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1. Abkurzungsverzeichnis

[*H] Tritium

5-CT 5-Carboxamidotryptamin

5-HT 5-Hydroxytryptamin (Serotonin)
5-HT1a, 18, 1D, 1F Serotonin-Rezeptoren 1A, 1B, 1D und 1F
5-HT2a, 28, 2c Serotonin-Rezeptoren 2A, 2B und 2C
5-HT4 687 Serotonin-Rezeptoren 4, 6 und 7
5-HTs Serotonin-Rezeptor 5

5-HT7 Serotonin-Rezeptor 7
7-TM-Rezeptoren 7-Transmembrandomanen-Rezeptoren
OL1A, 1B, 1D Adrenozeptoren aa, auis und o

o2 Adrenozeptor a2

OL2A, 2B, 2C Adrenozeptoren owa, azs und o2c
a-MSH a-Melanozyten stimulierendes Hormon
B1-3 Adrenozeptoren 1, B2und B3

) Opioid-Rezeptor &

K Opioid-Rezeptor «

1) Opioid-Rezeptor u

uM Mikromolar, Mikromol/I

on-1 Standardabweichung

A1 Adenosin-Rezeptor 1

A1s3 Adenosin-Rezeptoren 1 und 3

A2a s 28 Adenosin-Rezeptoren 2A und 2B

Abb. Abbildung

AC Adenylatcyclase

ACTH Adrenocorticotropes Hormon

AM1 &2 Adrenomedullin-Rezeptoren 1 und 2
AMY1.3 Amylin-Rezeptoren 1, 2 und 3

APJ Apelin-Rezeptor

AT Angiotensin Il

AT I Angiotensin |l

AT+ Angiotensini-Rezeptoren



ATP

B4

B2
B2/B1
B1s2
BB13
BLT1&2
Cba1
Ca?*
CaCl2
cAMP
CaS
CB1sa2
CB1+-R
CCK1
CCKis2

CCK1-Rezeptor

CCR1-10
CCR8
cDNA
CGRP
Chemerin
Ci

CNG
CRF
CRF1 &2
CT
CX3CR1
CXCR1-6
CXCR2
CysLT1&2
D1
D1&5

Adenosintriphosphat

basale Tritiumffluxrate 1 ohne Testpharmakon
basale Tritiumffluxrate 2 mit Testpharmakon
Quotient der basalen Tritiumeffluxraten 2 und 1
Bradykinin-Rezeptoren 1 und 2
Bombesin-Rezeptoren 1,2 und 3
Leukotrien-B-Rezeptoren 1 und 2

complement component 5a Rezeptor 1

Calcium

Calciumchlorid

zyklisches Adenosinmonophosphat
Calcium-sensing receptor

Cannabinoid1- und Cannabinoidz2-Rezeptoren
Cannabinoid1-Rezeptor
Cholezystokinini-Rezeptor

Cholezystokinini- und Cholezystokinin2-Rezeptor
Cholezystokinini-Rezeptor
Chemokin-Rezeptoren 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 und 10
Chemokin-Rezeptor 8

komplementare Desoxyribonukleinsaure
Calcitonin gene-related peptide receptor
Chemerin Rezeptor

Curie

cyclic-nucleotide gated

Corticotropin Releasing Factor

Corticotropin Releasing Factor-Rezeptoren 1 und 2
Calcitonin-Rezeptor

CX3C Chemokin-Rezeptor 1, Fractalkine receptor
C-X-C Chemokin Rezeptoren Typen 1, 2, 3,4, 5und 6
C-X-C Chemokin Rezeptor Typ 2
Cysteinyl-Leukotrien-Rezeptoren 1 und 2
Dopamin-Rezeptor 1

Dopamin-Rezeptoren 1 und 5



D2-4 Dopamin-Rezeptoren 2, 3 und 4

DG Diacylglycerol

DP+ Prostaglandin D2-Rezeptor 1

DP2 Prostaglandin D2-Rezeptor 2

dpm disintegrations per minute (radioaktive Zerfalle pro Minute)
ECso mittlere effektive Konzentration

EP1 Prostaglandin E-Rezeptor 1

EP2g4 Prostaglandin E-Rezeptoren 2 und 4
EPs Prostaglandin E-Rezeptor 3

ERK extracellular signal-regulated kinase
ET1 Endothelin-1

ETa Endothelin-Rezeptor A

ETs Endothelin-Rezeptor B

ETasB Endothelin-Rezeptoren Aund B
FFA1&2 Free fatty acid Rezeptoren 1 und 2
FFA2&3 Free fatty acid Rezeptoren 2 und 3
FP Prostaglandin-F-Rezeptor

FPR1 Formylpeptid-1-Rezeptor

FPR2/ALX Formylpeptid-2-/ Lipoxin-A4-Rezeptor
FSH Follikelstimulierendes Hormon-Rezeptor, Follitropin-Rezeptor
Go G-Protein 0

G111 G-Protein 11

G2 G-Protein 12

G13 G-Protein 13

GAL1-3 Galanin-Rezeptoren 1, 2 und 3

GAL2 Galanin-Rezeptor 2

GABA y-Aminobuttersaure

GABAB GABAB-Rezeptor

GDP Guanosindiphosphat

GEF Guanine Nucleotide Exchange Factor
Ggust Gustducin

Ghrelin Ghrelin-Rezeptor

GHRH growth hormone-releasing hormone receptor



Gi

Giro

Gia

GIP

GIRK
GLP-1 & 2
Glucagon
GnRH1s&2
Goit
GPBA
GPCR bzw. GPCRs
GPE
GPR14
GPR24
GPR81
GPR109A & B
GPR119
G-Protein
Gq

Ga/11

Gs

Gsa

Gt

Gta

GTP

Gz

H1

H2

Hia4
Hs-Rezeptoren
HSP 90
Hz

IAP
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inhibitorisches G-Protein

G-Protein i und/oder G-Protein 0
o—Untereinheit des inhibitorischen G-Proteins
gastric inhibitory polypeptide receptor
einwarts gleichrichtender K*-Kanal
glucagon-like peptide Rezeptoren 1 und 2
Glucagon-Rezeptor

gonadotropin-releasing hormone Rezeptoren 1 und 2
olfaktorischer G-Protein-gekoppelter Rezeptor
bile acid receptor, G protein-coupled bile acid receptor
G-Protein-gekoppelter Rezeptor bzw. -Rezeptoren
G protein-coupled oestrogen Rezeptor

G protein-coupled receptor 14

G protein-coupled receptor 24

G protein-coupled receptor 81

G protein-coupled receptor 109A und 109B

G protein-coupled receptor 119
Guaninnukleotid-bindendes Protein

G-Protein q

G-Protein q und/oder G-Protein 11
stimulierendes G-Protein

o—Untereinheit des stimulierenden G-Proteins
Transducin

a—Untereinheit des Transducin
Guanosintriphosphat

G-Protein z

Histamin1-Rezeptor

Histaminz-Rezeptor

Histamins- und Histamins- Rezeptoren
Histamins-Rezeptoren

Hitzeschock-Protein 90

Hertz

Islet-activating protein



ICs0

iNOS

inf.
intrazell. [Ca?']
IP

IPs3

K*
KH2HPOq4
Ki

KISS1

LH

LHA
LPA1-4
LPA1-s
LPA1, 2,485
LPA3 &4
LPAs

LVR

M1, 385

M2 & 4

M

mA

MCi-5
MCH
MCH1
MCH1 & 2
MCH+-R
MCH2-R
mGlu1 &5
mMGlu2-4 & 6-8
MgSOa
min bzw. min.
mM
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mittlere inhibitorische Konzentration
intrazellulare NO-Synthetase

inferior

intrazellulare Calciumkonzentration
Prostacyclin-Rezeptor
Inositol-1,4,5-trisphosphat

Kalium

Kaliumdihydrogenphosphat
Inhibitionskonstante

kisspeptin-Rezeptor

Luteinizing hormone-Rezeptor

lateraler Hypothalamus
Lysophosphatidsaure-Rezeptoren 1, 2, 3 und 4
Lysophosphatidsaure-Rezeptoren 1, 2, 3, 4, und 5
Lysophosphatidsaure-Rezeptoren 1, 2, 4, und 5
Lysophosphatidsdure-Rezeptoren 3 und 4
Lysophosphatidsaure-Rezeptor 5
Landschaftsverband Rheinland
Muskarin-Rezeptoren 1, 3 und 5
Muskarin-Rezeptoren 2 und 4

Molar, Mol/l

Milliampere

Melanocortin-Rezeptoren 1, 2, 3, 4 und 5
Melanin-concentrating Hormone
Melanin-concentrating Hormone Rezeptor 1
Melanin-concentrating Hormone Rezeptoren 1 und 2
MCH1-Rezeptor

MCH:2-Rezeptor

metabotrope Glutamat-Rezeptoren 1 und 5
metabotrope Glutamat-Rezeptoren 2, 3, 4, 6, 7 und 8
Magnesiumsulfat

Minute

Millimolar, Millimol/l



Motilin
MT1a&2
mMmRNA

n

NA

Na*
Na2EDTA
Nacc Shell
NAT

NF«B

NK1-3
NK1-Rezeptor
nM

NMU1 & 2
NOP
NPBW1 & 2
NPFF
NPFF1
NPFF2
NPS

NPW
NPY2-R
NTS1&2
oGPCR
OR

oT

OX1s&2
OX1-R/CB1-R
OX-B

OXE

OX-R
OX1R
OXi-Rezeptor
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Motilin-Rezeptor

Melatonini- und Melatonin2-Rezeptoren
messenger Ribonukleinsaure

Anzahl der Versuche

Noradrenalin

Natrium

Ethylendiamintetraessigsaure-Dinatriumsalz

Schale des Nucleus accumbens
Noradrenalin-Transporter

nuclear factor kappa B
Tachykinin-Rezeptoren 1, 2 und 3
Tachykinin-Rezeptor 1

Nanomolar, Nanomol/I|

Neuromedin U-Rezeptoren 1 und 2
Nociceptin/Orphanin FQ Peptid-Rezeptor
Neuropeptid BW Rezeptoren 1 und 2
Neuropeptid FF

Neuropeptid FF-Rezeptor 1
Neuropeptid FF-Rezeptor 2
Neuropeptid-S-Rezeptor

Neuropeptid W

Neuropeptid- Y2-Rezeptor
Neurotensin-Rezeptoren 1 und 2
orphan GPCR

odorant receptors (Geruchsrezeptoren)
Oxytozin-Rezeptor

Orexin-Rezeptoren 1 und 2

Orexini-Rezeptor /Cannabinoid1-Rezeptor- Dimer

Orexin-B

Oxoeicosanoid-Rezeptor
Orexin-Rezeptor bzw. Orexin-Rezeptoren
Orexin1-Rezeptor

Orexin1-Rezeptor



OX2R
Oxo

p

P2Y1,2,4,6,11 & 14

13

Orexin2-Rezeptor

Oxotremorin

probability value (Signifikanzwert)
P2Y-Rezeptoren 1, 2, 4, 6, 11 und 14

P2Y11 P2Y-Rezeptor 11

P2Y 12813 P2Y-Rezeptoren 12 und 13

PACH1 pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide 1 receptor
PAF-R Platelet-activating factor Rezeptor

PAR1 Proteinase-activated Rezeptor 1

PAR1-4 Proteinase-activated Rezeptoren 1, 2, 3 und 4
PDE Phosphodiesterase

PDE 6 Phosphodiesterase 6

PKi1 &2 Prokineticin Rezeptoren 1 und 2

pKi logarithmierte Inhibitionskonstante

PLC Phospholipase C

PLCB Phospholipase Cf

POPOP 1,4-Bis [2-(5-Phenyloxazolyl)]-Benzol

PPO Polyphenylenoxid

Pra-Pro-OX Pra-Pro-Orexin

PrRP prolactin-releasing peptide Rezeptor

PSL physiologische Salzlésung

PTH1&2 Parathormon-Rezeptoren 1 und 2

QRFP pyroglutamylated RFamide peptide receptor
Rau Rauwolscin

REM Rapid-eye-movement

RGS Regulatoren des G-Protein Signals

Rho Rho-GTPasen

RXFP1 & 2 Relaxin family peptide Rezeptoren 1 und 2
RXFP3 & 4 Relaxin family peptide Rezeptoren 3 und 4

St Tritiumefflux nach Stimulationsreiz 1

S1P2s&3 Sphingosine 1-phosphate Rezeptoren 2 und 3
S1P1&3-5 Sphingosine 1-phosphate Rezeptoren 1, 3, 4 und 5

S1P24 Sphingosine 1-phosphate Rezeptoren 2, 3 und 4



S1P2,485
So
So/S1

Secretin
SEM

SENR
SLC-1

ssti1-s

sst2

ssta

T2R

Tab.

TA1&2

TEA

TP

TRH
TRH1&2
TSH

t-Test

TTX

Typen | & Il GhRHR
URP

uT

UT-lI

UT-Il Rezeptor
Viag b

V2

VPAC1 &2
XCR1
Y1,284-6
Y2-Rezeptor
ZNS
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Sphingosine 1-phosphate Rezeptoren 2, 4 und 5
Tritiumefflux nach Stimulationsreiz 2

Quotient aus den Tritiumeffluxraten nach den Stimulations-
reizen 2 und 1

Secretin receptor

standard error of the mean

sensory epithelium neuropeptide-like receptor
Somatostatin-like receptor 1
Somatostatin-Rezeptoren 1, 2, 3,4 und 5
Somatostatin 2 Rezeptor

Somatostatin 4 Rezeptor
Geschmacksrezeptoren Typ Il

Tabelle

Trace amine-associated Rezeptoren 1 und 2
Tetraethylammonium

Thromboxan-Rezeptor

Thyrotropin-releasing hormone
Thyrotropin-releasing hormone Rezeptoren 1 und 2
Thyrotropin-Rezeptor

Student-t-Test

Tetrodotoxin

gonadotropin-releasing hormone Rezeptoren 1 und 2
Urotensin ll-related peptide

Urotensin Il

Urotensin Il

Urotensin Il Rezeptor

Vasopressin-Rezeptoren 1a und 1b
Vasopressin-Rezeptor 2

vasoactive intestinal peptide Rezeptoren 1 und 2
chemokine XC receptor 1
Neuropeptid-Y-Rezeptoren 1, 2, 4, 5 und 6
Neuropeptid-Y-Rezeptor 2

zentrales Nervensystem
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2. Einleitung

2.1 Die Prasynapse

Die Informationsiibertragung von einem Nerven zum nachsten oder von einem Nerven
zu dem von ihm versorgten Gewebe (Erfolgsorgan) erfolgt durch die Ausschuttung eines
Ubertragerstoffs (Neurotransmitter). Die Nahtstelle zwischen vorgeschaltetem Nerven
und nachfolgendem Nerven bzw. Erfolgsorgan bezeichnet man als Synapse, den Be-
reich vor der Synapse als ,Prasynapse®. Die Prasynapse umfasst die nicht-myelinisierte
Nervenendigung samt ihrer Membran. Die prasynaptische Membran erlangt durch dort
gelegene Rezeptoren eine immense Bedeutung bei der Steuerung der Neuro-

transmitterausschittung sowohl im zentralen als auch im peripheren Nervensystem.

Die an der Nervenendigung befindlichen sog. prasynaptischen Rezeptoren werden grob
in inhibitorische und fazilitatorische Rezeptoren eingeteilt (Starke, 1977). Ferner
unterscheidet man Auto- und Heterorezeptoren. Autorezeptoren sind Rezeptoren, Uber
die der zuvor ausgeschuttete Neurotransmitter seine eigene weitere Freisetzung —meist
im Sinne einer negativen Ruckkopplung— moduliert. Heterorezeptoren sind hingegen
Rezeptoren, Uber die ein anderer Transmitter oder Mediator wirkt (Starke, 1977). In der
hier vorgelegten Studie, bei der die Noradrenalin-Freisetzung vermessen wird und ein
von Noradrenalin verschiedenes Monoamin bzw. verschiedene Peptide untersucht

werden, handelt es sich ausschliel3lich um potentielle Heterorezeptoren.

Die prasynaptischen Rezeptoren lassen sich noch in einer weiteren Hinsicht in verschie-
dene Gruppen einteilen: So gibt es grundsatzlich eine Untergliederung der Rezeptoren
in verschiedene Familien wie G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, ligandengesteuerte
lonenkanale oder Tyrosinkinasen (Alexander et al., 2009), und einzelne Vertreter der
drei genannten Familien dienen auch als prasynaptische Rezeptoren. In der hier vorge-
legten Arbeit geht es um potentielle prasynaptische Rezeptoren, die ausschlie3lich der
Familie der G-Protein-gekoppelten (heptahelikalen) Rezeptoren zugehéren.

In den folgenden flnf Abschnitten sollen zunachst die heptahelikalen Rezeptoren im All-

gemeinen besprochen werden (2.2). Dann wird auf die vier Substanzen und die von
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ihnen aktivierten Rezeptorsysteme eingegangen, namlich Orexin (2.3), Melanin-concen-
trating Hormone (2.4), Urotensin Il (2.5) und 5-Carboxamidotryptamin als besonders
potenten Vertreter an mehreren 5-Hydroxytryptamin (Serotonin)-Rezeptoren (2.6). Am
Schluss dieser Einleitung werden die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Fragestel-

lungen aufgefuhrt (2.8).

2.2 Heptahelikale Rezeptoren (7-TM-Rezeptoren)

Heptahelikale Rezeptoren enthalten 7 die Membran durchsetzende Abschnitte (Trans-
membranhelices) und sind deshalb auch als 7-TM-Rezeptoren bekannt. Auf Grund ihres
geschlangelten Verlaufs durch die Membran hindurch werden sie auch als Serpentin-
rezeptoren bezeichnet. Sie bestehen aus einer Peptidkette, deren Domanen sich zu
einer Tasche anordnen, in der Liganden gebunden werden. Allen heptahelikalen Rezep-
toren gemeinsam ist die Koppelung des Signaltransduktionsweges an G-Proteine
(GPCRs= G-Protein coupled receptors, Rodbell et al., 1971; Cassel und Selinger, 1976;
Maguire et al., 1976; Ross und Gilman, 1977; Ross et al., 1978; Gilman, 1984).
Guaninnukleotid-bindende Proteine (G-Proteine) bestehen aus einer Ga-Untereinheit
mit GTPase-Aktivitat, einer GB— und einer Gy—Untereinheit. Im inaktiven Zustand hat der
Komplex aus Gofy ein GDP (Guanosindiphosphat) an der Ga—Einheit gebunden. Nach
Aktivierung durch einen Agonisten erfolgt ein Austausch des GDP gegen GTP (Guano-
sintriphosphat), an dem Guanine Nucleotide Exchange Factors (GEF) beteiligt sind.
Daraufhin kommt es zur Dissoziation des gesamten Komplexes in eine Ga-GTP- und
eine Gpy—Einheit. Sowohl die Go- als auch die GBy—Einheit kdnnen durch Interaktion
mit verschiedenen Effektormolekilen die Signaltransduktionskaskade lenken; die Been-
digung des Vorgangs nach erfolgter Transduktion Ubernimmt die GTPase-Aktivitat der
Ga—Untereinheit; sie hydrolysiert das GTP, wobei wieder GDP entsteht. In der Folge
binden die GB—und die Gy-Untereinheit wieder an die Go-Untereinheit, womit die
Ausgangskonformation wieder hergestellt ist (Kahn und Gilman 1984; Gilman, 1987;
Neer und Clapham, 1988; Lochrie und Simon, 1988; Fong et al., 1988; Matsuoka et al.,
1988; Kim et al., 1989; Freissmuth et al., 1989; Ross, 1992, Strader et al., 1994;
Offermanns, 2003; Hill, 2006).
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Auf Grund verschiedener Ga—Untereinheiten mit unterschiedlichen Effekten werden die
G-Proteine in verschiedene Klassen eingeteilt (Yamamura et al., 1977; Pfeuffer, 1977;
Rodbell, 1980; Northup et al., 1980; Uchida et al., 1981; Bokoch et al., 1983; Sternweis
und Robishaw, 1984; Neer et al., 1984; Stryer, 1983, 1986; Spiegel, 1987; Freissmuth et
al., 1989; Kurose, 2003; Offermanns, 2003; Hill, 2006; Andreeva et al., 2006; Kelly et al.,
2007; Alexander et al., 2009):

Gq- und Gi1-Rezeptoren stimulieren mit ihrer o—Untereinheit die Phospholipase C
(PLC), wodurch Diacylglycerol (DG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) gebildet und in
der Folge vermehrt Ca?* freigesetzt wird.

Gi-, Go- und Gz-Rezeptoren, zu deren Klasse auch Gustducin (Ggust) und Transducin
(Gt) gezahlt werden, hemmen mit ihrer a—Untereinheit die Adenylatcyclase (AC), ernie-
drigen den Ca?*-Influx und erhéhen den K*-Efflux. Die By—Untereinheiten haben mehrere
Effektoren wie den einwarts gleichrichtenden K*-Kanal (GIRK), neuronale spannungsge-
steuerte Ca?*-Kanale, die Phosphatidylinositol-3-Kinase sowie die Phospholipase C und
somit auch den IPs-und Diacylglycerol-Weg. Fir Ggust und Gt siehe Tabelle 1.

Gs- und Goir-Rezeptoren stimulieren mit ihrer a—Untereinheit die Adenylatcyclase, die
fur eine erhdhte Konzentration von zyklischem Adenosinmonophosphat (CAMP) sorgt.
Daraufhin phosphoryliert eine cAMP-abhangige Proteinkinase verschiedene Proteine an
Serin bzw. Threonin und bewirkt an diesen eine Konformations-/Aktivitatsanderung (bei
Goir direkte Offnung des CNG (cyclic-nucleotide gated) Kationenkanals mit konsekutiver
Depolarisation).

G12- und G13-Rezeptoren aktivieren die GTPase Rho, die Phospholipase D und Cg, die
intrazellulare NO-Synthetase (iINOS), Radixin und das Hitzeschock-Protein 90 (HSP 90).
Die Signaltransduktion des Rho bewirkt z.B. eine erhdhte Kontraktilitat der glatten

Gefalmuskulatur.
2.2.1 Die Koppelung von Rezeptoren an G-Proteine
Die Koppelung der einzelnen Rezeptoren verschiedenster Transmitter an unterschiedli-

che G-Proteine ist fur den Signaltransduktionsweg und die darauf folgende Zellantwort

von grofdter Bedeutung. Die Erforschung der G-Proteine und deren Signaltransduktions-
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kaskaden brachte Rodbell und Gilman 1994 den Nobelpreis fir Medizin ein und stellt

einen Meilenstein in der pharmakodynamischen Forschung dar. Es sind schon zahl-

reiche GPCRs und deren Signaltransduktionsmechanismen bekannt (Tab. 1).

G-Protein Rezeptoren Zellulare Effekte
Ga1 5-HT2a, 2B, 2c, 0i1a, 18, 10, AT1, B1a2, BB13, BLT1s2, CaS, PLC?t
CCK1, CGRP, CT, CysLT1 &2, EP1, ETas B, FFA1 &2, FP, DG & |P3T

FPR2/ALX , GAL2, Ghrelin, Hy, KISS1, LH, LPA1_s (LPAs
nur Gq), M1, 38 5, MCH1 & 2, mGlujs & 5, Motilin, NK1.3,
NMU1 & 2, NPFF1, NPS, NTS 52, OT, OX1 g 2,

P2Y1, 2, 4, 6, 11 & 14, PAF-R, PAR1-4, PK1 g 2, PrRP,
PTH1 42, QRFP, S1P243 (nur Gq), TP, TRH+ s 2 (nur Gq),
TSH, Typen | & Il GnRHR (GnRH1&2), UT, Vias 1

intrazell. [Ca?*]t

Depolarisation

Gio 5-HT1a, 18, 1D, 1F, O2a, 28, 2¢, O, K, W, A1gs, , APJ, BLT1g2, AC| & PLCB1
Cba1, CaS, CB1g2, CCR1-10, Chemerin, CX3CR1, Ca?*-Influx|
CXCR1-6, D2-4, DP-, EP3, ETg, FFA25 3, FPR1, K*-Effluxt
FPR2/ALX (nur G;), GABAg, GAL.3, GPE, GPR81, Hyperpolarisation
GPR109A & B, H3s 4, LH, LPA14, M2s4, MCH1, u.a. Antiapoptose
MGluz4 868, MT142, NOP, NPBW1 & 2, NPFF2, OT,

OXis2, OXE, P2Y124 13, PAF-R, PAR1-4, QRFP,
RXFP3 & 4, S1P4 335, ssti.s (nur Gi), TSH, UT, XCR1,
Yi,2846
G; CB1, ETass, FPR1, n AC|
Gt Rhodopsin PDE 61
Na*- & Ca?*-Influx|
Hyperpolarisation
Ggust Geschmacksrezeptoren Typ Il (T2R) PDE?,
Depolarisation
ATP-Effluxt

Gs 5-HT4, 687, B1-3, Azag 28, AM1g 2, AMY 1.3, CCK1 42, CGRP, AC1?

CRF1s2, CT, D1 & 5, DP4, EP2s4, ETA, FSH, GHRH, GIP, Ca?*-Influxt

GLP-1 & 2, Glucagon, GPBA, GPE, GPR119, Ha, IP, LH,
LPA 384, MCy.5, NPS, OX1 &2, P2Y11, PAC4, PTH1 &2,
RXFP1 & 2, S1P2-4, Secretin, TAq &2, TSH, V2, VPAC &2

Depolarisation




19

Goir D1, Geruchsrezeptoren (OR, odorant receptors) AC?
Na*- & Ca?*-Influxt

Depolarisation

G12/13 CaS, GALZ, LPA1_2_4&5, PAR1, S1P2,4&5, TSH u.a. RhOT,
HSP 901,Radixint
Kontraktilitat &

Karzinogenese?

G A¢, CCR8, CXCR2 NF«xB1
Zytokinproduktion|

Tab. 1: Ubersicht der G-Proteine mit ihren vorgeschalteten 7-TM-Rezeptoren und zellu-
laren Effekten ihrer Signaltransduktion nach Fields und Casey (1997); Yang et al.
(2001); Ziltener et al. (2002); Liu et al. (2004); Andric et al. (2005); Kukkonen und
Akerman (2005); Ramanjaneya et al. (2009); Garzon et al. (2009); Alexander et.
al. (2009); Murata et al. (2010); Kinnamon (2012); Gundlach und Ryan (2013);
Monaghan (2013); Monk et al. (2013); Serhan et al. (2013). Im Zusammenhang
mit der vorliegenden Studie interessierende Rezeptoren sind fett hervorgehoben.

2.2.2 Die pathophysiologische Relevanz der heptahelikalen Rezeptoren

Veranderungen von G-Proteinen der heptahelikalen Rezeptoren kdnnen bestimmten
Krankheiten und Syndromen direkt zugeordnet werden. Die Komplexitat der Interak-
tionsmoglichkeiten ergibt sich nicht nur aus den verschiedenen Untereinheiten der G-
Proteine, sondern auch aus den modulierenden Eigenschaften der GTPase aktivieren-
den Regulatoren des G-Protein Signals (RGS) und des Guanine Nucleotide Exchange
Factors (GEF), der flr den Austausch des GDP gegen GTP verantwortlich ist (Chan und
Otte, 1982; Dohlman et al., 1995; Wolfman und Macara, 1990; Buday und Downward,
2008). Die pathophysiologische Rolle sowohl der RGS als auch des GEF sind derzeit
Gegenstand eingehender Forschung (Abramow-Newerly et al., 2006; Ip et al., 2012;
Park et al., 2011; Rojas et al., 2011, Feig, 2011).

Den einzelnen Untereinheiten der G-Proteine konnten bereits einige Krankheiten zuge-
ordnet werden. So konnte ein Zusammenhang zwischen einer veranderten Funktion

bzw. Interaktion mit der a—Untereinheit des AC stimulierenden G-Proteins (Gsa) und
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Adenomen der Schilddrise (Nishihara et al., 2009), dem Choleratoxin (Sharp et al.,
1971; Kahn und Gilman, 1984), M. Parkinson (Avissar et al., 1997), Pseudohypoparathy-
reoidismus Typ | a und b (liri et al., 1994; Zazo et al., 2011), dem McCune-Albright-Syn-
drom (Chanson et al., 2010), der Testotoxikose (liri et al., 1994), der bipolaren affek-
tiven Storung (Spleiss et al., 1998) , endokrinen Tumoren (Fragoso et al., 1998) und dem

Nierenkarzinom (Kalfa et al., 2006) nachgewiesen werden.

Die Untereinheit Gia konnte dem Pertussistoxin IAP (lIslet-activating protein, Katada et
al., 1982) und Adenomen der Schilddriise (Selzer et al., 1993) sowie der Insulinsekretion
(Regard et al., 2007), die Untereinheit Gto. der Nougaret’schen Nachtblindheit (Moussaif
et al., 2006) und der Achromatopsie (Pang et al., 2010) zugeordnet werden. Die G12-

Subfamilie ist an der Karzinogenese und Metastasierung beteiligt (Kelly et al., 2007).

Neuere Erkenntnisse Uber die Bildung von Dimeren aus verschiedenen GPCRs (Maggio
et al., 2005; Milligan, 2009; Gonzalez-Maeso, 2011), u.a. OX1-R/CB1-R (Ellis et al.,
2006), sowie uber die Wechselwirkung der Signaltransduktionskaskaden verschiedener
GPCRs (Pissios et al., 2003) zeigen die Komplexitat und die Dringlichkeit ihrer Erfor-

schung auf.

2.3 Orexin

Das Orexin-System wurde zuerst von der Arbeitsgruppe von Sakurai et al. (1998)
beschrieben. Es handelt sich um zwei Peptide (Orexin-A und Orexin-B; Abb. 1), die aus
einem gemeinsamen 130-131 Aminosauren langen Precursor-Molekul, dem Pra-Pro-

Orexin, entstehen.
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Orexin-A Orexin-B

Abb. 1: Aminosauresequenzen von humanem Orexin-A und Orexin-B nach Sakurai et
al. (1998). Einzelheiten sind im Text beschrieben.

Orexin-A ist ein 33 Aminosauren langes Peptid mit einem N-terminalen Pyroglutamylrest
und einer C-terminalen Amidgruppe, bei dem sich zwischen den Cysteinen an den
Positionen 6 und 12 sowie zwischen denen an den Positionen 7 und 14 Disulfidbricken
ausbilden (Sakurai et al., 1998). Die Primarstruktur von Orexin-A ist bei der Ratte, der
Maus, dem Menschen, dem Schwein, dem Schaf, dem Hund und der Kuh identisch
(Sakurai et al., 1998).

Beim Orexin-B sind dagegen nur die Primarstrukturen der Ratte und der Maus
deckungsgleich, die des Menschen unterscheidet sich von derjenigen der Nager durch
den Austausch zweier Aminosauren: Das menschliche Orexin-B enthalt an den Posi-
tionen 2 und 18 ein Serin, das der Nager ein Prolin (2) und ein Asparagin (18). Die
Lange von 28 Aminosauren und die C-terminale Amidierung gelten jedoch fur alle
Spezies. Orexin-B weist eine 46-prozentige Homologie (13 von 28 Aminosauren) zu
Orexin-A auf, ist aber im Gegensatz zu Orexin-A ein lineares Peptid ohne Disulfid-
briicken (Abb. 1, Sakurai et al., 1998).

Als die Arbeitsgruppe um de Lecea et al. (1998) unabhangig von Sakurai et al. (1998)
eine mMRNA fand, die fir ein dem Pra-Pro-Orexin ahnelndes Peptid kodiert, bezeich-
neten sie die daraus entstehenden Peptide als Hypocretin-1 und -2, weil sie die mRNA
fur ein Hypothalamus-spezifisches Transkript hielten (de Lecea et al., 1998). Seitdem
tauchen die Bezeichnungen Orexine und Hypocretine als Synonyme in der Fachliteratur
auf, was jedoch vermieden werden sollte, weil es sich nicht um exakt dieselben Peptide

handelt: Hypocretin-1 tragt im Vergleich zu Orexin-A funf weitere N-terminale Amino-
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sauren und ein C-terminales Glycin. Auch Hypocretin-2 ist im Vergleich zu Orexin-B mit
einem C-terminalen Glycin versehen (de Lecea et al., 1998; Sakurai et al., 1998). Auch
die intrinsische Aktivitat der Hypocretine an den Orexin-Rezeptoren ist geringer als die
der Orexine (Smart et al., 2000).

2.3.1 Orexin-Rezeptoren

Es sind bis jetzt 2 Orexin-Rezeptoren bekannt, die als Orexini-Rezeptor (OX1R) und
Orexinz-Rezeptor (OX2R) bezeichnet werden. Beide sind G-Protein-gekoppelte Rezep-
toren (GPCRs) und weisen eine Sequenzhomologie zu anderen Neuropeptid-Rezep-
toren auf. So entspricht die Aminosauresequenz des Orexini-Rezeptors zu 26 % dem
Y2-Rezeptor (NPY2-R), zu 25 % dem TRH-Rezeptor, zu 23 % dem CCKi-Rezeptor und
zu 20% dem NKi-Rezeptor (Neurokinini-Rezeptor; Sakurai et al.,, 1998).
Interessanterweise sind diese Rezeptoren -mit Ausnahme des Y2-Rezeptors (Gio)-
genau wie der OXi-Rezeptor an den Gg11-Signaltransduktionsweg gekoppelt (CCKi
auch an Gs; Tab. 1, Alexander et al., 2009). Fur beide OX-R ist neben dem Gg11-Weg
auch eine Kopplung an Gio- und Gs-Proteine bekannt (Kukkonen und Akerman, 2005;
Ramanjaneya et al., 2009; Alexander et al., 2009). Die beiden humanen Orexin-
Rezeptoren gleichen einander zu 64 % in ihrer Aminosauresequenz und zeigen im
Vergleich zur Ratte eine Spezieskonservierung ihrer Sequenz mit 94 % (OX1R) bzw.
95 % (OX2R) Identitat (Sakurai et al., 1998).

Die Rezeptoraffinitdten (ICso-Werte) der beiden Orexine und die Konzentrationen, die
zum halbmaximalen Effekt fuhren (ECso-Werte), unterscheiden sich bedeutend am
OX1R; am OXz2R sind diese fur Orexin-A und Orexin-B dagegen nahezu identisch (Tab.
2, Sakurai et al., 1998). Auf Grund der niedrigen Affinitat von Orexin-B am OX1R im
Gegensatz zur hohen Affinitat am OX2R gilt Orexin-B als selektiver Agonist am OX2R

(Sakurai et al., 1998). Orexin-A hingegen ist ein unselektiver Agonist.
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Orexini-Rezeptor (OX1R) Orexinz-Rezeptor (OX2R)

ICs0 \ ECso ICs0 \ ECso

Orexin-A 20 nM \ 30 nM 38 nM \ 34 nM
Orexin-B 420 nM \ 2500 nM 36 nM \ 60 nM

Tab. 2: Rezeptoraffinitat (ICs0) von Orexin-A und Orexin-B an den Orexin-Rezeptoren
und Konzentrationen, die zum halbmaximalen Effekt (ECso) fihren (nach Sakurai
et al., 1998).

In vielen Hirnregionen der Ratte wurde die mRNA des OXiR (prafrontaler und infra-
limbischer Cortex, Hippocampus, Nucleus paraventricularis thalami, Nucleus ventro-
medialis hypothalami, Nucleus raphe dorsalis und Locus coeruleus) und des OXzR
(zerebraler Cortex, Nuclei septales, Hippocampus, medialer Thalamus, Nuclei raphe,
mehrere hypothalamische Kerne inkl. des histaminergen Nucleus tuberomammillaris)

nachgewiesen (Marcus et al., 2001)

2.3.2 Die physiologische und pathophysiologische Relevanz des Orexin-Systems

Auf Grund der Verteilung orexinerger Neurone im ZNS samt ihrer Projektionen und der
Verteilung der Orexin-Rezeptoren lieRen sich Hypothesen Uber die physiologische und
pathophysiologische Bedeutung des Orexin-Systems aufstellen. Durch den Einsatz von
OX-R- bzw. Pra-Pro-OX-Knockout-Mausen, spezifischen OX-R Antagonisten, intrazere-
broventrikuldrer Orexin-Injektion u.A. konnte die Beteiligung des Orexin-Systems an
folgenden Regelkreisen verifiziert werden:
® Nahrungsaufnahme / Energie-Homoostase (Sakurai et al., 1998; Sakurai,
2005; Peyron et al., 1998; Elias et al., 1998; Griffond et al., 1999; Date et al.,
1999; Moriguchi et al., 1999; Haynes et al., 2000 und 2002; Yamada et al., 2000;
Willie et al., 2001; Hara et al., 2001 und 2005; Zheng et al., 2002; Yamanaka et
al., 2003; Baldo et al., 2004; van den Top et al.,, 2004; Muroya et al., 2004,
Akiyama et al., 2004; Mieda et al., 2004; Thorpe und Kotz, 2005; Burdakov und
Alexopoulos 2005; Burdakov et al., 2006; Li und van den Pol, 2006; Ma et al.,
2007)
® Stoffwechsel (Katabolismus) (Lubkin und Stricker-Krongrad, 1998)
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® Aufsteigendes Retikuldres Aktivierungssystem (Schlaf- / Wachrhythmus
bzw. Vigilanz) (Hagan et al., 1999; Eggermann et al., 2001; Huang et al., 2001,
Xi et al.,, 2001; Takahashi et al., 2002; Brown et al., 2002; Liu et al., 2002;
Yamanaka et al., 2002; 2003; Willie et al., 2001; 2003; Muraki et al., 2004;
Sakurai et al., 2005; Lee et al., 2005; Takakusaki et al., 2005; Yoshida et al.,
2006; Xie et al., 2006)
® Limbisches System (Kayaba et al., 2003; Baldo et al., 2004; Thorpe und Kotz,
2005; Sakurai et al., 2005)
® Mesolimbische Belohnungsbahn (Peyron et al., 1998; Nakamura et al., 2000;
Fadel und Deutch, 2002; Korotkova et al., 2003; Yoshida et al., 2006)
® CRF / ACTH-System (Stressreaktion) (Kuru et al., 2000; Al-Barazanji et al.,
2001; Brunton and Russell, 2003; Sakamoto et al., 2004; Winsky-Sommerer et
al., 2004)
® Autonomes Nervensystem (Peyron et al., 1998; Nambu et al., 1999; Shirasaka
et al., 1999; Marcus et al., 2001; Kayaba et al., 2003; Zhang et al., 2006)
Demnach wird den Orexinen bei Essstérungen, Narkolepsie-Kataplexie (auch
Narkolepsie ohne Kataplexie; Siegel, 1999; Thannickal et al., 2000), anderen Schlaf-
und Vigilanzstorungen (auch Schlafapnoe-Syndrom, Igarashi et al., 2003; Nakamura et
al., 2007), einer inadaquaten Stressantwort und bei der (stoffgebundenen) Sucht (Xie et
al., 2006) Bedeutung beigemessen. Mit MK-6096 als reversiblem unselektiven Antago-
nisten an beiden Orexin-Rezeptoren befindet sich derzeit ein vielversprechendes Phar-

makon zur Behandlung der Insomnie in klinischer Entwicklung (Winrow et al., 2012)

2.4 Melanin-concentrating Hormone (MCH)

Die Existenz eines Hormons mit der Funktion, die Hautfarbe zu verandern, wurde schon
1917 vermutet und mit der Fahigkeit, Melanophoren zu aggregieren, in Zusammenhang
gebracht (McCord und Allen, 1917). 1958 beschrieb Imai erstmals ein Peptid mit der
Funktion, Melanosomen in Melanophoren zu aggregieren, so bezeichnete er es als
Melanophore-concentrating hormone (Imai, 1958), dessen bleichende Wirkung spater
bestatigt werden konnte (Baker und Ball, 1975; Westerfield et al., 1980).
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Die Primarstruktur des MCH konnte 1983 nach Extraktion aus der Hypophyse des
Ketalachs (Oncorhynchus keta) dargestellt werden (Kawauchi et al., 1983). Es wurde
nach seiner zuerst bekannten Funktion, dem funktionellen Antagonismus des a-MSH (a-
Melanozyten stimulierendes Hormon) und somit der Konzentration von Melanin in Mela-
nophoren, benannt (Kawauchi et al., 1983, Baker, 1993); diese Funktion ist aber bei
Saugetieren nicht bekannt und nur bei Knochenfischen wie dem Ketalachs beschrieben
worden (Baker und Ball, 1975; Westerfield et al., 1980).

MCH ist ein zyklisches, 17 Aminosauren langes Peptid, das spater auch im Hypotha-
lamus der Ratte (Vaughan et al., 1989) und des Menschen (Presse et al., 1990) nach-
gewiesen werden konnte. Die Struktur des MCH der Ratte und des Menschen sind
identisch und im Vergleich zu der im Knochenfisch (Ketalachs) bei erhaltener Disulfid-
briicke und Austausch von 4 Aminosauren um 2 Aminosauren langer (Abb. 2). Die Ring-

struktur erwies sich als essenziell fur die Bioaktivitat des MCH (Matsunaga et al., 1992).

Abb. 2: Aminosauresequenz des humanen Melanin-concentrating hormone (MCH)
nach Presse et al. (1990).

241 MCH-Rezeptoren

Wie beim Orexin sind derzeit 2 verschiedene MCH-Rezeptoren bekannt. Der MCH1-
Rezeptor wurde von mehreren Gruppen zeitnah unabhangig voneinander entdeckt und
als Ligand des bis dahin als orphan GPCR (0GPCR) SLC-1/GPR24 bekannten Rezep-
tors identifiziert (Bachner et al., 1999; Chambers et al., 1999; Lembo et al., 1999; Saito
et al., 1999; Shimomura et al., 1999). Der MCH1-Rezeptor ist sowohl an Gie- als auch an
Gq-Proteine gekoppelt (Chambers et al., 1999; Saito et al., 1999; Hawes et al., 2000).
Darlber hinaus wurde ein Synergismus mit dem Gs-Weg durch Phosphorylierung der

ERK (extracellular signal-regulated kinase) nachgewiesen (Pissios et al., 2003). Im
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Menschen wurde 2 Jahre spater (2001) ein zweiter MCH-Rezeptor entdeckt, der folge-
richtig als MCH2-Rezeptor bezeichnet wird (An et al., 2001; Hill et al., 2001; Mori et al.,
2001; Rodriguez et al., 2001; Sailer et al., 2001; Wang et al., 2001). Dem MCH2-
Rezeptor ist nur der Gg-Weg nachgeschaltet (An et al., 2001).

Die Expression des MCH1-Rezeptors ist im piriformen Cortex und Tuberculum olfac-
torium am starksten und in folgenden Regionen ebenfalls stark: im Hippocampus, der
Schale des Nucleus accumbens (Nacc Shell) und der Amygdala (Kolakowski Jr. et al.,
1996; Saito et al., 2000; Hervieu et al., 2000). Dartber hinaus findet eine mittelstarke
Expression des MCH1-Rezeptors in den Nuclei ventromedialis und arcuatus des Hypo-
thalamus und auch aufRerhalb des ZNS in geringerem Umfang statt (Kolakowski Jr. et
al., 1996; Saito et al., 2000; Bradley et al., 2000). Der MCH2-Rezeptor hat seine héchste
Expressionsdichte im frontalen Cortex, in der Amygdala und im Nucleus accumbens
(Sailer et al., 2001; An et al., 2001; Hill et al., 2001). Auch in peripheren Geweben wie
Prostata, Darmtrakt und Fettgewebe wurde der MCH2-Rezeptor nachgewiesen (An et
al., 2001; Hill et al., 2001).

Beide MCH-Rezeptoren werden zumeist koexprimiert, jedoch weist der MCH1-Rezeptor
ein breiteres und dichteres Verteilungsmuster auf (Schlumberger et al., 2002). Obwonhl
beide Rezeptoren auch bei anderen Saugetieren wie dem Hund, dem Rhesusaffen und
dem Frettchen gefunden wurden, konnte der MCH2-Rezeptor bei Nagern nicht nach-

gewiesen werden (Tan et al., 2002).

2.4.2 Die physiologische und pathophysiologische Relevanz des MCH-Systems

Die pathophysiologische Rolle des MCH kann durch die Verteilung MCH-inkretierender
Neurone samt ihren Projektionen und durch die Verteilung der MCH-Rezeptoren
vermutet werden. Im ZNS der Saugetiere kommen MCH-Neurone ausschlief3lich in
magnozellularen Neuronen des lateralen Hypothalamus (LHA) und der Zona incerta vor
(Pissios et al., 2006). Die monosynaptischen Projektionen dieser Neurone sind denen
der orexinergen Neurone im LHA sehr ahnlich, obwohl es sich hier nicht um Koexpres-

sion in den gleichen, sondern um verschiedene Neurone mit dhnlichen Charakteristika
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handelt (Hong et al., 2011). Die Axone der MCH-Neurone des LHA und der Zona incerta
projizieren auch zum Nucleus interanterodorsalis thalami (Bittencourt et al., 1992).
Darlber hinaus wurde MCH in der Medulla oblongata und im Rickenmark mittels
Radioimmunoassay nachgewiesen (Zamir et al., 1986). Im Rickenmark wurde eine
vermehrte Immunreaktivitat im Hinterhorn im Vergleich zum Vorderhorn gefunden
(Skofitsch et al., 1985).

Die Verteilung im ZNS weist darauf hin, dass MCH in der Regulation der Nah-
rungsaufnahme und des Appetits eine Rolle spielt. Auch der Einfluss auf Lernprozesse
(olfaktorisches Lernen) und auf Verstarkungsmechanismen in der Belohnungsbahn
sprechen fur einen regulatorischen Effekt des MCH bei der Nahrungsaufnahme. Es
handelt sich um eine Vermehrung des Appetits und der Nahrungsaufnahme, was sowohl
durch intrazerebroventrikulare Injektion in den lateralen Ventrikel der Ratte (Qu et al.,
1996; Rossi et al.,, 1997) als auch durch Injektion in die Nuclei arcuatus, paraventri-
cularis und dorsomedialis hypothalami (Abbott et al., 2003) bewiesen werden konnte.
Bei Ratten wurde bei MCH-Injektionen in den vierten Ventrikel zwar keine Veranderung
der Nahrungsaufnahme, jedoch eine verminderte Kdrperkerntemperatur und ein Trend
zu verminderter korperlicher Aktivitat beobachtet (Zheng et al., 2005).

Neben der gesteigerten Nahrungsaufnahme und der Energie-konservierenden Wirkung
konnte auch eine von der Nahrungsaufnahme unabhangige gesteigerte Wasserauf-
nahme (Clegg et al., 2003), eine gesteigerte Alkohol- (Duncan et al., 2005) und eine
gesteigerte Saccharoseaufnahme (Sakamaki et al., 2005; Duncan et al., 2005) nach-
gewiesen werden. In einem MCH-Knockout Maus-Modell zeigte sich eine gesteigerte
Insulin-Sensitivitat bei alteren Mausen im Vergleich zum Wild-Typ. Genau so erhdhte
sich der bei alteren Mausen auftretende niedrige Energieverbrauch in Ruhe so wie die
niedrige motorische Aktivitat (Jeon et al., 2006). Die neueren Erkenntnisse von Hong et
al. (2011), namlich Projektionen in die Nuclei tegmentales pedunculopontinus und

laterodorsalis sprechen fur eine Mitbeteiligung an der Vigilanzsteuerung.
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2.5 Urotensin Il (UT-I)

Die Urophyse, in der Urotensin sezerniert wird, wurde bereits durch vergleichende
anatomische Forschungen im frihen neunzehnten Jahrhundert entdeckt (Arsaky, 1813).
Dahlgren beschrieb 1914 im Ruckenmark des Rochens ,electric motor nerve cells®, die
seitdem als Dahlgren’sche Zellen bekannt sind (Dahlgren, 1914). Ahnliche Neuronen
mit neurosekretorischer Funktion wurden von Speidel in verschiedenen Fisch-Spezies
beschrieben (Speidel 1919; 1922) und nach ihrem Entdecker als Speidel’sche Zellen
bezeichnet.

Beide Eponyme bezeichnen -obgleich in verschiedenen Spezies nachgewiesen- neuro-
sekretorische Zellen bzw. Neurone, die vom Ruckenmark in die Urophyse oder ein ent-
sprechendes Hamalorgan projizieren (Fridberg, 1962; Brady, 1984; Conlon et al., 1996).
Ernst und Berta Scharrer forcierten die Forschungen Uber neurosekretorische Zellen
sowohl in Wirbellosen als auch in Wirbeltieren inklusive des Menschen (Scharrer, 1935;
1937; Bachmann et al., 1954) und gelten als Begrinder der modernen Neuroendokrino-
logie. 1955 formulierte Enami als Erster genauere Thesen Uber die neuroendokrinen
Funktionen der neurosekretorischen Dahlgren-Zellen. Er bezeichnete das entsprechen-
de Organ als ,neurophysis caudalis“ bzw. als ,Urohypophysis“ (Enami und Imai, 1955;
1956a; 1956b).

Es dauerte jedoch weitere zwei Jahrzehnte, bis den sezernierten Stoffen explizite
Wirkungen zugewiesen werden konnten: Eine Blutdruckerniedrigung bei Ratten (Koba-
yashi et al.,, 1968) konnte dem damals noch hypothetischen Urotensin | zugewiesen
werden (Lederis und Medakovic 1974; Medakovic et al., 1975). Genauso konnte die
nachgewiesene Blutdruckerhohung in Knochenfischen (Bern et al., 1967) auf die
Wirkung eines zuvor ebenfalls noch hypothetischen Urotensins Il zurickgefuhrt werden
(Zelnik und Lederis, 1973; Chan, 1975); Zelnik und Lederis gelang die erste chromato-
graphische Auftrennung der Urotensine (Zelnik und Lederis, 1973). Bern und Lederis
(1969) pragten die Bezeichnung ,Urotensin“. Die Isolierung der Urotensine in reiner
Form (Urotensin |: Lederis et al., 1982a, 1982b; Ichikawa et al., 1982; Urotensin II:
Pearson et al., 1980) ermdglichte die eingehendere Erforschung der Wirkungen und die

Identifizierung des korrespondierenden Rezeptors.
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Das wissenschaftliche Interesse richtete sich zunehmend auf Urotensin Il, das als der
bis dato potenteste Vasokonstriktor gilt (Ames et al., 1999). Diese konstriktorische Wir-
kung konnte 1987 an Arterien der Ratte gezeigt werden (Itoh et al., 1987; Gibson, 1987).
Verglichen mit der Wirkung von Endothelin-1 (ET1) wird die arterielle vasokonstrik-
torische Potenz als funfzigmal starker beschrieben (Maguire et al., 2000). Einschran-
kend muss allerdings gesagt werden, dass 30 % der thorakalen und koronaren Arterien
auf UT Il nicht bzw. erst nach einer zusatzlichen Zufuhr von ET1 mit einer Konstriktion
reagierten (Maguire et al., 2000). Aul3erdem liegt die maximale Wirkung des Urotensins
Il interessanterweise bei fast allen von Maguire et al. untersuchten (menschlichen) Ge-
weben unter der von ET1; eine Ausnahme bildete hier die Rattenaorta, bei der sowohl
die konstriktorische Potenz als auch der maximale Effekt des Urotensins und des Endo-

thelins in etwa gleich ausfielen (Maguire et al., 2000).

Spater konnte die cDNA des Urotensin Il Precursor-Molekiils auch im Frosch und im
Menschen nachgewiesen werden (Coulouarn et al., 1998). Das menschliche Urotensin Il
Molekul ist ein Undekapeptid (Abb. 3; Coulouarn et al., 1998); das C-terminale zyklische

Hexapeptid, dessen Cysteine durch eine Disulfid-Bricke verbunden sind, weist bei den

untersuchten Spezies eine Konservierung auf (Conlon et al., 1996, Davenport und
Maguire, 2000).

Abb. 3: Aminosauresequenz des humanen Urotensin-Il (nach Coulouarn et al., 1998).

Veranderungen des C-Terminus oder das Entfernen der Disulfidbricke gingen mit
Funktionseinbufen einher und bewiesen somit, dass diese Strukturen fur die Bioaktivitat

essenziell sind (Labarrére et al., 2003). Die Carboxygruppe des C-Terminus ist jedoch
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nicht fur die Bioaktivitat essenziell, und eine Substitution des Phenylalanins an Position
6 bzw. des Tryptophans an Position 7 hat eine antagonistische Wirkung zur Folge
(Leprince et al., 2008). Dieses zyklische Peptid zeigt beim Menschen (Coulouarn et al.,
1998), bei Nagern (Ratte und Maus, Coulouarn et al., 1999) und beim Schwein (Mori et
al.,, 1999) gegenuber dem urspringlich bei der Meergrundel, Gillichthys mirabilis
(Pearson et al.,, 1980, Bern et al., 1985), gefundenen Struktur eine veranderte
Aminosauresequenz und/oder der Lange des N-Terminus (vergleichende Darstellung bei
Davenport und Maguire, 2000; Douglas et al., 2004; Ross et al., 2010).

2.5.1 Der Urotensin Il Rezeptor

Urotensin Il bindet an einen heptahelikalen Rezeptor (GPCR), der dem sogenannten
orphan receptor GPR 14 (Marchese et al., 1995) bzw. dem SENR (sensory epithelium
neuropeptide-like receptor; Tal et al., 1995) entspricht (Ames et al., 1999).

Der Urotensin Il Rezeptor (UT-lIl Rezeptor) wurde in verschiedenen Geweben (Niere,
Nebenniere, Blase, Kardiomyozyten, glatte Gefallmuskeln, Skelettmuskeln, Endothel-
zellen, Hoden, Gastrointestinaltrakt, Pankreas, Milz, Lunge, Schilddrise und ZNS, inkl.
des Ruckenmarks) nachgewiesen, so dass von einem quasi ubiquitaren Vorkommen
des UT-Il Rezeptors ausgegangen wird (Ames et al., 1999; Liu et al., 1999; Nothacker et
al., 1999; Maguire et al., 2000, 2004; Matsushita et al., 2001; Elshourbagy et al., 2002;
Douglas et al., 2004; Zhu et al., 2006; Jégou et al., 2006; Dubessy et al., 2008). Bislang
wurden keine Rezeptorsubtypen beschrieben. Die Signaltransduktionskaskade des

UT Il Rezeptors ist der Gq-Weg (Saetrum Opgaard et al., 2000; Tian et al., 2008).

Es gibt jedoch auch Hinweise fur eine Gio-gekoppelte Signaltransduktionskaskade
(Ziltener et al., 2002).

Die Aminosauresequenz des Urotensin Il Rezeptors ahnelt am meisten (zu ca. 27 %)
derjenigen des Somatostatin 4 Rezeptors (ssts; Marchese et al.,, 1995; Ames et al.,
1999; Davenport et al., 2000). Weitere Sequenzhomologien bestehen zum Somatostatin
2 Rezeptor (sst2), den Opioid-Rezeptoren (5, xund p) und den Galanin Rezeptoren
(GAL1-3; Marchese et al., 1995; Ames et al., 1999; Douglas et al., 2004). Alle genannten
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Rezeptoren sind mit Ausnahme des Galanin 2 Rezeptors (GAL2) im Gegensatz zum UT-
Il Rezeptor Gi-gekoppelt; der GAL:2 ist sowohl Gi- als auch Gg-gekoppelt (s. Tab. 1;
Alexander et al., 2009). Fur Urotensin Il konnte eine agonistische Wirkung an den
beiden Somatostatin Rezeptoren 2 und 5 nachgewiesen werden (Malagon et al., 2008).

In der Ratte wurde mit dem Urotensin ll-related peptide (URP) ein zweiter endogener
Ligand am Urotensin Il Rezeptor gefunden, der ebenfalls die konservierte C-terminale

Hexapeptid-Struktur des Urotensins Il aufweist (Sugo et al., 2003, Leprince et al., 2008).

2.5.2 Die physiologische und pathophysiologische Relevanz des Urotensin II-

Systems

Zuerst fanden nur Wirkungen des Urotensins auf den Blutdruck Beachtung (s.o: 2.5). In
letzter Zeit wurde dartber hinaus die pathophysiologische Relevanz des UT-Il im Rah-
men des metabolischen Syndroms (Ong et al., 2008, Ross et al.,, 2010), von Leber-
erkrankungen (Heller et al., 2002; Kemp et al., 2007; Trebicka et al., 2008; Leifeld et al.,
2010), von Nierenerkrankungen (Zhu et al., 2006; Tian et al., 2008), des REM-Schlafes
(Huitron-Resendiz et al., 2005) bzw. des Schlaf-Wach-Rhythmus (Ono et al., 2008), der
Depression und der Nahrungsaufname (do Rego et al., 2008) herausgefunden. Selek-
tive UT Il Rezeptor-Antagonisten befinden sich derzeit in der klinischen Forschung und
stellen eventuell einen neuen pharmakologischen Ansatz in der Therapie einiger der

genannten Erkrankungen dar (Tsoukas et al., 2011).

2.6 5-Carboxamidotryptamin

5-Carboxamidotryptamin (5-CT) ist strukturell dem Monoamin Serotonin (5-Hydroxy-
tryptamin, 5-HT) ahnlich (Abb. 4). Serotonin spielt eine Uberragende Rolle als Neuro-
transmitter im zentralen Nervensystem und als Neurotransmitter und Mediator in peri-
pheren Geweben. Die Rolle dieses Monoamins wurde in extenso erforscht. Anders als
bei den in den vorigen Abschnitten besprochenen Peptiden sind die grundlegenden
Eigenschaften dieses Systems heute Lehrbuchwissen (Baumgarten und Goéthert, 1997;

Gothert und Diener, 2009), sodass auf eine eingehende Beschreibung an dieser Stelle
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verzichtet wird. Hier werden nur drei Aspekte besonders herausgestellt, die im Zusam-
menhang mit den Experimenten dieser Arbeit von Bedeutung sind. So wird auf die
Wirkung von 5-CT an verschiedenen 5-HT-Rezeptor-Subtypen hingewiesen (2.6.1) und
das Vorkommen verschiedener 5-HT-Rezeptor-Subtypen als prasynaptische Rezeptoren
thematisiert (2.6.2). Ferner werden Parallelen zwischen dem Serotonin- und den drei in
dieser Arbeit betrachteten Peptid-Systemen (Orexin, MCH und Urotensin IlI) heraus-
gearbeitet (2.7).

5-CT wirkt an verschiedenen 5-HT-Rezeptoren wie 5-HT1a, 5-HT1s, 5-HT1p, 5-HTs
(Hoyer et al., 1994) und 5-HT7 (Eglen et al., 1997) als Agonist.

NH2 NH2
O
S HO
HN E
AN I N
H H
5-Carboxamidotryptamin 5-Hydroxytryptamin

Abb. 4: Strukturformeln von 5-Carboxamidotryptamin und 5-Hydroxytryptamin (Seroto-
nin) nach Feniuk et al. (1985).

2.6.1 Wirkung von 5-Carboxamidotryptamin an verschiedenen 5-HT-Rezeptor-

Subtypen

FUr das serotoninerge System ist charakteristisch, dass die Wirkungen Utber etwa 15
verschiedene Rezeptor-Subtypen vermittelt werden. Fast alle Subtypen sind G-Protein-
gekoppelt, lediglich der 5-HT3-Rezeptor gehoért zur Familie der ligandengesteuerten

lonenkanale.

Die Rezeptoraffinitat ist in Bezug auf die Subtyp-Praferenz und im Vergleich zu 5-HT
beim Menschen und bei der Ratte ahnlich (Tab. 3).
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5-HT Rezeptor 5-HT-Affinitat (pKi) 5-CT-Affinitat (pKi)
Mensch Ratte Mensch Ratte

5-HT1a 9,7-9,1 10,3-9,4
5-HT1s 9,0-7,4 8,8-7,7
5-HTp 9,0-8,0 9,2-8,6
5-HT+ 8,2-8,0 5,5-5,1
5-HT 8,0-7,7 7,2 6,1 5,6
5-HT2a 8,4-6,0 6,5-6,0 6,5
5-HT2s 8,4-7,9 8,0 6,9-6,7 6,8
5-HTo¢ 8,6-6,8 7,9-6,7 6,7-5,2
5-HT; 6,47
5-HT, 7,0-5,9 8,2-6,7
5-HTsa 6,9-6,7 6,6 7,7-7,6 79
5-HTs 7,5-6,8 7,9-6,6 6,1 6,7-5,5
5-HT- 9,6-8,1 9,2-8,7 10,0-9,0 9,9-9,5

Tab. 3: Rezeptoraffinitat von 5-HT (Serotonin) und 5-CT beim Menschen und bei der
Ratte mit Ki (Inhibitionskonstanten) im nanomolaren Bereich nach Andrade et al.
(2012); Ito et al. (2000); Richardson und Engel (1986).

2.6.2 Prasynaptische 5-HT-Rezeptoren

Die pharmakologischen Eigenschaften verschiedener prasynaptischer Serotoninrezep-
toren wurden bereits ermittelt. So wurde der Autorezeptor in der Ratte als 5-HT1s-
Rezeptor identifiziert (Middlemiss, 1984; Engel et al., 1986; Bonanno et al., 1986). Auch
der prasynaptische Heterorezeptor sowohl des cholinergen (Maura und Raiteri, 1986)
als auch des noradrenergen Systems (Molderings et al., 1987) ist ein 5-HT1s-Rezeptor.
Es gibt aber auch prasynaptische Rezeptoren, die anderen Subtypen als dem 5-HT1s-
Rezeptor zuzuweisen sind: So ist der prasynaptische Rezeptor mit Hemmwirkung auf
die Noradrenalin-Freisetzung in humanen Herzohren ein 5-HT1p-Rezeptor (Schlicker et
al., 1997) und der prasynaptische Rezeptor mit inhibierender Wirkung auf die hippo-

campale Glutamatausschuttung der Maus ist ein 5-HT1a-Rezeptor (Costa et al., 2011).

FUr die Untersuchung von prasynaptischen Serotoninrezeptoren ist 5-CT ein wertvolles
Pharmakon, da dieser Agonist an mehreren 5-HT-Rezeptor-Subtypen eine hoéhere Affini-

tat besitzt als Serotonin selbst.
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2.7 Parallelen zwischen dem serotoninergen und den drei peptidergen Systemen

Die hier untersuchten drei Peptide und 5-CT beeinflussen —in z.T. gegensatzlicher Wei-
se— vier Grundfunktionen im Organismus. So haben alle Pharmaka eine Wirkung auf
den Blutdruck: MCH senkt den mittleren arteriellen Blutdruck (Messina und Overton,
2007), die restlichen Substanzen zeigen eine potentielle hypertensive Wirkung, die beim
5-CT auf die Lungenstrombahn beschrankt ist (Morecroft et al., 1999; Kayaba et al.,
2003; Shirasaka et al., 1999; Chan, 1975). Beim Urotensin ist dazu noch eine letale
blutdrucksenkende Wirkung bei systemischer Gabe bei narkotisierten Affen (Zhu et al.,

2004) und eine endothelabhangige Vasodilatation bekannt (Douglas et al., 2004).

Alle Substanzen beeinflussen ferner die Nahrungsaufnahme. Orexin, MCH und Uroten-
sin haben eine steigernde Wirkung (Matsuo et al., 2011; Qu et al., 1996; Rossi et al.,
1997; do Rego et al., 2008). 5-CT hingegen besitzt aufgrund der agonistischen Wirkung
an fast allen 5-HT-Rezeptoren eine dazu gegensatzliche Wirkung (Pratt et al., 2009).
Sowohl die Hypertonie als auch die erhdhte Nahrungsaufnahme (mit konsekutiver Adi-

positas und Insulinresistenz) sind wichtige Bestandteile des metabolischen Syndroms.

Eine weitere gemeinsame physiologische Wirkung der Orexine, des Urotensins Il und
des MCH liegt in der Steuerung der Vigilanz bzw. des Schlaf-Wach-Rhythmus (Hagan et
al., 1999; Willie et al., 2001; 2003; Hong et al., 2011; Ono et al., 2008). Auch dem 5-CT
kommt u. a. auf Grund der Affinitat zum 5-HT7-Rezeptor eine Bedeutung in der Regu-

lation des Schlafes zu (Thomas et al., 2003).

SchlieBlich sind der 5-HT2a- (Bonisch et al., 2009) und 5-HT7-Rezeptor (Sleight et al.,
1995), sowie das Orexin-, MCH- und Urotensin-System bei affektiven Stérungen betei-
ligt (Nollet et al., 2011; Lagos et al., 2011; Severinsen et al., 2006; Antal-Zimanyi und
Khawaja, 2009; do Rego et al., 2008).
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2.8 Fragestellungen

Der vorliegenden Arbeit liegt die Frage nach der prasynaptischen Modulation der Nor-
adrenalin-Ausschuttung durch die drei genannten Peptide und durch 5-Carboxamido-
tryptamin in isoliertem Gewebe der Ratte und/oder des Meerschweins zugrunde. Bei
den drei Peptiden liegen bisher wenige Informationen zum prasynaptischen Vorkommen
ihrer Rezeptoren vor, sodass die Intention war, herauszufinden, ob diese Peptide
uberhaupt in der Lage sind, die Noradrenalin-Freisetzung zu modulieren. Im Falle des
5-CT ist die Hemmung der Noradrenalin-Freisetzung in der isolierten Vena cava inferior
der Ratte via prasynaptische 5-HT1is-Rezeptoren zwar gut belegt, es sollte aber
untersucht werden, ob das Ausmaly der Hemmung (,Signal®) in anderen sympathisch
innervierten Geweben der Ratte bzw. in entsprechenden Geweben des Meerschweins
moglicherweise starker ausgepragt ist. Je nach untersuchter Substanz wurden die
Versuchsbedingungen so gewahlt, dass eher die Hemmung der Noradrenalin-
Freisetzung Uber einen Gio-Protein-gekoppelten Rezeptor (MCH, 5-CT) bzw. eher deren
Steigerung Uber einen Ggq-Protein-gekoppelten Rezeptor (Orexin, Urotensin II)

detektierbar ist.
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3. Material und Methoden

3.1 Versuchsanordnung

Mannliche Dunkin-Hartley Meerschweine (200-420 g) und mannliche Wistar Ratten
(115-500 g) wurden dekapitiert. Es wurde die Modulation der Noradrenalin-Ausschuttung
an Gewebeschnitten der Aorta, des Atriums, der Milz, der Niere, des Vas deferens und
der Vena cava inferior der Ratte und des Meerschweins sowie an zerebralen Cortex-
Schnitten der Ratte mit Hilfe der Superfusion untersucht.

Mittels einer Stanze und eines Plexiglasblocks mit eingefraster Vertiefung wurden
Cortex-Schnitte mit einem Durchmesser von 3 mm und einer Dicke von 0,3 mm her-
gestellt. Durch Einsatz eines Skalpells wurden ca. 0,6 mm dicke Ringe der Aorta, der
Vena cava inferior und des Vas deferens sowie Wdarfel der Niere, der Milz und des
Atriums mit einer Kantenlange von ca. 1 mm prapariert. Diese Gewebe wurden dann
60 Minuten lang mit 0,025 yuM [3H]-Noradrenalin (spezifische Aktivitat 49,7—
56,3 Ci/mmol) bei 37 °C unter standiger Zufuhr eines Gasgemisches (Carbogen) aus
95 % O2 und 5% CO:2 in physiologischer Salzlésung (PSL; entspricht modifizierter
Krebs-Henseleit-Losung) inkubiert. Die PSL, die dem menschlichen Blutserum in der

Zusammensetzung ahnlich ist, enthielt die in Tab. 4 aufgefihrten Komponenten.

NaCl 118 NaHCOs 25 KCI 4,8
1,3 (A)/

CaCl 1,95 (B)/ KH2HPO4 1,2 MgSQO4 1,2
3,25 (C)

Glucose 10 Ascorbinsaure | 0,06 Na:EDTA 0,03

Tab. 4: Zusammensetzung der verwendeten physiologischen Salzlésung (mM).
Variationen der CaClz2-Konzentration:(A)-Inkubationslésung aller Versuche sowie
Superfusionslésung von [*H]-Noradrenalin-vorinkubiertem Rattencortex-Gewe-
be; (B)-Superfusions-Lésung von [*H]-Noradrenalin-vorinkubiertem Nieren-
Gewebe (nur Versuche von Abb.6); (C)-Superfusionslésung von [*H]-Norad-
renalin-vorinkubierten peripheren Geweben (auler Versuche von Abb. 6)
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Die vorinkubierten Gewebeschnitte befanden sich danach in Superfusionskammern auf
Polypropylen-Netzen zwischen zwei Platinelektroden; die Superfusion mit PSL erfolgte
bei 37 °C mit einem Durchlauf von 0,6 bis 1 ml/min unter kontinuierlicher Begasung mit
Carbogen. Ab der 35. bzw. 55. Minute wurden 5-Minuten-Fraktionen des Superfusates
gesammelt und mit 1,2 Volumenanteilen Lumagel Safe™, einem Szintillationscocktail
mit hoher Wasseraufnahmekapazitat, gemischt. Unmittelbar nach Versuchsende erfolgte
die Auflosung der Gewebestiicke in 0,5 ml Soluene™, gefolgt von der Beimischung
eines selbst hergestellten Szintillationscocktails mit geringer Wasseraufnahmekapazitat
(6 mg PPO (Polyphenylenoxid) und 100 uyg POPOP (1,4-Bis [2-(5-Phenyloxazolyl)]-
Benzol) in 1 ml Toluol). Der Tritiumgehalt der aufgefangenen Superfusatproben sowie
der aufgelosten Gewebestlicke wurde im Anschluss durch einen Flussigkeitsszintil-
lationszahler (Beckman LS 6000 TA) bestimmt.

Bei den Superfusionsexperimenten waren als Hilfspharmaka Desipramin, Rauwolscin
und/oder Tetraethylammoniumchlorid (320 uM) im Superfusionsmedium enthalten. Ein-
zelheiten werden jeweils im ersten Absatz der Abschnitte 4.2 bis 4.5 erlautert. Die zu

untersuchenden Substanzen waren im Superfusionsmedium ab der 62. min. enthalten.

Die Tritumabgabe wurde wahrend zwei 2-minutiger Perioden (S1; S2) durch Rechteck-
impulse stimuliert. Der Zeitpunkt der Stimulationsperioden lag bei allen Versuchen bei 40
(S1) und 90 (S2) Minuten, die Stimulationsparameter waren in der Regel (3 Hz, 200 mA,

2 ms) und in den Versuchen an Cortex-Schnitten 0,3 Hz, 50 mA, 2 ms.

3.2 Berechnungen und Statistik

3.2.1 Berechnung der basalen und stimulierten Tritiumfreisetzung

Der Tritiumgehalt wurde durch Flussigkeitsszintillationsmessung bestimmt. Die Tritium-
abgabe (Efflux) wurde berechnet als Anteil des Tritiums, das zu Beginn der einzelnen 5-

Minuten-Sammelperioden im Schnitt vorhanden war (fraktionelle Tritiumeffluxrate). Die

spontane, ohne Stimulation gemessene Tritiumfreisetzung (basaler Efflux), wurde durch
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Bildung des Quotienten aus den fraktionellen Effluxraten zwischen der 85. und 90.
Minute (B2) und der zwischen der 55.und 60. Minute (B1) bestimmt.

Aus der Differenz zwischen der basalen und der totalen Tritiumabgabe wahrend der
Stimulation und den folgenden 13 Minuten ergab sich die stimulierte Tritiumfreisetzung.
Hierbei wurde angenommen, dass die basale Tritiumabgabe von der Fraktion vor dem
Reiz bis zur Fraktion 15-20 Minuten nach dem Reiz linear abnimmt. Zur Quantifizierung
der Pharmakoneffekte auf den stimulierten Tritiumefflux wurde der Quotient aus der
durch Reiz 2 (S2) und der durch Reiz 1 (S1) stimulierten Abgabe gebildet und mit dem

entsprechenden Quotienten der Kontrollen verglichen.
3.2.2 Statistik

Die Ergebnisse sind angegeben als Mittelwerte + Standardabweichung des Mittelwertes
(SEM) aus n Experimenten. Hierbei errechnet sich SEM aus dem Quotienten der
Standardabweichung und der Wurzel aus der Versuchsanzahl: SEM=0on-1/\n; mit on-
1=Standardabweichung und n=Anzahl der Versuche. Der Student-t-Test bei unverbun-
denen Stichproben diente dem Vergleich der Mittelwerte. Beim Vergleich von zwei oder
mehreren Versuchswerten mit der gleichen Kontrolle wurde der t-Test der Bonferroni-

Korrektur unterzogen.

3.3 Verwendete Substanzen

* R-(-)-(Ring-2,5,6-[3H])-Noradrenalin NEN, Zaventem, Belgien
(spezifische Aktivitat 49,7-56,3 Ci/mmol)

= 5-Carboxamidotryptamin Tocris, England, U.K.

= Melanin-concentrating Hormone (MCH) NeoMPS S.A., Strasbourg, Frankreich
(Ratte, Mensch, Maus)

= Orexin-B (Ratte, Maus) NeoMPS S.A., Strasbourg, Frankreich

= Urotensin Il (Mensch [3]) NeoMPS S.A:, Strasbourg, Frankreich

= Angiotensin-ll-Acetat Bachem Biochemica, Heidelberg, Deutschland
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Desipraminhydrochlorid Ciba-Geigy, Wehr, Deutschland
Rauwolscinhydrochlorid Roth, Karlsruhe, Deutschland
Tetraethylammoniumchlorid Sigma-Aldrich, St.Louis,MO, U.S.A.
Tetrodotoxin (TTX) Sigma, Minchen, Deutschland
Oxotremorinsesquifumarat Sigma, Miunchen, Deutschland
Procaterolhydrochlorid Grunenthal, Aachen, Deutschland
Lumagel Safe Lumac*LSC B.V., Groningen, Niederlande
Soluene™ 6003038 Packard, Meriden, CT, U.S.A.

Stammldsungen der Pharmaka wurden mit Wasser hergestellt und mit dem Super-

fusionsmedium bis zur bendtigten Konzentration verdinnt.

3.4 Verwendete Gerate und Materialien

Analysenwaage Sartorius 2004 MP 6 Gottingen, Deutschland
Flissigkeitsszintillationszahler Beckman LS 6000 TA Fullerton, CA, U.S.A.
Laborwaage Sartorius 1610 Goéttingen, Deutschland
Magnetruhrer IKA RH 464995 Staufen i. Br., Deutschland
Mikroliterpipette Eppendorf Nr. 4780 Hamburg, Deutschland
Mini Poly-Q-Vials Beckman Nr. 59292 Munchen, Deutschland
Pipettenspitzen Eppendorf Nr. 0030063.619 und 627 Hamburg, Deutschland
Stimulator Hugo Sachs 125/T March-Hugstetten,Deutschland
Superfusionsanlage Eigenbau der Werkstatt des Pharmakologischen

Instituts der Universitat Bonn
Thermostat Eppendorf Hamburg, Deutschland
Wasserbad GFL 1003 Burgwedel, Deutschland
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4. Ergebnisse

4.1 Tritiumaufnahme und —freisetzung unter Kontrollbedingungen

In der vorliegenden Arbeit wurden Praparationen verschiedener Gewebe des Meer-
schweins und der Ratte mit [®H]-Noradrenalin vorinkubiert; anschlieBend wurde mithilfe
der elektrischen Stimulation eine quasi-physiologische Noradrenalin-Freisetzung indu-

ziert.

Tabelle 5 zeigt den basalen Tritiumefflux (B1), die durch elektrische Stimulation indu-
zierte [3H]-Noradrenalin-Abgabe (S1) und die nach Ende des Superfusionsversuchs
noch in den Praparaten befindliche Tritiummenge. Die in den einzelnen Geweben
erzielten Werte wurden fur die beiden Spezies Meerschwein und Ratte getrennt mit den
entsprechenden Werten in der Vena cava inferior verglichen, da dieses Gewebe in der

Vergangenheit besonders intensiv in ahnlichen Experimenten untersucht wurde.

Bei beiden Spezies war der basale Tritiumefflux (B1) weitgehend unabhangig vom unter-
suchten Gewebe und zeigte nur in Praparaten der Niere einen wesentlich héheren Wert
(Tab. 5). Die elektrisch stimulierte [*H]-Noradrenalin-Abgabe (S1) zeigte bei beiden
Spezies in der Vena cava inferior einen besonders hohen Wert. In drei Geweben, nam-
lich im Atrium, in der Niere und im Vas deferens fiel dieser Wert bei beiden Spezies
niedriger aus als in der Vena cava inferior; in den anderen untersuchten Geweben war
der Wert der Tendenz nach ebenfalls niedriger als in der Vena cava inferior, ein statis-
tisch signifikanter Unterschied liel® sich allerdings nicht ermitteln (Tab. 5). Hinsichtlich
des Gewebetritiums am Ende der Versuche zeigte sich bei beiden Spezies ein wesent-
lich niedrigerer Wert in der Niere und ein wesentlich héherer Wert im Vas deferens und
nur beim Meerschwein auch ein wesentlich hdherer Wert im Atrium. Besonders auffallig
ist, dass das Gewebstritium in der Aorta der Ratte nur etwa ein Funftel des entsprechen-
den Wertes in der Vena cava inferior annahm. Ansonsten ergaben sich keine signifikan-
ten Unterschiede (Tab. 5).
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Gewebstritium St B
. am (% des (% des
Meerschwein Versuchsende Gewebstritiums) Gewebstritiums/ min)
(dpm)
Aorta 44500 £ 3200 7,45+ 0,98 0,22 £ 0,02
Atrium 69300 * 5600 ** 4,65+ 0,49 ** 0,15+ 0,01
Milz 39800 + 2600 7,57 £ 1,02 0,18 £ 0,01
Niere 21600 + 2000 ** 4,65+ 0,61 0,34 £0,04 ™
Vas deferens 80300 + 8100 *** 4,66 + 0,49 ** 0,10 £ 0,01
Vena cava inf. 43700 £ 3000 9,90+ 0,48 0,20 £ 0,02
Gewebstritium St B
Ratte am (% des (% des
Versuchsende Gewebstritiums) Gewebstritiums/min)
(dpm)
Aorta 9700 £ 671 *** 5,32 + 0,94 0,26 £ 0,01
Atrium 34300 + 2500 3,31 £0,29 *** 0,19 £ 0,01
Milz 54800 £ 2800 516+ 0,42 0,23 £ 0,01
Niere 25300 + 1100 *** 4,07 +£040* 0,34 £ 0,01 ***
Vas deferens 95200 £+ 6700 *** 3,12+ 0,17 *** 0,19+£0,03
Vena cava inf. 53100 + 6000 7,28 + 1,06 0,18 £ 0,02
Cortex 52100 + 2400 5,23+ 0,23 0,22 £ 0,01

Tab. 5: Akkumuliertes Gewebstritium am Versuchsende, S41- und B1-Werte des Meer-

schweins und der Ratte. Mittelwerte £ SEM von 16 (Meerschwein) bzw. 21(Rat-
te) Versuchen; * P< 0,05, ** P < 0,01, *** P< 0,005 verglichen mit der Vena cava
inferior (inf.). dpm: disintegrations per minute (radioaktive Zerfalle pro Minute)

Der Si-Wert reprasentiert die durch die erste elektrische Stimulationsperiode (nach 40-
42 min) freigesetzte [*H]-Noradrenalin-Menge. Der B1-Wert bezieht sich auf die Tritium-
abgabe in der Sammelperiode von der 55. bis 60. min. Zu beachten ist, dass Reiz-
frequenz und Ca?*-Konzentration (3,25 mM) bei den peripheren Geweben hoher waren
als beim Cortex (0,3 Hz bzw. 1,3 mM).

In den folgenden Abschnitten (4.2 bis 4.5) werden die Wirkungen von vier Testsubs-
[*H]-Noradrenalin-Abgabe

beschrieben. Da die elektrisch stimulierte durch die basale Tritiumabgabe verfalscht

tanzen auf die elektrisch stimulierte im Einzelnen

werden kann, wurde vorab untersucht, ob die Testsubstanzen einen Effekt auf die

basale Tritiumabgabe (B2/B1) aufweisen. Dies war jedoch unter keiner der

Testsubstanzen der Fall. In Tabelle 6 ist dies im Einzelnen fur 5-Carboxamidotryptamin
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angegeben, das in sechs Geweben des Meerschweins und der Ratte untersucht wurde.
Auch die drei anderen untersuchten Substanzen, namlich Orexin-B, Melanin-
concentrating Hormone und Urotensin || waren ohne Einfluss auf die basale
Tritiumabgabe. Auf die Wiedergabe der Werte, die jenen von Tabelle 6 ahnlich sind,

wurde verzichtet.

Meerschwein Ratte
0 5-CT 1 uM 0 5-CT 1 uM
Aorta 0,70 £ 0,03 0,68 + 0.06 0,81 £ 0,04 0,77 £ 0,05
Atrium 0,75+ 0,02 0,76 £ 0,02 0,79+ 0,05 0,70 £ 0,03
Milz 0,71 £ 0,03 0,71 £ 0,03 0,74 £ 0,03 0,72+0,03
Niere 0,60 £ 0,02 0,60 £ 0,02 0,53 £ 0,01 0,55 + 0,02
Vas deferens 0,77 £ 0,03 0,72 + 0,03 0,79 £ 0,02 0,77 £ 0,02
Vena cava inf. 0,65 + 0,04 0,60 + 0,03 0,71 £ 0,02 0,74 £ 0,06

Tab. 6: Basaler Tritiumefflux (B2/B1) mit und ohne 5-CT-Gabe beim Meerschwein und bei
der Ratte. Mittelwerte + SEM von 16 (Meerschwein) bzw. 12 (Ratte) Versuchen.

4.2 Versuche mit Orexin-B

In der Versuchsreihe mit Orexin-B wurden Praparate der Rattenniere 60 min mit [3H]-
Noradrenalin inkubiert und mit physiologischer Salzlosung mit einer Calciumkon-
zentration von 3,25 mM und den Hilfspharmaka Desipramin und Tetraethylammonium
(TEA) superfundiert. Dartber hinaus wurde eine zweite Versuchsreihe mit einer
erniedrigten Calciumkonzentration (1,95 mM) durchgefuhrt. Der erste Reiz (zur Detek-
tion von S1) erfolgte von der 40. bis 42. Minute. Orexin-B kam ab der 62. min hinzu, so
dass der zweite Reiz (zur Detektion von S2) von der 90. bis 92. min in Anwesenheit von
Orexin-B stattfand. Es wurden Rechteckimpulse von 200 mA bei einer Frequenz von
3 Hz verabfolgt. Rauwolscin und Angiotensin Il dienten bei beiden Versuchsreihen als
Kontrollsubstanzen, die beide eine Vermehrung der elektrisch stimulierten Noradrenalin-
Abgabe bewirkten. Um eine Hemmung der Ausschuttung -und so die Auslenkung des

Systems in beide Richtungen- zu demonstrieren, wurden Noradrenalin selber und
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Oxotremorin, welche die Noradrenalin-Freisetzung bekanntermal3en hemmen (Fozard
und Muscholl, 1972; Schultheif3, 2005), als weitere Kontrollsubstanzen gewahlt.

Alle Wirkungen der Kontrollsubstanzen erreichten ein signifikantes Niveau, wohingegen
alle untersuchten Konzentrationen von Orexin-B dieses nicht erreichten. Die hdéchste
Konzentration von Orexin-B deutete zwar eine Steigerung des Effluxes an, die jedoch
durch den hohen Standardfehler des Mittelwertes (SEM) wieder relativiert wurde und
folglich ebenfalls insignifikant blieb (Abb. 5).
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Abb. 5: Effekt von Orexin-B (OX-B) auf die elektrisch stimulierte Noradrenalin-Abgabe in

der Rattenniere bei einer Ca%2*-Konzentration von 3,25 mM. Mittelwerte + SEM
von 3-8 Experimenten; *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 (im Vergleich zur Kon-
trolle). AT llI-Angiotensin Il; Rau-Rauwolscin; NA-Noradrenalin; Oxo-Oxotremorin

Die Erniedrigung der Calciumkonzentration im Superfusionsmedium auf 1,95 mM be-
wirkte eine Erhdhung der Signfikanz der Wirkung von Angiotensin (auf P<0,001) und
eine Erniedrigung derselben bei den Oxotremorin-Werten (auf P<0,05). Es traten jedoch

keine wesentlichen Veranderungen bezuglich der Wirkung des Orexins auf (Abb. 6).
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Abb. 6: Effekt von Orexin-B (OX-B) auf die elektrisch stimulierte Noradrenalin- Abgabe in
der Rattenniere bei einer Ca%2*-Konzentration von 1,95 mM. Mittelwerte + SEM
von 3-24 Experimenten; *P<0,05, ***P<0,001 (im Vergleich zur Kontrolle). AT II-
Angiotensin II; Rau-Rauwolscin; NA-Noradrenalin; Oxo-Oxotremorin

Auch bei der grafischen Darstellung der fraktionellen Tritiumabgabe pro Minute ergibt

sich bei der hdchsten Orexin-B-Konzentration (1 uM) und hoher Calciumkonzentration

(3,25 mM) kein Unterschied zur Kontrolle (Abb. 7). Demnach konnte an der Rattenniere

weder bei der hohen noch bei der niedrigeren Calciumkonzentration eine signifikante

prasynaptische Modulation der Noradrenalin-Ausschittung durch Orexin-B gezeigt

werden.
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Abb. 7: Zeitlicher Verlauf des Effekts von Orexin-B auf die elektrisch stimulierte Norad-
renalin-Abgabe in der Rattenniere bei einer Ca%*- Konzentration von 3,25 mM.
Mittelwerte von 5 (bei den Kontrollen 18) Experimenten. SEM ist nicht darge-
stellt. S1-Tritiumefflux nach Stimulationsreiz 1; S2-Tritiumefflux nach Stimula-
tionsreiz 2

4.3 Versuche mit Melanin-concentrating Hormone

Fur die Versuche mit dem Melanin-konzentrierenden Hormon (MCH) am Rattencortex
wurden folgende Reizbedingungen gewahlt: 50 mA und 0,3 Hz fir 2 Minuten bei Minute
40 und 90. Desipramin und Rauwolscin waren als Hilfspharmaka vom Versuchsbeginn
an in der Superfusionslosung. Als Kontrollsubstanz mit bekannter prasynaptischer

Hemmwirkung auf die Noradrenalin-Ausschittung noradrenerger Neurone wurde hier
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Histamin gewahlt (Schlicker et al., 1989).

MCH erreichte bei keiner der untersuchten Konzentrationen (0,01 pM, 0,1 uM und 1 pM)
eine signifikante inhibierende Wirkung auf die Noradrenalin-Ausschittung. Beim
Histamin hingegen zeigte sich bei einer Konzentration von 10 uM die erwartete

Hemmwirkung auf Signifikanzniveau (Abb. 8).
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Abb. 8: Effekt von MCH auf die elektrisch stimulierte Noradrenalin-Abgabe im Ratten-
cortex. Mittelwerte + SEM von 3-5 Experimenten; *P<0,05 (im Vergleich zur
Kontrolle)

Auch bei der Darstellung des zeitlichen Verlaufs der fraktionellen Tritiumabgabe pro
Minute auf der Y-Achse und der Zeit auf der X-Achse ist keine modulierende Wirkung

von MCH auf den Noradrenalin-Efflux zu erkennen (Abb. 9).
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Abb. 9: Zeitlicher Verlauf des Effekts von MCH auf die elektrisch stimulierte Noradren-
alin-Abgabe im Cortex der Ratte. Mittelwerte von 3 (bei den Kontrollen 5) Experi-
menten. SEM ist nicht dargestellt. S1-Tritiumefflux nach Stimulationsreiz 1; S2-
Tritiumefflux nach Stimulationsreiz 2

Die hemmende Wirkung des Histamins (Abb. 8) wurde in einer anderen Versuchsreihe
von dem EP3-Rezeptor-Agonisten Sulproston noch bei weitem Ubertroffen. Schon
Konzentrationen von 0,01 uM, 0,1 uM und 1 yM Sulproston entfalteten ihre potente
Hemmwirkung mit sehr hoher Signifikanz (p<0,001), so dass auch hier eine gute

Auslenkung des Systems gezeigt werden konnte (Abb. 10).
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Abb. 10: Effekt von MCH auf die elektrisch stimulierte Noradrenalin-Abgabe am Cortex
der Ratte im Vergleich zu Histamin und Sulproston. Mittelwerte von 3-5 Experi-
menten; **P<0,01, ***P<0,001 (im Vergleich zur Kontrolle, nicht gezeigt)

4.4 Versuche mit Urotensin Il

Die Versuchsanordnung der Urotensin II-Versuche an der Rattenniere entspricht exakt
derjenigen der Orexin-Versuche (TEA und Desipramin als Hilfspharmaka) mit der Aus-
nahme, dass in keiner Versuchsreihe mit niedrigerer Calciumkonzentration, sondern nur
mit einer Konzentration von 3,25 mM gearbeitet wurde.

Um die Auslenkbarkeit des Versuchssystems zu demonstrieren, wurden hier Angiotensin
Il und Noradrenalin selber eingesetzt, von denen bekannt ist, dass sie den Noradrenalin-
Efflux steigern bzw. hemmen. Die Modulation durch diese beiden Kontrollsubstanzen
wurde -wie erwartet- signifikant. Alle untersuchten Urotensin II-Konzentrationen zeigten

dagegen keine Wirkung auf die elektrisch stimulierte Noradrenalin-Abgabe (Abb. 11).
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Abb. 11: Effekt von Urotensin Il (UT) auf die elektrisch stimulierte Noradrenalin-Abgabe
in der Niere der Ratte. Mittelwerte + SEM von jeweils 5 Experimenten; *P<0,05,
**P<0,01 (im Vergleich zur Kontrolle). UT-Urotensin II; AT-Angiotensin II; NA-
Noradrenalin

Es wurden Konzentrationen von 0,001-1 uM untersucht. Beim Angiotensin Il wurde wie
bei den Versuchen mit Orexin eine Konzentration von 0,01 yM und beim Noradrenalin
eine Konzentration von 1 uyM eingesetzt (Abb. 11). Die S2/S1-Werte der Urotensin-
Versuche blieben allesamt insignifikant und zeigten auch keine konzentrationsabhangige
Tendenz zu einer Modulation der Noradrenalin-Ausschuttung.

Bei der Darstellung der fraktionellen Tritiumabgabe pro Minute ist im Verlauf des Ver-
suchs und besonders im Vergleich beider Reize ebenfalls kein Effekt von Urotensin Il zu
verzeichnen (Abb. 12).
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Abb. 12: Zeitlicher Verlauf des Effekts von Urotensin Il (UT) auf die elektrisch stimulierte
Noradrenalin-Abgabe in der Niere der Ratte. Mittelwerte von 5 (bei den Kontrol-
len 6) Experimenten. SEM ist nicht dargestellt. S1-Tritiumefflux nach Stimula-
tionsreiz 1; So-Tritiumefflux nach Stimulationsreiz 2

4.5 Versuche mit 5-Carboxamidotryptamin

Die Versuchsbedingungen waren wie fur Urotensin |l besprochen. Allerdings wurde
Rauwolscin anstelle von TEA als Hilfspharmakon verwendet.

Bei den Versuchen mit Praparaten von peripheren Geweben der Ratte trat zwar bei
allen Geweben eine diskrete Hemmung auf, signifikant wurde sie jedoch nur bei der

Vena cava inferior (Abb. 13)
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Abb. 13: Effekt von 5-Carboxamidotryptamin auf die elektrisch stimulierte Noradrenalin-
Abgabe in Praparaten verschiedener peripherer Gewebe der Ratte. Mittelwerte
+ SEM von 3-7 Experimenten; *P<0,05 (im Vergleich zur Kontrolle)

Bei den Versuchen am Meerschwein unter gleichen Bedingungen wie denen an der
Ratte bewirkte 5-Carboxamidotryptamin der Tendenz nach ebenfalls an allen Geweben
eine Hemmung, die aulder an der Vena cava inferior auch noch an der Aorta und an der
Niere signifikant wurde (Abb. 14).
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Abb. 14: Effekt von 5-Carboxamidotryptamin auf die elektrisch stimulierte Noradrenalin-
Abgabe in Praparaten verschiedener peripherer Gewebe des Meerschweins.
Mittelwerte + SEM von 5-8 Experimenten; **P<0,01, ***P<0,001 (im Vergleich
zur Kontrolle)

Danach wurde die Vena cava inferior des Meerschweins isoliert betrachtet. Bei einer
Konzentration von 1 uM ist eine signifikante Hemmung der Noradrenalin-Ausschuttung
in Anwesenheit von 5-CT beim zweiten Reiz (S2) im Vergleich zum ersten (S1) zu sehen.
Der Vergleich beider Reize unter Kontrollbedingungen (0) erreichte dagegen das Signi-
fikanzniveau nicht, obwohl auch hier der Noradrenalin-Efflux in der Tendenz nach dem

zweiten Reiz schwacher ausfiel als nach dem ersten Reiz (Abb. 15).
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Abb. 15: Zeitlicher Verlauf des Effekts von 5-Carboxamidotryptamin (5-CT) auf die elek-
trisch stimulierte Noradrenalin-Abgabe in der Vena cava inferior des Meer-
schweins. Mittelwerte von 5 Experimenten; **P<0,01 (im Vergleich zum S1-
Wert). SEM ist nicht dargestellt. S1-Tritiumefflux nach Stimulationsreiz 1; S2-Tri-
tiumefflux nach Stimulationsreiz 2
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5. Diskussion

5.1 Beurteilung der Versuchsbedingungen

Die Superfusion, bei der Gewebepraparate mit physiologischer Salzldsung umspdilt
werden, ist eine lange etablierte Methode (Finkleman, 1930; Gaddum 1953). Der Ein-
satz der Superfusion zur Erforschung der Neurotransmitterfreisetzung und entsprechen-
der prasynaptisch modulierender Pharmaka begann in den 1970er Jahren (Starke,
1977; Starke et. al., 1989).

Um das noradrenerge System und die modulierenden prasynaptischen Rezeptoren
untersuchen zu koénnen, fand eine Vorinkubation der Gewebeschnitte mit tritium-
markiertem Noradrenalin statt. Das [*H]-Noradrenalin wird Uber den Noradrenalin-
Transporter (NAT) in die Neuronen aufgenommen und gelangt in die entsprechenden
Speichervesikel. Bei einem Stimulus (hier durch elektrische Feldstimulation) und einem
darauf folgenden Aktionspotential kommt es zur Noradrenalin-Freisetzung. Die Speicher-
vesikel werden Ca?*-abhangig entleert. Das [3*H]-Noradrenalin befindet sich danach in
der Superfusionslésung, deren Tritiumgehalt mittels Flussigkeitsszintillationsmessung
detektiert wird. Somit ist ein Rlckschluss auf den elektrisch evozierten Noradrenalin-
Efflux moglich. Wegen der vollstandigen Unterdrickung der Freisetzung sowohl durch
Ca?*-Entzug als auch durch Blockade der spannungsabhangigen Natriumkanale durch
Tetrodotoxin (TTX) ist von einer quasi-physiologischen Noradrenalin-Freisetzung
auszugehen (Narahashi et al., 1964; Blaustein et al.,, 1972; Feuerstein et al., 1990;
Gothert und Schlicker, 1991; Goldbach et al., 1998; Narahashi, 2008). Die Frequenz der
elektrischen Stimulation soll moglichst gering gehalten werden, weil bei hohen Reiz-
frequenzen zwar die Transmitterfreisetzung steigt, deren Modulierbarkeit jedoch ab-
nimmt (Starke, 1977). Leider konnte nur bei den Versuchen am Rattencortex eine
niedrige Frequenz gewahlt werden (0,3 Hz), wahrend die Experimente an den peri-
pheren Geweben wegen des niedrigen Niveaus der Noradrenalin-Freisetzung eine
héhere Frequenz erforderten (3 Hz).

Die Wiederaufnahme in die prasynaptische Nervenendigung ist im Falle des Nor-

adrenalins der bedeutendste Weg der Beseitigung aus dem Extrazellularraum. Um
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diesen Na*-Kotransporter zu hemmen und so eine moglichst hohe [*H]-Noradrenalin-
Konzentration fur die Messungen zu erhalten, wurde Desipramin eingesetzt, welches
eine hohe Affinitdt zum Noradrenalin-Transporter aufweist (Lee et al., 1982; Molderings
et al., 1988; Schlicker et al., 1990; Trendelenburg et al., 1995).

Die Ca?*-Konzentration spielt in der Prasynapse eine bedeutende Rolle, weil Ca?*-lonen
fur die Verschmelzung der Transmitterspeichervesikel mit der prasynaptischen Membran
nétig sind und somit eine hohe Ca?*-Konzentration zu einer hohen Neurotransmitter-
ausschuttung fuhrt (Starke, 1977). Allerdings gilt auch, dass die Modulierbarkeit der
Freisetzung umso hoher ist, je niedriger die Ca?*-Konzentration der Superfusionslosung
gewahlt wird. In den Versuchen an peripheren Geweben wurde meist eine Ca?*-
Konzentration von 3,25 mM in der Superfusionslésung gewahlt, was sowohl im Ver-
gleich zur Ca?*-Konzentration des Interstitiums (1,3 mM) als auch zu der im Plasma
(2,5 mM) als erhoht anzusehen ist, was sich begunstigend auf die Vesikelverschmel-
zung und so auch auf die Transmitterausschittung auswirkt (Starke, 1977). Eine
Versuchsreihe mit Orexin-B wurde zur Referenz mit einer Ca?*-Konzentration in der
Superfusionslésung durchgefihrt, die in etwa dem Mittel aus den Werten im Interstitium
und Plasma entsprach (1,95 mM) und ein hoheres Mall an prasynaptischer
Modulierbarkeit erwarten lie® (Starke, 1977).

Eine weitere Steigerung der Freisetzung wird durch die Zugabe von Rauwolscin (zur
Blockade des az-Autorezeptors) erreicht, weil dadurch einer negativen Rickkopplung
des Noradrenalins auf seinen Autorezeptor entgegengewirkt wird. Aulerdem wird da-
durch eine prasynaptische inhibitorische Wirkung durch andere Rezeptoren als den a2-
Autorezeptor verstarkt (Schlicker und Gothert, 1998). Aus diesem Grund wurde bei den
Versuchen mit 5-CT und MCH, bei denen eine Hemmung der Noradrenalin-Freisetzung

erwartet wurde, routinemalig Rauwolscin angewandt.

Bei den Versuchen mit Orexin-B und Urotensin |l konnte wegen der Gg-Protein-
Kopplung der Rezeptoren eine Steigerung der Noradrenalin-Freisetzung erwartet
werden. Deshalb wurde TEA (Tetraethylammonium) anstelle des Rauwolscins als

Hilfspharmakon eingesetzt, um durch eine Hemmung von Kaliumkanalen und dadurch
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vermehrte Ausschuttung von endogenem Noradrenalin die a2-Autorezeptoren zu
aktivieren und so einen fazilitatorischen Effekt auf die Noradrenalin-Ausschuttung zu
beglnstigen (Cox et al., 2000). Eine gleichzeitige Blockade von a2-Autorezeptoren
schwacht die prasynaptische fazilitatorische Wirkung ab oder hebt sie ganzlich auf (Mota
und Guimaraes, 2002). Deshalb konnte bei den Versuchen mit UT Il und Orexin-B kein
Rauwolscin eingesetzt werden. Rauwolscin diente bei den Orexinversuchen allerdings

als eine der Kontrollsubstanzen, um die Auslenkbarkeit des Systems zu verifizieren.

5.2 Sympathische Innervation der Gewebe

Die Unterschiede in der sympathischen Innervation der Gewebe innerhalb einer Spezies
und zwischen verschiedenen Spezies werden durch die Darstellung des akkumulierten
Gewebstritiums am Versuchsende anschaulich (Tab. 5). Als Referenzgewebe wurde hier
die Vena cava inferior gewahlt, weil deren starke sympathische Innervation bei der Ratte
bereits nachgewiesen war (Molderings et al., 1987). Beim Meerschwein zeigten sich in
diesem Gefald ahnliche Werte. Bei beiden Spezies stechen bei der Vena cava inferior
auch die besonders hohen Werte des ersten Reizes (S1) hervor, die fur eine gute

Reagibilitat des Gewebes auf die elektrische Reizung sprechen (Tab. 5).

Beim Meerschwein ist eine im Vergleich zur Vena cava inf. verstarkte sympathische
Innervation im Atrium und im Vas deferens und eine erniedrigte Innervation in der Niere
auffallig. Bei der Ratte zeigte sich ebenfalls eine vermehrte Innervation am Vas deferens
und eine erniedrigte an der Niere, jedoch war hier die extrem schwache Innervation der
Aorta am auffalligsten (Tab. 5). Darlber hinaus trat eine starke Spezies spezifische
Differenz bei den Aortenschnitten zu Tage, die eine im Vergleich zur Ratte viel starkere
sympathische Innervation des Meerschweingewebes erkennen lasst (Tab. 5).
Bemerkenswert ist ferner, dass das Ausmal} der Noradrenalin-Freisetzung bei beiden
Spezies im Atrium, in der Niere und im Vas deferens signifikant niedriger war als in der
Vena cava; fur die Aorta und die Milz war die Noradrenalin-Freisetzung in beiden

Spezies der Tendenz nach niedriger.
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5.3 Beurteilung der Versuche mit Orexin-B

Bei der Auswahl der Versuchsbedingungen war zu beachten, dass beide Rezeptoren fur
die Orexine (OXiR und OX2R) sowohl an den Gg11-Weg als auch an Gio- und Gs-
Proteine gekoppelt sind (Kukkonen und Akerman, 2005; Ramanjaneya et al., 2009;
Alexander et al., 2009). Die Niere wurde gewahlt, weil in diesem Gewebe bereits mehre-
re Rezeptoren mit modulierender Wirkung auf die Noradrenalin-Freisetzung beschrieben
wurden (Rump und Schollmeyer, 1989; Schultheil3, 2005).

Orexine zeigten an neuronalem Gewebe zuvor mehrfach einen exzitatorischen Effekt, so
auch an noradrenergen Neuronen des Locus coeruleus (Horvath et al., 1999; van den
Pol et al., 2002). Auch der histaminerge Nucleus tuberomammillaris, in dem von beiden
OX-R ausschliel3lich der Orexinz-Rezeptor exprimiert wird (Marcus et al., 2001),
reagierte bei Anwesenheit von Orexin mit einer Exzitation (Yamanaka et al., 2002).
Shirasaka et alii (1999) berichteten von einer Erhéhung des Noradrenalins im Plasma
der Ratte nach zentraler Orexinapplikation. Da nach diesen Befunden die Kopplung von
freisetzungsmodulierenden Orexin-Rezeptoren plausibel ist (Zhu et al., 2003; Tang et
al., 2008), wurden fur die hier beschriebenen Versuche Bedingungen inklusive des
Tetraethylammoniums gewahlt, um eine erwartete fazilitatorische Wirkung zu begins-
tigen (Cox et al., 2000).

Orexin-B hatte in den hier vorgestellten Versuchen keine Wirkung auf die Noradrenalin-
Freisetzung. Dies galt auch bei Verwendung einer niedrigeren Ca?*-Konzentration der
Superfusionslésung (1,95 statt 3,25 mM), die grundsatzlich die Modulierbarkeit der Nor-
adrenalin-Freisetzung durch prasynaptische Rezeptoren beglnstigt (Starke, 1977). Die
in den Experimenten eingesetzte Konzentration von Orexin-B war hoch genug, denn das
Peptid zeigte in den hier verwendeten Konzentrationen in der Arbeit von Horvath et al.
(1999) an Schnitten des Rattenhirns einen klaren Effekt.

Ferner wurde fur die hier verwendete Nierenpraparation gezeigt, dass eine Modulation
der Noradrenalin-Freisetzung via Gq-, Gs- und Gio-Protein-gekoppelte Rezeptoren mog-

lich ist. So flhrte Angiotensin Il, das Gg-Protein-gekoppelte AT1-Rezeptoren aktiviert ,



58

zur Steigerung der Freisetzung (Stegbauer et al., 2005; Alexander et al., 2009).
Umgekehrt hemmten Noradrenalin selbst sowie Oxotremorin, welche die Gio-Protein-
gekoppelten o2-Rezeptoren bzw. muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren aktivieren,
die Freisetzung (Rauwolscin, ein o2-Rezeptor-Antagonist, fuhrte entsprechend zur
Steigerung der Noradrenalin-Freisetzung). In der Studie von Reutelsterz (2009), die
unter identischen Versuchsbedingungen durchgeflihrt wurde, fihrte Procaterol tber die
Gs-Protein-gekoppelten  R2-Adrenozeptoren zur Steigerung der Noradrenalin-

Freisetzung.

Immerhin erscheint eine weitere Untersuchung der Wirkung von Orexin-B aussichts-
reich, denn das Peptid zeigte in der héchsten untersuchten Konzentration von 1 uM (die
nur in den Superfusionsversuchen mit einer Ca?*-Konzentration von 3,25 mM eingesetzt

wurde) der Tendenz nach eine Steigerung der Noradrenalin-Freisetzung (um 29 %).

5.4 Beurteilung der Versuche mit MCH

Die Versuche zur Wirkung von MCH auf die Noradrenalin-Freisetzung wurden auf die
Identifizierung von inhibitorischen MCH1-Rezeptoren hin fokussiert. Eine Detektion von
MCH2-Rezeptoren kam nicht in Betracht, da dieser Subtyp bei Ratten nach heutigem
Kenntnisstand nicht exprimiert wird (s. Einleitung, 2.4). Grundsatzlich sind MCH:-
Rezeptoren auch Gg-Protein-gekoppelt, allerdings spielen prasynaptische Gg-Protein-
gekoppelte Rezeptoren bei der Modulation der Noradrenalin-Freisetzung im Gehirn
keine Rolle (Starke, 1977). Fur die vorliegende Studie wurde der zerebrale Cortex
gewahlt, der in der Vergangenheit fur die Identifizierung zahlreicher Typen von
prasynaptischen Rezeptoren verwendet wurde (Schlicker und Géthert, 1998). Um die
Detektierbarkeit noch zu verbessern, wurde der az-Autorezeptor-Antagonist Rauwolscin
eingesetzt (Schlicker und Géthert, 1998).

MCH beeinflusste die Noradrenalin-Freisetzung im verwendeten Konzentrationsbereich
jedoch nicht. Die hier eingesetzte Konzentration von 1 uM ist adaquat, da mit dieser

Konzentration eine Hemmung der Freisetzung von y-Aminobuttersaure (GABA) und



59

Glutamat im Hypothalamus der Ratte erzielt werden konnte (Gao und van den Pol,
2001). Auch die Mdglichkeit, dass unter den hier gewahlten Versuchsbedingungen frei-
setzungsmodulierende prasynaptische Gi-Protein-gekoppelte Rezeptoren gar nicht de-
tektierbar sind, kann von der Hand gewiesen werden, da Histamin (Uber Hs-Rezep-
toren) und Sulproston (Uber Prostaglandin-EP3-Rezeptoren) erwartungsgemaf die Nor-

adrenalin-Freisetzung hemmten (Schlicker et al., 1989; Gunther et al., 2010).

5.5 Beurteilung der Versuche mit Urotensin Il

Fur die Versuche mit Urotensin Il wurde Nierencortex eingesetzt, weil dort die Dichte
von Urotensin Il Rezeptoren sehr hoch ist (Disa et al., 2006; Song et al., 2006). Aul3er-
dem erlaubt dieses Gewebe grundsatzlich die Identifizierung von Gq-Protein-gekoppel-
ten Rezeptoren, welche die Noradrenalin-Freisetzung steigern (z. B. AT+-Rezeptoren, s.
Abb. 5, 6 und 11). Um mdglichst optimale Voraussetzungen hierfur zu schaffen, wurden

als Hilfspharmaka Desipramin und TEA eingesetzt.

Urotensin |l zeigte jedoch im untersuchten Konzentrationsbereich (1-1000 nM) keine
Wirkung auf die Noradrenalin-Freisetzung. Die eingesetzten Konzentrationen des
Peptids sind hoch genug, um eine Wirkung am UT-Rezeptor zu erzielen. Der Ki -Wert
von 1,4 nM aus einer Radioliganden-Bindungsstudie an der Rattenniere (Disa et al.,
2006) sowie der ECso -Wert von 1,9 nM (Rattenaorta (Behm et al., 2004) wird weit
Ubertroffen. Daruber hinaus konnte von Ono et al. (2008) bereits mit 10 nM Urotensin II
eine gesteigerte Noradrenalin-Ausschittung am zerebralen Cortex der Ratte gezeigt
werden. Die grundsatzliche Moglichkeit, dass es durch Aktivierung eines Gg-Protein-
gekoppelten Rezeptors (AT1) zur Steigerung der Noradrenalin-Freisetzung kommt,

wurde in parallel durchgeflhrten Versuchen erneut gezeigt (s. auch Abschnitt 5.3).

Nun gibt es auch Hinweise, dass der UT-Rezeptor Gio-Protein-gekoppelt ist (Ziltener et
al., 2002). In diesem Zusammenhang ist es wichtig, zu betonen, dass unter den gewahl-
ten Versuchsbedingungen grundsatzlich auch ein Gio-Protein-gekoppelter prasynap-

tischer inhibitorischer Rezeptor detektierbar ist. Das wird aus Abbildung 11 deutlich, in
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welcher der inhibitorische Effekt von exogen zugefluhrtem, Uber den Gio-Protein-gekop-
pelten a2-Autorezeptor wirkenden Noradrenalin gezeigt ist. Aus dieser Abbildung ist
allerdings auch ersichtlich, dass die Versuchsbedingungen nur einen relativ schwachen
Effekt von Noradrenalin 1 uM zulassen, das unter optimalen experimentellen Bedin-
gungen eine Hemmung von 80-100 % bewirken musste (Starke, 2001). Falls der
maximal uUber einen Gio-Protein-gekoppelten inhibitorischen Heterorezeptor erzielbare
Hemmeffekt gering ist, kdnnten die hier gewahlten Versuchsbedingungen den Nachweis
einer Hemmung maglicherweise verschleiern. Zur weiteren Klarung waren hier Versuche

in Gegenwart von Rauwolscin (statt TEA) sinnvoll.

5.6 Beurteilung der Versuche mit 5-Carboxamidotryptamin

Die Versuche mit 5-CT an peripheren Gewebeschnitten der Ratte (Aorta, Atrium, Milz,
Niere, Vas deferens und Vena cava inferior) erbrachten keine Inhibition der Noradrena-
lin-Freisetzung auller der bekannten Wirkung des 5-HT1s-Rezeptors an der Vena cava
inf. (Molderings et al., 1987). Eine angedeutete Inhibition erreichte bei keinem der

anderen Gewebe Signifikanzniveau (Abb. 13).

Bei den Versuchen an der Aorta des Meerschweins konnte eine signifikante Hemmung
der Noradrenalin-Ausschittung durch 5-CT nachgewiesen werden. Auch an der Niere
und der Vena cava des Meerschweins konnte eine signifikante Hemmung der Nor-
adrenalin-Freisetzung gezeigt werden (Abb. 14). In den anderen Geweben des Meer-
schweins traten keine signifikanten Hemmungen auf. Die gewahlte Methode der
Superfusion kann das Vorhandensein solcher Heterorezeptoren zwar bei signifikanter
Modulation nachweisen, der definitive Ausschluss bei nicht signifikanten Ergebnissen ist
jedoch nicht mdglich. Tabelle 3 zeigt, dass die Konzentration von 5-CT von 1 uM
verglichen zur Affinitat oder Wirkungsstarke an verschiedenen Serotonin-Rezeptor-
Subtypen sehr hoch ist, so dass bei Vorhandensein von Rezeptoren ein Effekt zu

erwarten ware.

Eine besondere Motivation, die Wirkung von 5-CT auf die Noradrenalin-Freisetzung in
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peripheren Geweben von Ratte und Meerschwein zu untersuchen, bestand zusatzlich
darin, dass in einer Arbeit an Mausen, die den 5-HT1is-Rezeptor nicht exprimieren
(homozygote Knockout-Tiere), die Vermutung geaullert wurde, dass die prasynaptische
Hemmwirkung von 5-CT moglicherweise auch Uber 5-HTs- und/oder 5-HT7-Rezeptoren
vermittelt wird (Pifieyro et al., 1995). Hier ist insbesondere an den 5-HTsa-Rezeptor zu
denken, der wahrscheinlich Gio-Protein-gekoppelt ist (Alexander et al., 2009) und fur
den 5-CT eine hohe Affinitat besitzt (Tab. 3).

In einem Kooperationsprojekt mit der Firma Abbott wurde der hochselektive 5-HTsa-
Rezeptor-Antagonist A-763079 in Schnitten des Hippocampus und zerebralen Cortex
der Maus von unserem Labor untersucht. Es zeigte sich, dass die Wirkung von 5-CT auf
die Serotoninfreisetzung durch eine hohe Konzentration dieses Antagonisten nicht
beeinflusst wurde, was gegen dessen Beteiligung bei der hemmenden Wirkung von 5-
CT spricht (Drescher et al., 2007). Da der Serotonin-Rezeptor-Subtyp nun je nach
Spezies, Lokalisation und Transmitter sehr variiert (s. Einleitung), war es durchaus ge-
rechtfertigt, auch in peripheren Geweben verschiedener Spezies nach der Hemmwir-
kung von 5-CT auf die Noradrenalin-Freisetzung zu schauen. Entsprechende Versuche
in drei Praparationen des Meerschweins, namlich Aorta, Vena cava und Niere, in denen
5-CT die Noradrenalin-Freisetzung hemmt und der Serotonin-Rezeptor-Subtyp erst zu

klaren ware, konnten hier sehr interessant sein.
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6. Zusammenfassung

An der Nahtstelle zwischen Nervenende und dem von dem entsprechenden Nerven
versorgten Gewebe befindet sich die sog. Synapse, also ein Spalt, in den ein Ubertra-
gerstoff freigesetzt wird. Solche Synapsen gibt es auch im Gehirn zwischen Nervenende
und nachgeschaltetem Nerven. Ein wichtiger Ubertragerstoff, der sowohl im Gehirn als
auch in der Peripherie eine Rolle spielt, ist das Noradrenalin. Dieses beeinflusst das
versorgte Gewebe oder den nachfolgenden Nerven Uber sog. postsynaptische Rezep-
toren; allerdings wirkt freigesetztes Noradrenalin Uber prasynaptische Rezeptoren (Auto-
rezeptoren) auch auf seine eigene Freisetzung im Sinne einer negativen Rickkopplung.
Prasynaptische Rezeptoren an der noradrenergen Nervenendigung gibt es aber auch
fur andere Ubertragerstoffe (Heterorezeptoren), und um diese geht es in der vorliegen-
den Arbeit.

Fur die Untersuchung wurden Hirnschnitte oder isolierte periphere Gewebe mit [3H]-
Noradrenalin Uberstromt und die durch elektrische Feldstimulation freigesetzte Menge
an [3H] als MaRB fir die quasi-physiologische Noradrenalin-Freisetzung vermessen. Als
Stoffe, die moéglicherweise die Noradrenalin-Freisetzung modulieren, wurden die drei
Peptide Orexin-B, Melanin-concentrating Hormone (MCH) und Urotensin Il eingesetzt,
ferner 5-Carboxamidotryptamin (5-CT). Letzteres ist ein Pharmakon, das an mehreren
Subtypen von Serotonin-Rezeptoren eine besonders ausgepragte aktivierende Wirkung
zeigt. Die drei Peptide und Serotonin haben gemein, dass sie die Nahrungsaufnahme,
Herz-Kreislauf-Funktionen und die Affektivitat beeinflussen, allerdings z.T. in gegen-
satzlicher Richtung. Uber prasynaptische Wirkungen der drei Peptide ist bisher in der
Literatur nur selten berichtet worden. Prasynaptische Serotonin-Rezeptoren sind zwar
bekannt, allerdings sollte untersucht werden, ob durch Wechsel des peripheren Organs

bzw. der Spezies ein starker ausgepragter Hemmeffekt erzielt werden kann.

Die experimentellen Bedingungen richteten sich danach, ob eher ein inhibitorischer oder
fazilitatorischer prasynaptischer Rezeptor erwartet werden konnte. Wurde ein inhibito-
rischer Rezeptor erwartet, so wurde dem Versuchsmedium Rauwolscin, ein Hemmstoff

des prasynaptischen Autorezeptors, beigeflgt; bekanntermalien wird der Uber einen
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inhibitorischen Heterorezeptor hervorgerufene Hemmeffekt durch Blockade des Auto-
rezeptors verstarkt oder Uberhaupt erst ermoglicht . Wurde ein fazilitatorischer Rezeptor
erwartet, so wurde Tetraethylammonium (TEA) verwendet, das zu einer vermehrten
Noradrenalin-Freisetzung und -Wirkung am Autorezeptor fihrt. Dieses Szenario

begulnstigt die Identifizierung eines fazilitatorischen Heterorezeptors.

In Gewebeproben der Rattenniere, die in Gegenwart von TEA Uberstromt wurden,
beeinflusste Orexin-B in Konzentrationen von 1 bis 1000 nM die Noradrenalin-
Freisetzung nicht. Als Positivkontrollen dienten Noradrenalin und Oxotremorin, die —wie
erwartet— eine Hemmung verursachten, sowie Angiotensin Il und Rauwolscin, welche

die Noradrenalin-Freisetzung steigerten.

In Schnitten des zerebralen Cortex der Ratte, die in Gegenwart von Rauwolscin
Uberstromt wurden, beeinflusste MCH in Konzentrationen von 10 bis 1000 nM die
Noradrenalin-Freisetzung nicht. Als Positivkontrollen dienten Histamin und Sulproston,

die beide —wie erwartet— die Noradrenalin-Freisetzung hemmten.

In Proben der Rattenniere, die mit TEA Uberstromt wurden, blieb Urotensin Il im Konzen-
trationsbereich von 1 bis 1000 nM ohne Wirkung auf die Noradrenalin-Freisetzung.
Angiotensin Il und Noradrenalin, die als Positivkontrollen dienten, zeigten erwartungs-

gemal einen steigernden bzw. hemmenden Effekt.

Die Versuche zu 5-CT wurden an 6 peripheren Geweben der Ratte und des Meer-
schweins durchgefuhrt; routinemafig war Rauwolscin im Medium enthalten. Wie schon
bekannt (Molderings et al., 1987), hemmte 5-CT 1000 nM die Noradrenalin-Freisetzung
in der isolierten Vena cava inf. der Ratte (hier um 39 %). In 5 weiteren Geweben dieser
Spezies (Aorta, Atrium, Milz, Niere und Vas deferens) zeigte 5-CT der Tendenz nach
eine Hemmung der Noradrenalin-Freisetzung, allerdings war die Wirkung in keinem Fall
statistisch signifikant. Auch in der Vena cava inf. des Meerschweins wirkte 5-CT
inhibitorisch (um 37 %). Zusatzlich hemmte 5-CT die Noradrenalin-Freisetzung auch in
der Aorta (um 23 %) und Niere (um 12 %) dieser Spezies; in den 3 weiteren Geweben

(Atrium, Milz und Vas deferens) wurde lediglich eine inhibitorische Tendenz beobachtet.
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Die hier vorgelegte Studie zeigt, dass die drei Peptide Orexin-B, MCH und Urotensin II
die Noradrenalin-Freisetzung selbst in hohen Konzentrationen nicht beeinflussen, also
madglicherweise in den hier untersuchten Geweben keine prasynaptischen Rezeptoren
fur diese 3 Peptide vorkommen. Die Studie zeigt erstmalig, dass prasynaptische
inhibitorische Serotonin-Rezeptoren, welche die Noradrenalin-Freisetzung hemmen, in

der Aorta, Vena cava inferior und Niere des Meerschweins nachweisbar sind.
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