Rezeptoren und 5-HT-
Freisetzung vermittelte Stimulation der Chemorezeptoren-Triggerzone in der Medulla bewirkt
einen starken Brechreiz (Goldmann und Kebabian, 1984). Trotz seiner strukturellen Ahnlichkeit
zu Morphin, hat es keine Affinitat zu p-Rezeptoren und weist keine analgetische Wirkung auf
(Elster, 1990).

Von besonderem Interesse sind korpereigene Opioide, so genannte Endorphine, die in Stress-
oder Schmerzsituationen vermehrt ausgeschiittet werden, spezifisch an den Opiatrezeptoren bin-
den, diese aktivieren und schmerzlindernd sowie euphorisierend wirken. Zu diesen Poly- und
Oligopeptiden gehdren B—Endorphin (mit 31 Aminosauren), Dynorphyne (mit 17 bzw. 8 Amino-
sauren) und die Pentapeptide Methionin- und Leucin-Enkephalin, die aus funf endsténdigen
Aminosduren der Endorphine (Met-Enkephalin) bzw. der Dynorphine (Leu-Enkephalin) bestehen
(Kosterlitz und Hughes, 1975). Im Korper konnte aulRerdem auch Endomorphin 1 und Endo-
morphin 2 — Tetrapeptide — nachgewiesen werden, die unter den Endopeptiden die hdchste Selek-
tivitat fir die p-Opiatrezeptoren aufweisen (Zadina et al, 1997). All diese Substanzen weisen ahn-
liche pharmakodynamische Eigenschaften auf wie die synthetischen Opioide. Sie unterscheiden
sich von ihnen nur in der Pharmakokinetik. Deshalb ist es besonders wichtig, die pharmakologi-
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schen Effekte beider Substanzklassen eingehend zu untersuchen, um die opioid-induzierte Emesis

optimal charakterisieren zu kénnen.

Problemstellung

Kinetiken und Mechanismen von Antiemetika und weiteren Substanzen mit (anti)emetogenen
Eigenschaften, wie Migranemittel und Opioid-Analgetika sind bereits auf der molekularen Ebene

an humanen 5-HT3a-Rezeptoren untersucht worden (Wittmann et al., 2006; Barann et al., 2002).

Die Wirkung von Ergotamin, einem traditionellen Antimigranemedikament, das fiir seine Emeto-
genitat bekannt ist (Silberstein und Douglas, 2005), ist am 5-HT3;a-Rezeptor von Walkembach et
al. (2005) untersucht worden. Obwohl das Ergotalkaloid selbst keinen Effekt zeigte, hat das An-
tiemetikum und Prokinetikum Metoclopramid (MCP), das haufig mit den Ergotalkaloiden kom-
biniert wird (Schwarzberg, 1994) in Ab- und Anwesenheit von Ergotamin den 5-HT3a-Rezeptor
bei klinischen Konzentrationen konzentrationsabhangig und reversibel gehemmt. MCP ist ein D,-
und 5-HT3-Rezeptor Antagonist (Imafuku, 1987, Barann et al., 1993), somit war seine Potenz am
5-HT3-Rezeptor mit seiner antiemetischen Wirkung bei Ergotalkaloide-Migrénetherapie kompa-
tibel. Obwohl sich der 5-HT3a-Rezeptor durch Ergotamin nicht direkt zu beeinflussen schien,
waren diese Experimente ein Hinweis auf die Rolle des Rezeptors bei der Ergotalkaloide-
Emetogenitat wahrend Migranetherapie. Daher sollten andere Migréanemittel wie Dihydroergota-
min und Sumatriptan am 5-HT3a-Rezeptor untersucht werden und mit den Effekten von Ergota-

min verglichen werden.

Wittmann et al., (2006) zeigten, dass Morphin-Derivate bei klinischen Konzentrationen in
HEK293-Zellen bei ,,Whole-cell Patch-Clamp* den 5-HT3-Rezeptor beeinflussen. Morphin und
Hydromorphon unterdriickten den 5-HT (30 pM)-induzierten Peakstrom und verlangsamten
gleichzeitig die Rezeptorkinetiken, insbesondere die Rezeptor-Inaktivierung, was auf eine Rezep-
tor-Inhibierung und Verstarkung des 5-HT-induzierten Gesamtsignals (Rezeptor-Potenzierung)
hindeutet. Die Ergebnisse belegten zu einem Teil eine Co-Inzidenz von direkten in-vitro Effekten
von Pharmaka an humanen 5-HT3-Rezeptoren und Emesis bzw. deren Unterdriickung. Die Inhi-
bierung des 5-HT3a Rezeptors wirde auf eine antiemetogene und seine Potenzierung auf eine
eher emetogene Wirkung dieser Medikamente hinweisen. Des Weiteren gibt es auch Befunde, die
auf eine indirekte Modulation des Rezeptors im Netzwerk hindeuten. Auf die Ergebnisse sollte

nun im Einzelnen eingegangen werden.
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Es sollte Gberpruft werden, welche Wirkungen die Morphin-Derivate am 5-HT3a-Rezeptor im
,Outside-out“-Modus zeigen und ob sich diese mit den Effekten von anderen p-Rezeptor-affinen
Analgetika wie z.B. synthetischen und endogenen Opioiden vergleichen lassen. Obwohl all diese
Substanzen ihre analgetische Wirkung vorwiegend ber p-Opioid-Rezeptoren entfalten, weisen
sie wesentliche strukturelle Unterschiede auf. Die Untersuchung von Morphin-Derivaten, synthe-
tischen und endogenen Opioide am 5-HTsa-Rezeptor hatte zum Zweck die Struktur-
Wirkungsbeziehung dieser Substanzen besser zu charakterisieren. Experimente mit dem potenten
Emetikum Apomorphin, der gewisse strukturelle Ahnlichkeiten zu Morphin aufweist, ohne an
den Opioid-Rezeptoren wirksam zu sein, sollten klaren, ob die Verstarkung des 5-HT-induzierten
Gesamtsignals durch die Morphin-Derivate mit seiner emetischen Wirkung zusammenhdngen

kdnnten.

Folgende Fragen sollten in dieser Arbeit untersucht werden:

1. Welche Effekte haben Migréanemittel und starke Analgetika am 5-HT3a-Rezeptor?
Treten diese bei therapeutischen Plasmakonzentrationen der untersuchten Substanzen

auf?

2. Verstarken Klinische Konzentrationen emetogener Substanzen die Funktion des

5-HT3a-Rezeptors?

Der Einfluss von Migranemitteln und starken Analgetika auf den 5-HT3a-Rezeptor sollte bewer-
tet werden. Es war zu kléren, ob die durch die untersuchten Substanzen bewirkte Unterdriickung
bzw. Potenzierung der 5-HT-induzierten loneneinstrome die Nebenwirkungen von Analgetika
erklaren konnen. Die Relation zwischen Konzentrationen fur in vitro Effekte und freien Plasma-
konzentrationen, die wahrend Therapie erreicht werden, konnte eine Beurteilung erlauben, in-
wieweit molekulare Effekte von Analgetika an 5-HTza-Rezeptoren mit postoperativen Ubelkeit

und Erbrechen korellieren.
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Material und Methoden

Stabile Transfektion

Die Transfektion wurde im Institut fir Pharmakologie (Abt. Bonisch / Briiss) der Universitét
Bonn durchgefihrt. Fir die Versuche wurden menschliche embryonale Nierenzellen (HEK293-
Zellen) verwendet. 20% konfluente HEK293-Zellen sind nach der modifizierten Calciumphos-
phat-Methode (Chen und Okayama, 1987) mit Hilfe des pCDNA3 (Invitrogen) Vektors unter
Kontrolle des humanen Cytomegalovirus Promotors stabil mit der h5-HT3a-Rezeptor-cDNA
transfiziert worden. Stabil transfizierte Zellklone wurden durch Zugabe von Geneticin (800
pg/ml) selektioniert. Das Medium wurde alle zwei Tage gewechselt. Nach Auftreten einzelner
Zellkolonien wurden diese durch spezielle Klonzylinder (Sigma) getrennt und anschlieRend in
24-fachen Kulturplatten (Falcon) bis zur Konfluenz kultiviert. Aus jeder Transfektion wurden 20-
40 Kolonien hinsichtlich erfolgreicher Expression der humanen 5-HT3a-Rezeptoren mit
[**C]guanidinum Influx und Bindung des selektiven 5-HTs-Rezeptor-Antagonisten [H]GR
65630 [3-(5-methyl-1H-imidazol-4-yl)-1(1-metzhyl-1H-indol-3-yl)-1-propanone] getestet. Die
Kolonien mit der besten Expression wurden vermehrt und danach fiir weitere Experimente ver-

wendet.

Zellkultur

HEK293 -Zellen wurden in DMEM nutrient mix F12 (1:1; v/v) Medium bei 37°C mit 95% Luft
und 5% CO, in einem Brutschrank (Typ BB16, Fa Heraeus, Deutschland) kultiviert. Das Wachs-
tumsmedium enthielt 10% fetales Kélberserum, Penicillin (100 1.U./ml), Streptomycin (100
pg/ml), Geneticin (0,75 mg/ml) und Glutamin (292 pg/ml). 6 Tage vor einem Patch-Clamp-
Experiment wurden die Zellen in Petrischalen (Nunc, 35mm Durchmesser) aliquotiert.

Ein Teil der Zellen wurde fur eine neue Zellkulturflasche verwendet. Nach drei Monaten wurde
die laufende Zellcharge verworfen und eine neue herangezogen. Hierfir wurden neue, in 10%
Dimethylsulfoxid (DMSO) bei —80°C aufbewahrte HEK293 Zellen aufgetaut und nach Reini-
gung in eine neue Zellkulturflasche gebracht. Das weitere Vorgehen entsprach dem oben be-

schriebenen.
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Elektrophysiologie

Technik (Patch-Clamp)

Die Patch-Clamp Methode dient zur Ableitung von transmembrandren Stromen einzelner Zellen
bzw. von Geweben. Die Patch-Clamp Technik an Liganden-gesteuerten lonenkanélen wurde von
Neher und Sakmann entwickelt (Hamill et al., 1981) und ermdglicht, diese selbst an Zellfragmen-
ten zu untersuchen. Es werden verschiedene Konfigurationen dieser Methode unterschieden, fiir
diese Arbeit wird die “excised* - Konfiguration im ,,outside-out* Modus verwendet.

Aus einer Borosilikat-Glaskapillare (Kwik-Fil™, World Precision Instruments, USA) wurden im
Pipettenziehgerat (List L/M-3P-A) durch ein zweistufiges Ziehen zwei gleichlange Patchpipetten
hergestellt. Die Pipettenspitzen wurden in der ,,Mikroforge* (L/M-CPZ 101, List-Medical —
Elektronic, Darmstadt) poliert. Die fertigen Pipetten wurden in einem verschlie3baren Behalter
aufbewahrt und innerhalb der n&chsten Stunden benutzt. Kurz vor dem Versuch wurden sie mit

einer dem intrazelluléaren Milieu angepassten Elektrolytlésung gefullt.

Unter Mikroskopkontrolle wird die Messpipette mit einem mechanischen Manipulator von oben
her in die Flussigkeit mit den Zellen gebracht und langsam vorgeschoben. Dabei wird die Pipet-
tenspitze zunédchst unmittelbar oberhalb einer Zelle plaziert und dann mit einem manuell gesteu-
erten Mikromanipulator auf die Zelle aufgesetzt (Abbildung 1). Die untersuchte Zelle wird durch
diese Pipette nur beriihrt. Durch leichtes Ansaugen der Membran Richtung Messpipette bildet
sich eine so enge Verbindung zwischen Membran und Pipette, dass ein sehr hoher Widerstand in
Giga-Ohm-Bereich (1-4 GQ) zwischen Pipettenlésung und Extrazelullar-(bzw. Bad-)I6sung ent-
steht. Dadurch lassen sich das Hintergrundrauschen bzw. Leckstrome Methode reduzieren. Die
Pipette wird vorsichtig von der am Boden haftenden Zelle entfernt, so dass an die Pipette anhaf-
tende Zellmembran von der restlichen Zellmembran abreif3t und sich spontan wieder verschlief3t.
Die ehemalige Innenseite der Zellmembran ist zum Pipettenlumen gerichtet, die MembranaulRen-
seite zur Badlésung. Dadurch kann der Strom einer kleinen Anzahl von lonenkandlen gemessen

werden.
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Abbildung 1: Entstehen eines ,,patches*: Mit der Glaspipette wird ein Stiick der Zellmembrann entnommen

(Neher und Sackmann, Scientific American, Marz 1992).

Fur die Experimente wurde ein computergesteuerter Patch-Clamp Verstarker (EPC-7, List Elect-
ronic, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die analogen Daten wurden durch einen externen
Low-pass-Filter bei 1 kHz gefiltert (entweder Frequency Devices, MA, USA oder LPBF-48DG,
NPI Electronic, Tamm, Deutschland) und anschlieBend digitalisiert (Digidata 1200, Axon, Kali-
fornien, USA) Die Aufnahmefrequenz betrug 2 kHz. Das Membranpotential wurde 500 ms vor
der Serotonin-Applikation von 0 mV auf -100 mV hyperpolarisiert. Dadurch wurde optimale Sta-
bilitat des Patches erreicht. Nach der Agonisten-Applikation (30 uM 5-HT) wurde das Membran-

ruhepotential von 0 mV wieder hergestellt.

Losungen

Die Elektrolytumgebung wurde so gewahlt, dass Natriumionen durch die 5-HT3a-Kanéle permei-
eren konnen und die dadurch entstehenden Stréme messbar sind. Bei den Experimenten unter-

scheiden sich Intra- und Extrazellularlosung.

Vor den Messungen wurde das Kulturmedium durch Extrazellularldsung mit folgendem Inhalt
ersetzt (mM):
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NaCl 150; KCI 5,6; CaCl, 1,8; MgCl, 1; HEPES 10; pH 7,4.

Die Intrazellularfllssigkeit, die in die Patch-Clamp-Pipette gefillt wird, enthélt (mM) KCI 140;
EGTA 10; MgCl, 5; HEPES 10; pH 7,4. Die Einstellung des pH erfolgte mit NaOH / KOH bzw.
HCI. Die Experimente wurden bei Raumtemperatur (18-24° C) durchgefihrt.

Schnelles Losungsapplikationssystem

Bislang besteht immer noch Unklarheit Gber den physiologischen Hergang an Synapsen mit 5-
HT3a-Rezeptoren hinsichtlich der wirksamen Serotonin - Konzentration und ihrer Wirkungsdau-
er. Es wird vermutet, dass fiir die Rezeptoraktivierung nur eine kurze Exposition mit dem Ligan-
den notwendig ist. Um dem gerecht zu werden, wurden bei der Durchfiihrung der folgenden Ex-

perimente kurze Applikationszeiten verwendet.

Fur die Versuche wurde ein schnelles Ldsungsapplikationssystem (RSC 200, Biologic, Frank-
reich) verwendet, das den Austausch der Losungen innerhalb von 2 ms erméglicht (Abbildung 2).
Hierfur wurde ein Zulaufsystem zur Petrischale konstruiert, dass aus funf Glasreservoirs und funf
Zuléufen, Uberwiegend aus Polytetrafluorethylen (Teflon, DuPont, USA) besteht. Polytetrafluor-
ethylen zeichnet sich durch seine inerten Eigenschaften gegeniber den meisten chemischen Sub-
stanzen aus. Dadurch wird ein potentieller Verlust der untersuchten lipophilen Substanzen, der
z.B. bei Andésthetika enorm sein kann, verringert (Barann et al., 2000a).

Zwischen den Glasreservoirs und den Teflonschlduchen war der obere Teil eines in der Klinik
gebréuchlichen Infusionsbesteckes samt Tropfkammer angeschlossen. Der Schlauch des Infusi-
onsbesteckes mundete in den Teflonschlauch, der auf einer kurzen Strecke (~ 3 cm) durch
quetschbaren Silikonschlauch ersetzt war. Letzterer wurde in die Ventile des Perfusionssystems
(RSC 200, Biologic, Frankreich) eingeklemmt. Jeder Zulauf mindete in einem eigenen Glasrohr-

chen, das unmittelbar vor den ,,patch“ positioniert werden kann.

Die ,,Patche* wurden ~0,5 mm vor die Offnung der Applikationsréhrchen positioniert. Mittels
Messsystem-gesteuerten Quetschventilen konnte zwischen der Waschlosung (Extrazellularlosung
mit oder ohne Medikament) und der Testlosung (30 uM 5-HT in Extrazellularlésung mit oder
ohne Medikament) gewechselt werden. Jede Ldsung wurde durch ein eigenes Applikationsrohr-

chen appliziert, was einen oszillationsfreien Austausch zwischen mehr als zwei Lsungen ermdg-

lichte (Abbildung 2).
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Applikationsréhrchen

, e LOsungen

Pipette

5-HT

-100

Abbildung 2: Schnelles Applikationssystem (Abbildung nach Walkembach). Der Drehkopf ermdglicht die
schnelle und exakte Positionierung der Applikationsréhrchen vor den ,,patch®. Uber die in der Pipette einge-
flhrte Elektrode wurde die Membran hyperpolarisiert (-100 mV).

Substanzapplikation

Bis zu fUnf Glasreservoirs wurden verwendet. In dem ersten war die Agonistlésung ohne Medi-
kament (30uM Serotonin), in dem zweiten war die Waschlésung (Extrazellulérlésung), in dem
dritten Glasreservoir war die Testldsung ohne, und in dem vierten mit Agonisten (30uM Seroto-
nin). Es wurde eine 5-HT Konzentration von 30uM gewahlt, so dass ein nahezu maximaler und

reproduzierbarer loneneneinstrom gemessen werden konnte.

Losungsapplikationsprotokolle ( --, +- ,-+)

Fur die Patch-Clamp Experimente wurden drei verschiedene Applikationsarten gewahlt (s.u.):
(1) Kontinuierliche Applikation (++): 60 s vor und wahrend der 5-HT-Gabe;

(2) Offenkanal-Applikation (-+): Gabe der Testsubstanz ausschlieBlich wahrend der 5-HT-
Gabe;

(3) Geschlossenkanal-Applikation (+-): Gabe der Testsubstanz ausschlielflich 60 s vor der
5-HT-Gabe;
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Nachdem ein stabiler Seal (1-4 GQ) erreicht worden war, wurde die Membran von 0 mV auf -100
mV hyperpolarisiert. Die Agonisten-Applikation (30 uM 5-HT) I6ste Einwartssrome aus, die am
Bildschirm aufgezeichnet wurden (Abbildung 3), nachdem das Membranpotential von 0 mV wi-

der hergestellt wurde.

Jedes Experiment wurde nach dem jeweiligen Versuchsprotokoll drei Mal nach Auswaschinter-
vallen von 60 s wiederholt, wenn eine neunzigprozentige Erholung der Kontrollstromspurener-
reicht war. Dieses Zeitintervall wurde gewahlt, da sich die 5-HT3a-Rezeptoren-
Desensibilisierung nach 15-20 s zu 50 % erholt. Wahrend des Versuches wurden die Maximal-

amplituden und die Kinetiken der Stromspuren beobachtet.

Datenerfassung und Datenauswertung

Software

Alle Stromspuren wurden digitalisiert (Digidata 1200, Axon Instruments, Foster City, CA, USA)
und als Dateien auf der Computerfestplatte gespeichert. Fur die Experimente wurde ein IBM-
kompatibler Personal-Computer benutzt. Dieser steuerte den zur Messung der Stromspuren not-
wendigen Patch-Clamp Verstérker. Die Pulsprotokolle wurden mit dem Programm Pclamp 7 (A-
xon) erstellt. Die Auswertung der Stromspuren erfolgte mit dem Programm Clampfit 8 (Axon).
Die Grafiken wurden mit Graph Pad Prism 3.2 Software (Graph Pad, CA, USA) erstellt.

Analyse der Stromspuren

Die Auswertung der 5-HT (30uM)-induzierten Stromspuren erfolgte mit der Clampfit-Software.
Die Maximalstréme wurden mittels der Positionsanzeiger (Abbildung 4) in pA abgelesen. Die
Aktivierungs- und Inaktivierungszeitkonstanten wurden ermittelt, indem (1) an dem jeweils auf-
steigenden (Aktivierung) und an den abfallenden Teil (Inaktivierung) der Stromspur eine mono-
exponentielle Funktion angepasst wurde oder (2) eine biexponentielle Funktion an die gesamte
Stromspur angepasst wurde. In der vorliegen Arbeit sind die Stromspuren mit monoexponentiel-
len Funktionen ausgewertet worden, da kein Unterschied zwischen den beiden Methoden festge-

stellt wurde.
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Toff

\ Spitzenamplitude "peak”

Abbildung 3: 5-HT (30uM)-induzierter Einwértsstom (-100mV). Es wurden die Aktivierungszeitkonstante
(ton), die Inaktivierungszeitkonstante (t.¢) der Stromspur durch exponentielle Kursoranpassung ermittelt.
Der Maximalstom (peak) wurde in pA abgelesen.

v

10007

500

4945 ms
-854.87 pA

1989.6 ms
-71.04 pA

INO
(pA)
-:jl

—

T T T T T T T T T T
0 1000 2000
Time (ms) Sw 7/8

-500

-1000 |

Abbildung 4: Zwei exemplarische 5-HT (30 pM)-induzierte Stromspuren. Einer der Positionsanzeiger ist an
die Stromspurspitze angelegt, so dass eine Stromamplitude von 854 pA abgelesen werden kann. Durch Positi-
onierung von beiden ,,cursorn®“ am Anfang und am Ende der jeweils aufsteigenden und abfallenden Teile der
Stromkurve konnte eine monoexponentielle Funktion an den jeweiligen Teil der Stromspur angelegt werden.
Dadurch wurden die Zeitkonstanten der Strom-Aktivierung (t,,) und Desensbilisierung (to) ermittelt.
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Die so erhaltene Erstauswertung wurde zur weiteren Analyse in Graph Pad Prism 3.0 Software
(Graph Pad, CA, USA) importiert. Die Einwartsstréme (pA) und Zeitkonstanten (ms) in Gegen-
wart einer Testsubstanz (z.B. Morphin) wurden in Prozent der Mittelwerte aus den jeweiligen

Kontroll- und Auswaschstrémen (in Abwesenheit der Testsubstanz) ausgedruckt.

Die Konzentrationswirkungskurven von 5-HT und den untersuchten Substanzen wurde durch

Anpassen der Hill-Gleichung vorgenommen:
i=c"/ (Cn +EC" 50)
(i ist der Spitzenstrom in Gegenwart des Medikamentes als Fraktion des Kontrollstromspitzen-

stroms, c ist die 5-HT Konzentration, n ist der Hill-Koeffizient, und ECxq ist die Konzentration

des halb-maximalen Effekts). 3-6 erfolgreiche Experimente ergaben einen Datenpunkt.

Statistik

Berechnet wurden Mittelwerte (+ SEM). Fir die Prifung der Signifikanz wurde der gepaarte Stu-

dent t-Test benutzt. Das Signifikanzniveau wurde bei p< 0,05 festgesetzt.

Materialien

Die Materialien fur die Zellkultur wurden von Gibco oder von Sigma bezogen. Alle untersuchten
Substanzen wurden direkt in der Extrazellul&rldsung gelost.

Es wurden Experimente mit folgenden Substanzen durchgefiihrt:

Sumatriptan (GlaxoSmithKline)
Dihydroergotamin (DHE) (Sigma)
Morphin (Mundipharma)
Fentanyl (Janssen)

Hydromorphon (Abbott GmbH)



Remifantanil (GlaxoSmithKline)
Alfentanil (Janssen)

Sufentanil (Janssen)
Apomorphin (Sigma)
Endomorphin 2 (Tocris)

Met-Enkephalin (Sigma)
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Strukturformeln verwendeter Substanzen

N N
o O
/ R /
~, S
HO N
NH, H
5-HT Sumatriptan

Dihydroergotamin
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Morphin Hydromorphon

Tyr-Pro-Trp-Phe-NH, Tyr-Gly-Gly-Phe-Met

Endomorphin 2 Methionin Enkephalin



Alfentanil

Sufentanil
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H@Ok/\r\l

Remifentanil

/

%
c

Fentanyl
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Liste der verwendeten Abklrzungen

5-HT = 5-Hydroxytryptamin

h5-HT3a = Humaner 5-Hydroxytryptaminsa Rezeptor
HEK = Human embryonic Kidney

ECS = Extracellular solution

ICS = Intracellular solution

nACh-Rezeptor = nikotinischer Acetylcholinrezeptor
DHE = Dihydroergotamin

MCP = Metoclopramid

n.s. = nicht signifikant
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Ergebnisse

Charakterisierung des 5SHT-induzierten Stromes

Die Applikation von 5-HT auf ,.excised patches* Ioste Einwartsstrome aus (Abbildung 5). Zur
Charakterisierung  des  humanen  5-HT3a-Rezeptors  wurde eine  Konzentrations-
Wirkungsbeziehung zwischen der applizierten 5-HT-Konzentration und der Rezeptor-Antwort
aufgestellt. Dazu wurde der Agonist in stufenweise ansteigender Konzentration (3-300 uM) bei
einem konstanten Haltepotential von -100 mV appliziert. Die Applikationszeit betrug 2 s. Zwi-
schen den Applikationen lag ein Zeitintervall von 60 s zur vollstandigen Erholung der Rezeptor-
kandle. Um eine Konzentrations-Wirkungskurve zu erhalten, wurden die Maximalstrome
(,,peaks®) bestimmt und als Prozent der jeweiligen Kontrollstromspur (30 puM) dargestellt. Es
konnte der Einfluss des Agonisten auf Stromamplitude, Anstiegszeit, Desensibilisierungszeit er-
fasst werden. Die mittlere Stromamplitude der 5-HT (30 pM)-induzierten Strome betragt 355 +
18,6 pA (n = 313; Mittelwert £ S.E.M.), die Aktivierungszeitkonstante 1o, 7,1 £ 0,1 ms (n = 283;
Mittelwert £ S.E.M.) und die Inaktivierungszeitkonstante tof 116,2 + 4,04 ms (n = 284; Mittel-
wert £ S.E.M.)

5-HT

-100 pA

"peak"
10 ms

Abbildung 5: Exemplarische Stromspur eines 5-HT (30 pM)-induzierten Einwértsstroms (-100 mV). Der

Maximalstrom ist als ,,peak* bezeichnet.
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Die Konzentrations-Wirkungskurve von 5-HT (Abbildung 6) wurde nach der Hill-Gleichung ge-
fittet (ICso = 6,9 uM; Hill-Koeffizient = 1,6). Diese Ergebnisse waren konsistent mit den von
anderen Autoren unter denselben Bedingungen erhobenen Daten (Barann et al., 2000). Eine Kon-
zentration von 30 uM 5-HT, die einen nahezu maximale (~ 90%) und reproduzierbaren lonene-

neinstrom hervorrief, wurde fir die weiteren Experimente als Referenz gewahlt.
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Abbildung 6: Serotonin- Konzentrations-Wirkungskurve (-100 mV). Auf der Y-Achse ist das Verhaltnis der
durch Serotonin auslésbaren Maximalstrome zu den Kontrollstrémen (30 uM 5-HT) aufgetragen. Die Kurve
konnte nach der Hill-Gleichung gefittet werden (I1Csy =6,9 uM; Hill Koeffizient = 1,6).

Zur weiteren Charakterisierung des 5-HT3a-Rezeptors wurden Doppelpulsexperimente durchge-
fuhrt. Hierbei sollte die Rezeptor-Desensibilisierung bzw. die Erholung davon untersucht werden.
5-HT (30 puM) wurde in Zeitintervallen von 3,8 bis 58,8 s in 5 s Schritten auf die Kanéle appli-

ziert. Bei Zeitintervallen zwischen den Pulsen von < 45 s resultierte eine Reduzierung des Maxi-
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malstroms, die auf die Rezeptor-Desensibilisierung zuriickzuftiihren ist. Interpuls-Zeitintervalle
von < 5 s fuhrten zu einer vollstandigen Desensibilisierung der Rezeptoren (Abbildung 7|und
Abbildung 8).

125+

=
an ~ o
o ol o
| | |

5-HT( 30 uM)-induzierter
Einwartsstrom % der Kontrollen
N
T

n=3-6

0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Zeit (s)

Abbildung 7: Doppelpulsexperimente (-100 mV): 5-HT (30 uM)-induzierter Strom. Das Zeitintervall zwischen
den beiden 5-HT Pulsen wurde von 3,8 s bis 58,8 s in 5 s Schritten verlangert, somit konnte die Rickkehr der

Rezeptoren aus dem desensibilisierten Zustand gemessen werden.
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«——— 5-HT (30 pM) ———

——

Stromnach A=3,8s — —T
Stromnach A=8,8s

. T Kontrolle

Kontrolle -100 pA

10 ms

Strom nach A =18,8 s
<— Stromnach A=43,8s

<—— Kontrolle \

Kontrolle

Abbildung 8:Originalspuren 5-HT (30 pM)-induzierter Einwéartsstrome von einem ,,patch“: 5-HT (30 uM)
wurde in Zeitintervallen von 3,8 bis 58,8 s in 5 s Schritten auf die Kanéle appliziert. Eine nahezu vollstandige

Desensibilisierung wurde bei Zeitintervallen von < 5 s zwischen den 5-HT Pulsen und eine komplette Erho-
lung daraus bei Zeitintervallen von > 45 s beobachtet.



34

Antimigranemittel

Dihydroergotamin (DHE)

In ,,patchen”, die zuvor bei 5-HT (30 puM)-Gabe einen Einwértsstrom zeigten, l6ste DHE in

Abwesenheit des Agonisten keine Stréme aus.

Einfluss von DHE auf die Stromamplitude

Die Konzentrations-Wirkungskurve in |Abbildung 9|zeigt, dass DHE die Amplitude der 5-HT (30
pMM)-induzierten Strdme erst bei hdchsten Konzentrationen unterdriickt (> 3 uM; die Substanz
wurde im Aquilibrium appliziert, ++, s. Methoden). Dieser Effekt wird durch die Originalspuren
in [Abbildung 10| verdeutlicht. Diese Unterdriickung war reversibel, da mindestens 90 % der Kon-
trollamplitude nach einem Auswasch fiir 60 s wieder erreicht wurde. Der graue
Balken bezeichnet den Bereich der Plasmakonzentrationen des Medikamentes:
(Cmax) bei oraler Gabe von 1mg betragt 2,88 ng/ml (entspricht 0,01 M), bei i.v. Gabe von 1 mg:
C max > 10 ng/ml, entspricht > 0,02 uM (Silberstein et al., 2003).
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Abbildung 9: Konzentrations-Wirkungskurve der Wirkung von DHE auf 5-HT3za-Rezeptor-vermittelte Ein-

wartsstrome bei Aquilibrium Applikationsart (++; Maximalstrom = ,,peak*). Eine signifikante Hemmung des
durch 5-HT (30 pM)-induzierten Stromes tritt erst bei hohen Konzentrationen auf (~ = p< 0,05, gepaarter t-

test, basierend auf den Absolutwerten in pA). DHE wurde 60 s vor und wahrend des 5-HT-Pulses appliziert.

Der graue Balken zeigt den Bereich der Plasmakonzentrationen (Cy,.x) von DHE.

DHE 30 pM

B 5-HT(30 M)

<—— Kontrolle + Auswasch DHE (30 pM)

- 250 pA

500 ms

Abbildung 10: Originalstromspuren eines ,,Patches* (-100 mV). Unterdriickung des 5-HT (30 uM)-induzierten
Stromes durch 30 uM DHE bei Aquilibrium Applikationsart (++).
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Einfluss von DHE auf die Kinetiken

DHE (< 30 pM) hat die Aktivierungskinetik des 5-HT-induzierten Stromes nicht beeinflusst

(Abbildung 11), fuhrte aber bei 30 UM zu einer signifikanten Beschleunigung (p< 0,05, gepaarter
t-test, basierend auf den Absolutwerten in ms) der Inaktivierungskinetik (Abbildung 12) [Kon-
trollwert: T = 105,1 + 21,6 ms; DHE 30 UM: 141 = 84,8 £ 6,4 ms; n = 6 (Mittelwert + S.E.M.)]
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Abbildung 11: Einfluss von DHE auf die Aktivierungskinetik des 5-HT (30 pM)-induzierten Stromes bei
Aquilibrium-Applikationsart (++). Die Aktivierungszeitkonstanten (t.,) sind als Prozent des jeweiligen Kon-
trollstromes berechnet. Der graue Balken zeigt die Plasmakonzentration (Cp) des Medikamentes. DHE fiihr-

te zu keiner signifikanten Veranderung (p> 0,05).
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Abbildung 12: Einfluss von DHE auf die Inaktivierungskinetik des 5-HT (30 uM)-induzierten Stromes bei
Aquilibrium Applikationsart (++). Die Inaktivierungszeitkonstanten (t.s) sind als Prozent des jeweiligen Kon-
trollstromes berechnet. Der graue Balken zeigt die Plasmakonzentration (C.,.x) des Medikamentes. DHE ab

einer Konzentration von 30 uM fiihrte zu einer signifikanten Beschleunigung der Inaktivierung des 5-HT (30

uM)-induzierten Stromes (» = p < 0,05, gepaarter t-test, basierend auf den Absolutwerten in ms).

Sumatriptan

Fur die Versuche mit Sumatriptan (0,01 -3 uM) am 5-HT3a-Rezeptor wurden alle drei verschie-
denen Substanzapplikationsarten unter Standardbedingungen (Membranpotential -100mV) ver-
wendet (s. Methoden). Es wurden die Effekte von Sumatriptan auf Zeitkonstanten (monoexpo-

nentieller Fit), Maximalstrome und integrierte Signale analysiert.

In ,,patchen®, die zuvor bei 5-HT (30 uM)-Gabe einen Einwartsstrom zeigten, 16ste Sumatriptan

in Abwesenheit des Agonisten keine Strome aus.
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Einfluss von Sumatriptan auf die Stromamplitude

Wie aus |Abbildung 13| ersichtlich ist, fihrt Sumatriptan bei allen drei Applikationsarten zu keiner
Veranderung des 5-HT (30 puM)-induzierten Stroms. Der graue Balken bezeichnet den Bereich
der Plasmakonzentrationen (Cmax) des Medikaments. Sumatriptan wird in verschiedenen Darrei-
chungsformen eingesetzt. Die Plasmakonzentration (Cmax) bei i.v. Gabe von 3 mg betragt 76,8
ng/ml (44-124 ng/ml; entspricht 0,1-0,4 pM); bei s.c. Gabe von 6 mg: 72,4 ng/ml (54,9-108
ng/ml, entspricht 0,1-0,5 uM) und bei oraler Verabreichung von 100 mg: 53,8 ng/ml (26-137
ng/ml, entspricht 0,1-0,5 uM, Fowler et al., 1991). Deshalb wurde mit Sumatriptan-
Konzentrationen experimentiert, die in dem in vivo-gemessenen Plasmakonzentrationsbereich des

Medikamentes liegen
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Abbildung 13: Konzentrations-Wirkungskurve des Einflusses von Sumatriptan auf 5-HT3s-Rezeptor-
vermittelte Einwartsstrome (Maximalstrom = ,,peak®). Auf der Y-Achse ist das Verhaltnis der in Gegenwart
von Sumatriptan auslésbaren Maximalstrome zu den Kontrollstromen aufgetragen. Das Medikament wurde
in Aquilibrium (++), Geschlossenkanal (+-) und Offenkanal-Applikationsmodus (-+) auf die Zellen appliziert.
Der graue Balken bezeichnet den Bereich der Plasmakonzentrationen (C,ax) des Medikaments. Sumatriptan

flhrte zu keiner signifikanten Veranderung des Maximalstroms (p > 0,05).
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Einfluss von Sumatriptan auf die Kinetiken

Sumatriptan hat die Aktivierungskinetik (to,) der 5-HT (30 pM)-induzierten Strome nicht beein-

flusst (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Konzentrations-Wirkungskurve des Einflusses von Sumatriptan auf die Aktivierungskinetik
(Ton) des 5-HT (30 puM)-induzierten Einwartsstromes (-100mV) bei Aquilibrium (++), Geschlossenkanal (+-)
und Offenkanal-Applikationsmodus (-+). Die Aktivierungszeitkonstanten (t,,) sind als Prozent des jeweiligen
Kontrollwertes angegeben. Sumatriptan fuhrt zu keiner signifikanten Veranderung der Aktivierungskineti-

ken unabhé&ngig von der Substanz-Applikationsart.

Bei Geschlossen- und Offenkanal-Applikation fiihrte Sumatriptan ebenfalls zu keiner Verande-

rung der Inaktivierungskinetik (Abbildung 16}A). Es fiihrte aber bei Sumatriptan Konzentration
von 0,3 uM zu einer signifikanten Verlangsamung der Inaktivierungszeitkonstante o wenn 60 s
vor und wahrend des Agonisten-Pulses appliziert (z.B. Kontrollwert: 1o = 69,4 + 10,6 ms; Su-
matriptan 0,3 UM: 1o = 92 + 14 ms, n = 4, Mittelwert + S.E.M., p< 0,05). Dieser Effekt wird
durch die Originalstromspuren in verdeutlicht: Es wird die Wirkung von 0,1 und
0,3 UM Sumatriptan auf 5-HT (30 uM)-induzierte Stréme gezeigt bei kontinuierlicher Applikati-
onsart (Aquilibrium ,++“) der Substanz. Man beachte die reversible Verlangsamung des Kon-

trollstroms durch Sumatriptan (graue Stromspuren).
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Kontrolle + Auswash Kontrolle + Auswasch

e s
\

Sumatriptan 0,3 M

Sumatriptan 0,1uM

I 5-HT (30 M)

Sumatriptan

Abbildung 15: Originalspuren 5-HT (30 pM)-induzierter Strome (-100mV). Der Effekt zweier verschiedener
Sumatriptan-Konzentrationen [0,1 und 0,3 pM; Aquilibrium Applikationsart (++)] wird dargestellt. Die Inak-
tivierung der 5-HT (30 puM)-induzierten Stréme ist unter Gabe von Sumatriptan deutlich verlangsamt. Die

Kontroll - und Auswasch-Stromspuren liegen tibereinander, was die Reversibilitat dieses Effektes belegt.

Aus der entstandenen Konzentrations-Wirkungskurve (Abbildung 16}B) ist ersichtlich, dass die
Inaktivierungsverlangsamung konzentrationsabhdngig ist. Interessant ist, dass bei hoheren Su-
matriptan-Konzentrationen (1 bis 10uM) ein Bruch in der Kurve auftritt und dieser Effekt nicht
mehr stattfindet. Um Messfehler auszuschlieRen, wurden Nachmessungen durchgefiihrt, die die-
ses bestatigten (n = 3-5 ,,patche*). Bedingt durch die Form der Konzentrations-Wirkungskurve

konnte an die Datenpunkte keine Funktion angepasst werden.

Um die Wirkung von Sumatriptan auf 5-HT3a-Rezeptoren weiter zu charakterisieren, wurde sein
Effekt auf den 5-HT-induzierten Strom als Flache uber der Stromkurve (= Integral) ausgewertet
(Abbildung 16}C), so dass die gesamte Ladungsaustausch durch die Membran quantitativ erfasst
werden konnte. Es zeigte sich eine konzentrationsabhangige VergroRerung dieser Flache bei
Konzentrationen von 0,01 bis 0,3uM Sumatriptan. Ahnlich wie bei der tof - Konzentrations-
Wirkungskurve lieR3 sich dieser Effekt bei hoheren Konzentrationen (1 bis 10uM) nicht mehr

nachweisen.
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Abbildung 16: Konzentrations-Wirkungskurve des Einflusses von Sumatriptan -A, B- auf die Inaktivierungs-
kinetik (to1r) und —C- auf die Integrale der 5-HT (30 uM)-induzierten Einwartsstrome (-100mV). Die Geschlos-
sen-(+-) und Offenkanal-Applikation (-+) der Substanz (A) fuhrt zu keiner signifikanten Veranderung der
Inaktivierungskinetik (p >0,05). Bei Aquilibrium-Applikation (++) zeigt sich eine signifikante Verlangsamung

der Inaktivierungszeitkonstante bei Sumatriptan-Konzentrationen von <1 uM (B, == p < 0,05).
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Auf Grund der Beobachtung, dass Sumatriptan offensichtlich die Inaktivierung des 5-HT3a-
Rezeptorkanals verlangsamt, sollte geprift werden, ob dieser Effekt in einem Zusammenhang mit
der Desensibilisierung bzw. der Erholung daraus steht. Hierfur wurden 5-HT (30 pM)-
Doppelpulsexperimente in Abwesenheit und in Anwesenheit von 0,1 uM Sumatriptan durchge-
fuhrt. Das Zeitintervall zwischen den beiden 5-HT Pulsen wurde von 3,8 s bis 58,8 s in 5 s Schrit-
ten verlangert, und somit die Riickkehr der Rezeptoren aus dem desensibilisierten Zustand ge-
messen. [Abbildung 17 zeigt eine signifikante Verzégerung dieses Prozesses durch 0,1 uM Su-

matriptan.

100+ ‘
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60— Sumatriptan (0,1 pM)

40+
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Abbildung 17: Doppelpuls-Experimente (-100 mV) in An- und Abwesenheit von 0,1 uM Sumatriptan. Su-
matriptan fuhrt zu einer signifikanten verzdgerten Erholung der Rezeptor-Desensibilisierung (* = p < 0,05,

gepaarter t-test, basierend auf den Absolutwerten in pA).
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Starke Analgetika

Da starke Opioidanalgetika ahnlich wie manche Migranemittel Emesis verursachen, war es von
Interesse, deren Wirkungen am 5-HT3a-Rezeptor zu charakterisieren. Es wurden insgesamt sechs
gebréuchliche Opioid-Analgetika (Morphin, Hydromorphon, Fentanyl, Alfentanil, Sufentanil und

Remifentanil) untersucht.

Morphin
In ,,patchen®, die zuvor bei 5-HT (30 uM)-Gabe einen Einwértsstrom zeigten, l6ste Morphin

(0,03-3,0 uM) in Abwesenheit des Agonisten keine Strdme aus.

Einfluss von Morphin auf die Stromamplituden

Morphin inhibierte den 5-HT (30 puM)-induzierten Maximalstrom konzentrationsabhangig bei
Aquilibrium (++) und Geschlossenkanal (+-) Applikationsmodus. Die Originalstromspuren in
/Abbildung 18] zeigen den Hemmeffekt von Morphin am 5-HT3a-Rezeptor: Neben der schon er-
wéhnten Hemmung des Maximalstroms verlangsamte 1 uM Morphin reversibel die Aktivie-
rungs- (a)- und Inaktivierungsphase (b) des 5-HT (30 uM)- induzierten Stroms. Die Effekte

waren nach 60 s Auswasch des ,,patches” mit Puffer (ECS) vollstandig aufhebbar.
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mmm— 5-HT (30 pM)
A Morphin (1 uM)

Kontrolle (5 HT 30 uM)

- 100 pA
B

1000 ms

Morphin (1 puMm)

Auswasch (5 HT 30 pM)

Abbildung 18: Originalspuren 5-HT (30 uM)-induzierter Stréme (-100mV) in einen ,,patch*. Gezeigt ist der
Effekt von 1 pM Morphin bei Aquilibrium-Applikationsart (++). Die Aktivierung (a) und die Inaktivierung
(b) der 5-HT-induzierte Strome sind unter Gabe von Morphin deutlich verlangsamt und der Maximalstrom
ist reversibel um 75 % durch 1 uM Morphin gehemmt (B). Die Kontroll - und Auswasch-Stromspuren bele-
gen die Reversibilitat dieses Effektes (A, C).
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zeigt den Effekt von Morphin auf den 5-HT (30 pM)-induzierten Einwartsstrom:
Das Medikament hemmt den Maximalstrom konzentrationsabhé&ngig sowohl bei ,,++* (A) als
auch bei ,,+-“ (B) Applikationsart (s. Methoden). Die Kurven konnten nach der Hill-Gleichung
gefittet werden: A: 1Cso = 0,3 uM; Hill-Koeffizient = -0,8; B: ICso = 0,3 uM; Hill-Koeffizient = -
0,8. Der Hill Koeffizient von < 1 spiegelt eine flache Steilheit der Kurven wider und legt die Be-
teiligung mehrerer Bindungsmechanismen der untersuchten Substanz nahe. Morphin fiihrte zu

keiner signifikanten Verdnderung des Maximalstroms, wenn es ausschlieRlich wahrend des Ago-

nistenpulses (-+) appliziert wurde (Abbildung 19+C).
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Abbildung 19: Konzentrations-Wirkungskurve des Einflusses von Morphin auf 5-HT;5-Rezeptor-vermittelte
Einwértsstrome (Maximalstrom = ,,peak*). Auf der Y-Achse ist das Verhéltnis der in Gegenwart von Mor-
phin auslésbaren Maximalstréme zu den Kontrollstromen aufgetragen. Das Medikament wurde in (A) Aqui-
librium (++), (B) Geschlossenkanal (+-) und (C) Offenkanal-Applikationsmodus (-+) auf die Zellen appliziert.
Es zeigt sich eine konzentrationsabhéngige Hemmung des 5-HT (30 pM)- induzierten Einwértsstromes durch

Morphin (A, B). In grau wird der Bereich der Plasmakonzentrationen (C,) des Medikamentes dargestellt.
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Einfluss von Morphin auf die Kinetiken

Morphin wirkte nicht nur auf die Stromamplitude, sondern beeinflusste auch die Stromkinetik. In
IAbbildung 20]sind die Konzentrations-Wirkungskurven der Wirkung von Morphin auf die Akti-
vierungskinetik des 5-HT (30 puM)-induzierten Stromes gezeigt (A: ,,++“; B: ,,+-“ und C: ,-+“
Applikationsart). Eine interessante Beobachtung war die Steilheit der ersten beiden Konzentrati-
onswirkungskurven bei Morphinkonzentrationen von > 1 uM (z.B. bei ,,++“-Applikation: 0,3 uM
Morphin verlangsamte die Aktivierungszeitkonstante t,, um 9 %; 1 uM- um 34 % und 3 pM- um
1600 % in Vergleich zu dem 5-HT (30 pM)-induzierten Kontrollstrom. Die ,,Offenkanal-

Applikation“ von Morphin (Abbildung 20-C) fihrte zu keiner signifikanten Veranderung der
Aktivierungskinetik (p > 0,05).

Im Unterschied dazu, trat der Effekt von Morphin auf die Inaktivierungskinetik der 5-HT (30
pMM)-induzierten Strome bei noch niedrigeren Konzentrationen auf (z.B. 0,3 pM Morphin ver-
langsamten bei ,,++“ Applikationsart die Inaktivierungszeitkonstante t,; um 34 %, 1 UM - um 98
%, 3 UM — um 226 % in Vergleich zu dem Kontrollstrom, » = p<0,05, gepaarter t-test basierend
auf den Absolutwerten in ms). Abbildung 21] zeigt die Konzentrations-Wirkungsbeziehungen
dieses Effektes A: bei Aquilibrium (++), B: bei Geschlossenkanal — und C bei Offenkanal-
Applikationsmodus (+-) der Testsubstanz. Bei Offenkanal-Applikationsart (-+) zeigte sich kein
signifikanter Effekt auf die Inaktivierungskinetik durch Morphin (Abbildung 21}C)
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Abbildung 20: Konzentrations-Wirkungskurve des Einflusses von Morphin auf die Aktivierungskinetik (ron)
des 5-HT (30 uM)-induzierten Einwartsstromes (-100mV) bei A: Aquilibrium- (++), B: Geschlossenkanal- (+-)
und C: Offenkanal-Applikationsmodus (-+). Die Aktivierungszeitkonstanten (t,,) sind als Prozent des jeweili-
gen Kontrollwertes angegeben. Man beachte die rapide Verlangsamung der Aktivierungskinetik bei Mor-
phinkonzentrationen > 1uM (A, B, = = p<0,05). Morphin fihrte bei Offenkanal-Applikation (C) zu keiner

signifikanten Veranderung der Stromkinetiken (p > 0,05)
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Abbildung 21: Konzentrations-Wirkungskurve des Einflusses von Morphin auf die Inaktivierungskinetik (tqs)
des 5-HT (30 puM)-induzierten Einwartsstromes (-100mV) bei A: Aquilibrium- (++), B: Geschlossenkanal- (+-)
und C: Offenkanal-Applikationsmodus (-+). Die Inaktivierungszeitkonstanten (tos) sind als Prozent des jewei-
ligen Kontrollwertes angegeben. Man beachte die Verlangsamung der Inaktivierungskinetik bei Morphinkon-

zentrationen > 1 uM (» = p<0,05; « = p<0,01). Morphin fihrte bei Offenkanal-Applikation (C) zu keiner signi-

fikanten Verénderung der Stromkinetiken (p > 0,05)
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Kompetitionsexperimente

Morphin wurde auf mdgliche Wechselwirkungen mit den Agonistenbindungsstellen des 5-HT3a-
Rezeptors getestet (kompetitiver Antagonismus). Hierfur wurde die Konzentrations-
Wirkungskurve von Serotonin in Abwesenheit und in Anwesenheit von 1uM Morphin erstellt.
Das Medikament wurde im Aquilibrium-Applikationsmodus (++) 60 s vor und wahrend des Se-
rotoninpulses auf den ,,patch® appliziert. |Abbildung 22|zeigt exemplarisch Originalspuren 5-HT
(30 uM)-induzierter Stréme durch einen ,,patch*.

5-HT (10 pM) + Morphin (1 pM) (2 Spuren)

5-HT (10 uM) (2 Spuren)

-500 pA \ 5-HT (30 uM) + Auswasch

10 ms

Abbildung 22: Originalspuren 5-HT-induzierter Strome durch 5-HT;, Rezeptoren (-100mV): 5-HT (10 uM)
wurde in Abwesenheit und in Anwesenheit von 1 pM Morphin (60 s vor und wahrend dem Agonistenpuls) auf
den ,,patch* appliziert. Zu Beginn und am Ende des Experimentes wurden 30 uM 5-HT-Kontrollpulse in Ab-

wesenheit von Morphin gemessen, um die Reversibilitat des Effektes zu prifen.

1 uM Morphin veranderte die 5-HT—Konzentrations-Wirkungskurve in einer fir einen nicht-
kompetitiven Antagonisten typischen Weise. (Abbildung 23| Erniedrigung des Maximums und

keine Parallel-Verschiebung nach rechts).
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Abbildung 23: Konzentrations-Wirkungskurven des durch 5-HT verursachten Einwértsstroms in Abwesen-
heit (offene Symbole) und in Anwesenheit (geftillte Symbole) von Morphin (1 uM; 60 s vor und wéhrend des
Serotoninpulses = ++ Modus). Morphin fiihrte zu einer Erniedrigung des Maximums und zu keiner signifi-
kanten Parallel-Verschiebung der 5-HT-Konzentrations-Wirkungskurve. Die gestrichelte, renormierte Kon-

zentrations-Wirkungskurve verdeutlicht, dass 1 uM Morphin die ECs, des Agonisten nicht verandert hat.

Hydromorphon
Weiterhin wurde der Effekt von Hydromorphon am 5-HT3a-Rezeptor untersucht. In ,,patchen®,
die zuvor bei 5-HT (30 pM)-Gabe einen Einwértsstrom zeigten, I6ste Hydromorphon (0,1-100

KM) in Abwesenheit des Agonisten keine Stréme aus.

Aus den Originalstromspuren in Abbildung 24| ist ersichtlich, dass 1 uM Hydromorphon (graue
Stromspur) die Maximalstromamplitude des 5-HT (30 pM)-induzierten Stromes inhibierte. Der
Effekt war reversibel nach 60 s Auswasch mit Puffer (ECS). 1 uM Hydromorphon unterdriickte

den Maximalstrom (,,peak*) um 28 %.
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Hydromorphon 1 uM

/ e 5HT

Hydromorphon

a b
-250 pA
<4+— 5-HT (30 pM) + Auswasch

10 ms

Abbildung 24: Originalspuren 5-HT (30 pM)-induzierter Strome (-100 mV). Der Effekt von 1 uM Hydro-
morphon bei Aquilibrium Applikationsart (++) wird dargestellt. Die Aktivierung (a) und die Inaktivierung (b)
der 5-HT (30 uM)-induzierten Stréme sind unter Gabe von 1 uM Hydromorphon wenig beeinflusst. Der Ma-
ximalstrom (,,peak®) ist reversibel um 28 % durch 1 pM Hydromorphon gehemmt. Die Kontroll - und Aus-

wasch-Stromspuren liegen beieinander, was die Reversibilitat dieses Effektes belegt.

Einfluss von Hydromorphon auf die Stromamplitude

Es wurden zundchst die Konzentrations-Wirkungskurven fir den Hemmeffekt von Hydro-
morphon (0,1-100 uM) am 5-HTsa-Rezeptor ermittelt (Abbildung 25). Das Medikament unter-
druckte den 5-HT (30 pM)-induzierten Einwértstrom konzentrationsabhé&ngig und reversibel so-
wohl bei Aquilibrium- und wie bei Offenkanal-Applikationsart. An der ,++“-
Konzentrationswirkungskurve (Abbildung 25+A) konnte eine Hill-Funktion angepasst werden
(ICs0 = 4,1 uM; Hill-Koeffizient = -0,7).

Der graue Balken in |Abbildung 25| zeigt den Bereich der Plasmakonzentrationen von Hydro-
morphon (Cmax = 19,1 £ 8,7 ng/ml, entspricht 0,03-0,1 uM; Lindena und Arnau, 1998). Die
Hydromorphon-Konzentrationen, die den beobachteten Hemmeffekt am 5-HT3a Rezeptor hervor-

riefen, lagen nahe iber dem Plasmakonzentrationsbereich.
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Abbildung 25: Konzentrations-Wirkungskurve der Wirkung von Hydromorphon auf 5-HTsa-Rezeptor-
vermittelte Einwartsstrome. Das Medikament wurde (A) 60 s vor und wahrend dem Agonistenpuls (++) und
(B) ausschlieBllich wahrend dem Agonistenpuls appliziert (-+). Auf den Y-Achsen ist das Verhéltnis der in
Gegenwart von Hydromorphon auslésbaren Maximalstréome zu den Kontrollstromen aufgetragen. Es zeigt
sich eine konzentrationsabhangige Hemmung des 5-HT (30 uM)-induzierten Einwéartsstromes durch Hydro-

morphon ( A: 1Csy = 4,1 uM; Hill-Koeffizient = -0,7; B: » = p< 0,05, gepaarter t-test, basierend auf den Abso-

lutwerten in pA)
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Einfluss von Hydromorphon auf die Kinetiken

Weiterhin wurde die Wirkung von Hydromorphon auf die Aktivierung und die Deaktivierung des
5-HT3a-Rezeptors unter denselben Versuchsbedingungen untersucht. Die Konzentrations-
Wirkungskurven in zeigen die Verlangsamung der Aktivierungszeitkonstante o,
durch Hydromorphon (z.B. Kontrollwert: 1o, = 6,7 £ 0,8 ms; Hydromorphon 10 uM: 1o, = 23,4
5,0 ms; Mittelwert £ S.E.M.). Bei Hydromorphonkonzentrationen tiber 10 uM konnte die Akti-
vierungszeitkonstante weder mit mono- noch mit biexponentiellem Fit (s. Methoden) bestimmt

werden.

Interessant ist, dass im Unterschied zu Morphin, Hydromorphon die Inaktivierungskinetik der 5-
HT (30 uM)-induzierten Stréme erst bei Konzentrationen von > 3 uM verlangsamte (Abbildung |
R7}A) [Kontrollwert: o6 = 60,8 + 11,5 ms; Hydromorphon 10uM: 14 = 126,0 + 15,9 ms; n = 6,
Mittelwert £ S.E.M]. Bei Hydromorphonkonzentrationen tber 30 uM konnte die Inaktivierungs-
zeitkonstante ¢ Weder mit mono- noch mit biexponentiellem fit (s. Methoden) bestimmt werden.
Im Unterschied zu dem Aquilibrium-Applikationsmodus (++), filhrte die Gabe von Hydro-
morphon ausschliel3lich wéhrend des Agonistenpulses (-+) zu keiner signifikanten Veranderung

der Kinetik der 5-HT (30 uM)-induzierten Strome (Abbildung 27}B).
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Abbildung 26: Konzentrations-Wirkungskurve des Einflusses von Hydromorphon auf die Aktivierungskinetik
(Ton) des 5-HT (30 pM)-induzierten Einwartsstroms. Das Medikament wurde (A) 60 s vor und wéhrend dem
Agonistenpuls (++) und (B) ausschlieBlich wahrend dem Agonistenpuls appliziert (-+). Die Aktivierungszeit-
konstanten (t,,) sind als Prozent des jeweiligen Kontrollwertes angegeben. Hydromorphon verlangsamt kon-
zentrationsabhangig die Aktivierungskinetik der 5-HT (30 puM)-induzierten Strome bei Aquilibrium-

Applikation (= = p< 0,05, gepaarter t-test basierend auf den Absolutwerten in ms).
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Abbildung 27: Konzentrations-Wirkungskurve des Einflusses von Hydromorphon auf die Inaktivierungskine-
tik (o) des 5-HT (30 uM)-induzierten Einwartsstromes bei A: Aquilibrium- (++) und B: Offenkanal- Appli-
kationsmodus (-+). Die Inaktivierungszeitkonstante (to5) ist als Prozent des jeweiligen Kontrollwertes angege-
ben. Hydromorphon verlangsamt konzentrationsabhéangig die Inaktivierungskinetik der 5-HT (30 puM)-
induzierten Stréme bei Aquilibrium-Applikationsart (=« = p< 0,01, gepaarter t-test basierend auf den Abso-

lutwerten in ms).
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Kompetitionsexperimente

Im Hinblick auf den mdglichen Mechanismus der Hemmung des 5-HT (30 pM)-induzierten
loneneinstroms durch Hydromorphon wurde auch hier sein Einfluss auf die 5-HT-
Konzentrations-Wirkungskurve untersucht. Die Kompetitionsexperimente wurden unter densel-
ben Versuchsbedingungen wie jene mit Morphin durchgefihrt. Hierfir wurde die Konzentrati-
ons-Wirkungskurve von Serotonin in Abwesenheit und in Anwesenheit von 1uM Hydromorphon

erstellt. Das Medikament wurde im Aquilibrium-Applikationsmodus (++) 60 s vor und wahrend

dem Serotoninpuls auf den ,,patch® appliziert. Abbildung 28| zeigt exemplarisch Originalspuren 5-
HT-induzierter Stréme bei 5-HT Konzentrationen von 10 pM.

5-HT (10 uM) + Hydromorphon 1 pM (2 Spuren)

(2 Spuren)

(2 Spuren)

Abbildung 28: Originalspuren 5-HT-induzierter Strome durch 5-HT;s-Rezeptoren (-100mV): 5-HT (10 pM)
wurde in Abwesenheit und in Anwesenheit (60 s vor und wéhrend dem Agonistenpuls) von 1 uM Hydro-
morphon auf den ,,patch“ appliziert. Zu Beginn und am Ende des Experimentes wurden 30 uM 5-HT-

Kontrollpulse gemessen, um die Reversibilitat des Effektes zu prifen.
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Die Konzentrations-Wirkungskurve in Abbildung 29|zeigt, dass 1 uM Hydromorphon zu Ernied-
rigung des Maximums und zu keiner Parallelverschiebung der 5-HT-Konzentrations-
Wirkungskurve fuhrt. Die 5-HT-Konzentrations-Wirkungskurve wurde durch Hydromorphon in

einer fir einen nicht-kompetitiven Antagonisten typischen Weise verandert.

0 5-HT (ECy = 8,9 pM)

5-HT induzierter Einwertsstrom
e 5HT+HM1uM (ECs, = 8,4 uM)

<-=-= 5-HT + HM 1 pM (renormiert)
150+

100+

(% der Kontrollen)

50+

-6 ' -|5 ' -4 -3
log [SHT] (M)

Abbildung 29: Konzentrations-Wirkungskurven des durch 5-HT verursachten Einwartsstroms in Abwesen-
heit (offene Symbole) und in Anwesenheit (geftllte Symbole) von 1 uM Hydromorphon 60 s vor und wahrend
dem Serotoninpuls. Hydromorphon fiihrte zu einer Erniedrigung des Maximums und keiner Parallel-
Verschiebung der 5-HT-Konzentrations-Wirkungskurve in einer fir den nicht-kompetitiven Antagonismus
typischen Weise. Die gestrichelte, renormierte Konzentrations-Wirkungskurve verdeutlicht, dass 1uM
Hydromorphon die ECs, des Agonisten nicht verandert hat.
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Synthetische Opioide

Ausgehend von Daten, die an ganzen Zellen erhoben wurden, (Wittmann et al., 2006), wurden
die Substanzen in Aquilibrium-Applikationsart (++) getestet. Da an ganzen Zellen festgestellt
wurde, dass die Analgetika in niedrigeren Konzentrationen keinen Effekt auf den 5-HT (30 puM)-
induzierten Strom ausubten, wurden in den folgenden Experimenten nur zwei bis vier zusétzliche

Medikamentenkonzentrationen im oberen mikromolaren Bereich untersucht.

Wie bei all den bisher untersuchten Substanzen, wurden auch die synthetischen Opioide vor je-
dem Versuch in Abwesenheit des Agonisten auf ,,patche appliziert, die zuvor bei 5-HT (30 uM)
Gabe einen Einwartsstrom zeigten. Auch hier I6sten die Medikamente keine Strdme aus.

Die grauen Balken in [Abbildung 30| zeigt den Bereich der Plasmakonzentrationen der untersuch-
ten Opioiden: Fentanyl Cnax betragt 0,6-5,1 ng/ml und entspricht 0,002-0,01 uM; die Cyax VON
Alfentanil betragt 40-80 ng/ml und entspricht 0,1-0,2 uM (Barash et al., 2001); die Plasmakon-
zentration von Remifentanil befindet sich je nach Applikationsart in dem Bereich von 3 nM bis
0,3 UM (jede Steigerung von 0,1 pg/kg/min in der Infusionsrate fihrt zu einer Blutspiegel-
Erhohung von 2,5 ng/ml; Ultiva-Fachinformation, GlaxoSmithKline, 2004). Die Plasmakon-
zentration von Sufentanil betragt 0,05-0,1 ng/ml (entspricht 0,1-0,2 nM, Barash et al., 2001)) und
liegt somit deutlich unterhalb des von uns untersuchten Konzentrationsbereichs (in
nicht gezeigt).

Einfluss synthetischer Opioide auf die Stromamplitude

IAbbildung 30| zeigt die Konzentrations-Wirkungskurven fiir den Effekt der synthetischen Opioide
auf die Maximalamplituden der 5-HT (30 puM)-induzierten Strome. Der graue Balken bezeichnet
die jeweilige Plasmakonzentration der untersuchten Medikamente. Im Unterschied zu den ubri-
gen Substanzen, die den Maximalstrom leicht gehemmt haben, hat Sufentanil keinen signifikan-
ten Effekt auf die Stromamplitude gezeigt. (Abbildung 30}D). Leider konnte dieser Effekt bei
hoheren Konzentrationen nicht bestétigt werden, da die Substanzen in Puffer (ECS) nicht mehr

gut Iésbar waren.
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Abbildung 30: Konzentrations-Wirkungskurve des Einflusses synthetischer Opioide auf 5-HT3s-Rezeptor-
vermittelte Einwartsstrome. Das Medikament wurde 60 s vor und wahrend dem Agonistenpuls (++) auf den
»patch* appliziert. Auf den Y-Achsen ist das Verhaltnis der in Gegenwart von den Medikamenten ausldsba-
ren Maximalstrome zu den Kontrollstromen aufgetragen. Die grauen Balken bezeichnen den Bereich der

Plasmakonzentrationen der jeweiligen Substanz. Fentanyl, Alefentanil und Remifentanil hemmten den 5-
HT(30 pM)-induzierten Strom (~ = p<0,05, - = p<0,01, gepaarter t-test, basierend auf den Absolutwerten in

ms).
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Einfluss synthetischer Opioide auf die Kinetiken

)Abbildung 31/und |Abbildung 32|fassen den Einfluss der untersuchten Opioide auf die Stromkine-

tik zusammen. Fentanyl zeigte keinen signifikanten Effekt auf die Zeitkonstanten der 5-HT (30

puM)-induzierten Stréme (Abbildung 31+A und Abbildung 32tA).

Alfentanil hat sowohl die Aktivierungs- als auch die Inaktivierungskinetiken der 5-HT (30 puM)-
induzierten Stréme bei Konzentrationen tiber 10 pM beschleunigt (Abbildung 31}B und
Abbildung 32tB). [z.B. Kontrollwert: o = 166,3 £ 39,0 ms, Alfentanil 30 uM: 1o =111,0 £ 17,5

ms, n = 3; Mittelwert £ S.E.M, p<0,05, gepaarter t-test, basierend auf den Absolutwerten in ms].

Leider konnte dieser Effekt bei hoheren Konzentrationen nicht weiter verfolgt werden, da sich
das Medikament nicht mehr in Puffer (ECS) auflésen lieR.

Ahnlich wie Alfentanil zeigt Sufentanil Tendenz zur Beschleunigung der Inaktivierungszeitkon-
stante tofr Unter Gabe von 10 uM Sufentanil (Abbildung 32}-C).Dieser Effekt war signifikant (z.
B. Kontrollwert: 1o¢ = 160,6 + 34,0 ms; Sufentanil 10 uM: 1o = 129,3 £ 26,4 ms; n = 3; (Mittel-
wert £ S.E.M, p<0,05, gepaarter t-test, basierend auf den Absolutwerten in ms). Die Aktivie-
rungszeitkonstante 1o, blieb durch das Opioid unverandert (Abbildung 31!C; z. B. Kontrollwert
Ton = 9,0 £ 3,0 ms; 10 uM Sufentanil 1o, = 8,6 + 3,6 ms; n = 3; Mittelwert = S.E.M, p> 0,05).
Remifentanil fihrte zu keiner signifikanten Veranderung der Aktivierungskinetiken der 5-HT
(30 uM)-induzierten Strome (Abbildung 31}D), hat aber &hnlich wie die anderen synthetischen
Opioide die Inaktivierungskinetiken beschleunigt (z.B. Kontrollwert 1o =.113,2 £ 31 ms; 100

MM Remifentanil o = 100,7 = 28 ms, p<0,05, gepaarter t-test, basierend auf den Absolutwerten

in ms, Abbildung 32¢D).
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Abbildung 31: Konzentrations-Wirkungskurve des Einflusses synthetischer Opioide auf die Aktivierungskine-

tik (ton) des 5-HT (30 pM)-induzierten Einwéartsstroms. Die Medikamente wurden 60 s vor und wéhrend dem

Agonistenpuls (++) auf den ,,patch* appliziert. Die Aktivierungszeitkonstanten (t,,) sind als Prozent des je-

weiligen Kontrollwertes angegeben. Alfentanil fiihrte zu einer signifikanten Beschleunigung der Aktivie-

rungskinetiken (x = p<0,05, gepaarter t-test, basierend auf den Absolutwerten in ms)
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Abbildung 32: Konzentrations-Wirkungskurve des Einflusses synthetischer Opioide auf die Inaktivierungski-
netik (tor) des 5-HT (30 pM)-induzierten Einwartsstroms. Die Medikamente wurden 60 s vor und wéhrend
dem Agonistenpuls (++) auf den ,,patch* appliziert. Die Inaktivierungszeitkonstanten (t.) sind als Prozent
des jeweiligen Kontrollwertes angegeben. Alfentanil, Sufentanil und Remifentanil fihrten zu einer signifikan-

ten Beschleunigung der Inaktivierungskinetiken (» = p<0,05, gepaarter t-test, basierend auf den Absolutwer-

ten in ms).
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Emetogene Mittel

Apomorphin

zeigt Originalspuren 5-HT (30 pM)-induzierter Stréme durch 5-HT3a-Rezeptoren,
unter dem Einfluss von 1 uM Apomorphin bei kontinuierlicher Substanzapplikation und nach
Auswasch des Emetikums. Es zeigt sich eine reversible Hemmung der Kontrollstromamplitude
um 72 % durch 1 pM Apomorphin, die nach 60 s Auswasch mit Puffer (ECS) vollstandig auf-

hebbar war.

Apomorphin 1 pM

Apomorphin 1 uM
I 5-HT

250 pA
0,1s

Abbildung 33: Originalspuren 5-HT (30 pM)-induzierter Stréme (-100mV). Der Effekt von 1 uM Apomorphin
bei Aquilibrium Applikationsart (++) wird dargestellt. Der Maximalstrom (,,peak*) ist reversibel um 72 %
durch 1 uM Apomorphin gehemmt. Die Kontroll - und Auswasch-Stromspuren liegen Ubereinander, was die

Reversibilitat dieses Effektes belegt.
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In den weiteren Experimenten wurde versucht, den Hemmtyp dieses Effektes zu charakterisieren.
Dazu wurden komplette 5-HT-Konzentrations-Wirkungskurven unter steigenden Apomorphin-
Konzentrationen bei Aquilibrium- und Offenkanal-Applikationsmoden (s. Methoden) aufge-

nommen.
Einfluss von Apomorphin auf die Stromamplituden

Apomorphin inhibierte den 5-HT (30 puM)-induzierten Maximalstrom konzentrationsabhangig bei
Aquilibrium (++) Applikationsmodus. Die Kurve konnte nach der Hill-Gleichung gefittet wer-
den: (Abbildung 34tA: ICso = 0,4 uM; Hill-Koeffizient = -1.0). Im Unterschied dazu, fuhrte die

Offenkanal-Applikation von Apomorphin zu keiner signifikanten Veranderung der Stromampli-

tude (Abbildung 34-B).
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A: "peak" (Aquilibriumapplikation, ++)
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Abbildung 34: Konzentrations-Wirkungskurve des Einflusses von Apomorphin auf 5-HT3za-Rezeptor-
vermittelte Einwéartsstrome (Maximalstrom = ,,peak®). Auf der Y-Achse ist das Verhéltnis des in Gegenwart
von Apomorphin auslésbaren Maximalstromes zu dem Kontrollstrom aufgetragen. Das Medikament wurde
vor und wahrend des 5-HT (30 uM) — Agonistenpulses appliziert (++). An den Datenpunkten konnte eine Hill-
Funktion angepasst werden (Hill-Koeffizient = -1,0; 1Csy = 0,4 uM). Apomorphin fihrte zu keiner signifikan-

ten Veranderung des Maximalstromes bei Offenkanal-Applikation (B).
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Einfluss von Apomorphin auf die Kinetiken

Es fallt auf, dass sich im Unterschied zu den morphinartigen Opioiden, hier keine signifikante-

Wirkung auf die Stromkinetiken zeigte (Abbildung 35). In Aquillibrium-Applikationsart liessen
sich die Stromspuren bei Konzentrationen tber 1 UM weder bi- noch monoexponentiell fitten

Abbildung 35/a und c)



68

A: (Aquilibriumapplikation, ++) B: (Offenkanal-Applikation, -+)

a) b)

150- 150+

1004 100+
n.s.

50

ul
o
1

n=35

Aktivierungskinetik ton
(% der 30 uM 5-HT Kontrollen)

n=34

85 75 65 55 85 75 65 55  -45
log [Apomorphin] (M) log [Apomorphin] (M)

100 ¢/%)\0 100
n.s.

504 50

Inaktivierungskinetik e
(% der 30 uM 5-HT Kontrollen)

n=35 n=3-4

85 75 65 55 85 75  -65 55  -45
log [Apomorphin] (M) log [Apomorphin] (M)

Abbildung 35: Konzentrations-Wirkungskurve des Einflusses von Apomorphin auf die Aktivierungs-(a, b)
und Inaktivierungskinetiken (c, d) der 5-HT (30 uM)-induzierten Einwartsstréme bei Aquilibrium- (A) und
Offenkanal-Applikationsart (B) der Testsubstanz. Die Zeitkonstanten sind als Prozent des jeweiligen Kon-

trollstromes berechnet. Es zeigte sich kein signifikanter Effekt auf die Stromkinetiken durch Apomorphin.
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Wie bei all den bisher untersuchten Substanzen wurde jede Apomorphin-Konzentration auf eige-
ne Wirkung am 5-HT3a-Rezeptor untersucht, in dem es in Abwesenheit des Agonisten auf ,,pat-
che* appliziert wurde, die bei vorherigen Serotoningabe einen Einwartstrom gezeigt haben.
Apomorphin l6ste in Konzentrationen von 10 und 30 uM reproduzierbare Einwértsstrome aus.
Abbildung 36/ zeigt Originalspuren Apomorphin-induzierter Strome am 5-HT3a-Rezeptor (graue
Spuren). Um den Effekt zu verdeutlichen, wurden im gleichen ,,patch“ auch Kontrollstrome
durch 30 puM Serotonin erzeugt. Nach 60 s Auswasch der Substanzen zeigte sich dieser Effekt

erneut, was seine Reversibilitat belegte.

/ Apomorphin 30 uM

5 Hr (30 uM) + Auswasch

-250pA

500ms

Abbildung 36: Originalspuren Apomorphin (30 uM)-induzierter Strome durch 5HT3za-Rezeptoren (-100 mV).

Die Kontroll - und Auswasch-Stromspuren liegen Gibereinander, was die Reversibilitat dieses Effektes belegt.

Um sicherzustellen, dass dieser Effekt spezifisch flir Apomorphin war, wurden zusétzliche Expe-
rimente mit dem selektiven 5-HT3;—Rezeptorantagonisten Ondansetron durchgefihrt. Auf einen
»patch“, an dem 30 uM Apomorphin 5-HT3;a-Kandle aktivierte, wurde anschlielend 1 nM
Ondansetron appliziert (graue Stromspur). zeigt Originalaufzeichnungen Apo-
morphin-induzierter Einwértsstrome am 5HT3a-Rezeptor, die durch 1 nM Ondansetron reversibel

gehemmt werden konnten.
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Ondansetron (1 nM)

Apomorphin (30 uM)

Abbildung 37: Originalspuren Apomorphin (30 puM)-induzierter Einwartsstrome durch 5HT3za-Rezeptoren
an einem exemplarischen ,,patch* (-100 mV). Gezeigt ist die reversible Hemmung durch 1 nM Ondansetron
(graue Stromspur).

Als Zwischenergebnis konnte festgehalten werden, dass Apomorphin gleichzeitig den 5-HT3a -
Rezeptor hemmte und aktivierte. Die Aktivierung wurde lediglich bei Konzentrationen von > 10
MM beobachtet. Messungen mit Konzentrationen iber 30 uM wurden aufgrund der dann auftre-

tenden Verfarbung der Losung bei Lichtexposition nicht durchgefiihrt.

Die beobachteten Effekte wurden von Apomorphin-Konzentrationen ausgelost, die deutlich Gber
den Plasmakonzentrationen des Medikamenten liegen (Cnax = 0,06 nM; Teclapharm, GmbH,
Lineburg, Deutschland, 2003).
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Endogene Opioide

Endomorphin 2

In ,,patchen, die zuvor bei 5-HT (30 uM) Gabe einen Einwartsstrom zeigten, 16ste Endomorphin
2 in Abwesenheit des Agonisten keine Strome aus. Das Peptid wurde im Aquilibrium,

Geschlossen- und Offenkanal-Applikationsmodus untersucht.

Einfluss von Endomorphin 2 auf die Stromamplituden

In Abbildung 38|ist der Effekt von Endomorphin 2 auf die Amplitude 5-HT (30 uM)-induzierter
Stréme dargestellt. Aus den Konzentrations-Wirkungskurven ist ersichtlich, dass Endomorphin 2

keinen Einfluss auf den Maximalstrom austibte.

Einfluss von Endomorphin 2 auf die Kinetiken

Endomorphin 2 hatte keine signifikante Wirkung auf die Aktivierungskinetik (Abbildung 39), hat
aber die Inaktivierungszeitkonstanten der 5-HT (30 pM)-induzierten Stréme konzentrationsab-

hangig beschleunigt (Abbildung 40) [z.B. Kontrollwert tos = 112,7 £ 8,1 (n = 8); Endomorphin 2
(10 uM): o5 = 77,0 £ 12,6 (n = 3); Mittelwerte £ S.E.M. p< 0,05, gepaarter t-test, basierend auf

den Absolutwerten in ms].
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Abbildung 38: Konzentrations-Wirkungskurven des Einflusses von Endomorphin 2 auf 5-HT3za-Rezeptor-
vermittelte Einwartsstrome. Auf der Y-Achse ist das Verhaltnis der in Gegenwart von Endomorphin 2 aus-
lésbaren Maximalstrome zu den Kontrollstromen aufgetragen. Das Peptid wurde in (A) Aquilibrium- (++),
(B) Geschlossenkanal- (+-) und (C) Offenkanal-Applikationsmodus (-+) auf den ,,patch* appliziert. Es zeigt

sich kein signifikanter Effekt von Endomorphin 2 auf den Maximalstrom.
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Abbildung 39: Konzentrations-Wirkungskurve des Einflusses von Endomorphin 2 auf die Aktivierungskine-
tik (ton) des 5-HT (30 puM)-induzierten Einwértsstroms. Das Peptid wurde in (A) Aquilibrium- (++), (B)
Geschlossenkanal- (+-) und (C) Offenkanal-Applikationsmodus (-+) auf den ,,patch* appliziert. Es zeigt sich

keine signifikante Veranderung der Aktivierungskinetik.
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Abbildung 40: Konzentrations-Wirkungskurve des Einflusses von Endomorphin 2 auf die Inaktivierungskine-
tik (tor) des 5-HT (30 pM)-induzierten Einwértsstroms. Das Peptid wurde in (A) Aquilibrium (++), (B)
Geschlossenkanal (+-) und (C) Offenkanal-Applikationsmodus (-+) auf den ,,patch* appliziert. Man beachte
die konzentrationsabhangige Beschleunigung der Inaktivierungskinetik (» = p<0,05, gepaarter t-test, basie-

rend auf den Absolutwerten in ms).
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Met-Enkephalin

In ,patchen”, die zuvor bei 5-HT (30 puM)-Gabe einen Einwartsstrom zeigten, loste Met-

Enkephalin in Abwesenheit des Agonisten keine Stréme aus.

Das Endopeptid wurde 60 s vor und wahrend dem Serotoninpuls (30 puM) auf den ,,patch* appli-
ziert (Aquilibrium-Applikationsart, ++). Es wurden die Effekte von Met-Enkephalin auf Maxi-
malstrome und Kinetiken (monoexponentieller Fit) der 5-HT (30 uM)-induzierten Stréme unter-

sucht.

Met-Enkephalin zeigte keinen Effekt auf die Stromamplitude. Im Unterschied zu Endomorphin 2
fand sich hier keinerlei Effekt auf die Zeitkonstanten der 5-HT (30 puM)-induzierten Strome

(Abbildung 41).
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Abbildung 41: Konzentrations-Wirkungskurve des Einflusses von Met-Enkephalin auf die Maximalamplitude
(A), die Aktivierungs- (B) und die Inaktivierungskinetik (C) des 5-HT (30 puM)-induzierten Einwértsstroms.
Das Peptid wurde 60 s vor und wéhrend dem 5-HT (30 uM)-Agonistenpuls appliziert (++). Met-Enkephalin

zeigte weder einen Effekt auf den Maximalstrom, noch auf die Kinetiken.
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Auf Tabelle 1 sind die unterschiedlichen Effekte der untersuchten Substanzen auf die Stromamp-

litude, Aktivierungs- und Inaktivierungskinetik der 5-HT (30 uM)-induzierten Stréme, sowie die

Plasmakonzentrationen zusammenfassend aufgefihrt.

Tabelle 1: Vergleich der Effekte von unterschiedlichen Substanzen auf die Stromamplitude und Kinetiken bei

Aquilibrium-Applikationsart.

Medikament Stromamplitude | Aktivierungs- Inaktivierungs- Plasma-
Kinetik (ton) Kinetik (tof) Konzentration (Cpax)
DHE 1 ! 0,01-0,02 uM
>0,3 UM 0,1-30 pM >0,3 UM
Sumatriptan 1 0,1-05pM
0,01-3 pM 0,01-3 uM 0,03-0,3 M
Morphin ! 1 D 0,03-0,1 uM
|C50=0,3 uM >1uM >1uM
Hydromorphon l 1 D 0,03-0,1 pM
|C50:4,1 UM >0,1 UM >3|JM
Fentanyl ! 4-10nM
>3 UM 1-10 yM 1-10 um
Alfentanil ! l ! 0,1-0,2uM
>1 uM >10 uM >3 uM
Sufentanil ! 0,1-02nM
1-10 pM 1-10 yM >1uM
Remifentanil ! ! 3-300 nM
>10 uM puM 10-100 pM >10 um
Apomorphin ! 0,06 "M
. ICs0=0,4 uM 0,01-10 uM 0,01-10 yM
(zus. Aktivierung) =K
Endomorphin 2 ! ca.1um?
0,1-30 uM 0,1-30 uM >1uM
Met-Enkephalin ca.0,26 pM
0,01-30 uM 0,01-30 uM 0,01-30 uM
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Diskussion

Charakterisierung des 5HT3;a-Rezeptors / Methodologische Fragen

In dieser Arbeit werden die Effekte verschiedener Analgetika auf humane 5-HT3a-Rezeptoren,
exprimiert in HEK293-Zellen, mit Hilfe einer elektrophysiologischen Methode (Patch-Clamp)

charakterisiert.

Bei HEK293-Zellen handelt sich um menschliche embryonale Nierenzellen, die durch Exposition
mit Fragmenten von Adenovirus Typ 5-DNA transfiziert worden sind (Graham und Smiley,
1977). Diese Zelllinie wurde anfanglich in der virologischen Forschung eingesetzt (Brown und
Petric, 1986). An stabil transfizierten Zellen kénnen Membranproteine in hoher Dichte untersucht

werden, die in-vivo schlecht zuganglich sind.

Im Unterschied zu anderen Zelllinien, an denen 5HT3-Rezeptoren exprimiert werden (z.B.
N1E115 Maus-Neuroblastom Zellen, Barann et al., 1997), zeigte sich hier eine gréRere Amplitu-
de der 5-HT (30 pM)-induzierten Strome (HEK293-Zellen: 355 * 18,6 pA; N1E115
Zellen: 20 £ 1,9 pA). Dies optimierte die Versuchsbedingungen und ermdglichte eine bessere
Evaluierung der beobachteten Effekte. Bei der von uns verwendeten ,,patch-clamp*-Methode an
»outside-out patchen* wurden lonenkanéle isoliert in ihrer Umgebung (frei von Zytosol) unter-
sucht. Auf diese Weise konnten lonenkandle einer Zelle gemessen werden (Hamil et al., 1981)
welche sich in einer kleinen Membranflache befinden. Kombiniert mit einem Applikationssys-
tem, das es gestattete, Losungen innerhalb von weniger als 2 ms auszutauschen, konnte man so-
mit schnell auftretende Effekte der eingesetzten Substanzen von langsamen unterscheiden. Die
untersuchten 5-HT3;a—Rezeptor-lonenkandle in HEK293-Zellen zeigten bei Serotonin-
Applikation typische Stromformen von Ligand-gesteuerten lonenkandlen, was im Einklang mit
friheren Beobachtungen war (Barann et al, 2000b, 2002; Malone und Peters, 1991). Die experi-
mentellen Standardbedingungen (Membranhaltepotential -100 mV = konstant) wirkten einer De-
polarisierung der Zelle entgegen und verhinderten somit die Beteiligung spannungsabhangiger

Kanéle.
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Hintergrund

Ubelkeit und Erbrechen (Emesis) sind belastende Nebenwirkungen sowohl bei Zytostatika- als
auch Migréane-Therapie. Darliber hinaus verursachen Andsthetika und Opioid-Analgetika Emesis.
Die genauen Mechanismen der emetogenen Wirkung dieser Substanzen sind noch nicht vollstén-
dig geklart worden: An dem emetischen Reflex sind zahlreiche Neurotransmitter wie z.B. Acetyl-
cholin, Histamin, Dopamin und Serotonin beteiligt, was auf ein kompliziertes Rezeptoren-
Netzwerk hindeutet. Die Einflihrung der Antiemetika aus der Klasse der 5-HT3-Antagonisten hat
dennoch eine dramatische Reduktion der Inzidenz von Chemotherapie- und Strahlentherapiein-
duzierter, sowie von postoperativer Nausea und Emesis ermdglicht. Dies weist auf die wichtige
Rolle der 5-HT3-Rezeptoren bei der Vermittlung von Pharmaka-induzierter Ubelkeit und Erbre-

chen hin und weckt immer wieder das Interesse an diesem Rezeptor.

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Effekte von klinisch gebrduchlichen Analgetika an huma-
nen 5-HT3a-Rezeptoren in vitro zu untersuchen und auf Parallelen mit in vivo Beobachtungen zu
uberprifen. Es wurde auf die Effekte von Anti-Migranemitteln sowie synthetischen und korper-
eigenen Opioiden am 5-HT3a-Rezeptor eingegangen, um zu klaren, ob molekulare Effekte dieser

Substanzen mit postoperativer Nausea und Emesis korellieren.

Es sollte zunadchst geklart werden, welche Wirkungen die untersuchten Substanzen am 5-HT3a-
Rezeptor aufweisen. Eine in vitro Verstarkung des 5-HT-induzierten Gesamtsignals (Flache Gber
der Stromkurve) durch die Testsubstanzen konnte fir ihre potentielle emetische Wirkung spre-
chen und umgekehrt - eine Hemmung des Rezeptors bzw. der durch die Kanalpore flieenden
Stréme wirde eine antiemetische Wirkung dieser Substanzen vermuten lassen — vorausgesetzt,
diese in-vitro Effekte fanden bei (freien) klinischen Plasmakonzentrationen statt. Diese Hypothe-
se ist jedoch etwas vereinfacht, da es durchaus moglich wére, dass Substanzen, die keinen direk-
ten Effekt am 5-HT3a-Rezeptor zeigen, ihn dennoch indirekt aktivieren kénnten (z.B. Hemmung
des Serotonintransporters durch Tramadol bei Plasmakonzentrationen, ohne direkten Effekt am 5-
HT3a Rezeptor, Barann et al., 2006).
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Einfluss von Migranemitteln auf die 5-HT (30 pM)-induzierten Stréme durch den 5HT3a

Rezeptor.

Die Ergotalkaloide (z.B. Ergotamin, DHE), sind potente Agonisten an den 5-HTg-und 5-HTp-
Rezeptoren, Uber die sie ihre vasokonstriktorische und entziindungshemmende Wirkung bei der
Migréneerkrankung entfalten (Silberstein und Douglas, 2003). Es wird angenommen, dass die
Nebenwirkungen der Ergotalkaloide, wie Ubelkeit und Erbrechen, z.T. (iber zentrale 5-HTa-und
D,-Rezeptoren erfolgen. Walkembach et al., (2005) zeigten, dass Ergotamin keinen signifikanten
Effekt am 5-HT3a-Rezeptor verursacht. Dagegen hemmte das Antiemetikum Metoclopramid, das
haufig mit Ergotamin bei Migranetherapie kombiniert wird, den Rezeptor bei klinischen Kon-
zentrationen. Dies ist ein Hinweis darauf, dass 5-HT3-Rezeptoren (a) an der antiemetischen Wir-
kung von Metoclopramid direkt, und (b) an den Ergot-Nebenwirkungen indirekt beteiligt sein

kdnnen.

DHE (Dihydroergotamin) hat den 5-HT3a-Rezeptor erst bei sehr hohen, weit oberhalb der Plas-
makonzentrationen beeinflusst: Es zeigte sich eine Hemmung des 5-HT (30 puM)-induzierten
Stromes bei Konzentrationen von {ber 0,3 pM (Abbildung 9), was fiir eine eher antiemetische
Wirkung des Ergotalkaloids sprechen wirde. Obwohl dieser Effekt weit oberhalb klinischer
Plasmakonzentrationen zu beobachten war, korreliert er mit der klinischen Beobachtung, dass
DHE weniger Nebenwirkungen im Sinne von Ubelkeit und Erbrechen im Vergleich zu Ergotamin
zeigt (Silberstein und Douglas, 2003). Ergotalkaloide werden in die Gewebe aufgenommen, so
dass ihre pharmakologischen Effekte l&nger anhalten, als sie oder ihre Metabolite im Plasma
nachweisbar sind (Moller-Schweinitzer und Rosenthaler, 1987). Daher ware es durchaus mdog-
lich, dass der 5-HT3a-Rezeptor ein potentielles Ziel fur Effekte der Dihydroergotamin-Metabolite

in vivo ist.

Ein anderes Antimigranemittel, das heutzutage viel hdufiger klinisch eingesetzt wird, ist Su-
matriptan. Es gehort zu der Gruppe der Triptane, die nach ihrer Einflhrung in der Migranethera-
pie und Prophylaxe eine effektive und besser vertragliche Alternative zu den Ergotalkaloiden
darstellen. Die Triptane fuhren tber eine selektive Erregung von 5-HTg/1p -Rezeptoren zu einer
direkten Vasokonstriktion meningealer Geféalie und hemmen die Freisetzung neuronaler Peptide,
was zum Abklingen der neuronalen Entziindung und zur Linderung der Migraneattacke flhrt. Die

Triptane weisen wesentlich weniger Nebenwirkungen, darunter aber auch Ubelkeit und Erbre-
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chen auf. Deshalb war es auch hier von Interesse zu tberpriifen, ob der 5-HT3a-Rezeptor mogli-
cherweise von Sumatriptan bei klinischen Plasmakonzentrationen beeinflusst wird. Sumatriptan
wurde fur die Experimente vorgezogen, da es von den Triptanen am wenigsten selektiv an 5-

HT1g10 -Rezeptoren wirkt (Fowler et al., 1991).

Sumatriptan wird in verschiedenen Darreichungsformen eingesetzt. Die Plasmakonzentration
(Crnax) bei i.v. Gabe von 3 mg betrdgt 76,8 ng/ml (44-124 ng/ml; entspricht 0,1-0,4 uM); bei s.c.
Gabe von 6 mg: 72,4 ng/ml (54,9-108 ng/ml, entspricht 0,1-0,5 uM) und bei oraler Verabrei-
chung von 100 mg: 53,8 ng/ml (26-137 ng/ml, entspricht 0,1-0,5 uM, Fowler et al., 1991). Es
wurde mit Sumatriptan-Konzentrationen experimentiert, die in dem in vivo-gemessenen Plasma-

konzentrationsbereich des Medikamentes liegen.

Unabhangig von der Applikationsart, zeigte Sumatriptan keinen signifikanten Effekt auf die
Amplituden der 5-HT (30 pM)-induzierten Stréme (Abbildung 13). Dagegen fihrte Sumatriptan
interessanterweise zu einer signifikanten Verlangsamung der Rezeptorinaktivierung, die bei klini-
schen Konzentrationen (~ 0,3 uM) konzentrationsabhéngig und reversibel auftrat (Abbildung 16).
Diese Eigenschaft entspricht einer Potenzierung des Effektes am 5-HT3a-Rezeptor (z.B. indem
eine verlangerte Offnungszeit zu einer VergréBerung der Flache der Stromspuren fiihrt) und kann
auf einen durch ihn vermittelten indirekten emetogenen Effekt von Sumatriptan hindeuten. Der
Effekt war von der Applikationsart der Substanz abhéangig und zeigte sich lediglich, wenn sie fir
60 s vorappliziert wurde. Dies weist darauf hin, dass dieser Effekt langsam ist. Es zeigte sich je-
doch ein Bruch in der Konzentrations-Wirkungskurve dieses Effektes: Sumatriptan in Konzentra-
tionen von 1-10 pM hatte die Inaktivierungskinetik nicht beeinflusst (Abbildung 16). Um die
Validitat der Rezeptor-Inaktivierungsverlangsamung bei Konzentrationen unter 1 uM zu validie-
ren, wurden die Experimente wiederholt, wobei sich dieser signifikante Effekt bestétigen liel3.
Doppelpuls-Experimente (zwei aufeinander folgende 5-HT Pulse) sollten den Effekt von Su-
matriptan auf die 5SHTsa—Rezeptor-Desensbilisierung naher charakterisieren (Abbildung 17). Die
Anwesenheit des Medikamentes flhrte zu einer geringfugigen - dennoch signifikanten - Verztge-
rung der Erholung aus der Rezeptor Desensibilisierung, was dieselbe Ursache wie die Verlang-

samung der Inaktivierungskinetiken haben konnte (s. Tabelle 1).

Die relativ geringe Verstarkung des 5-HT-Effektes am humanen 5-HT3a-Rezeptor durch Su-
matriptan weist auf eine mogliche emetogene Potenz hin, widerspricht aber der klinisch weniger

im Vergleich zu anderen Antimigranemitteln ausgepragten Ubelkeit und Erbrechen. Die Ergeb-



82

nisse zeigen, dass Sumatriptan auBBer an 5-HTig1p- auch an 5-HTs-Rezeptoren wirksam sein
konnte.

Einfluss von Opioiden auf die 5-HT (30 puM)-induzierten Strome durch den 5HT3a-
Rezeptor.

Ein &hnlicher Effekt wie der des Sumatriptan auf die Rezeptorkinetiken wurde auch bei anderen
Substanzen, wie Morphin und Hydromorphon beobachtet. Beide Substanzen sind Analgetika und
entfalten ihre Wirkung vorwiegend uber den p-Rezeptor (Kretz et al., 2000). Hydromorphon ist
ein Dihydromorphinderivat, das sich strukturell wenig von Morphin unterscheidet (Substitution
der 6-Hydroxylgruppe durch Sauerstoff und Hydrogenierung der 7-8-Doppelbindung, Struktur-
formel s. Methoden). Sowohl die pharmakologischen Effekte, als auch die Nebenwirkungen von
Hydromorphon und Morphin wie z.B. Ubelkeit und Erbrechen unterscheiden sich nicht wesent-
lich und beide Substanzen weisen eine strukturelle Ahnlichkeit auf.

Morphin und Hydromorphon haben konzentrationsabhangig und reversibel sowohl die Aktivie-
rungs- als auch die Inaktivierungskinetiken des 5-HT3a-Rezeptors verlangsamt, vorausgesetzt die
Substanzen wurden fiir 60 s vorappliziert (Aquillibrium-Applikation, ,++“). Dies deutet auf einen
eher langsamen Prozess hin (Zeit vom Start der Serotonin-Applikation bis zum Erreichen der
Maximalstromamplitude = 20 ms). Gleichartige Befunde am 5-HT3a-Rezeptor wurden bei Ganz-
zellmessungen mit Morphin (Wittmann et al., 2006) und Hydromorphon erhoben (nicht publizier-
te Daten). Diese Effekte wurden bei Konzentrationen beobachtet, die Gber den Plasmakonzentra-
tionen lagen (Crax = 20-50 ng/ml, entspricht 0,03-0,1 uM, Barash et al., 2001).

Anscheinend spielt die Desensibilisierung des Rezeptors eine wesentliche Rolle fiir die Wirkme-
chanismen dieser Substanzen am 5-HT3a-Rezeptor. Sie ist ein fir Ligand-gesteuerte lonenkanale
typisches Phdnomen (Bond, 1987). Durch den bestehenden inaktiven Zustand des Rezeptors ist es
moglich die Synapse vor weiteren Impulsen zu schiitzen und somit ihre Antwortmdglichkeit deut-
lich zu beeinflussen (Huganir et al., 1986; Jones und Westbrook, 1996). Somit kénnte die Desen-
sibilisierung ein wichtiger Mechanismus der Kurzzeit-Regulation synaptischer Effizienz sein.
Eine Aktivierung von 5-HTs-Rezeptoren bewirkt z.B. eine erhohte Aktivitat viszero-affektiver
Neurone, die klinisch zu Nausea und Emesis fiihrt (Hoyer et al., 1994). Dies l&sst vermuten, dass

die beobachteten Effekte von Sumatriptan, Morphin und Hydomorphon auf die 5-HT (30uM)-
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induzierte Stromkinetik (Verlangsamung) eine Beteiligung der 5-HT3a Rezeptoren an Emesis -
verursacht durch diese Substanzen — erklaren kann. Weiter ist bekannt, dass es nach Aktivierung
von 5-HT3-Rezeptoren Uber direkte wie auch indirekte Prozesse zu vermehrter Freisetzung von 5-
HT, GABA und Dopamin kommt, hingegen zu einer Hemmung der Ausschittung von ACh
(Barnes und Sharp,1999). Daher kann man davon ausgehen, dass im Netzwerk durch Verénde-
rungen an der Funktion von 5-HT3;-Rezeptoren auch andere Neurotranmittersysteme beeinflusst

werden.

Morphin und Hydromorphon haben neben den Rezeptorkinetiken auch die Amplitude der 5-HT
(30 uM)-induzierten Strdme im Sinne einer konzentrationsabhéngigen und reversiblen Hemmung
beeinflusst (Morphin: 1Csy = 0,3 uM, Hydromorphon: ICsy = 4,1 uM). Diese Effekte sind
ebenfalls an Ganzzellmessungen beobachtet worden, jedoch Morphin zeigte sich um Faktor 3
weniger potent im Vergleich zu ,,Excised-Patch” (ICsp = 1 uM, Wittmann et al., 2006), wéhrend
Hydromorphon im Whole-Cell-Modus eher potenter am 5-HT3;a Rezeptor war (ICso = 2,2 uM,
nicht publizierte Daten).

Die Hemmpotenz von Morphin am 5-HT3-Rezeptor ist schon 1957 von Gaddum und Picarelli
beschrieben worden, weswegen diese neuronal lokalisierten Rezeptoren als M-Rezeptoren be-
zeichnet wurden (s. Einleitung). Obwohl die analgetische Wirkung von Morphin von den p-
Opioid-Rezeptoren vermittelt wird, wird von mehreren Autoren zusétzlich von einer Morphin-
induzierten Serotonin-Ausschuttung berichtet (Suzuki und Taguchi, 1986, Yaksh und Tyce,
1979), die bei seinem analgetischen Effekt auf spinalem Niveau eine wichtige Rolle spielt. Ka-
wamata et al. (2002) berichten von einer indirekten analgetischen Wirkung von Morphin durch 5-
HTs—Rezeptor-Aktivierung und anschlielende GABA-Ausschiuttung. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass Opioide sowohl ihre Wirkungen wie ihre Nebenwirkungen, wie Ubelkeit und
Erbrechen, teilweise — zumindest indirekt - Uber den 5-HT3a-Rezeptor entfalten kénnten. Dies
wird noch von der Beobachtung unterstutzt, dass die Effekte von Morphin an diesem
Rezeptor innerhalb von Plasmakonzentrationen auftraten (s. Tabelle 1, Cax = 20-50 ng/ml, ent-
spricht 0,03-0,1 uM, Barash et al., 2001).

Die Ergebnisse von Morphin und Hydromorphon sind auf den ersten Blick widersprichlich: Die
Potenzierung des Effektes am 5-HT3a-Rezeptor durch Morphin und sein Derivat Hydromorphon

lasst eine Verstarkung der Rezeptorfunktion und daher seine Beteiligung an Opioid-induzierter

Emesis vermuten (Abbildung 21/und Abbildung 27). Andererseits wiirde eine Hemmung des Re-
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zeptors eher fir eine antiemetische Wirkung der Opioide sprechen (Abbildung 19|und Abbildung |

P5). Diese Beobachtungen werden von Untersuchungen unterstiitzt, die zeigen, dass eine Prame-
dikation mit niedrigen Morphindosen antiemetisch bei Morphin- (Costello and Borison, 1977),
Nikotin- (Beleslin et al., 1981) und Apomorphin- induzierter Emesis wirken kann (Blancquacrt et
al., 1986). Dies macht die Komplexitat dieses Prozesses deutlich. Barnes und Bunce (1991) be-
richten von einer &hnlichen antiemetischen Wirkung von Fentanyl beim Frettchen und gehen von
einer p-Rezeptor vermittelten Antagonisierung der Cisplatin-, Apomorphin und Kupfersulfat-
induzierter Emesis aus. Foss et al (1998) zeigen, dass Methylnaltrexon, ein peripherer p-
Rezeptorantagonist, den emetogenen Effekt von Morphin bei Hunden hemmen und dadurch seine
antiemetische Wirkung demaskieren kann. Dies lasst vermuten, dass die periphere emetogene
Wirkung von Morphin durch Opioid-Rezeptoren vermittelt wird, wéahrend die Inhibierung der 5-
HT3sa-Rezeptoren im ZNS zu seiner antiemetischen Wirkung beitragen kénnte. Die Klinisch letzt-
endlich beobachtete Emetogenitit der Opioide kénnte somit mit ihrer hoheren Potenz am p-

Opioid-Rezeptor (im Vergleich zum 5-HT3-Rezeptor) zusammenhéngen.

Trotz der strukturellen Ahnlichkeit zu Morphin und seiner Klinisch 7,5-fach starkeren analgeti-
schen Wirksamkeit (Lindena und Arnau, 1998), zeigte sich Hydromorphon weniger potent am 5-
HT3a-Rezeptor. Dariiber hinaus féllt auf, dass der Hemmeffekt von Morphin lediglich bei 60 s
Vorapplikation (,,++*; ,,+-“) -, wéhrend der von Hydromorphon auch bei Offenkanal-Applikation
(,-+“) auftritt (Abbildung 25). Dies weist auf unterschiedliche Kinetiken der Hemmeffekte hin:
Der Effekt von Hydromorphon ist schnell und spielt sich innerhalb von ca. 20 ms ab — wéhrend
der von Morphin langsamer ist und sich am geschlossen Kanal abspielen kénnte. Interessanter-
weise fuhrt Hydromorphon zur Verlangsamung der Stromkinetik — im Unterschied zu seinem
Hemmeffekt — lediglich wenn es fiir 60 s vorappliziert wurde, was darauf hindeutet, dass die Ver-
starkung des 5-HT-induzierten Signals und die Hemmung des 5-HT3a-Rezeptors durch unter-

schiedliche Mechanismen mit verschiedenen Kinetiken vermittelt wird.

Die Hemmeffekte von Morphin und Hydromorphon wurden durch Kompetitionsexperimente
néher charakterisiert. Beide Opioide schienen den 5-HT (30 pM)-induzierten Strom nicht kompe-

titiv zu hemmen (Abbildung 23|und |Abbildung 29), was in Diskrepanz zu den Ergebnissen von

Ganzzell- und lonenfluxmessungen (Wittmann et al. 2006, Fan, 1995) steht. Dieser Unterschied
mag jedoch an dem unterschiedlichen Versuchsmodell liegen, z.B. am Verlust der intrazelluldren
Komponenten, da die Membran im ,,excised patch* Modus (s. Methoden) von dem Zytosol und
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den intrazellularen Komponenten getrennt wird. Es ist auch durchaus mdoglich, dass die Kinetik
des Morphin- und Hydromorphoneffektes langsamer als die 5-HT (30 pM)-induzierte Stromkine-
tik in ,,excised patchen® ist: Dies kdnnte bedeuten, dass die Hemmung durch 5-HT in den 20 ms
bis zum ,,peak*-Strom nicht mehr antagonisierbar ist — somit wére eine Kompetitivitat mit dem
Versuchsmodell am ,,excised patch nicht darstellbar. Anders als Morphin, zeigte Hydromorphon
seine Hemmwirkung am 5-HT3a-Rezeptor innerhalb von 20 ms (Offenkanal-Applikation ,,-+*,
IAbbildung 25), somit sollte die Charakterisierung als nicht-kompetitive Wirkung in diesem Fall
valide sein (Abbildung 29). Um die Effekte von Morphin und Hydromorphon am 5-HT3a-
Rezeptor weiter zu charakterisieren, sollten Kinetikmessungen folgen, die den zeitlichen Verlauf

der Inhibierung zeigen.

Es war von Interesse zu tberprifen, ob andere Opioid-Analgetika am humanen 5-HT3a-Rezeptor
wirken. Die synthetischen Opioide von der Fentanyl-Gruppe sind im Vergleich zu Morphin noch
starkere Analgetika und weisen ein dhnliches Nebenwirkungsprofil auf (Barash et al., 2001). Fen-
tanyl, Alfentanil, Sufentanil und Remifentanil sind selektive p-Opioid-Rezeptor-Agonisten und
haben eine im Vergleich zu Morphin und seinen Derivaten unterschiedliche molekulare Grund-
struktur (s. Methoden), die vermutlich fir ihre ausgepréagte p-Rezeptor Selektivitat und Affinitat

verantwortlich sind (Kretz et al., 2000).

Bei Konzentrationen weit oberhalb der klinischen (Barash et al., 2001) flihrten alle Substanzen
bis auf Sufentanil zu einer geringfiigigen, dennoch signifikanten Unterdriickung der 5-HT (30
uM)-induzierten Stréme (Abbildung 30). Des Weiteren fiihrten Alfentanil, Sufentanil und Remi-
fentanil zur Beschleunigung der Inaktivierungskinetiken, wahrend lediglich Alfentanil die Akti-
vierungskinetiken beschleunigt hat (Abbildung 31/und JAbbildung 32). Eine weitere Charakteri-

sierung dieser Effekte bei noch hoheren Konzentrationen war wegen der schlechten Loslichkeit
der Substanzen nicht moglich. Gleichartige Befunde sind bei Ganzzellmessungen erhoben wor-
den (nicht publizierte Daten). Somit zeigten die synthetischen Opioide — im Unterschied zu Mor-
phin und Hydromorphon - keinen Effekt am 5-HT3a-Rezeptor bei klinischen Plasmakonzentrati-
onen. Weiterhin haben die Fentanyl-Derivate die Rezeptor-Inaktivierungskinetik beschleunigt
und nicht wie die Morphin-Derivate verlangsamt, was fiir eine Rezeptor-Hemmung spricht. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass die selektiveren und analgetisch potenteren Substanzen am p-
Opioid-Rezeptor eine von den Morphin-Derivaten unterschiedliche Wirkung am 5-HT3a-
Rezeptor haben, die wahrscheinlich durch ihre unterschiedliche chemische Struktur bedingt wird.
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Da diese Effekte ausschliel3lich oberhalb Kklinischer Plasmakonznetrationen auftraten, l&sst sich
vermuten, dass direkte Effekte (z.B. Potenzierungen) am 5-HT3a-Rezeptor flr die Emetogenitét
dieser Medikamente nicht verantwortlich sind. Damit wére der 5-HT3-Rezeptor aber immer noch
auch ein empfindliches Ziel fur indirekte Effekte (z.B. 5-HT-Ausschittung), verursacht durch

diese Substanzen.

Einfluss von Apomorphin auf die 5-HT (30 uM)-induzierten Stréme durch den 5-HT3a-

Rezeptor

Um auf die Struktur-Wirkungsbeziehung von den emetogenen Substanzen weiterhin einzugehen,
wurde die Wirkung von Apomorphin am 5-HT3a-Rezeptor untersucht. Apomorphin ist ein Do—
Rezeptor-Agonist und wirkt stark emetogen, weswegen es friher klinisch bei Vergiftungen ein-
gesetzt worden ist. Die Substanz weist gewisse strukturelle Ahnlichkeit zu Morphin auf (s. Me-
thoden), hat aber keine Affinitat am p-Rezeptor, wirkt daher nicht analgetisch und Sucht- poten-
zierend (Estler, 1990).

Apomorphin unterdriickte konzentrationsabhangig und reversibel die 5-HT (30 puM)-induzierten
Stréme bei 60 s Vorapplikation (ICso = 0,4 pM, und hatte keinen signifikanten
Effekt auf die Stromkinetiken (Abbildung 35). Interessanterweise — im Unterschied zu all den
anderen untersuchten Substanzen — aktivierte Apomorphin (10 und 30 uM) den 5-HT3a-Rezeptor,
indem es in Abwesenheit des Rezeptoragonisten (5-HT) reproduzierbare Strome ausléste. Die
Spezifitdit dieses Effektes wurde durch Experimente mit dem selektiven 5-HTs—
Rezeptorantagonisten Ondansetron sichergestellt, der den Apomorphin-induzierten Ein-
wartsstrom reversibel hemmte (Abbildung 37). Aktivierung (in Abwesenheit von Serotonin) und
Inhibierung (in Anwesenheit von Serotonin) sind keineswegs widerspriichliche Befunde, wenn
man annimmt, dass Apomorphin ein schwéacherer und nur partieller Agonist im Vergleich zu Se-
rotonin ist. Zusétzlich ist bekannt, dass Agonisten nach langerer Applikation h&ufig Rezeptoren
desensibilisieren (auch ein langerer 5-HT-Puls wirde dies verursachen).

Matsumoto et al. (1996) berichten von einem durch Apomorphin (1-10 uM) ausgeldsten konzent-
rationsabhangigen Serotoninanstieg im Ratten-Hippokampus (Microdialyse-Studie in vivo).
Ahnliche Befunde werden auch von Balcioglu et al., (2003) berichtet. Apomorphin ist ein D,-
Rezeptor-Agonist, was seine emetische Wirkung zumindest teilweise erklart. Dennoch ist es so-

mit zusatzlich mdglich, dass direkte und indirekte Mechanismen an 5-HT3a-Rezeptoren beteiligt
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sind. Das Prinzip, dass eine Substanz mehrere spezifische Angriffspunkte hat, ist nicht unbekannt
und wurde vorher schon fir Metoclopramid diskutiert, welches neben einem D,-
Rezeptorantagonismus auch 5-HT3-Rezeptoren bei klinischen Konzentrationen hemmt (Walkem-
bach et al., 2005). Allerdings muss betont werden, dass der Effekt von Apomorphin erst weit o-
berhalb klinischer Plasmakonzentrationen auftrat (Cnax = 0,06 nM; Teclapharm GmgH, Line-
burg, Deutschland, 2003) und somit die klinische Relevanz fraglich ist.
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Einfluss von Endopeptiden auf die 5-HT (30 uM)-induzierten Strome durch den 5-HT3a-

Rezeptor

Schlie3lich wurden Experimente mit endogenen Opioiden - Peptid-artigen Substanzen mit hoher
Affinitat an Opiatrezeptoren - durchgefiihrt. Endorphine und Opioide greifen an denselben Re-
zeptoren an: Endomorphin 2 ist vorwiegend affin zum p-Rezeptor, wahrend Met-Enkephalin ak-

tiv am &-, aber auch am p- und k-Opioid-Rezeptor ist (Zadina et al., 1997).

Die raumliche Struktur dieser Peptide zeigt Ahnlichkeiten mit Morphin: Die Hydroxylgruppen an
dritter Stelle und die Amino-Gruppen im gleichen Abstand lassen eine &hnliche Wirkung vermu-
ten. Es ist allerdings zu beachten, dass Enkephalin (hier nur Teilsequenz des Peptids) insgesamt

ein groReres molekulares VVolumen besitzt.

Morphin Teilsequenz von Enkephalinen

Abbildung 42: Struktureller Vergleich von Morphin mit den Enkephalinen. Man beachte, dass die Hydro-

xylgruppen in Position 3 und die Amino-Gruppen den gleichen Abstand aufweisen.
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Endomorphin 2 ist ein Tetrapeptid, dem die hochste Affinitdt und Selektivitat fur die
p-Opiatrezeptoren zugeschrieben wird (Zadina et al., 1997). Es hat im Unterschied zu Morphin
und Hydromorphon die Amplitude der 5-HT (30 pM)-induzierten Strdme und die Aktivierungs-
kinetik des 5-HT3a-Rezeptors nicht beeinflusst (Abbildung 40/und |Abbildung 41). Das Peptid hat
unabhangig von der Applikationsart die Inaktivierungskinetiken — ahnlich zu den synthetischen
Opioiden — beschleunigt (Abbildung 40). Somit hemmen die endogenen Opioide den 5-HTza-
Rezeptor eher, und zeigen nicht wie erwartet — ausgehend von der Strukturdhnlichkeit
(Abbildung 42) - einen morphinartigen potenzierenden Effekt. Die Endopeptide werden im Plas-

ma durch Endopeptidasen wie z.B. Enkephalinase abgebaut und sind von daher in vivo kaum zu

bestimmen. Deshalb war es schwierig, Literaturdaten (ber die Menschenplasmakonzentrationen
von Endomorphin 2 zu erheben, weswegen man kaum Aussagen treffen kann, ob der beobachtete
Effekt innerhalb Plasmakonzentrationen aufgetreten ist. Es kann jedoch von Tierexperimenten
ausgegangen werden, die zeigen, dass nach systemischer (i.v.) Applikation von Endomorphin 2 in
Ratten eine analgetische Plasmakonzentration von ca. 900 ng/kg erreicht wird, was ungefahr 1
MM entspricht (Czapla et al., 2000).

Met-Enkephalin ist ein Pentapeptid. Im Unterschied zu Endomorphin 2, bindet es nicht aus-
schlieflich am p-sondern auch am 8-Opioid-Rezeptor. Die Unterschiede in der Bindungsaffinitat
und Selektivitat der endogenen Opioide konnten verschiedene Mechanismen in ihrer analgeti-
schen Wirkung zur Folge haben. Im Unterschied zu Endomorphin 2 fuhrte Met-Enkephalin zu
keiner signifikanten Veranderung sowohl der Amplituden, als auch der Kinetiken der 5-HT (30
puM)-induzierten Strome. Figuerola und Leston. (1996) haben Met-Enkephalin im Zusammen-
hang mit dem Kopfschmerztyp bei Migrénepatienten untersucht und festgestellt, dass die physio-
logische Plasmakonzentration des Peptids im picomolaren Bereich (0,25 + 0,01 pmol/l) liegt, was
von anderen Autoren bestatigt wurde (1 pmol/l; Plotnikoff et al., 1997). Demnach kann man da-
von ausgehen, dass die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Experimente mit Met-
Enkephalin sogar oberhalb der Plasmakonzentrationen keine signifikante Wirkung am 5-HT3a-
Rezeptor gezeigt haben.

Die emetische Wirkung der Opioide wird mit ihrer Wirkung am &-und /oder k-Rezeptor in Ver-
bindung gesetzt (Barnes und Bunce., 1991). Harris (1982) vermutet, dass Enzyme, wie z.B. die
Enkephalinase, durch Chemotherapeutika abgebaut werden und dass die Inhibierung des
Enkephalin-Abbaus in emetischen Zentren (Area postrema) Emesis und Ubelkeit potenzieren
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konnte. Dartber hinaus stimulieren die Chemotherapeutika 5-HT3-Rezeptoren indirekt, indem sie
eine Serotoninfreisetzung aus den enterochromaffinen Zellen in der visceralen Mukosa bewirken.
Das ist ein Grund, warum diese Substanzen starke Ubelkeit und Erbrechen auslosen, welches
durch Antagoniserung von 5-HT3-Rezeptoren gehemmt wird (Gandara und Rolia, 1986). Dieses
Beispiel zeigt, dass 5-HT3-Rezeptoren als Vermittler der Emesis durchaus ein indirektes Ziel
emetogener Substanzen sein kdnnen, selbst wenn diese keinerlei direkte Effekte auf diese Rezep-

toren austiben.
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Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Charakterisierung modulatorischer Einfliisse von
Antimigranemitteln,  synthetischnen  und  koOrpereigenen  Opioiden  auf  5-HT3a-

lonenkanalrezeptoren.

Der 5-HT3-Rezeptor besitzt pharmakologische Bedeutung hinsichtlich der Therapie von zytosta-

tika-induziertem und postoperativem Erbrechen sowie Schmerz. Da Messungen 5-HT -Rezeptor-

vermittelter synaptischer Antworten in-vivo schwer durchzufuhren sind, ist es sinnvoll, mit Hilfe
von in-vitro Methoden Erkenntnisse Uber das serotonerge Transmittersystem zu gewinnen. Eine
Madglichkeit, um Liganden-gesteuerte lonenkanéle in vitro elektrophysiologisch zu untersuchen,
ist die Kultivierung neuronaler Zellen, die native 5-HT ,-Rezeptoren exprimieren. Vorteilhafter ist

die isolierte Betrachtung der funktionellen Rezeptor-Aktivitdt anhand heterolog exprimierter
Rezeptoren. Wir verwendeten als Modell fiir neuronale 5-HT ,-Rezeptoren den humanen homo-

meren 5-HT, ,-Rezeptor, welcher in HEK293-Zellen stabil exprimiert wurde. Die elektrophysio-

logischen Eigenschaften der in diesem Modell erhaltenen 5-HT3a-lonenkanéle und die Wirkung
der Pharmaka auf die Kanéle wurden mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik im ,,outside out”“ Mo-

dus untersucht.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Gruppen von Analgetika untersucht,
die auf unterschiedlichen Ebenen Emesis verursachen und moéglicherweise mit dem serotoniner-
gen System interagieren. Manche Substanzen haben den Rezeptor innerhalb oder nah dem Be-
reich der Plasmakonzentrationen beeinflusst, indem sie entweder eine Verstarkung des 5-HT-
induzierten Gesamtsignals (Sumatriptan, Morphin, Hydromorphon) oder Rezeptorinhibierung
(Morphin, Hydromorphon) gezeigt haben. Um die Struktur-Wirkungsbeziehung dieser Effekte
besser zu charakterisieren wurden potentere (synthetische Opioide) und strukturverwandte endo-
gene Opioide (Endomorphin und Met-Enkephalin) und Emetika (Apomorphin) an 5-HT3a-
Kandlen untersucht. Es wurden im Einzelnen die folgenden Effekte beobachtet:

1. Konzentrationsabhangige und reversible Unterdriickung der 5-HT (30 uM)-induzierten lonen-

strome (Morphin, Hydromorphon, Apomorphin).
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2. Verlangsamung der Aktivierungs- (Morphin, Hydromorphon) und Deaktivierungskinetiken der
5-HT (30 pM)-induzierten lonenstrome (Morphin, Hydromorphon, Sumatriptan)

3. Beschleunigung der Aktivierungs- (Alfentanil ) und der Inaktivierungskinetiken der 5-HT (30

puM)-induzierten lonenstrome (DHE, Alfentanil, Sufentanil, Remifentanil und Endomorphin 2)

4. Aktivierung des 5-HT3a-Rezeptors durch Apomorphin (10 und 30 pM) in Abwesenheit des
Agonisten (5-HT).

Der Vergleich der Ergebnisse mit den jeweiligen klinischen Wirkspiegeln zeigt, dass emetogene
Substanzen entweder den Serotonin-Effekt am 5-HT3-Rezeptor potenzieren (z.B. durch Inaktivie-
rungsverlangsamung wie bei Morphin, Sumatriptan, Hydromorphon) oder aber diesen Rezeptor
bei klinischen Konzentrationen eher unbeeinflusst lassen (synthetische Opioide). Letztere M6g-
lichkeit ist erkl&rbar durch indirekte Mechanismen, die womdglich 5-HTs-Rezeptoren einbezie-
hen oder durch Mechanismen Uber nicht-serotonerge Bahnen. Die hier beschriebenen Beobach-
tungen legen die Vermutung nahe, dass Effekte dieser Medikamente eine Rolle bei der 5-HT3a-
Rezeptor-vermittelten Schmerz- und Emesismodulation spielen kénnen. Die vorgestellten Ergeb-
nisse bestdtigen nochmals, dass die Vielzahl an 5-HT-Rezeptoren bzw. Rezeptorsubtypen und

ihre weite Verbreitung im Organismus ein duBerst komplexes Wirkungsgeschehen bedingt.

Da Unterschiede zwischen den Wirkungen der Medikamente in vitro und in vivo verschiedene
Auspragungen von (Neben-)Wirkungen erklaren konnten, ist es schwierig, die Vielzahl der Ef-
fekte am 5-HT3a-Rezeptor an unterschiedlichen Rezeptor-Systemen mit einer Methode zu erfas-
sen. Trotzdem deuten die beobachteten Effekte an, dass die analgetische und die emetogene Wir-

kung durch gezielte Synthese neuer Opioide pharmakologisch separierbar sein konnte.
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