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Kurzreferat

Eine unterschiedliche Ausstattung an p-Opioidrezeptoren kdnnte ein Grund dafir sein, warum
Patienten unterschiedlich auf die Gabe derselben Menge eines Opioids reagieren. Opioide sind an
weitaus mehr physiologischen Prozessen als nur an der Analgesie beteiligt. Welche Prozesse durch
eine unterschiedliche p-Opioidrezeptor-Ausstattung beeinflusst werden, ist Gegenstand aktueller
Forschung und kdnnte zu einem besseren Verstandnis und Regime in der akuten und chronischen
Schmerztherapie filhren. Transgene Mause der Gattung BALB-c/C 57 mit 3 unterschiedlichen
genetischen Ausstattungen des p-Opioidrezeptors (Wildtypen 100%, heterozygote Tiere 50% und
p-knock-out Mause 0%) wurden geziichtet und in Bindungsstudien verifiziert, um ausgewahlite
Opioideffekte verhaltenspharmakologisch zu untersuchen. Unsere Untersuchungen zeigen, dass
der analgetische Effekt, von Opioiden stark von der Anzahl der u-Opioidrezeptoren abhéangig ist.
Die Anzahl der p-Opioidrezeptoren korreliert genauso stark mit der morphininduzierten Hypothermie
und Aktivitatssteigerung. Auch das Sucht- und Belohnungsverhalten ist umso starker ausgepragt,
umso hoher die Anzahl der p-Opioidrezeptoren ist. Betrachtet man die Auswirkung der
unterschiedlichen p-Opioidrezeptor-Ausstattung auf das emotionale Verhalten, wie Angst-, Schreck-
und Fluchtreaktion sowie auf das depressionsrelevante Verhalten, so sind weitaus komplexere
Korrelationen zu finden. Eine Auswirkung auf das endogene Opioidsystem erscheint ebenfalls
bedeutsam, genauso wie die Auswirkung auf die zentrale Exzitabilitat. Selbst die physiologischen
Funktionen weiterer Opioidrezeptorsubtypen, wie die - und k- Opioidrezeptor-vermittelten Effekte,
sind durch abweichende p-Opioidrezeptor-Ausstattungen verandert. Diese Erkenntnisse sind flr die

Therapie chronischer Schmerzpatienten von immenser Bedeutung.
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1 Einleitung
1.1 Opioide -allgemeine und geschichtliche Aspekte

Opioide zahlen zu den wirksamsten Schmerzmitteln und sind bisher fir eine effektive
Schmerztherapie unverzichtbar. Diese Wirkungen der Opioide sind seit langem bekannt. Schon vor
ca. funftausend Jahren kannten die Sumerer und Agypter die Vorziige des Schlafmohns und
gebrauchten ihn als Heilpflanze. Der persische Arzt Abu 'Ali al-Husain ibn Sina (Avicenna)
beschrieb 1025 n. Chr. ,Opium als das machtigste der Betaubungsmittel“ im ,Canon medicinae“ (1).
Rohopium ist der aus den unreifen Kapseln des Schlafmohns (Papaver somniferum) gewonnene
getrocknete Milchsaft. Dem deutschen Apotheker Friedrich Wilhelm Sertlirner (1783-1806) gelang
es 1803, aus dem Rohopium, den heute noch zu den effektivsten Schmerzmitteln z&hlenden
naturlichen Wirkstoff Morphin, zu isolieren (2). Opiate weisen neben ihrer schmerzlindernden
Wirkung stets auch eine psychoaktive Wirkung auf (3). Ein Schiler Galens beschrieb 845 bis 920 n.
Chr. die Anwendung von Opium zur Behandlung der ,Melancholie® (4). Im medizinischen Alltag
dienen Opioide in den verschiedensten Darreichungsformen der Behandlung von akuten und
chronischen Schmerzen, zur Analgesie und Anésthesie bei chirurgischen Eingriffen und werden als
Antitussiva und bei schweren Durchfallerkrankungen eingesetzt. Aufgrund ihrer ernstzunehmenden
zentralen Wirkungen wie Atemdepression, Emesis, Euphorie, Sucht -und Toleranzbildung
schrecken immer noch viele Patienten vor der Zustimmung zu einer Behandlung mit Opioiden und
Arzte vor der Anwendung zuriick. Die mittlerweile groRtenteils synthetisch hergestellten Praparate
weisen eine hohe Vielfalt auf. Das liegt nicht zuletzt in dem Versuch begriindet, die
Nebenwirkungen insbesondere die Toleranz und die physische Anhangigkeit zu minimieren (5) bzw.

die schmerzlindernde Potenz zu steigern.

1.2 Opioidrezeptoren

Die Wirkungen der Opioide werden durch Wechselwirkungen mit Opioidrezeptoren realisiert.
1973 identifizierten Pert und Snyder spezifische Opioidrezeptorensubtypen im zentralen
Nervensystem und im peripheren Gewebe. Diese 3 Haupt-Opioidrezeptoren y, & und Kk (6-8)
konnten einzeln geklont werden (9,10) und ihre Effekte durch Untersuchungen mittels selektiver
Liganden untermauert werden (11). Opioidrezeptoren binden endogen oder exogen zugefihrte
Opioide mit unterschiedlicher Affinitat (12).

Die Opioide entfalten ihre pharmakologischen Wirkungen auf zellularer Ebene durch Interaktionen
an den Opioidrezeptoren (13). Opioidrezeptoren gehdren zur Gruppe der Gi-Protein-gekoppelten
Rezeptoren mit 7 Transmembrandomanen. Nach Aktivierung durch einen Liganden, erfolgt die
Hemmung der Adenylatzyklase und dadurch eine Senkung der intrazellularen cAMP-Konzentration
(14). Durch die Offnung von einwarts gerichteten Kaliumkanédlen erhoht sich die
Kaliumkonzentration intrazellular (15), welches zusammen mit der Inhibition spannungsabhangiger
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Kalziumkanale zu einer Stabilisierung des neuronalen Membranpotentials und somit zur Abnahme
der neuronalen Erregbarkeit und Neurotransmission fuhrt (16,17).

Uber den p-Opioidrezeptor werden die Haupt-Opioideffekte vermittelt. u-Opioidrezeptor-vermittelte
Wirkungen sind vor allem morphininduzierte supraspinale Analgesie (18), Sedierung, Euphorie,
Hypothermie, Miosis, Atemdepression und Emesis. Arzneimittel, die mit hoher Affinitdt an diesem
Rezeptor binden und interagieren werden klinisch am effektivsten genutzt (19-21). Der p-
Opioidrezeptor ist bis heute Mittelpunkt zahlreicher Studien. Er wird unter anderem auch fir die
Entstehung physischer Abhangigkeit verantwortlich gemacht (3,16,22—-24). Die ©-Opioidrezeptor
vermittelte Analgesie sowie die k-Opioidrezeptor vermittelte Dysphorie, Analgesie und Sedierung
sind ebenfalls weitestgehend in der Literatur beschrieben (25).

1.3 Opioide und ihre physiologische Funktion

Als Opioide werden alle endogenen und exogenen Substanzen bezeichnet, die peptidischen
oder nicht-peptidischen Aufbaus sind, und durch Interaktionen mit Opioidrezeptoren
morphindhnliche Effekte auslésen. Opioide kdnnen die verschiedenen Opioidrezeptoren, p, & und K
aktivieren. Dabei konnen zentrale und periphere Effekte je nach Lokalisation der Rezeptoren
differenziert werden. Im Vordergrund der zentralen p-Opioidrezeptor-vermittelten Wirkungen stehen
die spinale und supraspinale Analgesie durch Hemmung synaptischer Ubertragung, die sedierende,
euphorisierende, atemdepressive und antitussive Wirkung, sowie die emetische, hypotherme und
suchterzeugende Wirkung. Eine Miosis, hervorgerufen durch Stimulation des Nucleus Edinger
Westphals kann vor allen bei Verdachtsfallen der Intoxikation und Opioidabhangigkeit von klinischer
Bedeutung sein (26). AuBerhalb des zentralen Nervensystems hat die Aktivierung des -
Opioidrezeptors u.a. analgetische, obstruktive, harnretinierende und immunsuppressive Effekte zur
Folge. Seit der Entdeckung der Opioidrezeptorsubtypen und des endogenen Opioidsystems in den
1970er Jahren wird eine hohe Affinitat der endogenen Opioidpeptide, insbesondere des Met- und
Leuk-enkephalins zum 0&-Opioidrezeptor deutlich. Effekte die durch die Aktivierung des 0©-
Opioidrezeptors hervorgerufen werden, sind Gegenstand aktueller, umfangreicher Forschungen.
Weitestgehend bekannt sind minimale analgetische Effekte, das Fehlen atemdepressiver Effekte,

mogliche antidepressive Effekte und eine Verstarkung der Entzugssymptomatik (27).

1.4 Lokalisation der Opioidrezeptoren

Die Lokalisation von Opioidrezeptoren konnte durch Bindungsstudien mit spezifischen Liganden
verifiziert werden. Mit einer hohen Dichte sind sie im Striatum, und mit jeweils abnehmender Dichte
im cerebralen Cortex, im Mittel- und Stammbhirn zu finden (6). Es wird davon ausgegangen, dass
durch die Stimulation von supraspinalen p-Opioidrezeptoren im Bereich des Mittelhirns absteigende
Nervenbahnen inhibierend auf die Ubertragung der Nervenerregung im Tractus spinothalamicus
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wirken und somit modulierend auf die Schmerzempfindung einwirken. Weiterhin haben im medialen
Thalamus befindliche Opioidrezeptoren modulierende Effekte auf die Schmerzwahrnehmung. Das
limbische System, darin vor allem die Amygdala, beeinflusst weite Bereiche des emotionalen
Verhaltens und zeigt auch eine dichte Besetzung des p-Opioidrezeptors (28). Auf spinaler Ebene
sind vor allem & -und p-Opioidrezeptoren vertreten. Sie hemmen im Rickenmark die Freisetzung
primér afferenter Transmitter, wie Glutamat und Substanz P und vermindern so die
Erregungsubertragung auf die spinothalamischen Projektionsneurone. Autoradiographische
Untersuchungen zeigten eine hohe Dichte an p-Opioidrezeptoren in Kerngebieten des Nucleus
accumbens, des Putamens, des Striatums, der Amygdala, des Thalamus, des Hypothalamus, des
ventralen Tegmentums, des zentralen Graus, des Gyrus dentatus, der Substantia nigra und des
oberen Colliculus (29). d-Opioidrezeptoren konnten im Blubus olfactorius, im Putamen, im Nucleus
accumbens, der Amygdala und vereinzelt im gesamten Kortex nachgewiesen werden (30).
Wahrend die anatomische Verteilung der y -und &-Opioidrezeptoren in Regionen Uberwiegt, die
olfaktorische, visuelle, auditive, nozizeptive und emotionale Reize vermitteln, ist die der k-
Opioidrezeptoren vornehmlich im Hypothalamus und der Eminentia mediana zu finden. Dies kdnnte
eine p-Opioidrezeptor-vermittelte sensorische Integration, sowie eine k-Opioidrezeptor-vermittelte
Rolle in der neuroendokrinen Regulation implizieren (31). Durch p-Opioidrezeptor-vermittelte
Modulation der Empfindlichkeit des medullaren Atemzentrums gegentber CO, kommt es zur
Atemdepression. Im peripheren Nervensystem kommen k -und &-Opioidrezeptoren im Hinterhorn
des Rickenmarks vor (32-34) sowie p-Opioidrezeptoren im Gastrointestinaltrakt und an
nozizeptiven Endigungen der C-Fasern (35), im muskuloskelettalen und arteriovendsen System
(36).

1.5 Wechselwirkungen mit weiteren Transmittersystemen

Wesentliche Morphineffekte weisen Interaktionen mit weiteren Transmittersystemen nach
Aktivierung von Opioidrezeptoren auf. Dabei sind p-Opioidrezeptor-vermittelte Effekte am weitesten
erforscht. Fir die euphorisierenden Effekte wird nach Aktivierung von p-Opioidrezeptoren die
Hemmung inhibitorischer GABAerger Interneurone in der Area tegmentalis diskutiert. Es kommt zur
Dopaminfreisetzung im Nucleus accumbens, was fur die Entstehung von Euphorie verantwortlich
gemacht wird und die Suchtentwicklung férdert (37). Inwiefern die Anzahl der p-Opioidrezeptoren
oder ihre Verfugbarkeit im Rahmen einer chronischen Opioidmedikation mit der Entwicklung von
depressionsrelevantem Verhalten korreliert, ist Gegenstand aktueller Studien. Eine Interaktion von
Trizyklischen Antidepressiva (Amoxapine und Amitriptylin) an &- und k- Opioidrezeptoren im Sinne
eines agonistischen Effekts ist beschrieben (38). Uber p-Opioidrezeptoren wird im Hypothalamus
eine Hypothermie induziert. Neben den Neurotransmittern Serotonin, Noradrenalin und

Achetylcholin sind vor allem Dopamin und R-Endorphin in die Thermoregulation involviert. Des
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Weiteren wurden immunhistochemisch enkephalin-haltige Neuronen im noradrenergen Kerngebiet
des Locus coeruleus, in der Substantia gelatinosa des Rickenmarks und Stammhirns sowie in den
vagalen Kernen nachgewiesen und beweisen die Interaktion mit dem Transmittersystem des

vegetativen Nervensystems (39,40).

1.6 Toleranz und Abhangigkeit

Als Toleranz wird jenes Phanomen beschrieben, bei der es nach wiederholter Applikation oder
Einnahme eines Stoffes zu dessen Wirkungsabnahme kommt und es zur Erzeugung der
urspriinglichen Wirkung einer Dosissteigerung bedarf. Es ist zwischen der pharmakokinetischen
und der pharmakodynamischen Toleranz zu unterscheiden. Als Grundlage der
pharmakodynamischen  Toleranzentwicklung  werden zellulare  Adaptationsmechanismen
verantwortlich gemacht (13). Diskutiert werden Phosporylierungsvorgange am Opioidrezeptor, die
letztendlich zur Desensitisierung und zur Abnahme der Rezeptoranzahl fiihren kdnnten (16,23).
Diese zellularen Vorgange verursachen vor allem bei chronischen Schmerzpatienten eine
unzureichende Analgesie nach langfristiger Opioidtherapie, was als Toleranzentwicklung
bezeichnet werden kann. Das glutamaterge System scheint hierbei eine zentrale Rolle
einzunehmen. So konnte gezeigt werden, dass bei Ratten die Toleranzentwicklung gegeniber
Morphin ausblieb, wenn sie einer Co-Substitution mit einem NMDA-Antagonisten ausgesetzt waren
(41,42). Die Toleranzentwicklung und der steigende Bedarf an Opioiden zur adaquaten
Schmerztherapie kann in der klinischen Praxis durch eine Opioidrotation oder durch eine
Ketamininfusion - einem nicht kompetitiven NMDA-Rezeptor Antagonisten- positiv beeinflusst
werden, sodass ein geringerer Opioidbedarf zu einer suffizienten Analgesie flihrt. Dazu zeigten
Bindungsstudien, dass die Downregulation der p-Opioidrezeptoren, hervorgerufen durch
wiederholte Opioidinjektionen, durch die Gabe von NMDA-Antagonisten riickgdngig gemacht
werden konnte (43,44). Anders verhélt es sich mit dem Sucht- und Abhangigkeitspotential von
Opioiden. Hierbei steht die euphorisierende Wirkung im Vordergrund, welche mdglicherweise unter
der Abwesenheit von Schmerzsymptomen weiter verstarkt wird. Belegt wird dies durch
verschiedene Studien, die offenlegen, dass die Suchtentwicklung bei adaquat behandelten
chronischen Schmerzpatienten wesentlich geringer ausfallt, als bei Patienten, die ohne adaquaten
Schmerzreiz mit Opioiden behandelt werden (45). Wird dem opioidgewdhnten Patienten der
Zugang zu Opioiden verwehrt, so kann sich die Entzugssymptomatik folgendermal3en zeigen:
Dysphorie, Tremor, Schwitzen, Schmerzen, Tachykardie und andere vegetative Reaktionen, sowie
dem sogenannten Opiathunger als gesteigerten Antrieb mit Wunsch nach physischer, vegetativer
und psychischer Befriedigung durch erneute Zufuhr. Das dopaminerge Belohnungssystem ist
mafdgeblich an der Entstehung einer Opioidabhangigkeit beteiligt (46). Die konditionierte

Platzpraferenz (CPP) ist eine etablierte Methode, um die belohnenden und somit mdglicherweise
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suchterzeugenden Effekte einer Substanz nachzuweisen. Das Lebewesen lernt dabei die
belohnenden Wirkungen einer Substanz, wie z.B. Morphin (47) mit einer bestimmten Umgebung zu
assoziieren (Konditionierung nach Pawlow). Die belohnende Eigenschaft der Substanz dient dabei
als unkonditionierter Stimulus (UCS) und wird wiederholt gepaart mit anfangs neutralen, taktilen,
visuellen oder olfaktorischen Umgebungsreizen. Nach der Konditionierung gewinnen die
Umgebungsreize sekundar belohnende Eigenschaften, so dass sie fortan als konditionierte Stimuli
(CS) dienen. Dies fuhrt zu einer erhdhten Aufenthaltsdauer in der jeweiligen, mit der Belohnung
gepaarten, Umgebung (48). Die Aufenthaltsdauer gilt somit als Indikator fir die Praferenz eines
Bereiches gegenuber einem anderen Bereich, in welchem keine Aktivierung des
Belohnungssystems erfolgte.

1.7 Endogene Opioide

Endogene Opioide spielen entwicklungsgeschichtlich eine zentrale Rolle in stressbehafteten
Situationen. Die durch eine Belastungssituation ausgeldste physiologische Wirkung der endogenen
Opioide ermdglicht eine regulierte Unterdrickung von Schmerz, Tachykardie, Hypertension,
Husten, Stuhl- und Harndrang, Angst und Tachypnoe. Die Enkephaline sind natirliche Liganden der
Opioidrezeptoren. Neben der Verhaltensregulation und der Sezernierung hypophysarer Hormone
nehmen sie eine wichtige Rolle in der Schmerzverarbeitung ein. Sie entstehen aus einem
Vorlauferpolypeptid, dem Proopiomelanokortin, durch Abspaltung verschiedener
Aminosauresequenzen. lhre Peptidstruktur ermdéglicht einen schnellen Abbau durch Peptidasen.
Einer Tachyphylaxie und der damit verbundenen Abhangigkeit wird dadurch physiologisch
entgegengewirkt. lhre relativen Affinitditen zu den Opioidrezeptorsubtypen Y, k und & sind
unterschiedlich. Met -und Leu-Enkephaline binden dabei mit einer relativ hohen Affinitat am ©-
Opioidrezeptor gefolgt vom p-Opioidrezeptor. Die Dynorphine sind hochaffine k-Opioidrezeptor-
Agonisten. a- und B-Endorphin binden mit einer héheren Affinitat am p- als am d-Opioidrezeptor
(49). lhre einzelnen physiologischen Funktionen sind noch nicht vollstandig erforscht. Endogene
Opioide nehmen aufRerdem eine entscheidende Rolle in der Modulation des emotionalen
Verhaltens ein. Ein wichtiges Korrelat ist der immunhistochemische Nachweis hoher
Konzentrationen von R-Endorphin im Vorder -und Hinterlappen der Hypophyse sowie im
Hypothalamus und im limbischen System (50). Die Konzentration von endogenen Opioidpeptiden
im Plasma wurde in verschiedenen Studien zum Nachweis von Stressreaktionen (51) und

ausreichender Analgesie wahrend einer Narkose (52) herangezogen.

1.8 Zielsetzung

Opioide sind, wie eingangs dargelegt, wichtige potente Schmerzmittel, auf deren
therapeutischen Einsatz auch heute nicht verzichtet werden kann. Ein ernstzunehmendes Problem
5



stellt jedoch neben der Toleranz -und Suchtentwicklung, die starke interindividuelle Empfindlichkeit
von Patienten bezuglich weiterer Effekte und Nebenwirkungen der Opioidmedikation dar. Es stellt
sich die Frage, welche Mechanismen diesen Unterschieden zugrunde liegen kénnten. Kénnte eine
unterschiedliche Ausstattung mit Opioidrezeptoren eine Rolle spielen? Es ist bisher nur
unzureichend untersucht worden, welche Auswirkung die unterschiedliche Rezeptordichte des p-
Opioidrezeptors auf die morphininduzierten Effekte und Verhaltensweisen hat. Geht man davon
aus, dass jedes Individuum eine bestimmte Anzahl an p-Opioidrezeptoren besitzt, konnte erklart
werden, weshalb Patienten unterschiedlich auf dieselbe Dosis eines Opioids reagieren.
Bindungsstudien in post mortem Hirngewebe und In-vivo-Positronen-Emissions-Tomographien
zeigten bereits eine interindividuelle, um 30 - 50 % schwankende p-Opioidrezeptordichte (32,53).
Zur Untersuchung dieser Frage bieten sich transgene Mause mit einer unterschiedlichen p-
Opioidrezeptor-Anzahl an. Durch die Bereitstellung von Wildtyp-Mausen mit ,normaler® p-
Opioidrezeptor-Anzahl und p-Opioidrezeptor-knock-out Mausen ohne p-Opioidrezeptoren konnten
heterozygote Tiere geziichtet werden, die die Halfte der p-Opioidrezeptoren exprimierten. Schon
1996 konnte gezeigt werden, dass bei Mausen, denen der p-Opioidrezeptor fehlt, keine Analgesie
und auch kein Rewardverhalten ausgeldost werden kann (54). Nach der Bestimmung der p-
Opioidrezeptordichte durch Bindungsstudien haben wir diese Genotypen im Rahmen dieser Arbeit
verhaltenspharmakologisch umfassend charakterisiert. Dabei wurden 2 unterschiedliche

Fragestellungen verfolgt:

1) Welche Wirkung hat Morphin bei den unterschiedlichen Genotypen in spezifischen Tests zur

Analgesie, Temperatur und konditionierten Platzpréaferenz.

2) Inwieweit kann die Charakterisierung des Verhaltes der Genotypen in spezifischen
Verhaltensmodellen zur Emotionalitat, zum Angst -und Schreckverhalten sowie zur zentralen
Exzitabilitdt und depressionsrelevantem Verhalten erfolgen. Wie korreliert das Verhalten mit

der Anzahl der p-Opioidrezeptoren?

Wahrend unter 1) Wirkungen untersucht wurden, von denen man annehmen kann, dass sie
durch direkte Interaktion mit dem Rezeptoragonisten ausgeldst werden, geht es unter Punkt 2) um
komplexes Verhalten, das wahrscheinlich durch Opioidrezeptorsysteme moduliert wird.

Weiterhin wurde untersucht, welche Auswirkungen die verdnderte p-Opioidrezeptor-Anzahl auf die

weiteren Opioidrezeptorsubtypen hat und welche Interaktionen dargestellt werden kdnnen.

Hinweise aus diesen Experimenten konnten vor allem bei chronischen Schmerzpatienten,

Krebspatienten, Suchtpatienten und depressiven Patienten hilfreich sein und fir ein erweitertes,



besseres Therapiemanagement und -outcome sorgen. Durch den Einbezug weiterer Substanzen,
die aktivierend oder hemmend auf & -und k-Opioidrezeptoren wirken, kénnten Ergebnisse dieser
Arbeit zu einem Fortschritt im Verstdndnis depressiver Erkrankungen und zu neuen

Therapieanséatzen beitragen.

1.9 Aktueller Stand der Literatur

Die analgetische Wirkung am p-Opioidrezeptor ist seit Uber 40 Jahren Gegenstand
verhaltenspharmakologischer Untersuchungen. Taglich werden Opioide im Rahmen der
Schmerztherapie verschrieben. Die Toleranzentwicklung mit konsekutiver Dosiserhéhung begegnet
uns im klinischen Alltag fast taglich bei primdr am p-Opioidrezeptor wirkenden Analgetika. Eine
Coexpression und Interaktion von & -und p-Opioidrezeptoren wurde kirzlich an nozizeptiven
sensorischen Neuronen nachgewiesen, die auf einen modulierenden Effekt in der
Schmerzverarbeitung hinweist (33). Aktuell wird ein Augenmerk auf die d -und k-Opioidrezeptoren
gesetzt, um mdoglicherweise eine Optimierung der Schmerztherapie mit neuen Wirkspektren zu
erzielen. Neue oral verfigbare Medikamente, die am ©-Opioidrezeptor ansetzen und in Studien zu
einer verbesserten Schmerztoleranz gefiihrt haben sind Gegenstand neuester Untersuchungen
(55). Die Anzahl der Patienten mit psychischen Krankheitshildern stiegt in den letzten Jahren an
(56). Patienten mit chronischen Schmerzen leiden auffallig haufig auch an einer Depression. Bei
nicht optimal eingestellten Schmerzen ist das sehr naheliegend. Betrachtet man das
Rewardverhalten, so ist mehrfach die Interaktion zwischen dem dopaminergen System und dem
Opioidsystem nachgewiesen (57-59). Der euphorisierende und belohnende Effekt des p-
Opioidrezeptors wurde vielfach nachgewiesen. Die euphorisierende Wirkung des &-Opioidrezeptors
und die dysphorisierende Wirkung des k-Opioidrezeptors (60) wird in den verschiedensten
Versuchsmodellen sowohl zur Sucht (61), als auch in Hinblick auf depressionsrelevantes Verhalten
untersucht (62). Das endogene Opioidsystem ist maf3geblich am Rewardverhalten und somit an der
Entstehung von Suchtverhalten beteiligt. Des Weiteren scheint es auch einen grofRen Einfluss auf
die Gemitslage zu haben (63). Der p-Opioidrezeptor spielt hierbei eine zentrale Rolle, sogar bei
Substanzen, die nicht primar mit dem p-Opioidrezeptor interagieren (64). Es wird vermutet, dass
eine sekundare Aktivierung des endogenen Opioidsystems zur Interaktion von R3-Endorphin am p-

Opioidrezeptor fuhrt und eine euphorisierende Wirkung hervorruft (65).



2 Material und Methodik
2.1 Versuchstiere

Fur die Versuche wurden mannliche BALB-c/C 57 Hybrid-Mause, die besonders empfindlich
gegenlber Substanzen sind, mit und ohne genetischer Ausstattung des p-Opioidrezeptorgens, die
im Tierlabor unseres Institutes gezilchtet werden, verwendet. Im weiteren Verlauf wurden
homozygote p-knock-out (KO)-Mause mit Wildtyp-Mausen (WT) gekreuzt, um heterozygote Mause
(HZ) zu erhalten. Theoretisch wurde angenommen, dass diese Kreuzung zur Expression einer
50%igen Anzahl der p-Opioidrezeptoren fuhrt. Jedes Experiment wurde demnach mit WT, pu-KO
und heterozygoten Mausen unter Standardbedingungen durchgefiuihrt. Zum Zeitpunkt der

Versuchsdurchfiihrung hatten die Mause ein Alter von 8 Wochen und wogen durchschnittlich 30g.

2.2 Haltungsbedingungen und Versuchsbedingungen

Die Haltung der Versuchstiere erfolgte unter standardisierten Bedingungen, nach den Richtlinien

der EU und des Deutschen Tierschutzgesetzes. Die Tierversuchsnummer lautet 2-514. Es wurde
ein 12 stindiger Tag- Nacht-Rhythmus mit kinstlicher Beleuchtung von 6:00 Uhr bis 18 Uhr
aufrecht erhalten. Die Lufttemperatur betrug 20 -24 °C. Es herrschte eine relative Luftfeuchtigkeit
von 50-60 %.
In Gruppen von maximal 11 Tieren wurden die Mause in Kafigen vom Macrolon Typ Il mit
Drahtgitteraufsatz auf einer Flache von 900 cm? gehalten. Der Wechsel des Einstreus erfolgte
einmal wochentlich mit Animal Bedding 3-4. Wasser und Standardfutter (Altromin 1326) standen
den Tieren ad libidum zur Verfiigung.

Nach jedem Verhaltensexperiment erfolgte die Reinigung und Flachendesinfektion der
Versuchsapparaturen. Falls es mehrere Apparate flr ein Experiment gab, so erfolgte die

stochastische Verteilung der Tiere auf die Apparaturen.

2.3 Substanzen

Folgende Substanzen wurden prinzipiell mit einem Volumen von 1 ml/100 g KG injiziert:

e Natriumchlorid ( Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen)

e Morphin Hydrochlorid Trihydrat ( Synopharm, Barsbiittel)

e Ethorphin Hydrochlorid (Grampain Pharmaceuticals limited, UK)
e SNC8O0 (Tocris Bioschiece Ballwin, USA)

¢ Naloxon Hydrochlorid (Tocris Bioscience Ballwin, USA)



¢ Naltrindole Hydrochlorid (Tocris Bioscience Ballwin, USA)

¢ nor-Binaltorphimine Dihydrochlorid 2H,0O ( Tocris Bioscience Ballwin, USA)
e Pentylenetetrazol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

e Imipramin Hydrochlorid ( Novarits, Nirnberg)

e 3H- DAMGO (Perkin EImer, USA)

2.3.1 Natriumchlorid

Natriumchlorid wurde zum Ansetzen physiologischer Kochsalzlésung 0,9 % verwendet, die zur
Losung der Substanzen genutzt wurde. Weiterhin erhielten die in allen Experimenten mitgefuhrten
Kontrollgruppen physiologische Kochsalzlosung mit einem Volumen von 1ml/100g.

2.3.2 Morphin Hydrochlorid Trihydrat

Der reine Agonist am p, & -und k-Opioidrezeptor mit tGberwiegender p-Opioidrezeptor-Aktivitat
wurde subkutan im Nackenbereich appliziert. Morphin wurde in einer Dosierung von 5, 10 und 20

mg/kg KG jeweils einer Losung, die 1 ml/100 g Volumen ergab, verabreicht.

2.3.3 Etorphin Hydrochlorid

Das halbsynthetische Opioid besitzt eine 3200 fach héheres analgetisches Potential als Morphin
und ist ein aufl3erordentlich potenter, selektiver p-Opioidrezeptor-Ligand (66). Er wurde erstmals
1963 aus Thebain, welches heute noch die Ausgangssubstanz vieler klinisch verwendeter Opioide
ist, synthetisiert (67). Seine analgetische Wirkung wird in der Veterindrmedizin vornehmlich zur
Immobilisation von grofRen Tieren verwendet. In vivo Rezeptorbindungsstudien haben gezeigt, dass
Etrophin ein selektiver p-Opioidrezeptor-Agonist mit niedrigem suchterzeugenden Potential ist (66).
In vitro Studien gehen jedoch von einer Bindung am p, & -und k- Opioidrezeptor aus (67, 166). Wir

injizierten Etorphin in einer Dosierung von 20 pg/kg KG subkutan.

2.3.4 SNC80
(+)-4-[(aR)-a((2S,5R)-4-Allyl-2,5demethyl-1-piperazinyl)-3-methoxybenzyl]-N,N-

diethylbenzamide
SNC 80 ist ein hochselektiver und potenter nicht-peptidischer &-Opioidrezeptor-Agonist. In der

experimentellen Pharmakologie kann SNC 80 zur Exploration und ldentifikation spezifischer ©&-
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Opioidrezeptor-Effekte dienen (70). SNC 80 wurde mit einer Latenz bis zum Beginn des

Experiments von 45 Minuten, in einer Dosierung von 12,5 mg/kg KG subkutan verabreicht.

2.3.5 Naloxon Hydrochlorid

Naloxon ist das N-Allylderivat von Oxymorphon und wird als reiner Opioidantagonist in
mehreren Bereichen im klinischen Alltag eingesetzt. Es wirkt kompetitiv antagonistisch an allen
Opioidrezeptoren, weist jedoch die hdchste Affinitat zu den p-Opioidrezeptoren auf. Naloxon wurde
in einer Dosierung von 10 mg/kg KG subkutan verabreicht. Die Einwirkzeit von 15 Minuten wurde

beachtet.

2.3.6 Naltrindol Hydrochlorid

Naltrindol ist ein hochselektiver Antagonist am &-Opioidrezeptor. Als nicht-peptidische Substanz
gelangt er Uber die Blut-Hirn-Schranke ins ZNS. &-Opioidrezeptor-Antagonisten haben bei der
Behandlung von Kokainmissbrauch Kklinisches Potential gezeigt (69). Naltrindol wurde unter
Einhaltung einer Wirkdauer von 15 Minuten, in einer Dosierung von 2 mg/kg KG subkutan

verabreicht.

2.3.7 Nor-Binaltorphimin Dihydrochlorid

Der k-Opioidrezeptor-Antagonist wirkt hoch selektiv und irreversibel (72). Nor-Binaltorphimin
(nor-BNI) kann die Blut-Hirnschranke passieren und ist somit sowohl zentral als auch peripher
wirksam. Seine maximale und ausschlieRlich k-Opioidrezeptor-antagonistische Wirkung entfaltet
nor-BNI 24 h nach Applikation, wobei die Wirkung bis zu 4 Wochen nachweisbar sein kann (73).
Deshalb wurde in unseren Untersuchungen nor-BNI in einer Dosierung von 3 mg/kg KG, 24 h vor
Versuchsbeginn, subkutan appliziert, um die Wahrscheinlichkeit der Besetzung aller Rezeptoren zu

maximieren und um eine Nachinjektion zu vermeiden.

2.3.8 Pentylenetetrazol

Die konvulsive Wirkung des nicht-kompetitiven GABA-Rezeptor-Antagonisten  wird
tierexperimentell zur Untersuchung der zentralen Erregbarkeit und pharmakologischen
Krampferzeugung gebraucht. Elektrophysiologische Studien zeigten, dass PTZ durch Erhdhung der
Permeabilitat am Kaliumkanal und durch die Herabsetzung der Refraktarzeit die Erregbarkeit der

Neuronen erhéht. Bei unseren Untersuchungen wurde PTZ in NaCl 0,9% gel6st und wiederholt in
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einer Dosierung von 37,5 mg/kg KG und einem Volumen von 1 ml/100 g intraperitoneal injiziert. Die

Mause in der Kontrollgruppe erhielten ebenso haufig gewichtsadaptierte Injektionen mit Kochsalz.

2.3.9 3H-DAMGO [D-AlazN-Me-Phe4,Gly®-ol]lenkephalin

Dieses synthetisch hergestellte Enkephalin-Analogon funktioniert als selektiver p-
Opioidrezeptor-Agonist. In unseren Bindungsstudien konnten wir mit Hilfe des *H-markierten
DAMGO die Anzahl der p-Opioidrezeptoren im frontalen Cortex und Hippocampus der

Versuchstiere bestimmen.

2.4 Verhaltenspharmakologische Untersuchungen

2.4.1 HeilRe Platte

Die Heil3e Platte ist eine Methode zur Testung der analgetischen Aktivitdt bei Mausen. Dabei
konnen Anderungen der nozizeptiven Wahrnehmung nach Applikation eines Medikaments bzw.
eines schadlichen Stimulus evaluiert werden (74). Es wurde die antinozizeptive Wirkung der
Opioide bei Mausen mit unterschiedlicher Ausstattung des p-Opioidrezeptors untersucht.

Apparatur
Die Apparatur ,Hot plate, Ugo Basile, Comerio, Italy“ bestand aus einer beheizbaren Metallplatte mit
einem Durchmesser von 19 cm und einer transparenten Kunststoffwand, die rund um die
Metallplatte angebracht war. Sie besal3 eine H6he von 35 cm und hinderte die Maus daran,
wahrend des Experiments, die Apparatur zu verlassen. Die Sicht und somit die Interpretation der
Reizantwort der Mause ist jedoch gewabhrleistet. Weiterhin war ein Trittschalter zur Bedienung einer
Stoppuhr mit der Apparatur verbunden.

Versuchsablauf
Die Heil3e Platte wurde auf eine konstante Temperatur von 56 °C beheizt. Die Maus wurde darauf
gesetzt und die Reaktionszeit [s] als Schmerzschwelle ermittelt, bei der eine Schmerzreaktion des
Tieres erfolgte. Die Schmerzreaktionen waren definiert als: Lecken der Hinterpfoten und Trampeln
mit den oder Heben der Hinterpfoten. Sprang das Tier Uber die Kunststoffwand, wurde es aus dem
Experiment entfernt. Reagierte das Tier innerhalb von 30 Sekunden nicht, wurde es von der Platte
genommen, um thermische Verletzungen zu vermeiden. Zuerst erfolgten Vormessungen an der
HeiRen Platte bei naiven Mausen. AnschlieRend folgten 30 Minuten nach Morphininjektion 10 mg/kg
KG s.c. die erneute Messung unter gleichbleibenden Bedingungen bei denselben Tieren. Die
Reaktionszeit [s] wurde 30 Minuten nach Applikation der Substanz beurteilt. Die Messung der
Reaktionszeit vor und nach Applikation des Morphins ermdglichte zusatzlich zu den ermittelten
Schmerzschwellen, die Berechnung des Analgetischen Index (Al= HMW([s]-VMW/|s]/MaxMW/|s]-
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VMWIs]). In einer weiteren Versuchsreihe wurde im Rahmen der Vormessung Kochsalz und SNC80
12,5mg/kg KG s.c. 45 Minuten vor der Hauptmessung verabreicht. Dadurch sollten Beeinflussungen

der Ergebnisse durch die Injektion bzw. des zusatzliches Handlings minimiert werden.

2.4.2 Schwanzwurzelreizung

Mit der elektrischen Schwanzwurzelreizung wird die Stromintensitat ermittelt, bei der das Tier
mit einer Vokalisation als Schmerzreaktion antwortet und diese als Schmerzschwelle festgelegt
(75).

Apparatur
Die in unserem Institut gebaute Apparatur besteht aus 12 Kunststoffzylindern (12 cm lang,
Innendurchmesser 3 cm). Die Innenwande sind mit rostfreiem Edelstahl ausgekleidet.

Versuchsablauf
Die Mause wurden fur die Schwanzwurzelreizung in folgender Form préapariert: Es wurde ein 0,1mm
durchmessendes rostfreies Stahldraht mithilfe  einer chirurgischen Nadel subkutan
Schwanzwurzelnah implantiert und verknotet, so dass ca. 1 cm des Drahtes sichtbar als Elektrode
dienen konnte. 24 h nach der Praparation erfolgte die Einteilung der Versuchstiere in die einzelnen
Versuchsgruppen, hierbei wurde darauf geachtet, dass opioidnaive Tiere gleichmaRig auf die
Etorphin -und Kochsalzgruppen eingeteilt wurden. Fir die Testung wurden die Tiere in die
Kunststoffzylinder gesetzt. Die metallische, als indifferente Elektrode dienende Innenauskleidung
des Zylinders und der in der Schwanzwurzel implantierte Draht jeden einzelnen Tieres, wurden mit
einem Reizstromstimulator verbunden. Mit dem Stimulator (TUR RS12) wurde stromkonstant mit
Rechteckimpulsen (Impulsbreite 50 ms, Frequenz 50 Hz) und kontinuierlich ansteigender
Stromstérke gereizt, bis das Tier mit einer Vokalisation als Schmerzantwort auf den Reiz reagierte.
Als Maximalwert der Stromstéarke wurden 300 mA festgelegt, um eine physikalische Schadigung
durch hohe Stromintensitaten zu vermeiden. Auf diese Weise wurden vor und nach Applikation der

Substanzen die Schmerzschwellen ermittelt.

Zeit [Min] Durchfihrung

X-30 Vormessung durch Schwanzwurzelreizung und Heil3e Platte

X Substanz Injektion s.c. (NaCl 1ml/100g bzw. Etorphin 20ug/kg)
X+30 Hauptmessung durch Schwanzwurzelreizung und Heil3e Platte
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2.4.3 Korpertemperatur

Die Korperkerntemperatur wurde mit einem digitalen Thermometer der Marke ,ama-digital ad
15th der Firma A-Precision®, die Temperaturen im Bereich von -40 °C bis 120 °C wahrnehmen
kann, gemessen. Die Messungen erfolgten individuell mit einer Metallsonde, die 3 cm rektal
eingefuhrt wurde. Um innere Verletzungen zu vermeiden wurde die Sonde mit Vaseline beschichtet.
Zunachst wurde die Korpertemperatur von naiven Mausen gemessen, 30 Minuten nach
Morphininjektion 10 mg/kg KG oder SNC 80 Injektion 12,5 mg/kg s.c. wurde die Messung

wiederholt.

2.4.4 Conditioned Place Preference (CPP)

Apparatur

Die T-formige Apparatur bestand aus zwei Bereichen, die sich farblich voneinander
unterschieden. Ein weiler und schwarzer Arm wurden durch einen grauen Bereich voneinander
getrennt, der als neutrale Zone fungierte und wo das Tier zum Versuchsbeginn eingesetzt wurde,
um sich anschlielend anhand der Reize fir einen Bereich zu entscheiden. Am Eingang des hellen
und des dunklen Kompartiments waren Sensoren angebracht, die den Durchtritt der Maus
erkannten und diese Information an einen Computer weiterleiten. Die Dauer des Aufenthaltes im
jeweiligen Bereich konnte so ausgewertet werden. Der graue Bereich maf eine kleinere Flache (15
cm x 10,5 cm) als die anderen Bereiche (jeweils 40,5 cm x 13 cm). Alle Bereiche waren mit
gleichfarbigen Wéanden ausgestattet, die hoch genug waren, damit die M&use nicht aus der
Apparatur springen konnten. Hin und wieder schaffte es jedoch eine Maus zu entkommen und
musste mihsam eingefangen werden. Die erhobenen Daten wurden dann verworfen. Gleichfarbige
Trennwénde konnten das jeweilige Versuchstier daran hindern, einen Bereich (heller oder dunkler
Arm) zu verlassen, so wie es im Training verlangt wurde. Dabei musste nicht der Aufenthalt in
einem Bereich untersucht werden. Der Boden des weiRen Arms war mit einer Metalleinlage
ausgelegt, welche grobe Offnungen enthielt; der Boden des schwarzen Armes besal eine
korbgeflechtartige Metalleinlage. Die unterschiedlichen Bodenbeschaffenheiten dienten zusétzlich
zur unterschiedlichen farblichen Ausstattung als taktiler Reiz.

Habituation

Die Maus wurde in den grauen Bereich der Apparatur gesetzt. Sie konnte sich frei zwischen den
verschiedenen Bereichen bewegen. Die Aufenthaltsdauer ging als prozentualer Anteil der
Gesamtzeit (Habituation = 15 Minuten) in die Auswertung und in die weitere Versuchsplanung ein.
Nach einer zweitdgigen Habituationsphase wurde fir jede Maus, je nachdem wo sie sich langer auf

enthielt, (anhand des prozentualen Aufenthalts) der praferierte und nicht praferierte Arm, ermittelt.
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Die Einteilung der Tiere auf die verschiedenen Versuchsgruppen erfolgte so, dass die Mittelwerte
des Aufenthalts in jeder Behandlungsgruppe gleich verteilt waren.

Training

Das Training erfolgte an vier aufeinanderfolgenden Tagen. Dabei wurden am ersten und dritten
Tag Morphin injiziert. Danach wurde die Maus in den von ihm vorher nicht préferierten Arm
eingesetzt. Am zweiten und vierten Tag wurde NaCl 0,9 % injiziert und die Maus wurde in den von
ihm vorher praferierten Arm eingesetzt. Die Versuchstiere wurden 15 Minuten im jeweiligen Bereich
gehalten; Trennwande verhinderten den Ubertritt in andere Bereiche der Apparatur. Dabei wirkte
der belohnende Effekt des Morphins im zuvor nicht préferierten Bereich und entsprechend die
physiologische Kochsalzlésung im zuvor praferierten Arm, auf die Maus ein. Hier erfolgte keine
Messung der Aufenthaltsdauer.

Test

Am flinften Tag wurden die Méause fir 30 Minuten in die Apparatur hineingesetzt und konnten
sich, wie wahrend der Habituation, frei zwischen den verschiedenen Bereichen bewegen. Die
Aufzeichnung der prozentualen Aufenthaltsdauer der Maus im schwarzen oder weif3en Arm wurde
erneut Uber die Sensoren ermdoglicht. Es erfolgte eine erneute Auswertung der mittleren
Aufenthaltsdauer in den verschiedenen Bereichen. Hatte die Applikation der Testsubstanzen dazu
gefuhrt, dass der vorher nicht préaferierte Bereich nun praferiert wurde, konnte von einer

morphininduzierten, konditionierten Platzpréaferenz ausgegangen werden.

2.4.5 Motilitd&tsmessung

Apparatur

Die Motilitatsbox (MOTI-TEST, TSE-System, Bad Homburg, Deutschland) diente der Analyse
der Aktivitat. Sie stellte eine 45x45x50 cm groRRe, wilrfelfdrmige Apparatur dar, deren Seitenwande
aus transparentem Plexiglas und dessen Boden aus grauem Kunststoff bestanden. Eine Offnung
befand sich am oberen Ende. Auf einer Hohe von 4 cm und 8 cm Uber dem Bodenniveau waren im
Bereich der Seitenwande zwei horizontal verlaufende, jeweils 60 Infrarotsensoren enthaltende
Rahmen installiert. Jede Bewegungsaktivitat der Tiere in horizontaler und vertikaler Richtung fiihrte
zu einer Unterbrechung der Infrarotstrahlung und wurde mit einer Frequenz von 10 Hz erfasst. Die
Apparatur war mit einem Computer verbunden, der die verschiedenen Mobilitadtsparameter der
Maus als Bewegungen in der x-, y-, und z-Koordinate, aufzeichnete (75).

Versuchsablauf

Die Versuchstiere wurden in die Mitte der Box gesetzt. Bei gedammten Licht (30 Lux) und unter
menschlicher Abwesenheit wurden die Aufzeichnungen gestartet. Die Bedingungen wahrend der

Habituation entsprachen denen des Tests. Nach einer 15 minltigen Habituation mit der
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Registrierung der Aktivitat erfolgte die Injektion der Testdosis (Morphin 5 mg/kg) und es folgte eine
erneute, unmittelbar anschlieBende 30 minitige Aufzeichnung der Aktivitat. Die Apparatur erlaubte
die Berechnung einer Vielzahl von Aktivitdtsparametern: wie die Gesamtaktivitatszeiten [s], die
gelaufene Strecke [m] und die Haufigkeit des Aufrichtens [n]. Wir interessierten uns vor allem fir die
Darstellung der gelaufenen Gesamtstrecke [m], sowie fur die zurtickgelegte Strecke in der Mitte der
Motilitats-Box [m].

Durch die Bereitstellung von 4 Motilitats-Boxen konnte zeitgleich die Aktivitaten von vier Mausen
aufgezeichnet werden. Die Verteilung der Tiere auf die Anlagen erfolgte stochastisch.

2.4.6 Angstschwellenbestimmung

Apparatur

Die Shuttle Box der Firma TSE (Technical Science Equipment GmbH) kann zur Bestimmung der
Angstschwelle nach elektrischer Reizung fir Mause genutzt werden. Die rechteckige Apparatur
besalR graue Seitenwande sowie eine transparente Front- und RUckseite. Sie bestand aus zwei
gleich grolien Kompartimenten, die durch eine Hirde getrennt waren. Der Boden der Box bestand
aus einem Stahlgitter (31 cm x 13 cm), welches durch Stébe gebildet wurde. Der Abstand der
einzelnen Stabe betrug 1cm und der Durchmesser der Stabe 1,5 mm. Uber installierte FuRroste
konnte ein elektrischer Fullreiz (Rechteckimpuls, Frequenz 50 Hz) appliziert werden. Die
Reizintensitat konnte von 0,05 bis 1,5 mA gewahlt werden. Die Shuttle Box war an einen Computer
angeschlossen, welcher die Anzahl der Reize und die Stromstarke digital verarbeitete. Die
Beurteilung des freezing erfolgte fiir jedes Versuchstier einzeln, durch den Versuchsleiter, wobei die
Stromstéarke, bei der das Tier eine freezing-Reaktion zeigte, als Angstschwelle festgehalten wurde.

Versuchsablauf

Die maximale Stromstarke wurde auf 0,7 mA gesetzt, die minimale Stromstarke betrug 0,05 mA.
Die Erh6hung der Stromstarke erfolgte in 0,025 mA Schritten. Die Maus wurde in die Apparatur
eingesetzt. Nach einer Habituationszeit von 240 Sekunden begann die elektrische Reizung mit der
Dauer von 1 Sekunde. Es wurde dreimalig mit derselben Stromstérke gereizt bevor eine Erhdhung
der Stromstarke erfolgte. Es resultierte die maximale Anzahl der elektrischen Reize von 78. Die
maximale Reizdauer betrug 10 s. Beurteilt wurde die Reaktion der Maus auf den elektrischen
FuRreiz. Als Reaktion wurden folgende Reizantworten des Tieres definiert: freezing bedeutete, dass
das Tier absolut regungslos war und nur der Herzschlag und die Atmung durch den Versuchsleiter
wahrnehmbar waren (Angstschwelle); escape war der zweimalige Wechsel auf die reizfreie Seite
der Box innerhalb einer Stromstérke. Die unmittelbar vor dem Wechsel gemessene Stromstarke
stellte die Fluchtschwelle der jeweiligen Maus dar [mA]. Ein Sprung auf die Hurde wurde als

Wechsel gewertet. Zu beachten waren auf3erdem folgende Bedingungen: ein Vertreiben der Maus
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von der Hirde durfte weder durch Erhéhung der Stromstarke, noch manuell erfolgen. Ein Wechsel
wurde nur gewertet, wenn ein Reiz vorgeschaltet war. Die digital ermittelten Werte fur die

Phanomene freezing und escape in [mA] gingen anschlieRend in die statistische Auswertung ein.

2.4.7 Startle Response

Der startle Reflex zahlt zu den phylogenetisch alten, bei allen Saugetieren vorkommenden
Reflexen. Es handelt sich um eine universell motorische Antwort auf unerwartete, starkere
sensorische Reize in Serie. Er zahlt zu den Hirnstammreflexen, die der Regulation hoherer
Hirnzentren unterliegen. Ausgelost wird dabei eine nicht unterdriickbare, protektive Reaktion, die
rasch habituiert. Der Ausléser kann jeder sensorische Stimulus, ausreichender Intensitat und Dauer
sein. In unseren Untersuchungen kamen akustische Reize zur Anwendung.

Apparatur

Die Apparatur (Startle Response TSE, Bad Homburg, Deutschland) bestand aus einer
ventilierten schallgedampften Box (42 x 42 x 42 cm), mit einer 5 Watt-Neon-Innenbeleuchtung. Im
Innenraum, der mit grauem Schaumstoff gepolstert war, befand sich ein 8 x 5 x 5,5 cm grof3er
Metallgitter-Ké&fig, welcher auf einer 19 x 14 cm grof3en Metallplatte befestigt war. Den Kéafigboden
bildete ein 1 cm hoher Lattenrost, dessen Gitterstdbe im Abstand von 0,5 cm zueinander standen.
Akustische Signale, erzeugt in einem digitalen Generator (Waldmann, SigGen-PC), wurden tber
Lautsprecher, die auf jeder Seite der Box in einem Abstand von 4 cm angebracht waren,
prasentiert. Die Starke der Bewegung des Tieres nach dem akustischen Reiz wurde anhand eines
Transducers gemessen, der sich am Boden des Metallgitter-Kafigs befand. Dieser konnte
einwirkende Kréfte bei der Reaktion des Tieres, von 0 - 10 Newton registrieren und diese
umwandeln. Die aufgewendete Kraft der Schreckreaktion nach den Tonreizen wurde in [g]
angegeben. Die gemessenen Werte waren definiert als Durchschnittswerte, die 50 ms nach dem
Stimulus zum Reaktionszeitpunkt des startle Reflexes abgelesen wurden.

Versuchsablauf

Die Maus wurde in den Metallgitter-Kafig innerhalb der Apparatur auf den Transducer gesetzt.
Nach einer 5 minitigen Habituation erfolgte die Prasentation von Schallpulsen in der Lange von
30ms und einer Schallstarke von 120 dB in unterschiedlichen Abstdnden. Die Schreckreaktion der
Maus wurde anhand seiner Bewegungen und die damit verbundene Gewichtsver&dnderung nach
dem Reiz, durch den Transducer gemessen und in [g] umgewandelt wiedergegeben. Diese Werte

gingen in die statistische Auswertung ein.
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2.4.8 Tail suspension Test

Der tail suspension Test ist eine etablierte Methode zur Untersuchung depressionsrelevanten
Verhaltens.

Apparatur

Die Apparatur bestand aus einem Stab und einer daran angebrachten Vorrichtung zur
Befestigung der Schwanzspitze des Nagers.

Versuchsablauf

Beim tail suspension Test wurden die naiven Mause in der oben genannten Vorrichtung, 40cm
Uber dem Boden kopfilber am Schwanz, 1cm von dessen Spitze entfernt, aufgehéngt. Sie wurden
Uber einen Zeitraum von 360 Sekunden beobachtet. In den ersten 60 Sekunden versuchten sich die
Tiere durch lebhafte Bewegungen aus ihrer Lage zu befreien. Daher wurde die erste Minute in
diesem Versuch nicht berlcksichtigt. Im weiteren Zeitverlauf zeigten die Versuchstiere hingegen
immer wieder Phasen von Regungslosigkeit. In diesen Phasen nahmen sie eine charakteristische
Haltung ein, bei der alle vier Pfoten eng am Kdorper gehalten wurden. Jene Immobilitatsphasen
wurden von der zweiten bis zur sechsten Minute beurteilt. Die kumulative Dauer wurde in [s]
angegeben. Tiere, die durch zu heftige Bewegungen aus der Apparatur herunterfielen und solche,
denen es gelang, am eigenen Schwanz empor zu klettern, wurden aus dem Experiment entfernt.
Durch Polsterung der Klemmapparatur konnte weitgehend sichergestellt werden, dass die Mause
keinen Schmerz empfanden und keine mechanischen Schéaden erlitten.
Der tail suspension Test erfolgte bei naiven Tieren sowie unter der Wirkung folgender

Opioidantagonisten:

e Naloxon 10 mg/kg s.c., 15 Minuten VBZ
e Naltrindol 2 mg/kg s.c., 15 Minuten VBZ
e Nor-Binaltorphimin 3 mg/kg s.c., 24 Stunden VBZ
e SNC 80 12 mg/kg s.c., 45 Minuten VBZ

Kontrollgruppen erhielten zum selben Zeitpunkt und mit entsprechender Vorbehandlungszeit

NaCl 0,9 %. Die Dauer der Immobilitat in [s] ging in die statistische Auswertung ein.

249 PTZKindling

Beim PTZ-Kindling wurde anfanglich eine subkonvulsive Dosis von 37,5 mg/kg KG
Pentylenetetrazol (ED,¢ fur die Induktion tonisch-klonischer Krampfe) jeweils am Montag, Mittwoch
und Freitag i.p. appliziert. Das konvulsive Verhalten wurde 20 Minuten nach jeder Injektion
beobachtet und die resultierende Krampfstufe wie folgt klassifiziert:

Stadium 0: keine Reaktion

Stadium 1: faziale und orale Zuckungen
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Stadium 2: konvulsive Bewegungen Uber den gesamten Korper ohne Aufrichtung
Stadium 3: myoklonische Zuckungen, mit Aufrichtung
Stadium 4: fokal tonisch-klonischer Anfall; Wechsel in die Seitenlage

Stadium 5: generalisierte tonisch-klonische Anfalle, Haltungsverlust

Die Dauer des Versuchs umfasste 13 Injektionen. So konnte die Wirkung einer kumulativen Gabe
von zunéchst subkonvulsiven Dosen beobachtet werden. Die M&use der Kontrollgruppen erhielten
die gleiche Anzahl an Injektionen mit physiologischer Kochsalzldsung. Resultierende Krampfstufen
(1-5) vom 1. Tag bis zum 13. Tag gingen in die statistische Auswertung ein, um eine Aussage uber

die Krampfentwicklung treffen zu kénnen.

2.4.10 Bindungsstudie mit [*H-DAMGO]

Die p-Opioidrezeptordichte wurde durch eine Bindungsstudie ermittelt. Das Funktionsprinzip ist
die Inkubation und somit die Markierung der zu untersuchenden Gewebeproben mit radioaktiv
markiertem 3H-DAMGO, nach dem diese auf Objekttradger aufgezogen wurden. Die Auswertung
erfolgte durch Densitometrie nach Exposition dieser Schnitte auf einem [H3]-sensitiven Film.

Radioligand-Bindungsstudie

Die Mause wurden dekapitiert, die Kalotten entfernt und die Gehirne herausprapariert. Die
Hippocampi sowie die frontales Cortices wurden freigelegt, abgetragen und sofort in vorgekihlten
Behaltern kryokonserviert. AnschlieRend wurden die Proben in 50 mM Tris- HCI Puffer (pH 8,7)
bestehend aus 1 mM EGTA, 2mM EDTA und 5 mM MgCl, homogenisiert und fir 15 Minuten bei
50.000g zentrifugiert. Es folgte ein zweimaliges Waschen der Pellets mit Puffer. Die resultierenden
Pellets wurden mit dem oben genannten Puffer resuspendiert. Aliquote der Suspension mit einem
Proteinanteil von jeweils 50-100ug synaptischer Membranen wurden fur 40 Minuten bei 25 °C mit
25 nM 3H- DAMGO (SA 1.43 TBg/mmol, Perkin Elmer, USA) inkubiert. Dabei wurde die
Konzentration im Bereich des oberen Umschlagpunktes der Bindungskurve nahe der vollstandigen
Sattigung gewahlt (203). Die Werte stellen Punktbindungen dar. Die spezifische Bindung wurde
durch die Subtraktion der nicht spezifischen Bindung von der Gesamtbindung mit dem
Radioliganden berechnet. Die nicht spezifische Bindung war hierbei definiert als jene Bindung, die
bei Inkubation mit 1 pM nicht markierter DAMGO, nachgewiesen werden konnte. In jeder Gruppe

wurden 6- 8 Tiere untersucht.
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2.5 Statistische Methoden

Fur die statistische Auswertung der Versuche wurde die PC-Software SPSS 15 und 17 fir
Windows verwendet.
Es erfolgten multivariate Varianzanalysen mittels Two-Way ANOVA mit nachfolgender post hoc
Analyse nach Bonferroni und Dunnet (2-seitig) bei vorrausgegangener statistischer Signifikanz mit
p<0,05. Dies erfolgte im Einzelnen fir die Versuche der HeiRen Platte, Koérpertemperatur,
Lokomotion, CPP, Angst- und Schmerzschwellenbestimmung sowie fir die startle response und
den tail suspension Test. Die PTZ-Kindlingskurven wurden mit Hilfe der ANOVA mit
Messwertwiederholungen (repeated measures) ausgewertet. Die Auswertung der DAMGO-
Bindungsstudie erfolgte mittels One-way-ANOVA und anschliel3ender post hoc Untersuchung nach
Bonferroni und Dunnet. Beim Versuch der Angst- und Schmerzschwellenbestimmung und der
startle response ergab die Uberpriifung der Normalverteilung mittels Levene Test keine
Normalverteilung bzw. Varianzhomogenitat. Daher erfolgte hier die statistische Auswertung mit dem
parameterfreien Kruskal-Wallis-Test (H-Test) und anschlie@ender paarweiser Vergleiche auf
signifikante Mittelwerte. Der tail supension Test wurde mittels univariater Varianzanalyse mit
anschlieRender post hoc Berechnung nach Bonferroni ausgewertet. Eine Uberprifung der ist durch
einen niedergelassenen Statistiker erfolgt.
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3 Ergebnisse
3.1 Grundeffekte

3.1.1 3H-DAMGO- Bindung

Als Vorrausetzung fur alle verhaltenspharmakologischen Experimente untersuchten wir die
spezifische p-Opioidrezeptorbindung mit dem p-Opioidrezeptor-Agonisten 3H-DAMGO an einer
stochastisch ausgewahlten Tiergruppe.

DAMGO Bindung frontaler Cortex

— FHEF e
B (+/+) n=17
B (+/-) n=22
(+/-) n=24

++ +- -
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[A] -
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Abb. 1) 3H-DAMGO Bindung bei unterschiedlichen Genotypen im frontalen Cortex

Abszisse: Genotypen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Anzahl und Untersuchungen am frontalen
Cortex. Ordinate: Bindung des p-Agonisten 3H-DAMGO in [fmol/mg]. Angegeben sind MW + SEM; One-Way
ANOVA Test: post hoc Bonferroni/Dunnet T-Test *** p<0,001 (WT vs. HZ, WT vs. KO, HZ vs. KO)
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DAMGO Bindung Hippocampus
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Abb. 2) 3H-DAMGO Bindung bei unterschiedlichen Genotypen im Hippocampus

Abszisse: Genotypen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Anzahl und Untersuchungen am Hippocampus.
Ordinate: Bindung des p-Agonisten 3H-DAMGO in [fmol/mg]. Angegeben sind MW + SEM; One-Way ANOVA
Test: post hoc Bonferroni/Dunnet T-Test *** p<0,001 (WT vs. HZ, WT vs. KO, HZ vs. KO)

Untersucht wurde die Bindung des p-Opioidrezeptor selektiven Tritium-markierten Agonisten
DAMGO im Hippocampus (Abb.2) und frontalen Cortex (Abb.1) von 63 naiven BALB-C/C 57-
Mausen. Wildtypen zeigten hierbei die hdchste p-Opioidrezeptorbindung in beiden Hirnregionen auf
(Abb.2: Hp: X= 35,2 fmol/mg, Abb.1: FX: X= 45,8 fmol/mg). Die p-Opioidrezeptor-KO-Mause zeigten
die geringste DAMGO-Bindung am p-Opioidrezeptor (Abb.2: Hp: X= 3,2 fmol/mg, Abb.1: FX: Xx=4,1
fmol/mg). Heterozygote Tiere wiesen eine mittlere p-Opioidrezeptordichte mit einer Bindung von
18,2 fmol/mg in den Hippocampi und 24,6 fmol/mg in den frontalen Cortices auf. Die spezifische p-
Opioidrezeptorbindung der HZ-Mause lag zwischen den, der untersuchten WT- und KO-Mause. Der
Vergleich der Rezeptorbindungen zwischen den einzelnen Tiergruppen zeigte einen
hochsignifikanten Unterschied (Hp: F,s7= 230,28; p<0,0001 und FX: F,5; = 422,27; p<0,0001). Die
Ergebnisse beweisen eine hohe Stabilitat der p-Opioidrezeptor-Ausstattungen der einzelnen

Tiergruppen in der Zucht.

3.2 Morphineffekte
3.2.1 Einfluss der unterschiedlichen p-Opioidrezeptor-Anzahl auf Analgesie und
Kdrpertemperatur

Um die Auswirkung einer unterschiedlichen Anzahl an p-Opioidrezeptoren auf Analgesie und

Kdrpertemperatur zu prufen, untersuchten wir naive Mause im Versuch der HeiBen Platte und
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fuhrten Koérpertemperaturmessungen durch. Die Messungen der Reaktionszeit in [s] vor und nach
Applikation des Morphins stellten Absolutwerte dar. Aus diesen Werten wurde der Analgetische
Index (Al), als Ausdruck der analgetischen Wirkung errechnet. Der Al konnte einen Wert zwischen 0
und 1 annehmen, wobei ein Al von 1 gleichbedeutend war mit einer maximalen analgetischen

Wirkung, und ein Wert von 0 bedeutete, dass keine analgetische Wirkung vorhanden war.

HeiRe Platte 54°C

|—* *
30+
3 (+/+) n=30
o, 1 (+/-) n=40
-E 201 (-/-) n=24
| =
L
% 10-
[
0-
VM 30 Min. post Morphin

10 mg/kg Injektion

Abb. 3) Schmerzschwelle bei unterschiedlicher y-Opioidrezeptor-Ausstattung

Abszisse: Versuchsgruppen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung unterteilt in Vormessung
(naive Tiere) und Hauptmessung (30 Minuten nach Morphininjektion 10 mg/kg s.c.); Ordinate:
Schmerzschwellenbestimmung durch Untersuchung der Reaktionszeiten in Sekunden [s] auf der Heil3en
Platte mit und ohne Morphininjektion. Angegeben sind MW + SEM; post hoc Two-Way ANOVA Test: *
Signifikanz nach Bonferroni p<0,05 (WT vs. HZ, WT vs. KO, HZ vs. KO).
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Korpertemperatur

* *
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Abb. 4) Wirkung von Morphin auf die Kérpertemperatur

Abszisse: Versuchsgruppen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung unterteilt in Vormessung
(naive Tiere) und Hauptmessung (30 Minuten nach Morphininjektion 10 mg/kg s.c.); Ordinate:
Kdrpertemperatur in [°C] der naiven Versuchstiere sowie nach Morphininjektion. Angegeben sind MW + SEM,;
post hoc Two-Way ANOVA Test: * Signifikanz nach Bonferroni p<0,05(WT vs. HZ, WT vs. KO, HZ vs. KO).

Analgetischer Index HeilRe Platte

| % *
1.04
0.8 Bl (+/+) n=30
7 B (+/-) n=40
0.6+ (-/-) n=24
< 0.4
0.21
0.0

-0.2- 30 Min. post Morphin Injektion

Abb. 5) Analgetische Indizes (Al) fur die Wirkung von Morphin

Abszisse: Versuchsgruppen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung; Ordinate: Analgetischer
Index nach (Al= HMW-VMW/MaxMW-VMW). Angegeben sind MW + SEM; post hoc Two-Way ANOVA Test: *
Signifikanz nach Bonferroni p<0,05(WT vs. HZ, WT vs. KO, HZ vs. KO).

Die Abbildungen 3-5 zeigen, dass es keine Unterschiede in den basalen Schmerzschwellen (F 54, =
0,79; p=0,45) auf der Heil3en Platte (Abb.3) und den Basalwerten fiir die Kérpertemperaturen (F ;64
=1,5; p= 0,23) zwischen den Mausen mit oder ohne p-Opioidrezeptoren gab (Abb.4). Der Effekt der
Testdosis Morphin war dagegen signifikant unterschiedlich (F; ¢, = 91,64; p= 0,001). 10 mg/kg
Morphin erzeugte bei den Wildtypen den starksten antinozizeptiven Effekt im Vergleich zu den HZ
und KO-Mausen. Die p-Opioidrezeptor-KO-Mause zeigten keinen Morphineffekt. Der Vergleich
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dieser beiden Gruppen ergab in der Fragestellung des Morphineffekts einen hochsignifikanten
Unterschied (WT vs. KO p=0,001) (Abb.4 und 5). Die Schmerzschwellen, die 30 Minuten nach
Morphininjektion ermittelt wurden, unterschieden sich bei den KO-Mausen nicht von den
Schmerzschwellen der Vormessungen ohne Substanzapplikation (Abb. 3), woraus sich ein
analgetischer Index von O ergab (Abb. 5). Bei den heterozygoten Tieren fuhrte die Morphininjektion
zu einem halb so hohen analgetischen Effekt (Abb.5). Die Effekte der Morphininjektion auf die
Kdrpertemperatur (Abb.4) im Vergleich zwischen den WT, HZ und KO-Mausen zeigte signifikante
Unterschiede (F,, ¢4 = 40,38; p= 0,001). Bei den Wildtyp-Méausen erzeugten 10 mg/kg Morphin die
starkste Senkung der Kdrpertemperatur von mehr als 3 °C, bei p-Opioidrezeptor-KO-Mausen war
kein Effekt nachweisbar. Der Morphineffekt bei den heterozygoten Mausen lag zwischen dem der
WT -und KO-Mause (-2 °C). Bei den Vormessungen unterschieden sich die Kérpertemperaturen der
Versuchsgruppen nicht voneinander. Ein Grundeffekt der unterschiedlichen p-Opioidrezeptor-

Ausstattung auf die Kérpertemperatur konnte somit vernachlassigt werden.

3.2.2 Einfluss der unterschiedlichen p-Opioidrezeptor-Anzahl auf die Lokomotion

Es wurden fur die Erfassung der Beeinflussung der unterschiedlichen p-Opioidrezeptor-Anzahl
auf die Lokomotion bzw. Motivation zur Fortbewegung, 61 naive BALB-C/C 57 in der Motilitdgs-Box
untersucht. Zur Beurteilung der Morphineffekte auf die Lokomotion, von Mausen mit
unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Anzahl, wurde das Verhalten der Tiere nach Morphinapplikation

untersucht.
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Morphinwirkung auf die Lokomotion

]

::::_ CJ(+/+)Habn =19
[J(+/-)Habn=19
5 1259 (- /-)Habn=23
E 100+ B (+/+) Test
$ 1 - = B (+/- ) Test
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Habituation Test
Morphin 5 mg/kg

Abb. 6) Morphinwirkung auf die Lokomotion

Abszisse: Versuchsgruppen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung, unterteilt in Habituation und
Morphinwirkung (5 mg/kg); Ordinate: zuriickgelegter Gesamtweg [m] in 30 Minuten Testphase. Angegeben
sind MW + SEM; post hoc Two-Way ANOVA Test: * Signifikanz nach Bonferroni p<0,05(WT vs. HZ, WT vs.
KO, HZ vs. KO).

Morphinwirkung auf die geschiitzte Lokomotion
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—_ 7 T [ (+/-)Habn=19
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Abb. 7) Morphinwirkung auf die geschutzte Lokomotion

Abszisse: Versuchsgruppen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung, unterteilt in Habituation und
Morphinwirkung (5 mg/kg); Ordinate: zuriickgelegter Gesamtweg [m] in 30 Minuten Testphase. Angegeben
sind MW + SEM.
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Die Abbildungen 6 und 7 zeigen, dass wahrend der 15 minitigen Habituation keine
Unterschiede beziglich der Laufstrecken in [m] zwischen WT, HZ -und KO-Mause festzustellen
waren (F, 50 = 0,235; p=0,791). Nach Applikation des Morphins (5 mg/kg) war der Behandlungseffekt
signifikant unterschiedlich in Abhangigkeit vom Status: WT, HZ oder KO (F, 59 = 3,547 p<0,05). Die
morphininduzierte Aktivierung war bei den WT am starksten, bei den KO-Méausen kaum vorhanden
und bei den HZ- Mausen etwas ausgeprégter zu beobachten (Abb. 6). Post hoc war der
Behandlungseffekt zwischen den WT und KO-Mausen signifikant unterschiedlich (p<0,05), er
konnte weder zwischen den HZ und WT (p= 0,11), noch zwischen den HZ und KO-Tieren gesichert
werden (p=1). Wird der in der Mitte der Motilitats-Box zuriickgelegte Weg betrachtet (Abb.7), so war
kein signifikanter Unterschied zwischen WT, HZ und KO-Mausen zu verzeichnen, und zwar weder
wahrend der Habituation (F,s = 1,823; p= 1,711) noch nach der Morphininjektion (F,s9= 0,362; p=
0,698) zu sichern. In der Mitte der Motilitatsbox konnte kein Morphineffekt in Abh&angigkeit vom
Status gesichert werden. Die p-Opioidrezeptor-KO-Mause legten wahrend der Habituation den
langsten Weg in der Mitte zuriick (x= 6,94m; SEM= 1,15 vs. WT: X= 3,52m; SEM= 0,61 vs. HZ: X=
4,55m; SEM= 0,80).

3.2.3 Einfluss der unterschiedlichen p-Opioidrezeptor-Anzahl auf die morphininduzierte

Platzpraferenz

Zur Untersuchung der morphininduzierten konditionierten Platzpraferenz wurden 139 (+/+ n=47,
-/- n= 54, +/- n= 38) naive Mause und 2 Testdosen Morphin eingesetzt (5 mg und 20 mg/kg). Die
Kontrollgruppen erhielten physiologische Kochsalzlosung. Die nach zweitagiger Habituation
entstandenen neun Versuchsgruppen wurden so auf die Behandlungsgruppen verteilt, dass die
Mittelwerte der einzelnen Gruppen sich nicht voneinander unterschieden. Die in die Auswertung
eingegangenen Messwerte beziehen sich auf den Aufenthalt im ,nicht praferieten Arm“ als

prozentualer Anteil der Gesamtzeit (Habituation bzw. Test = je 15 Minuten entsprechen 100 %).
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Abb. 8 ) Wirkung von Kochsalz auf die Konditionierte Platzpraferenz (CPP)

Abszissen: Versuchsgruppen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung, unterteilt in die Praferenz
wahrend der Habituation und nach Kochsalzinjektion (Test). Ordinate: Aufenthalt im nicht praferierten Arm in
[%]. Angegeben sind MW + SEM; in dieser Untersuchung sind keine signifikanten Unterschiede festzustellen.

CPP Morphin 5 mg/kg

*
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*
™ 7=
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Habituation Morphin 5 mg/kg

Abb. 9) Wirkung von 5 ma/kg Morphin auf die Konditionierte Platzpraferenz (CPP)

Abszissen: Versuchsgruppen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung, unterteilt in die Préferenz
wahrend der Habituation und nach Morphininjektion (5 mg/kg). Ordinate: Aufenthalt im nicht praferierten Arm
in [%]. Angegeben sind MW + SEM; post hoc Two-Way ANOVA Test: * Signifikanz nach Bonferroni p<0,05
(WT vs. HZ, WT vs. KO, HZ vs. KO).
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CPP Morphin 20 mg/kg
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Abb. 10 ) Wirkung von 20 ma/kg Morphin auf die Konditionierte Platzpraferenz (CPP)

Abszissen: Versuchsgruppen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung, unterteilt in die Préferenz
wahrend der Habituation und nach Morphininjektion (20 mg/kg). Ordinate: Aufenthalt im nicht préferierten Arm
in [%]. Angegeben sind MW + SEM; post hoc Two-Way ANOVA Test: * Signifikanz nach Bonferroni p<0,05
(WT vs. HZ, WT vs. KO, HZ vs. KO).

Aus den Abbildungen 8-10 ist ersichtlich, dass es keinen signifikanten Unterschied wahrend der
Habituation in Bezug auf die Anzahl der p-Opioidrezeptoren (F;137=1,482; p =0,231) gab. Die
unterschiedliche Anzahl an p-Opioidrezeptoren hatte keinen Einfluss auf die Praferenz wahrend der
Habituation. Weiterhin zeigte der Vergleich der Habituation keinen signifikanten Unterschied
beziuglich der nachstehenden Behandlungen: Habituation-NaCl (Abb.8): (F,4, =0,445; p =0,644);
Habituation-5 mg/kg Morphin (Abb.9): (F,4s =0,224; p =0,800); Habituation-20 mg/kg Morphin
(Abb.10): (F,, 46 =2,151; p =0,128). Nach dem viertagigem Training und der Applikation der
Testsubstanzen ergab der Vergleich aller Gruppen untereinander, dass sowohl ein signifikanter
Anstieg der Praferenz in Abhangigkeit von der Anzahl der p-Opioidrezeptoren (Statuseffekt: F; ;37
=4,594; p =0,012), als auch einen hochsignifikanten Unterschied bezuglich der applizierten
Substanzen (Behandlungseffekt: F; 137 =5,646; p =0,004) zu beobachten war. Die Applikation von
physiologischer Kochsalzlosung fiihrte zu keiner Anderung der Praferenz (p=1). Insbesondere
zeigte sich kein signifikant unterschiedlicher Effekt der Kochsalz-Applikation auf den Aufenthalt im
nicht praferierten Arm bei den WT, HZ und KO-Mausen (Abb.8): (F,4, =0,295; p =0,644). Der

Vergleich der Praferenzen wéahrend der Habituation und nach Kochsalz Injektion zeigte keinen
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signifikanten Unterschied in Abhé&ngigkeit von der Anzahl der p-Opioidrezeptoren (Abb.8): (F42
=0,712; p =0,497). Somit konnte kein signifikanter Anstieg der Praferenz nach Kochsalz-Injektion
bei unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Anzahl nachgewiesen werden. Die Injektion der Testdosis
Morphin (5 mg/kg) fuhrte dagegen zu einer signifikant unterschiedlichen Praferenzentwicklung, je
nach p-Opioidrezeptor-Ausstattung (Abb.9): (F,45=5,285; p= 0,009). Auch die Differenz des
prozentualen Aufenthalts im nichtpraferierten Arm zwischen Habituation und Test (Abb.11) ergab
einen hochsignifikanten Effekt in den Versuchsgruppen nach Applikation von 5 mg/kg Morphin (F.4s
=5,602; p =0,007). Dies konnte post hoc fur den Vergleich WT vs. KO (p=0,007) verifiziert werden,
blieb im Vergleich WT vs. HZ (p=0,824) und KO vs. HZ (p=0,195) nicht signifikant (Abb. 9 und 11).
Die heterozygoten Méause entwickelten eine mittlere Platzpraferenz nach Morphininjektion bei einer
Dosierung von 5 mg/kg, die genau zwischen denen der Wildtypen und der KO-Tieren lag und post
hoc im Vergleich zu diesen ohne signifikanten Unterschied blieb. Die Testdosis 20 mg/kg Morphin
erzeugte eine signifikant veréanderte Platzpréaferenz bei den heterozygoten Mausen (Abb.10): (F,.46
=7,683;p =0,001). Dabei konnte die Entwicklung der Platzpraferenz signifikant nach Bonferroni,
zwischen den WT und KO-Mausen unterschieden werden (Abb.10): (p=0,001), wie auch zwischen
den WT und HZ-Mausen (p=0,025). Es konnte Kkein signifikanter Unterschied der
morphininduzierten Platzpréaferenz zwischen HZ und KO-Mausen nachgewiesen werden (p=1).
Analog zeigte der Vergleich der Praferenzen wahrend der Habituation und nach der
Morphininjektion (Abb. 10) signifikante Unterschiede nach der Applikation von 20 mg/kg Morphin bei
den WT, HZ und KO-Mausen (F, 4 =5,291;p =0,009). Diese Signifikanzsternchen wurden in Abb. 10
nicht eingetragen, um die Ubersicht zu wahren. Analog zeigte der Vergleich der einzelnen Status in
der Betrachtung der Differenz der Aufenthaltsdauer (Abb. 11) post hoc untereinander signifikante
Unterschiede nach Bonferroni zwischen den WT und KO-M&usen (p=0,013), sowie zwischen den
WT und HZ-Mausen (p=0,036) und blieb nicht unterscheidbar zwischen den HZ und KO-Mé&usen

(p=1).

29



Konditionierte Platz Praferenz

(o]

o
J

*

C3(+/#) NaCln=15
[J(+/-) NaCln=12
(-/-) NaCln=17
EE(+/+) SMon=17
EE3(+/-) 5Mon=13
(-/-) 5Men=17
B (+/+) 20 Mo n=15
B (+/-)20Mon=13
(-/-)20Mon=17

o5 ]
(]
i

%]
n
i

=]
L]
i

=y
i}
L

—
L]
L

n
i

priferierter Aufenthalt [%] Hab-Test

L]
L

NacCl 5 mg/kg Morphin 20 mg/kg Morphin

Abb. 11) Differenz der Aufenthaltsdauer zwischen Test und Habituation nach Kochsalz, 5 bzw. 20 ma/kg
Morphininjektion unter Vernachléssigung der Mitte

Abszisse: Versuchsgruppen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung und Testsubstanzen;
Ordinate: Differenzen der Aufenthaltsdauer im nicht préferierten Arm (Test — Habituation) in [%)]. Angegeben
sind Mittelwerte + SEM; post hoc Two-Way ANOVA Test: * Signifikanz nach Bonferroni p<0,05 (WT vs. HZ,
WT vs. KO, HZ vs. KO).

Die Entwicklung einer Morphininduzierten Platzpraferenz war abh&ngig von der Anzahl der p-
Opioidrezeptoren (Abb.11): (F, .37 =4,036;p =0,020). Es konnte ein signifikanter Unterschied des
prozentualen Aufenthalts im vorher nicht préaferierten Bereich je nach applizierter Substanz
nachgewiesen werden (Behandlungseffekt, Abb.11): (F;13;=4,188;p=0,017). Die Individuen mit
maximaler Ausstattung des p-Opioidrezeptors zeigten einen hochsignifikanten Behandlungseffekt
(F2,42=7,954;p=0,001). Die morphininduzierte Platzpraferenz war bei einer Morphindosis von 20
mg/kg und einer maximalen p-Opioidrezeptor-Anzahl im Vergleich zum Kochsalzeffekt am stéarksten
ausgepragt. Bei einer reduzierten Morphindosis von 5 mg/kg, im Vergleich zum Kochsalzeffekt,
konnte ein signifikanter Unterschied bei einer maximalen p-Opioidrezeptor-Anzahl, wie es die
Wildtypen aufweisen, festgestellt werden (post hoc, signifikant nach Bonferroni: (WT) NaCl vs. 20
mg/kg p=0,002, (WT) NaCl vs. 5 mg/kg p=0,006, (WT) 5 mg/kg vs. 20 mg/kg p=1.) Bei der
Untersuchung der p-Opioidrezeptor-KO-Mause konnte keine signifikant unterschiedliche Anderung
der Praferenz nach Applikation aller Testsubstanzen nachgewiesen werden (F;, s, =0,348;p =0,708).
Die Untersuchung der HZ-M&use zeigte einen deutlichen Anstieg der Platzpraferenz nach
Applikation von 5 mg/kg Morphin (Differenz Aufenthalt zwischen Test und Habituation: X=18,44%).
Der Anstieg der Praferenz der HZ-Mause lag zwischen dem der WT (Xx=28,04%) und der KO-Mause
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(x=8,4%). Der Vergleich der Effekte aller Testsubstanzen auf die Praferenz zeigte bei den
heterozygoten Mausen keinen signifikanten Unterschied bei der Betrachtung der Differenzen und

unter Anwendung unserer statistischer Methoden (F; 35 =1,580;p =0,22).

3.2.4 Einfluss der unterschiedlichen p-Opioidrezeptor-Anzahl auf die Analgesie unter
Aktivierung weiterer Opioidrezeptor-Subtypen durch Etorphin

Zur Messung der Schmerzschwelle mittels elektrischer Schwanzwurzelreizung und
anschlieRender Untersuchung an der Hei3en Platte nach Etorphin Applikation untersuchten wir 78
naive Tiere. Der Mittelwert der aus 5 Einzelmessungen bestehenden Vormesswerte, wie auch der
Mittelwert, der aus 3 Einzelmessungen bestehenden Hauptmesswerte, wurden ausgewertet. Der
Analgetische Index wurde aus Vor- und Hauptmesswert nach folgender Formel berechnet: Al=
HMW[mA]-VMW[mA]/MaxMW[mA]-VMW[mA].

Bestimmung der Schmerzschwelle anhand 2er Methoden unter Etorphin bei unterschiedlicher p-

Opioidrezeptor-Ausstattung

Schwanzwurzelreizung unter Kochsalz

300+ *
r*_l |_ _l 3 (+/+4)VM n=11
'-E' I (+/-)VMn=15
= 200+ (-/-)VM n =12
E i —_ E=3 (+/+) Nacl
jd E== (+/- ) NaCl
E -
s 100 _ -+ (-/-) NaCl
0
Vormessung NacCl

Abb. 12) Schwanzwurzelreizung- Schmerzschwellen ohne Opioidwirkung

Abszisse: Vor- und Hauptmessungen nach Kochsalzinjektion (0,1 mi/kg KG) bei den Versuchsgruppen mit
unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung; Ordinate: Schmerzschwellen in [mA]. Angegeben sind MW +
SEM; post hoc Two-Way ANOVA Test: * Signifikanz nach Bonferroni p<0,05 (WT vs. HZ, WT vs. KO, HZ vs.
KO).
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Schwanzwurzelreizung unter Etorphin 20 pg/kg KG

P

300 I_ *_I C3i+/+)vMn=11
CJ#/-)VMn=16
2004 {(-/-)VMn =13
B (+/+) Etorphin
100- - I (+/- ) Etorphin
( -/- ) Etorphin
04

Vormessung Etorphin 20 pg/kg

Stromstérke [mA]
.|

Abb. 13) Schwanzwurzelreizung- Schmerzschwellen unter Etorphinwirkung

Abszisse: Vor- und Hauptmessungen nach Etorphininjektion (20 pg/kg KG) bei den Versuchsgruppen mit
unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung; Ordinate: Schmerzschwellen in [mA]. Angegeben sind MW +
SEM; post hoc Two-Way ANOVA Test: * Signifikanz nach Bonferroni p<0,05 (WT vs. HZ, WT vs. KO, HZ vs.
KO).

HeilRe Platte 56 °C unter Etorphin 20 pg/kg KG

%0 C3++)vMn=11
W CJ+/-)vMn=16
= 20+ (-/-)VMn =13
E B (+/+) Etorphin
E 104 I (+/- ) Etorphin
] { -/- ) Etorphin
o

J O

Vormessung Etorphin 20 pg/kg

Abb. 14) Schmerzschwellenbestimmung mittels HeiRer Platte mit maximal 56 °C

Abszisse: Vor- und Hauptmessungen nach Etorphininjektion (20 pg/kg KG) bei den Versuchsgruppen mit
unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung; Ordinate: Reaktionszeit in [s]. Angegeben sind MW + SEM,;
post hoc Two-Way ANOVA Test: * Signifikanz nach Bonferroni p<0,05 (WT vs. HZ, WT vs. KO, HZ vs. KO).
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Analgetischer Index Schwanzwurzelreizung
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0254 Etorphin 20 pg/kg KG

Abb. 15) Analgetischer Index des Etorphins bei der Schwanzwurzelreizung

Abszisse: Versuchsgruppen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung nach Etorphininjektion (20
Hg/kg KG); Ordinate: Berechneter Analgetischer Index des Etorphins bei der SWR (max. 300 mA) nach
folgender Formel: (JAll= HMW-VMW/MaxMW-VMW). Angegeben sind MW + SEM; post hoc Two-Way
ANOVA Test: * Signifikanz nach Bonferroni p<0,05 (WT vs. HZ, WT vs. KO, HZ vs. KO).

Analgetischer Index HeilRe Platte 56 °C

1.00-
B (+/+) Etorphin n = 11

I (+/- ) Etorphinn = 16

0.754
[ -/-) Etorphin n =13

S0.50-

0.25+

Etorphin 20 pg/kg KG

Abb. 16) Analgetischer Index des Etorphins gemessen an der Heil3en Platte

Abszisse: Versuchsgruppen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung nach Etorphininjektion (20
pg/kg KG); Ordinate: Berechneter Analgetischer Index nach der gemessenen Reaktionszeit in [s] an der
HeilRen Platte nach folgender Formel: (JAlI]= HMW-VMW/MaxMW-VMW ).Angegeben sind MW + SEM; post
hoc Two-Way ANOVA Test: * Signifikanz nach Bonferroni p<0,05 (WT vs. HZ, WT vs. KO, HZ vs. KO).
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Abbildungen 12-16 zeigen, dass die Schmerzschwellen signifikant nach der Vormessung im
Vergleich zur Etorphininjektion sowohl im Versuch der Schwanzwurzelreizung (Abb. 13):
(F,,76=44,685;p=0,0001), als auch im Versuch der Hei3en Platte (Abb. 14): (F,76=49,155;p=0,0001)
unterschiedlich waren. Die basalen Schmerzschwellen unterschieden sich nicht zwischen den
Mausen mit und ohne p-Opioidrezeptoren im Versuch der Heil3en Platte (Abb. 14): (p=0,552), sie
unterschieden sich hochsignifikant im Versuch der Schwanzwurzelreizung (F;75=7,824;p=0,001)
zwischen den WT und HZ-Mausen (Abb. 12). Die unterschiedlichen Status hatten signifikant
unterschiedliche Auswirkungen auf die Schmerzschwellen in beiden Testmethoden (Abb. 13):
(SWR:F;75=16,841;p=0,0001); (Abb.14): (HP:F,.s=14,337;p=0,0001). Sowohl die Testsubstanzen,
als auch die unterschiedliche p-Opioidrezeptor-Anzahl filhrten zu signifikant unterschiedlichen
Analgetischen Indices bei der Schwanzwurzelreizung (Abb. 15): (F,7s=3,891;p=0,025) und auf der
HeilRen Platte (Abb. 16): (F,75=22,782;p=0,0001). Nach Applikation der Testdosis Etorphin 20 pg/kg
zeigten die WT-Mause im Versuch der SWR signifikant héhere Schmerzschwellen als HZ-Mause
(Abb.13): (F126=5,998;P=0,022) und p-KO-Méuse (F;,3=67,570;p=0,0001). Weiterhin zeigten HZ-
Mause nach Etorphininjektion signifikant hdéhere Schmerzschwellen als KO-Méause (Abb.13):
(F1,28=15,915;p=0,0001). Die Schmerzschwellen der HZ-Mause lagen nach Injektion der Testdosis
Etorphin 20 pg/kg zwischen denen der WT und KO-Tiere (Abb.13) und unterschieden sich
signifikant von beiden (p<0,05). Analoge Ergebnisse ergaben die Vergleiche im Versuch der Heil3en
Platte (Abb.14): (WT vs. KO (F;23=128,115;p=0,0001); WT vs. HZ (F;,=8,078;p=0,009); HZ vs. KO
(F126=9,016;p=0,006), wie auch fir die berechneten Analgetischen Indices nach der SWR (Abb.
15): WT vs. KO (Fis= 85,337;p=0,0001); WT vs. HZ: (F12=7,914;p=0,009); KO vs. HZ
(F1,26=3,785;p=0,062) und auf der Heil3en Platte (Abb. 16): (WT vs. KO (F;23=133,517;p=0,0001);
WT vs. HZ (F12=8,241;p=0,008); KO vs. HZ (F;25=19,781;p=0,003). Interessanterweise
unterschieden sich die Schmerzschwellen ohne jegliche Substanzapplikation - bzw. in den
Kontrollgruppen nach Applikation von Kochsalz - signifikant zwischen den WT und den HZ M&usen
(Abb.12): (F,76=7,824; p=0,001).

3.3 Charakterisierungen von Verhaltensanderungen ohne Opioidstimulation

3.3.1 Angst- und Schmerz- bzw. Fluchtschwellenbestimmung

Das freezing -und escape-Verhalten (Angst- und Schmerz-bzw. Fluchtverhalten) wurde an einer
stochastischen Auswahl von n= 87 Versuchstieren untersucht. Nach der Habituation, die 240
Sekunden dauerte, erfolgte die Beobachtung der definierten Verhaltensweisen. In die Auswertung

gingen gemessene Stromstarken [mA] zum Zeitpunkt der gezeigten Verhaltensweisen ein.
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Angstschwellenbestimmung "freezing"
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Abb. 17)_Angstschwellenbestimmung (freezing) anhand des elektrischen FulRreizes

Abszisse: Versuchsgruppen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung; Ordinate: Stromstéarke bei
Angstreaktion in [mA]. Angegeben sind Median + SEM. *Signifikanz nach Kruskal-Wallis mit anschlieRenden
paarweisen Vergleichen p<0,05 (WT vs. HZ, WT vs. KO, HZ vs. KO).

Fluchtschwellenbestimmung "escape"
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Abb. 18) Schmerz- bzw. Fluchtschwellenbestimmung (escape) nach elektrischem Ful3reiz

Abszisse: Versuchsgruppen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung; Ordinate: Stromstarke bei
Fluchtreaktion in [mA]. Angegeben sind Median + SEM. *Signifikanz nach Kruskal-Wallis mit anschlieBenden
paarweisen Vergleichen p<0,05 (WT vs. HZ, WT vs. KO, HZ vs. KO).

Abb. 17 zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen der gemessenen Stromstarken [mA],
bei der eine freezing Reaktion nach elektrischem Fuldreiz registriert wurde. Dieser niedrigste
elektrische Fulreiz, der zu der vorher charakterisierten Reaktion bei den Mausen fihrte, wurde als

Angstschwelle definiert. Im Rahmen der Multivarianzanalyse ergab der Kruskal-Wallis Test einen
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signifikanten Unterschied der Angstschwellen in Abhangigkeit von der Anzahl der p-
Opioidrezeptoren (x*=6,952, df=2; p=0,031). Dabei wurde die héchste Angstschwelle bei maximaler
Ausstattung mit dem p-Opioidrezeptor erreicht (WT X=0,06 mA) und die niedrigste Angstschwelle
bei den KO-Mausen (KO x=0,04mA) beobachtet. Die Angstschwellen der heterozygoten Tiere lagen
zwischen denen der WT und KO-Mause (HZ X=0,05mA). Die Untersuchung der einzelnen
Verteilungen im Mann-Whitney-U-Test zeigte eine zweiseitige Signifikanz zwischen WT und HZ (p=
0,023) und WT vs. KO (p= 0,025). Die Abgrenzung des freezing Verhaltens zwischen HZ und KO-
Mausen konnte nicht verifiziert werden (p=0,862). Abb. 18 zeigt die Mittelwerte und
Standardabweichungen der gemessenen Stromstarken [mA] nach elektrischem Fuldreiz fur die
Fluchtreaktion in der Shuttlebox® an. Analog zur Angstschwelle war diese Reaktion ebenfalls
definiert und folgend als Schmerz- bzw. Fluchtschwelle beschrieben. Die hiéchste Fluchtschwelle
(Abb. 18) zeigten die WT mit X=0,09mA, wahrend die KO-Mause bei X= 0,07 mA und HZ bei x= 0,06
mA die escape Reaktion ausfuhrten. Die ermittelten Fluchtschwellen waren in Abhangigkeit von der
Anzahl der p-Opioidrezeptoren signifikant unterschiedlich (Abb.18): (F,g=3,467;p=0,036). Post hoc
konnte weiterhin ein signifikanter Unterschied zwischen WT und HZ-Mausen (p=0,031) nach
Bonferroni gesichert werden. Es konnte kein signifikanter Unterschied der Fluchtschwellen
zwischen WT und KO (p=0,470) wie auch HZ und KO-Mausen (p=1) verifiziert werden. Die nicht
parametirische Auswertung ergab einen signifikanten Effekt der p-Opioidrezeptor-Anzahl auf die
Fluchtschwelle (x?=6,298, df=2; p=0,043). Die Priifung der Ubereinstimmungen der Verteilungen im
U-Test ergab eine entsprechende zweiseitige Signifikanz im Vergleich zwischen WT und HZ (p=
0,012). Unsere Daten und die darin ermittelten Schwellen korrelieren nicht linear mit der Anzahl der

pH-Rezeptoren.

3.3.2 Einfluss der unterschiedlichen Anzahl an p-Opioidrezeptoren auf die Schreckreaktion

Bei der startle Reaktion handelt es sich um eine universell motorische Antwort auf unerwartete
starkere sensorische Reize in Serie, die bei normaler Physiologie rasch habituiert. Um die
Schreckreaktion (startle response) von Mausen mit unterschiedlicher Ausstattung des p-

Opioidrezeptors im Vergleich beurteilen zu kénnen, untersuchten wir 60 naive Mause.
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Schreckreaktion "startle response”

100- %

% _l 3 (+/+) n =12
E:BU' C(+/-)n=28
£ oo . (-/-)n=20
E 40-
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(L]

0-
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Abb. 19) Schreckreaktion nach akustischem Reiz

Abszisse: Versuchsgruppen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung; Ordinate: Gewichtsédnderung
als Ausdruck des Kraftaufwands nach Schreckreaktion in [g]. Angegeben sind Median + SEM. *Signifikanz
nach Kruskal-Wallis mit anschlieenden paarweisen Vergleichen p<0,05 (WT vs. HZ, WT vs. KO, HZ vs.
KO).

Abb. 19 zeigt die Schreckreaktion nach Prasentation von Tonreizen in einer Lautstarke von 120
dB. WT, HZ und KO-Mause reagierten signifikant unterschiedlich stark auf die prasentierten
Tonreize (F,60=4,108;p=0,022). Dabei war die Schreckreaktion der Wildtypen am geringsten (X=
24,39), die der HZ am hdochsten (X= 58,2g) und die der p-KO-Mause relativ hoch (Xx= 49,8g). Post
hoc konnte die Schreckreaktion der WT vs. HZ signifikant unterschieden werden (p=0,018). Eine
unterschiedliche Schreckreaktion der WT im Vergleich zu den KO-Mausen (p=0,247) sowie der HZ-
Mause im Vergleich zu den KO-Mausen (p= 0,745) konnte statistisch nicht nachgewiesen werden.
Die HZ-Mause zeigten eine ausgepragte Schreckhaftigkeit, &hnlich der KO-Mause. Eine Reduktion
der p-Opioidrezeptoren um 50% fiihrte bei den HZ-Mausen zu einer erhdhten Schreckhaftigkeit
ahnlich dem Verhalten der KO-Mause. Eine lineare Korrelation der Schreckreaktion mit der Anzahl

der p-Opioidrezeptoren konnte nicht nachgewiesen werden.

3.3.3 Wirkung der unterschiedlichen p-Opioidrezeptor-Anzahl auf das depressionsrelevante

Verhalten

Es wurden 50 naive Tiere ohne Substanzapplikation im tail suspension Test untersucht.
Beurteilt wurde die Dauer der Immobilitat in [s] wahrend des sechsminltigen Tests. Daraus konnten

Schlussfolgerungen lber depressionsrelevantes Verhalten gezogen werden. In die Auswertung
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gingen die Dauer der Immobilitat von der zweiten bis zur sechsten Minute. Die erste Minute wurde

als Habituationszeit gewertet und ist nicht in die Abbildungen und Berechnungen eingeflossen.

Tail Suspension Test

EX(+/+)n=18
E(+/-)n=17
(-/-1n=15

Abb. 20) Depressionsrelevantes Verhalten bei unterschiedlicher y-Opioidrezeptor-Anzahl

Abszisse: Versuchsgruppen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung; Ordinate: Dauer der
Immobilitdt wahrend der 2.-6. Minute in Sekunden [s]. Angegeben sind Median + SEM. Univariate
Varianzanalyse, post hoc nach Bonferroni p<0,05 (WT vs. HZ, WT vs. KO, HZ vs. KO).

Abb. 20 =zeigt die Auswirkung der unterschiedlichen p-Opioidrezeptor-Anzahl auf die
Immobilitatsdauer und damit auf das depressionsrelevante Verhalten. Dabei zeigten die WT-Mause
die kurzeste Immobilitatsdauer X= 93,76s. Die HZ-Mause demonstrierten eine mittlere
Immobilitatsdauer von X= 118,72s und die KO-Mause die langste Dauer der Immobilitat Xx= 145,76s.
Die Dauer der Immobilitat in den einzelnen Gruppen war signifikant unterschiedlich beztglich der
unterschiedlichen Status (x?=6,395, df=2, p=0,041). Weiterhin war sie signifikant unterschiedlich im
Vergleich zwischen den WT vs. HZ (p=0,036), sowie WT vs. p-KO (p=0,028). Ein Unterschied in der
Dauer der Immobilitdt konnte im Vergleich zwischen den KO- und HZ-Mausen nicht gesichert
werden (p=0,605). u-Opioidrezeptor-KO-Mause présentierten die am langsten andauernde und WT
die kurzeste Episode der Immobilitéat. Die HZ-M&use liel3en eine etwa halb so lange Episode der
Immobilitat erkennen.
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3.3.4 Wirkung der unterschiedlichen p-Opioidrezeptor-Anzahl auf die zentrale Erregbarkeit
und Krampfentwicklung

Um die Bedeutung von p-Opioidrezeptoren auf die zentrale Exzitabilitat aufzuklaren,
untersuchten wir 67 naive Mause (WT n=20, HZ n=23, u-KO n=24) im einem Kindling-Experiment.
Pentylenetetrazol wurde an 13 aufeinanderfolgenden Tagen in einer Dosierung von 37,5 mg/kg KG
i.p. appliziert. Aus den beobachteten Krampfstufen wurden in Bezug auf die p-Opioidrezeptor-

Anzahl Kindlingkurven erstellt.

Pentylenetetrazol Kindling

54
-
_j %
4- .
g -
5 3- —— (+/+)PTZn=20
B
o
E —#—(-/-)PTZn=24
g 2+
=
—&— (+/-)PTZn=23
1-
0

8 9 10 11 12 13

Abb. 21) Zentrale Erregbarkeit bei unterschiedlicher y-Opioidrezeptor-Anzahl

Abszisse: Untersuchungstage 0-13 mit je einer Dosis PTZ 37,5mg/kg; Ordinate: definierte Krampfstufen 0-5.
Angegeben sind MW + SEM der Krampfstufen bei Versuchstieren mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-
Anzahl. Post hoc Two-Way ANOVA Test: *Signifikanz nach Bonferroni p<0,05 (WT vs. HZ, WT vs. KO, HZ
vs. KO).

Abbildung 21 zeigt, dass die Tieren eine signifikant unterschiedliche Krampfentwicklung in
Abhangigkeit von der p-Opioidrezeptor-Anzahl entwickelten (F,e=5,313;p=0,007). Am ersten
Versuchstag konnten keine Unterschiede in der Krampfbereitschaft zwischen den einzelnen
Versuchsgruppen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung sichergestellt werden. Im
Verlauf des Versuchs stellte sich heraus, dass die WT-Mause die niedrigste und die KO-Mause die
hdchste Krampfentwicklung (WT vs. KO p=0,006) aufwiesen. Die HZ-Mause tendierten zu den WT-

Mausen und zeigten ahnlich niedrigere Krampfstufen (HZ vs. WT p=1), allerdings blieb auch ein
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Unterschied zwischen HZ und KO-Mausen nicht signifikant (HZ vs. KO p=0,064). Wahrend die
Krampfentwicklung bei niedrigerer p-Opioidrezeptor-Anzahl stark zunahm und die maximale
Ausstattung mit dem p-Opioidrezeptor im Mittel bei gleichhohen Dosen des Konvulsivums PTZ
niedrigere Krampfstufen erzeugte, fihrte eine Reduktion der p-Opioidrezeptor-Anzahl um die Halfte
nicht zu einer entsprechenden Erhdhung der Krampfbereitschaft.

3.4 Wechselwirkung von -, 8- und k-Opioidrezeptor-Antagonisten und 8-Opioidrezeptor-
Agonisten auf Opioideffekte

3.4.1 Tail suspension Test bei Mausen mit unterschiedlicher Ausstattung des p-
Opioidrezeptors unter der Wirkung von Naloxon, Naltrindol und nor-Binaltorphimin

Um die Bedeutung weiterer Opioidrezeptorsubtypen auf das depressionsrelevante Verhalten zu
erkunden und etwaige Wechselwirkungen zwischen einer reduzierten Anzahl an p-Opioidrezeptoren
aufzudecken, untersuchten wir 157 naive Mause im tail suspension Test. Naloxon wurde in einer
Testdosis von 10 mg/kg und Naltrindol 2 mg/kg je 15 Minuten vor dem Versuchsbeginn subkutan
appliziert. Aquivalent erhielten die Kontrollgruppen physiologische Kochsalzlésung 15 Minuten vor
dem Versuchsbeginn. Der irreversible k-Opioidrezeptor-Antagonist nor-Binaltorphimin wurde 24 h
vor Versuchsbeginn in einer Testdosis von 3 mg/kg subkutan appliziert; zum selben Zeitpunkt
erfolgten die Applikationen des Kochsalzes in der Kontrollgruppe. Die Gesamtdauer der Immobilitat

von der zweiten bis zur sechsten Minute in [s] wurde statistisch ausgewertet.
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Tail Suspension Test
NaCl 0,1 ml/kg, Naloxon 10 mg/kg 15 min VBZ, Naltrindol 2 mg/kg 15 min VBZ, n-BNP 3 mg/kg 24 h VBZ
. C3(+/+) NaCln=21

l | CJ(+/-)NaCln=19
| ¥ | (-f-)NaCln=17

]

—

(4]

L)
']

B3 (+/+) Naloxon n = 14
EZE (+/-) Naloxon n=11
(-f-)Naloxonn= 9
EX=)(+/+4) Naltrindol n = 13
E=J(+/-) Naltrindol n =10
(-/-) Naltrindoln= 9

1004

(4]
L)
']

=0 (+/+) n-BNPn =11
(+/-)n-BNPn= 9
E=(-/-)n-BNPn =14

Dauer der Immobilitit [s]

Nacl Naloxon Naltrindol n-BNP

Abb. 22) Auswirkung akuter y-, 8, - und k-Opioidrezeptor-Antagonisierung auf die Immobilitdtsdauer bei
Mé&usen mit unterschiedlicher y-Opioidrezeptor-Anzahl

Abszisse: Versuchsgruppen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung und Testsubstanzen;
Ordinate: Dauer der Immobilitét in Sekunden [s] 2.-6. Minute. Angegeben sind MW + SEM; post hoc Two-Way
ANOVA Test: *Signifikanz nach Bonferroni p<0,05.

Abbildung 22 zeigt die Dauer der Immobilitat bei Mausen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-
Anzahl unter der Wirkung von Naloxon, Naltrindol und n-BNI. In der Kontrollgruppe bildete sich ein
signifikanter Statuseffekt in Hinblick auf die Dauer der Immobilitat aus (F,ss=3,577;p=0,035) und
war korrespondierend mit dem Versuch mit naiven Tieren (siehe Abb.20) nachweisbar. Ein
Behandlungseffekt konnte im Vergleich der Testsubstanzen miteinander nicht festgestellt werden
(F2,155=1,956;p>0,05). Die akute Antagonisierung des p-Opioidrezeptors durch Naloxon 10 mg/kg
hatte keinen Einfluss auf die Dauer der Immobilitdt, weder in Hinblick auf die unterschiedliche p-
Opioidrezeptor-Anzahl (F;33=2,573;p>0,05), noch im Vergleich zur Kontrollgruppe (WT, HZ, p-KO:
NaCl vs. Naloxon p>0,05). Die Applikation des &-Opioidrezeptor-Antagonisten Naltrindol fuhrte im
Vergleich zur Kontrollgruppe in WT-, HZ- und KO-Mausen zu einem Anstieg der Dauer der
Immobilitat (Differenz der Dauer der Immobilitat im Vergleich zur Kontrollgruppe und in Abhéngigkeit
von der p-Opioidrezeptor-Anzahl: WT: 23,69 s, HZ: 22,10 s, p-KO: 8,32 s). Ein statistisch
nachweisbarer Unterschied konnte hingegen nicht dokumentiert werden: (F,3,=0,560;p>0,05). Es
konnte bei den HZ-M&usen ein signifikanter Anstieg der Dauer der Immobilitdt im Vergleich zur
Kontrollgruppe (HZ: NaCl vs. Naltrindol p=0,048) nachgewiesen werden. Dieser Effekt war bei den
WT-Mausen tendenziell nachweisbar (p=0,070) und bei KO-Méausen nicht nachweisbar (p>0,05).
Der 5-Opioidrezeptor-Antagonist verlangerte bei allen Versuchsgruppen die Dauer der Immobilitét,
statistisch lie3 sich kein Unterschied der Abh&ngigkeit von der p-Opioidrezeptor-Ausstattung

nachweisen. Die Antagonisierung des k-Opioidrezeptors durch n-BNI zeigte in Abhangigkeit der
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vorhandenen p-Opioidrezeptoren signifikante Unterschiede der Immobilitatsdauer
(F2,32=5,051;p=0,013). Post hoc existierten signifikante Unterschiede zwischen WT und KO-Mausen
(p=0,01), HZ-Méause nahmen eine Mittelstellung ein und zeigten nach n-BNI-Injektion weder
signifikante Unterschiede der Immobilitdtsdauer im Vergleich zu den WT, noch zu den p-KO-
Mausen (p>0,05). Weiterhin konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und
der n-BNI-Behandlung bei WT, HZ und KO-Mausen nachgewiesen werden (p>0,05). Bei
unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Anzahl fiihrte die Antagonisierung des k-Opioidrezeptors zu
keiner signifikanten Anderung des depressionsrelevanten Verhaltens (WT, HZ, u-KO: NaCl vs. n-
BNI; p>0,05).

3.4.2 Tail suspension Test, Analgesie und Kdrpertemperatur bei Mausen mit
unterschiedlicher Ausstattung des p-Opioidrezeptors unter der Wirkung des &-
Opioidrezeptor-Agonisten SNC 80

Wir untersuchten im Einzelnen, die &-Opioidrezeptor-vermittelte Wirkung bei Individuen mit
unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung auf Analgesie, Korpertemperatur und auf
depressionsrelevantes Verhalten.

0-Opioidrezeptor-Effekte bei unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Anzahl

HeilRe Platte (max. 30 s) unter SNC 80

| ’ |
12.54
3 (+/+) NaCln =14
w 10.01 3 (+/-)NaCln=11
5 (-/-)NaCln= 8
N 7.54
c B (+/+) SNC80n =14
£ 5.0 B (+/-)SNC 80 n=12
[1] -
. (-/-)SNC80n= 8
0.0-
Nacl SNC 80 12,5 mg/kg

45 Min. VBZ

Abb. 23) 08-Opioidrezeptor-Effekte bei unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Anzahl auf die Analgesie im
Versuchsaufbau der HeiRen Platte

Abszisse: Versuchsgruppen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung unter Kochsalz- bzw. SNC 80
Injektion (12,5 mg/kg 45 Minuten VBZ); Ordinate: Reaktionszeit auf der HeiRen Platte einer konstanten
Temperatur von 56 °C in [s]; Angegeben sind MW + SEM; post hoc Two-Way ANOVA Test: * Signifikanz nach
Bonferroni p<0,05.
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Korpertemperatur unter SNC 80

| |
40.0- , * |
I * I 1 (+/+) NaCln =14
37.5- C(+/-)NaCln=11
—(-f-)NaCln= 8

35.0- B (+/+) SNC80n=14

B (+/-)SNC 80 n =12
32.5 [ -/-)SNC80Nn= 8
30.0-

Nacl SNC 80 12,5 mg/kg
45 Min. VBZ

Kérpertemperatur [°C]

Abb. 24) 6-Opioidrezeptor-Effekte bei unterschiedlicher py-Opioidrezeptor-Anzahl auf die Kérpertemperatur
Abszisse: Versuchsgruppen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung unter Kochsalz- bzw. SNC 80
Injektion (12,5 mg/kg 45 Minuten VBZ); Ordinate: Kdrpertemperatur in [°C] 30 Minuten nach den jeweiligen

Injektionen; Angegeben sind MW + SEM; post hoc Two-Way ANOVA Test: * Signifikanz nach Bonferroni
p<0,05.

Tail Suspension Test unter SNC 80

= |_ S 1 (+/+) NaCl n = 14
£ 1501 1 (+/- ) NaCl n = 11
= (-/-)NaCln= 8
E 100- B (+/+) SNC 80 n = 14
T B (+/- ) SNC 80 n = 12
T 50 I (-/-)SNC80n= 8
[} 0-

Nacl SNC 80 12,5 mg/kg
45 Min. VBZ

Abb. 25) &-Opioidrezeptor-Effekte bei unterschiedlicher y-Opioidrezeptor-Anzahl auf die Dauer der Immobilitét
Abszisse: Versuchsgruppen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung unter Kochsalz- bzw. SNC 80
Injektion (12,5 mg/kg 45 Minuten VBZ); Ordinate: Dauer der Immobilitdt in Sekunden [s] wahrend der 2.-6.
Minute; Angegeben sind MW + SEM; post hoc Two-Way ANOVA Test: * Signifikanz nach Bonferroni p<0,05.
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Die Abbildung 23 zeigt die Reaktionszeit bis zur Reizantwort des Versuchstiers auf den

thermischen Schmerzreiz nach Applikation von SNC80 (12,5 mg/kg 45 Minuten
Vorbehandlungszeit) bzw. physiologischer Kochsalzlésung (1 ml/100g) in der Kontrollgruppe. Die
Reaktionen auf den Schmerzreiz differierten bei den Mausen mit unterschiedlicher p-
Opioidrezeptor-Anzahl nach der Injektion des Kochsalzes nicht voneinander (F,5=0,458;p=0.637).
Es stellte sich keine unterschiedliche d-Opioidrezeptor-vermittelte Wirkung in Abh&ngigkeit von der
p-Opioidrezeptor-Anzahl dar (Abb. 23): (F,65=0.403;p=0.672). Ein analgetischer Effekt nach
Applikation des ©6-Opioidrezeptor-Agonisten SNCB80 existierte ausschliel3lich bei Mausen mit
maximaler p-Opioidrezeptor-Anzahl (NaCl vs. SNC80: F;2;=9,351;p=0,005). Der Vergleich
zwischen der analgetischen Wirkung von NaCl und SNC80 brachte bei den KO-Mausen (post hoc
p=0,135) keine signifikanten Unterschiede hervor. Bei den HZ-Mausen konnte die Tendenz eines
Effekts auf die Analgesie nach NaCl bzw. SNC80 Injektion nachgewiesen werden, blieb statistisch
jedoch nicht signifikant (p=0,072).
Die gemessene Kdrpertemperatur unterschied sich nicht bei Mausen mit unterschiedlicher p-
Opioidrezeptor-Ausstattung nach SNCB80- Injektion (Abb. 24): (F,6=1,068;p=0,356). Die
Kontrollgruppe wies signifikant unterschiedliche Basaltemperaturen in Abhangigkeit von der p-
Opioidrezeptor-Anzahl auf (F;3,=3,955;p=0,030). Signifikante Unterschiede der Kdrpertemperatur
waren nach 6-Opioidrezeptor-Aktivierung im Vergleich zur Kontrollgruppe bei den WT-Mausen mit
maximaler p-Opioidrezeptor-Anzahl (F;,7=4,953;p=0,035) und bei den HZ-M&ausen mit einer
reduzierten p-Opioidrezeptor-Anzahl (F;,,=14,889;p=0,001) nachweisbar. Die &-Opioidrezeptor-
induzierte Senkung der Korpertemperatur zeigte sich umso deutlicher bei den KO-Mausen und
schien eine p-Opioidrezeptor-unabhangige Wirkung zu sein (F115=40,120;p<0,0001). Die Abbildung
25 zeigt die Wirkung des ©-Opioidrezeptor-Agonisten SNC80 auf das depressionsrelevante
Verhalten. Analog zu den Ergebnissen der naiven Mause mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-
Ausstattung (Abb. 20), gab es eine deutliche Abhangigkeit der Dauer der Immobilitat von der p-
Opioidrezeptor-Anzahl in den Kontrollgruppen, welche physiologische Kochsalzldsung erhielten
(F1,65=3,856;p=0,032). Post hoc waren signifikant langere Immobilitdtsdauer bei KO-Mausen im
Vergleich zu WT-M&ausen nachweisbar (p=0,028). Die Dauer der Immobilitdt bei HZ-M&usen lag
zwischen der der WT -und KO-Mause. Nach Injektion des &-Opioidrezeptor-Agonisten SNC80
konnte keine signifikant unterschiedliche Dauer der Immobilitat zwischen WT, HZ und KO-Méausen
nachgewiesen werden (F;=0,607;p=0,439; WT, HZ, p-KO: NaCl vs. SNC80 p>0,05).
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4  Diskussion
4.1 p-Opioidrezeptor-Bindung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in einem Spektrum von Experimenten BALB-c/C 57 Hybrid-
Mause mit  unterschiedlicher = p-Opioidrezeptor-Ausstattung  verhaltenspharmakologisch
charakterisiert, um Unterschiede ihres Reaktionsverhaltens in Abhangigkeit von der p-
Opioidrezeptor-Anzahl zu detektieren. Als Grundlage fir die Experimente wurde die p-
Opioidrezeptordichte zu verschiedenen Zeitpunkten der Gesamtexperimente bei mehreren
stochastisch ausgewahlten Tiergruppen in Rezeptorbindungsstudien autoradiographisch
untersucht. Die Erstbeschreibung dieser Methode erfolgte 1981 (76). Die Anwendung von
Rezeptorbindungsstudien half, die einzelnen Rezeptorsubtypen voneinander unterscheiden zu
kénnen und etablierte sich zunehmend (77). Fortan wurde die hohe Selektivitdit von DAMGO zur
Detektion von p-Opioidrezeptoren in vivo und in vitro genutzt (78). Mithilfe des synthetischen
Opioidpeptids DAMGO konnten wir im Hippocampus und im frontalen Cortex konstant die hochste
p-Opioidrezeptordichte bei den Wildtypmausen, die geringste bei den p-Opioidrezeptor-KO-Mausen
und eine mittlere Rezeptordichte bei den heterozygoten Mausen nachgewiesen. Diese
Untersuchungen belegen die Brauchbarkeit und die Konstanz unseres Tiermaterials.

4.2 p-Opioidrezeptor- vermittelte Wirkungen mit direkter Korrelation zur Rezeptordichte

Die Charakterisierung der Tiere wurde mit zwei verschiedenen Strategien vorgenommen. Zum
Einen wurden Morphineffekte untersucht, von denen angenommen werden kann, dass sie Uber
direkte Interaktionen mit p-Opioidrezeptoren ausgeldst werden. Zum anderen wurden Funktionen
untersucht, bei denen eine Modulation des Verhaltens durch Opioidsysteme zu vermuten ist. Die
verhaltenspharmakologischen Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine strenge Korrelation zwischen
Morphineffekten, von denen postuliert wird, dass sie Uber direkte Rezeptorwechselwirkungen
ausgelost werden. Zu ihnen zahlen die Analgesie, die Beeinflussung der Korpertemperatur und ihr
belohnender Effekt. Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigen eine strenge Korrelation der
genannten Effekte mit der Anzahl der p-Opioidrezeptoren.

Die antinozizeptive Wirkung von Morphin korrelierte im Analgesiemodell ,Heil3e Platte“ linear mit der
Anzahl exprimierter p-Opioidrezeptoren, wie sie auch erstmalig 1996 durch die Forschungsgruppe
Mattes et al. veroffentlicht wurde (54). Die hyperalgetische Reaktion der p-KO Mause wurde 1997
von Sora et al. beschrieben (110). Bei heterozygoten Versuchstieren imponierte ein mittlerer
analgetischer Effekt nach aquieffektiven Morphindosen und unterstitzt bisherige Veroffentlichungen
(80). Opioide werden in der Medizin als eines der starksten, bekannten Schmerzmittel eingesetzt.
Dabei unterscheiden sich die klinischen Wirkungen und Nebenwirkungen von Patient zu Patient.
Eine unterschiedliche genetische Expression von p-Opioidrezeptoren kénnte ein Hinweis darauf
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sein, warum Patienten in der postoperativen Schmerztherapie bei gleichem Therapieprinzip,
gleicher Schmerzintensitat und gleicher Opioiddosis im unterschiedlichen MaRe Zufriedenheit
auRlern (81).

In gleicher Weise waren die hypothermen Morphineffekte abgestuft. Die Untersuchungen zur
morphininduzierten Hypothermie zeigten eine deutliche Korrelation zur Anzahl der p-
Opioidrezeptoren. Mit sinkender p-Opioidrezeptor-Ausstattung sank die morphininduzierte
Hypothermie. Die morphininduzierte Korpertemperaturveranderungen waren sowohl abhangig von
der Umgebungstemperatur, als auch von der Dosierung des p-Opioidrezeptor-Agonisten (82). Wir
nutzten &aquieffektiv hohe Dosen, um Fehler durch den bimodalen p-Opioidrezeptor-Effekt zu
vermeiden, so wie es von Herrmann et al. 1942 erstmals beschrieben wurde (83). Beschrieben ist
ebenfalls bereits, dass die hypothermen Effekte am starksten mit der analgetischen Potenz der p-
Opioidrezeptor-Agonisten korrelieren und mit Naloxon antagonisierbar sind (82). Die hier
durchgefiihrten Versuche bestéatigen diese Erkenntinis erneut. Von einer Fixierung zwischen der
Applikation des Morphins und der erneuten rektalen Kérpertemperaturmessung wurde abgesehen,
um keinen weiteren Storfaktor bzw. Fehlerquellen zu generieren (85). Die Mechanismen der
opioidinduzierten Hypothermie wurden bei verschiedenen Saugetieren untersucht und zeigten
deutliche Unterschiede zwischen den Spezies (86,87). Neben kélteinduzierter Hypothermie ist die
opioidinduzierte Hypothermie auch beim Menschen Gegenstand neuester Forschungen. Kahn et al.
untersuchten 2011 nach einem Moratorium der Fentanylzufuhr die Analgesie von Patienten mit
Verbrennungen mit Morphin (88). Es konnte gezeigt werden, dass unter Morphin die
Kdrpertemperatur der Patienten signifikant niedriger war und trotz systemischer inflammatorischer
Reaktion auch blieb. Sicherlich ist dies im Rahmen der morphininduzierten Immunmodulation zu
bewerten, kann jedoch fur weiterfihrende Untersuchungen fir die therapeutische Hypothermie im
Rahmen einer intensivmedizinischen Betreuung beim Postreanimationssyndrom oder im Rahmen
der Hirndrucktherapie Anwendung finden. So wurden Falle von opioidinduzierter Hypothermie nach
Spinalanasthesie mit intrathekaler Morphininjektion beschrieben, die mit der Gabe von
Benzodiazepinen, welche am GABA Rezeptor agonistische Wirkungen entfalten, rickgangig
gemacht werden konnten, aber nicht mit Naloxon (89). Dies kdnnte fur eine Interaktion dieser
Neurotransmittersysteme sprechen, aber auch dafir, dass der Opioidrezeptor nicht allein
mafgeblich an der Thermoregulation beteiligt ist. Untersuchungen des thermoregulatorischen

Systems in vivo kénnen Opioid-Effekte besonders gut wiederspiegeln (90).

Eine Hauptfrage dieser Arbeit bezieht sich auf die Bedeutung der Anzahl der p-Opioidrezeptoren fiir
das Belohnungsverhalten. Um diese Frage ndher zu untersuchen, wurde das Modell der
Konditionierten Platzpréaferenz mit Morphin verwendet. Dieses Modell ist mit einer reprasentativen

Konstanz in den letzten 15 Jahren verwendet worden, um potentiell suchterzeugende
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Eigenschaften einer Substanz aufzudecken und zu untersuchen (91). Es bietet vergleichbare
Ergebnisse wie das Modell der Selbstapplikation von Substanzen (92,93). Der u-Opioidrezeptor
scheint eine zentrale Rolle im Belohnungssystem einzunehmen (94). Seine Aktivierung durch
Morphin induziert Rewardverhalten (95,96). Wir konnten keine Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen wahrend der Habituation und nach der Kochsalzinjektion finden, was beweist,
dass die Tiere den Behandlungsgruppen ordnungsgemaf zugeordnet wurden. Dadurch wurde
sichergestellt, dass allein die Einteilung in die Behandlungsgruppen oder das Handling keinen
statistisch nachweisbaren Behandlungseffekt hervorbrachte. Unsere Untersuchungen zeigten, dass
es einen Zusammenhang zwischen der Anzahl der p-Opioidrezeptoren und dem
Belohnungsverhalten gab und unterstiitzen die Ergebnisse von Hall et al. (80). So konnte durch die
Applikation von 10 mg/kg Morphin eine deutliche Platzpraferenz erzeugt werden. Wir untersuchten
dies mit zwei weiteren Dosierungen, da mehrfach in der Literatur ein bimodales Verhaltensmuster
bzw. vegetative Reaktionen bei niedrigen, im Vergleich zu hohen Opioiddosierungen gezeigt wurde
(82, 84) und wir auch eine Aussage Uber die dosisabhangige Reaktion treffen wollten. Bei 5 und 20
mg/kg Morphin war ebenfalls eine deutliche Platzpraferenz bei den Wildtypen mit maximaler p-
Opioidrezeptor-Anzahl zu verzeichnen. Bei den heterozygoten Tieren stelle sich eine Platzpraferenz
mit 5 mg/kg Morphin im Vergleich zur Applikation von Kochsalz dar. Allerdings war diese
Platzpraferenz deutlich geringer ausgepragt, so dass weder ein signifikanter Unterschied zum
vollen Rezeptorbesatz (WT) noch zum vollstandigen Fehlen des p-Rezeptors (KO) festgestellt
werden konnte. Wir gehen davon aus, dass die erzeugte Platzpraferenz bei den HZ-Mausen genau
in der Mitte zwischen denen der WT und KO-Mause steht (80) und aus diesem Grund der Vergleich
zwischen den von uns verwendeten Dosierungen nur eine Tendenz aufdeckt, die statistisch mit
Hilfe der Two-Way ANOVA-Analyse - selbst post hoc - nicht nachzuweisen ist. Aus der Literatur
sind Untersuchungen mit Morphindosen von 0,5, 1, 2, 3, 5 und 10 mg/kg bei pu-Rezeptor-KO
Mausen, die aus C57B6/ 129 SV mit C57BL/6 ruckgekreuzt wurden, bekannt (59,80,97). Sie
zeigten eine relevante morphininduzierte CPP bei einer Morphindosis von 10 mg/kg. Verschiedene
genetische Hintergriinde konnen unter anderem die unterschiedliche Sensitivitdt bezuglich der
Morphindosen erklaren (98). Interessanterweise war die morphininduzierte Platzpraferenz bei den
heterozygoten Tieren mit 20 mg/kg zwar geringer, jedoch deutlicher von der Platzpréaferenz der WT
zu unterscheiden, allerdings nicht von der nicht vorhandenen Platzpraferenz der p-KO Tiere.
Moglicherweise konnte eine noch hdhere Dosierung eine deutlichere Platzpréaferenz aufdecken,
was zukinftig zu untersuchen wére. Becker et al. beschrieben 2000 eine signifikante Abnahme der
Selbstapplikation von Morphin bei p-Opioidrezeptor-KO-Mausen nach Vorbehandlung mit Nor-
Binaltorphimin (94). Das bestarkt die Annahme, dass dem k-Rezeptor, bei der Frage nach Sucht-
modulierendem Verhalten, nicht nur die haufig beschriebe aversive Wirkung zukommt (99).

Vielmehr gibt es wahrscheinlich auch eine dosisabhéngige Wirkung. Durch hohe Morphindosen und
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ihrer nachgewiesenen Bindung - auch am k-Opioidrezeptor (100) - kénnte eine aversive Wirkung
dazu gefuhrt haben, dass der Vergleich zwischen den HZ- und KO-Tieren unwesentlich ausfiel.
Eine hohere Anzahl der Versuchstiere kénnte mdgliche Signifikanzen aufdecken. Bei den KO-
Tieren fanden wir keine Unterschiede zwischen den Effekten von Kochsalz- und
Morphininjektionen; weder bei 5 mg/kg, 10 mg/kg (Literatur) noch bei 20 mg/kg. Eine konditionierte
Platzpraferenz konnte bei M&usen, denen der p-Opioidrezeptor fehlt, mit Morphin nicht etabliert
werden. Bei diesen Tieren konnte der belohnende Morphineffekt nicht ausgelost werden. Viele
Studien zeigten ein fehlendes Rewardverhalten bei p-Opioidrezeptor-KO-M&ausen nach Applikation
eines p-Opioidrezeptor-Agonisten (54,101,102), was auch die Versuche dieser Arbeit gezeigt
haben. Das reduzierte Rewardverhalten bei heterozygoten Tieren konnte - wie in zuvor gezeigten
Veroffentlichungen der Gruppe Hall et al. 2004 - reproduziert werden (103). Um eine Wirkung des k-
Rezeptors beurteilen zu kdnnen, muisste eine Untersuchung mit p-KO-M&ausen mit und ohne
Vorbehandlung mit nor-Binaltorphimin zur morphininduzierten CPP durchgefiihrt werden, bzw. eine
pharmakologische Hemmung des 0-Rezeptors mit Naltrindol initiiert werden, um die reine k-
Opioidrezeptor-Wirkung zu detektieren. Der Einfluss des &- Opioidrezeptors auf das
Rewardverhalten wird aktuell kontrovers diskutiert (104). Einerseits ist die morphininduzierte
Platzpraferenz bei &-Opioidrezeptor-KO-Mausen verringert (105), andererseits bleibt die Morphin-
Selbstadministration bei ihnen erhalten (106). Da die Selbstadministration von Substanzen allein
durch die Motivation der Tiere erfolgt, kbnnen auRer dem Reward -und Suchtverhalten auch das
allgemeine Lernverhalten eine Rolle spielen, bei dem der d-Opioidrezeptor stark involviert zu sein
scheint (62). Der p-Opioidrezeptor wurde vornehmlich mit Morphin untersucht. Contarino et al.
zeigten 2002, dass Heroin als potentes halbsynthetisches Opioid bei p-Opioidrezeptor-defizienten
Mausen eine ahnlich starke konditionierte Platzpraferenz hervorruft, wie bei Wildtypen mit
entsprechend vollem p-Opioidrezeptorbesatz (101). Weitere Mechanismen, wie z.B. Interaktionen
mit weiteren Transmittorsystemen sind nur zum Teil erforscht. Das dopaminerge Belohnungssystem
ist maf3geblich an der Entwicklung einer Opioidabhéngigkeit beteiligt (102). Die bedeutende Rolle
der Dopaminrezeptorsubtypen D; (97) und des D, (107) bei p-opioidinduziertem
Belohnungsverhalten ist weitestgehend belegt. Darliber hinaus vermitteln dynorphinerge Neurone
eine dysphorische Wirkung durch direkte Interaktionen an den dopaminergen Bahnen (108,109,65).
Wir gehen davon aus, dass die Anzahl der k -und ©-Opioidrezeptoren bei verdnderter p-
Opioidrezeptor-Anzahl unveréndert bleibt (54, 79), es gibt jedoch Berichte Uber eine verénderte
Funktion der k-Rezeptoren bei BALB/c M&ausen (111). Dies kdnnte eine Erklarung dafir sein,
warum die heterozygoten Mause bei einer Morphindosis von 20 mg/kg im Rewardverhalten eher
dem Verhalten der p-KO-Méause ndher waren. Die hohe Morphindosis kdnnte durch die verminderte
p-Opioidrezeptor-Anzahl an weiteren Opioidrezeptoren wie z.B. dem k-Opioidrezeptor gebunden

haben, teilweise dysphorische Effekte ausgelost haben und zu einer geringer ausgepragten
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Platzpraferenz gefiihrt haben. Die reduzierte Dopaminfreisetzung durch Aktivierung des k-
Opioidrezeptors ist in der Literatur bereits ausfiihrlich beschrieben (112). Die Antagonisierung
cholinerger Rezeptoren hat zu reduziertem Abhéngigkeitsverhalten bei morphinabhéngigen Mausen
gefuhrt (113). Der Serotoninrezeptor 5 HT;4 scheint eine entscheidende Rolle beim Suchtverhalten
morphinabhangiger Méuse einzunehmen (114). CPP induzierende p-Opioidrezeptor-vermittelte
Effekte sollten mit weiteren Substanzen untersucht werden. Die Selbstadministration von
suchterzeugenden Substanzen ist eine weitere etablierte Methode zur Untersuchung des
Belohnungsverhaltens (92). Die Morphin-Selbstadministration wurde bei Wildtypen und p-KO-
Mausen untersucht (94) und unterstiitzt unsere Ergebnisse. Dies konnte eine Erklarung dafir sein,
warum Menschen ein unterschiedliches Suchtpotential zeigen. Natirlich sind nebst der
hypothetisch unterschiedlichen Ausstattung mit p-Opioidrezeptoren weitreichendere physiologische,
psychische, soziale und persoénliche Faktoren ausschlaggebend fur die individuelle Suchanfalligkeit
(115). Die klinische Bedeutung interindividueller Unterschiede der p-Opioidrezeptor-Ausstattung

kénnte in Zukunft therapeutisch und prophylaktisch bei der Suchtbehandlung wegweisend sein.

Zur Vervollstandigung der Morphineffekte wurden Untersuchungen zur Lokomotion durchgefihrt.
Bei der Untersuchung der Motilitat zeigte sich, dass es keine Unterschiede in der Grundaktivitat der
Mause gab, wenn diese unter stressarmen Bedingungen gemessen wurde (59,94,103). Stressarm
bedeutet hierbei: ohne den Einfluss einer Injektion oder Medikamentenwirkung oder einem
zusatzlichem Handling. Die Morphinapplikation erzeugte unterschiedlich starke Wirkungen bei den
verschiedenen Genotypen. Bei den Wildtypen fiihrte Morphin erwartungsgemalf in den ersten 30
Minuten nach der Injektion zu einer deutlichen motorischen Stimulation der Tiere (101). Diese
konnte bei den p-KO-Mausen nicht beobachtet werden (59). Wir fanden bei den heterozygoten
Mausen lediglich eine geringe, im Vergleich zu den anderen Genotypen nicht signifikante Zunahme
der motorischen Aktivitdt. FiUr die motorische Aktivierung konnte somit der volle p-
Opioidrezeptorbesatz notwendig sein. Sora et al. fanden 2001 eine morphininduzierte
Aktivitatszunahme bei heterozygoten Mausen, die zwei Stunden nach Morphininjektion zwischen
denen der Wildtypen und p-KO-Mause lag und somit eine Gen-Dosis-Abhéngigkeit bei 10 mg/kg
Morphin darstellte (59). Es wurde auch ein exploratives Verhalten der heterozygoten Ma&use,
ahnlich dem der Wildtypen wéahrend der Habituationszeit von einer Stunde, beobachtet. Die sich
unterscheidenden Ergebnisse kdnnten am unterschiedlichen Versuchsaufbau liegen: bei den hier
durchgefihrten Untersuchungen wurde 5 mg/kg Morphin verabreicht, eine Habituation von 15
Minuten gewdahrt (vs. 1 h) und danach die Aktivitat fur 30 Minuten (vs. 3 h) observiert. Die
Interaktion des p-Opioidrezeptors mit weiteren Transmittersystemen kann durch eine reduzierte p-
Opioidrezeptor-Anzahl verédndert sein. Die Enthemmung der dopaminergen Neurone in der

Substantia nigra und im ventralen Tegmentum durch p-Opioidrezeptor-Agonisten (116) und die
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daraus resultierende Freisetzung von Dopamin im Striatum und Nucleus Accumbens sind bekannt.
Eine morphininduzierte Aktivitatssteigerung konnte bei D1-Rezeptor-KO Mausen nicht
hervorgerufen werden (102). Dies verdeutlicht nicht nur die enge Interaktion des Opioidsystems mit
dem dopaminergen System, sondern auch welche zentrale Stellung hierbei die Aktivierbarkeit des
p-Opioidrezeptors einnimmt. Bei einer reduzierten p-Opioidrezeptor-Anzahl konnte auch eine
Mehrbesetzung von k-Rezeptoren zu einer verminderten Dopaminfreisetzung und damit zur
reduzierten horizontalen Aktivitat gefuhrt haben (109). Interessanterweise deckten diese
Motilitatsuntersuchungen bei feinerer Analyse ein veréndertes emotionales Verhalten der p-
Opioidrezeptor-defizienten Mause auf. Sie liefen unter stressarmen Bedingungen wéhrend der
Habituation im Vergleich zu den Wildtypmausen eine gréRere Strecke im mittleren Teil der
Aktivitatsbox, was in friheren Untersuchungen nicht beschrieben wurde (102). In dem Buch ,The
Rat“ publiziert von SH Barnett (1963) wird das Verhalten ,thigmotaxis“ beschrieben, bei der das
Nagetier bestrebt ist, sich eher am Rand des Apparats, also ,wandnah“ auf zu enthalten (117).
Daraus folgend kann der Aufenthalt in der Mitte als exploratives Verhalten interpretiert werden und
somit als einfaches ,Angstmodell“ fungieren. Unsere Ergebnisse deuten auf ein - auch als
unphysiologisch bewertbares - vermindertes Angstverhalten unter mafRigen Stressbedingungen bei
p-Opioidrezeptor-KO-Mausen hin. In der Literatur wurde der Aufenthalt in der Mitte der Apparatur
selten explizit dargelegt. Untersuchungen der Lokomotion sind meist in horizontal und vertikal bzw.
als Gesamtaktivitat dargestellt worden. Unsere Ergebnisse sind dahingehend nicht vergleichbar.
Erwdhnenswert bleibt, dass die Aktivitdt der p-Opioidrezeptor-KO-Mause wahrend der Habituation
und nach Morphininjektion stark reduziert war (59,118,119). Die Morphinapplikation hatte dagegen
bei allen Mausen keinen Einfluss auf den Aufenthalt in der Mitte der Apparatur und somit keinen
Einfluss auf das Angstverhalten. Experimentelle Gegebenheiten, wie die GrolRe der
Versuchsapparatur und die Beleuchtungssituation, sowie das Handling sowie weitere
verhaltensrelevante, vor allem die Angstlichkeit affektierende Reize, kénnen zu unterschiedlichen

Ergebnissen gefuhrt haben.

4.3 Emotionales Verhalten ohne exogene Opioidstimulation

Um die Effekte einer unterschiedlichen Anzahl an p-Opioidrezeptoren auf die Emotionalitat zu
prufen, sind weiterfihrende Untersuchungen, zum Angstverhalten und zur Schreckreaktion sowie
zum depressionsrelevanten Verhalten durchgefiihrt worden. Diese Ergebnisse unterlagen
komplexen Variationen. Die Betrachtung der zentralen Exzitabilitdt wird an dieser Stelle mit

eingeschlossen.
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4.3.1 Schreck-und Angstreaktion

Unter Stressbedingungen fanden wir verminderte Reaktionsschwellen bei den py-Opioidrezeptor-
KO-Mausen. Sie zeigten eine gesenkte Schwelle fur das freezing- und escapeverhalten bei
elektrischer Stimulation, sowie eine verstarkte startle Reaktion. Die primér gesenkte Angstschwelle
in Verbindung mit schmerzvollen Reizen kdnnte bei den p-Opioidrezeptor-KO-Mausen eine
reduzierte Wirkung der endogenen Opioide mit dem Angriffspunkt des p-Opioidrezeptors in
Stresssituationen darstellen. Die Annahme, dass dem p-Opioidrezeptor eine anxiolytische
Eigenschaft zukommt, ist in der Literatur beschrieben (120). Unsere Ergebnisse verdeutlichten,
dass eine Reduktion des p-Opioidrezeptors zwar mit einer herabgesetzten Angstschwelle
einherging, der komplette Ausfall der p-Opioidrezeptoren jedoch keine lineare Zunahme der
Angstreaktion mit sich brachte. Ein gesteigertes Angstverhalten bei den p-KO Méausen im Vergleich
zum vollen p-Opioidrezeptorbesatz ist aus der Literatur bekannt (121). Schmerzen und Angst
stellen protektive Funktionen des Organismus dar, die vor weiteren Schaden schitzen sollen. In
Stresssituationen erfolgt die Aktivierung des adrenergen Systems und des endogenen
Opioidsystems, neben der Aktivierung weiterer Hormonsysteme (45). Da die Angstschwelle mit
reduziertem p-Opioidrezeptor (HZ) niedriger wurde, die Fluchtreaktion hingegen als Folge der Angst
bei den p-Opioidrezeptor-KO-Mausen wieder abnahm, besteht Grund zu der Annahme, dass eine
veranderte Anzahl an p-Opioidrezeptoren eine Disbalance zwischen den Stresshormonen des
endogenen —und des adrenergen Systems hervorruft und ihre protektive Funktion moéglicherweise
maskiert. Filliol D. und Kollegen publizierten 2000 im Nature die anxiolytische Wirkung des -
Rezeptors (121). In der genannten Studie wurde am Modell des elevated plus-maze (122) gezeigt,
dass 6-Opioidrezeptor-defiziente Mause signifikant &ngstlicher waren als die Vergleichsgruppe. Die
p-Opioidrezeptor-defizienten Mause zeigten nur mafig angstliches Verhalten. Auch wenn die
verschiedenen tierexperimentellen Modelle nicht direkt miteinander vergleichbar sind, kann eine
Uberwiegende 0&-Rezeptorwirkung bei den p-KO-Mausen in unserem Modell zu einer wieder
herabgesetzten, reduzierten Angstreaktion im Vergleich zu den HZ-M&usen gefiihrt haben (121).
Da in beiden Experimenten keine Opioide zugefuihrt wurden, kénnen hier Aussagen uber die
Aktivitat der endogenen Opioide getroffen werden. Die anxiolytische Wirkung von endogenen
Opioiden und ihre vorrangige Bindung am p -und &-Rezeptor ist in der Literatur beschrieben (123).
Die unterschiedlichen Verhaltensweisen von p-KO-Mausen und den HZ-Mausen mit reduzierter p-
Opioidrezeptor-Anzahl deuten auf eine divergente emotionale Regulation von p -und ©-
Opioidrezeptoren und der Beteiligung des endogenen Opioidsystems hin. Dies steht einerseits im
Kontrast zu bisherigen Veréffentlichungen (124,125), andererseits werden unsere Ergebnisse in
dem Zusammenhang unterstitzt, dass dem p- und dem ©&-Opioidrezeptor eine anxiolytische
Wirkung zukommt (123). Eine Aussage Uber eine mdgliche starkere anxiolytische Wirkung einer der

beiden Rezeptorsubtypen bleibt zu untersuchen. Der k-Rezeptor wie es Filliol et al. mit k-Rezeptor-
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defizienten Mausen zeigten, soll keine signifikante Bedeutung in Hinblick auf ein verandertes
Angstverhalten haben. Allerdings zeigten Ukai et al. 1995, dass der k-Rezeptor indirekt Uber
Interaktionen mit dem mucarinergen Rezeptor eine Rolle im Angstverhalten spielt (126). Der
muscarinerge M1 Rezeptors ist bei p-KO Mausen geringer exprimiert und fihrt zu einem
reduzierten Angstverhalten (127). Um einen dezidierten Vergleich herstellen zu kdnnen, sollten mit
unseren Tieren weitere Experimente, wie z.B. dem elevated plus-maze oder dem forced swimming
Test durchgefihrt werden und dabei weitere Opioidrezeptorsubtypen pharmakologisch inaktiviert
werden, um mogliche Interaktionen zu beleuchten. Unsere Untersuchungen zeigten, dass eine
Reduktion der p-Opioidrezeptoren eine verstarkte Schreckreaktion mit sich brachte. Die Reduktion
des p-Opioidrezeptors scheint zu genligen, um ein gesteigertes Schreckverhalten hervorzurufen.
Die weitere Reduktion fiihrte zu keiner Anderung bzw. Steigerung der Schreckreaktion. Bei der
Angstkonditionierung konnte keine direkte Korrelation zur Anzahl der p-Opioidrezeptoren hergestellt
werden. Die Angstkonditionierung hat in den letzten Jahren viel Aufmerksamkeit auf sich gezogen.
Verhaltenspharmakologisch gesehen hat die Angstkonditionierung ihren Stellenwert direkt am
Ubergang von Erinnerung und Emotion (128,129). Beeintrachtigungen in der Angstkonditionierung
kénnen zum Formenkreis der Angststérungen, wie z.B. Panikstérungen oder spezifische Phobien
bei Menschen beitragen (130,131). Ratten mit Amygdalalésionen zeigten kein freezing wenn der
FuRschock mit einen lauten Ton gepaart war (132). Weitere Pradiktoren, wie ein lauter Ton, wurden
genauso wenig mit einer Angstreaktion beantwortet (133). Die Amygdala spielt zwar eine
entscheidende, jedoch nicht die alleinige Rolle beim Erlernen aus einer aversiven Erfahrung. Die
Bedeutung der hippocampalen Formationen, der thalamischen und hypothalamischen Formationen,
des NMDA-Rezeptors sowie weiterer anatomischer Schaltkreise darf nicht auf3er Acht gelassen
werden (134,135). Die Injektion des NMDA-Antagonisten (APV=2-Amino-5-
phosphonovalerianséaure) fiihrte zu einer manifesten Abschwachung des freezingverhaltens
(136,137). Die hohe Dichte an Opioidrezeptoren im limbischen System kann auf ihre mdgliche
modulierende Bedeutung in der Angstkonditionierung deuten (138). Untersuchungen von Sanders
et al. zeigten, dass es eine signifikante Beeintrachtigung der Angstkonditionierung zwischen WT-, p-
KO- und HZ-Mausen gab, wenn sie Uber 5 Tage den Reizen ausgesetzt waren. Wurde die
Angstkonditionierung jedoch nur an einem Tag untersucht, sah man keine signifikanten
Unterschiende (139). Unsere Untersuchungen an den einzelnen Mausen fanden an einem Tag statt
und sind mit den Ergebnissen der genannten Studie einstimmig. Erwédhnenswert ist, dass in der
Literatur Unterschiede in der Angstkonditionierung und im Lernverhalten verschiedener
Méausestdmme beschrieben sind. Insbesondere beim Stamm Balb-c imponiert eine gesteigerte
momentane Angstreaktion (140). Unsere Mause gehoren dem Stamm Balb-c/C57 an. Sanders und
Kollegen untersuchten Mause des C57 Stammes, um Verhaltenseffekte aufgrund genetischer

Manipulation zu minimieren. Die Methoden zur Untersuchung der Angstkonditionierung variieren
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immens. Allein bei der Angstschwellenbestimmung mittels Applikation eines elektrischen Schocks
der Pfoten, wie wir sie mit maximal 78 elektrischen Reizen an einem Tag durchfiihrten, beschreiben
Sanders et al. maximal 5 und Filliol D. et al. 36 pro Tag und Untersuchung. Die unterschiedliche
genetische Ausstattungen, sowie das Handling, der Versuchsaufbau und die Habituationszeiten
kénnen zu unterschiedlichen Ergebnissen gefiihrt haben. Letztendlich bleibt festzuhalten, dass ein
partieller Verlust des p-Opioidrezeptors genlgte, um ein verédndertes verhaltenspharmakologisch
nachweisbares Angstverhalten hervorzurufen. So kann festgestellt werden, dass eine Reduktion der
H-Opioidrezeptoren geniigt, um ein deutliches Defizit beim Erlernen einer schmerzreizmotivierten,
bedingten Reaktion auszuldsen. Die elektrische Schwelle fir das freezing-Verhalten war bei 50
%iger p-Opioidrezeptor-Ausstattung deutlich gesenkt, die Schwelle fur die Fluchtreaktion war eher
weniger affektiert und vergleichbar mit der der p-Opioidrezeptor-defizienten Mause. Lernen und
Gedachtnisspeicherung wurden durch negative emotionale Reaktionen gestort, die motorische

Antwort blieb ungestort.

4.3.2 Depressionsrelevantes Verhalten

Erkrankungen aus dem Formenkreis der Depressionen sind ein weltweit fuhrender Ausloser fur
Invaliditdt, enormem Leidensdruck und Arbeitsunfahigkeit, die in den kommenden Dekaden
zuzunehmen droht (141). 50 % der diagnostizierten depressiven Episoden heilen nach einem Jahr
auch ohne pharmakotherapeutische Unterstiitzung ab. Leider werden 80 % der Patienten innerhalb
der folgenden 15 Jahre rickfallig (142). Unsere Untersuchungen zum depressionsrelevanten
Verhalten am Modell des tail suspension Tests (143) zeigten eine Abhangigkeit der
Immobilitatsdauer und somit des depressionsrelevanten Verhaltens von der Anzahl der p-
Opioidrezeptoren. Die Reduktion der p-Opioidrezeptor-Anzahl deutete auf ein erhodhtes
depressionsrelevantes Verhalten hin, die Abwesenheit des p-Opioidrezeptors steigerte diesen
Zustand signifikant im Vergleich zum vollen p-Opioidrezeptorbesatz, jedoch nicht mehr wesentlich
im Vergleich zum halben p-Opioidrezeptorbesatz. Unsere Ergebnisse schlielen sich den
Ergebnissen der Gruppe Filliol et al. an (121). Sie beschrieben ein erhdhtes, aber nicht signifikantes
depressionsrelevantes Verhalten von p-KO-Mausen am Modell des forced swimming Tests, einer
weiteren etablierten Methode zur Untersuchung der Depressivitat. Andererseits wird eine reduzierte
Immobilitatsdauer bei p-KO Mausen im tail suspension Test bei langerer Exposition (15 min)
beschrieben (144). Die Rolle des p-Opioidrezeptors ist vielfach in Hinblick auf ihre regulatorische
Funktion auf den Gemitszustand bzw. auf das emotionale -und depressionsrelevante Verhalten
untersucht worden (145) und nimmt immer mehr am Bedeutung zu, so dass Opioide als
Antidepressiva diskutiert werden (146). Antidepressiva wiederum werden im klinischen Alltag

leitliniengetreu zur Therapie von neuropathischen Schmerzen eingesetzt. Ihre Wirkung ist durch
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Naloxon regredient (147), was die Bedeutung des p-Opioidrezeptors in diesem Kontext betont.
Neue Antidepressiva mit serotoninerger und opioiderger Wirkung sind Gegenstand aktueller
Forschungen (148). Untersuchungen an heterozygoten Mausen sind in der Literatur bisweilen rar.
Schon die Reduktion der p-Opioidrezeptoren hatte einen signifikanten Einfluss auf das
depressionsrelevante Verhalten; sie wirkte immobilisierend auf den physiologischen Drang, sich aus
einer misslichen Lage befreien zu wollen. Auch wenn endogenen Opioide, wie Endomorphin-1 und -
2, die am p-Opioidrezeptor angreifen kdnnen, eine signifikante Reduktion der Immobilitatsdauer
hervorrufen (149), reicht eine 50 %ige Reduktion der p-Opioidrezeptor-Anzahl aus, um diese
Wirkung zu beeintrachtigen. Die Bedeutung weiterer Opioidrezeptorsubtypen in der Regulation von
emotionalem und depressionsrelevantem Verhalten ist Gegenstand aktueller Untersuchungen (62).
Wir untersuchten diese Zusammenhénge ebenfalls und beleuchten sie im letzten Teil der
Diskussion.

4.3.3 Zentrale Exzitabilitat

Kindling ist ein chronisches Epilepsiemodell, bei dem wiederholte Gaben initial subkonvulsiver
elektrischer Reize oder Dosen von epileptogenen Substanzen, stufenweise zum Krampfgeschehen
fuhren und letztendlich generalisierte Krampfanfélle ausloésen (150). Die Erstbeschreibung erfolgte
1969 (151), die chemische Induktion etablierte sich 20 Jahre spater (152), und pointierte die
Bedeutung des GABAergen Systems. Zwischen alternativen Substanzen ist das Kindling mit PTZ
(GABAA Rezeptor-Antagonist) das am weitesten anerkannte Modell zur Untersuchung der
Epileptogenesis (153). Die zentrale Exzitabilitat wird durch p-Opioidrezeptoren moduliert; bisherige
Ergebnisse konnten durch unsere Experimente bestétigt werden. Subkonvulsive Dosen von PTZ
aktiveren das Opioidsystem (154). Ein chemisch induziertes Kindling mit Pentylenetetrazol setzt bei
p-Opioidrezeptor-defizienten Mausen mit schnellerer Latenz ein als bei Mausen mit vollem p-
Opioidrezeptorbesatz und ist zudem starker ausgepragt (155). In dieser Arbeit konnten wir zeigen,
dass heterozygote Méause eine vergleichbare Krampfentwicklung nach pharmakologischer Induktion
mit PTZ wie die Wildtypmé&use aufwiesen. Auch eine verminderte p-Opioidrezeptor-Anzahl konnte
eine nahezu normale Epileptogenesis gewahrleisten. In den niedrigen Krampfstufen gab es keine
Unterschiede zwischen Wildtypen, heterozygoten- und sogar den p-Opioidrezeptor-KO-Mausen. Ab
der 3. Krampfstufe (Myoklonien) waren signifikante Unterschiede zwischen vollem und leerem p-
Rezeptorbesatz erkennbar. Selbst die Ausstattung mit 50 % der p-Opioidrezeptoren hatte einen
stabilisierenden Effekt auf die Krampfentwicklung &hnlich dem des vollen p-Opioidrezeptorbesatzes.
Der Einfluss weiterer Opioidrezeptorsubtypen an der zentralen Exzitabilitdt ist in der Literatur
beschrieben. Die Verabreichung von &-Opioidrezeptor-Agonisten flhrte tierexperimentell zur

Krampfauslosung (156), wahrend die Aktivierung von k-Opioidrezeptoren eine eher antikonvulsive
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Wirkung mit sich brachte (157). Die Verabreichung des 8-Opioidrezeptor-Antagonisten Naltrindol
fuhrte zu einer herabgesetzten Krampfentwicklung bei Tieren mit vollem p-Opioidrezeptorbesatz
(158). Als moglicher Grund dafir wird die Suppression der erhéhten Glutamatbindung induziert
durch das PTZ-Kindling diskutiert (158). Ohne pu-Opioidrezeptoren filhrte die Antagonisierung des o-
Opioidrezeptors zu einer beschleunigten Krampfentwicklung (155), obwohl zuvor in
Bindungsstudien gezeigt werden konnte, dass es keinen Unterschied in der Bindung des 0&-
Opioidrezeptors zwischen p-Opioidrezeptor-KO-Méausen und Wildtypen gab (30,159-161). Eine
reduzierte G-Protein-Aktivierung durch den &-Opioidrezeptor-Agonisten DPDPE in  p-
Opioidrezeptor-KO-Méausen wurde diskutiert (162), was wiederum auf eine funktionelle Co-Aktivitat
des 08-Opioidrezeptors hindeutet. Die Bedeutung der p-Opioidrezeptor-abhangigen ©-
Opioidezeptorwirkung konnte auch beim Kindling eine Erklarung dafiir sein, warum es funktionelle
Unterschiede gibt, die jedoch nicht durch Bindungsstudien zu verifizieren sind (163). Sie kdnnte der
bereits bei der antinozizeptiven Wirkung besprochenen reduzierten 8-Opioidrezeptor-induzierten
Analgesie bei p-Opioidrezeptor-KO-Mausen gleichen (164, 110). Trotz vorhandener &-
Opioidrezeptoren bei p-Opioidrezeptor-KO-Mausen scheint ihre Funktion von der Aktivierbarkeit der

p-Opioidrezeptoren abhéngig zu sein.

4.4 Interaktionen zwischen den Opioidrezeptorsubtypen

441 Schmerzschwellenbestimmung mit Etorphin

Das 1967 von Bentley und Hardy isolierte Thebainderivat Etorphin wurde zun&chst fur einen
reinen p-Opioidrezeptor-Agonisten gehalten (66,165). Die analgetischen Effekte wurden u.a. mit
einer 25 fach starkeren Potenz als die des Morphins beschrieben (166). Bindungsstudien zeigten
einheitliche Aktivitaten an allen 3 Opioidrezeptorsubtypen (167). Wir untersuchten Mause mit
unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Anzahl nach der Etorphingabe, um mdgliche Unterschiede in der
Schmerzschwelle zu detektieren, die durch die Aktivierung von &- und k-Opioidrezeptoren
entstehen. Unsere Ergebnisse zeigten eine maximale Analgesie bei den Wildtypen, analog zu
unseren Untersuchungen mit Morphin, sowie eine Abstufung der Analgesie korrelierend mit der p-
Opioidrezeptor-Anzahl. Die Schwanzwurzelreizung wurde hier, als tber die spinale Nozizeption
hinaus reichende Erganzung zu den Schmerzschwellenbestimmungen an der Heil3en Platte
hinzugezogen. Die Schmerzschwellenbestimmung nach Etorphinwirkung an der HeiRen Platte
zeigte eine deutliche Schmerzschwellenabnahme in Abhangigkeit von der p-Opioidrezeptor-Anzahl,
wie wir sie bereits in unseren grundlegenden Untersuchungen mit Morphin dargelegt hatten. Auch

die analgetischen Indices korrelierten mit der p-Opioidrezeptor-Anzahl und scheinen nicht von der
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Aktivierung weiterer Rezeptorsubtypen beeinflusst zu sein. Eine aquivalente Wirkung am &- oder k-
Opioidrezeptor hatte vor allem bei den p-Opioidrezeptor-KO-Mausen eine veranderte Analgesie
gezeigt. Dosis-Wirkungskurven zeigten mehrfach einen ED50 Wert von 1-1.5ug/kg Etorphin
(66,163). Wir untersuchten mit einer Gesamtdosis von 20 pg/kg Etorphin. 1982 beschrieben Law et
al. eine hohere Affinitat des Etorphins am &-Opioidrezeptor als die des Morphins (168). Dies konnte
in unseren Untersuchungen nicht rekonstruiert werden. Die Aktivierung von p- und ©-
Opioidrezeptoren fuhrte unabhangig voneinander zu einer antinozizeptiven Antwort (169).
Andererseits ist eine Interaktion zwischen dem p-und dem &-Opioidrezeptor mehrfach beschrieben
worden (163,170,171). Nach 24 stundiger intrathekaler Applikation von Morphin erhghte sich die
Anzahl der &-Opioidrezeptoren im Hinterhorn des Riickenmarks (172). Belegt ist ebenfalls, dass
sich die Anzahl der d-Opioidrezeptoren speziell bei p-Opioidrezeptor-KO-Mausen nicht verandert
(54,159). Die Rekrutierung der ©&-Opioidrezeptoren scheint von einer prolongierten p-
Opioidrezeptor-Aktivierung abhangig zu sein, die bei p-Opioidrezeptor-KO-Mausen nicht konstatiert
werden kann (163). So konnten wir auch entgegen unserer Erwartungen bei den p-Opioidrezeptor-
KO-Mausen keine Uberzeugende Schmerzlinderung durch das Etrorphin erreichen, belegten jedoch
auch eine enge Interaktion zwischen den analgetischen Effekten, die von p- und &-Opioidrezeptoren
ausgehen. Unsere Ergebnisse untermauern die in der Forschung verbreitete Annahme, dass die
heterozygoten Mause eine hdhere Schmerzschwelle ohne Antinozizeptiva aufwiesen als ihre
Artgenossen ohne p-Opioidrezeptoren. Die Aktivierung des endogenen Opioidsystems ist denkbar.
Die setzt scheinbar die Existenz des p-Opioidrezeptors voraus, denn bei den p-Opioidrezeptor-KO-
Mausen hatte sich die gesteigerte Grundschwelle nicht etabliert. Die intrinsische Aktivitat von
Etorphin am k- Opioidrezeptor wurde in vitro als verhaltnismafig niedrig eingestuft. Sie ist niedriger
als die des Morphins; die hochste intrinsische Aktivitdt zeigte Fentanyl (173). Weitere
physiologische und regulatorische Einflisse in vivo werden zukinftig zu erforschen sein. Eine
Aktivierung des k-Opioidrezeptors und eine damit verbundene veranderte antinozizeptive Wirkung
konnte im Rahmen dieses Experiments nicht beleuchtet werden. Weiterfihrende Experimente mit
einem hochselektiven k-Opioidrezeptor-Agonisten, wie z.B. U 50488 konnten diese Fragestellung

weiter beleuchten.

4.4.2 Wirkung der Opioidrezeptorsubtypen auf das emotionale Verhalten- ein vorrangiger &-

Opioidrezeptor-Effekt?

Wir untersuchten eine grof3e Anzahl an Versuchstieren, um den Einfluss verschiedener
Opioidrezeptor-Antagonisten auf das depressionsrelevante Verhalten zu untersuchen. Viele Studien
demonstrierten die potentielle Rolle des endogenen Opioidsystems als mdglichen Modulator von

klinisch eingesetzten trizyklischen Antidepressiva. Die Injektion von B-Endorphinen fihrte bei
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depressiven Patienten zu einem sich rapide darstellenden antidepressiven Effekt (174). Es konnte
gezeigt werden, dass eine dauerhafte Gabe von Imipramin zu einer Zunahme der Naloxon-Bindung
in bestimmten Hirnarealen von Ratten fuhrte (175). Andererseits konnte Naloxon die antidepressive
Wirkung von Desipramin aufheben (176). Wir gehen davon aus, dass eine akute Antagonisierung
der p-Opioidrezeptoren durch Naloxon bei WT -und HZ-Mausen nicht gleichzusetzen ist mit der
genetischen Ausschaltung des p-Opioidrezeptors in Hinblick auf das depressionsrelevante
Verhalten. Naloxon fiihrte nicht zu einer Zunahme der Immobilitdt bei WT -und HZ-Mausen. Die
tendenziell verlangerte Immobilitatsdauer nach Naloxongabe bei p-Opioidrezeptor-KO-Mausen,
kann auf weitere Rezeptorinteraktionen, insbesondere mit dem &-Opioidrezeptor hindeuten.
Naloxon wird h&ufig als nicht-selektiver Opioidrezeptor-Antagonist bezeichnet (177). Kdirzlich
vertffentlichte Daten betonen die antidepressive Wirkung des 8-Opioidrezeptors (178). Weitere
pharmakologische Studien zeigten einen antidepressiven Effekt von endogenen Opioiden, die am
0-Opioidrezeptor agonistische Wirkungen entfalten konnten (179,180). Naltrindol als ©-
Opioidrezeptor-Antagonist sollte nach unserer Prognosen die Immobilitatsdauer verlangern. Unsere
Untersuchungen deuten darauf hin, dass je gréRer die p-Opioidrezeptor-Anzahl ist (WT>HZ>uU-KO),
desto grélRer auch die Verlangerung der Immobilitdtsdauer ausfallt (nicht signifikante Werte). Bei
den p-Opioidrezeptor-KO-Mausen veranderte sich die Immobilitdtsdauer im Vergleich zur
Kontrollgruppe kaum. Diese Ergebnisse unterstreichen die Abhangigkeit der &-Rezeptor-Wirkung
vom p-Opioidrezeptorbestand auch in Hinblick auf depressionsrelevante Verhaltensweisen. Dieser
Effekt wird noch deutlicher bei den Mausen mit halbem p-Opioidrezeptorbesatz: sie zeigten ein
signifikant erhthtes depressionsrelevantes Verhalten im direkten Vergleich zu der Kontrollgruppe.
Betrachten wir ausschlieRlich die Anderung der Immobilitaitsdauer innerhalb dieser
Versuchsgruppe, so fallt auf, dass der 50 %ige Besatz mit p-Opioidrezeptoren und die gleichzeitige
pharmakologische Blockade des &-Opioidrezeptors, keinen Unterschied im Verhalten hervorgerufen
haben. Alle Versuchsgruppen waren ,gleich“ depressiv. Auch der bisher konstante antidepressive
Effekt des pu-Opioidrezeptors bei den Wildtypen ist durch die Antagonisierung des &-Opioidrezeptors
aufgehoben. Broom und Kollegen zeigten 2002, dass Naltrindol allein keinen Einfluss auf die Dauer
der Immobilitdt im Versuch des forced swimming Tests mit sich brachte (178). Der k-Opioidrezeptor
spielt in der Akutphase, selbst wenn er durch endogene Opioide aktiviert wirde, keine malRgebende
Rolle. Andererseits scheint die Blockade des k-Opioidrezeptors eine dominante Rolle im
depressionsrelevanten Verhalten zu spielen, v.a. wenn es wenige oder keine p-Opioidrezeptoren
gibt. Eine Blockade steigerte das depressionsrelevante Verhalten in einem héheren Ausmal} als die
alleinige Ausschaltung der p-Opioidrezeptoren. Die Kombination aus genetischer p-Opioidrezeptor-
Ausschaltung und pharmakologischer K-Opioidrezeptor-Blockade scheinen das
depressionsrelevante Verhalten potenziert zu haben. Nor-Binaltorphimin stellt eine zuverlassige

Substanz dar, den k-Opioidrezeptor zu blockieren. Er kann die Immunreaktivitdt nach der Bindung
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von dem spezifischen k-Opioidrezeptor-Antikdrper mit dem k-Opioidrezeptor unterbinden (181). Die
alleinige Blockade des «k-Opioidrezeptors flihrte bisweilen zu einer Abnahme von
depressionsrelevantem Verhalten (182-184). In der Literatur fuhrt eine Aktivierung des k-
Opioidrezeptors zu Dysphorie (185,186) und zur Erzeugung depressiven Verhaltens (187-189). Die
K-Opioidrezeptor-vermittelte Wirkung scheint bimodal zu sein: Seine Aktivierung fuhrt im akuten
Stresszustand zu Adaptationsverhalten indem es analgetische und motivierende Effekte realisiert.
Die langere Aktivierung des k-Opioidrezeptors fihrt eher zu depressivem Verhalten (190,191). Er
spielt also eine zentrale Rolle in der akuten und chronischen Stressbewaéltigung. Weitere
Stresshormone, wie das Cortisol beeinflussen den korpereigenen k-Opioidrezeptor-Agonisten
Dynorphin (60). Dynorphin wird in Regionen, die eine zentrale Rolle fiir das emotionale Verhalten
spielen, so wie dem Hippocampus und Hypothalamus (192,193), als auch in der Amygdala und im
Striatum freigesetzt (194,195). Die intracerebroventriculare Injektion des Corticotropin-releasing-
factors konnte die Freisetzung von Dynorphin induzieren (196). Schwarzer und Kollegen
beschreiben 2009 eine vermehrte Dynorphinfreisetzung im Limbischen System wahrend
belastender Situationen im Rahmen einer erhdhten neuronalen Aktivitdat. Die Bedeutung des
Dynorphins im Rahmen von Lernvorgangen aus aversiven Situationen wird diskutiert (197). Unsere
Ergebnisse betonen die enge Interaktion der pu-Opioidrezeptorsubtypen. Eine strenge Trennung der
einzelnen Funktionen ist insbesondere hinsichtlich des emotionalen Verhaltens nicht mdglich. Auch
darf die Rolle der weiterhin intakten endogenen Opioide - insbesondere bei p-Opioidrezeptor-KO-
Mausen aber auch bei heterozygoten -und Wildtypmausen - nicht auBer Acht gelassen werden. In
unseren Kontrollgruppen zeigten sich signifikante Unterschiede im depressionsrelevanten
Verhalten, die moglicherweise durch die endogenen Peptide hervorgerufen sein kénnten. Endogene
Peptide, wie Met- und Leu-enkephaline weisen eine bis zu 10 fach hoéhere Affinitdt zum &-
Opioidrezeptor auf (198). Ware ihre Wirkung nur von der Anzahl der &-Opioidrezeptoren abhangig,
hatten wir keine Unterschiede in unseren Kontrollgruppen erhalten. Dem entgegenzusetzen ist die
kurze Halbwertszeit der endogenen Peptide. Ein forcierter pharmakologischer Erhalt von
endogenen Peptiden durch die Blockade des enzymatischen Abbaus, zeigte hinsichtlich des
antidepressiven und anxiolytischen Verhaltens keinen Unterschied zwischen p-Opioidrezeptor-KO -
und Wildtyp-Mausen (199). Wieder ragt die immense Bedeutung des &-Opioidrezeptors hinsichtlich
des emotionalen Verhaltens hervor. Wir untersuchten daher in einer weiteren Versuchsreihe die &-
Opioidrezeptor-vermittelte Wirkung anhand des hochselektiven und systemisch aktiven Agonisten
SNCB80 (70). Unsere Experimente deuteten auf eine Abhangigkeit der 8-Opioidrezeptor-vermittelten
Wirkung von der Anzahl der p-Opioidrezeptoren hin. Die antidepressive Wirkung des 0-
Opioidrezeptor-Agonisten SNC80 in Abhéangigkeit der p-Opioidrezeptor-Anzahl war in unseren
Untersuchungen statistisch nicht nachweisbar, zeigte jedoch bei den heterozygoten Tieren geringe

Tendenzen der Reduktion der Immobilitatsdauer und die grofte Wirkung bei den p-Opioidrezeptor-
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KO-Mausen. Hier wurde die Dauer der Immobilitdt eindricklich reduziert. Nach selektiver
Aktivierung des &-Opioidrezeptors konnte bei vollem Besatz des p-Opioidrezeptors kein
antidepressiver Effekt nachgewiesen werden. Erst durch die Reduktion der p-Opioidrezeptoren
kristallisierte sich die antidepressive Wirkung des &-Opioidrezeptor-Agonisten heraus. 2005 zeigten
Nieto und Kollegen, dass die antidepressive Wirkung von endogenen Peptiden, durch Naltrindol
vollstéandig reversibel und gleichzeitig unabhéngig vom p-Opioidrezeptor war und somit eine
ausschlief3lich auf den 0&-Opioidrezeptor zuruckzufihrendes Pha&nomen darstellte (199). Die
antidepressive Wirkung von SNC80 scheint dosisabhéngig zu sein. Die maximale antidepressive
Wirkung konnte bei Ratten im forced swimming Test unter einer Dosis von 32mg/kg s.c. erzielt
werden (178). Eine héhere Dosierung hétte unsere Ergebnisse moglicherweise besser hervorheben
kénnen. Broom et al. zeigten auch, dass Morphin keinen Einfluss auf das depressionsrelevante
Verhalten im forced swimming Test hat. Die fur die physiologische Funktion essentielle und enge
Interaktion zwischen dem - und &-Opioidrezeptor, wird wiederholt betont. Der Versuch mit
exogenen Substanzen die endogenen Mediatoren nachzuahmen und v.a. die Interaktionen
zwischen den Rezeptoren abzubilden ist nach wie vor eine groRe Herausforderung.
Methodologische Limitationen des tail suspension Tests zur Detektion von depressionsrelevantem
Verhalten, bei denen keine Unterscheidung zwischen passiver Immobilitdt und aktivem Versuch
sich aus einer misslichen Lage zu befreien- wie dem Klettern- gemacht werden (178,200), dirfen
nicht auBer Acht gelassen werden. Die Methode des forces swimming Tests ist weitaus haufiger in
der Literatur zu finden und hat sich wiederholt bei der Fragestellung nach depressionsrelevantem
Verhalten bewahrt (201). Abschlieend sind wir auch der Fragestellung nachgegangen, ob der
spezifische 6-Opioidrezeptor-Agonist einen analgetischen Effekt erzeugen kann und ob dieser von
der Anzahl der p-Opioidrezeptoren abhangig ist. Dabei gab es deutliche Hinweise darauf, dass die
0-Opioidrezeptor-vermittelte Analgesie von der Anzahl der p-Opioidrezeptoren abh&éngig sein
konnte. Ahnliche Untersuchungen sind nach ausfiihrlicher Literaturrecherche bis dato nicht
beschrieben. Eine antinozizeptive Wirkung von SNC80, die durch Naltrindol reversibel war, wird
diskutiert (70). Es wird jedoch betont, dass SNC80, welches zu den nicht peptidischen &-
Opioidrezeptor-Agonisten zahlt, eine eher schwach ausgepragte antinozizeptive Eigenschaft besitzt
(202). Diese Veroffentlichungen stehen im Kontrast zu unseren Ergebnissen. Eine mdgliche
Wirkung des SNC80 an weiteren Opioidrezeptoren darf nicht auler Acht gelassen werden, da
teilweise antidepressive Effekte durch nicht selektive Dosen von Naltrexon aufgehoben werden
konnten und selbst bei viel héheren Dosierungen (SNC80 1-80 mg/kg s.c.) im Versuch des warm
water tail dips keine analgetischen Effekte darlegen konnten (178). Der Vergleich der beiden Tests
ist sicherlich als diffizil zu betrachten. Die durch SNC80 hervorgerufene Hypothermie war
unabhangig von der p-Opioidrezeptor-Anzahl. Es ist bis dato keine weitere Untersuchung

diesbeziglich in den grofRen Literaturdatenbanken zu finden. Lediglich eine Arbeit von Broom und
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Kollegen aus dem Jahre 2002 beschreibt einen Abfall der Kérperkerntemperatur bei Ratten, die mit
32 mg/kg SNC80 behandelt wurden. Somit liefern unsere Untersuchungen bei dieser Fragestellung
neue Erkenntnisse.

Die im Rahmen dieser Arbeit mit Mausen mit unterschiedlicher p-Opioidrezeptor-Ausstattung
gewonnenen Ergebnisse belegen sowohl die enorme Bedeutung der p-Opioidrezeptoren als auch
ihrer Anzahl fur eine Vielzahl an Funktionen. Effekte, die vermutlich durch direkte Interaktionen an
p-Opioidrezeptoren ausgeldst werden, wie vor allem die antinozizeptive Wirkungen, die
Hypothermie, aber auch die CPP, korrelieren in ihrer Auspragung direkt mit der Anzahl der p-
Opioidrezeptoren. Interessanterweise werden Funktionen, die komplexer Uber Opioidsysteme
moduliert werden, auf unterschiedliche Weise durch die Zahl der vorhandenen p-Opioidrezeptoren
beeinflusst. So zeigen p-Opioidrezeptor-defiziente Tiere ein verstarktes depressionsrelevantes
Verhalten im Vergleich zu Wildtyptieren. Die heterozygoten Tiere dagegen zeigen Werte, die
zwischen denen der Wildtypen und der KO-Tiere liegen. Anders sieht es bei der Krampfentwicklung
im PTZ-kindling aus. Wahrend die p-Opioidrezeptor-defizienten Tiere eine deutlich verstarkte
Krampfentwicklung aufweisen, unterscheiden sich die heterozygoten Tiere hierbei nicht von den
Wildtypen. Der halbe p-Opioidrezeptorbesatz reicht also aus, um das normale Verhalten aufrecht zu
erhalten. Zu anderen Ergebnissen fiihrten die Untersuchungen, die das Flucht-und
Schreckverhalten analysieren. So ist die startle Reaktion bei den KO-Tieren verstarkt und die
Schwelle fur die Fluchtreaktion gesenkt. In diesen Untersuchungen zeigen die heterozygoten Tiere
ein Verhalten wie die KO-Tiere. Das bedeutet, dass fir diese Reaktionen die volle pu-Opioidrezeptor-
Anzahl notwendig ist, um ein physiologisches Verhalten zu gewdhrleisten. Eine unterschiedliche
Ausstattung mit yu-Opioidrezeptoren beim Menschen kann daher der Grund fiir eine unterschiedliche
Empfindlichkeit gegeniiber Opioiden in der Schmerztherapie und auch entscheidend verantwortlich
fur eine Suchtentstehung sein. Das Angstverhalten ist schon bei einer Reduktion der p-
Opoioidrezeptro-Anzahl gestort. Das depressionsrelevante Verhalten scheint auch von der Anzahl

der p-Opioidrezeptoren abhéngig zu sein.
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5 Zusammenfassung

Motiviert durch die Fragestellung, welche Auswirkungen eine unterschiedliche Anzahl an p-
Opioidrezeptoren auf die Schmerzwahrnehmung und Suchtentstehung hat, fuhrten wir
Untersuchungen an mannlichen BALB-c/C 57 Hybrid-Mausen durch. Diese waren mit einer
unterschiedlichen Anzahl von p-Opioidrezeptoren ausgestattet, so dass die Korrelation zu p-
Opioidrezeptor-vermittelten Effekten geklart werden konnte. Folgende Effekte untersuchten wir mit
diesen etablierten Methoden: Die Analgesie am Modell der Heil3en Platte, die Hypothermie mit der
rektalen Temperaturmessung post injectionem, die Lokomotion in der Motibox®, das Sucht —bzw.
Belohnungsverhalten im Versuch der konditionierten Platzpraferenz, den Einfluss auf das Schreck-,
Lern- und Fluchtverhalten am Modell der Shuttlebox®, sowie das depressionsrelevante Verhalten
am tail suspension Test. Zuletzt wurde die Auswirkung der unterschiedlichen p-Opioidrezeptor-
Anzahl und die medikamentdse Krampfschwellenbestimmung mittels Pentylenetetrazol untersucht.
Die tatsachliche p-Opioidrezeptordichte wurde in Bindungsstudien bestatigt. Die analgetische und
hypotherme Wirkung des p-Opioidrezeptor-Agonisten Morphin, sowie die Aktivitatssteigerung waren
proportional abhangig von der Anzahl der p-Opioidrezeptoren. Diese Effekte kamen mit sinkender
Anzahl der p-Opioidrezeptoren weniger zur Geltung. Die Reduktion der p-Opioidrezeptor-Anzahl
fuhrte verhaltnismalig zu einer sehr starken Reduktion der Aktivitdt. Die morphininduzierte
Platzpraferenz war ebenso abhangig von der p-Opioidrezeptor-Anzahl. Diese Linearitat konnte bei
einer Morphindosis von 5mg/kg nachgewiesen werden. Bei einer Morphindosis von 20 mg/kg fuhrte
die Reduktion der p-Opioidrezeptoren zur Aufhebung der Platzpraferenz. Die Untersuchungen zur
Analgesie mit Etorphin, welches am p-, &- und k-Opioidrezeptor bindet, zeigten auch eine
Abhangigkeit von der p-Opioidrezeptor-Anzahl. Zusétzlich konnte eine gehobene Schmerzschwelle,
isoliert bei den heterozgoten Mausen, gezeigt werden. Dies kénnte ein Hinweis auf die Wirkung von
endogenen Opioiden sein, die von der Anwesenheit des p-Opioidrezeptoren abhangig zu sein
scheinen. Eine Reduktion der p-Opioidrezeptoren fiihrte zu einer unverhaltnismafiig hohen
Reduktion der Angst-, Flucht- und Schreckschwellen. Tiere ohne p-Opioidrezeptoren waren
schreckhafter, flohen jedoch verspatet. Die Reduktion des p-Opioidrezeptors fihrte somit zur
Beeintrachtigung von physiologischem Verhalten sowie Lern -und Ged&chtnisleistung. Das
depressionsrelevante Verhalten und die zentrale Exzitabilitdt waren abhangig von der Anzahl der p-
Opioidrezeptoren. Der p-Opioidrezeptor scheint einen antidepressiven Einfluss zu haben. Die
Aktivierung des d-Opioidrezeptors hatte keinen antidepressiven Effekt, der im tail suspension Test
verifiziert werden konnte. Die d-Opioidrezeptor-induzierte Hypothermie war unabh&angig von der
Anzahl der p-Opioidrezeptoren. Die medikamentose Hemmung des k-Opioidrezeptors zog eine
antidepressive Wirkung nach sich, die umso stérker ausfiel, je niedriger die p-Opioidrezeptor-Anzahl

war.
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Chile

Innere  Medizin - Pulmologie und Kardiologie
Lungenklinik  Lostau und Pfeiffersche  Stiftung
Magdeburg, Deutschland

Dermatologie — Universitatsklinik Magdeburg
Allgemeinmedizin — Vale Practice, N8 8SU London
MKG- Chirurgie — Praxis Fr. Dr. Dr. L. Anvari, Berlin
Chirurgie — Schlosspark-Klinikum-Charl., Berlin

Medizinische und wissenschaftliche Tatigkeiten

07/2015
06/2013

08/2006 - 05/2008

12/2007 - 01/2008 und
07/2009 - 08/2009
10/2004 - 10/2005

Auslandsaufenthalt
09/2008 - 01/2009
05/2008 - 09/2008

ERC Instruktorin

Abschluss GCP Kurs, Studienarztin fur iTOVAP und
SETPOINT 1I-Studie auf der interdisziplindren
Intensivstation 44i Charité Campus Benjamin Franklin
Ausbildung und Tatigkeit in der kardiologischen
Telemetrie, Universitatsklinikum Magdeburg Klinik fur
Kardiologie, Angiologie und Pulmologie, , Prof. Dr. med.
Braun- Dullaeus

OP- Assistenz MKG-Chirurgie Praxis Fr. Dr. Dr. L.
Anvari, Berliner Str. 12, 13507 Berlin

Wissenschaftlicher  Hilfsassistent im  Institut  fur
Anatomie, Medizinischen Fakultat Universitat

Magdeburg

London, GB — PJ
Concepcion, Chile — PJ
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03/2007 - 04/2007 London, GB — Famulatur

Schulausbildung

06/2002 Abitur am Rheingau- Gymnasium Berlin
Sonstiges
Sprachen Farsi und Deutsch: Muttersprache

Englisch: Sehr gute Kenntnisse
Spanisch: gute Kenntnisse

Franzosisch: Grundkenntnisse

EDV Erfahrung im Umgang mit PC und Apple, MS Office,

Graph Pad Prism 5, SPSS >15

Veroffentlichungen
Posterpasentationen:
G. Asgarpur, A. Becker, H. Schroder, V. Hollt, G. Grecksch,
AMOUNT OF MU-OPIOID RECEPTORS EFFECTING OPIOID-INDUCED BEHAVIOR
Posterprasentation International Narcotic Research Conference 07/2010
Malmo, Schweden
G. Grecksch, G. Asgarpur, A. Becker, H. Schroder, V. Hollt
THE ROLE OF OPIOID RECEPTORS IN DEPRESSIVE-LIKE BEHAVIOUR

Posterprasentation 77. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft flir experimentelle und

klinische Pharmakologie und Toxikologie (DGPT) 03/2011 Frankfurt am Main, Deutschland
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11 Anlagen
11.1 Abstract

To understand the relation between the number of mu opioid receptors and receptor-induced
effects we investigated mu receptor knock-out mice together with wild type and heterozygous mice.
Binding studies revealed heterozygous mice showing exactly half the amount of mu receptors (24.5
vs. 49 fmol/mg) in frontal cortex compared to wild type. Behavioral studies showed half-reduced
effects in heterozygous mice on the measurement of analgesia with the hot plate, electric pain
threshold determination, morphine-induced hypothermia and place preference. In terms of
locomotion and in learning trials heterozygous mice showed impaired learning behavior like the p-
knock-out mice and locomotion was reduced inappropriate and not correlating to the reduction of p-
opioid-receptors. Depression-related immobility on tail suspension as well as the &-opioid-receptor
mediated antidepressant effect seemed to be dependent of the amount of p-opioid-receptors. Our
results indicate a direct correlation of these effects with the number of mu receptors. In contrast we
found a non linear relation between the number of mu receptors and diverse qualities of emotional
behavior such as fear, startle response and central excitability and epileptogenesis. Our
experiments indicate a crucial role of the mu opioid receptor with a modulating influence on the
depressive-like behavior and other named emotional behavior and central functions- even delta

opioid receptor related functions are influenced.
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