CharitéCentrum fur Anasthesiologie, OP-Management und Intensivmedizin
Klinik fir Anaesthesiologie m. S. operative Intensivmedizin
Campus Benjamin Franklin
Direktor: Prof. Dr. med. C. Stein

HABILITATIONSSCHRIFT

»Molekulare Mechanismen der Schmerzinhibition durch Opioide

beim Entziindungsschmerz”

zur Erlangung der Venia Legendi

fur das Fach Anasthesiologie

vorgelegt dem Fakultatsrat der Medizinischen Fakultat
CHARITE — UNIVERSITATSMEDIZIN BERLIN

vorgelegt von

J.Prof. Dr. med. C. Zollner

Eingereicht: 04.12.2007
Dekan: Prof. Dr. med. M. Paul
1. Gutachter: Prof. Dr. med. V. Hollt

2. Gutachter: Prof. Dr. med. M. Schmelz



Christian Zoliner Opioide und Schmerz

Inhaltsverzeichnis

»MOLEKULARE MECHANISMEN DER SCHMERZINHIBITION DURCH OPIOIDE BEIM

ENTZUNDUNGSSCHMERZ ......oetiiteiiieieteistesiete ettt stesassesesse e ssesaese s esessasessesessesessesessasessenes 1
1. EINLEITUNG UND STAND DER FORSCHUNG ......cccciiiiiiiiiie et 4
1.1, GeschiChte der OPIOIdE. ... ...iiii et e e e nneee s 4
LIV O o1 (o] (o | (=Y4=T o] (ol 4= o TR SRR 4
(RGN O] o] oo [ {=V4=] o] (o] r=Te To] 1] (=T o IS 5
1.4, OpioidrezeptorantagOniStEN ... ......oiiiiii it e e e st e e s st e e e sre e e e e sreeeeeane 5
1.5. Opioidrezeptoren im zentralen Nervensystem (ZNS) .........cooviiiiiiiiiiiie e 5
1.6. Opioidrezeptoren im peripheren Nervensystem (PNS)........cccccvveiiiiiiiiieeee e 6
1.7. Opioide beim akuten und chronischen SChMErzZ ............ccccoveiiiiiiiiiciie e 6
2. HYPOTHESEN, EXPERIMENTELLE STRATEGIEN UND ERGEBNISSE...........cccceviivinineenee 8
2.1. Kontrolle der Opioidrezeptorexpression und —funktion in primar afferenten Neuronen............... 8

2.2. Synthese und Transport von Opioidrezeptoren beim Entziindungsschmerz in primar afferenten
I T U] o] 0T o TS 10
2.3. Funktionelle Aktivitat von Opioidrezeptoren beim Entziindungsschmerz in primar afferenten
I [0 ] o] 1Y o TR 11

2.4, p-Opioidrezeptoren modulieren die Aktivitat des transient receptor potential V1 (TRPV1) beim

ENtZUNAUNGSSCRMEIZ....cooiiiie ettt e e e e s e abreeeeeaeeeaan 12
2.5. Mechanismen der Opioidtoleranz unter pathophysiolog. Bedingungen einer Entziindung....... 13
3. DISKUSSION L.ttt ettt et e e st e e e st e e e sttt e e e aabe e e e e s bbeee e s bbeeeesabbeeeesasbeeaessnbeeaenns 15

3.1. Hypothese A - Regulation der Expression und Funktion von Opioidrezeptoren in primar
afferenten NEUIONEN .........o et e e e e e e e s e e e e e e e e e nnnnreeeeeas 15

3.2. Hypothese B und C - Regulation und Funktion von Opioidrezeptoren beim
Entzindungsschmerz in primar afferenten Neuronen ..............ccccoo i 16

3.3. Hypothese D - Interaktion von Opioiderezeptoren mit TRPV1 in primar afferenten Neuronen. 18

3.4. Hypothese E - Mechanismen der Opioidtoleranz unter pathophysiologischen Bedingungen

€INEN ENZUNGAUNG ..ottt e st nnne e 20

4, ZUSAMMENRFASSUNG ..ottt ettt e e nnne e s ne e e nnne e 22
5. ABKURZUNGEN ..ottt sttt ettt se et et te et se s e et et et e et et ene e ssesene e nees 23
6. LITERATUR L.ttt ettt ettt ettt sttt e et e ekt e sa bt e e ehe e e emte e e bee e smbeeebeeeasbeeenbeeesnteeanneaas 24
6.1, LIiteraturverzeiChnis ............ooi e 24
6.2. Eigene Originalarbeiten — ZItIErt...........cooouiiiiiiiee e 27
6.3. Eigene Originalarbeiten — nicht ZItIert ............ccoiiiiiiie e 27



Christian Zoliner Opioide und Schmerz

7. DANKSAGUNG ...ttt e s ettt e e e e s e e e e e e e e sassnn e e e e e e e e e sannnns 29

8. EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG ......ccoiiiiiiiiiiiieteie ettt 30



Christian Zoliner Opioide und Schmerz

1. EINLEITUNG UND STAND DER FORSCHUNG

1.1.  Geschichte der Opioide

Opium ist das Extrakt aus dem getrockneten Milchsaft der Mohnblume, Papaver somniferum. Die
erste dokumentierte Textstelle zur Kultivierung der Mohnpflanze findet sich in einem Text der Sumerer
ca. 4000 vor Christus. Opium wird bis heute inhaliert oder intravents appliziert. Dies fuhrt zu einer
Euphorie, einer Analgesie und in hoheren Konzentrationen auch zum potentiell todlichen
Atemstillstand. Opium besteht aus einer Vielzahl unterschiedlicher chemischer Substanzen. Neben
Zucker, Proteinen, Fette, Wasser und Gummi finden sich zahlreiche Alkaloide, vor allem Morphin (10-
15 %), Codein (1-3 %), Noscapin (4-8%), Papaverin (1-3 %) und Thebain (1-2%). Alle Alkaloide auler
Thebain haben Eingang gefunden in die klinische Behandlung unterschiedlicher Krankheitsbilder. Es
war das Verdienst des deutschen Chemikers Sertlirner das Alkaloid Morphin aus dem getrockneten
Milchsaft der Mohnblume zu isolieren '. Die Wirkung von Morphin ist sehr gut steuerbar. Dies hat zu

einem weiten Einsatz der Substanz zur Therapie akuter und chronischer Schmerzen gefiihrt.

1.2.  Opioidrezeptoren

Obwohl Erfahrungen in der Anwendung von Opioiden weit zurtickreichen ist erst seit den 70er Jahren
bekannt, dass deren verschiedenartige Wirkungen auf der Existenz von unterschiedlichen
Opioidrezeptoren beruhen. Die Opioidrezeptoren wurden erst auf der Basis pharmakologischer
Untersuchungen in die Gruppe der p, 6 und k-Rezeptoren sowie deren Subklassen eingeteilt ** Die
Existenz  dieser Rezeptoren konnte spater durch Klonierung der komplementéren
Desoxyribonukleinsaure (cDNA) bestatigt werden. Die erste cDNA, die einen Opioidrezeptor kodierte,
wurde im Jahr 1992 durch zwei unabhangige Arbeitsgruppen identifiziert % Nach der Expression in
einer Zellinie konnte in pharmakologischen Untersuchungen gezeigt werden, dass das
pharmakologische Profil mit dem des 3-Opioidrezeptors Ubereinstimmt. In den folgenden Jahren
wurde die cDNA des p- und des k-Opioidrezeptors identifiziert 2.

Opioidrezeptoren gehoéren zur Gruppe der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) die nach ihrer
Sequenzahnlichkeit in finf Hauptgruppen unterteilt werden. Die Opioidrezeptoren werden, wie ca.
90% aller GPCR, der Gruppe der Rezeptoren vom Rhodopsin-Typ zugerechnet. Diese Gruppe G-
Protein gekoppelter Rezeptoren besteht aus einem extrazellularem N-terminalen Ende, einem
intrazelluldrem C-terminalen Ende und sieben hydrophoben, transmembranen Domanen. Im
menschlichen Genom befinden sich drei Gene, die fir den p-, 8- und - Opioidrezeptor kodieren und
auf drei verschiedenen Chromosomen 6q24-25, 1p34.3-p36.1 bzw. 8q11-12 lokalisiert sind. Die in
zahlreichen pharmakologischen Studien postulierten Subtypen der Opioidrezeptoren py4, pp, 84, 8> und
K1, K2, K3 © beruhen mdglicherweise auf Unterschieden in der gewebespezifischen Verarbeitung der
messenger RNA (mRNS-Splicing). Die funktionelle Bedeutung dieser Rezeptorsubtypen ist jedoch
fraglich. Ein weiterer Rezeptor mit groRer Homologie zu den anderen Opioidrezeptoren, jedoch mit

unzureichenden Bindungseigenschaften fur die Ublichen Opioidagonisten, wird nicht den klassischen
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drei Opioidrezeptoren zugerechnet, sondern als Opioid ahnlicher ,opioid receptor like (ORL-1)*

Rezeptor klassifiziert °.

1.3. Opioidrezeptoragonisten

Ein Opioidagonist ist ein Ligand eines Opioidrezeptors, der nach reversibler Bindung eine
Konformationsanderung des Rezeptors und nachfolgend eine Aktivierung der G-Protein gekoppelten
Signalkaskade bewirkt und so eine biologisch messbare Antwort (z.B. Analgesie) auslost . Agonisten
werden durch die Affinitdt ihrer Bindung zum Rezeptor und durch ihre biologische Wirksamkeit
charakterisiert. Die Dissoziationskonstante Ky erfasst quantitativ die Affinitat zwischen dem Ligand
(Opioid) und der zugehorigen Bindungsstelle (u-Opioidrezeptor). Die Dissoziationskonstante ist von
der Temperatur abhangig und hat die Dimension einer Konzentration. Je hoher die Affinitat eines
Liganden zum Rezeptor, desto grof3er ist seine Selektivitat flr diesen Rezeptor 2,

Die in der Klinik gebrauchlichen Opioidagonisten sind hauptsachlich p-Agonisten (Morphin, Fentanyl,
Alfentanil, Sufentanil, Remifentanil, u.a.), die bereits bei niedriger Dosierungen eine biologische
Antwort Uber den Opioidrezeptor hervorrufen. Entsprechend der Gréfe ihrer maximal erreichbaren
Wirksamkeit (z.B. Analgesie) unterscheiden wir reinen Agonisten (mit hoher Wirksamkeit, z.B.
Fentanyl) von partiellen Agonisten (mit relativ niedriger Wirksamkeit, z.B. Codein und teilweise

antagonistischer Wirkung, z.B. Buprenorphin).

1.4. Opioidrezeptorantagonisten

Ein Opioidantagonist ist ein Ligand eines Opioidrezeptors, der nach reversibler Bindung keine
biologische Antwort ausldst. Bei gleichzeitiger Anwesenheit von biologisch wirksamen Agonisten und
Antagonisten kommt es in Abhangigkeit von den Mengenverhéltnissen und der Affinitdt der beiden
Substanzen zur kompetitiven Verdrangung des Agonisten vom Rezeptor und damit zur Abnahme
seiner biologischen Wirkung. Die gebrauchlichsten Opioidantagonisten sind Naloxon und Naltrexon.
Beide Substanzen wirken antagonistisch an allen drei Opioidrezeptoren, haben aufgrund ihrer
hoheren Affinitat jedoch eine deutliche Praferenz fir den p-Opioidrezeptor 2, Opioide vom Typ
Agonist-Antagonisten (wie z.B. Pentazozin, Buprenorphin) weisen teilweise eine hohe Affinitat flir den
K-, sowie eine unterschiedliche Affinitat fir den p- bzw. 8-Opioidrezeptor auf. Die biologische Wirkung
dieser Agonist-Antagonisten ist in Bezug auf den k-Opioidrezeptor agonistisch, in Bezug auf den p-

oder 5-Opioidrezeptor jedoch antagonistisch 3,

1.5. Opioidrezeptoren im zentralen Nervensystem (ZNS)

Die Identifizierung von Opioidrezeptoren gelang in bestimmten Strukturen des ZNS mittels radioaktiv
markierter Liganden 2. Dort befinden sie sich bevorzugt im Kortex, Thalamus, Hypothalamus, in
Strukturen des Limbischen Systems und des Hirnstamms ¥ Bei chronischem Schmerz zeigte sich in
Positron Emissions Tomografie Scan-Analysen mittels des radioaktiv markierten p-Agonisten [”C]—

Carfentanil die Besetzung zentraler p-Opioidrezeptoren durch endogene Liganden (Opioidpeptide),
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die [''C]-Carfentanil aus seiner Bindung an zentralen p-Opioidrezeptoren verdrangen
Bindungsstudien wurden Opioidrezeptoren nicht nur im Gehirn, sondern auch im Rickenmark
identifiziert '°. Immunhistochemische Untersuchungen haben gezeigt, dass sich p-, §- und «-
Opioidrezeptoren bevorzugt im Hinterhorn des Riickenmarks befinden '’, wo die zentralen
Nerventerminale peripherer auf zentrale sensorische Neurone synaptisch umgeschaltet werden.

Opioidrezeptoren befinden sich sowohl auf pra- als auch auf postsynaptischen Neuronen.

1.6. Opioidrezeptoren im peripheren Nervensystem (PNS)

Die in dieser Habilitationsschrift durchgefihrten Experimente beruhen auf der analgetischen
Wirksamkeit von Opioiden im PNS. In vorangegangenen Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass eine analgetische Wirkung von Opioiden auch durch die lokale Gabe auf3erhalb des zentralen
Nervensystems hervorgerufen werden kann 18 Entsprechend kénnen p-, 8- und k- Opioidrezeptoren
in peripheren Nervenendigungen sensorischer Neurone nachgewiesen werden. Diese
Opioidrezeptoren werden in den Spinalganglien, wo sich die Zellkérper der sensorischen Neurone
befinden, synthetisiert und sukzessiv entlang des Axons zum peripheren Nervenende und ins ZNS
transportiert. Die lokale Applikation von Opioiden ist sowohl bei somatischen als auch bei viszeralen

Schmerzen wirksam °.

1.7.  Opioide beim akuten und chronischen Schmerz

Auf allen Ebenen der Neuraxis (peripher, spinal, suprapinal), auf denen Schmerzimpulse moduliert
werden koénnen, befinden sich p-, - und k-Opioidrezeptoren. Experimentelle und klinische Studien
zeigen, dass durch eine Applikation von Opioidagonisten auf jeweils einer der drei Ebenen eine
wirksame Analgesie erzeugt werden kann. Die vorliegende Habilitationsschrift beschaftigt sich
vorzugsweise mit den molekularen Mechanismen und der analgetischen Wirksamkeit peripher
applizierter Opioide. An peripheren sensorischen Nervenendigungen bewirkt eine durch lokale
Agonisten hervorgerufene Aktivierung von Opioidrezeptoren durch intrazellulare Effektoren (Adenylyl-
Zyklase, Cca®*- und K'-lonenkanale) eine Hemmung der Erregungsbildung und -ausbreitung
nozizeptiver Impulse und eine Inhibition der Freisetzung exzitatorischer, pro-inflammatorischer

2021 Dadurch kommt es zu einer Klinisch relevanten

Neuropeptide (z.B. Substanz P)
Schmerzlinderung und einer Abnahme vermehrter Schmerzsensibilitat (Hyperalgesie). Die Applikation
eines Opioids an den Ort des schmerzhaften Geschehens — haufig eine Gewebeverletzung, die mit
einer Entzindung einhergeht — resultiert in einer wirksamen Schmerzreduktion. Diese peripher
analgetische Wirksamkeit lokal verabreichter Opioide wurde in zahlreichen klinischen Studien
bestatigt: Die Applikation von Morphin in ein Gelenk (d.h. intraartikular) bewirkt eine signifikante
Reduktion postoperativer Schmerzen nach arthroskopischen Kniegelenksoperationen 2 Die
Untersuchungen haben gezeigt, dass nicht nur die Schmerzintensitat, sondern auch der postoperative
Verbrauch an Schmerzmitteln deutlich abnimmt. Diese schmerzlindernde (d.h. analgetische) Wirkung
dauert bis zu 24 Stunden an und ist frei von Nebenwirkungen. Die analgetische Wirksamkeit lokal

applizierter Opioide konnte auch bei akuten, von den Bauchorganen ausgehenden Schmerzen
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(viszeralen Schmerzen), bei Schmerzen nach Knochenspanentnahmen aus dem Beckenkamm und
bei Schmerzen nach zahnchirurgischen Eingriffen nachgewiesen werden (s. Ubersichtsarbeit 23).
Neuere klinische Untersuchungen konnten zeigen, dass periphere Opioide auch bei chronisch-
entziindlichen Schmerzen eingesetzt werden kénnen. Bei Patienten mit einer chronischen Arthritis
flhrte die intraartikulare Applikation von Morphin zu einer wirkungsvollen und mehrere Tage

anhaltenden Schmerzreduktion

. Ein weiterer wichtiger Vorteil der peripheren Applikation von
Opioiden liegt darin, dass der Ausbildung eines Schmerzgedachtnisses und der
Schmerzchronifizierung durch die Hemmung der zentralwérts gerichtete Weiterleitung von

2 Zudem koénnen die nach i.v. Applikation induzierten

Schmerzimpulsen gehemmt werden kann
zentralen Nebenwirkungen wie Sedierung, Atemdepression, Euphorie und Abhangigkeit durch die
periphere Applikation vermieden werden. Die zugrundeliegenden Mechanismen und Maéglichkeiten der
peripheren Opioidanalgesie sind jedoch bis heute nur teilweise erklart. Unsere Untersuchungen in den
zurlckliegenden Jahren beschéaftigten sich deshalb mit den molekularen Grundlagen der
Opioidrezeptorfunktion in primar afferenten Neuronen, den molekularen Mechanismen der peripheren

Opioidanalgesie und mit potentiell therapeutischen Einsatzmaoglichkeiten peripher applizierter Opioide.
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2. HYPOTHESEN, EXPERIMENTELLE STRATEGIEN UND ERGEBNISSE

Ausgangspunkt dieser Habilitationsschrift sind die folgenden 5 Hypothesen:

Hypothese A: Die Expression des Opioidrezeptors wird durch Genabschnitte im 5° und 3'-
Nichtkodierungsbereich (UTR) der DNA reguliert. Eine intakte Disulfid-Briickenbindung zwischen der
2. und 3. extrazellularen Schleife des Rezeptors ist flr die korrekte Faltung und Expression

notwendig.

Hypothese B: Eine periphere Entziindung fiihrt zu Veranderungen der Synthese von Opioidrezeptor-

mRNA- und Opioidrezeptorprotein in primar afferenten Neuronen.

Hypothese C: Die Zunahme der peripheren Opioidanalgesie unter Entziindungsbedingungen ist auf

eine verbesserte G-Protein Kopplung im PNS, nicht jedoch im ZNS zurlickzufiihren.

Hypothese D: y-Opioidrezeptoren modulieren die Aktivitat des ,transienten receptor potential vanilloid
1 (TRPV1)~.

Hypothese E: Die chronische Gabe peripher wirksamer Opioide fiihrt unter Entziindungsbedingungen

zu keiner Opioidtoleranz.

2.1. Kontrolle der Opioidrezeptorexpression und —funktion in primar afferenten Neuronen

Die Regulation der Expression des u-Opioidrezeptorproteins an der Zelloberfliche kann Agonisten-
abhangig oder -unabhangig erfolgen. Agonisten-abhangige Prozesse beinhalten die Phosphorylierung
intrazellularer Aminosauren oder die Internalisierung des Rezeptors. Im Rahmen dieser Studie
untersuchten wir, ob der Nichtkodierungsbereich (UTR) der mRNA des Rezeptors einen Agonisten-
unabhangigen EinfluR auf die Rezeptorexpression ausuben kann. Grundlage fur diese Untersuchung
war die Tatsache, dall die Rezeptoren im zentralen Nervensystem besonders lange 3'UTR besitzen
% In diesen Abschnitten der DNA kénnten, obwohl der UTR nicht fir das eigentliche Rezeptorprotein
kodiert, physiologisch relevante Elemente der Regulation der Rezeptorexpression liegen. Mit Hilfe der
Polymerase-Kettanreaktion (PCR) haben wir verschiedene Mutationen im UTR der cDNA des p-
Opioidrezeptors angefertigt. Unsere Wildtyp cDNA bestand aus 2162 Basenpaaren mit 212
Basenpaaren im 5°-Nichtkodierungsbereich, 1200 Basenpaaren im Kodierungsbereich und 750
Basenpaaren im 3’-Nichtkodierungsbereich. Fir die erste Mutation (Deletion 1: D-I) entfernten wir ein
328 bp langes Fragment im 5°UTR, bei D-Il wurde ein 185 bp langes Fragment im 5’UTR entfernt, D-
Il enthielt nur noch die 5’UTR Fragmente ¢ und d und D-1V bestand lediglich aus einem 5’UTR mit 38
bp. Am 3'UTR entfernten wir ein 205 bp langes Fragment mit einem 38 bp langen Fragment im 5°-
Ende (D-V). D-VI bestand aus einem vollstandigen 5°-UTR und einem 7 Basenpaar langen 3'UTR.
Nach Transfektion der DNA in HEK 293 Zellen zeigten die am 3'UTR durchgefiihrten Mutationen (DI-
IV) eine 29-93% hohere Rezeptorexpression in als der Wildtyp. Dieses Ergebnis war nicht Agonisten-
abhangig und konnte ebenfalls fir den y-Opioidantagonisten [3H]-Naloxon gezeigt werden. Zwischen
den einzelnen Mutanten ergaben sich Unterschiede in der Rezeptorzahl, abhangig von der Anzahl der
entfernten Segmente. Die Deletion des 328 bp langen Segmentes g (D-l) erhdhte die Expression um

49%, die Entfernung der inneren Segmente d und e (D-Il) hingegen steigerte die Rezeptorexpression
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um 93%. Nach Entfernung aller Segmente im 3'UTR bis auf das 38 bp lange Segment ¢ (D-1V)
erhéhte sich die Rezeptorzahl nur um 48%. Mutant D-II bestehend aus den Segmenten c und d fiihrte
zu einem 29%igen Anstieg der maximalen Zahl der Bindungsstellen. Im 5’'UTR entfernten wir ein 205
bp langes Fragment zu einem Mutanten D-VI (vollstandiger 3’UTR) und D-V (nur 38 bp langes 3'UTR,
5'UTR wie D-VI und 3'UTR wie D-1V). D-VI zeigte einen 2-fachen Anstieg der Rezeptorzahl und D-V
zeigte den starksten Anstieg um 332% gegeniber dem Wildtyp. Die Ergebnisse zeigen, dal}
unterschiedliche Nukleotidesequencen auf diversen Segmenten der UTR Einfluf? auf die Expression

von Opioidrezeptoren in HEK 293 Zellen haben.

Zwischen den Opioidrezeptortypen besteht eine ~60%ige Ubereinstimmung in der
Aminosauresequenz *°. Die Homologie ist am hochsten in den transmembranen Doménen (73-76%)
und den verbindenden intrazelluldren Schleifen (86-100%) und unterscheidet sich starker in den
extrazellularen Schleifen (14-72%), im N-terminalen extrazelluldren (9-10%) und im C-terminalen
intrazellularen Anteil (14-20%) " Fir den p-Opioidrezeptor konnte gezeigt werden, dal} die
extrazellularen Anteile des Rezeptors an der Erkennung von Opioid-Alkaloiden und -Peptiden beteiligt

sind 28,29

. Darlber hinaus ist bekannt, dal sich zwischen der ersten und zweiten extrazellularen
Schleife zwei hochkonservierte Cystein Aminosduren befinden, die eine Disulfidbriickenbindung
eingehen kénnen. Flr den Rhodopsin Rezeptor konnte bereits gezeigt werden, dal} diese Bindung an
der Stabilisierung der transmembranen Domanen beteiligt ist % Wir untersuchten, ob die nach der
Translation gebildete Disulfidbindung auch fiir den p-Opioidrezeptor existiert und ob sie eine
notwendige strukturelle Komponente des Rezeptors ist. Durch PCR Mutagenese wurden 550
Basenpaar lange Fragmente mit Alanin und Serin- Mutationen (C142A/S und C219A/S) hergestellt.
Die Mutationen fiihren zum Austausch des Sulfur-Atoms der Cystein Seitenkette (-CH,SH) durch ein
Sauerstoff Atom der Serin Seitenkette (-CH,OH) (C142S/C219S) oder einer Alanin Substitution (-CHj)
(C142A/C219A). Wahrend nur die Cystein Sulfthydrylgruppe eine kovalente Bindung eingehen kann
sind sowohl die Cystein als auch die Serin Seitenkette zur H-Briickenbindung in der Lage. Die
pharmakologischen Untersuchungen wurden mit einem Peptid Agonisten (DAMGO), einem Alkaloid
Agonisten (Morphin), einem Peptid Antagonisten (CTAP) und einem Alkaloid Antagonisten (Naloxon)
durchgefuhrt. Nach der Transfektion in HEK 293 Zellen konnte weder bei den Alanin (C142A/C219A)
noch bei den Serin (C142S/C219S) Mutationen eine Bindung mit den Liganden (*H-DAMGO, °H-
Morphin, *H-CTAP; 3H-Naloxon) nachgewiesen werden. Zum gleichen Ergebnis kamen wir nach
Transfektion der Opioidrezeptoren in die stabil exprimierenden CHO Zellinie. Da Opioidrezeptoren zur

Dimerenbildung fahig sind '

haben wir durch die gleichzeitige Transfektion von C142S und C219S
untersucht, ob die verbleibenden intakten Cystein Gruppen zu einer Sulfidbriickenbindung zwischen
zwei Opioidrezeptoren in der Lage sind. Interessanterweise konnte in ca. 15% aller Experimente eine
[’H]-Naloxon, [*H]-Morphin und [°H]-CTAP Bindung gemessen werden. Bei der hdchsten
Konzentration des Liganden (25 nM) konnten 25% der Wildtypbindung festgestellt werden. Im
Gegensatz hierzu war fir das Opioid Peptid [’H]-DAMGO auch bei den co-transfezierten Zellen keine

Bindung nachweisbar.
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2.2. Synthese und Transport von Opioidrezeptoren beim Entziindungsschmerz in primar

afferenten Neuronen

Nachdem relevante Mechanismen der p-Opioidrezeptor-Transkription, -Expression und funktionell
wichtige Domanen auf dem Rezeptor charakterisiert werden konnten, wurde die funktionelle
Veranderungen der Opioidrezeptorfunktion und —Expression unter pathophysiologischen Bedingungen
untersucht. Fur die tierexperimentellen Untersuchungen wurde ein Modell gewahlt, dass sich zur
Untersuchung des Entziindungsschmerzes etabliert hat. Die unilaterale Injektion von komplettem
Freundschem Adjuvanz (CFA) in die Hinterpfote der Ratte fiihrt zu einer auf wenige Tage
beschrankten, lokalen Entziindung der Hinterpfote. Dieses Modell bietet den Vorteil, dass keine
systemische Entziindungsreaktion auftritt. Die Schmerzschwellen lassen sich quantifizieren: Bei der
modifizierten Randall-Selitto Methode wird lokal Druck ausgeibt und derjenige Druck bestimmt, bei
dem das Tier die Pfote wegzieht (PPT: paw pressure threshold). Mit der Methode nach Hargreaves
lassen sich thermische nozizeptive Schwellen erfassen: Ein hitzeinduzierender Lichtstrahl wird auf die
Pfote gerichtet, und die Zeit bis zum Zuriickziehen der Pfote bestimmt (PWL: paw withdrawal latency).
Um die Bedeutung der Opioidrezeptorexpression auf sensorischen Neuronen von Tieren mit und ohne
CFA induzierter Entziindung zu untersuchen, wurde mit Hilfe von Radioligandenbindungsstudien die
Expression von p-Rezeptoren untersucht. Zur Quantifizierung der Rezeptormenge wurde eine
Sattigungsanalyse angewandt, bei der den endogenen Rezeptoren ein radioaktiv markierter
Opioidligand in aufsteigender Konzentration angeboten wird. Aus der Sattigungsanalyse kann die
Affinitdt des Liganden zum Rezeptor und die Zahl der Opioidrezeptor-Bindungsstellen bestimmt
werden. Auf trankriptioneller Ebene konnten wir mit Hilfe von Light-cycler PCR Experimenten 24 h
nach CFA induzierter Entziindung eine Zunahme der mRNA fiir y- und 8-Opioidrezeptoren im DRG
nachweisen. Bei der Polymerase-Kettenreaktion werden spezifische DNA-Sequenzen, die in unserem
Fall fur Opioidrezeptoren kodieren, in kurzer Zeit mit Hilfe zweier Primer vervielfaltigt. Die Amplifikation
korreliert mit der Menge an vorhandenen mRNA — Transkripten. Die Ligatur des peripheren Nerven
fuhrte 24 Stunden nach Beginn der Entziindung zu einer deutlichen Kumulation von
Opioidrezeptorbindungsstellen an der Ligatur. Dies deutet auf einen erhdhten axonalen Transport an
das periphere Nervenende unter Entziindungsbedingungen hin. Sowohl die Zunahme der mRNA
Trankripte, als auch der vermehrte axonale Transport an das periphere Nervenende konnte
vollstandig durch eine neuronale Blockade der Nervenleitfahigkeit mit einem Lokalanasthetikum

gehemmt werden. Diese Untersuchungen deuten darauf hin, dass es unter Entzindungsbedingungen
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zu einer gesteigerten elektrischen Aktivitat am peripheren Nerven kommen kann, die zu einer
Hochregulation der Opioidrezeptorsynthese fihrt.

Eine Zunahme der mRNA im DRG unter Entzindungsbedingungen resultierte in unseren
Untersuchungen auch in einer Zunahme des u-Opioidrezeptorproteins im DRG. In den sensorischen
Neuronen der Hinterwurzelganglien die die entziindete Pfote innerviert, konnten wir mit Hilfe von
Radioligandenbindungsstudien einen 2.4-fachen Ansteig der Menge an p-Opioidrezeptoren
nachweisen. Die Affinitdt unterschiedlicher Opioide anderte sich unter Entziindungsbedingungen
nicht. Die vermehrte Expression von Opioidrezeptoren konnte durch eine zweite Technik bestatigt
werden: In  immunohistochemischen Untersuchungen konnten wir zeigen, dass unter
Entziindungsbedingungen kleinzelige DRG Neurone (5-25 pm) vermehrt p-Opioidrezeptoren
exprimieren. Die funktionelle  Relevanz  dieser = Beobachtungen konnten  wir in
Verhaltensuntersuchungen naher spezifizieren: Unter pathophysiologischen Bedingungen einer
Entzindung nehmen im Verhaltenstest (PPT) an Ratten die analgetischen Eigenschaften von

Opioiden nach i.pl. Applikation zu.

Publikationen:

lll. ZélIner C*, Shaqura MA, Bopaiah CP, Mousa S, Stein C, Schafer M

“Painful inflammation-induced increase in mu-opioid receptor binding and G-protein coupling
in primary afferent neurons”

Mol. Pharmacol. 2003; 64(2):202-210

IV. Puhler W, Zéliner C, Brack A, Shaqura MA, Krause H, Schafer M, Stein C

Rapid upregulation of mu opioid receptor mRNA in dorsal root ganglia in response to
peripheral inflammation depends on neuronal conduction.

Neurosci. 2004;129(2):473-479.

2.3. Funktionelle Aktivitat von Opioidrezeptoren beim Entzindungsschmerz in primar

afferenten Neuronen

Die Menge der p-Opioidrezeptoren im ZNS und DRG wurde unter physiologischen und
pathophysiologischen Bedingungen mit Hilfe von Radioligandenbindungsstudien quantifiziert. Die
héchste Expression von p-Opioidrezeptoren konnte im Hypothalamus > Rickenmark > DRG
nachgewiesen werden. 24 und 96 Stunden nach Beginn einer lokal begrenzten, CFA-induzierten
Entziindung der Rattenhinterpfote konnte eine Zunahme der p-Opioidrezeptoren im DRG, nicht jedoch
im ZNS gezeigt werden. Die Zunahme der Opioidrezeptorexpression war hierbei auf den p-
Opioidrezeptor beschrankt und konnte nicht fir den ®-Opioidrezeptor gezeigt werden. Der zweite
Schritt in der Signaltransduktionskaskade nach Bindung des Liganden an den korrespondierenden
Rezeptor ist die Aktivierung und Spaltung des G-Proteins. Nach der Bindung des Opioids &ndert sich
die Konformation und Aktivitdt wodurch der Austausch von GDP durch GTP induziert wird. Wird ein
[*-S]-radioaktiv markiertes Analog von GTPyS mit den Opioidrezeptoren inkubiert, kann die Menge an
aktiviertem G-Protein gemessen werden. Die G-Protein-Kopplung wurde auf diese Weise in
unterschiedlichen Abschnitten des Nervensystems (ZNS und DRG) gemessen. Hierbei konnten wir
zeigen, dass im ZNS mehr G-Proteine aktiviert werden als im DRG. Die lokal begrenzte Entziindung

der Rattenhinterpfote fuhrte im DRG zu einer signifikanten Zunahme der G-Protein Kopplung. Die
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Zunahme der analgetischen Wirksamkeit von Opioiden unter pathophysiologischen Bedingungen (wie
unter Hypothese B gezeigt), ist deshalb nicht nur auf die Zunahme der Expression von

Opioidrezeptoren sondern auch auf eine verbesserte Signaltransduktionskaskade zuriickzufiihren.

Publikationen:

V. Shaqura MA* Zéliner C**, Mousa SA, Stein C, Schafer M

Characterization of p opioid receptor binding and G protein coupling in rat hypothalamus,
spinal cord, and primary afferent neurons during inflammatory pain.

J Pharmacol Exp Ther. 2004;308(2):712-718.

* gemeinsame Erstautorenschaft

VI. Labuz D, Berger S, Mousa SA, Zoéllner C, Rittner HL, Shaqura MA; Segovia-Silvestre T,
Przewlocka B, Stein C, Machelska H

Peripheral antinociceptive effects of exogenous and immune cell-derived endomorphins in
prolonged inflammatory pain.

J. Neurosci. 2006; 26(16):4350-4358.

2.4, p-Opioidrezeptoren modulieren die Aktivitat des transient receptor potential V1 (TRPV1)

beim Entziindungsschmerz

In vorangegangenen Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen konnte gezeigt werden, dass Opioide
am peripher sensorischen Nerven inhibierend auf Na*- und Ca”"-lonenkanale wirken. Neuere Studien
haben gezeigt, dass der Capsaicinrezeptor (TRPV1), ein Mitglied aus der Familie der TRP-
lonenkanale, entscheidend an der Entstehung des Entzindungsschmerzes beteiligt ist. Hieraus leitete
sich die Frage ab, ob Opioide ebenfalls einen inhibierenden Effekt am TRPV1 ausiiben kénnen. Zur
Untersuchung dieser Fragestellung wurde an DRG Neuronen von Tieren mit und ohne CFA
induzierter Entztindung die Inhibition der TRPV1-Aktivitat durch Opioide untersucht.

In immunohistochemischen Untersuchungen konnten wir zeigen, dass Opioidrezeptoren und TRPV1
lonenkanale auf DRG Neuronen co-exprimiert werden. Dies ist eine Voraussetzung fur die Interaktion
beider Proteine. Unter Entzindungsbedingungen nahm die Anzahl der TRPV1 immunoreaktiven
Neuronen um das 1,6-Fache zu. Quantitative Untersuchungen mit Hilfe von Radioliganden-
Bindungsstudien ergaben, dass die Zahl der Bindungsstellen fir TRPV1 um das 2,8-Fache ansteigt.
Hieraus lasst sich schlielRen, dass sich sowohl die Anzahl - bezogen auf die gesamte Population - der
Neuronen als auch die Dichte von TRPV1 pro Neuron unter Entziindungsbedingungen zunimmt. Die
Zunahme an TRPV1 lonenkanalen auf DRG Neuronen ist ein potentieller Mechanismus, der eine
Hyperalgesie beim Entziindungsschmerz erklaren kann. Die funktionelle Aktivitdt des lonenkanals
wurde mit Hilfe der Patch-Clamp Technik durchgefiihrt. Um Anderungen des Membranpotentials der
untersuchten Zelle zu verhindern, wird ein sog. Kompensationsstrom erzeugt, der genauso grof} ist
wie der Strom, der durch die Membran flie3t, der diesem aber entgegengerichtet ist. Es wird also das
Membranpotential der Zelle gemessen und mit einem vorgegebenen gewinschten Wert der sog.
Sollspannung Uy verglichen. Bei Unterschieden zwischen der Sollspannung und der tatsachlich
gemessenen Membranspannung wird ein entgegengerichteter Strom in die Zelle injiziert. Dieser sehr
kleine Kompensationsstrom wird in Patch-Clamp-Experimenten gemessen. Wir konnten zeigen, dass
Opioide den Capsaicin- und Hitze induzierten TRPV1 Strom hemmt. Dieser Effekt wird nach

Aktivierung von Opioidrezeptoren durch inhibierende G-Proteine induziert. Die inhibierende
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Eigenschaft der Opioide am peripheren Nerven wird nachfolgend durch einen cAMP/PKA abhangigen
Signaltransduktionsweg vermittelt. Die Inhibition war an DRG Neuronen von Tieren mit und ohne
CFA-induzierter Entziindung nachweisbar. Die funktionelle Relevanz dieser Untersuchungen konnte in
vivo bestatigt werden: Die Capsaicin vermittelte Hyperalgesie konnte in einem Tiermodell durch die

lokale Gabe einer nicht systemisch wirksamen Dosis eines Opioids inhibiert werden.

Publikation:

VII. Endres-Becker J, Heppenstall PA, Mousa SA, Labuz D, Oksche A, Schafer M, Stein C,
Zbllner C*

Mu-opioid receptor activation modulates transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1)
currents in sensory neurons in a model of inflammatory pain.

Mol. Pharmacol. 2007; 71(1):12-18.

2.5. Mechanismen der Opioidtoleranz unter pathophysiologischen Bedingungen einer

Entziindung

Opioide sind die am haufigsten verwendeten Medikamente zur Therapie akuter und chronischer
Schmerzen. Die chronische Gabe von Opioiden flihrt in tierexperimentellen Untersuchungen zur
Entstehung einer pharmakologischen Toleranz, d.h. einer signifikanten Abnahme der Wirksamkeit der

34,35

Opioide nach repetitiver Gabe einer konstanten Dosis Im Gegensatz hierzu fuhrt die

36,37

kontinuierliche Opioideinnahme bei Patienten mit Tumorschmerzen oder chronisch-entziindlichen

3839 oftmals zu keinem Wirkungsverlust der Opioide. Dies mag unter anderem

Schmerzerkrankungen
an der klinisch/pathophysiologischen Situation liegen, die haufig experimentell unberiicksichtigt bleibt.
Beim Entziindungsschmerz wird die Opioidanalgesie zu einem erheblichen Teil durch Aktivierung von
Opioidrezeptoren auf peripher sensorischen Neuronen vermittelt “**". Die Entziindung im peripheren
Gewebe flhrt dartber hinaus zur Freisetzung endogener Opioidliganden aus koérpereigenen
Immunzellen, die ebenfalls analgetisch wirksame Eigenschaften an peripheren Opioidrezeptoren
entfalten kénnen. Hypothese E beschaftigt sich mit der Frage, ob pathophysiologische Veranderungen
der Entzindung mit einer verminderten Opioidtoleranz einhergehen. In experimentellen
Untersuchungen an Tieren mit und ohne CFA-induzierter Entziindung wurde nach chronischer
subkutaner Gabe von Morphin die Entstehung der Opioidtoleranz untersucht. Hierzu wurde die
Pfotendruckschwelle der Rattenhinterpfote nach akuter, intraplanter Injektion eines peripher
wirksamen Opioids an Kontrolltieren und CFA-behandelten Tieren gemessen. Wir konnten zeigen,
dass bei Tieren mit CFA-induzierter Entziindung die chronische Gabe von Opioiden zu keiner
Opioidtoleranz fuhrt. Auf zellularer Ebene wurden Veradnderungen der Expression und Funktion von
Opioidrezeptoren weiter analysiert. In immunhistochemischen Untersuchungen konnte eine
ausgepragte Internalisierung von Opioidrezeptoren auf sensorischen Neuronen von chronisch
Morphin behandelten Tieren mit CFA-induzierter Entziindung nachgewiesen werden, nicht jedoch bei
chronisch Morphin behandelten Tieren ohne Entziindung. In funktionellen Untersuchungen konnte
nach chronischer Gabe von Morphin nur bei den CFA-behandelten Tieren eine verbesserte G-Protein
Kopplung und eine Zunahme der Inhibition von cAMP durch Opioide gezeigt werden, nicht jedoch bei
Tieren ohne CFA-induzierter Entziindung. Um die Rolle der endogenen Opiodpeptide bei der
Entstehung der Opioidtoleranz unter pathophysiologischen Veranderungen zu untersuchen, wurden
diese durch lokale Injektion von Antikdrpern oder durch Depletion Opioid-produzierender Immunzellen
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durch Cyclophosphamid (CTX) eliminiert. Unsere Ergebnisse haben gezeigt, dass die kontinuierliche
Prasenz endogener Opioidpeptide zu einer verbesserten Opioidrezeptorinternalisierung und —funktion

fihren und der Entstehung einer Opioidtoleranz entgegenwirken.

Publikation:

VIIl. zéllner, C., Mousa, S.A., Fischer, O., Rittner, H., Shaqura, M., Brack, A.,
Shakibaei, M., Binder, W., Urban, F., Stein, C., Schafer, M.

Inflammatory pain prevents the development of tolerance at peripheral opioid
receptors.

J Clin Invest 2008; 118:1065-1073.

14



Christian Zoliner Opioide und Schmerz

3. DISKUSSION

Opioide sind bis heute die potentesten Schmerzmittel zur Therapie akuter und chronischer
Schmerzen. lhr Einsatz unter klinischen Bedingungen nach intravendser Applikation ist jedoch durch
Nebenwirkungen limitiert. Bereits in analgetischen Dosen fiihren Opioiden zur Atemdepression,
Ubelkeit, Erbrechen, Sedierung, Konstipation und nach langerer Gabe zur Entstehung von Sucht und
Toleranz. Aus diesem Grunde wurde in den zurlickliegenden Jahren versucht, eine neue Generation
von peripher wirksamen Opioiden zu entwickeln. Der Vorteil der peripheren Applikation liegt darin,
dass die, nach intravendser Applikation zentral vermittelten Nebenwirkungen, vollstdndig ausbleiben.
Die periphere Applikation von Opioiden stellt deshalb eine attraktive Methode zur Therapie akuter und
chronischer Schmerzen dar. Die vorliegende Habilitationsschrift beschaftigt sich mit den molekularen
Mechanismen der peripheren Opioidanalgesie unter physiologischen und pathophysiologischen
Bedingungen.

3.1 Hypothese A - Regulation der Expression und Funktion von Opioidrezeptoren in primar

afferenten Neuronen

Agonisten-abhangige und —unabhangige Mechanismen sind an der Regulation der Expression von
Opioidrezeptoren  beteiligt. Ein potentiell Agonisten-unabhangiger Mechanismus ist im
Nichtkodierungsbereich der mRNA des Opioidrezeptors zu suchen. In der von uns durchgefiihrten
Untersuchung wurden 7 pu-Opioidrezeptor-cDNA  Konstrukte mit  unterschiedlich  langen
Nichtkodierungsbereichen kloniert (5’-UTR: 212 Basenpaare (bp), 7 bp; 3'-UTR: 38 bp, 223 bp, 305
bp, 422 bp, 750 bp). Nach Transfektion in HEK293-Zellen konnte gezeigt werden, dass ein zweifach
hohere Expression von Opioidrezeptoren zu erzielen ist, wenn die 5-UTR bis auf ein kurzes, 7 bp
langes Fragment entfernt wird. Die Deletion unterschiedlicher Segmente auf dem 3'-UTR flihrte zu
einem 4.3 fachen Anstieg der Opioidrezeptorexpression verglichen mit Wildtyp-Konstrukten. Mogliche
Erklarungen fur die unterschiedlichen Expressionsmuster kdnnte die Ausbildung von RNA Sekundar-
strukturen zwischen einzelnen Segmentabschnitten sein. Hairpinstrukturen kénnen starke
Modulatoren der Transkription und der Translation sein 2 Dariiber hinaus kénnen AU-reiche
Sequenzen der mRNA als Bindungsseiten flr Proteine dienen, die die Transkription destabilisieren
4344 Neben AUUUA reichen Sequenzen kodnnen auch GUUUG Abschnitte die RNA destabilisieren.
Beide Formen des Pentanukleotides treten im 3'UTR unseres p-Opiodrezeptors und in den
Segmenten e, f und g des 5’UTR auf.

Wir konnten weiter zeigen, daf3 eine Disulfidbriickenbindung zwischen der ersten und zweiten
extrazellularen Schleife des p-Opiodrezeptors existiert und entscheidend zur Ligandenbindung der
Opioide am p-Opioidrezeptor beitragt. Nach Mutation des C142 in der ersten extrazellularen Schleife
und des C219 in der zweiten Schleife zu einem Alanin und einem Serin konnte fir die getesteten
Opioidagonisten und Opiodantagonisten keine Bindung am Rezeptor festgestellt werden. Die
Mutanten wurden in der Zellmembran von HEK293 Zellen in geringerer Menge als der Wildtyp

nachgewiesen. Die Disulfidbriickenbindung tragt zu einer effizienten Faltung des Proteins bei und die

15



Christian Zoliner Opioide und Schmerz

Entfernung dieser stabilisierenden Verbindung fiihrt zu einer verminderten Expression des Rezeptors.
Dennoch wurden auch fur die Mutanten geniigend Rezeptoren auf der Zelloberflache nachgewiesen,
die eine ausreichende und melRbare Ligandenbindung ermdglichen sollte. Wie unsere
Untersuchungen gezeigt haben, hat die Mutation zu einem Serin keinen Einflud auf die
Ligandenbindung durch eine mdgliche H-Briickenbindung. Aus diesem Ergebnis schlielen wir, dafl
auch das Cystein C142 und C219 keinen direkten Kontaktpunkt fir die Ligandenbindung darstellt,
sondern entscheidend zur ,Architektur” der extrazelluldren Schleife beitragt. Wie von Metzger et al.
beschrieben *°, konnte die Struktur der extrazelluldren Anteile des Rezeptors ein sterisches Hindernis
fir bestimmte Liganden darstellen. Die Zerstoérung der Disulfidbriicke koénnte die gesamte
Rezeptorstruktur oder die Struktur der extrazelluldren Loops verandern und nun fur alle Liganden den

Zugang zu den Bindungsstellen in den transmembranen Doméanen blockieren.

Zusammenfassung Hypothese A:
Opioidrezeptoren gehéren zur Gruppe der 7-TM

Domanen G-Protein gekoppelten Rezeptoren.
Die Ausbildung von RNA Sekundarstrukturen
kann ein starker Modulator der Transkription und
der Translation sein. Dies filhrt zu einem
Agonisten-unabhangigen  Mechanismus  der
Expression von Opioidrezeptoren.

In Ubereinstimmung mit Arbeiten zu anderen

GPCR’s konnte gezeigt werden, dal} flr den p-

Opioidrezeptor eine extrazellulare
Disulfidbrickenbindung zwischen der zweiten und dritten TM-Doméane besteht und entscheidend zur
Bindung der Opioide am p-Opioidrezeptor beitragt. Diese Ergebnisse fihren zur Entwicklung
molekularer Modelle, die die Bedeutung der extrazelluldren Anteile des Rezeptors an der

Ligandenbindung untersucht.

3.2. Hypothese B und C - Regulation und Funktion von Opioidrezeptoren beim

Entziindungsschmerz in priméar afferenten Neuronen

Gewebedestruktion und Nervenverletzungen sind haufig mit Entziindungsprozessen assoziert. Neben
Schwellung, Rétung und Erwarmung zahlt der Schmerz zu den klassischen Parametern einer
Entzindung. Schmerz wird definiert als ,eine unangenehme sensorische oder emotionale
Empfindung, die mit einem tatsachlichen oder potentiellen Gewebeschaden einhergeht® (Definition der
International Association for the Study of Pain; IASP) Unter Entziindungsbedingungen vermitteln
myelinisierte (Adelta) und nicht-myelinisierte (C) Fasern die Reize mechanischer, chemischer oder
Hitzestimuli in das zentrale Nervensystem. Auf sensorischen Neuronen konnten alle drei bekannten
Opioidrezeptortypen nachgewiesen werden. Dort entfalten Opioide ihre analgetischen Eigenschaften,
indem sie spannungsabhangige Calcium-Kandle und TTX-resistente Natriumkanéale, die mafigeblich
an der Transduktion schmerzhafter Stimuli beteiligt sind, hemmen. Die Inhibition der genannten

lonenkanale erfolgt hierbei, nach Spaltung des G-Proteins, durch einen Gpy-Untereinheiten-
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vermittelten oder durch einen cAMP/PKA-inhibierenden Effekt am peripheren Nerven. Darlber hinaus
hemmen Opioide die Freisetzung proinflammatorischer Neuropeptide (Substanz P, calcitonin gene-
related peptide) aus peripheren und zentralen sensorischen Nervenendigungen . Beim
Entziindungsschmerz konnte gezeigt werden, dass Opioide nach lokaler Applikation in systemisch

nicht-wirksamen Dosierungen zu einer Analgesie beitragen kénnen "2

. Diese Applikationsform bietet
gegeniber der systemischen intravenésen Injektion eine Reihe von Vorteilen: 1. Die nach
systemischer Applikation beobachteten Nebenwirkungen wie Atemdepression, Ubelkeit und
Erbrechen treten nach peripherer Applikation nicht auf. 2. Opioide hemmen den Schmerz nach
peripherer Applikation direkt am Ort der Schmerzentstehung. 3. Neben den analgetischen Effekten
vermitteln Opioide nach peripherer Applikation einen entziindungshemmenden Effekt direkt am Ort
der Entziindung. Deshalb ist es auch nicht weiter verwunderlich, dass der Organismus selbst in der
Lage ist, durch die Freisetzung endogener Opioide den Schmerz direkt am Ort des Entstehens zu
hemmen. Korpereigene Liganden von Opioidrezeptoren sind Opioidpeptide wie p-Endorphin,
Enkephaline, Dynorphin und Endomorphine. Im entzindeten Gewebe lassen sich Opioidpeptide in
verschiedenen Leukozytenpopulationen wie Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und
Lymphozyten (T-Zellen) nachweisen 49, Zudem exprimieren Leukozyten mehrere Rezeptoren (u. a. flr
CRF und Katecholamine), deren Aktivierung eine Freisetzung von Opioidpeptiden aus Leukozyten
und eine periphere Schmerzhemmung bewirkt . Hieraus ergibt sich ein Modell einer kérpereigenen
opioidvermittelten Schmerzhemmung im entzindeten Gewebe. Im Tiermodell kénnen unter
Stressbedingungen (z. B. Schwimmen in kaltem Wasser oder nach lokaler Injektion verschiedener
Mediatoren (u. a. corticotropin releasing factor), die endogenen Opioidpeptide freigesetzt werden und
zu einer signifikanten Inhibition des Schmerzes fiihren *'. Diese Schmerzhemmung lasst sich durch
lokale Gabe von Opioidrezeptorantagonisten in systemisch unwirksamer Dosierung blockieren. Auch
bei Patienten nehmen postoperative Schmerzen und Analgetikabedarf nach Operationen signifikant
zu, wenn lokal Naloxon in geringer Menge injiziert wird %.

Neben den endogen freigesetzten Opioidpeptiden hat der Korper eine Reihe weiterer
Anpassungsmechanismen, die einem schmerzhaften Stimulus entgegenwirken. Im Rahmen dieser
Habilitationsschrift wurde untersucht, welche Veranderungen auf der Ebene der Opioidrezeptoren zur
Analgesie beim Entziindungsschmerz beitragen. In tierexperimentellen Untersuchungen konnten wir
zeigen, dass Opioide nach peripherer Applikation analgetischen wirksam sind o, Untersuchungen
anderer Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass eine gesteigerte Analgesie in entziindetem Gewebe auf
ein Aussprossen der peripheren Nervenendigungen (sprouting) oder einer, durch das Gewebetrauma
bedingten, Unterbrechung der perineuralen Scheide %2 zuriickzufiihren ist. Wir konnten eine Reihe
weiterer adaptiver Veranderungen am Opioidrezeptor aufzeigen: Unter Entziindungsbedingungen
kommt es (1.) auf transkriptioneller Ebene zu einer vermehrten Synthese von fiir y-Opioidrezeptoren
kodierender mRNA (2.) zu einer vermehrten Expression von p-Opioidrezeptoren auf peripher
sensorischen Neuronen (3.) zu einem vermehrten Transport von Opioidrezeptoren aus den
sensorischen Neuronen an das periphere Nervenende (4.) nach Applikation von endogen und exogen
applizierten Opioidliganden zu einer erhohten G-Proteinkopplung in sensorischen Neuronen. Diese
adaptiven Vorgange konnen die tierexperimentellen Befunde erklaren, die eine verbesserte

Opioidanalgesie unter Entziindungsbedingungen zeigten. Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen
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konnten zeigen, dass der Anstieg der Opioidrezeptorexpression Zytokin-vermittelt sein kann.
Interleukin-4 fGhrt nach der Bindung des Transkriptions-Faktors STAT-6 am p-Opioidrezeptorpromotor
zu einer gesteigerten MRNA-Synthese % Diese Untersuchungen tragen zu einem besseren
Verstandnis der molekularen Opioidwirkung bei und konnten langfristig die Therapie akuter und

chronischer Schmerzen beeinflussen.

Zusammenfassung Hypothese B + C:

Unter der pathophysiologischen

Bedingung einer Entzindung in

mRNAJq
ﬂ;ﬁﬁﬁ‘ peripherem Gewebe kommt es zu
»4MOR /u—— “ einer vermehrten Synthese von p-
Riicken Opioidrezeptoren (MOR) in
k
/ P! spinalen Hinterwurzelganglien. Die
gesteigerte elektrische Aktivitat
= Mikrotubuli

Na des Nerven ist assoziiert mit einer

Kanal = #—— Perineurium
A o Zunahme von MOR — mRNA, DNA
- und Protein. MOR  werden

oxC .

MOR " ’\Ka:al vermehrt an das periphere

MOR Nervenende transportiert. Die

Zunahme der Expression von
Opioidrezeptoren und die verbesserte G-Protein Kopplung erklart die verbesserte analgetische
Wirksamkeit peripher applizierter Opioide beim Entziindungsschmerz (modifiziert nach Stein et al.
2003 NatMed °")

3.3. Hypothese D - Interaktion von Opioiderezeptoren mit TRPV1 in priméar afferenten

Neuronen

TRPV1 ist ein hitzesensibler lonenkanal der vorzugsweise auf sensorischen Neuronen exprimiert wird.
Insbesondere unter entzindlichen Bedingungen konnte gezeigt werden, dass TRPV1 eine wichtige
Rolle bei der Schmerzentstehung spielt . Der lonenkanal kann durch die zahlreichen
Entziindungsmediatoren, die im Rahmen eines entziindlichen Geschehens freigesetzt werden,

sensitiviert werden >’

. Proinflammatorisch wirkende Chemokine potenzieren Hitze- und Capsaicin
induzierte TRPV1 Strome *'. Prostaglandine - Produkte des Arachidonsaurestoffwechsels - aktivieren
mittels Prostaglandinrezeptoren den cAMP-PKA-Signaltransduktionsweg, woraufhin TRPV1 PKA-
vermittelt phosphoryliert und sensibilisiert wird. %8, Bradykinin und NGF potenzieren Capsaicin- und
Protonen-induzierte TRPV1 Strdme durch Aktivierung der Phospholipase C-y % TRPV1 ist wesentlich
an der Entstehung der thermalen Hyperalgesie beteiligt € In DRG Neuronen von TRPV1-Knockout
Mausen sind Capsaicin-, Hitze- und Protonen-induzierte Stréme zum groRen Teil nicht detektierbar ®°.
Im Verhaltenstest mit TRPV1-Knockout-Mausen verandert sich die thermale Algesie nach
Carrageenan-Injektion in die Pfote im Vergleich zu Tieren ohne Entziindung. Sie weisen jedoch eine

normale Reaktion auf thermische Stimuli unter physiologischen Bedingungen auf. Da Opioide bei der
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Therapie des Entziindungsschmerzes eine wichtige Rolle spielen, beschaftigte sich diese Studie mit
der Frage, ob Opioide inhibierend am TRPV1 wirken kénnen. Wir konnten zeigen, dass es unter
Entziindungsbedingungen zu einer 2.8-fachen Zunahme der TRPV1 lonenkanale auf sensorischen
Neuronen kommt. Immunhistochemisch konnten wir zeigen, dass sowohl die Anzahl der y-Rezeptor-
als auch der TRPV1 immunoreaktiven Neuronen nach CFA-induzierter Entziindung zunehmen. Auch
der Anteil der Neuronen, die p-Rezeptor und TRPV1 co-exprimieren, stieg unter
Entziindungsbedingungen von 14% auf 22% an. Auf mRNA Ebene konnte mit Hilfe der Real-time
PCR keine entzindungsbedingte Hochregulation von TRPV1 Transkripten detektiert werden, weder
96 h nach CFA Injektion noch zu wesentlich friiheren Zeitpunkten der Entzindung. Die
Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen, die immunhistochemisch ebenfalls eine Hochregulation von
TRPV1 auf Proteinebene, jedoch nur geringe Anderungen der mRNA Transkripte detektierten,
bestatigen unsere Ergebnisse. Amaya et al. zeigen eine Zunahme der TRPV1 Immunreaktivitat in
besonders klein- bis mittelzelligen DRG Neuronen nach 2-tagiger CFA Entziindung von 27% auf 44%
¢ Neurone, die TRPV1 mRNA Transkripte aufwiesen, veranderten sich nur geringfligig von 43% auf
48%. Ji et al. fanden eine Zunahme der TRPV1 Proteinexpression von 23% auf 36%, Breese et al.
von 11% auf 25% °>®?. Die Anzahl der TRPV1 mRNA Transkripte blieb dagegen nach 24 h, 48 h und

55,63

96 h CFA-induzierter Entziindung unverandert . Eine mdgliche Ursache fiir diese vermehrte
Proteinexpression unter Entzindungsbedingungen konnte in der Ausschuttung des
Nervenwachstumsfaktors NGF (nerve grwoth factor) liegen. NGF wird vom Ort der Entziindung
retrograd zu den Zellkérpern der DRG Neuronen transportiert und fiihrt dort zur Aktivierung der MAP
Kinase p38. Eine mogliche Erklarung fur die Zunahme der TRPV1 Bindungsstellen, nicht aber der
mRNA Transkripte nach CFA-induzierter Entzindung waére, dass der lonenkanal in intrazelluldren
Vesikeln gespeichert wird und erst durch den Entziindungsstimulus an die Zelloberflache rekrutiert
wird. Bezzerides et al. konnten diesen Mechanismus fir TRPC5 nachweisen, dessen vermehrter
Transport zur Plasmamembran durch Wachstumsfaktoren initiiert werden kann 8 Zudem ist bekannt,
dass TRPV1 in Vesikeln gespeichert wird und an die Zelloberflache rekrutiert werden kann %,

In unseren whole-cell Patch-Clamp Untersuchungen waren 80 % der klein- bis mittelzelligen DRG
Neuronen von CFA-behandelten Tieren Capsaicin-sensitiv. Unsere Untersuchungen haben gezeigt,
dass Opioide inhibierend am TRPV1 wirken. Die Opioid-induzierte Inhibition der TRPV1 Aktivitat war
in sensorischen Neuronen von Tieren mit und ohne CFA-induzierter Entzindung gleich. In
Verhaltensuntersuchungen konnten unsere in vitro Daten bestatigt werden. Die lokale i.pl. Applikation
von Morphin in einer Konzentration, die nicht systemisch analgetisch wirksam ist, fiihrte zu einer

signifikanten Inhibition einer Capsaicin-induzierten Hyperalgesie.

Opioidrezeptor TRPVA Zusammenfassung Hypothese D:
T coniael I 3 Die  Opioidrezeptoraktivierung  fuhrt  zur
NNz R
el | _uee_ LU Spaltung des G-Proteins in die aktivierte Ga
G Protein . AAR A und GBy-Untereinheit. Die Ga-Untereinheit
% senkt die Aktivitdt der Adenylylzyklase (AC),

T inhibiert die Bildung von cAMP und reduziert

Adenvivi die PKA Aktivitat. Eine verminderte PKA
ety . —> CcAMP/PKA

clase
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Aktivitat senkt die Sensitivierung des TRPV1. Die Ergebnisse konnten erstmals zeigen, dass der
analgetische Effekt peripher applizierter Opioide nicht nur durch die Inhibition spannungsabhangiger
Na®* und Ca'-Kanile, sondern auch durch einen inhibierenden Effekt des ligandengesteuerten
lonenkanals TRPV1 vermittelt wird. Da es unter Entziindungsbedingungen zu einer signifikanten
Zunahme an TRPV1 Bindungsstellen und einer Sensitivierung des TRPV1 lonenkanals kommt,

unterstreichen die Beobachungen die Bedeutung der Opioidtherapie beim Entziindungsschmerz.

3.4, Hypothese E - Mechanismen der Opioidtoleranz unter pathophysiologischen

Bedingungen einer Entziindung

Toleranz als analgetischer Wirkungsverlust von Opioiden ist fiir zentrale Opioidrezeptoren extensiv
dokumentiert ®. Die chronische Gabe von Opioiden fiihrt zu zahlreichen zellularen Veranderungen
und kann die Entstehung einer pharmakologischen Opioidtoleranz beglinstigen. Im Verlauf einer

“ 87 und eine reduzierte

solchen Toleranzentwicklung werden haufig eine Rezeptor-,down-Regulation
G-Proteinkopplung beobachtet ®®. Am ehesten beruht dies auf einer durch GRK-2  oder CaMKII12
vermittelten Phosphorylierung des Opioidrezeptors und einer durch R-Arrestin induzierten
Entkopplung des Rezeptors von seinem G-Protein , Untersuchungen zeigen in B-Arrestin ,knock-

3 und in Tieren mit einer R-Arrestin

out®-Mausen das Fehlen einer Toleranzentwicklung
Uberexpression eine vermehrte Toleranzentstehung % Die funktionelle Aktivitat von Opioidrezeptoren
nach chronischer Opioidexposition kann durch die Internalisierung funktionell inaktiver und Re-
expression funktionell aktiver Rezeptoren wiederhergestellt werden 66, Opioide, die mit einer starken
Rezeptorinteranlisierung assoziiert sind, fuhren in zellularen Untersuchungen zu einer verminderten
Opioidtoleranz "'. Die (iberwiegende Zahl der Studien zur Opioidtoleranz wurde jedoch in
Abwesenheit einer schmerzhaften Gewebsverletzung durchgefiihrt. Die Ubertragbarkeit dieser
Untersuchungen in den klinischen Alltag ist deshalb limitiert, da schmerzfreie Patienten in der Regel
nicht mit Opioiden behandelt werden. Dies kdnnte die Diskrepanz experimenteller % und Klinischer
372 studien zur Opioidtoleranz erklaren. Aus diesem Grund untersuchten wir die zellularen
Veranderungen nach chronischer Opioidgabe in einem Tiermodell, dass den postoperativen Schmerz,

40

die Arthritis und andere entzindliche Schmerzzustanden sehr gut widerspiegelt ™. Zahlreiche

tierexperimentelle Studien "™

und unsere Untersuchungen haben gezeigt, dass die chronische Gabe
von Morphin zu einer Opioidtoleranz an peripheren Opioidrezeptoren fuhrt. In Gegenwart einer
schmerzhaften Entzindung konnte eine Opioidtoleranz hingegen nicht beobachtet werden. In
quantitativen Opioidrezeptorbindungsstudien an sensorischen Neuronen konnten wir zeigen, dass die
chronische Gabe von Opioiden unter pathophysiologischen Bedingungen einer Entziindung zu einer
signifikanten Opioidrezeptorinternalisierung, einer verbesserten G-Protein Kopplung und einer
signifikanten Inhibition der cAMP Bildung fiihrt. Dies deutet darauf hin, dass trotz chronischer
Morphingabe die Entziindung zu einem vermehrten Opioidrezeptorrecycling und Bereitstellung
funktionell aktiver Opioidrezeptoren an der Oberflache sensorischer Neurone fihrt. Das Recycling
funktionell aktiver Rezeptoren aus der Zelle wirkt der Entstehung der Opioidtoleranz unter

pathophysiologischen Bedingungen einer Entziindung entgegen.

Zahlreiche vorangegangene Studien haben gezeigt, dass Opioidrezeptoren nach Aktivierung durch

endogene Opioidliganden sehr schnell internalisiert werden kénnen ">'°. Bei der Entziindung kommt
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es zur Migration von Immunzellen in das entziindete Gewebe und zu einer Freisetzung endogener
Opioidpeptide . In elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnten wir B-Endorphin-haltigen
Immunzellen im entzindeten Gewebe als Makrophagen, polymorphonukleare Zellen und
Lymphozyten identifizieren. Die Rolle der endogenen Opioidpeptide bei der Opioidtoleranz wurde
durch die Gabe von Cyclophosphamid untersucht. Die Cyclophosphamid Behandlung fiihrte zu einem
vollstandigen Verlust der Opioidpeptid-haltigen Immunzellen im entzindeten Gewebe. Tiere, die mit
Cyclophosphamid und CFA behandelt wurden, zeigten nach chronischer Morphinbehandlung eine
ausgepragte Opioidtoleranz. In quantitativen Rezeptorbindungsstudien an sensorischen Neuronen
von Hinterwurzelganglien dieser Tiere konnten wir zeigen, dass die Opioidtoleranz auf einer
verminderten  Opioidrezeptorinternalisierung  beruht.  Gleichzeitig konnte in  funktionellen
Untersuchungen eine vermehrte Opioidrezeptordesensitivierung nachgewiesen werden. Diese
Untersuchungen legen den Schluss nahe, dass die tonische Freisetzung endogener Opioidpeptide

beim Entzindungsschmerz der Opioidtoleranz entgegenwirkt.

Zusammenfassung Hypothese E:

0P Unter den pathophysiologischen Bedingungen
einer Entzindung konnte eine Opioidtoleranz

&Immunzeile
@ o,

< nach chronischer Opioidgabe im peripheren

Ph%phowlierunx, Nervengewebe nicht nachgewiesen werden. Die

Freisetzung endogener Opioidagonisten (A) aus

Recycling apiinas, L Immunzellen des entziindeten Gewebes flihren
i zu  einer  vermehrten Internalisierung

ﬁf phosphorylierter, inaktivierter Opioidrezeptoren.

KRomardeniig Nach ,intrazellularem Processing® wird der

funktionell wieder aktive Rezeptor erneut
exprimiert. Die Zunahme der Opioidrezeptor-
internalisierung beim Entziindungsschmerz wirkt
der Entstehung einer Opioidtoleranz entgegen. Dies konnte darauf hindeuten, dass der Einsatz
peripher wirksamer Opioidliganden zur Behandlung von Patienten mit chronischer Arthritis,
entzlindlich-neuropathischem Schmerz oder Tumorschmerz nicht mit der Entstehung einer

Opioidtoleranz einhergeht.
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4. ZUSAMMENFASSUNG

Opioidrezeptoren gehdren zur Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Die Bindung des
Liganden an den Opioidrezeptor fiihrt zur Aktiverung und Spaltung des G-Proteins in seine aktive Ga-
und GBy-Untereinheit sowie zur Inhibition der cAMP/PKA Signaltransduktionswege. In dieser
Habilitationsschrift wurden molekularbiolgische Mechanismen der Opioidrezeptorsynthese, -
expression und -funktion unter physiologischen, aber insbesondere auch pathophysiologischen
Bedingungen charakterisiert. Die Untersuchungen wurden laborchemisch und tierexperimentell
durchgefuhrt. Ausgehend von den ursprunglich formulierten funf Hypothesen kénnen folgende

Schlussfolgerungen gezogen werden:

Hypothese A:

Die Expression von Opioidrezeptoren wird wesentlich reguliert durch Promotorsequenzen auf dem
Nichtkodierungsbereich der cDNA. Die Ausbildung von RNA Sekundarstrukturen moduliert die
Transkription und Translation des Proteins und stellt einen vom Agonisten unabhangigen
Mechanismus der Opioidrezeptorexpression dar. Im weiteren konnten wir zeigen, dass eine korrekte
Proteinfaltung und Rezeptorexpression in der Zellmembran wesentlich abhangig ist von einer intakten
Disulfid-Briicke zwischen der 1. und 2. extrazellularen Doméane des Rezeptorproteins.

Hypothese B:

Unter den Bedingungen einer peripheren Entziindung kommt es zu einer vermehrten Synthese von
mRNA Transkripten fir Opioidrezeptoren in sensorischen Neuronen. Die Zunahme der mRNA fihrt zu
einer vermehrten Expression von Opioidrezeptoren im spinalen Hinterwurzelganglion und am
peripheren Nervenende. Dies kdnnte ein mdoglicher Erklarungsmechanismus fiir eine verbesserte
analgetische Wirksamkeit peripher applizierter Opioide unter Entzindungsbedingungen darstellen.
Hypothese C:

Neben der Zunahme der Opioidrezeptoren (s. Hypothese B) konnten wir beim Entziindungsschmerz
eine Zunahme der G-Protein Kopplung nach Opioidrezeptoraktivierung nachweisen. Die Ga- und GBy-
Untereinheiten des aktivierten G-Proteins interagieren mit intrazellularen Effektoren (Adenylyl-Zyklase,
Ca®"- und K*-lonenkanale) und filhren zu einer Hemmung der Erregungsbildung und -ausbreitung
nozizeptiver Impulse. Dadurch kommt es in unseren Untersuchungen nach peripherer Applikation von
Opioiden zu einer relevanten Schmerzlinderung im entziindeten Gewebe.

Hypothese D:

TRPV1 spielt bei der Entstehung der Hyperalgesie im entziindeten Gewebe eine wichtige Rolle. Wir
konnten zeigen, dass Opioide unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen
inhibierend auf TRPV1 in sensorischen Neuronen wirken. Die Inhibition wird durch einen cAMP/PKA
abhangigen Signaltransduktionsweg vermittelt und fiihrt zu einer verminderten Schmerzsensibilitat im
entziindeten Gewebe.

Hypothese E:

Die Applikation peripher wirksamer Opioide flhrt beim Entziindungsschmerz zu einer vermehrten
Opioidrezeptorinternalisierung und wirkt der Entstehung einer Opioidtoleranz entgegen. Die
Untersuchung zeigt, dass bei entzindlichen Erkrankungen die kontinuierliche Applikation von

Opioiden nicht mit der Abnahme der analgetischen Wirksamkeit dieser Substanzen einhergeht.
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5. ABKURZUNGEN
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