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1. Einleitung

1.1 Allgemeine Einfihrung

Bereits in préahistorischen Kulturen von vor 12000 Jahren finden sich Spuren des Gebrauchs von
psychotropen Pflanzenextrakten als Rausch- und Genussmittel sowie als Bestandteil von Gift-
und Heiltranken. Erste Hinweise auf die Kultivierung des Schlafmohns (Papaver somniferum)
liefern archdologische Funde von Mohnsamen- und kapseln aus steinzeitlichen Pfahlbauten am
Ufer des Bodensees in der Schweiz. 6000 Jahre alte Schrifttafeln der Sumerer beschreiben das
Prozedere zur Gewinnung des Mohnsaftes: durch Anritzen der Kapsel tritt die Mohnmilch aus,
trocknet ein und wird am nachsten Tag durch Abschaben gewonnen. Die Sumerer nannten den
Schlafmohn die Pflanze der Freuden. Uber Agypten gelangte das Wissen (iber die Droge und
deren Zubereitung nach Griechenland, wo die Mohnmilch auch ihren heute bei uns
gebrdauchlichen Namen Opium (von altgriechisch omog, Saft) erhielt. Auch im Mittelalter fanden
Ausziige des Schlafmohns Anwendung; so erfand Paracelsus seine Wunderarznei Laudanum,
deren tatsachlicher Opiumgehalt jedoch bis heute ungeklart ist (Schmidbauer und vom Scheidt,
2004). Bis Anfang des 19. Jahrhunderts war jedoch vollig unbekannt, welche Inhaltsstoffe die

wohlgeschatzte Wirkung des Opiums ausmachen.

In der Trockenmasse des Opiums im Rohzustand sind ca. 25 Alkaloide enthalten, darunter in
geringen Anteilen Papaverin, Thebain, Narcotin, Codein und Noscapin. Mit ca. 12 %
Gesamtanteil stellt jedoch das 1806 vom Paderborner Apotheker Friedrich Wilhelm Adam
Serturner erstmals isolierte und charakterisierte Morphin das Hauptalkaloid des Opiums dar
(Serturner, 1806). Seinen Namen erhielt es 1817 von Sertiirner in Anlehnung an Morpheus, den
griechischen Gott des Schlafes.

Heute spielen vom Morphin abgeleitete Substanzen wie Fentanyl, Sufentanil, Remifentanil,
Oxycodon und viele andere eine wichtige Rolle in der modernen Medizin. Als Substanzen mit

hohem analgetischem Potential finden sie vor allem Anwendung in der intraoperativen



Ausschaltung des Schmerzempfindens sowie in der adaquaten Therapie postoperativer und
chronischer ~ Schmerzzustdnde einschlielich des  Tumorschmerzes. Auch in  der
Substitutionstherapie heroinabhdngiger Patienten haben einige der mittlerweile synthetisch
hergestellten Substanzen, wie Buprenorphin oder Methadon, ihren Platz gefunden.

1.2 Die Opioidrezeptorfamilie

1.2.1 Nomenklatorisches

Im Jahr 1996 wurde durch die NC-IUPHAR (International Union of Basic and Clinical
Pharmacology Committee on Receptor Nomenclature and Drug Classification) eine neue
Nomenklatur fir die Opioidrezeptoren vorgeschlagen. Demnach wird eine Benennung der
Rezeptorsubtypen p, 3, k, als OP3 OP; und OP, empfohlen. Allerdings konnte sich dieses System
in der Forschergemeinde gegentber der geldufigen Nomenklatur mit griechischen Buchstaben bis
dato nicht vollends durchsetzen und wurde revidiert, so dass an dieser Stelle die Benennung der
Subtypen in der bisher vertrauten Nomenklatur erfolgt. Eine Sonderstellung nimmt der zuletzt
entdeckte und den Opioidrezeptoren zugeordnete Nociceptin/Orphanin FQ-Rezeptor ein. Nach
anfanglichen Zuordnungsschwierigkeiten und unterschiedlicher Namensgebung findet nach
offizieller Empfehlung der NC-ITUPHAR (Foord et al., 2005) in dieser Arbeit die Bezeichnung
NOP-Rezeptor Verwendung.

1.2.2 Die Opioidrezeptoren

Lange wurde Uber den Wirkmechanismus des Morphins und seiner Derivate spekuliert, bis 1973
drei Forschergruppen unabhédngig voneinander spezifische Bindungstellen fur Morphin im Hirn

von Saugern nachweisen konnten (Pert und Snyder, 1973; Simon et al., 1973; Terenius, 1973).
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Dass es mehr als einen Opioidrezeptor bzw. verschiedene Interaktionsmoglichkeiten fir
Liganden an diesem gibt, vermutete Philip S. Porthogese aufgrund von Strukturanalysen
(Portoghese, 1965), bevor es schlieBlich gelang, die Existenz von zunéchst zwei verschiedenen
Opioidrezeptoren aufzudecken (Martin et al., 1976). Die entdeckten Rezeptortypen wurden
aufgrund ihrer hohen Affinitat fur Morphin p bzw. xRezeptor (hohe Affinitat fur
Ketocyclazocin, ein Benzomorphanderivat) genannt. Pharmakologische Untersuchungen am
Illeum des Meerschweinchens sowie am Vas deferens der Maus fiihrten zur Entdeckung des
dritten Opioidrezeptors, genannt & (fir deferens) (Lord et al., 1977). Die Suche nach weiteren
verwandten Rezeptoren fiihrte zur Charakterisierung des zunéchst als ORL1 (Mollereau et al.,
1994) bzw. LC132 (Bunzow et al., 1994) benannten Rezeptors mit signifikanter

Sequenzhomologie zu den bereits bekannten Typen.

Durch Klonierungs-Experimente gelang der molekularbiologische Nachweis der Rezeptoren im
Saugetier (Evans et al., 1992; Kieffer et al., 1992; Minami et al., 1993; Wang et al., 1993).
Inzwischen gelang auch die Klonierung menschlicher Opioidrezeptoren sowie die Lokalisierung
der zugehdrigen Gene auf chromosomaler Ebene (Befort et al., 1994; Wang et al., 1994; Yasuda
et al., 1994). Durch diese Untersuchungen stellte sich heraus, dass die Opioidrezeptoren sieben

Transmembrandomanen besitzen und zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren zahlen.

1.2.3 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Die Struktur der Opioidrezeptoren entspricht dem einheitlichen Bausystem der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren. Der N-Terminus der Aminosdurekette liegt im Extrazelluldarraum,
wahrend der C-Terminus intrazellulér lokalisiert ist. Die ca. 400 Aminosauren lange Peptidkette
durchspannt die Zellmembran siebenmal (Evans et al., 1992), wodurch auBer den beiden N- und
C-terminalen Sequenzen und den sieben transmembrandren Doménen drei extrazelluldre und drei
intrazellulare Schleifen entstehen (Abbildung 1). G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren (GPCR)

lassen sich nach phylogenetischen Gesichtspunkten in mehrere Klassen unterteilen, wobei die
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Opioidrezeptoren der Klasse 1, fur die prototypisch der Rhodopsin-Rezeptor gilt, zuzurechnen
sind (Foord et al., 2005). Die Opioidrezeptor-Subtypen zeigen in ihrer Aminosauresequenz eine
hohe Strukturhomologie, unterscheiden sich allerdings in der Sequenz des N- und C-Terminus,
sowie weiterer Bereiche, woraus man schlielt, dass eben diese Abweichung fir die
Bindungscharakteristik der Subtypen fiir verschiedene spezifische Liganden verantwortlich ist
(Kong et al., 1994). Grundsatzlich treten alle Opioide Uber den N-Terminus mit dem Rezeptor in
Verbindung und inhibieren  G-Protein-vermittelt die Bildung von cyclischem
Adenosinmonophosphat (CAMP) durch Hemmung der Adenylatcyclase. Desweiteren kommt es

zur Inaktivierung von Calciumkandlen sowie zur Aktivierung von Kaliumkanalen.

Extrazellular Raum

Zytoplasma

Abb. 1: Exemplarische Darstellung eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors mit sieben
Transmembrandoménen (modifiziert nach Tikhonova und Constanzi, 2009)

1.2.4 Vorkommen und Funktion der verschiedenen Subtypen

Die Opioidrezeptorsubtypen sind in unterschiedlicher Verteilung im Zentralnervensystem (ZNS)
sowie im peripheren Gewebe lokalisiert. Die Rezeptordichte der Subtypen variiert stark in den

unterschiedlichen Gewebearten.
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1.2.4.1 Der p-Rezeptor

Der p-Rezeptor ist quantitativ der am meisten exprimierte der drei Opioidrezeptorsubtypen. Die
hochste Dichte findet sich in Strukturen des Vorder-, Mittel- und Hinterhirns. Insbesondere in
Amygdala, Hippocampus, Thalamus, Nucleus accumbens, der Pars compacta der Substantia nigra
(Mansour et al., 1987) sowie in den Raphekernen und dem periaquaduktalen Grau (Hawkins et
al., 1988) konnte der p-Rezeptor in hoher Dichte gefunden werden. Mit Hilfe
immunzytochemischer Verfahren konnte eine hohe Dichte auch im Bulbus olfactorius (Schulz et
al., 1998; Thompson et al., 1993) sowie in den oberflachlichen Schichten des Hinterhorns des
Ruckenmarks (Besse et al., 1991; Cheng et al., 1997) gesichert werden. Im Kleinhirn fetaler,
neugeborener und erwachsener Ratten konnten Mrkusich et al. (2004) insbesondere in den

Purkinje-Zellen eine Expression von p-Rezeptor mMRNA detektieren.

Neben der Verbreitung im ZNS lassen sich noch eine Vielzahl peripherer Gewebe benennen, in
denen eine Rezeptorexpression beobachtet werden kann, so im Gastrointestinaltrakt (Bagnol et
al., 1997), in der Cochlea (Jongkomonwiwat et al., 2003), in dermalen und epidermalen
Nervenfasern der Haut (Stander et al., 2002) sowie in CD 4'- Immunzellen (Chuang et al., 1995).
Die weite Verbreitung des Rezeptors in unterschiedlichen peripheren Geweben und zentralen
Arealen legt den Schluss nahe, dass der p-Rezeptor eine Rolle bei vielen physiologischen

Prozessen spielt. Tabelle 1 gibt einen Uberblick tber die funktionelle Bedeutung des Rezeptors.

1.2.4.2 Der 6-Rezeptor

Im Gegensatz zum p-Rezeptor konnte fiir den d-Rezeptor nur eine diskrete Expression im
Zentralnervensystem gefunden werden. Es ist ein ausgepragter Gradient von hoher Dichte in
Vorderhirnregionen zu relativ niedriger Dichte in den Regionen des Hinterhirns zu verzeichnen.
Die hochsten Konzentrationen konnten im Bulbus olfactorius, im Putamen, im Nucleus
accumbens sowie in der Amygdala bei Untersuchungen am Mausehirn gefunden werden (Goody

et al., 2002). Ahnlich dem p-Rezeptor findet sich eine hohe Rezeptorexpression auch in den
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Laminae | und Il des Hinterhorns, ber welche die analgetischen Effekte der entsprechenden
Rezeptoragonisten vermittelt werden (Besse et al., 1991). Vergleichende in vitro Untersuchungen
am Hirn von Ratten und Menschen konnten eine nahezu gleiche Verteilung des 6-Rezeptors fur

beide Spezies im ZNS nachweisen (Blackburn et al., 1988).

Auch auBlerhalb des ZNS liel3 sich das Vorkommen des 6-Subtyps sichern. Unlangst gelang der
Nachweis in der Haut (Salemi et al., 2005), im Innenohr der Ratte (Jongkamonwiwat et al., 2003)
sowie in Immunzellen (Gavériaux et al., 1995). Im Mausmodell konnte eine erhdhte Expression
des Rezeptors bei gastrointestinaler Inflammation beobachtet werden (Pol et al., 2003). Die
Funktion des 6-Rezeptors bei verschiedenen physiologischen Prozessen ist weniger gut belegt als
beim p-Subtyp. Es wird jedoch angenommen, dass er eine Rolle in der gastrointestinalen und
kardiovaskuldren Regulation sowie in der Regulation von Stimmung und Verhalten spielt
(Reinscheid et al., 1995) (siehe auch Tabelle 1).

1.2.4.3 Der k-Rezeptor

k-Rezeptoren sind hauptsachlich im zerebralen Kortex, Nucleus accumbens, Claustrum und
Hypothalamus verbreitet (Kitchen et al., 1997). Im Gegensatz zum p- bzw. 6- Subtyp spielen «-
Rezeptoren im Hinterhorn des Riickenmarks nur eine untergeordnete Rolle (Besse et al., 1991),
scheinen jedoch gemeinsam mit den 6-Rezeptoren eine Rolle bei Inflammationsprozessen zu
spielen (Pol et al., 2003). Weitere Bedeutung wird dem «-Rezeptor insbesondere fir die
Regulation neuroendokrinologischer Prozesse, der Diurese und dem Schmerzempfinden
zugeschrieben (Dhawan et al., 1996) (Tabelle 1).
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1.2.4.4 Der NOP-Rezeptor

Der NOP-Rezeptor, welcher als bisher Letzter der Klasse der Opioidrezeptoren zugeordnet
wurde, zeigt eine breitgefacherte Verteilung innerhalb des Zentralnervensystems. Insbesondere in
Kortex, Ncl. suprachiasmaticus, Amygdala, Hippocampus sowie in Kernregionen des Thalamus
fand sich eine starke Rezeptorexpression (Clarke et al., 2002). Funktionelle Bedeutung wird dem
NOP-Rezeptor u.a. in der Regulation von Stress- und Angstreaktionen zugeschrieben (Tabelle 1).
Dabei konnten durch verhaltensexperimentelle Studien an Ratten, denen Nociceptin/Orphanin FQ
(N/OFQ), also der endogene Ligand dieses Rezeptors, intracerebroventricular appliziert wurde,
sowohl Hinweise fur eine anxiolytische (Jenck et al., 2000) als auch anxiogene (Fernandez et al.,
2004) Komponente gefunden werden. Ferner 16st die Gabe von Nociceptin/Orphanin FQ bei
Ratten eine kardiovaskul&re Depression mit Bradykardie und Hypotension, sowie eine gesteigerte
Diurese aus (Kapusta et al., 2005). In zwei unterschiedlichen Studien konnte sowohl eine durch
NOP-Agonisten induzierte Inhibition der Opiat-Analgesie und Hyperalgesie (Mogil et al., 1996)
als auch ein dosisabhangig gegenldufiger Effekt beobachtet werden (Inoue et al., 1999). Die

Frage nach einer NOP-Rezeptor gebundenen Hyperalgesie bedarf weiterer Untersuchungen.

Durch in vivo und in vitro Studien am Nager zeigte sich eine NOP-Rezeptor vermittelte
Inhibition der Glutamat- (Nicol et al., 1996), Dopamin- (Murphy et al., 1996), Acetylcholin- (Itoh
et al., 1999), Serotonin- (Marti et al., 2003) und Noradrenalinfreisetzung (Schlicker et al., 1998a).
Das NOP-Rezeptor-System scheint daher eine entscheidende Rolle bei der synaptischen

Transmission im Zentralnervensystem zu spielen.
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Rezeptorsubtyp Funktion

H Analgesie
Atemdepression

Euphorie

Gastrointestinale Regulation
Immunregulation
Neuroendokrine Sekretion

) Analgesie
Diurese
Dysphorie
Neuroendokrine Sekretion
Thermoregulation
Sedation

K Analgesie
Immunregulation
Gastrointestinale Regulation

NOP Anxiogenese
Anxiolyse
Kardiovaskulare Depression
Diurese
Spinale Analgesie
Supraspinale Hyperalgesie

Tab. 1: Ubersicht tiber die Funktion der einzelnen Opioidrezeptorsubtypen

1.3 Endogene Liganden

Mit der Entdeckung der Opioidrezeptoren stand nun die Frage nach endogenen Liganden im
Raume. Es erschien unwahrscheinlich, dass der Koérper die Rezeptoren lediglich zur Bindung

exogener Substanzen bereithélt. Durch Hughes et al. (1975) konnte erstmals das VVorkommen
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endogener Opioidliganden belegt werden. Es handelt sich um zwei strukturverwandte
Pentapeptide mit der Sequenz Tyr-Gly-Gly-Phe-Met/ Leu. Sie wurden Met- bzw. Leu-Enkephalin
genannt.

Dieser Entdeckung folgte die Identifizierung von mehr als 20 weiteren endogenen
Opioidliganden, die N-terminal alle tber die oben erwédhnte Aminosauresequenz verfiigen.
Unterschiede bestehen in der Lange der Aminosaureketten, die von 5-31 Aminosauren reichen
kann. Die préferentielle Wirkung einiger endogener Liganden in Bezug auf die jeweiligen
Rezeptorsubtypen sowie eine Auswahl exogener Liganden sind in Tabelle 2 dargestellt.

Alle endogenen Opioidliganden leiten sich von Opioidprecursor-Molekdlen ab, welche als Pro-
Opiomelanocortin (POMC), Pro-Enkephalin und Pro-Dynorphin bezeichnet werden. Durch
posttranslationale Prozessierung kann aus POMC das melanozytenstimulierende Hormon (MSH),
das adrenocorticotrope Hormon (ACTH) sowie B-Endorphin gebildet werden. Die beiden
Enkephaline werden aus Pro-Enkephalin gebildet; Pro-Dynorphin dient als VVorlaufermolekal fur
Dynorphin A und B (Nakanishi et al., 1979).

Als endogener Ligand des Nociceptin/Orphanin FQ-Rezeptors gilt das 1995 von zwei
unabhéngigen Forschergruppen identifizierte Heptadekapeptid Nociceptin (Meunier et al., 1995;
Reinscheid et al., 1995). Nociceptin bindet mit hoher Affinitdt an den NOP-Rezeptor, zeigt
jedoch trotz der hohen Sequenzhomologie zwischen dem NOP-Rezeptor und den klassischen
Opioidrezeptoren keinen Effekt an Letzteren und lasst sich durch Naloxon, das einen stark
antagonistischen Effekt an den drei klassischen Opioidrezeptoren entfaltet, nicht antagonisieren.
Nociceptin, das eine gewisse Ahnlichkeit beziiglich der Aminoséauresequenz mit Dynorphin A
besitzt, wird aus Prepronociceptin (PPNOC) abgespalten. Das PPNOC-Gen konnte sowohl aus
Nager-, als auch menschlicher DNA isoliert werden und d&hnelt in der genetischen
Zusammensetzung stark den Genen fiir die Vorldufermolekiile der endogenen Liganden der
klassischen Opioidrezeptoren (Preproenkephalin, Preprodynorphin, Preproopiomelanocortin)
(Mollereau et al., 1996).
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(N/OFQ)

Rezeptorsubtyp Endogene Liganden Exogene Liganden
Agonisten Antagonisten
n S-Endorphin DAMGO CTAP
Endomorphin-1 Fentanyl
Endomorphin-2 Morphin
Sufentanil
S Leu-Enkephalin DPDPE Naltrindol
Met-Enkephalin DSBULET Naltriben
SNC 80
K Big-Dynorphin Cla77 Nor-binaltorphimin
Dynorphin A Salvinorin A GNTI
U-69,593
NOP Nociceptin N/OFQ-(1-13)-NH, J-113397
(anderer Name: Ro 64-6198 JTC-801
Orphanin F/Q) UFP102 [Nphe']N/OFQ(1-13)NH,

UFP101
SB612111

Tab. 2: Endogene und exogene Liganden der Opioidrezeptorsubtypen p, 8, kx und NOP
(modifiziert nach Alexander et al., 2009)
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Zielsetzung dieser Arbeit ist die Identifizierung der Opioidrezeptorsubtypen |, k, 6 und NOP in
unterschiedlichen Gewebearten (Retina, zerebraler Kortex, und Vas deferens) und verschiedenen
Tierspezies (Meerschweinchen, Ratte, Maus). Desweiteren soll die Wirkung von Opioidrezeptor-
Agonisten- und Antagonisten auf die elektrisch stimulierte Noradrenalinfreisetzung untersucht
werden. Ein weiteres Augenmerk liegt auf der Untersuchung der Wirkung von Effektoren des
Endocannabinoidsystems am opioidergen System, d.h. ob und in welcher Weise am
Cannabinoidsystem wirksame Substanzen einen Effekt iber Opioidrezeptoren vermitteln oder die
Wirkung von Opioiden Uber einen synergistischen oder allosterischen Mechanismus zu

beeinflussen vermaogen.
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2. Methoden und Statistik

2.1 Superfusionsversuche

Die Superfusionsversuche wurden an zerebralem Kortexgewebe von NMRI-Ma&usen und Wistar-
Ratten durchgefuhrt. Desweiteren wurden Superfusionsversuche an der Retina von Dunkin-
Hartley-Meerschweinchen sowie am Samenleiter von NMRI-Mdausen durchgefiihrt. Hierzu
wurden nach Dekapitation der Tiere vom Gehirn 0,3 mm dicke Lagen prépariert, die durch eine
Stanze zu runden Schnitten von 3 mm Durchmesser weiterverarbeitet wurden. Auch von der
Retina wurden Schnitte mit einem Durchmesser von 3 mm ausgestanzt. Vom Samenleiter, der
eine sehr derbe Konsistenz aufweist, wurden ca. 3 mm grofRe Gewebsschnitte nach dem
AugenmaR prapariert. Die Praparate wurden dann 60 Minuten lang mit 25 nmol [*H]-
Noradrenalin (spezifische Aktivitat 53,0 Ci/mmol) bei 37 °C in physiologischer Kochsalzldsung
(PSL; entspricht modifizierter Krebs-Henseleit-Losung) inkubiert.

NaCl 118 CaCl, 1,3! Ascorbinsaure 0,06
NaHCO3; 25 KH>PO,4 1,2 NazEDTAZ 0,03
KCI 4,8 MgSQO, 1,2 Glucose 10

Tab. 3: Zusammensetzung der fur die Inkubation und Superfusion verwendeten physiologi-
schen Kochsalzldsung (PSL) in mM (Millimolar); *CaCl,- Konzentration war 3,25
mM in den Versuchen am Vas deferens und manchen Superfusionsversuchen am
Kortex der Maus, “Ethylendiamintetraessigsaure-Dinatriumsalz

Die Schnitte wurden fir die Dauer der Inkubation und wéhrend des gesamten Versuches mit
Carbogen (95 % O, und 5 % CO,) begast. Das vorinkubierte Gewebe wurde dann in
Superfusionskammern zwischen zwei Platinelektroden Uberfiihrt; die Superfusion mit PSL
erfolgte bei 37 °C mit einem Durchlauf von ca. 1 ml/Minute. Ab der 35. Minute wurden 5-
Minuten-Fraktionen des Superfusates gesammelt. Zur Bestimmung des Tritiumgehalts der

einzelnen Fraktionen durch Flussigkeitsszintillationsmessung (mit dem Zahlgerdt Beckman LS
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6000 TA) wurden den Fraktionen 1,2 Volumeneinheiten Lumagel Safe®, ein Szintillationsmittel
mit groRer Wasseraufnahmekapazitét, zugefuigt. Auch in den Gewebeschnitten selbst wurde nach
Versuchsende der Tritiumgehalt mittels Flussigkeitsszintillationsmessung bestimmt. Hierzu
wurden die Gewebeproben in je 0,5 ml Soluene aufgeldst und mit einem selbsthergestellten
Cocktail (6 mg PPO und 100 ug POPOP in 1 ml Toluol), einem Szintillationsmittel mit geringer

Wasseraufnahmekapazitat, versetzt.

Die Dauer der Versuche betrug 110 Minuten, wobei die Tritiumabgabe nach der 40. und nach der
90. Minute fur jeweils zwei Minuten mit elektrischen Rechteckimpulsen stimuliert wurde: S; und
S,. Hierbei wurden folgende Stimulationsparameter gewdhlt: 0,3 Hz, 50 mA und 2 ms bei
Versuchen am Kortexgewebe und 3 Hz, 200 mA und 2 ms bei Versuchen an Retina und Vas
deferens. In einer Versuchsreihe am Kortex wurden die Versuche sowohl mit einer Reizfrequenz
von 0,3 Hz als auch mit 3 Hz durchgefihrt. Die im Versuchsansatz enthaltenen Hilfspharmaka
Desipramin (1 uM), Rauwolscin (1 uM), Nomifensin (10 uM), sowie die zu untersuchenden
Antagonisten waren wahrend des gesamten Versuchs in der Superfusionslosung enthalten, die

Agonisten hingegen wurde dem Medium erst ab der 62. Minute zugefugt.

2.2 Berechnungen und Statistik

2.2.1 Berechnung der basalen und stimulierten Tritiumfreisetzung

Zunéchst wurde durch Flussigkeitsszintillationsmessung der Tritiumgehalt einer jeden 5-
Minuten-Fraktion ausgezéhlt. Die Tritiumabgabe wurde dann als Anteil des Tritiumgehalts in den
Schnitten zu Beginn der jeweiligen Sammelperiode berechnet (“Efflux*). Durch Ermittlung der
Tritiumabgabe in der Sammelperiode unmittelbar vor dem Pharmakonwechsel (t;; 55.-60.
Minute) und unmittelbar vor dem 2. Reiz (t; 85.-90. Minute) konnte der basale Efflux
quantifiziert werden, d. h. die ohne Stimulation gemessene Tritiumabgabe. Hierbei wurde als
Mal} fir den Einfluss der Pharmaka auf die Tritiumabgabe t; bei Pharmaka, die wahrend des
gesamten Experiments anwesend waren, bzw. t,/ t; bei ab der 62. Minute anwesenden Pharmaka
bestimmt. Aus der Differenz zwischen der basalen und der totalen Tritiumabgabe wahrend der
Stimulation und der folgenden 13 Minuten ergab sich die stimulierte Tritiumfreisetzung, die in
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Prozent des zu Beginn der Stimulation in den Schnitten enthaltenen Tritiums angegeben wurde.
Hierbei wurde angenommen, dass die basale Tritiumabgabe von der Fraktion vor dem Reiz bis
zur Fraktion 15-20 Minuten nach dem Reiz linear abnimmt. Bei Pharmaka, die wahrend der
gesamten  Superfusionsdauer anwesend waren, wurde zur Quantifizierung einer
Pharmakonwirkung auf die stimulierte Tritiumabgabe S; ermittelt, wahrend der Quotient S,/S;

betrachtet wurde flr Pharmaka, die ab der 62. Minute anwesend waren.

2.2.2 Berechnung der Wirkungsstéarken von Pharmaka

Als MaR fur die Wirkungsstarke eines Agonisten diente der pECso-Wert. Dieser ist definiert als
negativer dekadischer Logarithmus der Agonistenkonzentration, welche die halbmaximale
Wirkung hervorruft (ECsp). Als Maximaleffekt wurde die Wirkung definiert, die bei der hochsten
untersuchten Konzentration beobachtet wurde. Wenn beispielsweise die hdchste untersuchte
Konzentration eine Hemmung um 80 % bewirkte, dann wurde die ECs, auf der Basis des Wertes
graphisch ermittelt, der um 40% hemmt. Substanzen, deren Bindung an den Rezeptor nur zu
einem reduzierten Maximaleffekt fuhrte, d. h. die weder den reinen Agonisten noch den reinen
Antagonisten zugeordnet werden konnten, wurden als Partialagonisten Kklassifiziert. Ihre
intrinsische Aktivitat ist definiert als das Verhdltnis der am Rezeptor maximal auslsbaren
Wirkung zum absoluten Wirkungsmaximum, d. h. der durch einen reinen oder vollen Agonisten
desselben Rezeptors maximal ausldésbaren Wirkung. Die intrinsische Aktivitat kann Werte
zwischen 0 und 1 annehmen.

Die Wirkungsstarke eines Antagonisten wurde durch den “scheinbaren” pA,-Wert bestimmt
(Furchgott, 1972). Der pA,-Wert gibt den negativen dekadischen Logarithmus der
Antagonistenkonzentration an, die nétig ist, um die Konzentration mit der halbmaximalen

Wirkung des Agonisten zu verdoppeln.

[E1

[E] 1} —log[ B]

-~

[E’] ECsp in Anwesenheit des Antagonisten
[E] ECso in Abwesenheit des Antagonisten
[B]  Konzentration des Antagonisten
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2.2.3 Statistik

Bei den Versuchsergebnissen wurde jeweils der Mittelwert + SEM (Standardabweichung des
Mittelwerts) aus n Experimenten aufgefiihrt, wobei n die Anzahl der Versuche wiedergibt.
Hierbei errechnet sich die SEM aus dem Quotienten der Standardabweichung und der
Quadratwurzel der Versuchsanzahl. Die S;- und t;-Werte ergeben sich aus einem Mittelwert von
mehreren Schnitten pro Versuch, die S,/Si- und ty/t;-Werte basieren auf je einem Schnitt pro
Experiment. Die Diagramme zeigen die elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung, dargestellt als
Quotient S,/S1, der in Relation gesetzt wurde zum S,/S;-Wert der Kontrollversuche.

Die Mittelwerte wurden mithilfe des t-Tests fur unverbundene Stichproben verglichen. Lagen
mehrere Versuchswerte mit identischer Kontrolle vor, wurde die Bonferroni-Korrektur

durchgefuhrt.
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2.3 Verwendete Substanzen

Zur Durchfiihrung der Superfusionsversuche wurden verschiedene Pharmaka genutzt. Eine
Ubersicht tiber die verwendeten Substanzen und deren Bezugsquellen gibt Tabelle 4.

-(-)-[Ring-2,5,6->’H-Noradrenalin NEN, Zaventem, Belgien

Cannabidiol GW Pharmaceuticals, Ely, England

DAMGO [D-Ala’*,NMe-Phe* Gly-ol°Jencephalin | Bachem, Heidelberg, Deutschland
(Formel, s. Abb. 9)

Desipraminhydrochlorid Ciba-Geigy, Basel, Schweiz
DPDPE [D-Pen?,D-Pen’]- enkephalin NeoMPS, StraRburg, Frankreich
J-113397 (1-[3R,4R)-1-Cyclooctylmethyl-3- Banyu, Tsukuba, Japan

hydroxymethyl-4-piperidyl]-3-ethyl-1,3-dihydro-

2H-benzimidazol-2-on)

LLumagel Safe® Lumac-LSC B.V, Groningen, Niederlande

Morphin (Formel s. Abb. 9) Merck, Darmstadt, Deutschland

MR-2266 (N-methyl-2-phenyl-N-[(5R,7S,8S)-7- | Boehringer, Ingelheim, Deutschland
pyrrolidin-1-yl-1-oxaspiro[4.5]decan-8-

yl]acetamid
Naloxonhydrochlorid (Formel, s. Abb. 7) Sigma, Miinchen, Deutschland
Naltrindol Sigma, Minchen, Deutschland
Nociceptin (Formel s. Abb. 14) Bachem, Heidelberg, Deutschland
Nomifensin Hoechst, Frankfurt, Deutschland
NPhe!-Nociceptin (1-13) NeoMPS, Strallburg, Frankreich
Rauwolscinhydrochlorid Roth, Karlsruhe, Deutschland
Soluene® Packard Instrument Company, Meriden,
USA
SR141716 Sanofi, Montpellier, Frankreich
Tetrodotoxin Roth, Karlsruhe, Deutschland
U69,593 Sigma, Minchen, Deutschland

Tab. 4. Zusammenstellung der fur die Superfusionsversuche verwendeten Substanzen und
deren Bezugsquellen
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Lumagel Safe® ist ein eingetragenes Warenzeichen der Lumac-LSC B.V., P.O. Box 9540, 9703
LM Groningen, Niederlande.
Soluene® ist ein eingetragenes Warenzeichen der Packard Instrument Company Inc., One State

Street, Meriden, CT 06450, USA

Stammlésungen der Pharmaka wurden mit DMSO (Dimethylsulfoxid) (Cannabidiol, SR 141617),
Zitratpuffer (0,1 mM, pH 4,8) (Tetrodotoxin) oder Wasser (restliche Pharmaka) hergestellt und
mit physiologischer Salzlésung auf die gewinschte Endkonzentration verdunnt. Der

Tritiumefflux wurde durch DMSO und Zitratpuffer nicht beeinflusst.
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2.4 Verwendete Gerate und Materialien

Im Rahmen der Superfusionsversuche wurden verschiedene Gerédte und Verbrauchsmaterialien
benutzt. Tabelle 5 gibt einen Uberblick tiber die verwendeten Geréte und Materialien sowie deren

Bezugsquellen.

Analysenwaage Sartorius 2004 MP Gottingen, Deutschland
Flussigkeitsszintillationszahler Beckman LS 6000 TA Fullerton, Californien, USA
Laborwaage Sartorius 1610 Gottingen, Deutschland
Magnetrihrer IKA RH 464995 Staufen im Breisgau, Deutschland
Mikroliterpipette Eppendorf Nr. 4780 Hamburg, Deutschland
Mini Poly-Q-Vials Beckman Nr. 592928 Miinchen, Deutschland
Pipettenspitze Eppendorf Nr. 0030063.619 und 627 Hamburg, Deutschland
Stimulator Hugo-Sachs 125/T March-Hugstetten, Deutschland
Superfusionsanlage Eigenbau der Werkstatt des
Pharmakologischen Instituts
Thermostat Eppendorf Hamburg, Deutschland
Wasserbad GFL 1003 Burgwedel, Deutschland

Tab. 5: Zusammenstellung der fir die Superfusionsversuche verwendeten Gerate und Ma-
terialien sowie deren Bezugsquellen
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2.5 Verwendung der tritiummarkierten Transmitter

In einigen der im Folgenden beschriebenen Versuchsserien finden Gewebeschnitte aus der Retina
des Meerschweinchens Verwendung. Die Besonderheit der Retina des Meerschweinchens liegt
darin, dass sie — im Gegensatz zur Netzhaut anderer Saugetierspezies - selbst nicht vaskularisiert
ist und keine noradrenergen Neurone besitzt. Frihere Studien haben gezeigt, dass
tritiummarkiertes Noradrenalin ebenso wie Dopamin selbst in dopaminerge Zellen (Amakrin-
Zellen) aufgenommen und von dort freigesetzt wird (Schlicker, et al.; 1998b). Die Versuchswerte
variieren starker bei Verwendung von tritiummarkiertem Dopamin (Schlicker 1996), so dass in
den Versuchsreihen dieser Studie, die an der Retina durchgefuhrt wurden, der Verwendung von
tritiummarkiertem Noradrenalin der Vorzug gegeben wurde. Die anderen in dieser Studie
verwendeten Gewebe (zerebraler Kortex und Samenleiter) verfligen tGber noradrenerge Neurone,

in die [*H]-Noradrenalin regular aufgenommen wird.
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3. Ergebnisse

3.1 Allgemeines

Der basale Tritiumefflux wurde - wie bereits im Methodenteil beschrieben - als t; bei Pharmaka,
die wéhrend der gesamten Versuchsdauer anwesend waren, und als t,/t; fir Pharmaka, die nach
dem Pharmakonwechsel (ab der 62. Minute) der Superfusion zugefligt wurden angegeben.
Tabelle 6 zeigt verschiedene t;-Werte von Kontrollversuchen (jeweils in Abwesenheit von
Antagonisten und Agonisten). Der basale Tritiumefflux wéhrend t; wurde von den zugegebenen

Pharmaka nicht beeinflusst (hier nicht gezeigt).

Die to/t;—Werte in 9 Kontrollversuchen an der Retina des Meerschweinchens in Anwesenheit
von Nomifensin 10 uM lagen bei 0,80 + 0,08. In 11 Versuchen am Rattenkortex in
Anwesenheit von Desipramin 1 uM und Rauwolscin 1 M ergaben sich t,/t;-Werte von 0,84 +
0,03. Ahnliche Werte ergaben sich auch in Versuchen am Méausekortex und am Samenleiter der
Maus. Diese Werte wurden von den untersuchten Pharmaka nicht beeinflusst (nicht gezeigt).

Tabelle 7 zeigt die S;-Werte jeweils in An- und Abwesenheit der unterschiedlichen
Antagonisten;  die  Antagonisten  selbst  beeinflussten  die  stimulierte  3[H]-

Noradrenalinfreisetzung nicht.



Hilfspharmaka Basale Stimulierte Tritiumabgabe

(UM; wahrend Tritiumabgabe
der gesamten wahrend t;
Versuchsdauer
anwesend)
Frequenz Versuchsdauer Stromstarke S: S,/S;
(Hz) (min) (mA)
Kortex (Maus) Desipramin 1 0,3 110 50 0,0035+0,0004  10,84+0,66 1,10+ 0,02
Rauwolscin 1
Kortex (Maus)l Desipramin 1 3 110 50 0,0079+0,0003  37,11+4,56 0,66+0,04
Rauwolscin 1
Kortex (Ratte) Desipramin 1 0,3 110 50 0,0043+0,0005 6,80+0,47 1,05+0,04
Rauwolscin 1
Retina Nomifensin 10 3 110 200 0,0089+0,0013 9,39+1,99 0,92+0,12
(Meerschweinchen)
Vas deferens (Maus) Desipramin 1 3 110 200 0,0040+0,0003 2,94+0,24 1,04+0,11
Rauwolscin 1

! Ca?*-Konzentration im Superfusionsmedium 3,25 mM statt 1,3 mM

Tab. 6: Basale und stimulierte Tritiumabgabe von 3[H]-Noradrenalin-vorinkubierten Gewebeschnitten unter den verschiedenen

Versuchsbedingungen

Die Schnitte wurden mit *[H]-Noradrenalin-haltiger physiologischer Salzlésung vorinkubiert und unter den oben genannten Versuchsbedingungen
superfundiert. t; (basale Tritiumabgabe) wurde in der 5-Minuten-Fraktion vor dem Pharmakonwechsel (55.-60. Minute) gemessen. Die Stimulation
der Tritiumabgabe erfolgte nach 40 (S;) und 90 (S,) Minuten. S,/S; entspricht dem Quotienten der stimulierten Tritiumabgabe aus S; undS,. Die
Daten basieren auf Kontrollversuchen in Abwesenheit von Agonisten und Antagonisten. Mittelwerte £ SEM (Standardfehler des Mittelwerts) aus

3-24 VVersuchen. Hz (Hertz); mA (Milliampere); uM (Mikromolar); mM (Millimolar)

8¢
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Die Quantifizierung der stimulierten Tritiumabgabe erfolgte mittels Bestimmung der S; bzw.
S2/S; Werte, die Reize S; und S, wurden nach 40 bzw. 90 Minuten bei 110 Minuten
Versuchsdauer appliziert. Entsprechende Werte sind in Tabelle 6 fur Kontrollexperimente an
verschiedenen Gewebeschnitten zusammengefasst. Die elektrisch stimulierte Tritiumabgabe aus
*[H]-Noradrenalin-vorinkubierten Retinaschnitten wurde durch Tetrodotoxin (TTX) 1 pM um 96
+ 1 % und durch Calcium-Entzug um 99,95 + 0,05 % gehemmt (Abbildung 2).
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Abb. 2: Einfluss von Tetrodotoxin und Ca**- Entzug auf den Tritiumefflux

Retinascheiben vom Meerschweinchen wurden in 3[H]-Noradrenalin-haltiger physiologischer
Salzlésung vorinkubiert und fur 110 Minuten superfundiert. Die Stimulation erfolgte
elektrisch (3 Hz, 200 mA, 2 ms) nach 40 (S;) und 90 (S;) Minuten. Dem
Superfusionsmedium war Nomifensin 10 uM zugegeben. Tetrodotoxin (TTX) 1 uM wurde ab
der 62. Minute zugegeben (C). Der Entzug der Ca®*-lonen erfolgte ebenfalls ab der 62.
Minute (B). A zeigt den Kontrollversuch. Mittelwert £ SEM (Standardfehler des Mittelwerts)
aus 5-8 Versuchen. Hz (Hertz); mA (Milliampere); uM (Mikromolar)
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u Maus Kortex Naloxon 0 3 8,26+ 1,04
0,1 3 8,01 +0,79
) Maus Vas deferens Naltrindol 0 5 2,61+0,72
0,0001 4 2,80 +0,79
0,001 5 3,89+ 0,62
K Meerschweinchen MR 2266 0 6 10,00 + 1,80
Retina
0,032 6 9,07+1,01
NOP Maus Kortex J-113397 0 6 10,90 £ 0,32
0,1 6 11,22 + 0,46
1 5 10,38 +£ 0,55
Maus Kortex NPhe!- 0 4 11,94 +£ 0,52
Nociceptin (1-
13)
0,5 4 13,80 £ 0,41

Tab. 7: Einfluss der Opioidrezeptorantagonisten auf die elektrisch stimulierte Tritium-
freisetzung (S1) aus *[H]-Noradrenalin-vorinkubierten Gewebeschnitten:;
n (Anzahl der Versuche); uM (Mikromolar)




31

3.2 Opioidrezeptorsubtypen in der Retina

Im Rahmen dieser Versuchsreihe wurde der Einfluss des k-Opioidrezeptor-Agonisten U-69,593,
des p-Agonisten DAMGO, sowie des 8-Agonisten DPDPE auf die Tritiumfreisetzung aus [*H]-
Noradrenalin vorinkubierten Retinaschnitten untersucht. Die Versuchsdauer betrug 110 Minuten;
die Stimulation erfolgte elektrisch mit den Stimulationsparametern: 3 Hz, 200 mA und 2 ms.
Dem Superfusionsmedium war von Beginn an und fur die gesamte VVersuchsdauer Nomifensin 10

MM zugegeben. Der Agonist wurde dem Medium ab der 62. Minute zugefuhrt.
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Abb. 3: Wirkung von U-69,593, DAMGO und DPDPE

Retinascheiben von Meerschweinchen wurden in [®H]-Noradrenalin-haltiger physiologischer
Salzlésung vorinkubiert und im Anschluss fur 110 min superfundiert. Die Stimulation erfolgte
elektrisch (3 Hz, 200 mA, 2 ms) nach 40 (S;) und 90 (S;) min. Dem Superfusionsmedium
war Nomifensin 10 uM fiir die gesamte Versuchsdauer zugegeben. Die Agonisten (U-69,593,
DAMGO, DPDPE) waren ab der 62. min anwesend. Mittelwerte £ SEM (Standardfehler des
Mittelwerts) aus 5-9 Versuchen. = p<0,001, verglichen zu der nicht im Bild gezeigten
Kontrolle. Hz (Hertz); mA (Milliampere); uM (Mikromolar)
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Fur den «-Opioidrezeptoragonisten U-69,593 zeigte sich eine konzentrationsabhangige
Hemmung der Tritiumfreisetzung auf bis zu 28+ 6% der Kontrollen. Eine sehr hohe
Konzentration von DAMGO und DPDPE zeigte keinen Einfluss auf die Tritiumfreisetzung
(Abbildung 3). In der néchsten Versuchsreihe wurde die Wirkung von U-69,593 und dessen
Wechselwirkung mit MR-2266 néher charakterisiert. Der k-Opioidrezeptor-Antagonist MR-2266
(wéhrend der ganzen Versuchsdauer im Medium enthalten) bewirkte eine Rechtsverschiebung
der Konzentrations-Wirkungs-Kurve von U69,593 (siehe Abbildung 4). Der pA,-Wert betrégt
7,59. MR-2266 selbst beeinflusste die elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung nicht (S;. siehe
Tabelle 7).
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Abb. 4: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von U-69,593 und Wechselwirkung mit
MR-2266

Retinascheiben von Meerschweinchen wurden in [*H]-Noradrenalin-haltiger physiologischer
Salzlésung vorinkubiert und im Anschluss fur 110 Minuten superfundiert. Die Stimulation
erfolgte elektrisch (3 Hz, 200 mA, 2 ms) nach 40 (S;) und 90 (S;) Minuten. Dem
Superfusionsmedium war Nomifensin 10 uM sowie MR-2266 0,032 uM fiur die gesamte
Versuchsdauer zugegeben. U-69,593 wurde dem Medium ab der 62. Minute zugefugt.
Mittelwert + SEM (Standardfehler des Mittelwerts) aus 5-9 Versuchen. ~ p<0,001,
verglichen zu der im Bild nicht gezeigten U-69,593-freien Kontrolle. Hz (Hertz); mA
(Milliampere); uM (Mikromolar)
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3.3 Opioidrezeptorsubtypen im Nagerkortex

Analog zur Versuchsreihe an der Meerschweinchenretina erfolgte in dieser Versuchssequenz die
Darstellung der Wirkung der drei Opioidrezeptor-Agonisten U-69,593, DAMGO und DPDPE auf
die Tritiumfreisetzung im Mausekortex. Die Stimulation erfolgte elektrisch (0,3 Hz, 50 mA, 2
ms) nach der 40. (S;) und 90. (S;) Minute bei 110 Minuten Versuchsdauer. Die Agonisten
wurden dem Superfusionsmedium ab der 62. Minute zugesetzt. Wahrend der gesamten
Versuchsdauer waren dem Medium zur Hemmung der Wiederaufnahme von Noradrenalin
Desipramin 1 pM sowie Rauwolscin 1 uM, als a.Adrenozeptor-Antagonist, zugesetzt. Der p-
selektive Agonist DAMGO senkte die Tritiumfreisetzung konzentrationsabhéngig auf bis zu 17 +
1%. Der o-selektive Agonist DPDPE sowie U-69,593, welches Selektivitat am k-Rezeptor zeigt,

beeinflussten die Tritiumfreisetzung in einer hohen Konzentration nicht (Abbildung 5).
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Abb. 5: Wirkung von DAMGO, U-69,593 und DPDPE

Kortexschnitte von der Maus wurden in [*H]-Noradrenalinhaltiger physiologischer Salzlésung
vorinkubiert und im Anschluss fur 110 Minuten superfundiert. Die Stimulation erfolgte
elektrisch (0,3 Hz, 50 mA, 2 ms) nach 40 (S;) und 90 (S;) Minuten. Dem
Superfusionsmedium waren Desipramin 1 pM und Rauwolscin 1 pM fur die gesamte
Versuchsdauer zugegeben. Die Agonisten (U-69,593, DAMGO, DPDPE) waren ab der 62.
mjn anwesend. Mittelwert £ SEM (Standardfehler des Mittelwerts) aus 2-8 Versuchen

p<0,001, verglichen zu der im Bild nicht gezeigten Kontrolle. Hz (Hertz); mA
(Milliampere); uM (Mikromolar)




34

In der néchsten Versuchserie wurde die Wirkung des am p-Rezeptor selektiv wirkenden Peptids
DAMGO, sowie seine Wechselwirkung mit dem potenten Opioidrezeptorantagonisten Naloxon
am Kortexgewebe der Maus untersucht. Zu diesem Zweck wurden Konzentrations-Wirkungs-
Kurven erstellt (Abbildung 6); Naloxon war dem Medium wéahrend der ganzen Versuchsdauer

zugegeben.
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Abb. 6: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von DAMGO und Wechselwirkung mit
Naloxon

Kortexschnitte von der Maus wurden in [*H]-Noradrenalin-haltiger physiologischer
Salzldsung vorinkubiert und im Anschluss fir 110 Minuten superfundiert. Die Stimulation
erfolgte elektrisch (0,3 Hz, 50 mA, 2 ms) nach 40 (S;) und 90 (S;) Minuten. Dem
Superfusionsmedium waren Desipramin 1 pM, Rauwolscin 1 pM und Naloxon 0,1 pM fir
die gesamte Versuchsdauer, DAMGO ab der 62. min zugegeben. Mittelwert £ SEM
(Standardfehler des Mittelwerts) aus 3-4 Versuchen. ™ p<0,001, ‘p<0,05, verglichen zu der
im Bild nicht gezeigten DAMGO-freien Kontrolle. Hz (Hertz); mA (Milliampere); uM
(Mikromolar)

DAMGO senkte die Tritiumfreisetzung konzentrationsabhéngig. Naloxon (Formel, s. Abbildung
7) fuhrte zu einer Rechtverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve von DAMGO.
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Der pA,-Wert von Naloxon betragt 8,7. Naloxon selbst hatte keinen Einfluss auf die elektrisch

stimulierte Tritiumfreisetzung (S1; siehe Tabelle 7).

HO Naloxon
0O
H N—_~CH,
O

Abb. 7: Strukturformel von Naloxon

3.4 n-Opioid-Rezeptor im Nagerkortex: ndhere Charakterisierung

Der p-Opioid-Rezeptor wurde in dreifacher Hinsicht néher charakterisiert: a) Vergleich zwischen
Maus und Ratte; b) Vergleich zwischen DAMGO und Morphin; c) Vergleich der beiden
Agonisten bei verschiedenen Stimulationsbedingungen. Hierfir wurden Kortexschnitte in [°H]-
Noradrenalin-haltiger physiologischer Salzlésung vorinkubiert und fir 110 Minuten
superfundiert. Die Stimulation erfolgte mit 0,3 Hz, 50 mA und 2 ms nach 40 und 90 Minuten
(wenn nicht anders angegeben). Desipramin 1 uM und Rauwolscin 1 uM waren fur die komplette
Versuchsdauer anwesend.

Die Auswirkung von DAMGO auf die stimulierte Tritiumfreisetzung im Ma&use- und
Rattenkortex wurde in der ersten Versuchssequenz vergleichend untersucht. Abbildung 8 zeigt

die Konzentrations-Wirkungs-Kurven von DAMGO am Méuse- und Rattenkortex. Sowohl im
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Méuse— als auch im Rattenkortex bewirkte DAMGO konzentrationsabhangig eine Hemmung der
stimulierten [*H]-Noradrenalin- Freisetzung. Im Mausekortex wurde die Tritiumfreisetzung auf
bis zu 20 £ 1%, im Kortexgewebe der Ratte auf bis zu 13 + 1% der Kontrolle gesenkt. Der pECsp.
Wert (negativer dekadischer Logarithmus des Wertes, der eine Hemmung von 40 % (Maus) bzw.
von 42,5 % (Ratte) bewirkt betragt 7,17 bzw. 7,43.
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Abb. 8: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von DAMGO an Mause- und Rattenkortex

Kortexschnitte von Maus und Ratte wurden in [°H]-Noradrenalin-haltiger physiologischer
Salzldsung vorinkubiert und im Anschluss fur 110 Minuten superfundiert. Die Stimulation
erfolgte elektrisch (0,3 Hz, 50 mA, 2 ms) nach 40 (S;) und 90 (S;) Minuten. Dem
Superfusionsmedium waren Desipramin 1 puM und Rauwolscin 1 pM fir die gesamte
Versuchsdauer, DAMGO ab der 62. min zugegeben. Mittelwert + SEM (Standardfehler des
Mittelwerts) aus 3 Versuchen. Fiir DAMGO 10'M bis 10°M waren die Hemmgrade bei der
Ratte signifikant starker (p<0,01) als bei der Maus. Hz (Hertz); mA (Milliampere); uM
(Mikromolar)
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In der zweiten Versuchsreihe wurden die Effekte von Morphin und DAMGO (Formeln, s. Abb.
9) am Kortexgewebe der Maus verglichen. Morphin zeigte einen konzentrationsabhéngigen
Hemmeffekt auf die elektrisch evozierte Tritiumfreisetzung im Mausekortex und senkte die
Noradrenalinfreisetzung auf bis zu 67 = 6% der Kontrolle. Der pECs betragt 6,03. In Versuchen
mit Morphin unter Zugabe von Naloxon 0,1 pM zeigte sich eine Rechtsverschiebung der
Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Morphin. Der pA,-Wert errechnete sich mit 9,1. Naloxon

beeinflusste die elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung nicht (S;-Wert; Tabelle 7).

DAMGO HO Morphin

CH3 0

i H
N\‘\‘ N\).LN ©
) [ I

H o) CH,

NH N
HO 2 H I
OH HO™

Abb. 9: Strukturformeln von DAMGO und Morphin

Wie schon unter 3.4 berichtet wurde, senkte DAMGO ebenfalls konzentrationsabhangig die
stimulierte Freisetzung, jedoch in hdherem Mal3e als Morphin, auf bis zu 20 + 1 % des
Kontrollwertes (Abbildung 10)
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Abb. 10: Konzentrations-Wirkung-Kurven von Morphin und DAMGO bei Stimulation
mit 0,3 Hz

Kortexschnitte der Maus wurden in [*H]-Noradrenalin-haltiger physiologischer Salzldsung
vorinkubiert und im Anschluss fir 110 Minuten superfundiert. Die Stimulation erfolgte
elektrisch (0,3 Hz, 50 mA, 2 ms) nach 40 (S;) und 90 (S;) Minuten. Dem
Superfusionsmedium waren Desipramin 1 puM und Rauwolscin 1 uM fir die gesamte
Versuchsdauer zugegeben. Mittelwert £+ SEM (Standardfehler des Mittelwerts) aus 3-4
Versuchen. 'p<0,05; ~p<0,01; ~ p<0,001, verglichen zur entsprechenden, nicht im Bild
gezeigten DAMGO- bzw. Morphin-freien Kontrolle. Hz (Hertz); mA (Milliampere); uM
(Mikromolar)

In der dritten Versuchsserie wurde die Stimulationsfrequenz auf 3 Hz erhoht. Die Stromstérke
wurde ebenfalls erhdht (200 mA). Zusatzlich wurde die Calcium-Konzentration im
Superfusionsmedium auf 3,25 mM erhoht. Abbildung 11 zeigt den Einfluss von Morphin und
DAMGO auf die stimulierte Tritiumfreisetzung bei 3 Hz im Vergleich zur Versuchsreihe mit der
Stimulationsfrequenz von 0,3 Hz. DAMGO hemmte die elektrisch stimulierte Freisetzung des
Tritiums bei 0,3 Hz signifikant hoher als bei 3 Hz (Abbildung 11) Zwar lie sich fir Morphin 100
MM Kein signifikanter Unterschied zwischen der Stimulation mit 3 Hz gegentber der Stimulation
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mit 0,3 HZ feststellen, allerdings bestand der Tendenz nach auch hier eine Abschwéachung bei der

hoheren Reizfrequenz.
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Abb. 11: Einfluss von Morphin und DAMGO auf den stimulierten Tritiumefflux

bei 0,3 und 3 Hz

Kortexschnitte der Maus wurden in [*H]-Noradrenalin-haltiger physiologischer Salzlésung
vorinkubiert und im Anschluss fur 110 Minuten superfundiert. Die Stimulation erfolgte in der
ersten Versuchsreihe mit 0,3 Hz, 50 mA, 2 ms und in der zweiten Versuchsreihe mit 3 Hz,
200 mA, 2 ms jeweils nach 40 (S;) und 90 (S;) Minuten. Dem Superfusionsmedium waren
Desipramin 1 uM und Rauwolscin 1 uM flr die gesamte Versuchsdauer zugegeben; bei den
Versuchen mit 3 Hz war ferner die Ca**- Konzentration 3,25 mM (statt der tblichen 1,3 mM).
Mittelwert + SEM (Standardfehler des Mittelwerts) aus 3-4 Versuchen. ~p<0,01; = p<0,001,
verglichen zur Morphin- bzw. DAMGO-freien Kontrolle; °°°p<0,001, verglichen zum Werte
bei 0,3 Hz; NS ( nicht signifikant); Hz (Hertz); mA (Milliampere); uM (Mikromolar); mM

(Millimolar)
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3.5 u-Opioid-Rezeptor im Nagerkortex: Wirkung von Cannabinoid-Rezeptor-Liganden

SR141716 (Rimonabant) greift in das korpereigene Cannabinoidsystem
(Endocannabinoidsystem) ein und vermittelt seine Wirkung Gber einen antagonistischen Effekt an
Cannabinoid-Rezeptoren des Subtyps CB;. Das aus der Hanfpflanze gewonnene, schwach
psychoaktive Cannabidiol hemmt die Wirkung von Cannabinoiden am CB,-Rezeptor (ber einen
inversen Agonismus und entfaltet eine antagonistische Wirkung am GPR55-Rezeptor, dessen
physiologische Rolle noch nicht endgultig aufgeklart werden konnte, von einigen Autoren jedoch
als dritter Cannabinoid-Rezeptor postuliert wird (Ryberg et al., 2007).

In dieser Versuchsserie sollte geklart werden, ob die beiden am Endocannabinoidsystem
wirksamen Substanzen SR141716 und Cannabidiol eine Wirkung auf die Opioidrezeptor-
vermittelte Hemmung der elektrisch evozierten Tritiumfreisetzung besitzen. Zu diesem Zweck
wurden Superfusionsversuche am Kortexgewebe der Ratte durchgefiihrt.

Die préaparierten Gewebeschnitten wurden fir 110 Minuten superfundiert. Die Stimulation
erfolgte elektrisch mittels Rechteckimpuls mit einer Frequenz von 0,3 Hz und einer Stromstérke
von 50 mA fir 2ms nach 40 und 90 Minuten Versuchsdauer. Dem Medium waren Desipramin
und Rauwolscin (jeweils 1 puM) fiir die gesamte Versuchsdauer zugegeben. Abbildung 12 zeigt
die Konzentrations-Wirkungs-Kurve von DAMGO unter Zugabe von 10 pM SR141716.
Rimonabant 10 pM zeigte keinen signifikanten Eigeneffekt bezuglich der evozierten
Tritiumfreisetzung (S;-Wert; Tabelle 7 und S,/S;-Wert; Abb. 12).


http://de.wikipedia.org/wiki/Cannabinoid
http://de.wikipedia.org/wiki/Endocannabinoid-System
http://de.wikipedia.org/wiki/Cannabinoid-Rezeptor
http://de.wikipedia.org/wiki/Cannabinoid-Rezeptor_1
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Abb. 12: Konzentrations-Wirkungs-Kurve SR141716

Kortexschnitte der Ratte wurden in [*H]-Noradrenalin-haltiger physiologischer Salzlésung
vorinkubiert und im Anschluss fir 110 Minuten superfundiert. Die Stimulation erfolgte
elektrisch mit 0,3 Hz, 50 mA, 2 ms nach 40 (S;) und 90 (S;) Minuten. Dem
Superfusionsmedium waren Desipramin 1 uM und Rauwolscin 1 puM fur die gesamte
Versuchsdauer zugegeben. Mittelwert £+ SEM (Standardfehler des Mittelwerts) aus 3-8
Versuchen. ~ p<0,001, verglichen zur entsprechenden, nicht im Bild gezeigten DAMGO-
freien Kontrolle. Hz (Hertz); mA (Milliampere); uM (Mikromolar)

Aus den Konzentrations-Wirkungs-Kurven wird ersichtlich, dass - wie bereits in Kapitel 3.3 und
3.4 - beschrieben der p-Agonist DAMGO eine konzentrationsabh&dngige Hemmung der elektrisch
stimulierten Tritiumfreisetzung bewirkt. Zugabe von Naloxon 0,032 uM (scheinbarer pA,: 8,87)
bewirkt eine Verschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve nach rechts. Unter Zugabe von
SR141716 wird die DAMGO-vermittelte Hemmung der stimulierten Tritiumfreigabe nicht
signifikant verandert. Mit der zweiten Versuchsreihe wurde untersucht, ob Cannabidiol neben
seiner Wirkung an Cannabinoidrezeptoren auch einen Einfluss am p-Opioidrezeptor besitzt
(Versuchsbedingungen wie in der vorherigen Serie). Es wurde eine Konzentrations-Wirkung-
Kurve fir DAMGO alleine sowie fir DAMGO unter Zugabe von Cannabidiol 10 uM, unter
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Zugabe von Naloxon 0,01 uM und letztlich eine Kurve unter Beifligung beider Substanzen in der
jeweiligen oben angegebenen Konzentration erstellt. Erwartungsgemaf senkte DAMGO auch in
dieser Versuchsserie die elektrisch stimulierte Tritumfreisetzung gegenlber der Kontrolle.
Cannabidiol zeigte keinen Einfluss auf die DAMGO-vermittelte Hemmung der
Monoaminfreisetzung. Unter Naloxon-Zugabe verschob sich die Konzentrations-Wirkungs-

Kurve nach rechts. Cannabidiol 10 uM beeinflusste auch diesen Effekt nicht.
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Abb. 13: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Cannabidiol

Kortexschnitte der Ratte wurden in [*H]-Noradrenalin-haltiger physiologischer Salzlésung
vorinkubiert und im Anschluss fur 110 Minuten superfundiert. Die Stimulation erfolgte
elektrisch mit 0,3 Hz, 50 mA, 2 ms nach 40 (S;) und 90 (S;) Minuten. Dem
Superfusionsmedium waren Desipramin 1 pM und Rauwolscin 1 pM fur die gesamte
Versuchsdauer zugegeben. Mittelwert £+ SEM (Standardfehler des Mittelwerts) aus 3-8
Versuchen. = p<0,001, verglichen mit der entsprechenden, nicht im Bild gezeigten DAMGO-
freien Kontrolle. Hz (Hertz); mA (Milliampere); uM (Mikromolar)
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3.6 NOP-Rezeptor im Nagerkortex: ndhere Charakterisierung

In zwei Versuchsreihen wurde die Wirkung von Nociceptin (Formel, s. Abb. 14), dem endogenen
Liganden des NOP-Rezeptors, auf die stimulierte Tritiumfreisetzung und seine jeweilige
Interaktion mit den NOP-Rezeptor-Antagonisten NPhe'-Nociceptin (1-13) und J-113397
untersucht. Die Versuche wurden jeweils mit einer Stimulationsfrequenz von 0,3 Hz und einer
Stromstarke von 50 mA durgefiihrt. Die Reizdauer betrug 2 ms. Die Antagonisten waren von
Beginn an im Superfusionsmedium enthalten; Nociceptin wurde ab dem Pharmakonwechsel (d.h.
ab der 62. Minute) dem Superfusionsmedium zugefihrt.

NPhe*-Nociceptin (1-13) sowie J-113397 hatten in beiden Versuchsreihen keinen signifikanten
Eigeneffekt auf die stimulierte Freisetzung von [®H]-Noradrenalin (Si; Tabelle 7.) Zur
Wirkungscharakterisierung wurde eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve fir Nociceptin alleine
und in Interaktion mit NPhe’-Nociceptin (1-13) bzw. J-113397 erstellt (Abbildung 15).
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Abb. 14: Strukturformel von Nociceptin (Phe-Gly-Gly-Phe-Thr-Gly-Ala-Arg-Lys-Ser-
Ala-Arg-Lys-Leu-Ala-Asn-GIn); Aminosdurensequenz gemaf internationalem
Dreibuchstabencode
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Abb. 15: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Nociceptin und Interaktion mit NPhe!-
Nociceptin (1-13) und J-113397

Kortexschnitte der Maus wurden in [®H]-Noradrenalin-haltiger physiologischer Salzldsung
vorinkubiert und im Anschluss fur 110 Minuten superfundiert. Die Stimulation erfolgte
elektrisch mit 0,3 Hz, 50 mA, 2 ms nach 40 (S;) und 90 (S;) Minuten. Dem
Superfusionsmedium waren Desipramin 1 pM und Rauwolscin 1 pM fur die gesamte
Versuchsdauer zugegeben. Mittelwert £+ SEM (Standardfehler des Mittelwerts) aus 3-8
Versuchen. ~p<0,01; = p<0,001, verglichen zur entsprechenden, nicht im Bild gezeigten
Nociceptin-freien Kontrolle. Hz (Hertz); mA (Milliampere); uM (Mikromolar)

Nociceptin  hemmte in beiden Versuchsreihen konzentrationsabhéngig die stimulierte
Tritiumfreisetzung um bis zu 80 £ 1% der Kontrolle. Der pECso-Wert in den beiden Serien war
8,17 bzw. 7,53 und unterschied sich aus unbekannten Griinden. Sowohl NPhe*-Nociceptin (1-13)
als auch J-113397 bewirkten eine Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve von
Nociceptin. Die pA,-Werte waren: NPhe’-Nociceptin (1-13) 6,5 und J-113397- 8,1).
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3.7 8- Opioidrezeptor am Samenleiter der Maus

In den Kapiteln 3.2 und 3.3 wurde nach dem Vorkommen von 6-Opioid-Rezeptoren in der
Meerschweinchen-Retina und im Nagerkortex gesucht, allerdings war eine hohe Konzentration
des &-selektiven-Opioidrezeptor-Agonisten DPDPE ohne Wirkung. Die grundsatzliche
Wirksamkeit von DPDPE wurde in einem klassischen 6-Opioid-Rezeptor-Modell, dem
Samenleiter der Maus Uberprift. Dort wurde auch seine Wechselwirkung mit Naltrindol, als
selektivem &-Opioidrezeptor-Antagonisten, untersucht.

[@)]

C

5

3 100+

o -~ DPDPE

g ;c? 804 - + Naltrindol 0,001 uM
23 ox =&+ Naltrindol 0,0001 uM
s E 604 *

L O

X

.q_') S 40' kAl

E% *hKk **

] o\o 20' *kk

wn ~

e

(&)

E T T T T T

< -9 -8 -7 -6 -5

(5]

)

DPDPE (log M)

Abb. 16: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von DPDPE und Wechselwirkung mit
Naltrindol

Samenleiterschnitte der Maus wurden in [*H]-Noradrenalin-haltiger physiologischer
Salzlésung vorinkubiert und im Anschluss fir 110 Minuten superfundiert. Die Stimulation
erfolgte elektrisch mit 3 Hz, 200 mA, 2 ms nach 40 (S;) und 90 (S;) Minuten. Dem
Superfusionsmedium waren Desipramin 1 pM und Rauwolscin 1 pM sowie Ca** 3,25 mM
fir die gesamte Versuchsdauer zugegeben. Mittelwert + SEM (Standardfehler des
Mittelwerts) aus 3-7 Versuchen. p<0,05; ~p<0,01; ~p<0,001, verglichen zur
entsprechenden, nicht im Bild gezeigten DPDPE-freien Kontrolle. Hz (Hertz), mA
(Milliampere), uM (Mikromolar); mM (Millimolar)
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Wie aus Abbildung 16 ersichtlich senkte DPDPE die elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung im
Samenleiter der Maus konzentrationsabhéangig auf bis 24 + 6% der Kontrolle. Der pECso-Wert
betrug 8,07. Naltrindol verschob die Konzentrations-Wirkung-Kurve von DPDPE
konzentrationsabh&ngig nach rechts. Der pA,-Wert betrug fur Naltrindol 0,001 uM 11,30 und fiir
Naltrindol 0,0001 uM 10,94. Naltrindol hatte in beiden Konzentrationen keine Auswirkung auf
die elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung (S1; Tabelle 7).
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4. Diskussion

4.1 Allgemeines

Viele Pharmaka vermitteln ihre Wirkung Uber eine Beeinflussung des korpereigenen neuronalen
,,Botensystems* und fihren zu einer vermehrten oder verminderten Freisetzung wvon

Neurotransmittern.

Neurotransmitter, wie z. B. Noradrenalin oder Dopamin, liegen in Vesikeln gespeichert in den
Axonterminalen von Neuronen vor. Kommt es zur Depolarisation der neuronalen Zellmembran,
werden diese Transmitter Uber einen Calcium-abhéngigen Prozess exozytotisch in den
synaptischen Spalt entleert. Von dort aus konnen sie sowohl pra- als auch postsynaptische
Rezeptoren erregen. Zur Quantifizierung der Neurotransmitterfreisetzung und zur Analyse der
Modulation der Transmitterfreisetzung dient die Superfusion als gangige in-vitro-Methode.
Hierzu werden Gewebeschnitte mit einem tritiummarkierten Transmitter fir eine definierte
Zeitspanne inkubiert. Die Botenstoffe werden tber neuronale Transporter in Nervenendigungen
aufgenommen und konnen durch chemische oder elektrische Stimulation freigesetzt werden. Der
Einfluss von Test-Pharmaka kann anhand der Menge an tritiummarkiertem Transmitter im

Superfusat nach Gewebepassage bestimmt werden.

In dieser Arbeit wurde in allen Versuchsreinen mit [*H]-Noradrenalin vorinkubierten
Gewebeschnitten gearbeitet. [°H]-Noradrenalin wird in Kortex und Vas deferens des Nagers in
noradrenerge Neurone aufgenommen. Anders sieht es in der Retina des Meerschweinchens aus,
die im Gegensatz zu anderen S&ugetierspezies keine noradrenergen Neurone besitzt. Friihere
Studien haben jedoch gezeigt, dass Noradrenalin Gber Dopamin-Transporter in die dopaminergen
Zellen der Meerschweinchenretina aufgenommen wird (Schlicker et al., 1996). Insbesondere
konnte eine geringere Streuung der Messergebnisse bei Verwendung von [®H]-Noradrenalin zur
Inkubation an Stelle von [®H]-Dopamin beobachtet werden (Schlicker et al., 1996), so dass in
dieser Arbeit die Messung der Dopaminausschiittung indirekt iiber [*H]-Noradrenalin erfolgte.
Bei einer Versuchsserie an der Retina des Meerschweinchens konnte die elektrisch stimulierte
Abgabe des tritiummarkierten Transmitters durch Zugabe von Tetrodotoxin (TTX) oder Entzug

von Ca**-lonen praktisch aufgehoben werden (Hemmung um bis zu 99,95 %; siehe Kapitel 3.1)
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Ahnliche Beobachtungen konnten am Kortex von Ratte (Taube et al., 1977), Maus (Schlicker et

al., 1992) und Meerschweinchen (Timm et al., 1998) gemacht werden.

TTX hemmt die elektrisch stimulierte Transmitterfreisetzung Uber die Blockade
spannungsabhangiger Natriumkanale, wahrend der Entzug von Ca®**-lonen den fir die
exozytotische Transmitterfreisetzung unabdingbaren Calciumeinstrom unterdriickt. Das
Ansprechen der Transmitterausschuttung auf TTX bzw. Ca**-lonen-Entzug in den hier gezeigten
Modellen belegt, dass die elektrisch stimulierte Tritiumabgabe in der Meerschweinchenretina
einer quasi-physiologischen Dopamin- und im Kortex einer quasi-physiologischen

Noradrenalinfreisetzung entspricht.

4.1.1 Wahl der Reizbedingungen

Zwischen der Reizfrequenz und der Rezeptor-vermittelten Modulation der Transmitterfreisetzung
besteht eine reziproke Beziehung (Starke, 1977). Dies bedeutet, dass bei einer niedrigen
Reizfrequenz eine starkere Modulation der Transmitterfreisetzung, jedoch eine geringere absolute
Freisetzung des Transmitters zu erwarten ist. In den hier beschriebenen Versuchen an der Retina
des Meerschweinchens und des Vas deferens der Ratte wurde mit 3 Hz eine relativ hohe
Reizfrequenz gewéhlt, um eine ausreichend hohe absolute Transmitterfreisetzung zu erzielen.
Versuche am Nagerkortex wurden mit einer Reizfrequenz von 0,3 Hz durchgefiihrt, da im
Hirngewebe bereits eine niedrigere Reizfrequenz zu einer ausreichenden Transmitterfreisetzung
fuhrt. Zur Wirkungscharakterisierung von Morphin und DAMGO am Kortex wurde je eine
Versuchsreihe  mit  einer  Reizfrequenz von 0,3 und 3 Hz  durchgefihrt
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4.1.2 Verwendung von Hilfspharmaka

In allen hier beschriebenen Versuchsserien wurden zur Vermeidung von Stérfaktoren und zur
Erhdhung der absoluten Transmitterfreisetzung Hilfspharmaka verwendet. Zur Steigerung der
Freisetzung von [°H]-Noradrenalin durch Wiederaufnahmehemmung wurde in den Versuchen am
Kortex und Vas deferens der neuronale Monoamintransporter mittels Desipramin gehemmt. In
Versuchen an der Retina wurde Nomifensin als Dopamin-Wiederaufnahmehemmer verwendet.
Zusétzlich wurde in allen Versuchen (mit Ausnahme der Versuche an der Retina) Rauwolscin
(ein Antagonist am a,.Rezeptor) zur Verhinderung der Riickkopplungshemmung von [*H]-
Noradrenalin am eigenen Autorezeptor eingesetzt. Die Verwendung von Rauwolscin bietet drei
Vorteile: Erstens wird der Betrag des freigesetzten [*H]-Noradrenalins erhht. Zweitens wird das
AusmaR der Hemmung der [*H]-Noradrenalin-Freisetzung gesteigert. Drittens wird die mégliche

Interaktion eines Testpharmakons mit dem ap-Autorezeptor unterbunden.

4.1.3 Geschlecht der Versuchstiere

In aktuellen Studien konnte eine Geschlechtsdifferenz in der Expression von Opioidrezeptoren in
unterschiedlichen Regionen des Zentralnervensystems gefunden werden (Rasakham und Liu-
Chen, 2011). So findet sich beispielsweise eine signifikant hohere Expression des p-Rezeptors im
periaquaduktalen Grau und ein starkerer analgetischer Effekt von Morphin bei ménnlichen im
Vergleich zu weiblichen Sprague-Dawley-Ratten (Loyd et al., 2008). Als mdgliche Ursache wird
eine Beeinflussung der Opioidrezeptor-Expression durch Geschlechtshormone diskutiert (Kren et
al., 2008). Um hormonelle Interaktionen auszuschlielen, wurde daher lediglich Gewebe von

méannlichen Versuchstieren genutzt.
4.2 Opioidrezeptorsubtypen in der Retina
In der Retina des Meerschweinchens erzielte der selektive k-Rezeptoragonist U-69,593 eine

Hemmung der [*H]-Noradrenalin Ausschiittung um bis zu 70 %. Der p-selektive Agonist
DAMGO sowie der o6-Agonist DPDPE zeigten hingegen keinen Effekt an der
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Meerschweinchenretina. Dass DAMGO geeignet ist, pu-Opioid-Rezeptoren zu aktivieren, konnte
in den Versuchen am Nagerkortex klar gezeigt werden. Dass DPDPE imstande ist, 6-Opioid-
Rezeptoren zu aktivieren , zeigen die Versuche am Vas deferens der Maus, dem klassischen und
sogar namengebenden Gewebe fiir diesen Opioid-Rezeptor-Subtyp (Toll et al., 1998). DPDPE
hemmte die Noradrenalinfreisetzung um bis zu 75 %, und die entsprechende Konzentrations-
Wirkungs-Kurve wurde durch Naltrindol nach rechts verschoben. Dessen pA,-Wert von 11,1
stimmte gut Gberein mit dem pA,-Wert in einem anderen 3-Opioid-Rezeptor-Modell (Hemmung
der Acetylcholin-Freisetzung im Hippokampus der Maus; Schulte et al.; 2012). Tabelle 8 zeigt,
dass auBler dem k-Opioid-Rezeptor-Subtyp auch noch der NOP-Rezeptor die Dopaminfreisetzung
in der Meerschweinchen-Retina hemmt (Flau et al.; 2002). Dazu konnten im retinalen Gewebe
der Ratte Husain et al. (2008) mittels Western-Blot-Analyse auch noch den p- und &-
Opioidrezeptor-Subtyp nachweisen.

4.3 Opioidrezeptorsubtypen im Nagerkortex

Anders als in der Meerschweinchen-Retina konnte im M&usekortex zwar der p-, nicht aber der k-
Opioidrezeptorsubtyp nachgewiesen werden. Beide Gewebe dhneln sich darin, dass der o-
Rezeptor nicht zu identifizieren, der NOP-Rezeptor aber nachweisbar ist (Tabelle 8). In dhnlichen
Versuchen wie den hier durchgefiihrten gelangten auch Trendelenburg et al. (2000) zum
Ergebnis, dass die Noradrenalinfreisetzung im Mausekortex Uber p- und NOP-Rezeptoren
hemmbar, durch 6- und x-Rezeptoren aber nicht modulierbar ist. Obwohl im M&usekortex nur das
VVorkommen von p- (und NOP-) Rezeptoren gesichert werden konnte, wurde durch andere
Forschergruppen mittels Autoradiographiestudien bzw. in-situ-Hybridisierungsstudien der
Beweis fur das Vorkommen des p-, 8- und k-Subtyps im Kortex von Nagern (Mansour et al.,
1987) und Mensch (Peckys und Landwehrmeyer, 1999) gefuhrt. Die unterschiedlichen
Versuchsergebnisse lassen sich wahrscheinlich auf eine unterschiedliche Opioidrezeptor-
Verteilung in verschiedenen Saugetierspezies zuruckfuhren. Nicht zuletzt kénnte aber auch die
Verwendung unterschiedlicher ~ Methoden  (Superfusion,  Autoradiographie,  in-situ-

Hybridisierung)  zur  Diskrepanz ~ der  Untersuchungsergebnisse  gefuhrt  haben.
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Die beiden Rezeptoren, die im Mausekortex zur Hemmung der Noradrenalinfreisetzung fuhren
wurden néher untersucht. Flr den p-Rezeptor wird dies in 4.4 und 4.5 und fur den NOP-Rezeptor
in 4.6 diskutiert.

4.4 p-Opioidrezeptor im Nagerkortex: Wirkung von Morphin

Der p-Opioid-Rezeptor wurde in mehreren Versuchsserien noch weiter charakterisiert. Sein
Vorkommen an noradrenergen Neuronen im Rattenkortex wurde schon in den 70er Jahren
gezeigt (Starke 1977), erst viel spéter wurde dieser Rezeptor auch an noradrenergen Neuronen
des Mausekortex nachgewiesen (Trendelenburg et al., 2000). In der vorliegenden Studie wurden
beide Spezies diesbezlglich miteinander verglichen. So l&sst sich bei Analyse der
Konzentrations-Wirkung-Kurven feststellen, dass der Hemmeffekt von DAMGO am
Rattenkortex starker ausgepragt ist als bei der Maus. Diese Ergebnisse lassen auf eine eventuell
starker ausgepragte Affinitat und/oder Bindungskapazitat fir DAMGO am p-Rezeptor im Kortex
der Ratte schlielen, wie auch von Yoburn et al. (1991) in Bindungsstudien gezeigt werden
konnte. Dieses unterschiedliche funktionelle Potential in verschiedenen Spezies kénnte sich auch
auf das Vorkommen verschiedener Splice-Varianten des p-Opioidrezeptor-Gens (Oprm-Gen)
zuruckfuhren lassen, durch die es zu einer veranderten Affinitdt und/oder Bindungskapazitét fir
Agonisten am Rezeptor kommt (Pasternak et al., 2004).

In einer Versuchsserie an Kortexschnitten der Maus wurde die Wirkung von DAMGO und
Morphin verglichen. Beide Substanzen reduzierten konzentrationsabhangig die elektrisch
stimulierte Tritiumfreisetzung aus den [*H]-Noradrenalin vorinkubierten Hirnschnitten. DAMGO
hemmte bei einer maximal wirksamen Konzentration von 10 pM die Ausschittung des
Neurotransmitters auf bis zu 20% der Kontrolle (Stimulationsfrequenz von 0,3 Hz). Morphin
senkte die Transmitterfreisetzung bei der maximal wirksamen Konzentration von 100 uM auf
nur 67%. Insgesamt l&sst sich also fur beide Substanzen ein hemmender Effekt auf die
Noradrenalinfreisetzung festhalten. Allerdings war der von DAMGO hervorgerufene
Hemmeffekt auf die  Neurotransmitterfreisetzung bei  allen  hier  verwendeten
Substanzkonzentrationen (0,1-10 pM) signifikant hoher gegenliber dem von Morphin
hervorgerufenen Effekt. Der hemmende Einfluss von DAMGO und Morphin lieR sich durch
Naloxon antagonisieren. Naloxon verschob die Konzentrations-Wirkungs-Kurve bei beiden
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Agonisten im gleichen Umfang nach rechts, was belegt, dass beide Substanzen mit dem p-
Opioidrezeptor interagieren.

In einer zweiten Versuchsreine wurde die Reizfrequenz auf 3 Hz erhoht sowie dem
Superfusionsmedium eine erhohte Calciumkonzentration (3,25 mM) zugesetzt. Bei dieser
Versuchsserie wurden nur diejenigen Konzentrationen eingesetzt, die bei 0,3 Hz den
Maximaleffekt erzielten. Obwohl bei 3 Hz/ erhdhter Ca**-Konzentration die Hemmwirkung
beider Agonisten gegenuber 0,3 Hz abgeschwacht war, galt erneut, dass der Hemmeffekt von
DAMGO starker als derjenige von Morphin war. Morphin ist in diesem Modell also ein

Partialagonist (intrinsische Aktivitat von etwa 0,5).

Unter einem Partialagonisten versteht man einen Agonisten, der, auch wenn in so hoher
Konzentration verabreicht, dass alle Rezeptoren besetzt sein missten, nicht den gleichen Effekt
hervorruft wie ein Agonist, der am selben Rezeptor die maximal mogliche Rezeptorantwort
auslost. Ob eine Substanz als Voll- oder Partialagonist fungiert, ist in erster Linie System-
abhéngig, d.h. hier insbesondere gewebeabh&ngig. Eine Substanz kann also in einem
experimentellen System partialagonistische, in einem anderen System, in dem z.B. mehr

Rezeptoren exprimiert werden, vollagonistische Wirkung besitzen (Neubig et al., 2003).

In Untersuchungen anderer Autoren zeigte sich DAMGO beziiglich seiner Wirkung am Gewebe
unterschiedlicher Versuchstiere und am Menschen durchweg als vollagonistisch wirksam am p-
Rezeptor (Raynor et al., 1994; Toll et al.,, 1998). Morphin hingegen zeigte in Studien an
menschlichen p-Rezeptoren eine vollagonistische (Toll et al., 1998), an y-Rezeptoren in Kortex
und Vas deferens des Nagers hingegen eine partialagonistische Wirkung (Raynor et al., 1994,
Ronai et al., 2006). Diese Versuche sind deshalb so interessant, da Morphin bei der
therapeutischen Verwendung beim Menschen als Vollagonist wirkt. Buprenorphin hingegen
erweist sich bei der Schmerztherapie als Partialagonist. Diese Differenzierung hat hohe
praktische Relevanz. Das hier verwendete Nagermodell hat einen schlechten pradiktiven Wert

bezuglich der maximal erzielbaren analgetischen Wirkung beim Menschen.

Die Versuche mit erhéhter Stimulationsfrequenz und erhdhter Ca**-Konzentration wurden auch
deshalb durchgefiihrt, um einen weiteren Beleg flr die présynaptische Lokalisation des p-Opioid-

Rezeptors zu bekommen. Es ist bekannt (Starke, 1977), dass Effekte, die Uber prasynaptische
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Rezeptoren erfolgen, umso schwacher ausgepragt sind, je hoher die intrazellulare Ca?*-
Konzentration ist. Letztere wurde gleich durch zwei MaRnahmen erhoht, ndmlich durch
Erhéhung der elektrischen Stimulationsfrequenz und durch Erhéhung der extrazellularen Ca®*-

Konzentration in der Superfusionsldsung.

Gewebe Transmitter M o K NOP
Meerschweinchen- | Dopamin — — + +1
Retina
Méuse-Kortex Noradrenalin” + — — +

'Flau et al. (2002)

% Die gleiche Verteilung wurde auch in der Studie von Trendelenburg et al. (2000) gefunden.

Tab. 8: Vorkommen von freisetzungsmodulierenden Opioidrezeptorsubtypen in der
Meerschweinchenretina und im Nagerkortex (- Rezeptor nicht nachgewiesen,
+ Rezeptor nachgewiesen)

4.5 p-Opioid-Rezeptor im Nagerkortex: Wirkung von Cannabinoid-Rezeptor Liganden

Cannabinoid- und Opioidrezeptoren zeigen Ahnlichkeit beziiglich ihrer anatomischen Verteilung
und pharmakologischen Effekte im Zentralnervensystem. Cannabinoidrezeptoren vermitteln
ebenso wie die Opioidrezeptoren Analgesie, Sedation, Hypothermie und eine Reduktion der
motorischen Aktivitat im Versuchstier (Manzaneras et al., 1999; Massi et al., 2001) Uber einen
Gi-gesteuerten Signaltransduktionsweg (Bidaut-Russell et al., 1990; Pugh et al., 1994). Aufgrund
dieser Gemeinsamkeiten liegt die Vermutung nahe, dass ein synergistischer Effekt zwischen
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Opioid- bzw. Cannabinoidrezeptorliganden oder aber eine funktionelle Interaktion auf zellularer

Ebene zwischen den Rezeptortypen besteht.

Mit Hilfe neuester Untersuchungsmethoden konnte unléngst die Existenz eines funktionellen
heterodimeren Komplexes der beiden Rezeptortypen entdeckt werden (Hojo et al.; 2008). In
einigen Studien konnte ein additiver Effekt von Cannabinoidagonisten auf die Opioid-induzierte
Antinozizeption nachgewiesen werden (Cichewicz und Mc Carthy, 2003; Pacheco et al., 2009),
in anderen jedoch keine Interaktion (Carai et al., 2006) oder nur eine Interaktion in
vorgeschadigtem aber nicht im gesunden Gewebe beobachtet werden (Capasso et al., 2008 b).

Im Rahmen der hier vorgestellten Modelle wurde zum einen untersucht, inwiefern der Antagonist
am Cannabinoidsystem, SR141716, die elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung beeinflusst, zum
anderen, ob Cannabidiol (ein nicht psychotrop wirksamer Bestandteil der Hanfpflanze Cannabis
sativa) Uber einen allosterischen Mechanismus die Opioid-induzierte Inhibition der

Transmitterfreisetzung beeinflusst.

45.1 SR141716

SR141716 (Rimonabant) wirkt als Antagonist am CB;-Rezeptor und hebt die durch
Endocannabinoide hervorgerufene Wirkung auf. In den durchgefihrten
Superfusionsexperimenten zeigte SR141716 alleine, in einer Konzentration von 10 uM, keinen
Effekt auf die elektrisch evozierte Neurotransmitterfreisetzung. SR141716 (10 puM) hatte
ebenfalls keinen signifikanten Effekt auf die durch DAMGO hervorgerufene Inhibition der
Transmitterfreisetzung. Die gezeigten Ergebnissen deuten also darauf hin, dass SR141716 selbst
keine Wirksamkeit am p-Rezeptor besitzt und auch den durch p-Agonisten hervorgerufenen
inhibitorischen Einfluss auf das Neurotransmittersystem weder zu steigern noch zu vermindern
mag.

Walentiny et al. (2010) konnten in Bindungsstudien eine Abschwichung der Aktivierung von k-
Opioidrezeptoren durch U-69,593 bei Zugabe von SR141716 nachweisen. Carpasso et al. (2008a)
hingegen konnten keinen Effekt von Rimonabant auf die durch den Opioidagonisten Loperamid

hervorgerufene Abschwéchung der Darmmotilitat in M&usen finden. Ein Effekt von Rimonabant
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am Opioidsystem ldsst sich also generell nicht bestatigen und ist eventuell auf bestimmte

Opioidsubtypen und Schadigungsmodelle beschrénkt.

4.5.2 Cannabidiol

Cannabidiol (CBD) ist ein nicht psychotroper Wirkstoff der weiblichen Hanfpflanze, der nur
geringe Affinitat an den Cannabinoidrezeptoren CB; und CB; besitzt, aber die Wirkung von
Agonisten an diesen Rezeptoren zu antagonisieren vermag (Thomas et al., 2007). Es wird
diskutiert, ob CBD seine Wirkung eventuell noch tber andere Rezeptorsysteme, wie z.B. flr den
Vanilloidrezeptor belegt, entfaltet (Bisogno et al., 2001; Watanabe et al., 1998). In den flr diese
Arbeit durchgefiihrten Experimenten sollte untersucht werden, ob Cannabidiol einen Effekt an
Opioidrezeptoren besitzt und die Wirkung von Opioiden ber eine allosterische Modulation des

Rezeptors verandert.

Die Versuche wurden an Kortexgewebe der Maus durchgefiihrt und zeigten erwartungsgeman
eine Hemmung der Neurotransmitterfreisetzung durch DAMGO am p-Rezeptor. Die Zugabe von
Cannabidiol 10 uM beeinflusste die Wirkung von DAMGO nicht signifikant. Durch Zugabe von
Naloxon in einer Konzentration von 0,01 pM wurde die durch DAMGO bewirkte Inhibition der
Transmitterfreisetzung abgeschwécht. Die zusétzliche Applikation von Cannabidiol (10 pM)
bewirkte keine signifikante weitere Abschwachung des durch Naloxon hervorgerufenen Effekts.
Eine Verstarkung des antagonistischen Effekts des kompetitiven Antagonisten Naloxon ware
durch einen negativen allosterischen Modulator zu erwarten (Christopoulos und Kenakin, 2002).

Es bleibt also festzuhalten, dass Cannabidiol in dieser Untersuchung keinen allosterisch
modulierenden Effekt am p-Opioidrezeptor besitzt. Diese Ergebnisse decken sich nicht mit den
von Kathmann et al. (2006) in Radioligand-Bindungsstudien gemachten Beobachtungen, welche

Cannabidiol als allosterischen Modulator am p- und 8-Rezeptor identifizierten.

Zusammenfassend l&sst sich festhalten, dass in der vorliegenden Studie weder SR141716 noch
Cannabidiol eine Wirkung auf die durch p-Rezeptoren hervorgerufenen pharmakologischen

Effekte hatten. Dennoch sprechen einige von anderen Autoren gezeigten Ergebnisse fir einen
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Einfluss der Cannabinoide auf das opioiderge System, so dass es weiterer Untersuchungen

diesbezuglich bedarf.

4.6 NOP-Rezeptor im Nagerkortex: ndhere Charakterisierung

NOP-Rezeptoren haben ein breites Verteilungsmuster und werden in unterschiedlichen Geweben
exprimiert. Mittels Superfusionstudien am Hirnrindengewebe der Maus wurde in diesem Modell
der Schwerpunkt auf die Detektion von NOP-Rezeptoren mit Hilfe des endogenen Liganden
Nociceptin gelegt. Desweiteren wurde der Einfluss der beiden Substanzen NPhe'-Nociceptin (1-
13) und J-113397 auf die Transmitterfreisetzung untersucht.

Nociceptin zeigte in beiden Versuchsserien einen hemmenden Effekt auf die elektrisch induzierte
Tritiumfreisetzung und senkte diese maximal auf 20% der Kontrollen.

Durch NPhe'-Nociceptin (1-13) 0,5 pM wurde der hemmende Effekt des Nociceptins auf die
Transmitterfreisetzung mit hoher Signifikanz (p<0,005 bzw. p<0,0001 je nach Konzentration)
abgeschwacht (Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve). Gleiches gilt fur J-
113397 welches sowohl in einer Konzentration von 0,1 bzw. 1 uM den Nociceptin-Effekt auf die
[*H]-Noradrenalinfreisetzung signifikant verminderte (p<0,0001).

Es lasst sich also festhalten, dass Nociceptin in den hier durchgefiihrten Superfusionsversuchen
die Rezeptor-vermittelte Monoaminfreisetzung hemmt. Durch Herabsetzung dieses Effekts
mittels NPhe'-Nociceptin (1-13) und J-113397 lasst sich zum einen die Wirkung dieser
Substanzen als Antagonisten am NOP-Rezeptor belegen zum anderen wird daraus ersichtlich,
dass Nociceptin seine Wirkung uber Interaktion mit dem NOP-Rezeptor entfaltet.

Desweiteren lasst sich aus diesem Modell entnehmen, dass die beiden Antagonisten die
Nociceptin-Wirkung mit unterschiedlich starkem Effekt abmildern. Vergleicht man den Effekt
beider Substanzen, so stellt man fest, dass J-113397 die Nociceptin- induzierte Hemmung der
Transmitterausschiittung signifikant starker abschwacht als NPhe'-Nociceptin (1-13) (p<0,0008).
Die hier gezeigten Ergebnisse beziiglich des Vorkommens von NOP-Rezeptoren im Kortex des
Nagers decken sich mit, durch andere Methoden (in erster Linie Radioligand-Bindungsstudien),
ermittelten Resultaten (Clarke et al., 2001; Clarke et al., 2003; Slowe et al., 2001). Die beiden
hier antagonistisch am NOP-Rezeptor wirksamen Substanzen NPhe'-Nociceptin (1-13) und J-



57

113397 stellten sich auch in anderen Untersuchungen als potente Antagonisten dar (Calo et al.,
2002; Ozaki et al., 2000).
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5. Zusammenfassung

Préparierte Gewebeschnitte der Retina des Meerschweinchens sowie Kortex und Vas deferens
Schnitte von Ratte und Maus wurden mit [°H]-Noradrenalin inkubiert und im Anschluss mit
physiologischer Salzlésung, der je nach Versuchsanordnung verschiedene Pharmaka zugegeben
wurden, durchstromt. Ziel dieser Superfusionsversuche war zum einen die Identifizierung des
Musters verschiedener funktioneller Opioid-Rezeptor-Subtypen in unterschiedlichen Geweben,
zum anderen zu untersuchen, welchen Einfluss Liganden des Opioidsystems, aber auch anderer
Rezeptorsysteme (Cannabinoidsystem) auf die elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung haben.
Die evozierte Tritiumfreisetzung entspricht einer quasi-physiologischen Noradrenalinfreisetzung
in Kortex und Vas deferens, in der Retina des Meerschweinchens hingegen einer quasi-
physiologischen Dopaminfreisetzung, da dort keine noradrenergen Neurone vorhanden sind und
[*H]-Noradrenalin stattdessen in dopaminerge retinale Zellen aufgenommen wird.

Mit Hilfe der am jeweiligen Rezeptorsubtyp selektiv agonistischen Substanzen DAMGO,
DPDPE und U-69,593 konnte an der Retina des Meerschweinchens lediglich das Vorkommen
von k-Rezeptoren bzw. am Kortex des Nagers lediglich die Existenz von p-Rezeptoren
nachgewiesen werden. Im Vas deferens liel? sich das Vorkommen von -Rezeptoren belegen. Der
hemmende Effekt auf die [*H]-Noradrenalinfreisetzung konnte durch die jeweiligen Antagonisten
vermindert werden. In Versuchen am Kortex der Maus fiihrte DAMGO zu einer Hemmung der
elektrisch stimulierten Neurotransmitterfreisetzung auf 20+1% der Kontrollen, Morphin hingegen
erreichte nur eine Hemmung der Freisetzung auf 67+6% der Kontrolle, so dass Morphin in
diesem Versuchssystem als Partialagonist Klassifiziert werden konnte. Erhohung der
Reizfrequenz und Zugabe von Ca®* zum Superfusionsmedium fiihrte zu einer Abschwachung der
Wirkung von DAMGO und Morphin.

DAMGO zeigte am Rattenkortex einen groReren hemmenden Effekt als am Ma&usekortex, was
auf eine eventuell gréRere Anzahl von p-Rezeptoren in der Hirnrinde der Ratte zurlickzuftihren
ist. Die beiden im Cannabinoidsystem wirksamen Substanzen Cannabidiol und SR 141716
zeigten weder alleine noch in Kombination mit Effektoren des Opioidsystems einen signifikanten
Einfluss auf die elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung. Schlieflich konnte der aus friiheren
Studien der Arbeitsgruppe bereits bekannte hemmende Effekt von Nociceptin auf die

Noradrenalinfreisetzung im Nagerkortex bestétigt werden und mit Hilfe der beiden Antagonisten
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NPhe-Nociceptin (1-13) und J-113397 gezeigt werden, dass Nociceptin iber NOP-Rezeptoren

wirkt.
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