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1 Einleitung

1.1 Opiate in der Medizin

Die medizinische Bedeutung der nativen Bestandteile des Schlafmohns (papaver
somniferum) oder deren halb- und vollsynthetischen Derivate liegt in ihrer schmerz-
stillenden Wirkung. Neben der Behandlung akuter, postoperativer oder tumorbe-
dingter Schmerzen eignen sie sich zur Therapie chronischer Schmerzen, die nicht
durch maligne Erkrankungen hervorgerufen werden. Die Menge der verordneten
Opioidanalgetika ist in den letzten Jahren gestiegen und besteht dabei zu einem
grofien Anteil aus Medikamenten, die zur Behandlung dieser so genannten nicht
malignen Schmerzen eingesetzt werden (Clausen 1997). Opioide sind dartiber hin-
aus psychoaktive Substanzen. Sie beeinflussen Denken, Wahrnehmung und Stim-
mung und konnen einen Zustand hervorrufen, der mit Euphorie beschrieben wird.

Aus klinischer Sicht interessieren die Probleme, die mit der chronischen Einnah-
me verbunden sein konnen. Beobachtet werden (wenn auch nicht zwingend im
Zusammenhang mit einer Schmerztherapie) Entzugserscheinungen, notwendige
Dosissteigerungen zur Erhaltung der Wirkung und Suchterkrankungen. Derartige
Phéanomene werden der Vorstellung nach durch adaptive Vorgange hervorgerufen,
die durch eine wiederholte Verabreichung induziert werden kénnen. Um adapti-
ve Vorgdnge nach wiederholter Gabe eines Opioids beschreiben zu kénnen, miis-
sen die neurobiologischen und physiologischen Prinzipien der akuten Wirkung be-

kannt sein.

1.2 Grundlagen der akuten Opiatwirkung

1.2.1 Primarer Wirkort und Effektoren

Grundlegendes Prinzip der Opiatwirkung ist die Interaktion mit Opioidrezepto-
ren. Die natiirlichen, die halb- bzw. vollsynthetischen Alkaloide und die endoge-
nen bzw. synthetischen Opioid-Peptide (z.B. f-Endorphin) binden mit unterschied-
licher Affinitdt an Rezeptoren der Hauptklassen i, 6 und x (Janecka u. a. 2004; Dha-
wan u.a. 1996). Die Rezeptoren finden sich in grofser Zahl im neuronalen und en-
do/exokrinen Gewebe und sind {iberwiegend perisynaptisch und entlang der Plas-

mamembran lokalisiert (Moyse 1997).
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Die Opioidrezeptoren sind an guaninnukleotidbindende Proteine (G-Proteine)
vorwiegend vom Typ G, G, und G, gekoppelt (Connor und Christie 1999). Nach
Bindung eines Agonisten bilden Rezeptor und das heterotrimere G-Protein einen
Komplex, der die membranstiandigen G-Proteine aktiviert. Nach Austausch von
Guanosindiphosphat (GDP) durch Guanosintriphosphat (GTP) dissoziiert das G-
Protein in die Untereinheiten Ga und G+, die weitere Effektoren beeinflussen
(Dowling u. a. 2004; Harrison und Traynor 2003).

Nach Dissoziation dieser G-Proteine inhibieren die Ga-Untereinheiten die Aktivi-
tat der Adenylatzyklase (AC) und reduzieren die Konzentrationen des von der AC
aus Adenosintriphosphat (ATP) gebildeten second messenger zyklisches Adenosin-
monophosphat (cAMP)(Gharagozlou u.a. 2003; Dessauer u.a. 2002). Der cAMP-
Spiegel beeinflusst nachfolgend hyperpolarisationsaktivierte Kationenkanile (hy-
perpolarization activated HCN channels) mit Verdnderungen von Schrittmacher-
stromen (I;,) und damit zusammenhéngend der Exzitabilitdt von Neuronen (Frere
und Luthi 2004; Antal u.a. 2004). Ist die cAMP-Synthese der Zelle und deshalb die
direkte Bindung von cAMP an die HCN Kanile reduziert (vgl. Wainger u. a. 2001),
bedarf es negativerer Potentiale, um diesen Kationeneinstrom zu aktivieren (Ulens
und Siegelbaum 2003; Ingram 1994).

Durch Bindung von B7y-Untereinheiten an intrazelluldre Doméanen verschieden-
artiger Kalziumkandle werden diese inhibiert (Wolfe u.a. 2003). Umgekehrt kon-
nen einwadrtsgleichrichtende Kaliumkanile (inwardly rectifying K+ channels;KIR)
durch direkte Bindung der B--Untereinheiten aktiviert werden (Finley u.a. 2004).
(Quillan u. a. 2002; Ulens u. a. 1999).

Durch die Beeinflussung der beschriebenen elektrochemischen Vorgange nimmt
die Erregbarkeit des betroffenen Neurons insgesamt ab. Die Aktivierung aller drei
Rezeptorsubtypen fiihrt tiber die beschriebenen Vorgange zur Inhibition der Freiset-
zung verschiedener von der Lokalisation des Neurons abhédngiger inhibitorischer
oder exzitatorischer Transmitter wie Glutamat, GABA, Glycin oder Acetylcholin
(Williams u. a. 2001). Eine beschriebene Folge verminderter GABA-Freisetzung ist
dabei die Inhibition inhibitorischer Interneurone im Periaqudduktalen Grau des
Mesenzephalon (Hahm u. a. 2004; Sharpe u. a. 1974).

Die Bindung von u-Rezeptoragonisten fiihrt iiber die Hydrolyse membranstan-
diger Phosphoinositide zur Aktivierung verschiedener Isoformen der Proteinkina-
se C, die in die Zellmembran transloziert werden und dort die Phosphorylierung
des Rezeptors katalysieren (Harlan u. a. 2004; Narita u. a. 2001; Kramer und Simon
1999; Fisher u.a. 1992). Die Aktivierung und Translokation der Proteinkinase C in
die Plasmamembran kann dariiber hinaus durch Phosphorylierung von NMDA-

Rezeptoren zur Verstarkung glutamatabhédngiger exzitatorischer Strome fiithren, die
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den oben beschriebenen inhibitorischen Wirkungen der Opioide entgegenstehen.
(Liao u.a. 2001; Martin u. a. 1999). Dies konnte mit der zu beobachtenden Hyperal-
gesie nach Opioidgabe in Verbindung stehen, die auffilligerweise auch eine langere
Abstinenz tiberdauern kann (Angst u. a. 2003; Laulin u. a. 1998).

Nach akuter Opioideinwirkung kann es unter Einbeziehung der Phospatidylino-
sitol 3 Kinase zur Aktivierung einer Effektorkaskade kommen, die mit dem Zell-
kern in Verbindung steht (Ai u.a. 1999). Die G-Proteine aktivieren die extracellular
signal-related mitogen activated Proteinkinasen Kaskade (ERK/MAPK)(Schulz u.a.
2004; Kramer und Simon 2000). Die ERK/MAPK Kaskade hat dann u.a. Verande-
rungen bzw. Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie z.B. CREB und DeltaFosB
zur Folge (Nestler 2004).

Membranstindige Rezeptoren, die an G-Proteine gekoppelt sind, konnen nach
akuter Agonistenbindung voriibergehend von der Zelloberfldche entfernt werden
und einem Recycling unterworfen sein. Das Phanomen lédsst sich nach Opioidga-
be auch im Fall der Opioidrezeptoren experimentell nachweisen. Bindung eines
selektiven Agonisten kann ggf. zur Phosphorylierung des Rezeptors durch eine G-
Proteinrezeptorkinase (GRK) fithren. Nachfolgend kommt es zur Bindung von Ar-
restin und anschlieffend zur clathrinvermittelten Rezeptorendozytose. Nach Inter-
nalisierung des Rezeptors und Uberfithrung in endosomale Kompartimente kann
dieser spater an die Zelloberfliche recycelt werden (Chen u.a. 2003). Dieses als
receptor trafficking bezeichnete Phdnomen lédsst sich nicht nach Morphineinwir-
kung beobachten (He u.a. 2002; Eisinger u.a. 2002; Keith u.a. 1998). An anderer
Stelle wird allerdings darauf hingewiesen, dass ein receptor trafficking durch Mor-
phin moglicherweise selektiv im Bereich der Axone auftritt (Haberstock-Debic u. a.
2003).

1.2.2 Analgesie

Die analgetische Wirkung der Opiate tiber Aktivierung der Opioidrezeptoren wird
vorwiegend durch Beeinflussung spinaler und supraspinaler Anteile des schmerz-
verarbeitenden Systems vermittelt. Spinal verabreicht zeigen Opioide starke analge-
tische Wirkung (Gerancher u. a. 1999; Yaksh und Onofrio 1987). Rezeptorbindungs-
studien mit Opioidliganden offenbaren dabei eine hohe Bindungsdichte aller drei
Rezeptortypen im Hinterhorn des Riickenmarks (Besse 1990). Prasynaptisch tragen
die terminalen Nervenendigungen der kleinen afferenten C-Fasern (1.Neuron) Re-
zeptoren vom Typ u und é. Postsynaptisch besitzen die Zellkorper der Hinterhorn-
neurone (2.Neuron) zusétzlich auch Rezeptoren vom Typ x. Eine Bindung von ago-
nistischen Opioiden an die drei Rezeptortypen auf Ebene des Hinterhorns inhibiert
die weitere Schmerzverarbeitung (Yaksh 1997; Zieglgansberger und Bayerl 1976).
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Zur Identifizierung supraspinaler Hirnareale der opioidinduzierten Analgesie
dient die lokalisierte Verabreichung entsprechender Opioidagonisten durch Mikro-
injektionstechniken. Nach Gabe eines Opioids werden Verdnderungen spinaler Re-
flexe und supraspinal organisierter zentralnervoser Antworten auf aversive thermi-
sche, mechanische oder physikalische Reize (z.B. Tailflick-Test,Formalin-Test) beob-
achtet (Jensen 1997). Beschrieben ist u.a. die analgetische Wirkung des Agonisten
Morphin im periaquidduktalen Grau (PAG), im posterioren Abschnitt des Hypotha-
lamus (HT), im Nucleus accumbens (NAc) sowie im ventralen Tegmentum (VTA)
(Manning 1994; Sharpe u. a. 1974).

1.2.3 Dopaminausschittung im mesolimbischen System und Verhalten

Opioide sind als Substanzen bekannt, die als Drogen missbraucht werden. Sie tei-
len diese Eigenschaft mit anderen psychotropen Substanzen ganz unterschiedlicher
Klassen. Eine Sucht stellt dabei ein bestimmtes zwanghaftes Einnahmeverhalten
dar, das in erster Linie durch Kontrollverlust iiber die Einnahme gekennzeichnet
ist. Ein Stichtiger kann den Konsum trotz negativer Konsequenzen z.B. im Sinne
eines gesundheitlichen oder sozialen Schadens nicht einschranken, selbst wenn er
dies wiinscht (APA /DSM-1V). Das Verhaltensmuster scheint, so einmal etabliert,
auch lange drogenfreie Intervalle zu {iberdauern und nur selten Tendenzen zur Re-
mission aufzuweisen. Sucht gilt als chronische Krankheit mit hohen Riickfallquoten
(Hoffman u. a. 2001; Leshner 1997).

Da diese Erkrankung durch den dauerhaften Gebrauch verschiedener Pharmaka
wie Kokain, Nikotin, Cannabis oder den Opiaten hervorgerufen werden kann, galt
die Aufmerksamkeit zundchst den gemeinsamen, substanziibergreifenden akuten
Wirkungen. Ein solches gemeinsames Prinzip wurde in den Wirkungen auf das do-
paminerge mesolimbische System gesehen. Dem mesolimbischen System, das u.a.
das Ventrale Tegmentum und den Nucleus accumbens verbindet (vgl. Fiorino 1993)
wird eine entscheidende Rolle in der Vermittlung der Funktionen positive Verstiir-
kung bzw. Belohnung zugerechnet.

Der urspriinglich in der behavioristischen Lernpsychologie u.a. im Zusammen-
hang mit Konditionierung verwendete Begriff Verstarkung (Reinforcement) (z.B.
Skinner 1936) ist wertfrei und beschreibt die gesteigerte oder verringerte Wahr-
scheinlichkeit, dass ein bestimmtes Verhalten gedufsert wird. Er ist anwendbar auf
die Eigenschaften von Drogen wie Opiaten, die als positive Verstarker unmittelbar
eine weitere Selbsteinnahme der Substanz stimulieren. Suchterzeugende Substan-
zen teilen diese Eigenschaft mit so genannten natiirlichen positiven Verstiarkern, zu
denen Nahrungsaufnahme und Sexualitdt gezdhlt werden. Spater wurde der Ter-

minus in elektrophysiologischen Experimenten mit intrakraniellen Elektroden im
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Rattengehirn aufgegriffen (Olds und Milner 1954; Zacharko u. a. 1990).
Der Begrift Belohnung (reward) (Sheffield und Roby 1950; Hebb 1955), der viel-

fach mit Reinforcement gleichgesetzt wird, beinhaltet dagegen die Wertung, dass
eine Verstarkung des Verhaltens vor allem auf die Eigenschaft zuriickzufiihren ist,
positive affektive Zustdnde hervorzurufen (vgl. Chiara 1995; Wise 1996).

Der Begriff Belohnungssystem benennt die z.B. elektrophysiologisch identifizier-
ten Hirnareale, die positive Verstarkung bzw. Belohnung vermitteln, und beinhal-
tet im Fall der Opioide vor allem mesolimbische dopaminabhidngige Schaltkreise
vom Ventralen Tegmentum zum Nucleus accumbens (Wise 1989). Suchterzeugende
Substanzen kénnen gruppentibergreifend akut verabreicht entweder eine mesolim-
bische Dopaminausschiittung bewirken und/oder zu einer Wirkungsverldngerung
des Dopamins fiithren. Opioide und Cannabinoide verstarken die Feuerungsrate do-
paminerger Neurone. Kokain verzogert die Riickaufnahme des Dopamins aus dem
synaptischen Spalt und verldangert so die Wirkungszeit. Morphin bzw. p- und /-
agonistische Opioide erh6hen systemisch verabreicht die Freisetzung von Dopamin
vor allem in der Shell-Region des Nucleus accumbens, der einen Teil des limbischen
Systems bildet (NAc)(Pontieri u. a. December, 1995; Chiara u. a. 1999). Im Tierexpe-
riment wird Ahnliches durch die Prasentation eines natiirlichen Verstarkers erzielt
(Taber 1998).

Der Nucleus accumbens ist das Hauptprojektionsziel dopaminerger A10 Neuro-
ne, die ihren Ursprung im ventralen Tegmentum haben (VTA). Tierexperimentell
lasst sich zum einen eine elektrische Selbststimulation (ICSS) dieses Hirnareals be-
obachten (Fiorino 1993). Zum anderen ldsst sich eine Selbstverabreichung von Mor-
phin in die VTA etablieren (Bozarth und Wise 1986). Beide Phdanomene der Selbststi-
mulation gehen mit initialer Dopaminausschiittung im Nucleus accumbens einher.
Opioide erzeugen diese Wirkung dabei nicht direkt, sondern durch eine de facto
desinhibitorische Wirkung durch Inhibition inhibitorischer GABAerger Interneuro-
ne in der VTA (Johnson und North 1992). Der Neurotransmitter Dopamin wirkt
dabei als Agonist auf Rezeptoren der Hauptgruppen D;-dhnlich (D;,5) und D»-
dhnlich (D, /3/4) (Centonze u.a. 2003). Die D; /5-Rezeptoren sind iiberwiegend an
stimulierende Gq/¢-Proteine (Zhuang u. a. 2000; Sidhu 1998), die D;-dhnlichen Re-
zeptoren im Gegensatz dazu vorwiegend an inhibierende G;/,-Proteine gekoppelt
(Tlani u. a. 2002; Zaworski u. a. 1999).

Neben dem Verhaltensphdnomen positive Verstirkung, das im Zusammenhang
mit der dopaminergen Transmission im mesolimbischen System gesehen wird, er-
zeugen Opioide akut, in niedrigen Dosen verabreicht, eine Steigerung des loko-
motorischen Verhaltens (Ahtee 1974; Yoo und Yoo 2003). Der stimulierende Effekt
wird durch eine parallele Verabreichung eines GABAg-Agonisten (Baclofen) in die
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VTA aufgehoben (Leite-Morris 2004). Die Verabreichung reduziert dabei gleichzei-
tig die opioidinduzierte Dopaminausschiittung im Nucleus accumbens durch di-
rekte Inhibition der Perikarya der dopaminergen Neurone der VTA (Fadda 2003).
Die opioidinduzierte lokomotorische Aktivitat nach akuter Verabreichung wird des-
halb ebenfalls in direkten Zusammenhang mit der dopaminergen Transmission im

mesolimbischen System gebracht.

1.3 Chronische Opiatwirkungen

Durch eine chronische Verabreichung von Opioiden kann es zu Verdnderungen
der Wirkung kommen. Beobachtet werden Toleranzentwicklungen (d.h. die ver-
minderte Wirksamkeit einer bestimmten Dosis), Entzugserscheinungen (Eddy u. a.
1959) und die oben beschriebenen Verhaltensstérungen im Sinne einer Sucht. Dar-
tiber hinaus werden Sensitisierungen beobachtet, die eine Verstarkung der Verhal-
tensantworten, wie Lokomotion (Kalinichev u. a. 2004) oder der neurochemischen
Wirkungen (Ingram u.a. 1998) bedeuten. Auffilligerweise kann es zu Kreuzsensi-
tisierungen kommen, die eine Sensitisierung fiir andere psychoaktive Substanzen
nach Morphinvorbehandlung bedeuten (He und Grasing 2004; Cunningham u. a.
1997). Die Beschreibung adaptiver Prozesse auf neurobiologischer Ebene soll Korre-
late dieser Phanomene identifizieren. Einbezogen in diese Untersuchungen werden
der primédre Wirkort, Effektorsystem und neuronale Systeme, die an den verhalten-

sassoziierten Wirkungen beteiligt sind.

1.3.1 Toleranz und Entzugserscheinungen

Im Zusammenhang mit Toleranz und Entzugserscheinungen wird zwischen Desen-
sitisierungen und gegenregulatorischen Mechanismen unterschieden. Desensitisie-
rungen bedingen Wirkungsabschwéchungen. Aktive gegenregulatorische Verdande-
rungen nach chronischer Einwirkung eines Opioids machen die Anwesenheit des
Pharmakons zur Aufrechterhaltung der Homdostase notwendig und werden fiir
Entzugserscheinungen verantwortlich gemacht (vgl. Williams u. a. 2001).

Unter dem Begriff Desensitisierung werden die Wirkungsabschwachung durch
Reduktion der Rezeptoranzahl bzw -dichte und die funktionelle Entkoppelung des
Rezeptors von seinen unmittelbar nachgeschalteten Effektoren zusammengefasst.
Neben Verdnderungen auf Rezeptorebene lassen sich funktionelle Entkoppelun-
gen zu G-Proteinen im Sinne einer verminderten Bindung von GTP<S an die Ga-
Untereinheiten nach p-Rezeptoragonistenbindung nachweisen (Werling u.a. 1989;
Selley u. a. 1997b).

10
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Ein akuter Opioidentzug nach chronischer Vorbehandlung fiihrt zu Entzugser-
scheinungen somatischer und psychischer Natur (Wesson und Ling 2003), die ei-
ne physische Abhdngigkeit reprasentieren. Postuliert werden aktive Gegenregulati-
on durch Heraufregulation der durch Opioide inhibierten Signaliibertragungswege
(Williams u. a. 2001; Mamiya u. a. 2001). Diese postulierte Heraufregulation entspre-
chender Mechanismen liefse nach Entzug des Pharmakons eine Dysbalance entste-
hen. In Experimenten mit Zellkulturen und zum Teil auch mit Hirngeweben aus
chronisch mit Morphin vorbehandelten Tieren ldsst sich in diesem Zusammenhang
eine Verstarkung des AC-Systems beschreiben (Ammer und Christ 2002). Der akute
Entzug bedingt die Steigerung des cAMP-Gehalts einer Zelle, der seinerseits cAMP-
abhédngige Mechanismen verstarkt. Durch eine Heraufregulation des AC/cAMP-
Systems kommt es im Verlauf einer chronischen Drogeneinnahme auch zur ver-
starkten Aktivitdt der induzierten Transkriptionsfaktoren. Insbesondere der Faktor
CREB wird dabei fiir Toleranzentwicklungen und physische Abhingigkeit verant-
wortlich gemacht (Nestler 2004; Ma u. a. 2001; Lane-Ladd u.a. 1997). Nebeneffekt
der Heraufregulation des AC/cAMP-Systems ist die verstdrkte, d.h. sensitisierte
AC-abhidngige Inhibierbarkeit GABAerger Neurone im Opiatentzug durch akute
Gabe eines y-Rezeptoragonisten (Shoji u. a. 1999; Chieng und Williams 1998).

Durch Mikroinjektionstechniken lassen sich tiber einen lokalisierten, prazipitier-
ten Entzug Hirnareale und neuronale Strukturen identifizieren, die an der Aus-
pragung von somatischen, vegetativen und psychisch-aversiven Symptomen des
Opioidentzugs beteiligt sind. Dem periaqudduktalen Grau (PAG) wird im Bezug
auf vegetative und somatische Zeichen des akuten Entzugs besondere Bedeutung
beigemessen. Eine elektrische Stimulation dieses Gebietes ruft entzugartige Sym-
ptome hervor (Laschka u.a. 1976; Maldonado u. a. 1992). Im akuten Entzug zeigen
opioidsensitive und inhibitorische GABAerge Neurone des PAG Hyperaktivitit,
die mit den Entzugssymptomen korreliert. Es wird von einer cAMP-abhidngigen
GABA-AKktivitdt ausgegangen (Punch u. a. 1997).

Neben der GABAergen Vermittlung des Entzugs sind noradrenerge Systeme an
den somatischen und aversiven Symptomen des Entzugs beteiligt. Die Verabrei-
chung eines ay-Adrenorezeptoragonisten (z.B. Clonidin) ddmpft Entzugserschei-
nungen (Buccafusco u.a. 1984; Ozdogan u.a. 2003). Der Rezeptor ist an u.a. inhi-
bitorische G-Proteine gekoppelt und wird auf opioidsensitiven Neuronen u.a. der
PAG ko-exprimiert. Die gesteigerte AC-Aktivitdt dieser Neurone und die cAMP-
abhingigen Wirkungen auf die Freisetzung von Transmittern konnten schlussfol-
gernd tiber den ap-Rezeptor blockiert werden (vgl. Williams u. a. 2001). Kontrovers
wird die Rolle des noradrenergen Nucleus Locus coeruleus diskutiert. Wahrend

einerseits nach Experimenten mit kompletter Entfernung des Areals davon ausge-

11
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gangen wird, dass der Kern nicht direkt am Phianomen Opioidentzug beteiligt ist
(Caillé u. a. 1999), wird anderseits die gesteigerte neuronale Aktivitdt im préazipitier-

ten Entzug dargestellt (Ivanov 2001).

1.3.2 Dopaminerge Transmission und Verhalten

Untersucht man Verdnderungen der dopaminergen Transmission im mesolimbi-
schen System nach chronischer Verabreichung von Opioiden, werden zwei Phéano-
mene beobachtet. Zum einen kommt es im akuten Entzug zur Verminderung der
basalen elektrischen Aktivitdt dopaminerger Neurone und der basalen Dopamin-
ausschiittung (Rossetti u.a. 1992). Zum anderen fiihrt die Verabreichung eines -
Rezeptoragonisten im Entzug zu einer gesteigerten elektrischen Aktivitdt im Sinne
einer Sensitisierung auf die Opioidwirkung. Auch die Dopaminausschiittung im
mesolimbischen System zeigt eine relative Sensitisierung im akuten Entzug (Diana
u.a. 1999).

Die erniedrigte basale Feuerungsrate dopaminerger Neurone des Ventralen Teg-
mentums und die erniedrigte basale Dopaminausschiittung im Nucleus accumbens
wird mit erhohter inhibitorischer GABA-Ausschiittung und verminderter exzitato-
rischer Glutamatfreisetzung durch Interneurone in Verbindung gebracht. Letzteres
konnte durch verstdrkte prasynaptische Inhibition der exzitatorischen Glutamat-
freisetzung nach Aktivierung von GABA - und metabotropen Glutamatrezeptoren
(mGluR2/3) durch endogenes GABA induziert sein (Manzoni 1999).

Verdnderungen der mesolimbischen dopaminergen Transmission scheinen bei
weiterer Betrachtung abhidngig vom Modus der Substanzeinnahme bzw. der Ver-
abreichung zu sein. Dies betreffend wurde im Tierexperiment zunéichst eine chro-
nisch kontinuierliche von einer intermittierenden , d.h. in grofleren Zeitabstanden
erzwungenen Verabreichung von Morphin (s.c. Injektionen) unterschieden. Verstér-
kungen der in diesem Fall elektrisch evozierbaren Dopaminfreisetzung im mesolim-
bischen System traten nach dreiwdchigem Entzug nur nach der intermittierenden
Vorbehandlung auf (Tjon u.a. 1994). An anderer Stelle liefs sich der Effekt nach in-
termittierender Verabreichung nach bereits einer Entzugswoche beschreiben. Die
Sensitisierung mit erhohter Dopaminfreisetzung im Nucleus accumbens nach er-
neuter Morphingabe war dort nach einem Zeitraum von fiinf Wochen nicht mehr
nachweisbar (Ojanen 2003).

Andere trennen zwischen selbstbestimmter wiederholter Einnahme und periodi-
scher passiver Verabreichung. In einem entsprechenden Experiment zeigte sich in
beiden Gruppen der Anstieg der dopaminergen Transmission nach Selbstverabrei-
chung bzw. passiver Behandlung. Bereits ab dem zweiten Tag des Experimentes

kam es zu qualitativen Unterschieden. In der Gruppe, die die Selbstverabreichung
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1.3 Chronische Opiatwirkungen

erfahren bzw. erlernt hatte, ging den Selbstverabreichungen ein Anstieg des elek-
trochemisch gemessenen dopaminergen Signals voraus. Dieser Anstieg wurde als
Korrelat eines Erregungszustandes angesehen, das mit Antrieb, Anreiz oder Vor-
wegnahme zu vereinbaren sei (Kiyatkin u. a. 1993; Kiyatkin und Rebec 1997).

Einen erweiterten Ansatz verfolgt der Versuch, Auswirkungen einer freiwilligen
Langzeiteinnahme einer potentiell suchterzeugenden Substanz auf die dopaminer-
ge Transmission zu beschreiben. Eine solche langerfristige, d.h. viele Wochen dau-
ernde Selbstbestimmung des Konsums einer suchterzeugenden Substanz konnte
dabei als entscheidende Voraussetzung in der Atiologie der Sucht belegt werden
(Wolffgramm 1991; Wolffgramm und Heyne 1995a). Die striatale dopaminabhén-
gige Signaltransduktion alkoholstichtiger Versuchsratten zeigte in diesem Zusam-
menhang eine signifikante Reduktion der Dopamin D; /5-rezeptorstimulierten AC-
Aktivitat (May u. a. 1995).

In dem zugrunde liegenden substanziibergreifenden Modell (vgl. Heyne und
Woltfgramm 1998) wird Ratten zusitzlich zur Substanz (Alkohol, Opiat, Amphet-
amin) gleichzeitig reines Wasser angeboten und damit die Moglichkeit eines frei-
willigen, d.h. selbstbestimmten Konsums geschaffen. Die Entstehung einer Sucht
verlduft bei den selbstbestimmt konsumierenden Versuchsratten in charakteristi-
schen Phasen. Der Beginn der Einnahme ist regelméflig durch intraindividuell stark
schwankenden und nicht vorhersagbaren Konsum gekennzeichnet. Nach wenigen
Wochen wird diese Kennenlernphase von einem kontrollierten Konsum abgelost, in
dem die von Versuchstieren eingenommenen individuellen Dosen niedriger liegen
und jetzt auch stabil sind. Eine Vergillung der Substanzldsungen mit extrem aver-
siven Bitterstoffen fiihrt in dieser Phase zu Einschrankung des Konsums (Heyne
1996b).

Nach dieser mehrmonatigen Zeit kommt es im Fall der Opioide bei einem Teil der
freiwillig konsumierenden Tiere zu einem plétzlichen und steilen Anstieg der ein-
genommenen Dosen (Heyne 1996a). Zu diesem Zeitpunkt wird die Substanz entzo-
gen und die Tiere zu einer mehrmonatigen Abstinenzperiode gezwungen. Wird die
Losung im Anschluss an diese Zeit wiederum auf gleiche Weise zur Wahl gestellt
(Retest), zeigen diejenigen Tiere, die die Bedarfssteigerung nicht durchgemacht hat-
ten, wiederum hohe Einstiegsdosen. Dann allerdings reduzieren sie den Konsum
sehr schnell auf niedrige Dosen. Diejenigen Tiere, die dagegen einen Anstieg ge-
zeigt hatten, verblieben wahrend des gesamten Retest auf hohem Einnahmeniveau.
Bei ihnen hatten soziales Umfeld und der Zusatz von aversiven Geschmacksstoffen

keinen Finfluss auf den Konsum (Heyne 1996a).
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1 Einleitung

Diese als siichtig identifizierten Tiere zeigten den suchtspezifischen Kontrollver-
lust tiber die Einnahme, wie er z.B. durch die Einnahme trotz Bitterstoff reprasen-
tiert wird, und wiesen einen Reversibilitiatsverlust des Konsummusters noch nach
Zeitspannen auf, die einen Grofiteil ihres Lebens ausmachen. Versuchsratten, die
parallel zur Gruppe des selbstbestimmten Konsums ohne diese Wahlmoglichkeit

forciert behandelt worden waren, wurden nicht stichtig.

Neben den neurochemischen Verdnderungen wie der oben genannten verdnder-
ten dopaminergen Transmission miissen Lernvorginge in der Atiologie der Sucht
mitberticksichtigt werden, an deren Ende ein Suchtgediichtnis stehen konnte, das
nahezu unausloschlich scheint und zur Wiederholung des zwanghaft unkontrol-
lierten Suchtverhaltens fiihrt. Vorbedingung fiir diese Gedédchtnisbildung sind of-
fenbar zwei Lernprozesse, die zum einen die spezifische psychoaktive Wirkung
einer Substanz und zum anderen die Moglichkeit der gezielten Induktion dieser
Wirkung vermitteln. Nur der selbstbestimmte Konsum ermoglicht das Erlernen des
Substanzgebrauchs zur Induktion der psychotropen Wirkungen. Der erzwungene
Konsum, wie ihn die Ratten der forciert behandelten Gruppe erleben, bleibt pri-
mar an die Motivation Durst gekoppelt, die fiir die Ratten davon untrennbar mit
den psychotropen Wirkungen verkniipft ist. Da Suchtverhalten nur in der wahlen-
den Gruppe auftritt, muss davon ausgegangen werden, dass die Lernvorgéange des
kontrollierten freiwilligen Konsums Voraussetzung fiir die pathologischen Lernvor-
ginge der geschilderten Ubergangsphase sind, die als Lernen des Kontrollverlustes

gewertet werden konnten (Heyne u. a. 2000) (vgl. Robbins und Everitt 2002).

Im Tierexperiment zeigen sich neben der sensitisierten Dopaminausschiittung
auch Sensitisierungen fiir die motorisch stimulierenden Wirkungen der Opioide
nach Vorbehandlung (Acquas und Chiara 1992; Bartoletti u. a. 1983). Zugleich wer-
den Sensitisierungen in Platzpréaferenzkonditionierungen beobachtet, die haufig als
Tiermodell der Bewertung einer Substanz und ihrer verstarkenden Eigenschaften
eingesetzt werden (Contarino u. a. 1997). Opiatunerfahrene Ratten zeigen innerhalb
weniger Tage Priferenz fiir das Kompartiment, das mit einer Verabreichung assozi-
iert wurde. Eine Opiatvorbehandlung fiihrt zur Verstarkung dieser Verhaltensant-
wort in der Konditionierung. Dabei zeigen die opiaterfahrenen Tiere die Praferenz

signifikant frither und sprechen auf niedrigere Dosen an (Shippenberg u. a. 1996).

Derartige Sensitisierungen werden oft als Zunahme der verstirkenden und be-
lohnenden Eigenschaften einer suchterzeugenden Substanz interpretiert, die eine
zukiinftige Finnahme fordern und mit dem Ubergang vom kontrollierten in un-
kontrollierten Konsum in Beziehung stehen kénnten (vgl. Hunts und Lands 1992).
Sensitisierungen werden als ein von Einnahme zu Einnahme zunehmendes Miss-

brauchspotential einer Droge angesehen (vgl. Gaiardi u. a. 1991), deren Anziehungs-

14



1.4 Eigene Fragestellung

kraft sich so schrittweise vergrofiern konnte, bis eine Sucht daraus entstiinde. Da sie
tiber langere Zeitrdume persistieren konnen, werden Sensitisierungen mit Riickfal-
len nach Phasen der Abstinenz in Zusammenhang gebracht (Vries u.a. 1998). Das
so genannte Craving ist dabei ein iiberwiltigendes Verlangen nach der Droge, so-
bald es nach Abstinenzperioden zu einem erneuten Kontakt mit assoziierten Stimu-
li kime. Finige Autoren gehen davon aus, dass eine Drogeneinnahme in diesem Zu-
sammenhang schrittweise zur entscheidenden Alteration von Hirnregionen fiihrt,
die Verstarkung und Motivationsanreize vermitteln und die durch die Alteration
fiir Drogen und drogenassoziierte Stimuli tiberempfindlich gemacht, d.h. sensiti-
siert werden (Robinson und Berridge 2001, 1993). Sie betonen, dass es sich bei den
dopaminabhédngigen Hirnregionen um Schaltkreise handelt, die nicht die hedonis-
tischen psychologischen Aspekte einer Drogeneinnahme , sondern die Bedeutung
eines Anreizes oder Stimulus (incentive salience) fiir motiviertes Handeln vorge-
ben.

Abschlieflend sollen an dieser Stelle mogliche Folgen einer wiederholten Opiatga-
be zusammengefasst dargestellt werden. (a) Die langerfristige Gabe eines Opioids
kann zu transienten Entzugserscheinungen fithren. Verantwortlich dafiir wire die
Entwicklung einer physischen Abhdngigkeit vor allem durch neuroadaptive Vor-
gdnge im Bereich der G-Proteine und des AC/cAMP-Systems. Unklar ist, ob solche
Neuroadaptationen in jedem Fall voll reversibel sind oder einen lingeren Zeitraum
tiberdauern konnen, der vom akuten Entzug unterschieden werden kann. (b) Der
wiederholte selbstbestimmte Konsum eines Opioids kann sich unterscheidbar von
der passiven Aufnahme auf die dopaminerge Transmission im mesolimbischen Sys-
tem auswirken. (c) Der intermittierende Opioidkonsum kann persistierende Sensiti-
sierungen des lokomotorischen bzw. motivierten Verhaltens und der dopaminer-
gen Neurotransmission im mesolimbischen Systems hervorrufen.(d) Der selbstbe-
stimmte Konsum eines Opioids kann persistierend in psychischer Abhéangigkeit, d.h.

in eine Suchterkrankung miinden.

1.4 Eigene Fragestellung

In der vorliegenden tierexperimentellen Arbeit sollte gepriift werden, ob es pro-
trahierte neuroadaptive Veranderungen nach langerfristiger Opioideinnahme gibt,
ohne dass ein stichtiges Konsummuster vorlag. Damit diese Voraussetzung erfiillt
werden konnte, sollte mit nicht stichtigen Tieren gearbeitet werden. Ein zweiter
Aspekt des Experimentes war der Einfluss des Einnahmemodus auf eventuelle ad-
aptive Vorgéange. Verglichen werden sollten der selbstbestimmte und der erzwun-

gene Konsum.
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1 Einleitung

Die vorliegende Arbeit orientierte sich an dem beschriebenen Tiermodell zur
Suchtentstehung (Wolffgramm und Heyne 1995b). Im Modell der oralen Aufnah-
me werden Trinkflaschen mit einer oral resorbierbaren Opioidldsung befiillt und in
den Kifig der Versuchsratten gehdngt. Es unterscheidet zwischen freiwilliger und
erzwungener (forcierter) Substanzeinnahme. Die forciert behandelte Gruppe erhielt
ausschlieSlich Opioidlosung und nahm aus diesem Grund bei jeder Fliissigkeits-
aufnahme zwangsldaufig Opioid zu sich. Eine zweite Gruppe konnte zuséatzlich zur
Opioidlosung auch auf reines Leitungswasser zugreifen. Durch den Zusatz von
Essigsdure zur Opioidlosung sollten diese Tiere die Moglichkeit erhalten, die Lo-
sung geschmacklich bzw. am Geruch vom Leitungswasser zu unterscheiden und
damit tiber eine Wahlmoglichkeit verfiigen. Die substanzkonsumierenden Grup-
pen wurden durch eine Kontrollgruppe erganzt, die tiber die gesamte Versuchszeit
ausschliefilich Leitungswasser erhielt.

Alle Ratten der selbstbestimmt einnehmenden Gruppe sollten bei Beendigung
der Verabreichung ein kontrolliertes Konsumverhalten etabliert haben. Um diese
Bedingung erfiillen zu kénnen, wurde die aus den Vorversuchen bekannte Zeitcha-
rakteristik der Suchtentwicklung beachtet. Um kontrollierten Konsum gewdihrleis-
ten und Sucht auszuschliefien zu konnen, sollten die Tiere das Opioid dementspre-
chend mindestens fiinf Wochen hochstens aber 20 Wochen konsumieren kdnnen
(Heyne 1996a). Aus praktischen Griinden wurde ein Einnahmezeitraum von insge-

samt acht Wochen festgelegt.

Die Freiwilligkeit der Aufnahme war in den friither durchgefiihrten Experimenten
Vorbedingung fiir die Entstehung der Sucht; nur die Gruppe der selbstbestimm-
ten Einnahme zeigte Symptome des Kontrollverlustes und der Persistenz dieses
Merkmals tiber grofse Zeitraume (Wolffgramm und Heyne 1995a; Heyne und Wolff-
gramm 1998). Verglichen mit kontrolliert trinkenden Tieren offenbarte die Gruppe
dariiber hinaus signifikante und irreversible Anderungen der striatalen dopaminer-
gen Transmission (May u.a. 1995). Hier sollte untersucht werden, ob die Freiwil-
ligkeit der Einnahme zu neuroadaptiven Effekten fithren kdnnte, die im Gegensatz

dazu bereits vor Manifestation einer Sucht auftreten wiirden.

Neuroadaptive Vorgange nach chronischer Opioideinnahme kénnen Ausdruck
einer Toleranzentwicklung bzw. physischen Abhédngigkeit sein und sich transient
im akuten Entzug offenbaren. Dagegen sollte in der eigenen Arbeit auch gepriift
werden, ob es Effekte gibt, die einen transienten akuten Entzug tiberdauern. Um Er-
gebnisse von akuten Entzugserscheinungen unterscheiden zu konnen, sollten neu-
rochemische Untersuchungen nach chronischer Einnahme einerseits im Stadium
eines akuten Opioidentzugs vorgenommen und anderseits mit Untersuchungen
verglichen werden, die im zeitlich ausreichenden Abstand zur Phase des akuten
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1.4 Eigene Fragestellung

Entzugs durchgefiihrt wurden. Zu diesem Zweck wurde den Tieren der Opioid
konsumierenden Gruppen das Opioid nach der achtwochigen Bereitstellung entzo-
gen. Eine Hilfte der Tiere wurde nach zwei Tagen auf dem Hohepunkt des akuten
Entzugs (Heyne 1996a) getotet. Die andere Halfte bekam im Anschluss an den Ent-
zug der Losung Zugang zu reinem Wasser und wurde nach sechs Wochen getotet.
Ein Vergleich von neurochemischen Untersuchungen an Geweben der Gruppen im
akuten und protrahierten Entzug sollte es ermdoglichen, transiente und protrahierte

Effekte zu beschreiben und voneinander abzugrenzen.

Persistierende Sensitisierungen der dopaminergen Transmission im mesolimbi-
schen System wurden nach Injektionen beobachtet. Es wird davon ausgegangen,
dass die stressbehafteten Begleitumstinde der Verabreichung einer psychoaktiven
Substanz wie z.B. Nadelstiche mitentscheidend fiir Sensitisierungen sein konnten
(Crombag u.a. 1996). Durch die beschriebene nicht invasive orale Verabreichung
als Losung sollten derartige Einfliisse vermieden werden. Als Opioid wurde Etoni-
tazen (ETZ) verwendet, das als selektiver y-Rezeptoragonist (Dhawan u. a. 1996) ei-
ne im Vergleich zu Morphin 1000fach starkere Potenz besitzt (Sala u. a. 1992; Zernig
u.a. 1995) und unter Vermittlung von Essigsdure gut in Wasser 16sbar und enteral
resorbierbar ist.

Bei der Untersuchung evtl. neuroadaptiver Vorgdnge nach langerfristiger selbst-
bestimmter bzw. forcierter Aufnahme eines Opioids interessierten primarer Wirkort
der Opioidanalgetika (1-Opioidrezeptor), die transmembrandre bzw. intrazellulé-
re Signaliibertragung (G-Proteine,AC/cAMP) und Bestandteile der dopaminergen
Transmission in Hirnarealen, die mit den verstarkenden bzw. motivationellen Wir-
kungen der Opioide in Verbindung gebracht werden. Zur Charakterisierung des
u-Opioidrezeptors und der gekoppelten G-Proteine wurden standardisierte Hirn-
schnitte durchgefiihrt, die Anteile des an Bindungsstellen reichen Kortex isolie-
ren sollten. Die Sektion des Mittelhirns schloss sich an, um u.a. das ventrale Teg-
mentum mit untersuchen zu kénnen. Zur Beschreibung der dopaminabhédngigen
Transmission wurde ein Projektionsareal des mesolimbischen Systems prapariert,
das insbesondere den Nucleus accumbens umfassen sollte. Es wurden Rezeptorbin-
dungsstudien am u-Rezeptor durchgefiihrt, um Aufschluss iiber evtl. verdnderte
Bindungsdichte und Affinitdt des Rezeptors fiir den verwendeten Liganden zu er-
halten. Bei Betrachtung der nachgeschalteten Station sollten quantitative und quali-
tative Aspekte einer moglicherweise verdnderten Koppelung von p-Opioidrezeptor
und G-Proteinen beachtet werden. Zur Beschreibung neuroadaptiver Vorgange in
der dopaminabhingigen Signaliibertragung wurden Bindungsstudien am Dopa-
min D; /5-Rezeptor durchgefiihrt, um auch hier Aussagen iiber Rezeptorzahl und

Affinitdt zum verwendeten Liganden treffen zu konnen. Mit Hilfe der Messung des
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1 Einleitung

cAMP-Umsatzes nach indirekter und direkter Stimulation bzw. Inhibition der Ade-
nylatzyklase sollten dann potentielle Verdanderungen der AC-Aktivitiat bzw. der Si-
gnaltransduktion zum Enzym hin aufgedeckt werden. Da die transmembranére Si-
gnaltransduktion nacheinander geschaltet vom Rezeptor {iber G-Proteine zur Ade-
nylatzyklase verlduft, kann eine Beeinflussung der Enzymaktivitdt auf jeder die-
ser drei Stufen erfolgen. Eventuelle adaptive Verdnderungen der einzelnen Kompo-
nenten dieser Signalkaskade einschliefilich der AC selbst konnten sich so auf den
Substratumsatz des Enzyms auswirken und sollten durch Messung nach gezielter
Aktivierung bzw. Inhibition einzelner Stationen der Signaliibertragung offen gelegt
werden.

Zusammenfassend sollten in der vorliegenden Arbeit neuroadaptive Vorgiange
nach chronischer Opioidvorbehandlung nachgewiesen werden. Hier galt das Inter-
esse zum einen hypothetischen Verdnderungen, die einen transienten akuten Ent-
zug liberdauern wiirden. Zum anderen ging es dabei um einen eventuellen Ein-
fluss der Selbstbestimmung des (kontrollierten) Konsums gegeniiber einer erzwun-
genen Substanzeinnahme. Aus diesem Grunde wurden in einem achtwochigen Eto-
nitazentrinkversuch erzwungene Einnahme und freie Wahl der Substanzeinnahme
etabliert. Die Totung der Tiere erfolgte im akuten bzw. im protrahierten Entzug. Da-
nach schlossen sich neurochemische Untersuchungen an. Es wurde davon ausge-
gangen, dass Bindungsdichte und Bindungsaffinitat des p-Opioid- bzw. des Dopa-
min D, /5-Rezeptors, G-Proteinanzahl, G-Proteinkoppelung und Aktivitat der Ade-
nylatzyklase verdndert sein konnten. Die Untersuchung erfolgte einerseits in Hir-
narealen mit hoher p-Rezeptorbindungsdichte. Andererseits wurden Teile des me-
solimbischen Systems erfasst, weil von Adaptationen der dopaminergen Transmis-
sion in einem Schaltkreis ausgegangen wurde, der substanziibergreifende Bedeu-
tung besitzt (vgl. May u.a. 1995). Eine Veroffentlichung von Teilergebnissen der
vorliegenden Arbeit erfolgte mit Genehmigung der Humboldt Universitit Berlin
(May u. a. 1998, 1999).
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2 Material und Methoden

2.1 Tiere und Haltungsbedingungen

72 mannliche Wistar-Ratten, die bei Lieferung 100-120 g wogen und ca. sechs Wo-
chen alt waren, wurden als Versuchstiere verwendet (Ziichter: Bundesinstitut fiir
gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin, Berlin.) Nach Ankunft
in den Versuchsrdaumen wurden die Ratten zur Akklimatisierung fiir vier Wochen
in Gruppen mit jeweils vier Tieren in Makrolon-Kéfigen (595 x 380 x 200mm) ge-
halten. Im Anschluss an die vierwochige Akklimatisation wurden die Tiere auf
Makrolon-Einzelkafige (425 x 266 x 155mm) verteilt und zunéchst weitere vier Wo-
chen ausschlieSlich mit Wasser und Futter (Altromin 1324-Standard-Futter, in ei-
ner Vertiefung des Kéfigdeckels) versorgt. Zweimal wochentlich erfolgte die Um-
setzung der Tiere in saubere Kafige mit frischer Streu und die Bestimmung des
Korpergewichts, Futter- und Fliissigkeitsverbrauchs. Dazu wurden die Tiere ein-
zeln auf eine Standardwaage gesetzt und das aktuelle Korpergewicht in Gramm
gemessen. Zusitzlich wurden Trinkflaschen und unverbrauchtes Futter gewogen.
Der Hliissigkeits- und Futterverbrauch (jeweils in Gramm) wurde anschliefSend aus
der Gewichtsdifferenz der Flaschen und des Futters zum vorangegangenen Mess-
tag berechnet. Alle drei Parameter wurden auf einem Standard-PC in ein Verrech-
nungssystem eingegeben. Wiahrend der gesamten Versuchszeit betrug die Durch-
schnittstemperatur 22 °C bei 50 % Luftfeuchtigkeit. Die Tiere waren einem 12/12 h
Hell-Dunkel-Rhythmus ausgesetzt, dessen Dunkelphase um 16:00 Uhr begann und
um 4:00 Uhr endete. Bis zum Beginn des Etonitazentrinkversuchs war Wasser fiir

alle Tiere ad libitum verfiigbar.

2.2 Etonitazentrinkversuch.

Fiir den eigentlichen achtwochigen Etonitazentrinkversuch wurden die 72 Ratten
nach vierwochiger Haltung in Finzelkdfigen randomisiert auf drei aus jeweils 24
Tieren bestehende Versuchsgruppen verteilt. Alle Ratten verblieben fiir den gesam-
ten Versuch in Einzelhaltung, damit in jeder Phase des Experimentes Individual-
werte des Fliissigkeits- und Futterverbrauchs und der eingenommenen Etonitazen-

dosis bestimmt werden konnten.
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2 Material und Methoden

Die erste Gruppe erhielt Zugang zu drei mit Etonitazenlosungen (0.5, 1 und 2
mg /1) gefiillten Trinkflaschen und einer zusatzlichen mit Leitungswasser gefiillten
Trinkflasche. Diese Gruppe konnte somit zwischen Wasser und Etonitazen wihlen
(Wahl-Gruppe). Die zweite Gruppe erhielt eine einzelne mit Etonitazenlosung (0.5
mg/1) gefiillte Trinkflasche. Diese forciert behandelten Tiere mussten ihren Fliissig-
keitsbedarf aus der Etonitazenlosung decken (Forcierte Gruppe). Die Kontrollgrup-
pe bekam ausschliefilich Leitungswasser. Um eine Loslichkeit und Haltbarkeit der
Substanz Etonitazen zu erreichen, beinhalteten alle drei Losungen proportional zu
den Etonitazenkonzentrationen Essigsdure in drei verschiedenen Konzentrationen
(0.125, 0.25 und 0.5 ml/1). Die unterschiedlichen Essigsdurekonzentrationen sollten
dariiber hinaus den Tieren die Differenzierung der einzelnen Etonitazenkonzentra-
tionen bzw. zum reinen Leitungswasser anhand des Geschmacks und des Geruchs
ermoglichen (Heyne 1996a). Die Losungen wurden alle zwei Wochen vollstandig
durch frische Losung ersetzt. In der Zwischenzeit verbrauchte Fliissigkeit wurde
durch die entsprechende Losung aufgefiillt, von der ein Vorrat bei 4 °C gelagert
wurde. Da bei jedem Losungswechsel die Position der Flaschen im Rotationsver-
fahren verandert wurde, waren fiir die Tiere neben der psychotropen Wirkung Ge-
schmack und Geruch der Essigsdure die einzigen Moglichkeiten, die Flaschen und
damit die einzelnen Konzentrationen zu identifizieren.

Korpergewicht, Futter- und Fliissigkeitsverbrauch wurden auf die oben beschrie-
bene Weise bestimmt. Aus dem entsprechenden Verbrauch aus den Flaschen mit
Etonitazen konnte der Opioidverbrauch der einzelnen Tiere berechnet werden. Die
Versuchsratten beider etonitazenkonsumierenden Gruppen (Wahl und Forciert) er-
hielten die Losungen tiiber einen Zeitraum von acht Wochen. Die Kontrollgruppe
erhielt wahrend dieser Zeit Leitungswasser. Im Anschluss an die Bereitstellung
der Etonitazenlosungen wurde das Opioid entzogen. Jeweils eine Hailfte aller drei
Gruppen (jeweils n = 12) wurde im Anschluss nach einem zwei Tage dauernden
spontanen Entzug getotet und wird im Folgenden als akute Gruppe bezeichnet. Die
andere Hilfte bekam im Anschluss an den Trinkversuch {iiber einen Zeitraum von
sechs Wochen ausschliefdlich Wasser als Trinkfliissigkeit und wurde erst nach dieser
Abstinenzperiode getotet. Die Tiere dieser hier als protrahiert bezeichneten Grup-
pe verblieben bis zur Tétung in Einzelhaltung. Individuelle Kérpergewichte sowie
Wasser- und Futterverbrauch wurden auch wahrend der sechswochigen Abstinenz-

periode weiterhin aufgezeichnet.

2.2.1 Praparation

Die Totung der Ratten erfolgte in der Dunkelphase zwischen 18:00 und 20:00 Uhr

durch Dekapitation bei schwachem Rotlicht. Unmittelbar danach schlossen sich die
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Dissektion des Hirns und die Praparation der einzelnen Hirnabschnitte an (Glowin-
ski und Iversen 1966). Zunidchst wurde das Rhombencephalon durch transversalen
Schnitt vom Rest des Hirns getrennt. Anschlieflend wurde ein transversaler Schnitt
in Hohe des Chiasma opticum und vorderer Kommissur vorgenommen, der das
Cerebrum in Halften teilte. Der vordere Abschnitt beinhaltete Grofshirnrinde und
ventrale Anteile des limbischen Systems bzw. des Striatums, die vorsichtig vom
Kortex separiert wurden. Der hintere Abschnitt wurde weiter aufgeteilt, indem das
Mittelhirn vom Kortex getrennt wurde. Der hier verwendete Terminus frontaler Kor-
tex bezeichnet dabei den frontalen Teil der Grofshirnrinde (nach dem initialen trans-
versalen Schnitt auf Hohe des Chiasma opticum); der Terminus parietaler Kortex die
restliche Grofshirnrinde; der Terminus Mittelhirn umfasste Mittelhirn, den Thala-
mus, subthalamische Abschnitte und den Hypothalamus. Der hier als limbisches Vor-
derhirn bezeichnete Abschnitt beinhaltete ventrales Striatum (Nucleus accumbens,
Tuberculum olfactorium). Das praparierte Gewebe wurde in fliissigem Stickstoff
eingefroren und danach bis zur Verwendung bei - 80 °C gelagert.

2.3 Neurochemische Untersuchungen

Pharmaka treffen in biologischen Systemen u.a. auf transmembranér gelegene fiir
diese Pharmaka spezifische Erkennungsstellen. Die Bindung an eine solche als Rezep-
tor bezeichnete Stelle kann durch transmembranédre und intrazelluldre Signaliiber-
tragung zu biologischen Antworten der betroffenen Zelle fithren. Die pharmakolo-
gische in vitro Untersuchung von Rezeptoren benutzt synthetisierte Liganden, die
mit hoher Spezifitit an diese Strukturen binden. Diese Liganden gehen mit den Re-
zeptoren Bindungen ein, die als reversible bimolekulare Reaktionen unter Gleichge-
wichtsbedingungen nach dem Massenwirkungsgesetz ablaufen (Hrdina 1986). Die
Liganden konnen zum einen intrinsische, d.h. agonistische Wirkung entfalten, in-
dem sie eine biologische Antwort erzeugen. Zum anderen konnen sie als Antago-
nisten spezifisch und reversibel binden ohne eine Signaliibermittlung ins Innere der
Zelle auszuldsen.

Rezeptorbindungsstudien gehen von der Annahme aus, dass ein Gewebe eine
endliche Anzahl spezifischer Rezeptoren besitzt, die durch steigende Konzentratio-
nen eines agonistischen oder antagonistischen Liganden abgesittigt werden kon-
nen. Die Zugabe eines zweiten an diese Stelle spezifisch bindenden Molekiils fiihrt
dabei zur kompetitiven Verdringung des Liganden von dieser Bindungsstelle. Ra-
dioaktiv markierte Liganden werden verwendet, um Aussagen iiber die Bindungs-
dichte des Rezeptors in einem Gewebe treffen zu konnen. Durch Bestimmung der

Dissoziationskonstante unter Gleichgewichtsbedingungen soll die Affinitdt des Re-
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zeptors fiir den Liganden bestimmt werden. Die spezifisch an das Gewebe gebun-
denen radioaktiven Liganden miissen dazu allerdings vom ungebundenen radio-
aktiven Liganden getrennt werden. Inkubierte Membran-Liganden-Losungen wer-
den deshalb zunéchst iiber Systeme filtriert, die in der Lage sind die (markierten
oder nicht markierten) Membranpartikel zuriickzuhalten und nicht gebundenen
Liganden passieren zu lassen. Da der Ligand zu einem gewissen Grad auch un-
spezifisch an Gewebsbestandteile, Filteroberfldchen etc. bindet, muss dartiber hin-
aus diese unspezifische Bindung bestimmt werden. Dazu werden zunéchst in ge-
sonderten Gewebeproben alle Bindungsstellen durch hohe Konzentrationen eines
spezifischen Antagonisten/Agonisten abgesittigt und dann mit radioaktivem Li-
ganden versetzt. In einer zweiten Probe wird die Gesamtbindung ermittelt, indem
einer Gewebeprobe radioaktiver Ligand beigefiigt wird. Die unspezifische Bindung
ergibt sich aus der Subtraktion der Bindung nach Sattigung aller Bindungsstellen
durch einen zweiten Agonisten/Antagonisten von der Gesamtbindung. Die unspe-
zifische Bindung muss im Folgenden von der ermittelten Bindung jeder Probe ab-

gezogen werden.

Zur Charakterisierung eines Rezeptors konnen u.a. Gewebehomogenate verwen-
det werden. Diesen kann ein radioaktiv markierter Ligand unter Bedingungen hin-
zugefiigt werden, die den in situ Bedingungen moglichst nahe kommen (pH-Wert,
Temperatur etc.) und so den hochsten Grad an spezifischer Bindung erlauben. Die
Messung der Bindung erfolgte hier durch Fliissigkeitsszintillationszahlung (Wood
u.a. 1993). Die Impulse pro Minute (counts per minutes; cpm) konnten unter Be-
riicksichtigung der Zdhlausbeute, d.h. nach Korrektur durch Quenchkurven, als
Zerfall pro Minute (decay per minute; dpm) berechnet werden. Die ermittelte spe-
zifische Bindung (dpm) wird im Folgenden nach kinetischen Gesichtspunkten ana-
lysiert, um maximale Bindungsdichte (Bj;y) und Dissoziationskonstante (K;) be-
stimmen zu konnen. Dazu kénnen die Bindungsdaten in Sattigungskurven tibertra-
gen werden oder in so genannten linearen Scatchard-Plots mit Hilfe der Scatchard-
Gleichung (Scatchard 1949) analysiert werden.

B Buux—B

F Ky

In den Sattigungskurven werden spez. Bindung (dpm) und entsprechend einge-
setzte Liganden-Konzentration gegeneinander aufgetragen. Fiir die Darstellung in
Scatchard-Plots miissen die Bindungsdaten transformiert werden, damit die Kon-
zentration des gebundenen Liganden (B) in fmol/mg Protein gegen den Quotienten
von gebundenem und freiem Liganden (B/F) aufgetragen werden kann. Hier kann

die max. Bindungsdichte am Schnittpunkt der Gerade mit der X-Achse abgelesen
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werden (Hrdina 1986).

In den Enzymassays zur Bestimmung der Aktivitdt der Adenylatzyklase unter
inhibierten bzw. stimulierten Bedingungen musste der Substratumsatz gemessen
werden. Dazu wird radioaktiv markiertes Substrat eingesetzt und das radioaktive
Produkt der enzymatischen Reaktion im Anschluss isoliert. Die Menge des gebilde-
ten Produktes wird mit Hilfe der Fliissigkeitsszintillationszdhlung gemessen. Die
verwendete Methode macht sich in diesem Fall die Eigenschaft des hochenergeti-
schen B-Strahlers 32P zunutze, Licht-Emissionen (Wellenldnge zw. 300 - 700 nm)
als Cerenkov-Strahlung in Wasser hervorrufen zu konnen. Cerenkov-Strahlung ent-
steht, wenn sich ein geladenes Teilchen durch ein lichtdurchldssiges Medium wie
z.B. Wasser mit einer hoheren Geschwindigkeit als der Phasengeschwindigkeit des
Lichtes in dem betreffenden Medium bewegt (Johnson und Walseth 1979).

Um Verdanderungen auf Ebene der u-Opioidrezeptoren beschreiben zu konnen,
wurden Rezeptorbindungsstudien mit dem selektiven u-Agonisten [PHIDAMGO
im frontalen Kortex, im parietalen Kortex und im Mittelhirn durchgefiihrt. Dadurch
sollten einerseits Areale mit zu erwartender hoher Bindungsdichte erfasst werden
und andererseits Anteile mit einbezogen werden, die an den verstiarkenden Eigen-
schaften der Opioide beteiligt sind.

G-Proteine konnen einerseits als Rezeptoren fiir Guanosinphosphate aufgefasst
werden. Deshalb wurden im parietalen Kortex Bindungsstudien mit dem Liganden
[°S]GTP+S durchgefiihrt. Andererseits konnen sie als Enzym angesehen werden,
weil sie nach Aktivierung durch den p-Rezeptor den Austausch von GDP gegen
GTP und die Hydrolyse von GTP zu GDP katalysieren. Die Bindungsdaten der G-
Proteine wurden deshalb als Konzentrations-Wirkungskurven analysiert, um dem
Enzymcharakter der G-Proteine Rechnung zu tragen. Es ergaben sich ECs (Konzen-
tration mit halbmaximaler Wirkung in nmol/l) und E;;x (maximale Wirksamkeit
in fmol/mg Protein). Damit die Stimulierbarkeit der [35S]GTP’yS-Bindung durch
Aktivierung des Opioidrezeptors gemessen werden konnte, sollten die Bindungs-
studien zusatzlich in Anwesenheit eines Opioids durchgefiihrt werden. Um opti-
male Bedingungen fiir die Stimulation des Austausches zu erreichen, mussten Un-
gleichgewichtsbedingungen durch Zugabe von GDP im Uberschuss gewéhlt wer-
den (Traynor und Nahorski 1995).

Adaptationen der dopaminergen Transmission wurden im limbischen Vorderhirn
(u.a. Nucleus accumbens) untersucht, das ein Projektionsareal des Ventralen Teg-
mentums darstellt. Dazu wurde die Dopamin D; /5-Rezeptorbindung mit Hilfe des
Liganden [PH]SCH23390 bestimmt. Aulerdem wurde sowohl die Stimulierbarkeit
der Adenylatzyklase iiber D, /5-Rezeptoren, Gg /oj¢-Proteine (Zhuang u. a. 2000) und
den direkten Aktivator Forskolin als auch die Inhibierbarkeit der Adenylatzykla-
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se liber Gj/,-Proteine untersucht. Die Inhibierbarkeit der Adenylatzyklaseaktivitat
lasst sich deutlicher messen, wenn das Enzym zunédchst durch Forskolin direkt sti-
muliert wird (Schultz und Jakobs 1986).

2.3.1 Gewebsaufbereitung
Homogenate fiir Bindung an y-Rezeptor und G-Proteine

Vor Durchfithrung der neurochemischen Untersuchungen erfolgte die Aufarbei-
tung des eingefrorenen Gewebes getrennt nach einzelnen Tieren und préapariertem
Hirnabschnitt im Kiihlraum bei 4 °C. Sie bestand aus mehreren Homogenisations-
und Inkubationsschritten.

Losung:
1. Pufferlosung: Tris-HCl (50 mmol/1, pH 7.4 bei 21 °C Raumtemperatur).
Arbeitsschritte:

I. Die Regionen frontaler Kortex, Mittelhirn und parietaler Kortex wurden in 10
ml Pufferlosung in Glas-Teflon-Homogenisatoren bei 1.000 Umdrehungen pro
Minute (UpM) mit 10 Hiiben homogenisiert und anschliefiend fiir 10 Minuten
bei 40.000 g zentrifugiert.

I. Der Uberstand wurde verworfen. Die Pellets wurden in 10 ml Pufferlosung

mit fiinf Hiiben rehomogenisiert.

III. Je 1 ml der Homogenate des parietalen Kortex wurden als Aliquots fiir die
[*°S]GTPvS-Bindungsstudien abgefiillt und bis zu den Tests bei - 80 °C ge-
lagert.

IV. Die restlichen Homogenate fiir die p-Rezeptorbindung wurden fiir 30 Minu-
ten bei 35 °C im Schiittelwasserbad zur Dissoziation und zum Abbau endoge-
ner Opioide inkubiert und im Anschluss erneut fiir 10 Minuten bei 40.000 g

zentrifugiert.

V. Die Pellets aus frontalem Kortex oder Mittelhirn wurden in 3.3 ml, die Pellets
aus parietalem Kortex in 5.7 ml Puffer rehomogenisiert und bis zur Verwen-
dung bei - 80 °C gelagert.

Homogenate fiir die Dopamin D, /5-Bindung u. Adenylatzyklaseassays

Die Aufbereitung des eingefrorenen Gewebes des limbischen Vorderhirns fiir die
Dj /5-Rezeptorbindung und die Adenylatzyklaseassays erfolgte fiir jedes Tier ge-
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sondert bei 4 °C und bestand aus mehreren Homogenisations- und Inkubations-

schritten. Fiir die einzelnen Arbeitsschritte wurden verschiedene Losungen verwen-

det. Magnesiumchlorid wurde eingesetzt, weil es zur enzymatischen Substratum-

setzung von der Adenylatzyklase benotigt wird (Schultz und Jakobs 1986). Pargylin

ist ein Monoaminoxidase-Hemmstoff, der den Abbau des in den Bindungsstudien
verwendeten Dopamins unterbinden sollte (May 1992). EGTA wird als Chelatbild-
ner eingesetzt, um Kalzium zu binden, und so eine Aktivierung der AC durch Kal-

zium zu verhindern (vgl. Schultz und Jakobs 1986).

Losungen:

1.

2.

3.

4.

Losung I: EGTA (1 mmol/l) in Tris-HCl-Puffer (10 mmol/1, pH 7.4 bei 21 °C
Raumtemperatur)

Losung II: EGTA (1 mmol/1), MgCl, (4 mmol/1) in Tris-HCl-Puffer bei 21 °C
Raumtemperatur
(10 mmol/1, pH 7.4)

Losung III: EGTA (1 mmol/l) in Tris-HCI-Puffer (50 mmol/1, pH 7.4. bei 21 °C

Raumtemperatur)

Losung IV: MgCl, (4 mmol/l1), Pargylin (10 gmol/1) in Tris-HCl-Puffer
(50 mmol/1, pH 7.4 bei 21 °C Raumtemperatur)

Arbeitsschritte:

L.

IL.

I1I.

IV.

VL

Nach dem Auftauen wurde das Gewebe zunidchst in 10 ml Losung I mit 10
Hiiben eines Glass-Teflon-Homogenisators bei 1000 UpM homogenisiert und
fiir 10 Minuten bei 40.000 g zentrifugiert.

Die Pellets wurden in 10 ml Losung II mit 5 Hiiben rehomogenisiert.

1 ml Homogenate fiir die Untersuchungen der Inhibition der Adenylatzyklase

wurden in Eppendorfgefédfse umgefiillt und bei - 80 °C gelagert.

Die tibrigen Homogenate wurden fiir 15 Minuten bei 37 °C im Schiittelwasser-
bad zum Abbau von endogenen Monoaminen und GTP inkubiert und in 1 ml-
Aliquots (Stimulation der AC) und 8 ml-Aliquots ([*H]SCH23390-Bindung)
aufgeteilt.

Alle Homogenate (1 ml und 8 ml) wurden anschliefsend erneut fiir 10 Minuten
bei 40.000 g zentrifugiert.

Die Pellets fiir die Stimulation der AC wurden in 1 ml Losung III mit 5 Hiiben

rehomogenisiert und bei - 80 °C bis zur Verwendung gelagert.
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VIIL. Die Pellets fiir die [ H]SCH23390-Bindungsstudien wurden in 5.7 ml Pufferlo-
sung IV rehomogenisiert, anschliefSend tiber 10 Minuten bei 37 °C im beweg-

ten Schiittelwasserbad inkubiert und bei - 80 °C gelagert.

2.3.2 Proteinbestimmung

Die als Absolutwerte gemessenen Bindungsdaten und Substratumsétze in den ein-
zelnen Proben werden erst dann aussagekréftig, wenn sie auf den tatsachlichen Pro-
teingehalt einer Probe bezogen werden kénnen. Nur so konnen Tiere und Gruppen
miteinander verglichen werden. Aus diesem Grunde erfolgte die Bestimmung des
Proteingehalts der Gewebshomogenate einzelner Tiere durch den BIORAD® Mi-
kroproteinassay nach Bradford (Bradford 1976). Dazu muss eine Eichgerade herge-
stellt werden, die als Referenz fiir den Proteingehalt der Gewebshomogenate dient.
Es werden definierte Mengen einer Proteinldsung mit einer definierten Menge ei-
ner farbenden Substanz (BIORAD®) versetzt, die an das Protein bindet und die
Lichtabsorption der Losung proportional zur gebundenen Menge verdndert. Die
Lichtabsorption der einzelnen Losungen wird im Photometer gemessen und als
Eichgerade aufgetragen. Anschlieffend werden die verwendeten Gewebshomoge-
nate einzelner Tiere mit der gleichen Menge an Farbelosung angereichert und die
Lichtabsorption der Proben bei identischer Wellenldnge im Photometer gemessen.
Die Bestimmung des tatsachlichen Proteingehalts der Proben erfolgt nun durch Ver-
gleich mit der Eichgerade.

Losungen:

1. Rinderserumalbumin (RSA): 2 mg RSA in 20 ml H,O gel6st, entspricht 1 ug
RSA in 10 u1 HO.

2. BIORAD®-Reagenz
Erstellung der Eichgerade:

I. Sieben verschiedene Volumina der RSA-Lésung (10- 120 ul) wurden in Kiivet-
ten pipettiert (Triplikate) und mit H,O auf 800 pul aufgefiillt. In drei weitere
Kiivetten wurden 800 ul HyO pipettiert (Leerwert-Probe).

II. In alle 24 Proben (1 ml) wurden 200 ul BIORAD® Reagenz pipettiert. Der
Inhalt wurde durchmischt (Vortex) und in Kiivetten transferiert.

III. Die Absorption der farbigen RSA Proben wurden innerhalb eines Zeitraumes
von 5 Minuten bis 1 Stunde ab dem Zeitpunkt der Zugabe der BIORAD® Rea-
genz im Photometer bei 595 nm gegen einen Leerwert gemessen. Die Werte

wurden anschliefsend als Standardkurve aufgetragen.
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Proteingehalt der Homogenate:

I. Die Homogenate wurden 10 Sekunden lang mit Ultraschall behandelt (Son-
nifier), um die Membranpartikel zu zerkleinern und somit besser pipettie-
ren und photometrieren zu konnen. Die Proben aus Homogenaten des fron-
talen Kortex, des Mittelhirns und des parietalen Kortex (DAMGO- und GTP+S-
Bindung) wurden dann mit HyO (Verhéltnis 1:10) verdiinnt. Die Proben aus
Homogenaten des limbischen Vorderhirns (*H]SCH23390-Bindung und Ade-
nylatzyklaseassays) blieben unverdiinnt.

II. Pro Homogenat wurden zwei verschiedene Volumina (jeweils in Duplikaten)
in Kiivetten pipettiert und mit H,O auf 800 ul aufgefiillt. Die Proben aus fronta-
lem Kortex und Mittelhirn enthielten jeweils 30 und 60 pl, die Proben des parie-
talen Kortex 10 und 20 ul und die Proben des limbischen Vorderhirns 10 und 15 ul
(Adenylatzyklaseassays) bzw. 15 und 30 yul ([3H]SCH23390-Bindungsstudien)
Homogenat.

III. Zu allen Proben wurden 200 u1 BIORAD®-Reagenz pipettiert.

IV. Die Absorption der farbigen Proben wurde innerhalb eines Zeitraumes von 5
Minuten bis 1 Stunde ab dem Zeitpunkt der Zugabe der BIORAD®-Reagenz
im Photometer bei 595 nm gemessen.

V. Der Proteingehalt der Proben in ug wurde mit Hilfe der Eichgerade relativ
zum RSA Proteingehalt bestimmt.

2.3.3 [°’H]IDAMGO-Bindung

Es wurde von der Hypothese ausgegangen, dass die Einwirkung des u-Agonisten
zur numerischen Verdnderung des primadren Wirkortes im Sinne einer Rezeptor-
downregulation fithren konnte. Gleichzeitig wurde eine Alteration durch Entkop-
pelung von Rezeptor zu G-Protein fiir moglich gehalten. Zur Charakterisierung
des p-Opioidrezeptors sollten die Bindungseigenschaften des hochselektiven Ago-
nisten [*H]DAMGO an Homogenaten des frontalen Kortex, des Mittelhirns (Hypo-
thalamus beinhaltend) und des parietalen Kortex einzelner Tiere untersucht werden.
Zur Bestimmung der maximalen Bindungsdichte (B;;4x) und der Dissoziationskon-
stante (K;) wurden die Rezeptorbindungsstudien als homologe Verdrangungsexpe-
rimente durchgefiihrt (Swillens u. a. 1995): d.h. in allen Testrohrchen lag die gleiche
Konzentration des radioaktiv markierten Liganden [PHIDAMGO vor, die mit auf-
steigenden Konzentrationen unmarkierten DAMGOs verdrangt wurde. Die Expe-

rimente mit Homogenaten des parietalen Kortex wurden zusatzlich in parallel dazu
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verlaufenden Testreihen unter Zugabe einer fixen im Bereich des ECsj liegenden
Konzentration von GTP+S durchgefiihrt. Das nicht hydrolysierbare GTP-Analogon
bindet an die a-Untereinheiten von G-Proteinen und fiihrt zur Abkopplung der G-
Proteinuntereinheiten vom Rezeptor. Die Zugabe von GTP+S bewirkt dabei einen
Ubergang des p-Opioidrezeptors von einem hochaffinen (an das G-Protein gekop-
pelten) in einen niederaffinen (vom G-Protein entkoppelten) Zustand, messbar an
einer Erhohung der Dissoziationskonstanten K; (Werling u. a. 1988; Ofri u. a. 1992).
Eventuelle Unterschiede in der Erhohung des K;-Wertes konnten dabei auf eine ver-
dnderte Effizienz des Nukleotides auf die Entkoppelung des G-Proteins vom Rezep-
tor hinweisen. Zur Errechnung der spezifischen Bindung des Liganden wurde par-
allel die unspezifische Bindung (10 - 20 % der Gesamtbindung) durch Zugabe des -
Opioidrezeptorantagonisten Naloxon bestimmt und von der Gesamtbindung (Bin-
dung ohne Naloxon) subtrahiert. Diese spezifischen Bindungswerte wurden nach
weiterer Umrechnung mit der jeweiligen spezifischen Aktivitit des [PHIDAMGO
(nach Zugabe von unmarkiertem DAMGO) und der eingesetzten Proteinmenge
nach der Methode der kleinsten Quadrate in Siattigungskurven transferiert. In Sat-
tigungsanalysen (one-site saturation) wurden die B4y~ (fmol/mg Protein) und die
K -Werte (nmol /1) errechnet.

Losungen:
1. Pufferlosung: Tris-HCl (50 mmol/1, pH 7.4 bei 21 °C Raumtemperatur)
2. Naloxon (3 mmol/I)
3. DAMGO (15 - 480 nmol/1)
4. [FH]DAMGO (9 nmol/1)
5. GTP~S (15 ymol/I)
Arbeitsschritte Bindungsstudien im frontalen Kortex und Mittelhirn :

I. Pro Testtag wurden sechs Gewebshomogenate einer Hirnregion von Tieren
aller sechs Gruppen (Wahl akut/protrahiert, Forciert akut/protrahiert, Kontrolle
akut/protrahiert) verwendet und unmittelbar vor den Tests aufgetaut.

II. Es wurden jeweils 24 Testrohrchen pro Homogenat verwendet, in die 2.6 ml
Pufferlosung pipettiert wurden.

III. Fiir die Ansdtze der Gesamtbindung (Triplikate) wurden in Réhrchen 1 - 3
weitere 100 yl Pufferlosung pipettiert.
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IV.

VL

VIL

VIIL

IX.

XL

2.3 Neurochemische Untersuchungen

Fiir die Ansatze der unspezifischen Bindung (Triplikate) wurden in Rohrchen
4 - 6je 100 ul Naloxon-Losung (100 #mol/1 im (Gesamt)ansatz, im Folgenden
mit i.A. abgekiirzt) pipettiert.

Den Ansatzen 7 - 24 (Triplikate) wurden in absteigender Reihenfolge 6 Kon-
zentrationen unmarkierten DAMGOs (16 - 0.5 nmol/1i.A.) hinzugeftigt.

In alle Ansédtze wurde 100 ul Homogenat (179 + 5 ug Protein aus frontalem
Kortex, 159 & 7 ug Protein aus dem Mittelhirn) pipettiert.

In alle 24 Ansitze wurden je 100 ul der PHIDAMGO-Losung pipettiert (0.3
nmol/1i.A.).

Alle Ansétze (3 ml) wurden bei 22 °C fiir 60 Minuten im Schiittelwasserbad

inkubiert.

Anschlieffend wurden die Ansdtze im Brandel-Zellsammler tiber Glasfiberfil-
ter, die zuvor iiber 1 Stunde in 0.1 % Polyethyleniminlésung inkubiert worden
waren, abfiltriert. Die Filter wurden zweimal mit je 5 ml eisgekiihlter Puffer-

16sung gespiilt.

Die trockenen Filter wurden in Szintillationsrohrchen {tiberfiihrt. Es wurden
dann jeweils 4 ml Szintillationsfliissigkeit hinzugegeben und die Rohrchen
anschlieflend iiber 60 Minuten geschiittelt.

Die Messung der gebundenen Radioaktivitdt fand danach mit Hilfe der Fliis-

sigkeitsszintillationszdahlung im Szintillationszdhler statt.

Arbeitsschritte Bindung im parietalen Kortex:

L

IL.

II1.

IV.

Pro Testtag wurden drei Gewebshomogenate einer Hirnregion von Tieren al-
ler sechs Gruppen (Wahl akut/protrahiert, Forciert akut/protrahiert, Kontrolle
akut/protrahiert) verwendet und unmittelbar vor den Tests aufgetaut.

Es wurden jeweils 48 Testrohrchen pro Homogenat verwendet, in die 2.6 ml

Pufferlosung pipettiert wurden.
Den Ansitzen 1 - 24 wurde weitere 100 ul Pufferlosung hinzugefiigt.

Den Ansitzen 25 - 48 wurde 100 ul GTPyS-Losung (500 nmol/1i.A.) hinzuge-
fugt

Fiir die Ansédtze der Gesamtbindung (Triplikate) wurde in Réhrchen 1 - 3 und
25 - 27 weitere 100 ul Pufferlosung pipettiert.
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VI. Fiir die Ansitze der unspezifischen Bindung (Triplikate) wurden in Rohrchen
4 - 6 und 28 - 30 je 100 u1 Naloxon-Losung (1 ymol/1i.A.) pipettiert.

VII. Den Ansidtzen 7 - 24 und 31 - 48 (Triplikate) wurde in absteigender Reihen-
folge sechs Konzentrationen unmarkierten DAMGOs (16 - 0.5 nmol/1 i.A.)
hinzugefiigt.

VIII. In alle Ansédtze wurde 100 ul Homogenat des parietalen Kortex (2909 ug Pro-
tein) pipettiert.

IX. In alle 48 Ansitze wurde jetzt 100 ul der [PHIDAMGO-Losung (0.3 nmol/1
i.A.) pipettiert.

X. Alle Ansatze (3 ml) wurden bei 22 °C fiir 60 Minuten im Schiittelwasserbad

inkubiert.

XI. Anschlieffend wurden die Ansétze im Brandel-Zellsammler {iber Glasfiberfil-
tern, die zuvor iiber 1 Stunde in 0.1 % Polyethyleniminlosung inkubiert wor-
den waren, abfiltriert. Die Filter wurden zweimal mit jeweils 5 ml eisgekiihlter

Pufferlosung gespiilt.

XII. Die trockenen Filter wurden in Szintillationsrohrchen iiberfiihrt. Es wurden
dann jeweils 4 ml Szintillationsfliissigkeit hinzugefiigt und die Rohrchen an-
schlieflend 60 Minuten geschiittelt.

XIII. Die Messung der gebundenen Radioaktivitdt fand danach mit Hilfe der Fliis-
sigkeitsszintillationszdahlung im Szintillationszdhler statt.

2.3.4 [®S]GTPyS- Bindung

Es wurde davon ausgegangen, dass die Zahl der G; /,-Proteine durch langerfristige
Einwirkung des Etonitazens abnehmen konnte. Gleichzeitig schien eine funktionel-
le Verdnderung der Koppelung von Rezeptor und G-Protein z.B. im Sinne einer
Abschwichung moglich .

Zur Identifizierung von Adaptationen der inhibitorischen G-Proteine wurden
die Bindungseigenschaften der G, o)-Untereinheiten in homologen Verdrangungs-
studien (Swillens u.a. 1995) mit Gewebshomogenaten aus dem parietalen Kortex
bestimmt. Als radioaktiv markierter Ligand wurden in allen Testrohrchen gleiche
Konzentrationen [*°*S]GTPS eingesetzt, das nicht hydrolysierbar ist und vor allem
an die aktiven Ga-Untereinheiten der G;j/,-Proteine bindet (Wieland und Jakobs
1994). Die Verdrangung der spezifischen Bindung wurde mit aufsteigenden Kon-
zentrationen von unmarkiertem GTP+S untersucht.
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Parallel zur basalen Bindungsaktivitit des Nukleotides wurden funktionelle Ver-
dnderungen der Interaktion von yu-Opioidrezeptor und G-Proteinen durch Bestim-
mung der Bindung nach Stimulation des Rezeptors durch den Agonisten DAMGO
charakterisiert. Die Aktivierung des p-Rezeptors durch den Agonisten induziert
Konformationsanderungen der G;,,-Proteine und erhcht somit die Affinitdt von
Guanosin-5"-triphosphat (GTP) bzw. von GTP+S fiir die Ga-Untereinheiten, so dass
in den Versuchsansitzen ein vermehrter Austausch von Guanosin-5"-diphosphat
(GDP) durch GTP+S auftritt (Selley u. a. 1997a; Sim u. a. 1996). Den Proben musste
GDP im Uberschuss hinzugefiigt werden, um optimale Messbedingungen zu schaf-
fen (Sim u. a. 1996).

Zur Errechnung der spezifischen Bindung des Nukleotides wurde parallel die un-
spezifische Bindung (3 - 9 % der Gesamtbindung) nach Zugabe von unmarkiertem
GTP9S im Uberschuss gemessen und von der Gesamtbindung (ohne GTPvS) ab-
gezogen. Die spezifische Bindung wurde als Konzentrations-Wirkungskurve (one-
site concentration response) analysiert, um ECsp (Konzentration mit halbmaximaler
Wirkung in nmol/1) und E;;;x (maximale Wirksamkeit in fmol/mg Protein) berech-
nen zu konnen. Die Nettodifferenz der [*>S]GTP+S Bindung aus der spezifischen
Bindung des Nukleotides ohne bzw. mit Zugabe von DAMGO wurde eingesetzt,
um By, und K;-Werte zu kalkulieren, indem die entsprechenden transformierten
Bindungsdaten durch Kurvenanpassung nach dem Prinzip der kleinsten Quadrate
als Sattigungskurve berechnet wurden. Mit Hilfe dieser Netto-B,,,,-Werte liefs sich
anschlieflend der so genannte Verstarkungsfaktors (amplification factor) berechnen.
Der amplification factor beschreibt dabei die Anzahl der pro u-Opioidrezeptor akti-
vierten G-Proteine, indem es das Verhiltnis der maximalen Bindungsdichte des y-
Opioidrezeptors (B;;.x-Werte aus den [3H]DAMGO-Bindungsstudien) und die sti-
mulierte [*°S]GTP+S Bindung an den G-Proteinen berticksichtigt. Die Berechnung
des amplification factors ergab sich aus der Division der Netto-B;,;;,-Werte durch die
B,.ax-Werte aus den [3H]DAMGO-Bindungsstudien.

31



2 Material und Methoden

Losungen:

1.

5.

6

Pufferlosung : 3 mmol/1 MgCl,, 1 mmol/1 EDTA in 50 mmol/ Tris-HCl, pH
7.4 bei 21 °C Raumtemperatur

GDP (0.8 mmol/1)

GTP~S (20 umol/I)

GTP+S (5 nmol/1-2 umol/1)
[3*S]GTP9S (ca. 1.1 nmol/1)

DAMGO (20 pmol/1 in Puffer)

Arbeitsschritte:

1.

10.

32

Pro Testtag wurden 4 Gewebshomogenate verwendet. Die noch gefrorenen 1
ml- Homogenate des parietalen Kortex wurden unmittelbar vor ihrem Einsatz

mit 0.5 ml Pufferlosung versetzt und aufgetaut.

Es wurden jeweils 48 Testrohrchen pro Homogenat verwendet, in die 1.6 ml
Pufferlosung pipettiert wurden.

Allen Ansédtzen wurde 100 ul GDP-Losung (40 yumol/1i.A.) hinzugefiigt.
In die Ansétze 1 - 24 wurden weitere 100 ul Pufferlosung pipettiert.

In die Ansétze 25 - 48 wurden 100 ul DAMGO-Losung (1 ymol/1i.A.) pipet-
tiert.

Fiir die Ansétze zur Bestimmung der Gesamtbindung (Duplikate) wurde den
Ansatzen 1 - 2 und 25 - 26 weitere 100 ul Puffer hinzugefiigt.

Fiir die Ansédtze zur Bestimmung der unspezifischen Bindung (Duplikate)
wurde den Ansitzen 3 - 4 und 27 - 28 je 100 1 der GTP~S-Losung I (10 ymol/1
i.A.) hinzugefiigt.

In die Ansidtze 5 - 24 und 27 - 48 (Duplikate) wurden in absteigender Reihen-
folge 10 Konzentrationen GTP+S (100 - 0.25 nmol/1i.A.) pipettiert.

Allen Ansitzen wurde 100 1 der [*>S]JGTP~S-Losung hinzugefiigt (56.3 & 1.7
pmol/l, mit ca. 270.000 dpm).

In alle Ansidtze wurde jetzt 10 ul Homogenat des parietalen Kortex (17 £ 0.5
ug Protein.) pipettiert.
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11. Alle Ansatze (2 ml) wurden bei 22 °C fiir 60 Minuten im Schiittelwasserbad
inkubiert und anschliefSend im Brandel-Zellsammler iiber Glasfiberfilter, die
zuvor 60 Minuten in Pufferlosung inkubiert worden waren, abfiltriert. Die
Filter wurden zweimal mit je 5 ml eisgekiihlter Pufferlosung gespiilt.

12. Die Filter wurden in Szintillationsrohrchen tiberfiihrt. Es wurden dann je 4
ml Szintillationsfliissigkeit hinzugegeben und die geschlossenen Réhrchen an-
schlieflend 60 Minuten geschiittelt.

13. Die Messung der gebundenen Radioaktivitit fand danach mit Hilfe der Fliis-

sigkeitsszintillationszdahlung im Szintillationszdhler statt.

2.3.5 [°’H]SCH23390-Bindung

Es wurde von der Hypothese ausgegangen, dass sich die Anzahl der Dopamin
Dj /5-Rezeptoren im mesolimbischen Systems nach langerfristiger Einnahme des
Opioides Etonitazen in Richtung einer Abnahme verdndern konnte.

Zur Untersuchung der Bindungseigenschaften der D, /5-Rezeptoren wurden der
in der Position 9 mit Tritium markierte selektive D; /5-Antagonist R -(+)- 8 -Chloro-
2,3,4,5-tetra-hydro-3-methyl-5-phenyl-1H-3- benzapin-7-ol ([PH]SCH23390) (Bour-
ne 2001) in homologen Verdrangungsstudien (Swillens u. a. 1995) mit Gewebshomo-
genaten aus dem limbischen Vorderhirn einzelner Tiere verwendet (May u. a. 1995).
Parallel zur Bestimmung der Bindungsdichte (B;,.x) und Dissoziationskonstante
(K4) des Antagonisten [PH]SCH23390 am D, s5-Dopaminrezeptor wurde die Wir-
kung des Agonisten Dopamin auf die Bindungseigenschaften des Antagonisten
[PH]SCH23390 gemessen. Die Zugabe von Dopamin fiihrt in Sattigungsexperimen-
ten zur Abnahme der Antagonistenaffinitit und zur gleichzeitigen Erniedrigung
der maximalen Bindungsdichte. Diese empirischen Daten einer gemischt kompe-
titiven und nicht kompetitiven Inhibition durch den Agonisten Dopamin werden
auf molekularer Ebene damit erklért, dass der Dopaminrezeptor in zwei Konforma-
tionszustidnden vorliegen kann, fiir die zwar der Antagonist [PH]SCH23390 die glei-
che Affinitdt, der Agonist Dopamin jedoch hohe oder niedrige Affinitét besitzt. Eine
Bindung von Dopamin an Rezeptoren, die im hochaffinen Zustand vorliegen, in-
hibiert demnach nicht kompetitiv die Antagonistenbindung mit Erniedrigung der
maximalen Bindung des Antagonisten. Eine Uberfiihrung aller Dopaminrezepto-
ren in den niederaffinen Zustand z.B. durch die Zugabe von GTP verhindert den
nicht kompetitiven Antagonismus an der hochaffinen Bindungsstelle und fiihrt zu
einem rein kompetitiven Antagonismus an der niederaffinen Bindungsstelle mit Er-
niedrigung der Affinitdt des Antagonisten (O’Boyle und Waddington 1992). Mogli-
che signifikante Effekte auf K;-Erhohung und Byax-Verringerung durch die Zugabe
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von Dopamin konnten auf Verdnderungen der hochaffinen bzw. der niederaffinen
Bindungsstelle der Dopamin-D; /5-Rezeptoren hinweisen.

Die in den Tests verwendeten Dopaminldsungen mussten auf Grund geringer
Haltbarkeit unmittelbar vor Gebrauch hergestellt werden. Die gewéhlte Dopamin-
konzentration von 500 nmol/1 im Ansatz ergab sich aus fritheren Verdrangungsstu-
dien, in denen eine signifikante gemischt kompetitive/nicht kompetitive Inhibiti-
on erzielt werden konnte. Die Konzentration war ca. fiinfzigmal hoher als die K;-
Werte (Mafs der Affinitdt eines Rezeptors fiir eine kompetitiv bindende Substanz)
des hochaffinen Rezeptorzustandes und entsprachen den K;-Werten des niederaffi-
nen Zustandes (May, 1993) (vgl. May et al. 1992).

Zur Errechnung der spezifischen Bindung des Radioliganden wurde die unspe-
zifische Bindung (10 - 20 % der Gesamtbindung) durch Zugabe von unmarkiertem
(+)SCH23390 bestimmt und von der Gesamtbindung (Bindung nur mit markier-
tem [*H]SCH23390) abgezogen. Um eine gleichzeitige Bindung von [*H]SCH23390
an Serotonin-Rezeptoren vom Typ 2 (5-HT;) zu verhindern, wurde allen Testan-
sdtzen der 5-HT,-Antagonist Ketanserin beigefiigt (Bischoff u.a. 1986). Die spezifi-
sche Bindung wurde in Konzentration der Bindungsstellen in fmol/mg Protein um-
gerechnet. Durch Sittigungsanalysen (one-site saturation) konnten dann die Dy /5-
Bindungsdichte (B;4x) und Dissoziationskonstante (K;) des Antagonisten zum Re-
zeptor ohne bzw. mit Zusatz von 500 nmol/1 Dopamin kalkuliert werden. Aus der
Differenz der B;;,x-Werte ergab sich der durch Dopamin inhibierte Anteil der Ant-
agonistenbindung.

Losungen:

1. Pufferlésung I: 4mmol/1 MgCl,, 10 mmol/1 Pargylin in 50 mmol/1 Tris-HCl
(pH 7.4 bei 21 °C Raumtemperatur)

2. Pufferlosung II: 4 mmol/l1 MgCl, in 50 mmol/l Tris-HCI (pH 7.4 bei 21 °C
Raumtemperatur)

3. Pufferlosung III: 50 mmol/1 Tris-HCI (pH 7.4 bei 21 °C Raumtemperatur)
4. Ketanserin (1.8 ymol/1)

5. [PH]SCH23390 (3 nmol/1)

6. (+)SCH23390 (30 ymol/1) - Losung I

7. (+)SCH23390 (3 - 96 nmol/1) - Losung I

8. Dopamin (15 ymol/1)
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Arbeitsschritte:

L

IL.

I11.

IV.

VL

VIL

VIIL

IX.

XL

XIL.

XIIIL.

Pro Testtag wurden 3 Gewebshomogenate des limbischen Vorderhirns verwen-

det und unmittelbar vor den Tests aufgetaut.

Es wurden jeweils 48 Testrohrchen fiir jedes Homogenat eingesetzt, in die zu-
ndchst 2550 ul Pufferlosung I (dadurch 8.5 ymol/l Pargylin i.A.) pipettiert

wurden.
In alle Ansédtze wurde 50 ul Ketanserin-Losung pipettiert (30 nmol/1i.A.).

Fiir die Bestimmung der Gesamtbindung wurde in die Ansétze (Triplikate) 1
- 3 und 25 - 27 100 ul Pufferlosung II pipettiert.

Fiir die Bestimmung der unspezifischen Bindung wurde den Ansitzen (Tripli-
kate) 4 - 6 und 28 - 30 je100 ul (+)SCH23390-Losung I (1 pmol/1i.A.) hinzuge-
tigt.

Den Ansitzen 1 - 24 wurde weitere 100 ul Pufferlosung II hinzugeftigt.

In die Ansédtze 24 - 48 wurde 100 ul der Dopaminlosung (500 nmol/1 i.A.)
pipettiert.

In die Ansétze 7 - 24 und 31 - 48 (Triplikate) wurden in absteigender Reihen-
folge sechs Konzentrationen (+)SCH23390-Losung II (3.2 - 0.1 nmol/1i.A.) pi-
pettiert.

In alle Ansitze wurde 100 u1 [PH]SCH23390-Losung (0.1 nmol/1 i.A.) pipet-
tiert.

Allen Ansdtzen wurde 100 pl Homogenat des limbischen Vorderhirns (39 £ 1
ug Protein) hinzugefiigt.

Alle Testansdtze (3 ml) wurden bei 22 °C 90 Minuten im Schiittelwasserbad
inkubiert und anschliefSend im Brandel-Zellsammler mit GF-B Filtern, die zu-
vor 60 Minuten in 0.2 % Polyethyleniminlésung inkubiert worden waren, ab-
filtriert. Die Filter wurden zweimal mit jeweils 5 ml eisgekiihlter Pufferlosung

III gespiilt.

Die Filter wurden in Szintillationsrohrchen tiberfiihrt. Es wurden dann jeweils
4 ml Szintillationsfliissigkeit hinzugegeben und die geschlossenen Rohrchen

anschliefiend 60 Minuten geschiittelt.

Die Messung der Radioaktivitdt an den einzelnen Filter fand danach mit Hilfe

der Fliissigkeitsszintillationszahlung im Szintillationszahler statt.
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2.3.6 Adenylatzyklase-Assays

Es wurde davon ausgegangen, dass das Enzym Adenylatzyklase bzw. die Aktivi-
tat nach langerfristiger Einnahme von Etonitazen heraufreguliert wird. Das mem-
brangebundene Enzym Adenylatzyklase unterliegt der Kontrolle stimulatorischer
und inhibitorischer (rezeptorgekoppelter) G-Proteine. Die AC katalysiert die Um-
setzung vom Adenosintriphosphat (ATP) zum zyklischen Adenosinmonophosphat
(cAMP). Mogliche Adaptationen auf Ebene des Enzyms oder seiner Rezeptor/G-
Protein gekoppelten Stimulierbarkeit bzw. Inhibierbarkeit nach chronischer Etoni-
tazengabe wurden als verdnderter Substratumsatz durch Stimulation tiber den Do-
pamin D; /5-Agonisten Dihydrexidine, das GTP-Analogon 5°Guanylylimidodiphos-
phat (GppNHp) und den direkten AC-Aktivator Forskolin sowie durch Inhibition
tiber GTP7S im modifizierten Assay nach Schultz und Jakobs gemessen (Schultz
und Jakobs 1986; May u.a. 1995). Da der Substratumsatz von ATP durch die Ade-
nylatzyklase sehr klein ist (basal < 1 %), kann ein solcher Umsatz nur durch einen
sehr empfindlichen Assay gemessen werden. Die im vorliegenden Experiment an-
gewandte Tracermethode (nur ein kleiner Teil des eingesetzten ATP stammt aus
einem radioaktiv markierten Pool) misst zu diesem Zweck das anfallende radio-
aktive Enzymprodukt [32P]cAMP, das aus radioaktiv markiertem [a->>P]ATP gebil-
det wird. Vorbedingung fiir die Messbarkeit ist die Trennung des Produktes der
Enzymreaktion vom nicht umgesetzten Substrat [#->P]ATP und von anderen Pro-
dukten, die in der Zelle aus ATP gebildet werden (Pi, PPi bzw. 5-Nukleotiden),
durch ZnCOg3-Prézipitation. Nach anschlieSender Zentrifugation bei 10.000 g wird
dann der Uberstand zur Adsorptionschromatographie in kurze Kunststoffsiulen
(Bio-Rad Laboratories 731 - 1550; 0.8 x 4 cm; 10 ml Reservoir, Gesamthohe 9 cm) mit
einer Fiillung aus Aluminiumoxid (Merck Aluminiumoxid 90 aktiv neutral, Akti-
vitatsstufe I; 0,063-0,200 mm) als stationdrer Phase tiberfiihrt. AbschliefSend erfolgt
nach Messung der Cerenkov-Strahlung im Eluat die Berechnung der Produktmen-
ge.

Zur Optimierung des Assays mussten einerseits Storungen durch den Abbau des
ATPs durch verschiedene ATPasen ausgeglichen werden. Aus diesem Grund wur-
den den Ansétzen die ATP-regenerierenden Substanzen Kreatinkinase und Kreatin-
phosphat hinzugefiigt. Andererseits sollte der Abbau des bereits gebildeten cAMP
durch Phophodieesterasen (PDE) gehemmt werden, indem den Testansédtzen der
PDE-Hemmer 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) beigefiigt wurde. Zusétzlich zu
dem PDE-Hemmer wurde unmarkiertes cAMP als kompetitives Substrat des Ab-
baus durch die Esterasen verwendet. Eine Stimulation der Adenylatzyklase via B-

adrenerger Rezeptoren wurde durch den Einsatz des B-Rezeptorblockers Propra-
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nolol verhindert. Durch die in allen Ansdtzen zur Stimulation gleiche Konzentrati-
on des GTP-Analogons GppNHp wurde eine basale Enzymaktivitdt induziert, die
dann durch eine fixe Konzentration des Aktivators Forskolin oder durch ansteigen-
de Konzentrationen des D;/5-Rezeptoragonisten Dihydrexidine weiter stimuliert
wurde. Um die inhibitorische Komponente des Signalweges zu bestimmen, wur-
de die inhibitorische Wirkung aufsteigender Konzentrationen des GTP-Analogons
GTP~S bei Stimulation der Adenylatzyklase durch Forskolin gemessen.

Separat zur Bestimmung des gebildeten [*?P]cAMP fand pro Testtag die Messung
einer [*H]cAMP Wiederfindung statt. Die angewandte Methode sollte zur Korrek-
tur der Pipettier- und Arbeitsschritte feststellen, welcher Prozentsatz einer definier-
ten Menge radioaktiv markierten cAMPs tatsdchlich nach Prézipitation und Ad-
sorptionschromatographie in die Testrohrchen gelangt. Vier Testansdtze wurden
zu diesem Zweck ohne Zugabe von Homogenat mit [’H]cAMP versetzt und den
Versuchsschritten Prazipitation und Adsorptionschromatographie zugefiihrt.

AbschlieBend konnte die [H]-Aktivitit der durchgelaufenen Fliissigkeit durch
Fliissigkeitsszintillationsspektrometrie gemessen werden. Die Wiederfindung betrug
demnach in allen Versuchen zwischen 85 und 95 %. Zur Korrektur von Messunge-
nauigkeiten der [32P]-Aktivitiat durch Zerfallsprodukte des eingesetzten [3°P]ATP,
spontane, d.h enzymunabhéngige cAMP-Bildung oder natiirliche Radioaktivitat
wurden in weiteren sechs Ansédtzen alle Arbeitsschritte ohne Zugabe von Homoge-
nat durchgefiihrt (so genannte Blanks oder Leerwerte). Die Werte der Blanks wer-
den von allen Ansétzen subtrahiert, um die enzymspezifische Aktivitit zu bestim-
men.

Losungen:
1. Pufferlosung I: 1 mol/1 Tris-HCI, pH 7.4 bei 21 °C Raumtemperatur
2. Pufferlosung II: 100 mmol/1 Tris-HCl, pH 7.4 bei 21 °C Raumtemperatur
3. MgCl, (1 mol/l)
4. IBMX (10 mmol/1)
5. GppNHp (100 ymol/1)
6. Propranolol (100 ymol/I)
7. cAMP (10 mmol/1)
8. [’H]cAMP (ca. 6 nmol/1i.A.)

9. ATP (10 mmol /1)
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10

11.

12.

13.

14.

15.

16

. Forskolin (10 mmol/1 in Ethanol)

Zn-Acetat (50 mmol /1)

NayCO3 (62 mmol/1)

. NaCl (1 mol/1)

Dihydrexidine (1 nmol/1-5 ymol/I)

[32P]ATP (120 - 360 nmol /1i.A.)

GTP~S (1.5 nmol/1- 1.5 ymol/1)

Vorbereitung der Adsorbtionssdulen:

Die Sdulen wurden mit je 5 ml Pufferlosung II vor und nach Beendigung des Tests

gespiilt.

Stimulation der Adenylatzyklase

Arbeitsschritte:

I. Zunéchst musste die Arbeitslosung hergestellt werden. Dihydrexidine, Fors-
kolin, cAMP, ATP, IBMX, Puffer, Propranolol, GppNHp, MgCl, wurden dazu

IL.
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unmittelbar zuvor aufgetaut:

Kreatinphosphat 16.4 mg
Kreatinkinase 4mg
Rinderalbumin 10 mg
H,O 1150 pl
GppNHp 100 pl
Propranolol 100 pl
MgCl, 100 pl
Puffer I 350 ul
cAMP 100 pl
ATP 100 pl
IBMX 1000 pl

(5 mmol/li.A.)
(15U1i.A)
(0.1 mgiA.)

(1 pmol/11.A.)
(1 pmol/1i.A.)
(10 mmol/1i.A.)

(100 ymol/1i.A.)
(100 ymol/1i.A.)
(1 mmol/li.A.)

wurden in der angegebenen Reihenfolge in ein Becherglas pipettiert. IBMX

musste zuvor kurz aufgekocht werden, um ausreichende Loslichkeit zu erzie-

len.

Es wurden jeweils vier Homogenate pro Testtag untersucht. Fiir jedes Homo-

genat wurden 20 Anséitze (Duplikate: 1 - 20) und parallel dazu fiir die Bestim-

mung der Wiederfindung insgesamt weitere 4 Testrohrchen verwendet. Sechs



II1.

IV.

VL

VIL

VIII.

IX.

XL

XIL.

XIIIL
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zusétzliche Rohrchen dienten zur Korrektur der gemessenen [32P]-Aktivitat
(Blanks). In alle 90 Ansédtze wurden zundchst 30 ul Arbeitslosung pipettiert.

Den Ansétzen 1 - 2 wurden 20 ul Forskolin-Losung (10 ymol/1i.A.) hinzuge-
figt.

In die Ansédtze 3 - 18 wurden je 20 ul acht verschiedener Dihydrexidine Kon-
zentrationen in absteigender Reihenfolge (1 xM-200 pM i. A.) pipettiert.

In die Ansétze 19 - 20 wurden 20 ul H,O pipettiert, um die Aktivitdt nach ba-
saler Stimulation durch GppNHp (in der Arbeitsldsung enthalten) zu messen.

In die 4 Ansitze zur Wiederfindung und in die sechs Ansatze zur Korrektur der
gemessenen [*2P]-Aktivitat wurden 50 ul HyO pipettiert.

Den Ansédtzen 1 - 20 und den sechs Ansdtzen zur Bestimmung der Blanks
wurden 20 ul [*2P]ATP-Losung (ca 400.000 cpm) hinzugefiigt.

Den vier Ansitzen zur Wiederfindung wurden 20 ul [PH]cAMP-Losung (ca.
40.000 dpm i.A.) hinzugeftigt.

Die gefrorenen Homogenate des limbischen Vorderhirns wurden aufgetaut und
30 pl des Homogenates (9.8 £ 0.3 ug Protein) wurden in die Ansétze 1 - 20 pi-
pettiert. Die Bestimmung der Wiederfindung und der Blanks fand ohne Zugabe

von Homogenat statt.

Alle Ansétze (100 ul) wurden bei 30 °C 20 Minuten im Schiittelwasserbad in-
kubiert.

Die Inkubation wurde durch Zinkcarbonatprazipitation nach Zugabe von 400
ul Zn-Acetat-Losung und 500 ul Nap,CO3-Losung unterbrochen. Die Ansitze
(1 ml) wurden im Anschluss bei 4 °C 30 Minuten gekiihlt und danach drei
Minuten bei 10.000 g zentrifugiert.

AlyO3-Saulen zur Adsorptionschromatographie wurden mit 800 ul des Uber-
standes beschickt und anschlieffend zweimal mit 2 ml Puffer II gewaschen,

um restliches [*2P]cAMP zu eluieren.

In alle Eluate, die [>’P] enthielten (Ansitze 1 - 20 und sechs Rohrchen zur
Blankbestimmung), wurden 15 ml H,O pipettiert. Den 4 [3H]CAMP—haltigen
Ansidtzen zur Bestimmung der Wiederfindung wurde 15 ml Szintillationsfliis-
sigkeit hinzugefiigt. Alle Proben wurden durchmischt (Vortex) und in einen

Szintillationszahler tiberfiihrt.
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XIV. Im Szintillationszdhler wurde die Bildung von [*’P]cAMP durch Messung der
Cerenkov-Strahlung bestimmt. Die Bestimmung der Wiederfindung des ein-

gesetzten [PH]cAMP erfolgte mit Hilfe der Fliissigkeitsszintillationszihlung.

Inhibition der Adenylatzyklase

Arbeitsschritte:

I. Zundchst musste die konzentrierte Arbeitslosung hergestellt werden. cAMP,
ATP, IBMX, Puffer, GTP+vS und Forskolin wurden dazu unmittelbar zuvor auf-

getaut:

Kreatinphosphat 18.4mg  5mmol/liA.
Kreatinkinase 44mg 15 UiA.
Rinderalbumin 11 mg 0.1 mg
H,O 1122 ul

NaCl 330 uI 30 mmol/li.A
Forskolin 11yl 10 ymol/1i.A.
Puffer I 517 ul

cAMP 110 uI 100 ymol/1i.A.
ATP 110 u1 100 ymol/1i.A.
IBMX 1100 I 1 mmol/1i.A.

wurden in der angegebenen Reihenfolge in ein Becherglas gegeben. IBMX
musste zuvor kurz aufgekocht werden, um ausreichende Loslichkeit zu er-

zielen.

II. Es wurden jeweils vier Homogenate pro Testtag untersucht. Fiir jedes Homo-
genat wurden 20 Ansétze (1 - 20) und parallel dazu fiir die Bestimmung der
Wiederfindung insgesamt weitere 4 Testrohrchen verwendet. Sechs zusétzliche
Rohrchen dienten zur Bestimmung der Blanks. In alle 90 Ansdtze wurden zu-

néchst 30 ul Arbeitslosung pipettiert.

III. Den Ansétzen 1-2/19 - 20 wurde 20 1 H,O hinzugefiigt. Diese Ansétze (Qua-
druplikate) dienten zur Messung der Stimulation der Adenylatzyklase durch
Forskolin (in der Arbeitsldsung enthalten, 10 uM i. A.).

IV. In die Ansédtze 3 - 18 wurden 20 ul acht GTPyS-Konzentrationen (Duplikate)
in absteigender Reihenfolge (300 nmol/1- 0.3 nmol/11i. A.) pipettiert.

V. In die 4 Ansatze zur Wiederfindung und in die sechs Ansdtze zur Bestimmung
der Blanks wurden 50 u1 H,O pipettiert.
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2.4 Datenverarbeitung und Statistik

Den Ansétzen 1 - 20 und den sechs Ansitzen zur Korrektur der gemessenen
[32P]-Aktivitit wurden 20 ul [32P]ATP-LC')sung (ca. 400.000 cpm i.A.) hinzuge-
fiigt.

Den vier Ansitzen zur Wiederfindung wurden 20 ul [PH]JcAMP-Lésung (ca.
40.000 dpm i.A.) hinzugeftigt.

Die gefrorenen Homogenate des limbischen Vorderhirns wurden aufgetaut und
30 ul des Homogenates (13.1 & 0.3 ug Protein) wurden in die Ansétze 1 - 20 pi-
pettiert. Die Bestimmung der Wiederfindung und der Blanks fand ohne Zugabe
von Homogenat statt.

Alle Ansatze (100 ul) wurden bei 25 °C 10 Minuten im Schiittelwasserbad in-
kubiert.

Die Inkubation wurde durch Zinkcarbonatprézipitation nach Zugabe von 400
ul Zn-Acetat-Losung und 500 ul NapyCO3-Losung abgebrochen. Die Ansétze
(1 ml) wurden im Anschluss bei 4 °C 30 Minuten gekiihlt und danach drei
Minuten bei 10.000 g zentrifugiert.

Al,O3-Sdulen zur Adsorptionschromatographie wurden mit 800 ul des Uber-
standes beschickt und anschlieffend zweimal mit 2 ml Puffer II gewaschen,
um restliches [3?P]cAMP zu eluieren.

Den Eluaten, die [*2P] enthielten (Nr. 1 - 20 und sechs Rohrchen zur Bestim-
mung der Leerwerte), wurden 15 ml H,O hinzugefiigt. In die vier [P*H]cAMP-
haltigen Testansdtze zur Wiederfindung wurden 15 ml Szintillationsfliissigkeit
pipettiert. Alle Proben wurden durchmischt (Vortex) und in einen Szintillati-

onszéahler tiberfiihrt.

Im Counter wurde die Bildung von [32P]cAMP durch Messung der Cerenkov-
Strahlung bestimmt. Die Bestimmung der Wiederfindung des eingesetzten

[PH]cAMP erfolgte mit Hilfe der Fliissigkeitsszintillationszdhlung.

2.4 Datenverarbeitung und Statistik

2.4.1 Verbrauchs- und Gewichtsdaten der Tiere

Alle Verbrauchs- und Gewichtsdaten werden in Mittelwerten mit SEM (standard er-

ror of the means) angegeben. Alle Auswertungen der Fliissigkeits-, Futter- und Kor-

pergewichtsdaten erfolgten mit der arbeitsgruppeninternen Software ZAMPANO.
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2 Material und Methoden

Aus den zweimal pro Woche erhobenen Messwerten ergaben sich nach linearer In-
terpolation dquidistante Messwert-Zeitreihen fiir Gewicht, Futter-, Fliissigkeit- und
Etonitazenverbrauch der einzelnen Tiere. Nach zeitlicher Querschnittsbildung in-
nerhalb der drei Gruppen (Wahl, Forciert, Kontrollen) erfolgte eine statistische Prii-
fung zur Identifizierung eventueller nicht zufilliger, d.h. durch die Behandlung
bestimmter Unterschiede. Es wurden Verfahren der Priifstatistik fiir unabhingige
Stichproben angewandt.

Zum Vergleich unabhéngiger Stichproben erfolgte eine monofaktorielle Varian-
zanalyse (One-way ANOVA), deren Voraussetzungen Normalverteilung der Stich-
proben und die Homogenitét der Varianzen sind. Die Priifung auf Homogenitit der
Varianzen erfolgte durch den Bartlett Test. Ergaben sich nach Durchfiihrung einer
One-way ANOVA signifikante Unterschiede (F-Ratio) erfolgte ein post-hoc Detail-
vergleich zweier Gruppen durch einen t-Test mit angepassten Freiheitsgraden.
Waren die Bedingungen fiir eine ANOVA nicht gegeben, erfolgte die Priifung durch
den Kruskall-Wallis H-Test. Im Fall eines signifikanten Unterschieds schloss sich
Vergleich der Gruppen durch einen Mann-Whitney U-Test an. Die U-Werte wurden
bei den vorliegenden Stichprobenumfiangen auf die Priifgrofse z umgerechnet.

2.4.2 Neurochemie

Alle Werte werden als Mittelwerte mit SEM angegeben. Die Auswertung der un-
abhidngigen Messwerte erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms GraphPadPrism
(Graph Pad Software, San Diego).

Die Sattigungskurven und Konzentrations-Wirkungskurven der Etonitazen konsu-
mierenden Gruppen und Kontrollen wurden durch zweifaktorielle Varianzanalyse
(two way ANOVA) gepriift. Eventuelle Unterschiede der Bjyx-, K4-, EC50- und der
Enax-Werte zwischen den Etonitazen konsumierenden Gruppen und den Kontrol-
len sollten mit Hilfe der monofaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) und ggf. nach-
folgendem post hoc t-Test tiberpriift werden.

Da die berechneten relativen Werte in % nicht als normalverteilt angesehen werden
konnten und damit die Voraussetzungen fiir dieses Verfahren nicht erfiillt wurden
(s.0), musste in diesem Fall der Kruskall-Wallis H-Test angewandt werden. Im Fall
von Unterschieden schloss sich ein Mann-Whitney U-Test an.

Der Effekt der Zugabe von DAMGO und GTPS-Bindung auf die entsprechen-
den [*S]GTP9S- bzw. DAMGO-Bindungsdaten wurde durch einen zweiseitigen,
gepaarten Student t-Test analysiert. Die Auswirkungen des nicht kompetitiv ver-
dridngenden Dopamins in den [PH]SCH23390 Bindungsstudien auf B¢~ und Ky-
Werte wurde ebenfalls durch zweiseitigen, gepaarten Student t-Test auf eventuelle

signifikante Unterschiede gepriift.

42



2.5 Chemikalien

Um eventuelle Beziehungen zum individuellem Etonitazenkonsum zu beschreiben,
wurden im Fall der [*H]SCH23390-Bindungsstudien lineare Regressionsanalysen
durchgefiihrt.

2.5 Chemikalien

[PH]IDAMGO (48 Ci/mmol), [**S]GTP+S (1100 - 1300 Ci/mmol), [*H]SCH23390 (76
Ci/mmol), [PH]cAMP (29 Ci/mmol), [«>?P]ATP (20 - 35 Ci/mmol) wurden von Du-
Pont (New England Nuclear), Bad Homburg bezogen. (4+-)SCH23390 und Forskolin
stammen von Research Biochemicals International, Koln. GTPvS, GDP, DAMGO,
ATP, cAMP kamen von der Firma Sigma, Deisenhofen. Dihydrexidine wurde von
Tocris Cookson, Bristol (England) gekauft; Naloxon von RBI. Ketanserin wurde von
der Firma Janssen, Beerse (Belgien) geschenkt. Das Etonitazen war ein Geschenk
der Firma NOVARTIS AG, Basel (Schweiz). Alle anderen Chemikalien waren un-

eingeschrankt verfiigbar.
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3 Ergebnisse

3.1 Haltungs- und Einnahmedaten

Die Aufzeichnung individueller Werte des Korpergewichts, Futterverbrauchs und
taglicher Fliissigkeitseinnahme wurde vier Wochen vor dem eigentlichen Etonita-
zentrinkversuch begonnen und im Folgenden bis zum Abschluss des Experimen-
tes zweimal wochentlich durchgefiihrt. Aus den Fliissigkeitsmengen wurden die
durchschnittlichen individuellen Etonitazendosen berechnet (ug/kg/Tag). Im An-
schluss an den achtwochigen Trinkversuch wurde das Etonitazen entzogen. Es er-
folgte die Einteilung in die Gruppen des zweitdgigen Entzugs (akut) und der sechs-
wochigen Abstinenz (protrahiert).

3.1.1 Koérpergewicht

Ein Vergleich der drei Versuchsgruppen ergab in den vier Wochen vor Beginn der
Etonitazeneinnahme keine signifikanten Unterschiede der Korpergewichte; Woche
1-2:F(2,69) = 0.69, p > 0.05; Woche 3 - 4: F(2,69) = 0.35, p > 0.05; one way ANOVA,
(Tab. 3.1).

Auch wahrend der achtwdchigen Etonitazeneinnahme konnten bzgl. des Korper-
gewichts keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen festge-
stellt werden; Woche 1 - 2: F(2,69) = 0.76, p > 0.05; Woche 7 - 8: F(2,69) = 0.31, p >
0.05; one way ANOVA, (Tab. 3.1).

Der Vergleich im zweitdgigen Entzug (N = 36: Kontrollen, Wahl u. Forciert akut)
und im sechswochigen Entzug (N = 36: Kontrollen, Wahl u. Forciert protrahiert) er-
gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen; akut, d.h. zweitdgiger
Entzug: F(2,69) = 0.23, p > 0.05; protrahiert: Woche 1 - 2: F(2,69) = 1.41, p > 0.05; Wo-
che 5-6: F(2,69) =1.47, p > 0.05; one way ANOVA, (Tab.3.1).

Zusammenfassend ergaben sich nach zufélliger Verteilung der Tiere auf die ein-
zelnen Gruppen vor Beginn des eigentlichen Experimentes keine Unterschiede in
Bezug auf das Korpergewicht. Auch wahrend des Versuchs, im akuten Entzug bzw.
nach sechswochiger Abstinenz liefsen sich keine signifikanten Unterschiede beziig-
lich des Merkmals Gewicht darstellen.

45



3 Ergebnisse

Gewicht(g) Futter (g/d)

Wahl Forciert Kontr.  Wahl Forciert Kontr.
vor ETZ
1./2.Wo. 304 +4 398t+4 299+4 269403 270+ 0.6 26.5 + 0.6
3./4.Wo. 348+6 341+£5 343+6 265107 269 + 0.6 26.4 £+ 0.6
mit ETZ
1./2.Wo. 382 +6 3715 3777 263+£07 264+ 0.6 26.0 £ 0.6
3./4.Wo. 408 +7 394+6 401 £8 269 +08 2724+071" 246403
5./6.Wo. 423 +7 411+7 416 £8 266 £0.7 278 £0.7 263 + 0.6
7./8. Wo. 43247 424 +8 426 +£8 256 +05 279 £ 06 26.0+05
nach ETZ
1./2.Wo. 452 +£11 459 + 14 432 +1026.3 +0.7 287 +1.1* 25.7 £ 0.8
3./4. Wo. 470+9 473 £14 443 £1126.6 £0.6 28.0+0.9 258 £ 0.7

5./6.Wo. 476 + 11 480 £ 16 452 +£11263 +£0.6 272 +09 258+ 0.5

Tabelle 3.1: Korpergewichtswerte (g) und Futterverbrauchswerte (g/d) der einzel-
nen Gruppen vor und wihrend des Etonitazentrinkversuchs (jeweils n = 24), bzw.
im protrahierten Entzug (jeweils n = 12). Die Ergebnisse werden in Mittelwerten mit
Angabe des SEM dargestellt. * p < 0.01 im Vergleich zu den Kontrollen des glei-
chen Zeitraumes (Mann-Whitney U-Test nach Kruskall-Wallis H-Test). * p < 0.05.
** p <0.01 vs. Wahl-Gruppe/Kontrollen des gleichen Zeitraumes (ANOVA gefolgt
von post-hoc t-Test). Kontr. = Kontrollen.

3.1.2 Futterverbrauch

In den vier Wochen vor Beginn der Etonitazeneinnahme konnten im Vergleich zwi-
schen den Gruppen (Wahl, Forciert und Kontrollen) keine signifikanten Unterschie-
de im Futterverbrauch festgestellt werden; Woche 1 - 2: F(2,69) = 0.20, p > 0.05;
Woche 3 - 4: F(2,69) =0.19, p > 0.05; one way ANOVA, (Tab. 3.1).

Auch in den ersten zwei Wochen des Etonitazenkonsums ergaben sich keine si-
gnifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen; Woche 1 - 2: F(2,69) = 0.12, p >
0.05; one way ANOVA, (Tab. 3.1). In den Wochen drei und vier lag der Futterver-
brauch der forciert behandelten Gruppe dann im Vergleich mit den Kontrollen si-
gnifikant hoher. Woche 3 - 4: z =2.577, p < 0.01; wegen Inhomogenitét der Varianzen
im Bartlett Test Kruskall-Wallis H-Test und Mann-Whitney U-Test, (Tab. 3.1).

Ein erhohter Futterverbrauch der forciert behandelten Gruppe im Vergleich mit
Kontrollen und Wahl-Gruppe konnte anschliefsend in den letzten Wochen des Eto-
nitazentrinkversuchs nachgewiesen werden;Woche 5 - 6: F(2,69) = 1.51, p > 0.05;
Woche 7 - 8: £(69) = 3.19, p < 0.01; ANOVA und post hoc t-Test, (Tab. 3.1).

Ein Vergleich des Parameters Futterverbrauch im zweitdgigen Entzug (Kontrol-
len u. Wahl /Forciert akut, N = 36) ergab dagegen keine signifikanten Unterschiede
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3.1 Haltungs- und Einnahmedaten

zwischen den Versuchsgruppen (Zweitageswerte: F(2,33) = 1.31, p > 0.05; one way
ANOVA). Im protrahierten Entzug war ein signifikant hoherer Futterverbrauch der
forciert behandelten Gruppe im Vergleich mit Wahl-Gruppe und Kontrollen in den
ersten beiden Wochen feststellbar; Woche 1 - 2:F(2,33) = 3.28; (33) = 2.50, p < 0.05;
ANOVA und post hoc t-Test. Im weiteren Verlauf liefSen sich die Unterschiede nicht
mehr nachweisen; Woche 3 - 4; F(2,33) =2.04, p > 0.05; Woche 5 - 6: F(2,33) =1.11, p
> 0.05; one way ANOVA, (Tab. 3.1).

Zusammenfassend war der Futterverbrauch vor Beginn des eigentlichen Experi-
ments in allen Gruppen gleich. In der dritten und vierten bzw. in der siebten und
achten Woche des Etonitazentrinkversuchs war der Futterverbrauch der forciert be-
handelten Tiere signifikant erhoht. Der akute Entzug hatte keinen unterscheidbaren
Effekt auf die drei Gruppen. Zu Beginn der sechswochigen Abstinenzperiode ver-
brauchten die forciert behandelten Tiere allerdings grofsere Futtermengen, bevor sie

sich im weiteren Verlauf wieder den anderen Gruppen anglichen.

3.1.3 Flissigkeits- und Etonitazeneinnahme

Im Vergleich der drei Versuchsgruppen (Wahl, Forciert und Kontrollen) zeigten sich
vor Beginn des Etonitazentrinkversuchs keine signifikanten Unterschiede in der tag-
lichen Fliissigkeitseinnahme; Woche 1 - 2: F(2,69) = 0.38, p > 0.05; Woche 3 - 4: F(2,69)
= 0.53, p > 0.05; one way ANOVA.

Zu Beginn des Trinkversuchs liefSen sich zunéchst keine Unterschiede nachwei-
sen; Woche 1 - 2: F(2,69) = 1.12, p > 0.05; one way ANOVA. Ab der dritten Wochen
lag der Fliissigkeitsverbrauch der Forciert-Gruppe deutlich tiber dem der Kontrol-
len. Woche 3 - 4: z = 2.30, p < 0.05. Woche 5 - 6: z = 4.14, p < 0.001; Woche 7 - 8:
z = 4.37. p < 0.001; wegen Inhomogenitdt der Varianzen im Bartlett Test jeweils
Kruskall-Wallis H-Test und Mann-Whitney U-Test, (vgl. Abb.3.1a).

Durch die erhohte Fliissigkeitsaufnahme der forciert behandelten Gruppe lagen
die durchschnittlichen Etonitazentagesdosen weit {iber denen der Wahl-Gruppe.
Die durchschnittliche Etonitazentagesdosis in der forciert behandelten Gruppe (56
+ 3 ug/kg/Tag) unterschied sich signifikant von der selbstbestimmt konsumieren-
den Gruppe (14 £ 3 ug/kg/Tag); p < 0.001. (vgl Abb.3.1b).

Nach zweitdgigem Entzug zeigte die Gruppe der forciert behandelten Tiere einen
im Vergleich mit Wahl- und Kontrollgruppe deutlich und signifikant erhohten Fliis-
sigkeitsbedarf; zweitdgiger Entzug: n = 36, F(2,33) =4.53, £(33) =2.99, p < 0.01 (ANO-
VA u. post hoc t-Test). In der Phase des sechswochigen Entzugs waren signifikante
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen nicht mehr feststellbar; n = 36, Woche
1-2: p>0.05; Woche 5 - 6: p > 0.05 (one way ANOVA).
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3 Ergebnisse

a) Fliissigkeitseinnahme b) Etonitazendosis
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Abbildung 3.1: (a) Individuelle Fliissigkeitseinnahmewerte in den behandel-
ten Gruppen und der Kontrollgruppe wahrend des Etonitazentrinkversuchs
(jeweils n = 24). (b) Vergleich der Etonitazenaufnahme in den behandelten
Gruppen wihrend des achtwochigen Etonitazentrinkversuchs (n = 24). Die for-
ciert behandelte Gruppe zeigt einen iiber die gesamte Zeit kontinuierlichen
Verbrauch, wihrend die Wahl Gruppe nach hohen Einstiegsdosen in der ers-
ten Woche auf ein im Vergleich mit der forcierten Gruppe sehr viel niedrigeres
Niveau zurtickfillt. K = Kontrollen, W = Wahl Gruppe, F = Forcierte Gruppe.
Die Kurven unterscheiden sich signifikant voneinander; ***p < 0.001 (two way
ANOVA).

Zusammenfassend bestand vor Beginn des Experimentes kein Unterschied in Be-
zug auf die verbrauchten Fliissigkeits- bzw. Wassermengen. Mit Beginn der Eto-
nitazenbereitstellung kam es zu langsamen Verdnderungen der tdglichen Fliissig-
keitseinnahme. Die forcierte Gruppe, die mit der Fliissigkeit zwangsweise Opioid
einnahm, steigerte den Fliissigkeitsverbrauch und verbrauchten deutlich hohere
Mengen. Wurden aus den tédglich verbrauchten Fliissigkeitsmengen die eingenom-
menen Etonitazendosen berechnet, ergab sich das aus den Vorexperimenten der
Arbeitsgruppe bekannte Muster. Die selbstbestimmt konsumierenden Tiere zeigten
zu Beginn Werte, die denen der forciert behandelten Gruppe glichen. Nach ein bis
zwei Wochen reduzierten sich die Etonitazendosen der Wahl-Gruppe deutlich, be-
vor sie fiir den Rest des Trinkversuchs auf niedrigerem, signifikant von der forcierten
Gruppe unterscheidbaren Niveau stabil verblieben. Die zwangsweise behandelten
Tiere nahmen insgesamt Dosen des p-Rezeptoragonisten zu sich, die im Vergleich
mit der Wahl-Gruppe durchschnittlich um das Vierfache hoher lagen.

3.2 Neurochemische Untersuchungen

Nach Dekapitation der Tiere und Praparation der Gewebeproben schlossen sich die
verschiedenen Rezeptorbindungsstudien bzw. die Enzymassays an.
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3.2 Neurochemische Untersuchungen

3.2.1 [°*H]IDAMGO-Bindung am ;-Opioidrezeptor

Um Verdnderungen der p-Rezeptordichte bzw. der Affinitét fiir einen hochselekti-
ven Agonisten beschreiben zu kénnen, wurden Bindungsstudien mit dem radioak-
tiv markierten Liganden [PHJDAMGO durchgefiihrt. Sattigungsanalysen der Bin-
dung zeigten in keiner der drei untersuchten Hirnregionen (frontaler Kortex, Mittel-
hirn und parietaler Kortex) Unterschiede bei K;- und B;,5-Werten zwischen Kontrol-
len und den Gruppen mit Etonitazeneinnahme; (Tab.3.2, Abb.3.2).

Um Aussagen iiber Verdnderungen der Koppelung des u-Opioidrezeptors an
die G;j/,-Proteine durch Behandlung mit Etonitazen treffen zu konnen, sollte die
Bindung von [PH]DAMGO im parietalen Kortex in Anwesenheit des nicht hydroly-
sierbaren GTP-Analogons GTPvS bestimmt werden. GTP+S bindet irreversibel an
die a-Untereinheiten inhibitorischer G-Proteine, die nachfolgend dissoziieren und
vom Rezeptor entkoppeln. Die Affinitidt des p-Rezeptors nimmt im entkoppelten
Zustand ab und ist durch erhohte K;-Werte messbar. Die Zugabe von 500 nmol/1
GTPS fiihrte zu einem 3.3 - 4.1 fachen Anstieg der K;-Werte in allen Gruppen
(n = 8 —12, p < 0.001 vs. entsprechende Bindung ohne GTP~S; gepaarter Student
t-Test). Allerdings waren die K; -Werte in den etonitazenerfahrenen Gruppen im
akuten Entzug (Wahl akut und Forciert akut) signifikant niedriger im Vergleich mit
den Kontrollen (p < 0.01 vs. Kontrollen; ANOVA und post hoc t-Test). Die Anwe-
senheit des GTP-Analogons hatte keinen signifikanten Einfluss auf die B,y -Werte.

Zusammenfassend kam es in keiner der etonitazenkonsumierenden Gruppen zur
Verdanderung der Bindungsdichte oder Affinitédt des y-Rezeptors. Die Entkoppelung
des G-Proteins vom p-Rezeptor durch Zugabe des GTP-Analogons fiel nur in den
etonitazenerfahrenen Gruppen im akuten Entzug relativ zur Kontrollgruppe signi-
fikant schwicher aus. Insgesamt liefSen sich in den [3H]DAMGO-Bindungsstudien
weder Unterschiede zwischen dem selbstbestimmten und forcierten Etonitazenkon-
sum noch protrahierte, d.h. nach sechswochiger Abstinenz nachweisbare Effekte

zeigen.

3.2.2 [*®S]GTPyS-Bindungsstudien an G-Proteinen

Zur Bestimmung quantitativer oder qualitativer Verdanderungen der G;,,-Proteine
wurden [*>S]GTP7S-Bindungsstudien an den a-Untereinheiten durchgefiihrt. Da
die G-Proteine den Austausch von GDP mit [**S]GTPvS im Sinne einer Enzymre-
aktion katalysieren, wurden die Daten als Konzentrations-Wirkungskurven analy-
siert. In den entsprechenden Kurven, die aus [35S]GTP'yS-Bindungsdaten der Ex-
perimente im parietalen Kortex erstellt wurden, zeigten sich im Vergleich mit den

Kontrollen signifikant hohere E;;;-Werte bei den etonitazenerfahrenen Gruppen
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3 Ergebnisse

a) b)

nmol/l

K WA FA L K WA FA WP FP
Gruppe Gruppe

Abbildung 3.2: Ergebnisse aus Sittigungsanalysen der [PH]DAMGO-Bindung
in Gewebshomogenaten des parietalen Kortex. Die unspezifische Bindung
wurde in Anwesenheit von 100#mol/1 Naloxon bestimmt. Alle Werte sind Mit-
telwerte mit Angabe des SEM. (a) Gegeniiberstellung der B;;-Werte der Grup-
pen im zweitdgigen (akuten) und sechswochigen (protrahierten) Entzug. Die
etonitazenerfahrenen Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant von den
Kontrollen. (b) Gegeniiberstellung der K; -Werte der Gruppen im zweitdgigen
(akuten) und sechswochigen (protrahierten) Entzug. Die etonitazenerfahrenen
Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant von den Kontrollen. n =8 - 12; K
= Kontrollen, WA = Wahl akut, FA = Forciert akut, WP = Wahl protrahiert, FP =
Forciert protrahiert.

Gruppe Frontaler Kortex Mittelhirn

Bjax (fmol/mg)  K; (nM) Byax (fmol/mg) Ky (nM)
Kontrollen 322 + 28 1.07 £ 0.09 408 + 16 1.62 +0.12
Akut:
Wahl 333 £ 15 1.08 + 0.17 416 + 30 1.40 +£0.16
Forciert 312 £ 24 0.95 + 0.14 342 + 33 1.20 £ 0.28
Protrahiert:
Wahl 281+ 16 0.95 + 0.19 391 + 35 1.41 +£0.17
Forciert 308 + 26 0.99 + 0.10 389 + 25 1.74 +0.15

Tabelle 3.2: Ergebnisse der Sattigungsanalysen aus Bindungsdaten der homolo-
gen Verdrangung von [PHIDAMGO (0.305 + 0.002 nM) mit sechs Konzentratio-
nen unmarkiertem DAMGO (0.5 - 16 nM) in Gewebshomogenaten des fronta-
len Kortex und des Mittelhirns. Die unspezifische Bindung wurde in Anwesen-
heit von 1xM Naloxon bestimmt. Die Gewebeprédparation erfolgte im zweitadgi-
gen (akuten) und im sechswochigen (protrahierten) Entzug. Dargestellt sind
Mittelwerte unter Angabe des SEM; n = 8 - 12. Die Gruppen mit Etonitazener-
fahrung (Wahl und Forciert) unterscheiden sich nicht signifikant von den Kon-
trollen.

50



3.2 Neurochemische Untersuchungen

im akuten Entzug. Die E;;;-Werte lagen dabei um 31 % (Wahl akut) bzw. um 34
% (Forciert akut) tiber denen der Kontrollgruppe (p < 0.01 vs. Kontrollen; ANOVA
und post hoc t-Test). Signifikante Unterschiede in den ECsp-Werten konnten nicht
nachgewiesen werden. Die etonitazenerfahrenen Gruppen im protrahierten Entzug
unterschieden sich nicht von den Kontrollen (Abb.3.4).

Zusatzlich zur basalen Bindungsdichte und Affinitdt der G;,-Untereinheiten fiir
[3°S]GTP+S sollte die Stimulierbarkeit der Bindung durch DAMGO untersucht wer-
den. Die Bindung des Liganden an den u-Rezeptor aktiviert die G-Proteine, die
nachfolgend im Gegensatz zum Ruhezustand verstarkt GDP durch das radioaktiv
markierte nicht hydrolysierbare GTP+S austauschen. Die Anwesenheit von DAM-
GO fiihrte innerhalb aller Gruppen wie erwartet zu signifikanten Zunahmen der
Eax-Werte. Die Werte der etonitazenerfahrenen Gruppen im akuten Entzug lagen
allerdings im Vergleich mit den Kontrollen um 26 % (Wahl akut, p < 0.05 vs. Kontrol-
len; ANOVA und post hoc t-Test) bzw. 35 % (Forciert akut, p < 0.01 vs. Kontrollen;
ANOVA und post hoc t-Test) hoher. Die Zugabe des p-Rezeptoragonisten bewirkte
eine signifikante Erniedrigung der ECsp-Werte in allen Gruppen im Vergleich mit
den korrespondierenden Daten vor Zusatz von DAMGO mit Ausnahme der frei-
willig konsumierenden Gruppe im akuten Entzug (Abb.3.5).

a) Akut b) Protrahiert
n.s.
5.0 5.0 —
—— —— n.s.
*x ; .
E 25_ E 25_ ———
0.0 0.0
K WA FA K FP
Gruppe Gruppe

Abbildung 3.3: G-Proteinentkoppelung vom p-Rezeptor durch GTP~S. Darstel-
lung der K;-Werte aus Sattigungsanalysen der [P H]DAMGO-Bindung im pa-
rietalen Kortex bei Anwesenheit von 500 nmol/1 GTPS. Die nicht spezifische
Bindung wurde bei Zugabe von 100 #mol/1 Naloxon bestimmt. Alle Werte sind
Mittelwerte mit Angabe des SEM. (a) Gegeniiberstellung der K;-Werte in den
Gruppen im zweitdgigen (akuten) Entzug. **P < 0,01 vs. Kontrollen (ANOVA
mit anschlieflendem post hoc t-Test). (b) Darstellung der K;-Werte in den Grup-
pen im sechswochigem (protrahierten) Entzug. Die etonitazenerfahrenen Grup-
pen unterscheiden sich nicht mehr von den Kontrollen. n = 8 - 12; K = Kontrol-
len, WA = Wahl akut, FA = Forciert akut, WP = Wahl protrahiert, FP = Forciert
protrahiert.
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Abbildung 3.4: Die [*>S]GTP~S-Bindungsdaten im parietalen Kortex (ohne Zu-
gabe von DAMGO) wurden als Konzentrations-Wirkungskurven analysiert
um Ej- und ECsp-Werte bestimmen zu konnen. Die unspezifische Bindung
wurde in Anwesenheit von 10 uM GTP9S bestimmt. Alle Werte sind Mittel-
werte mit Angabe des SEM. (a) Konzentrations-Wirkungskurven der Grup-
pen im zweitdgigen (akuten) Entzug. Die Kurven unterscheiden sich signifi-
kant von denen der Kontroll-Gruppe, *** p < 0.001 (two way ANOVA). (b)
Konzentrations-Wirkungskurven der Gruppen im sechswochigen (protrahier-
ten) Entzug. (n = 8 - 12); K = Kontrollen, WA = Wahl akut, FA = Forciert akut,
WP = Wahl protrahiert, FP = Forciert protrahiert.
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Abbildung 3.5: Die [*>S]GTP+S-Bindungsdaten im parietalen Kortex (mit Zuga-
be von DAMGO) wurden als Konzentrations-Wirkungskurven analysiert, um
Enax- und ECsp-Werte bestimmen zu kénnen. Die unspezifische Bindung wur-
de in Anwesenheit von 10 uM GTP9S bestimmt. Alle Werte sind Mittelwer-
te mit Angabe des SEM. (a) Konzentrations-Wirkungskurven der Gruppen im
zweitdgigen (akuten) Entzug. Die Kurven unterscheiden sich signifkant von
denen der Kontrollen, ***P < 0.001 (two way ANOVA). (b) Konzentrations-
Wirkungskurven der Gruppen im sechswochigen (protrahierten) Entzug. n =
8 - 12; K = Kontrollen, WA = Wahl akut, FA = Forciert akut, WP = Wahl protra-
hiert, FP = Forciert protrahiert.
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Damit Aussagen tiber die intrinsische Effizienz des p-Rezeptoragonisten zur Ak-
tivierung der G-Proteine getroffen werden konnten, wurden mit Hilfe von Scatchar-
danalysen aus den durch DAMGO stimulierten [358]GTP’yS—Nettobindungsdaten
(Bindung nach Zugabe von DAMGO minus basaler Bindung ohne DAMGO) maxi-
male Bindungsdichte (B;4x) und Gleichgewichtsdissoziationskonstante (K;) berech-
net. Dabei zeigte nur die Gruppe mit erzwungenem Etonitazenkonsum im akuten
Entzug (forcierte Gruppe) im Vergleich mit den Kontrollen eine erhchte DAMGO
stimulierte (netto-)Bindung mit einem um 58 % erhohten B, -Wert (n = 8 - 12; p
< 0.01 vs. Kontrollen; ANOVA und post hoc t-Test) (Abb. 3.6). Es liefSen sich keine

Verdanderungen nach sechswochiger Abstinenz nachweisen.

Die Netto-B;;,,-Werte (stimulierte [35S]GTP’yS-Bindung) wurden durch die B,;x-
Werte der [PHIDAMGO-Bindung dividiert, um den amplification factor als Maf fiir
die Anzahl der pro u-Opioidrezeptor aktivierten G-Proteine zu bestimmen. Die for-
ciert behandelte Gruppe zeigte im akuten Entzug im Vergleich mit den Kontrollen
einen um 53 % erhohten amplification factor (p < 0.05 vs. Kontrollen, ANOVA und
post hoc t-Test). Alle iibrigen Gruppen einschliefSlich der protrahiert abstinenten
zeigten keine signifikanten Unterschiede (Abb. 3.7).

Zusammenfassend fiihrte die Vorbehandlung mit Etonitazen im akuten Entzug

zu einem signifikant erhohten basalen Substratumsatz durch die G-Proteine mit
erhohter [35S]GTP'yS-Bindung nach Austausch von GDP. Die Stimulierbarkeit der
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Abbildung 3.6: Aus transformierten Bindungsdaten der (DAMGO-
stimulierten) Netto-[35S]GTP'yS-Bindung im parietalen Kortex wurden
mit Hilfe von Scatchardanalysen AB,,y -Werte in pmol/mg Protein bestimmt.
Alle Werte sind Mittelwerte mit Angabe des SEM. (a) Gegentiberstellung der
ABjuax-Werte der Gruppen im zweitdgigen (akuten) Entzug . **p < 0,01, (ANO-
VA und post-hoc t-Test). (b) ABx-Werte der Gruppen im sechswochigen
(protrahierten) Entzug. Die Gruppen mit Etonitazenerfahrung unterscheiden
sich nicht von den Kontrollen. n = 8 - 12; K = Kontrollen, WA = Wahl akut, FA =
Forciert akut, WP = Wahl protrahiert, FP = Forciert protrahiert.
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Bindung durch den Agonisten DAMGO war in allen etonitazenerfahrenen Grup-
pen des akuten Entzugs ebenfalls signifikant erhoht. Die relative Steigerung der
Bindung durch DAMGO Stimulation als Ausdruck der Effizienz des Agonisten zur
Aktivierung der G-Proteine war dagegen nur in der forciert behandelten Gruppe
des akuten Entzugs signifikant erhoht. Die [?*S]GTP+S-Bindungsstudien ergaben
insgesamt keine protrahierten bzw. nach sechswochiger Abstinenz nachweisbaren
Effekte.

3.2.3 [H]SCH23390-Bindungsstudien am D, /5-Rezeptor

Mit dem Dopamin D; /5-Rezeptorantagonisten [PH]SCH23390 sollten Bindungsstu-
dien an der Antagonistenbindungsstelle des Rezeptors durchgefiihrt werden. Sat-
tigungsanalysen der Bindungsdaten zeigten im Vergleich mit den Kontrollen si-
gnifikante Unterschiede der maximalen Bindungsdichte (B;4y) in beiden Gruppen
des erzwungenen chronischen Etonitazenkonsums. Die Bj,,y-Werte lagen im aku-
ten Entzug um 19 % hoher (Forciert akut, p < 0.05 vs. Kontrollen; ANOVA und post
hoc t-Test) und im protrahierten Entzug um 17 % niedriger (Forciert protrahiert, p <
0.05 vs. Kontrollen; ANOVA und post hoc t-Test) als die Werte der Kontrollgruppe
(Abb.3.8a-b). Die Sattigungskurven der forciert behandelten Gruppen unterschie-
den sich signifikant von denen der Kontrollgruppe (Abb.3.8c-d).

q) b) ;
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Abbildung 3.7: Der amplification factor wurde per Division der ABjax-
Werte aus den Netto—[35S]GTP’yS—Bindungsdaten durch die B,,;» -Werte der
[PHJIDAMGO-Bindung im parietalen Kortex berechnet. Er gilt als Ma8 der pro
n-Opioidrezeptor stimulierten Anzahl von G-Proteinen. Alle Werte sind Mittel-
werte mit Angabe des SEM. (a) Gegentiberstellung des amplificaton factor der
Gruppen im zweitdgigen (akuten) Entzug. * p < 0.05 (ANOVA und post hoc
t-Test) (b) Amplifcation factor in den Gruppen im sechswochigen (protrahierten)
Entzug. Die etonitazenerfahrenen Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant
von den Kontrollen. n = 8 - 12; K = Kontrollen, WA = Wahl akut, FA = Forciert
akut, WP = Wahl protrahiert, FP = Forciert protrahiert.
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Abbildung 3.8: Scatchard-Plots (oben) und Sattigungskurven (unten) der Bin-
dung des Dopamin D; / Ds-Dopaminrezeptorantangonisten [H]SCH23390 im
limbischen Vorderhirn. Die Bestimmung der unspezifischen Bindung fand in
Anwesenheit von 1 uM (+)SCH23390 statt. Alle Werte sind Mittelwerte; die
Werte in (c) und (d) sind Mittelwerte mit Angabe des SEM. (a) Darstellung
der transformierten Bindungsdaten der forciert behandelten Gruppe im zwei-
tagigen (akuten) Entzug und der entsprechenden Kontrollen als Scatchard-Plot.
Die Bjuax-Werte der forcierten Gruppe liegen im Vergleich mit den Kontrollen si-
gnifikant hoher (p < 0.05 vs Kontrollen; ANOVA und post hoc t-Test). (b) Trans-
formierte Bindungsdaten der forciert behandelten Gruppe im sechswdochigen
(protrahierten) Entzug und der Kontrollen als Scatchard-Plot. Die B,,,,-Werte
der forcierten Gruppe liegen im Vergleich mit den Kontrollen signifikant niedri-
ger (p < 0.05 vs. Kontrollen; ANOVA und post hoc t-Test). (c) Sattigungskurven
der Bindungsdaten der forciert behandelten Gruppe im zweitdgigen Entzug
im Vergleich mit den entsprechenden Kontrollen. (d) Sattigungskurven der Bin-
dungsdaten der forciert behandelten Gruppe im sechswochigen Entzug im Ver-
gleich mit den entsprechenden Kontrollen.

* p <0.01, ** p <0.001 (two way ANOVA). K = Kontrollen (n = 11), FA =
Forciert akut n = 6), FP = Forciert protrahiert (n = 6).

Anschliefsend wurden die Experimente nach Zusatz des Agonisten Dopamin wie-
derholt, um Aussagen iiber mogliche Verdnderungen der hoch- bzw. niederaffinen
Bindungsstellen des Dopamin D;/5-Rezeptors treffen zu kénnen. Dopamin inhi-
biert im hochaffinen Zustand des Rezeptors nicht kompetitiv die Bindung des Ant-
agonisten [PH]SCH23390 und verringert dessen maximale Bindungsdichte Bj;;4x. Im
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Abbildung 3.9: Darstellung der Differenz (AD;) von maximaler Bindungsdich-
te der Antagonistenbindung ([*H]SCH23390) vor und nach nicht kompetitiver
Inhibition durch Dopamin an der hochaffinen Bindungsstelle. Alle Werte als
Mittelwert mit Angabe des SEM. (a) AD liegt in der forcierten Gruppe im aku-
ten Entzug (245 £ 35 fmol/l) im Vergleich mit der Kontrollgruppe (134 £ 29
fmol/1) um 83 % signifikant hoher. * p < 0.05 vs. Kontrollen (ANOVA mit nach-
folgendem post hoc t-Test). (b) Nach sechswochiger Abstinenz ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede. K = Kontrollen n = 11, FA = Forciert akut (n
= 6), FP = Forciert protrahiert (n = 6).

niederaffinen Zustand des Rezeptors (z.B. Entkoppelung vom G-Protein) kommt es
zum kompetitiven Antagonismus mit Erniedrigung der Affinitdt des Antagonisten.
Die Anwesenheit von Dopamin fiihrte deshalb in allen fiinf Gruppen zum Anstieg
der K;-Werte (60 - 105 %, p < 0.001 vs korrespondierende Daten ohne Dopamin;
gepaarter Student t-Test) und zum Abfall der By, -Werte (15 - 23 %, p < 0.001 vs.
korrespondierende Daten ohne Dopamin; gepaarter Student t-Test). Im Vergleich
der Gruppen zeigten sich diesbeziiglich keine Unterschiede.

Durch Berechnung der Differenz der B,,,-Werte vor und nach Zusatz von Dopa-
min (im Folgenden als AD; bezeichnet) sollten weitere Aussagen iiber die hochaf-
fine Bindungsstelle moglich werden. Der durch den nicht kompetitiven Antagonis-
mus des Dopamins inhibierte Anteil der [’H]SCH23390-Bindung am D /5-Rezeptor
(AD1) lag im Vergleich mit der Kontrollgruppe in der Gruppe der forciert behan-
delten Tiere im akuten Entzug deutlich hoher (Vergleich der Absolutwerte, 83 %
Forciert akut vs. Kontrollen, p < 0.05; ANOVA und post hoc t-Test). (Abb. 3.9).

Durch lineare Regressionsanalysen wurde der individuelle Etonitazenkonsum
mit dem durch Dopamin inhibierten Anteil der maximalen Bindung des Antago-
nisten [PH]SCH23390 (AD;) verglichen. Hier zeigte sich zum einen eine positive
Korrelation von durchschnittlicher Etonitazendosis (ug/kg/Tag) und dem inhibier-
ten Anteil im zweitdgigen Entzug (r = 0.65, p < 0.01, N = 17) und zum anderen eine
negative Korrelation nach sechswochiger Abstinenz (r = - 0.62, p < 0.01, N = 17).
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Abbildung 3.10: Sittigungsanalysen und Scatchard-Plots der Bindungsdaten
von [PH]SCH23390 im limbischen Vorderhirn nach nicht kompetitiver Hem-
mung durch 500 nmol/I Dopamin. Es sollte die hochaffine Bindung des D; /5-
Rezeptors untersucht werden.Die unspezifische Bindung wurde in Anwesen-
heit von 1 pmol/1 (+)SCH23390 bestimmt. Alle Werte sind Mittelwerte; Die
Werte in (c) und (d) sind Mittelwerte mit Angabe des SEM. Zur Verdeutlichung
der Unterschiede werden nur Kontrollen und forciert behandelte Gruppen dar-
gestellt. (a) [PH]SCH23390-Bindung der forciert behandelten Gruppe im zwei-
tagigen (akuten) Entzug und der entsprechenden Kontrollen als Scatchard-Plot.
(b) Antagonisten-Bindung der forciert behandelten Gruppe im sechswochigen
(protrahierten) Entzug und der entsprechenden Kontrollen als Scatchard-Plot.
(c) Sattigungskurven der forciert behandelten Gruppe im zweitdgigen (aku-
ten) Entzug und der entsprechenden Kontrollen. Die Kurven unterscheiden
sich nicht signifikant voneinander. (d) Sattigungskurven der forciert behandel-
ten Gruppe im sechswochigen (protrahierten) Entzug und der entsprechenden
Kontrollen. *** p < 0.001 (two way ANOVA). K = Kontrollen (n = 12), FA =
Forciert akut (n = 6), FP = Forciert protrahiert (n = 6).

Im Vergleich der Sattigungskurven der [*H]SCH23390-Bindung nach Zusatz von

Dopamin unterschied sich nur die Gruppe der forciert behandelten Tiere nach sechs-

wochiger protrahierten Abstinenz signifikant von der Kontrolle; p < 0.001 vs. Kon-

trollen, two way ANOVA (Abb. 3.10).

Zusammenfassend zeigten sich in der forciert behandelten Gruppe entgegenge-
setzte akute und persistierende Effekte in den Bindungsstudien mit [PH]SCH23390.
Waéhrend die maximale Bindung des Antagonisten in der forciert behandelten Grup-
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pe nach zweitdgigem Entzug signifikant hoher lag, war sie nach sechswochiger Ab-
stinenz deutlich erniedrigt. Im akuten Entzug war der nicht kompetitive Antago-
nismus durch Dopamin signifikant verstarkt. Dariiber hinaus bestand im akuten
Entzug ein positiver linearer Zusammenhang bzw. im protrahierten Entzug ein ne-
gativer linearer Zusammenhang von Etonitazendosis und der nicht kompetitiven
Inhibition durch Dopamin. Die Analyse der Sattigungskurven nach Zusatz von Do-
pamin zeigte einen von der Kontrollgruppe unterscheidbaren Effekt nach sechswo-

chiger Abstinenz mit deutlich flacherer Kurve.

3.2.4 Stimulation der Adenylatzyklase im limbischen Vorderhirn

Der D;/5-Rezeptor ist an G-Proteine vom Typ Gg,.¢ gekoppelt, die nach Aktivie-
rung iiber den Rezeptor die Adenylatzyklase zum Substratumsatz stimulieren. Eine
in vitro Stimulation des Enzyms ldsst sich tiber Rezeptoragonisten, durch Beeinflus-
sung des Gg /0t Proteins und durch direkte Stimulation erzielen. Eventuelle unter-
scheidbare Effekte sollten Aufschluss tiber Verdnderungen der jeweils getesteten
Ebene der Signalkette Rezeptor — cAMP geben.

Der Substratumsatz der Adenylatzyklase nach Stimulation durch das nicht hy-
drolysierbare GTP-Analogon GppNHp und durch direkte Anregung durch Fors-
kolin zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den etonitazenerfahrenen
Gruppen (Wahl akut/protrahiert; Forciert akut/protrahiert) und den Kontrollen (Abb.
3.11 u. 3.12).

Im Gegensatz dazu zeigten die Konzentrations-Wirkungskurven nach Stimula-
tion der Adenylatzyklase durch den D, /5-Rezeptoragonisten Dihydrexidine signi-
fikante Unterschiede bei den E,;;x-Werten in allen etonitazenerfahrenen Gruppen
(Wahl akut/protrahiert und Forciert akut/protrahiert) im Vergleich mit den Kontrollen.
Die E;;.x-Werte waren dabei um 23 - 37 % niedriger als die der Kontrollen, ohne
dass sich Unterschiede zwischen den forciert behandelten und den freiwillig kon-
sumierenden Gruppen ergaben (p < 0.05 Wahl/Forciert akut u. Wahl protrahiert vs.
Kontrollen bzw. p < 0.01 Forciert protrahiert vs. Kontrollen; ANOVA mit nachfolgen-
dem post hoc t-Test). (Abb. 3.13).

Lineare Regressionsanalysen zeigten dariiber hinaus eine negative Korrelation
der durchschnittlich konsumierten Etonitazendosis mit den E,,;, Werten nach Sti-
mulation durch Dihydrexidine im zweitdgigen Entzug (r = - 0.62, p < 0.01, n = 18)
und nach sechswochiger Abstinenz (r = - 0.53, p < 0.05, n = 17). Im Gegensatz zu
den E,;;x-Werten hatte die Etonitazenvorbehandlung keinen Einfluss auf die ECsp-
Werte.

Zusammenfassend stellten sich in den Stimulationsexperimenten der Adenylat-

zyklase akute und persistierende Verdnderungen der maximalen Wirkung auf Ebe-
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Abbildung 3.11: Substratumsatz der Adenylatzyklase (gebildetes cAMP in
pmol/mg pro Minute) in Gewebshomogenaten des Limbischen Vorderhirns in
Anwesenheit von 1 uM GppNHp. Alle Werte sind Mittelwerte mit Angabe des
SEM. (a) Enzymaktivitit in den etonitazenerfahrenen Gruppen im zweitdgigen
Entzug und der entsprechenden Kontrollen. Die Gruppen unterscheiden sich
nicht signifikant voneinander. (b) AC-Aktivitdt in den behandelten Gruppen
im sechswochigen Entzug und der Kontrollen. Die vorbehandelten Gruppen
unterscheiden sich nicht von den Kontrollen. K = Kontrollen (n = 12), WA =
Wahl akut (n = 6), FA = Forciert akut (n = 6), WP = Wahl protrahiert (n = 6), FP =
Forciert protrahiert (n = 6).
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Abbildung 3.12: Stimulation der Adenylatzyklaseaktivitdt durch 10 yuM
Forskolin im limbischen Vorderhirn. Dargestellt sind prozentuale Steigerun-
gen bezogen auf die basale Enzymaktivitat (in Anwesenheit von 1 yM Gpp-
NHp). Alle Werte sind Mittelwerte mit Angabe des SEM. (a) Prozentuale
Steigerung der AC-Aktivitdt in den Gruppen im zweitdgigen (akuten) Ent-
zug und der Kontrollen. Die Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant
voneinander. (b) Prozentuale Steigerung der Enzymaktivitdt in den vorbe-
handelten Gruppen im sechswochigen (protrahierten) Entzug und der Kon-
trollen. Die Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant voneinander. K =
Kontrollen (n = 12), WA = Wahl akut (n = 6), FA = Forciert akut (n = 6), WP =
Wahl protrahiert (n = 6), FP = Forciert protrahiert (n = 6).
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ne des Dopamin D, /5-Rezeptors dar. Der maximale Substratumsatz nach Zusatz
von Dihydrexidine war unabhdngig vom Einnahmemuster im zweitdgigen Entzug
und nach sechswochiger Abstinenz signifikant erniedrigt. Zwischen Etonitazendo-
sis und Abschwichung des Substratumsatzes bestand ein linearer Zusammenhang.
Die pharmakologische Potenz der stimulierenden Agenzien war nicht verandert.
Die Stimulation durch G-Proteinuntereinheiten bzw. die direkte Stimulation des
Enzyms zeigten weder Abnahme in der maximalen Wirkung (E;;x) noch Verdn-
derungen der Potenz (ECsp). Insgesamt ldsst sich somit eine die sechswochige Ab-
stinenz iiberdauernde Abschwédchung der Signalkette D; /5-Rezeptor — AC/cAMP
auf Ebene des D /5-Rezeptors konstatieren.

3.2.5 Inhibition der Adenylatzyklase im limbischen Vorderhirn

Zusétzlich zu den Dopamin D, /5-Rezeptor und Gg/¢-proteinabhdngigen stimu-
latorischen Einfliissen auf das Enzym Adenylatzyklase sollten mogliche Verdnde-
rungen auf Ebene inhibitorischer G;,,-Proteine im Areal des limbischen Vorderhirns
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Abbildung 3.13: Stimulation der Adenylatzyklaseaktivitdt durch den D;/Ds-
Dopaminrezeptoragonisten Dihydrexidine (200 pM - 1 uM) im limbischen Vor-
derhirn als Konzentrations-Wirkungskurven. Dargestellt sind die prozentuale
Steigerung bezogen auf die basale Aktivitdt in Anwesenheit von 1 yuM Gpp-
NHp. Alle Werte sind Mittelwerte mit Angabe des SEM. (a) Prozentuale Stei-
gerung der Aktivitit in den etonitazenerfahrenen Gruppen des zweitdgigen
(akuten) Entzugs und der Kontrollen in Abhédngigkeit von der eingesetzten
Agonistenkonzentration. Die Kurven unterscheiden sich signifikant voneinan-
der; *** p < 0.001 (two way ANOVA). (b) Prozentuale Steigerung der Aktivitat
in den behandelten Gruppen des sechswochigen (protrahierten) Entzugs und
der Kontrollen in Abhéngigkeit von der eingesetzten Agonistenkonzentration.
Die Kurven unterscheiden sich signifikant voneinander; *** p < 0.001 (two way
ANOVA). K = Kontrollen (n = 11), WA = Wahl akut (n = 6), FA = Forciert akut (n
= 6), WP = Wahl protrahiert (n = 6), FP = Forciert protrahiert (n = 6).
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Abbildung 3.14: Inhibition der forskolinstimulierten AC-Aktivitdt durch
GTP~S (acht Konzentrationen: 300 pM - 300 nmol/1) in Gewebshomogena-
ten des limbischen Vorderhirns. Darstellung der ECsp-Werte aus Konzentrations-
Wirkungskurven. Alle Werte sind Mittelwerte mit Angabe des SEM. (a) ECsp-
Werte der AC-Inhibition in den behandelten Gruppen im zweitdgigen (akuten)
Entzug (n = 6) und der Kontrollen (n = 12). (b) ECsp-Werte der AC-Inhibition
in den behandelten Gruppen im sechswdchigen (protrahierten) Entzug (n = 6)
und der Kontrollen (n = 12). * p < 0.05 vs. Kontrollen (ANOVA und post hoc
t-Test). K = Kontrollen (n = 12), WA = Wahl akut (n = 6), FA = Forciert akut (n =
6), WP = Wahl protrahiert (n = 6), FP = Forciert protrahiert (n = 6).

(den Nucleus accumbens beinhaltend) untersucht werden. Neben p-Rezeptoren
sind auch die Dopamin D, /3-Rezeptoren an inhibitorische G;,, Proteine gekoppelt.
Eventuelle unterscheidbare Effekte der Etonitazenvorbehandlung auf die Inhibier-
barkeit der AC sollten Hinweise auf Verdnderungen der inhibitorischen (u.a. Dopa-
min D, /3-rezeptorgekoppelten) G-Proteine geben. Die Experimente wurden nach
initialer direkter Stimulation des Enzyms durchgefiihrt. Zur Inhibition der Aktivi-
tat wurde das nicht hydrolysierbare GTP-Analogon GTPvS verwendet.

Die Stimulation der AC durch 10 uM Forskolin zeigte wie oben beschrieben kei-
ne signifikanten Unterschiede zwischen Kontrollen und etonitazenerfahrenen Tie-
ren. Aus den Konzentrations-Wirkungskurven der Inhibition der Adenylatzyklase
(nach Stimulation durch 10 uM Forskolin) ergaben sich zunéchst keine signifikan-
ten Unterschiede der maximalen Wirksamkeit (E,;;,) und der maximalen Inhibition

(in %) zwischen Kontrollen und etonitazenerfahrenen Tieren.

Dagegen gab es signifikante Verdnderungen der pharmakologischen Potenz des
eingesetzten GTP+S in allen vier etonitazenerfahrenen Gruppen. Die ECso-Werte
der Inhibition des Enzyms durch aufsteigende Konzentrationen von GTP%S (in An-
wesenheit des stimulierenden Forskolin) lagen im Vergleich mit den Kontrollen si-

gnifikant niedriger (p < 0.05 vs. Kontrollen; ANOVA mit nachfolgendem post hoc
t-Test) (Abb. 3.14).
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Im Vergleich mit den Stimulationswerten der Dihydrexidine-AC/cAMP Assays
ergab sich zusétzlich eine positive lineare Beziehung zwischen einerseits individuel-
len ECsyp-Werten bzw. E,;;,-Werten nach Stimulation der AC und andererseits den
ECsp-Werten nach Inhibition des Enzyms. Die positive Korrelation zeigte sich im
zweitdgigen Entzug (r = 0.61, p < 0.05, n = 17) und tiberdauerte die sechswochige
Abstinenz (r = 0.60, p = < 0.05, n = 17).

Zusammenfassend war die pharmakologische Potenz des eingesetzten GTPvS
zur Inhibition der Adenylatzyklase tiber G; /,-Proteine kurzfristig und persistierend
in allen etonitazenerfahrenen Gruppen unabhédngig vom Einnahmemuster erhoht.
Veranderungen der maximalen Wirksamkeit des Inhibitors gab es nicht. Es bestand
ein positiver linearer Zusammenhang zwischen D; /5-rezeptorvermittelter halbma-
ximaler bzw. maximaler Stimulation und der verdnderten Inhibierbarkeit iiber G; /.-

Proteine.
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4 Diskussion

4.1 Tierhaltungsdaten

Die vorliegende tierexperimentelle Arbeit untersuchte den Einfluss einer langerfris-
tigen Opiateinnahme auf neurobiologische Parameter. Die Rahmenbedingungen
der Tierhaltung unterschieden zwischen einem erzwungenen Konsum und einer
selbstbestimmten Einnahme des Opioids Etonitazen. In den zuvor durchgefiihr-
ten Experimenten der Arbeitsgruppe bedingten die Einnahmemuster qualitativ un-
terscheidbare Effekte in Bezug auf das Einnahmeverhalten. In den Gruppen des
selbstbestimmten Konsums konnten im langerfristigen Verlauf substanziibergrei-
fend Konsummuster beobachtet werden, die den DSM IV Kriterien (American
Psychiatric Association/DSM-1V, 1994) eines siichtigen Substanzgebrauchs entspra-
chen. Die Gruppen des erzwungenen Konsums nahmen im Vergleich iiber einen
grofien Zeitraum vielfach hohere Dosen zu sich (Wolffgramm und Heyne 1995b).

Die Betrachtung der hier vorliegenden achtwochigen Fliissigkeits- und Etonita-
zenverbrauchswerte zeigte ein qualitatives und quantitatives Muster, das in den
vergleichbaren Zeitabschnitten der vorangegangenen Experimente gleichermafien
beschrieben werden konnte. Zu Beginn des Trinkversuchs wiesen beide Gruppen
vergleichbare Etonitazeneinstiegsdosen auf. Nach einem zweiwdochigen Zeitraum
tiel der Konsum der Wahl-Gruppe steil ab und verblieb wahrend der restlichen Zeit
auf stabil niedrigem Niveau. Die forciert konsumierende Gruppe steigerte dagegen
ihren Fliissigkeitskonsum und damit den Etonitazenverbrauch, um wéhrend des
gesamten Versuchs ungleich hohere Wasser- und Etonitazendosen zu verbrauchen.
Insgesamt nahmen die Tiere der forcierten Gruppe Etonitazenmengen ein, die um
das Vierfache tiber denen der Wahl-Gruppe liegen.

In der Gruppe des erzwungenen Opioidkonsums wurde dem lebensnotwendi-
gen Wasser die analgetische und psychoaktive p-rezeptorselektive Substanz Etoni-
tazen zugesetzt. Die Tiere nahmen mit jeder Wasseraufnahme zusatzlich Substanz
zu sich. Sie hatten zu keiner Zeit die Moglichkeit neutrales Wasser oder Substanz-
16sung neben bzw. unabhingig von Wasser einzunehmen. Die primédre Motivation
zur Fliissigkeitseinnahme war somit an den Zustand Durst gebunden und davon
untrennbar mit den substanzspezifischen Wirkungen des Opioids verkniipft.

Aus dem Vergleich der Kurven der Fliissigkeitsaufnahme ergab sich somit zu-
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4 Diskussion

nichst die Frage nach den Griinden fiir einen deutlich gesteigerten Konsum bzw.
ein moglicherweise gesteigertes Durstgefiihl innerhalb der forcierten Gruppe. Eine
hinreichende Erkldrung des deutlich erhohten und im Verlauf steigenden Fliissig-
keitsverbrauchs durch eine nur marginal und nicht konstant erhdhte Futtermen-
ge scheint nicht gegeben. Da wegen des Zeitaufwands weder Hamatokrit, Serum-
elektrolyte noch Urinanalysen in Bezug auf Osmolalitdt und der Elektrolyte bzw.
auf die Urinausscheidung gemessen wurden, ldsst sich die Frage eines vermehr-
ten Durstgefiihls in Folge einer Exsikkose oder Polyurie nicht abschliefSend kldren.
Frithere Untersuchungen hatten in diesem Zusammenhang sowohl eine tendenzi-
ell antidiuretische als auch diuretische Wirkung des partiellen j-Rezeptoragonisten
Morphin gezeigt (Gutkowska u.a. 1993; Michel u. a. 1986). Der Vergleich der Kor-
pergewichte, der keine signifikanten Unterschiede zeigte, konnte in diesem Zusam-

menhang als fehlender Hinweis auf eine Exsikkose gewertet werden.

Andere Erkldrungsansitze fiir den auffillig gesteigerten Fliissigkeitskonsum der
forcierten Gruppe lassen sich aus den pharmakologischen Eigenschaften der Sub-
stanz Etonitazen ableiten. Bedingt durch eine sehr kurze Halbwertzeit von ein bis
zwei Stunden konnten die Tiere dieser Gruppe des zwangsldufig hohen Opioid-
konsums frithzeitig in wiederholte Entzugszustdnde geraten (on-off Phanomene)
(vgl. Savage 1996). Nach einer Periode, in der die Ratten den Zusammenhang zwi-
schen Linderung aversiver Entzugszustdnde und der Fliissigkeitseinnahme erfah-
ren, kdme es zu dem beobachteten ansteigenden Konsum der Substanz. Friihere Be-
obachtungen zeigten tatsdchlich zeitlich ausgedehntere Perioden der Inaktivitdt oh-
ne Fliissigkeits- bzw. Substanzeinnahme der forcierten Gruppe, die beginnende Ent-
zugserscheinungen ermoglichen wiirden (Heyne 1996a). Da im Hinblick auf den
technischen bzw. zeitlichen Aufwand und zur Verhinderung unerwiinschter neu-
rochemischer Sondereffekte keine direkte Messung eines Entzugssyndroms (z.B.
Schmerzreize, Verhalten) wiahrend des Trinkversuchs unternommen werden konn-

te, ist keine abschlieflende Beurteilung dieses Faktors moglich.

Es wurde bereits zuvor gefolgert (vgl Heyne u. a. 2000), dass substanzspezifische
Verdanderungen des motorischen Verhaltens verantwortlich fiir die Unterschiede im
Konsumverhalten seien konnten. Opioide fiithren insbesondere bei zeitlich intermit-
tierendem Konsummuster mit starken Schwankungen des Plasmaspiegels im Ge-
gensatz zur chronisch kontinuierlichen Verabreichung frith zur Sensitisierung fiir
die lokomotorisch stimulierenden Eigenschaften (Vanderschuren u. a. 1997; Vander-
schuren 2001). Obwohl im Fall der forcierten Gruppe zunichst von einem tendenzi-
ell chronisch kontinuierlichen Muster ausgegangen wurde, zeigten die Aufzeich-
nungen des Verhaltens in den vorangegangenen Experimenten nahezu vollstandi-

ge Trinkpausen wiahrend der Hell-Periode, die unter Beriicksichtigung der kurzen
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Halbwertzeit zu schwankenden Plasmaspiegeln fithren. Da somit die Bedingungen
fiir ein intermittierendes Schema gegeben waren, mussten sensitisierungsbedingte
Veranderungen angenommen werden. Die parallel beobachtete deutlich gesteiger-
te nédchtliche motorische Aktivitdt forciert behandelter Tiere schien mit der hohen
Fliissigkeitseinnahme zusammenzuhdngen (Heyne u.a. 2000). Auch im vorliegen-
den Experiment mussten sensitisierungsbedingte Veranderungen vermutet werden,
die iiber eine verstarkte Lokomotion zur gesteigerten Fliissigkeitsaufnahme in der
forciert behandelten Gruppe gefiihrt haben.

Ein weiterer Aspekt der pharmakologischen Eigenschaften der Substanz Etonita-
zen liegt moglicherweise in der bei den Opioiden zu beobachtenden Induktion ei-
ner Hyperalgesie durch p-Rezeptoragonisten (Li u.a. 2001b; Angst u.a. 2003) (vgl.
Freye und Latasch 2003). Eine solche Hyperalgesie entwickelt sich im Tierversuch
parallel zur Ausbildung einer pharmakologischen Toleranz insbesondere durch in-
termittierende Verabreichungsschemata tiber die Verstarkung der exzitatorischen
Signaltransduktion des NMDA-Rezeptors (Mao u.a. 1994; Li u. a. 2001a).

Die chronische Opiateinwirkung bedingt eine Translokation der Proteinkinase C
(PKC) in die Plasmamembran. Deren phosphorylierende Aktivitdt kann tiber di-
rekte Enzymblockade gemindert werden (Makimura u. a. 1997; Granados-Soto u. a.
2000). Die entsprechende Blockade der PKC verhindert im Modell des neuropathi-
schen Schmerzes Hyperalgesie und spontanes Schmerzverhalten (Mayer u. a. 1995).
Zusétzlich kommt es wihrend der chronischen Opiatgabe zur vermehrten Expres-
sion der NO-Synthase (NOS) (Wong u.a. 2000), deren Produkt Stickstoffmonoxid
u.a. die NMDA-Rezeptorfunktion vermittelt (Hall u. a. 1996). Toleranzentwicklun-
gen gegeniiber der analgetischen Wirkung eines Opiates scheinen zum Teil von der
Expression der Synthase abhédngig zu sein (Elliott u.a. 1994; Heinzen und Pollack
2004). Eine Blockade der NOS reduziert im Modell die Ausbildung einer opiatindu-
zierten Hyperalgesie (Li u. a. 2001a). Die Tiere des erzwungenen Konsums konnten
diesen Vorstellungen zufolge dosisabhdngig im Verlauf des Versuchs schmerzemp-
tindlicher werden und miissten dies nach der oben erwdhnten Lernperiode durch
erhohten Substanzkonsum ausgleichen. Hyperalgesie und Dosissteigerungen nach
hyperalgetischen Zustianden wahrend einer Opiattherapie sind in diesem Zusam-
menhang beim Menschen beschrieben worden (Compton u. a. 2003; Koppert 2004;
Wilson 2003) und gelten als Determinante der Toleranzentwicklung (vgl. Ballantyne
und Mao 2003).

Im Gegensatz zur forciert behandelten Gruppe, in der die Wasseraufnahme un-
trennbar mit Etonitazenkonsum verbunden war, bekam die Gruppe des selbstbe-
stimmten Konsums neben den Wasserflaschen Substanzlosung in verschiedenen

Konzentrationen. Eine Unterscheidung zwischen Wasser und Etonitazen bzw. in-
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nerhalb der einzelnen Etonitazenlosungen wurde moglich durch die Zugabe von
Essigsdure in verschiedenen Konzentrationen. Theoretisch sollte dadurch die Wahl-
moglichkeit zwischen Fliissigkeitsaufnahme allein zur Deckung des Wasserbedarfs
und der Beeinflussung des Befindens durch das Opioid etabliert werden. Im vor-
liegenden Versuch zeigt sich das aus den vorangegangen Versuchen bekannte zeit-
liche Muster der hohen Einstiegsdosen und des innerhalb von zwei Wochen auf
ein konstant niedriges Niveau abfallenden Etonitazenkonsums. Das Muster wird
dahingehend interpretiert, dass die Tiere der Wahl-Gruppe ihr Konsumverhalten
im Rahmen eines Lernvorgangs modifizieren (vgl. White 1996, White und McDo-
nald 2002). Dieser Vorstellung zufolge sehen sich die Tiere zundchst mit den Sub-
stanzwirkungen konfrontiert und miissen lernen, diese den einzelnen am Geruch
identifizierbaren Losungen zuzuordnen. Sie lernen die Unterscheidung zwischen
Fliissigkeitsaufnahme und Substanzwirkung. Der Abfall auf ein niedriges aber kon-
stantes Einnahmeniveau ist demnach der Ausdruck des Lernvorgangs und eines
letztlich optimierten Konsums, der eine gezielte Beeinflussung des Befindens durch

das konsumierende Versuchstier ermoglicht.

Die etablierte Wahlmoglichkeit fiihrte in den fritheren Experimenten zu einer bis
zu 25 Wochen dauernden Phase eines konstanten und vergleichsweise niedrigen
Substanzkonsums (vgl. Heyne 1996a). Unvermittelt kam es in einem Teil der Grup-
pe zu einem Anstieg des Konsums auf vielfache Dosen. Dieses Muster tiberdau-
erte lange erzwungene Abstinenzperioden und konnte durch Vergéllung mit Bit-
terstoffen nicht gedampft werden. Nach der offensichtlich sehr lange wahrenden
Phase eines kontrollierten Konsums mussten die Diagnosekriterien eines siichtigen
Konsums konstatiert werden. Im hier vorliegenden Experiment zeigte sich inner-
halb des vergleichsweise kurzen Einnahmezeitraums von acht Wochen in der Wahl-
Gruppe das dort beobachtete Muster des kontrollierten Konsums. Anzeichen fiir
einen Wechsel des Konsummusters in Richtung eines siichtigen Verhaltens ergaben
sich nicht.

Zusammenfassend bedingten die verschiedenen in der Arbeitsgruppe etablier-
ten Einnahmemuster im Etonitazentrinkversuch zum einen die qualitative Tren-
nung in hoch und niedrig dosierten Konsum. Der hochdosierte Konsum der forcier-
ten Gruppe steht in Zusammenhang mit vermuteter sensitisierungsbedingter ver-
starkter lokomotorischer Aktivitdt, moglichen intermittierenden Entzugszustdnden
und/oder einer opiatbedingten Hyperalgesie. Die Modi der Substanzeinnahme in-
duzierten zum anderen differenzierbare Lernvorgéange. Innerhalb der Wahl-Gruppe
ermoglichten sie den selbstbestimmten und kontrollierten Konsum des Opioids.
Die Entstehung eines siichtigen Konsums wurde nicht beobachtet. In der forcier-

ten Gruppe wurde von der Moglichkeit ausgegangen, dass die Tiere den Zusam-
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menhang von Substanzeinnahme und der Linderung von Entzugserscheinungen
respektive einer Hyperalgesie erlernten. Der vorliegende Versuch ging in diesem
Zusammenhang davon aus, in erster Linie dosisabhédngig in beiden Gruppen physi-
sche Abhédngigkeit zu produzieren (Heyne 1996a). Ein Test wiahrend des Versuchs,
im akuten Entzug bzw. nach sechswochiger Abstinenz wurde wegen des Arbeits-
aufwandes und zur Verhinderung stdrender neurochemischer Sondereffekte nicht
durchgefiihrt.

4.2 u-Opioidrezeptor

Nach Beendigung des Etonitazentrinkversuchs wurde die Substanz entzogen und
die Praparation der entsprechenden Hirnareale nach zweitdgigem Entzug respek-
tive nach sechswochiger Abstinenz durchgefiihrt. Zur Identifikation eventueller
Neuroadaptationen wurden zunéchst der primdre Wirkort innerhalb des parieto-
occipitalen bzw. frontalen Kortex und des Mittelhirns untersucht. Die Rezeptorbin-
dungsstudien mit dem Liganden PH]DAMGO zeigten weder Verdnderungen der
maximalen Bindungsdichte noch der Rezeptoraffinitat fiir den hochselektiven Li-
ganden.

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) konnen bereits Minuten nach Bindung
des Agonisten von der Plasmazellmembran entfernt und nachfolgend in Lysoso-
men {iberfiithrt werden. Im Zellkompartiment der Lysosomen werden die Rezeptor-
molekiile durch Proteolyse abgebaut. Die Lyse fithrt demnach zu einer Abnahme
der membranstdandigen Rezeptorbindungsdichte im Sinne einer Downregulation
(Law u.a. 1984). Aus fritheren Studien zur Rezeptorbindungsdichte nach chroni-
scher Opioidvorbehandlung von Ratten war ein uneinheitliches Bild bekannt. Im
Fall des Agonisten Morphin wurden sowohl dhnliche Ergebnisse im Sinne fehlen-
der Auswirkungen (Chen 1996; Stafford u.a. 2001; Gomes u.a. 2002) als auch ei-
ne signifikante p-Rezeptordownregulation (Liu und Prather 2001) beschrieben. In
einigen Untersuchungen bedingte die Wahl des eingesetzten Agonisten innerhalb
der Studie differente Ergebnisse mit Downregulation durch Etorphin bzw. fehlende
Anderungen der Bindungsdichte durch Morphin (Yoburn u. a. 2003; Yabaluri und
Medzihradsky 1997).

Erster Schritt einer Rezeptordownregulation ist die Phosphorylierung des Rezep-
tors nach Agonistenbindung (Deng u. a. 2000; Chakrabarti u. a. 1997; Pak u. a. 1999).
Der Rezeptor-Liganden-Komplex unterliegt nachfolgend einer u.a. -Arrestin ver-
mittelten Endozytose nach Entkoppelung vom G-Protein (Grady u.a. 1997; Whist-
ler und von Zastrow 1998). Morphin ist im Gegensatz zu Etonitazen in Experimen-

ten mit Zellkulturen nicht oder nur sehr schwach in der Lage, eine bereits weni-

67



4 Diskussion

ge Minuten nach Agonistenbindung auftretende Internalisierung bzw. Endozyto-
se auszulosen (Keith u.a. 1998; Zaki u.a. 2000; Whistler und von Zastrow 1998).
Morphin kann zudem die internalisierenden Eigenschaften anderer Opioide iiber
Verdnderung des p-Arrestins blockieren (Eisinger u.a. 2002). Uber dhnliche Ver-
dnderungen durch langerfristige Etonitazeneinnahme ist nichts bekannt. Da trotz
der bekannten Eigenschaft der Substanz Etonitazen zur frithen Internalisierung
die Rezeptorbindungsdichte im eigenen Experiment unverdndert schien, kénnten
Veranderungen phosphorylierender Vorgéange bzw. Adaptationen auf Ebene der -
Arrestine oder anderer trafficking Proteine vermutet werden (Patel u.a. 2002; Sever
u. a. 2000).

Abhidngig vom Rezeptortyp innerhalb der Gruppe der GPCR werden in der Zel-
le nach Internalisation/Endozytose verschiedene weiterfithrende Wege beschritten,
die nur zum Teil in Lysosomen enden (Whistler u.a. 2002). Die Verteilung auf die
verschiedenen Wege ist hochkomplex und neben bestimmten Proteinkaskaden (z.B.
vacuolar protein system)(Hislop u.a. 2004) auch vom molekularen Aufbau des ent-
sprechenden GPCRs abhéngig (Tanowitz und von Zastrow 2003; Gage u.a. 2001).
Internalisierte Rezeptoren konnen iiber bestimmte Effektorwege am Recycling teil-
nehmen (Tsao und von Zastrow 2000). Nach Trennung des Liganden vom Rezeptor
kann letzterer innerhalb weniger Minuten wieder in die Plasmamembran translo-
ziert werden (Law u. a. 2000; Chen u. a. 2003). Die vorliegenden Rezeptorbindungs-
studien lassen in diesem Zusammenhang keine Aussagen iiber Vorgidnge zu, die
offenbar sehr friih in der Kaskade moglicher Adaptationen auftreten (vgl. Borgland
2001) und dartiber hinaus zum Teil kurzfristig reversibel sind. Verdanderungen der
Rezeptorbindungsdichte wahrend des Trinkversuchs hitten sich in den zwei Tagen
des Entzugs insbesondere vor dem Hintergrund der kurzen Halbwertzeit iiber (a)
Redistributionen im Rahmen eines schnellen Recyclings und (b) de novo Synthese

des Rezeptormolekiils zuriickbilden konnen.

Zusammenfassend zeigte die Etonitazenvorbehandlung keine mit der Rezeptor-
bindungsstudie messbaren Unterschiede nach minimal zweitdgigem Entzug. Ab-
schlieSende Aussagen zur Verdnderung des zu vermutenden receptor trafficking bzw.
eines Rezeptorrecylings sind allerdings nicht moglich. Dies sind dynamische Vor-
gdnge, die zeitnah zur Agonistengabe stattfinden und kurzfristig reversibel sein
konnen. Nicht auszuschliefien sind Verdnderungen der internalisierenden Eigen-
schaften des Etonitazens, die im Verlauf des Versuchs eine Verdnderung der Re-
zeptordichte in Richtung einer Downregulation verhindern. Es wird in diesem Zu-
sammenhang darauf hingewiesen, dass eine fehlende Rezeptorinternalisation bzw.
Endozytose mit Toleranzentwicklung im Zusammenhang stehen konnte (Finn und

Whistler 2001). Demzufolge bedeutete der Vorgang Internalisierung einen Mecha-
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nismus, der gegenregulatorische und toleranzerzeugende Adaptationen der nach-
geschalteten Signalkomponenten verhindert. Eine fehlende Endozytose zoge eine

abnormal verldngerte u-Rezeptorsignaliibertragung nach sich.

4.3 G-Proteine

Der p-Rezeptor ist vor allem an inhibitorische G;,,-Proteine gekoppelt. Die hier
durchgefiihrten [*>S]GTP7S-Bindungsstudien an den Gag/,)-Untereinheiten (Wie-
land und Jakobs 1994) des parieto-occipitalen Cortex zeigten nach zweitdgigem Ent-
zug aller opiaterfahrenen Gruppen (forciert/Wahl) signifikant erhohte E,,;.-Werte,
die als erhhte basale Bindung des Nukleotides gewertet wurden. Ahnliche Ergeb-
nisse konnten nach chronischer Verabreichung von Morphin (Heyliger u.a. 2000)
oder Vorbehandlung mit DAMGO (Liu und Prather 2001) demonstriert werden.
Andere Autoren berichteten dem widersprechend von unverdnderten basalen Bin-
dungsdaten nach chronischer Morphingabe (Kirschke u.a. 2002; Xu u. a. 2003).

Die erhohte basale Bindung kénnte durch eine rein quantitative Verstarkung des
G-Proteinpools interpretiert werden. Entsprechende Verdnderungen mit erhohter
Immunoreaktivitdt der Ga /o), und der GB-Untereinheiten wurden nach chroni-
scher Vorbehandlung mit Morphin und anderen y-Rezeptoragonisten wie Hero-
in und Methadon beschrieben (Ventayol u.a. 1997; Fabian u.a. 2002). Einen ande-
ren Aspekt beinhaltet die dynamisch-funktionelle Betrachtung einer basalen, d.h.
nicht durch einen Agonisten stimulierten [**S]GTP~S-Bindung. Demzufolge exis-
tieren in einem System konstitutionell, d.h. ohne Einwirkung eines Agonisten akti-
ve Rezeptor-G-Protein-Komplexe, die im Austausch von GDP [3*S]GTP+S binden
konnen (Wang u. a. 1994; Burford u. a. 2000). Eine wiederholte Verabreichung eines
u-Rezeptoragonisten hatte in verschiedenen Experimenten eine signifikante Verstar-
kung der basalen [*°S]GTPvS-Bindung zufolge (Liu u.a. 2001; Wang u. a. 2004). Die
Ergebnisse wurden als Zunahme des Anteils der konstitutiv aktiven p-Rezeptoren
interpretiert. Die hier dargestellten Ergebnisse stiinden damit in Ubereinstimmung.

Die durch Zugabe von DAMGO stimulierte [*°>S]JGTPS-Bindung war in allen
etonitazenerfahrenen Gruppen nach zweitdgigem Entzug entsprechend dem E,;;,-
Wert ohne Verdnderungen der ECso-Werte (K;) signifikant erhoht. Die daraus er-
rechneten Netto-Bindungsdaten (ABy;,y) und die pro Rezeptor aktivierte Zahl an
G-Proteinen (amplification factor) als Maf der intrinsischen Aktivitdt des Agonisten
zeigten nur bei den forciert behandelten Tieren des akuten Entzugs signifikante
Steigerungen. Eine erhohte stimulierte [*>S]GTPS-Bindung liele sich in Uberein-
stimmung mit der oben zunéchst angefiihrten Interpretationsmoglichkeit der basa-

len Bindung als quantitative Verdnderung der vorhandenen G-Proteinmenge deu-
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ten. Vergleichbare Erhohungen der stimulierten Bindung wurden zuvor beschrie-
ben und standen dort im Zusammenhang mit Verhaltenssensitisierungen (Vigano
u.a. 2003). Allerdings scheint sich mit den ausschliefilich auf die forciert behan-
delte Gruppe im zweitdgigen Entzug beschrankten Effekten einer erhohten Netto-
bindung und eines erhdhten amplification factor eine qualitative Verdnderung anzu-
deuten (Tao u.a. 1993). Die genannte intrinsische Fahigkeit des Agonisten zur G-
Proteinkoppelung wurde an anderer Stelle durch verdnderte Phosphorylierungen
nach Entfernung von Tyrosinresten des intrazelluldiren Rezeptoranteils reguliert
(McLaughlin und Chavkin 2001). Somit liefsen sich die hier beschriebenen Veran-
derungen der zunehmenden intrinsischen Aktivitdt ausschliefllich in der forcierten
Gruppe (im akuten Entzug) im Rahmen einer dosisabhédngigen verdanderten Phos-

phorylierung des Rezeptors deuten.

Weitere Hinweise fiir verdnderte Phosphorylierungen ergeben sich aus der Be-
trachtung der [PHJDAMGO Bindungsdaten nach Zusatz des nicht hydrolysierba-
re GTP-Analogons GTP~S. Erwartungsgemafs nahm die Affinitdt des u-Rezeptors
fiir den Liganden DAMGO durch das Nukleotid deutlich ab. Allerdings war das
relative Ausmafs der K; Erhohung in den etonitazenerfahrenen Gruppen des zwei-
tagigen Entzugs signifikant niedriger. Die Entkoppelung des p-Rezeptors vom G-
Protein mit nachfolgender Uberfiihrung in einen niederaffinen Zustand war dem-
nach in den Gruppen Forciert und Wahl im zweitdgigen Entzug erschwert. Da die
Entkoppelung durch Phosphorylierungen initiiert wird (Kovoor u.a. 1998; Celver
u.a. 2004), konnte somit eine Adaptation auf dieser Ebene postuliert werden.

Zusammenfassend zeigten sich in den Untersuchungen der inhibitorischen G-
Proteine und der p-Rezeptorkoppelung ausschliefilich Effekte im akuten Etonita-
zenentzug. Es bestand moglicherweise ein vergrofierter G-Proteinpool. Zugleich
ergaben sich Hinweise fiir eine erschwerte y-Rezeptor-G-Protein-Entkoppelung in
beiden etonitazenkonsumierenden Gruppen. Verdnderung der regulierenden Phos-
phorylierungen innerhalb der forciert behandelten Gruppe konnte die dort beob-
achtete Verstdarkung der intrinsischen Aktivitdt des Liganden bewirken. Die Veran-
derungen sprechen fiir eine Verstarkung der Signaltransduktion auf Ebene der G-
Proteinkoppelung. Unklar bleibt an dieser Stelle, ob diese Verstarkung einer de fac-
to Sensitisierung des inhibitorischen G;/,-Proteinwegs gleichkommt. Neuere Stu-
dien lassen auf grundlegende Verdnderungen der Signalweiterleitung durch die
verschiedenen G-Proteinuntereinheiten schlieffen. Im Laufe der Opioidbehandlung
kam es zur Umstellung des Signalweges von vorherrschender Inhibition durch
Gujy zur Stimulation durch GB~y-Untereinheiten im Rahmen verdnderter Phospho-
rylierungen (Chakrabarti und Gintzler 2003; Gintzler und Chakrabarti 2000). Die

stimulierende Wirkung dieser GB~y-Untereinheiten konnte tiber unterschiedlich rea-

70



4.4 Dopamin D, ;5-Rezeptor und Adenylatzyklase

gierende AC-Isoformen realisiert werden (Yoshimura u.a. 1996; Nevo u.a. 2000).
Zusétzlich ist der u-Rezeptor offensichtlich auch an stimulierende Gs-Proteine ge-
koppelt, deren Wirkungen wéhrend einer Opioidbehandlung Alterationen unter-
worfen sind (Szucs u. a. 2004).

4.4 Dopamin D, ,s-Rezeptor und Adenylatzyklase

Nach den Rezeptorbindungsstudien am u-Rezeptor bzw. an den gekoppelten G-
Proteinen im parieto-occipitalen Kortex schlossen sich die Bindungsstudien mit
dem selektiven Dopamin D;/5-Antagonisten SCH23390 im [limbischen Vorderhirn
einschliefilich des Nucleus accumbens an. Gleichzeitig sollte der Dopamin D /5-
rezeptorvermittelte stimulierende G/ ¢-Protein- und der inhibitorische G;/, Prote-
inweg in dieser Hirnregion untersucht werden.

Die maximale Gesamtbindungsdichte (B;;,x) des Rezeptors war zundchst nach
zweitdgigem Entzug des Opioids in der forciert behandelten Gruppe signifikant er-
hoht. Auch der Sattigungskurvenvergleich ergab deutliche signifikante Unterschie-
de (zur Kontrollgruppe). Ahnliche Verdnderungen der maximalen Bindungsdichte
wurden bereits beschrieben (Bhargava und Gulati 1990; Elwan und Soliman 1995),
ohne von anderer Seite bestitigt werden zu konnen (Deslandes u. a. 2002; Georges
u.a. 1999). Erkldren lief3e sich eine Heraufregulation der Rezeptorbindungsdichte in
dieser Hirnregion durch die zuvor im akuten Opiatentzug bzw. wihrend intermit-
tierender Behandlungen beobachtete erniedrigte basale mesolimbische Dopamin-
ausschiittung der in den Nucleus accumbens projizierenden A10 Neurone der VTA
(Tjon u. a. 1994; Diana u. a. 1999; Gerrits u. a. 2002). Die erniedrigte basale Dopami-
nausschiittung im akuten Entzug wird u.a. von hypotrophen morphologischen Ver-
dnderungen dopaminerger VTA Neurone im akuten Opioidentzug begleitet (Sklair-
Tavron u. a. 1996; Spiga u. a. 2003).

Einhergehend mit der quantitativen Heraufregulation des D; /5-Rezeptors zeig-
ten sich in den SCH23390-Experimenten signifikante Unterschiede nach Zusatz des
Agonisten Dopamin. In der forciert behandelten Gruppe war dessen nicht kom-
petitiv verdrangende Wirkung signifikant hoher als in der Kontrollgruppe. Dar-
tiber hinaus ergab sich eine positive Korrelation von individuellem Etonitazenkon-
sum aller konsumierenden Tiere einschliefilich der Wahl-Gruppe und dem Ausmaf3
der Verdrangung. Die Ergebnisse wurden in Ubereinstimmung mit fritheren Un-
tersuchungen als Adaptationen der hochaffinen Rezeptorbindungsstelle interpre-
tiert. Demnach scheint eine proportionale Zunahme der hochaffinen Bindungsstel-
le (May 1992), als auch eine qualitative Verstarkung im Sinne effizienterer Verdran-

gung durch den Agonisten bzw. eine erhohte Affinitat der Bindungsstelle (May und
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Sugawa 1993) moglich. Da in der Bindungsstudie nur eine einzige Dopaminkonzen-
tration verwendet und keine komplette Verdrangungsstudie durchgefiihrt wurde,

ist allerdings eine abschlieffende Festlegung nicht moglich.

Fasst man die Ergebnisse der SCH23390-Bindung im zweitdgigen Entzug zusam-
men, ergibt sich eine signifikante Heraufregulation der Bindungsdichte in der for-
ciert behandelten Gruppe, die von einer Verstarkung der hochaffinen Bindung be-
gleitet wurde. Letzteres zeigt einen gruppentibergreifenden Zusammenhang zur in-
dividuell eingenommenen Etonitazendosis. Die durch die verdnderte Dopaminaus-
schiittung zu erkldrenden Verdnderungen sind auffilligerweise von einer Desen-
sitisierung des Dopamin D; /5-Rezeptors im Sinne einer Abschwéchung der D /5-
rezeptorvermittelten AC-Stimulation begleitet. Die in allen etonitazenkonsumieren-
den Gruppen nach zweitdgigem Entzug erniedrigten E;;;x-Werte nach Stimulation
durch Dihydrexidine korrelierten zudem negativ mit den individuellen Etonitazen-
mengen. Da die Stimulierbarkeit durch GppNHp (Geas/01r)) und Forskolin (AC di-
rekt) nicht verdndert war, musste von einer funktionellen Entkoppelung des Rezep-
tors von den Gg/os-Proteinen ausgegangen werden, die der Heraufregulation des
Rezeptors entgegenstand.

Die Desensitisierung des Dopamin D; /5-Rezeptors im Sinne einer verminderten
AC-Stimulation ist ein Vorgang, der innerhalb weniger Minuten nach Agonisten-
einwirkung eintritt. Sie ist ein komplexer Vorgang, der von Phosphorylierungen
eingeleitet wird, die die Bindung von Arrestin an zytoplasmatische Schleifen des
Rezeptors ermoglichen (Kim u. a. 2004; Jiang und Sibley 1999). Da das receptor traf-
ficking ein von der Desensitisierung unabhangig verlaufender Mechanismus zu sein
scheint (Ng u.a. 1995), waren die hier prasentierten Ergebnisse von Desensitisie-
rung und gleichzeitiger Heraufregulation der Bindungsdichte damit vereinbar. Die
funktionelle Entkoppelung konnte als gegenregulatorische Reaktion auf die erhoh-
te Rezeptorbindungsdichte aufgefasst werden. Interessanterweise wurden dhnliche
D; /5-Rezeptordesensitisierungen im Zusammenhang mit chronischem Metamphet-
amingebrauch beim Menschen in post mortem Studien beobachtet und dort mit
einem Entzugsyndrom in Verbindung gebracht (Tong u.a. 2003). Da Opioide und
Amphetamin die Eigenschaft teilen, akut verabreicht zu einer erhohten Dopamin-
konzentration im Nucleus accumbens zu fiihren, liefen sich hier substanziibergrei-
fende Adaptationen postulieren.

Die Stimulierbarkeit der Adenylatzyklase tiber Ga s 1f)-Proteine und den direk-
ten Aktivator Forskolin erschien im zweitdgigen Entzug nicht verdndert. Dies steht
auf den ersten Blick im Widerspruch zu der in der Literatur vielfach beschriebenen
gegenregulatorischen Uberaktivitdt der AC bzw. der cAMP-Produktion nach Ent-
zug des Opioids (Fang u. a. 2000; Kaplan u. a. 1998). Bei genauerer Betrachtung han-
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delt es sich um einen Effekt, der im Zellmodell Reversibilidt aufweist, sich innerhalb
von wenigen Stunden zuriickbildet und somit im zweitdgigen Entzug nicht ent-
deckt werden konnte (Sharma u. a. 1975; Avidor-Reiss u. a. 1995, 1997). Spekulativ
wire die Annahme selektiver Adaptationen moglicher Forskolin- oder Gas/o15)- in-
sensitiver AC-Isoformen (vgl. Ammer und Christ 2002; Al-Hakim u. a. 2004; Watts
u.a. 2001).

Die Inhibierbarkeit der Adenylatzyklase tiber den Ga;,,)-Weg war im zweitdgi-
gen Entzug in allen substanzkonsumierenden Gruppen im Sinne einer Linksver-
schiebung der Dosis-Wirkungskurve fiir das GTP-Analogon GTP9S sensibilisiert.
Im Vergleich von Inhibierbarkeit (ECs) und D, /5-rezeptorvermittelter Stimulierbar-
keit (E;;qx) ergab sich zudem eine positive Korrelation, die eine Interdependenz an-
deutet. Letzteres liefSe sich mit der Fahigkeit der an die inhibitorischen G-Proteine
gekoppelten Rezeptoren wie z.B. Dopamin D;/3 (Ilani u.a. 2002; Zaworski u. a.
1999) zur gleichzeitigen Stimulation der AC-Isoformen II, IV und VII (Nevo u.a.
1998) erklaren. Umgekehrt konnen die Isoformen V/VI iiber GBy-Untereinheiten
inhibiert werden (Bayewitch u.a. 1998), so dass eine gemeinsame Nutzung dieser
Untereinheiten durch konkurrierende Rezeptoren in der vorliegenden Studie mog-
lich scheint (vgl. Sunahara u. a. 1996).

Moglicherweise stellt die Sensibilisierung der inhibierenden Ga;/q)-Proteine in
Verbindung mit der verstdrkten intrinsischen Aktivitdt des Agonisten DAMGO
bzw. der erschwerten Entkoppelung der G-Proteine vom u-Rezeptor (siehe S. 70) im
frithen Stadium des Entzugs ein zelluldres Korrelat einer zuvor beschriebenen ver-
starkten inhibitorischen Opioidwirkung auf cAMP-Bildung (Chen 1996) bzw. auf
Transmitterfreisetzung in den synaptischen Spalt im akuten Entzug dar (Chieng
und Williams 1998).

Die D; /5-Rezeptorbindungsdichte war nach sechswochiger Abstinenz in der for-
cierten Gruppe signifikant erniedrigt. Zusatzlich gab es jetzt zur Kontrollgruppe un-
terschiedliche Sattigungskurven nach nicht kompetitiver Verdrangung des Antago-
nisten SCH23390 durch Dopamin. Die Rezeptordownregulation und die beobach-
tete Abschwachung der hochaffinen Bindung des Rezeptors konnten als Gegenre-
gulation gegen die im Laufe eines Opioidentzugs nach intermittierenden Schemata
zu beobachtenden verstarkten stimulierten Dopaminausschiittung im Bereich des
Nucleus accumbens erkldrt werden. Diese tritt insbesondere nach intermittieren-
der Vorbehandlung im protrahierten Entzug als Ausdruck einer Sensitisierung der
dopaminergen Transmission in diesem Hirnareal auf (Tjon u.a. 1994; Vanderschu-
ren 2001). Die inhibierenden G;/,-vermittelten und die D, 5-rezeptorabhidngigen
Adenylatzyklaseassays im protrahierten Entzug zeigten dagegen keine entgegenge-
setzte Dynamik und verblieben auch nach sechswochigem Entzug sensibilisiert re-
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spektive abgeschwicht. Die Stimulation der Gas /o15-Proteine durch GppNHp und
Forskolin zeigte auch weiterhin keine signifikanten Unterschiede. Offensichtlich
hatte die Entwicklung der D; /5-Rezeptorbindungsdichte hin zur Downregulation
keinen weiteren Einfluss auf die nachgeschaltete Instanz der stimulierenden G q¢-
Proteine. Die beschriebene funktionelle Entkoppelung blieb bestehen. Die Ergebnis-
se reprdsentieren eine persistierende Dysbalance zwischen DopaminD; 5- und u.a.
Dopamin D,-rezeptorabhingiger Signaltransduktion mit Potenzierung des inhibie-
renden Ga;/o)-Weges im limbischen Vorderhirn. Moglicherweise entsprechen die Ver-
dnderungen zusammengenommen langanhaltenden Adaptationen zur Gegenregu-
lation einer sensitisierten Dopaminausschiittung im Nucleus accumbens (vgl. Koob
und Moal 1997, 2001). In einem vorangegangenen Experiment der eigenen Arbeits-
gruppe, in dem das Opioid forciert iiber einen Zeitraum von 30 Wochen verabreicht
wurde, konnte eine abgeschwéchte AC-Stimulierbarkeit iiber den D; /5-Agonisten
SKF82958 nach 33-wochiger Abstinenz beobachtet werden (Heyne u.a. 2000). Die
Suppression der AC-Stimulierbarkeit im limbischen Vorderhirn nach Opioidentzug
konnte moglicherweise irreversibel sein.

Neben der Annahme aktiver Adaptationen als Erklarung fiir persistierende Ver-
dnderungen nach ldngerfristigem Entzug muss die Moglichkeit erwogen werden,
dass es sich um rein degenerative Prozesse handeln konnte. Es wird z.B. vielfach auf
eine neurotoxische Wirkung des Dopamins iiber Induktion der Apoptose bzw. sub-
apoptotischer Prozesse hingewiesen (Song u.a. 2004; Oliveira u.a. 2003; Clement
u. a. 2002). Da einer u-Rezeptoraktivierung zytoprotektive Wirkung iiber Phospha-
tidylinositol 3-Kinase abhéngige Prozesse zugeschrieben (Iglesias u.a. 2003) und
gleichzeitig beobachtet wird, dass eine Expression apoptoseinduzierender Gene im
protrahierten Morphinentzug auftritt (Fan u.a. 2003), wédren sogar neurodegenera-
tive Vorgdnge, die durch den Opiatentzug provoziert werden, nicht ausgeschlos-
sen. Letzteres konnte durch grundsitzliche Erkenntnisse aus Experimenten besta-
tigt werden, in denen neurodegenerative Enzymkaskaden durch Entfernung eines
Liganden vom Rezeptor aktiviert werden (vgl. Bredesen u.a. 2004; Mehlen und
Bredesen 2004). Weitere Erklarungsansitze gehen von einem Zusammenhang von
neurotoxischen Verdnderungen durch oxidativen Stress und erhchter GABAerger
Neurotransmission aus, wie sie im Alkohol- aber auch im Opiatentzug beobach-
tet werden kann (Tsai u.a. 1998; Bonci und Williams 1997). Vielleicht liefSen sich
derartige degenerative Vorgange als das somatische Korrelat des an anderer Stelle
eingefiihrten Begriffs funktionelle Neurotoxizitit auffassen, der u.a. die Dysregulati-
on des Belohnungssystems durch den Entzug potentiell suchterzeugender Substanz
beschreiben soll (Pulvirenti 1993; Weiss und Koob 2001).

74



4.4 Dopamin D, ;5-Rezeptor und Adenylatzyklase

Unabhingig von der Frage, ob es sich um degenerative oder adaptive Verdande-
rungen handelt, ergaben sich aus den hier dargestellten Ergebnissen dosisabhdngi-
ge Effekte, die vor allem in der forciert behandelten Gruppe auftraten und zum Teil
einen Zeitraum von 30 Tagen iiberdauerten. Es zeigten sich nach einem Zeitraum
von achtwochiger Substanzeinnahme dagegen keinerlei grundsétzlich andersartige
Effekte bei selbstbestimmter Einnahme. Es liefSe sich folgern, dass die Adaptatio-
nen mit der Erfahrung des zeitlich intermittierenden Einnahmemusters bzw. den
Schwankungen des Plasmaspiegels zusammenhédngen konnten, die abgesehen von
der quantitativen Auspragung in beiden Gruppen vorhanden waren. Weil einige Ef-
fekte nur in der forciert behandelten Gruppe auftraten, ist allerdings ein Beeinflus-
sung durch das Merkmal des erzwungenen Konsums nicht vollstandig auszuschlie-
en. Die Entkoppelung von Dy /5- Rezeptor und Gas/1p-Proteinen und gleichzeiti-
ge Sensibilisierung des inhibitorischen Ga;/,)-Signalwegs konnten als strukturelle
Langzeitfolgen auf Plasmamembran bzw. Zelle durch liangerfristige Selbsteinnah-
me aufgefasst werden (vgl. Williams u. a. 2001). Auffilligerweise zeigte der primére
Wirkort des p-Rezeptors und dessen direkte Koppelung an G-Proteine im Bereich
des untersuchten Gewebes keine solchen langfristigen Veranderungen. Die festge-
stellten persistierenden Verdnderungen fanden sich in einem Hirnareal, das mit den
verstirkenden Eigenschaften der Opioide und anderer suchterzeugender Substan-
zen verkniipft bzw. Teil des Belohnungssystems ist.

Alterationen der Signaliibertragung in Teilen des mesolimbischen Systems konn-
ten zu Maladaptationen fiihren, die mit motiviertem Verhalten in Verbindung ste-
hen (vgl. Fasano und Brambilla 2002; Kauer 2004). Morphinvorerfahrungen konnen
z.B. die verstarkenden Eigenschaften dieser Substanz verstiarken und Drogensuch-
verhalten von Ratten beeinflussen (Steinfels und Young 1981; Harris und Aston-
Jones 2003b; He u.a. 2004). Interessanterweise waren gerade solche mit Platzpra-
ferenzkonditionierungen beschriebenen Veranderungen der verstarkenden Eigen-
schaften des Morphins (Mucha u.a. 1982; Carboni und Vacca 2003) mit Lerndefizi-
ten und abgeschwichter Platzpréferenz fiir den natiirlichen Verstarker Nahrungs-
mittel verkniipft (Harris und Aston-Jones 2003a). Eine Opioidvorerfahrung kann
dariiber hinaus zur verstarkten Platzpréferenz fiir andere potentiell suchterzeugen-
de Substanzen mit Beziehung zum mesolimbischen System fiihren (z.B. Amphet-
amin) (Cunningham und Kelley 1992). Umgekehrt kénnen Substanzen wie z.B. Ni-
kotin die diesbeztiglichen Eigenschaften eines Opiates verstarken (Shippenberg u. a.
1996). Die hier beschriebenen langfristigen Neuroadaptationen im Sinne einer per-
sistierenden Dysbalance von D; /5-Rezeptor und G;/,-Proteinweg lief3e sich als sub-
stanziibergreifender Bestandteil solcher Verhaltensanderungen postulieren. Solche

Adaptationen sind offenbar nicht an eine freiwillige und potentiell suchterzeugen-
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de Einnahme gebunden. Vielmehr konnte das intermittierende Einnahmeschema
mit grofieren Amplituden des Plasmaspiegels von besonderer Bedeutung sein. Da
keine gesonderten Effekte der selbstbestimmten Einnahme gefunden und gleichzei-
tig die Etablierung eines kontrollierten Konsums beschrieben wurde, liefse sich fol-
gern, dass die untersuchten neurobiologischen Stationen von diesem Lernvorgang

nicht persistierend verdndert werden.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob die achtwdchige orale Ein-
nahme des Opioides Etonitazen durch Wistar-Ratten neben kurzfristigen Veran-
derungen zu protrahierten Adaptationen neurochemischer Strukturen der Signal-
transduktion fithren kann. Zugleich wurde gefragt, ob sich innerhalb dieses Zeit-
raumes ein freiwilliger Konsum des Opioides unterscheidbar von einem erzwun-
genen (forcierten) Konsummuster abbilden wiirde. Einem Teil der in Einzelhaltung
lebenden Tiere wurde die Wahl zwischen Etonitazenlosung und Wasser ermoglicht.
Eine zweite Gruppe bekam ausschliefSlich Etonitazenlosung zur Deckung des Fliis-
sigkeitsbedarfs. Die Gruppe des wiahlenden Konsums reduzierte den Verbrauch im
Verlauf auf signifikant niedrigere Mengen. Die Reduktion wurde als Etablierung
eines kontrollierten Konsums interpretiert, der einen optimierten Gebrauch zur In-
duktion der psychotropen Wirkungen darstellen konnte. Die forciert behandelten
Tiere zeigten einen hochdosierten Konsum, fiir den in erster Linie eine vermutete
Sensitisierung des ndchtlichen lokomotorischen Verhaltens verantwortlich gemacht
wurde. Die Tétung der Tiere und die Gewebepréparation erfolgten im zweitdgigen

Entzug respektive nach sechswochiger Abstinenz.

Bei der Untersuchung des u-Opioidrezeptors (MOR) wurden keine Verdnderun-
gen der maximalen Bindungsdichte oder Rezeptoraffinitidt gemessen. Die max. Bin-
dungsdichte der MOR-gekoppelten G;,/,-Proteine war im akuten Entzug in beiden
konsumierenden Gruppen erhoht, wahrend die intrinsische Fahigkeit des MOR-
Agonisten DAMGO zur G-Proteinaktivierung in der forciert behandelten Gruppe
im gleichen Zeitraum verstdarkt war. Insgesamt war die Entkoppelung der G; /.-
Proteine vom MOR im akuten Entzug erschwert. Die Ergebnisse deuten auf eine
vor allem dosisabhédngige Erhohung des G-Proteinpools und Verstarkung der G-

Proteinaktivierbarkeit im akuten Entzug hin.

Im akuten Entzug zeigten sich eine erhohte Dichte des Dopamin D; /5-Rezeptors
und eine Verstiarkung der hochaffinen Bindungsstelle innerhalb der forciert behan-
delten Gruppe im limbischen Vorderhirn (inkl. Nucleus accumbens). Dem gegentiber
war die Bindungsdichte nach sechswochiger Abstinenz erniedrigt und die hochaffi-
ne Bindungsstelle abgeschwicht. Die gemessene Erhohung bzw. Erniedrigung der
max. Dj /5-Bindungsdichte und die Verstarkung bzw. Abschwiachung der hochaffi-

nen Bindungsstelle konnten als Gegenregulation zu einer vermuteten verminder-

77



5 Zusammenfassung

ten basalen Dopaminausschiittung im akuten bzw. einer sensitisierten Dopamin-
ausschiittung im protrahierten Entzug aufgefasst werden. Die Stimulierbarkeit der
Adenylatzyklase (AC) iiber Aktivierung des Dopamin D, 5-Rezeptors war gleich-
zeitig im limbischen Vorderhirn im akuten Entzug und nach sechswochiger Absti-
nenz in allen substanzerfahrenen Gruppen erniedrigt. Aus den Messungen ergab
sich eine funktionelle Entkoppelung von D, 5-Rezeptor und stimulatorischen G-
Proteinen.

Die pharmakologische Potenz von GTP+S zur Inhibition der AC war im limbi-
schen Vorderhirn im akuten Entzug und nach sechswochiger Abstinenz in allen sub-
stanzerfahrenen Gruppen signifikant verstiarkt. Die signifikant erniedrigten ECso-
Werte wurden als persistierende Sensitisierung des inhibitorischen G-Proteinwegs
interpretiert.

Die persistierende funktionelle Entkoppelung von D; /5-Rezeptor und stimulato-
rischen G-Proteinen wihrend gleichzeitiger Sensitisierung des inhibitorischen u.a.
D,-rezeptorgekoppelten G-Proteinwegs wurde als persistierende Dysbalance ge-
wertet, die in einem Hirnareal auftrat, dass mit den verstiarkenden und verhaltens-
modulierenden Wirkungen der Opioide verkniipft ist. Moglicherweise sind diese
Langzeitfolgen einer oralen Etonitazenselbsteinnahme mit Adaptationen des moti-
vierten Verhaltens verbunden.

Insgesamt liefsen sich keine gesonderten Effekte des freiwilligen Konsummusters
auf neurochemische Adaptationen nachweisen. Es wird hier in erster Linie von do-
sisabhdngigen Verdnderungen im Rahmen eines intermittierenden Verabreichungs-
schemas ausgegangen Da sich innerhalb der wahlenden Gruppe ein kontrollierter
Konsum entwickelte, musste von Lernvorgdngen ausgegangen werden, die sich
nicht in den untersuchten Stationen der Signaltransduktion innerhalb der unter-
suchten Hirnregionen manifestieren.

Grundsitzlich sind neben aktiven adaptiven Vorgidngen neurodegenerative Pro-
zesse durch Agonisteneinwirkung oder Entzug als Ursache fiir persistierende neu-

rochemische Verdnderungen nicht auszuschliefien.
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