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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Adrenozeptoren

3.1.1. Identifizierung der a,-Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie

Die Identifizierung der kontraktilen Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie war bereits
Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Schon Medgett und Langer (1984) dullerten den Verdacht,
dass mehr als ein a;-Adrenozeptorsubtyp an der Noradrenalin-induzierten Kontraktion der
Rattenschwanzarterie beteiligt sei. Experimentell konnte ebenso gezeigt werden, dass
postsynaptische a,-Adrenozeptoren in die Kontraktion der Rattenschwanzarterie involviert sind.
Diese spielen allerdings nur eine untergeordnete Rolle, da relevante kontraktile Effekte durch .-
Adrenozeptoragonisten nur in vorkontrahierten GefaBBen beobachtet werden konnten (Templeton et

al., 1989; MacLean & McGrath, 1990).

Mit Hilfe des selektiven aja-Adrenozeptoragonisten A-61603 und diverser o;-Adrenozeptor-
antagonisten, einschlieBlich der oua-Adrenozeptorantagonisten RS-17053, SNAP 5089 und
Tamsulosin, konnte die Beteiligung von wa-Adrenozeptoren an der Kontraktion der
Rattenschwanzarterie gezeigt werden (Lachnit et al., 1997). Eine zusitzliche Beteiligung der o;-
Adrenozeptorsubtypen B und D an der Noradrenalin-induzierten Kontraktion der
Rattenschwanzarterie lieB sich durch die Unwirksamkeit des selektiven oup-Adrenozeptor-
antagonisten BMY 7378 und des bevorzugt ois-Adrenozeptor alkylierenden Reagenzes
Chloroethylclonidin (10 uM) mit groer Wahrscheinlichkeit ausgeschlieen (Piascik et al., 1995;
Hrometz et al., 1999).

Dem gegeniiber standen Beobachtungen, dass hohere Konzentrationen Chloroethylclonidin (100
uM) zu einer partiellen Hemmung der durch Noradrenalin induzierten Kontraktion fiihren
(Villalobos-Molina et al., 1998). Auch die Beobachtung von Lachnit et al. (1997), dass der aia-
Adrenozeptorantagonist RS-17053 zu einer monophasischen Rechtsverschiebung der E/[A4]-Kurve
von A-61603, jedoch zu einer biphasischen Rechtsverschiebung der E/[4]-Kurve von Noradrenalin
fiihrt, sprach fiir die Beteiligung eines weiteren a,-Adrenozeptors an der Noradrenalin-induzierten

Kontraktion der Rattenschwanzarterie.

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war daher die weitere funktionelle Identifizierung der an der
Kontraktion der Rattenschwanzarterie beteiligten oi-Adrenozeptorsubtypen unter Verwendung
subtypselektiver Liganden, der Korrelationsanalyse sowie der selektiven Rezeptorprotektion und
Rezeptorinaktivierung. Zu diesem Zweck wurde wu.a. ein neuer, selektiver oya-
Adrenozeptorantagonist, B8805-033, eingesetzt. Diese Substanz, ein Abkommling des

Antihypertensivums Urapidil, zeichnet sich durch eine hohe Affinitit zu rekombinanten und nativen
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aia-Adrenozeptoren verschiedener Spezies aus (pKi, pKs = 7,7 — 8,7), wihrend seine Affinitét zu

a;s- und ayp-Adrenozeptoren gering ist (pKi < 5,6 bzw. pK; < 5,5; Eltze ef al., 2001a). Ein weiteres

Ziel war die Etablierung eines Testsystems zur Charakterisierung oi-Adrenozeptor-vermittelter

vaskuldrer Effekte neuer Arzneistoffe.

3.1.1.1. Effekte von Noradrenalin
Noradrenalin verursachte eine konzentrations-
abhingige Kontraktion der Rattenschwanz-
arteriec. Die E/[A]-Kurve von Noradrenalin war
scheinbar monophasisch (pECsy = 6,47 £+ 0,03,
Enx =73 £ 0,4 mN, ny = 0,85 £ 0,02, n = 61).
Wie auch nach Zugabe von RS-17053 (Lachnit
et al., 1997) zeigte die E/[A]-Kurve von Nor-
adrenalin in Anwesenheit steigender Konzentra-
tionen des selektiven aix-Adrenozeptoranta-
gonisten B8805-033 (0,03 — 3 uM) einen bipha-
sischen Verlauf (Abb. 24).

Eine Untersuchung der durch B8805-033 indu-
zierten Rechtsverschiebung der 2. Phase der E/
[A]-Kurve von Noradrenalin ergab mit Hilfe der
Schild-Regressionsanalyse basierend auf der
Anderung der pEC;s-Werte einen pA4,-Wert von

8,06 = 0,05 mit einem Geradenanstieg von 1,07
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Abb. 24. Antagonisierung der durch Noradrenalin
induzierten Kontraktion der Rattenschwanzarterie
durch steigende Konzentrationen B8805-033 (0,03 — 3
uM). Dargestellt sind die kontraktilen Effekte =+
S.E.M. aus (n) Experimenten. Mit Hilfe der auf dem
Vergleich der pEC;s-Werte beruhenden  Schild-
Regressionsanalyse (eingebettete Abbildung) wurde
ein pA>-Wert von 8,06 = 0,05 bei einem Anstieg der
Ausgleichsgeraden im Schild-Plot von 1,07 + 0,07

(nicht signifikant von 1 verschieden) ermittelt.

+ 0,07 (nicht signifikant von 1 verschieden). Die somit ermittelte Affinitdt dieses Antagonisten lag

im gleichen Bereich wie die Affinitit des Liganden zu nativen o;a-Adrenozeptoren des

Rattensamenleiters (pKg = 8,4) und des Rattenkortex (pKi = 8,7) sowie zu rekombinanten humanen

a,~Adrenozeptoren (pK; = 7,7) (Eltze et al., 2001a).

Basierend auf diesen Ergebnissen unter Verwendung des selektiven aia-Adrenozeptorantagonisten
B8805-033 konnten die Thesen von Lachnit et al. (1997) bestétigt werden: Auf Grund der
biphasischen Rechtsverschiebung der E/[A]-Kurve von Noradrenalin durch B8805-033 ist die

Involvierung von mehr als einem a,-Adrenozeptorsubtyp anzunehmen. Der ermittelte p4,-Wert fiir

B8805-033 deutet u.a. auf eine Beteiligung von oajs-Adrenozeptoren an der Noradrenalin-

induzierten Kontraktion der Rattenschwanzarterie hin.
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3.1.1.2. Experimente nach ais-Adrenozeptorblockade

Das Ziel dieser Untersuchungen war, die B8805-033-insensitive Komponente der durch
Noradrenalin induzierten Kontraktion zu identifizieren. Zu diesem Zweck wurden die folgenden
Experimente in permanenter Gegenwart des selektiven oya-Adrenozeptorantagonisten B8805-033 (3
uM) durchgefiihrt. Diese Konzentration fithrt zu einer etwa 99,9%igen Blockade von oua-
Adrenozeptoren (basierend auf einem pKz-Wert von 8,40 am Rattensamenleiter; Eltze et al.,
2001a), wiahrend oy- und a;p-Adrenozeptoren nicht oder nur partiell beeinflusst werden (pKz-Wert

von 5,21 an der Meerschweinchenmilz bzw. 5,52 an der Rattenaorta; Eltze ef al., 2001a).

Agonisten: In permanenter Anwesenheit des

120~ ® Noradrenalin (130)
aia-Adrenozeptorantagonisten B8805-033 (3 100/ A Brimonidin (10)
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Agonisten identifiziert werden (Abb. 25). Die
kontraktilen Effekte von Noradrenalin und

Phenylephrin waren mit Hilfe des irreversiblen

log [Agonist] (M)
Abb. 25. Kontraktion der Rattenschwanzarterie durch

Noradrenalin, Brimonidin, Phenylephrin und Buspiron

in permanenter Gegenwart von B8805-033 (3 puM).

ag-Adrenozeptorantagonisten ~ Chloroethyl-

Dargestellt sind die kontraktilen Effekte + S.E.M. aus
clonidin (100 uM) und des kompetitiven o p-

(n) Experimenten.

Adrenozeptorantagonisten [-765314 (0,3 uM)
inhibierbar (Tab. 4).

Die von Brimonidin hervorgerufenen Kontraktionen wurden nur durch Chloroethylclonidin (100
uM), aber nicht durch L-765314 (0,3 uM) antagonisiert (Tab. 4). Somit befindet sich, im Gegensatz
zu Noradrenalin und Phenylephrin, die durch Brimonidin vermittelte Kontraktion der
Rattenschwanzarterie unter diesen experimentellen Bedingungen nicht im Einklang mit einer
Aktivierung von aug-Adrenozeptoren. Fiir die durch Brimonidin vermittelten kontraktilen Effekte ist
nach Durchbrechung der Blockade durch das im Organbad vorhandene Idazoxan (0,1 pM; pK; (o»-
Adrenozeptoren) = 7,92 — 9,25; PDSP Database: http:/kidb.cwru.edu/) eine Aktivierung

postsynaptischer o,-Adrenozeptoren denkbar, die in diesem Gewebe vorkommen (Templeton ef al.,
1989; MacLean & McGrath, 1990). Die durch o-Adrenozeptoren vermittelten Effekte sind durch
Chloroethylclonidin, das ebenfalls o,-Adrenozeptoren irreversibel blockiert, hemmbar, aber nicht

durch [-765314 (Michel et al., 1993; Patane et al., 1998).

Im Gegensatz zu Noradrenalin, Phenylephrin und Brimonidin fiihrte der postulierte selektive oip-
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Adrenozeptoragonist Buspiron zu keiner Kontraktion der Rattenschwanzarterie (Abb. 25). Aus der
Unwirksamkeit von Buspiron kann geschlossen werden, dass an der Kontraktion der
Rattenschwanzarterie im Gegensatz zur Kontraktion der Rattenaorta keine oip-Adrenozeptoren
beteiligt sind. Diese Aussage wird durch Erkenntnisse bestétigt, die mit Hilfe des aip-

Adrenozeptorantagonisten BMY 7378 gewonnen wurden (Piascik ef al., 1995).

Tab. 4. Pharmakologische Eigenschaften von o;-Adrenozeptoragonisten an der Rattenschwanzarterie in Gegenwart von
B8805-033 (3 uM).

PECsy (n) E,ox Hemmung durch Hemmung durch
Chloroethylclonidin (%)’ L-765314 (pKp)

Noradrenalin 6,55+ 0,02 (130) 100 83+4(4) 7,36 +£ 0,12 (7)
Phenylephrin 531+0,05(8) 81+3 76 +£3 (4) 7,44 + 0,08 (4)
Buspiron -4 0 - _
Brimonidin 6,64 £0,10 (10) 24+3 86+ 8 (4) <6,5(5)

"Relative Hemmung der Kontraktion durch 100 puM Chloroethylclonidin bei 10 uM Agonist. *Scheinbarer pKp-Wert
berechnet fiir 0,3 uM L-765314.

Antagonisten: Die in Gegenwart von B8805-033 (3 uM) durch Noradrenalin induzierte
Kontraktion der Rattenschwanzarterie konnte durch Prazosin, Tamsulosin, WB 4101, Spiperon,
L-765314, 5-Methylurapidil, BMY 7378 und MDL 73005EF antagonisiert werden. Der
Maximaleffekt von Noradrenalin blieb in Gegenwart dieser Antagonisten unbeeinflusst (Abb. 26).
Die Schild-Regressionsanalyse fiir diese Antagonisten zeigte eine Linearitdt zwischen log (EMR-1)
und dem negativen dekadischen Logarithmus der molaren Antagonistenkonzentration mit einem
Anstieg von 1 (Abb. 28). Somit konnte fiir diese Liganden ein kompetitiver Antagonismus bestétigt
werden. Im Gegensatz dazu fiihrte RS-17053 neben einer Rechtsverschiebung der £/[4]-Kurve von

Noradrenalin konzentrationsabhingig zu einer Depression des Maximaleffekts (Abb. 27).

Alle im Rahmen dieser Untersuchungen getesteten Antagonisten (mit Ausnahme von Prazosin) sind
geeignet, zwischen den a;-Adrenozeptorsubtypen zu unterscheiden. Die Identitdt des unter diesen
experimentellen Bedingungen fiir die Noradrenalin-induzierte Kontraktion verantwortlichen o;-

Adrenozeptorsubtyps wurde mit Hilfe der Korrelationsanalyse ermittelt.
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Abb. 26. Antagonisierung der durch Noradrenalin in Gegenwart von B8805-033 (3 pM) induzierten Kontraktion der

Rattenschwanzarterie durch steigende Konzentrationen kompetitiver Antagonisten (5-Methylurapidil, WB 4101, L-
765314, Spiperon, MDL 73005EF, BMY 7378, Tamsulosin und Prazosin). Dargestellt sind die kontraktilen Effekte +

S.E.M. aus (n) Experimenten.
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Abb. 27. Nichtkompetitive Antagonisierung der durch ~ Abb. 28. Schild Plots von Prazosin, Tamsulosin, WB
Noradrenalin in Gegenwart von B8805-033 (3 uM) 4101, Spiperon, L-765314, BMY 7378, 5-Methyl-
induzierten Kontraktion der Rattenschwanzarterie durch  urapidil und MDL 73005EF in Gegenwart von B8805-
steigende Konzentrationen RS-17053. Dargestellt sind 033 (3 uM).

die kontraktilen Effekte + S.E.M. aus () Experimenten.

Die in Gegenwart von B8805-033 (3 uM) ermittelten pKs-Werte flir die untersuchten o-
Adrenozeptorantagonisten korrelierten sehr gut mit ihren Radioligandbindungswerten (pKi) an
rekombinanten humanen a,-Adrenozeptoren (+* = 0,87, P = 0,0002) sowie mit funktionell
ermittelten antagonistischen Potenzen (p4:) an o,s-Adrenozeptoren der Meerschweinchenmilz (77 =
0,97, P < 0,0001) und der Méusemilz (+* = 0,96, P = 0,0001). Keine Korrelation bestand hingegen
zu publizierten Radioligandbindungsaffinititen zu rekombinanten humanen o,- und oue-
Adrenozeptoren (+* = 0,41, P > 0,05 bzw. r* = 0,40, P > 0,05) sowie zu funktionell ermittelten pA»-
Werten an aia-Adrenozeptoren des Rattensamenleiters (7 = 0,45, P > 0,05) und an aip-
Adrenozeptoren der Rattenaorta (Eltze, 1996; Eltze et al., 2002; * = 0,42, P > 0,05) (Tab. 5, Abb.
29).

In diesem Zusammenhang ist die beobachtete geringe antagonistische Potenz des -
Adrenozeptorantagonisten L-765314 erwdhnenswert. Der ermittelte pKs-Wert (pKs = 7,31) liegt um
1,0 bzw. 1,4 logarithmische Einheiten niedriger als die mit Hilfe von Radioligandbindungsstudien
ermittelten pKi-Werte an rekombinanten ois-Adrenozeptoren der Ratte (pKi = 8,27) und des
Menschen (pK; = 8,70). Andererseits stimmte der an der Rattenschwanzarterie ermittelte pKs-Wert
gut mit der funktionell ermittelten antagonistischen Potenz des Liganden an nativen og-
Adrenozeptoren der Rattenmilz (p4, = 7,55; Chang et al., 1998b), der Meerschweinchenmilz (p4> =
7,22; Eltze et al., 2002) und der Kaninchenaorta (p4, = 7,27; Eltze et al., 2002) iiberein. Ahnliche
Diskrepanzen zwischen funktionell ermittelten Affinitdten aus Experimenten an isolierten Organen
und Radioligandbindungsaffinitdten zu rekombinanten Rezeptoren wurden bereits zuvor fiir die

postulierten o;-Adrenozeptorantagonisten AH11110A und (+)-Cystazosin beschrieben (Stam et al.,
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Tab. 5. Ermittelte Affinititsdaten fiir o;-Adrenozeptorantagonisten gegen Noradrenalin an der Rattenschwanzarterie in
Gegenwart von B8805-033 (3 uM) und Korrelation mit publizierten Radioligandbindungsdaten an rekombinanten

humanen o,-Adrenozeptoren.

Rattenschwanzarterie Radioligandbindungsaffinitiiten’

PKg (n) m A1 an /47 ]
5-Methylurapidil 6,55+0,04 (24) 0,87+0,07 8,58 6,97 7,49
BMY 7378 6,43+ 0,04 (20) 0,98 £ 0,08 6,37 6,78 8,63
L-765314 7,31 £0,06 (26) 0,91 +0,11 6,38 8,70 7,47
MDL 73005EF 5,71+0,04 (15) 0,96+0,11 6,10 6,88 8,16
Prazosin 9,24 +£0,07 (23) 0,99+0,12 9,42 9,53 9,57
RS-17053 6,55+ 0,17° (4) — 8,95 7,53 7,60
Spiperon 7,69 £0,04 (24) 0,86 £0.07 7,03 8,24 7,38
Tamsulosin 8,55+ 0,04 (20) 1,09 £ 0,06 10,38 9,50 10,04
WB 4101 7,81 £0,02 (16) 0,93 £0,04 9,43 8,22 9,05
r 0,41 0,87 0,40
P > 0,05 0,0002 > 0,05

‘Mittelwerte von publizierten Radioligandbindungsdaten (pK;) an klonierten humanen o,-Adrenozeptorsubtypen von
Buckner ef al. (1996), Eltze et al. (2001a), Ford et al. (1997), Goetz et al. (1994), Kenny et al. (1995, 1996), Patane et
al. (1998), Saussy et al. (1996), Taniguchi et al. (1997) und Zhang et al. (1999). *Uniiberwindbarer Antagonismus
(siche Abb. 27). Scheinbarer pKs von RS-17053 berechnet anhand einer Konzentration, die nahezu keine Depression

des Maximaleffekts von Noradrenalin verursachte (0,3 pM).

1998; Eltze et al, 2001b). Derartige Differenzen konnen u.a. anhand unterschiedlicher
Diffusionsbarrieren in den fiir funktionelle Experimente genutzten nativen Geweben einerseits und
andererseits in den flir Experimente mit rekombinanten Rezeptoren genutzten Zellkulturen erklart
werden. Ein diffusionsbedingtes temporales Indquilibrium zwischen Antagonist und Rezeptor,
speziell in funktionellen Experimenten an isolierten Organen, kann zu einer Unterschéitzung des
pKgs-Wertes fiihren (Kenakin, 1993). Eine weitere mogliche Erklérung ist eine unterschiedlich starke
Kompetition des Antagonisten mit dem Agonisten (funktionelle Studien) bzw. mit dem Radio-
liganden (Radioligandbindungsstudien) durch Besetzung zumindest partiell unterschiedlicher
Bindungsstellen am Rezeptor. Eine Beteiligung eines weiteren Rezeptors an der durch Noradrenalin
induzierten Kontraktion der Rattenschwanzarterie in Gegenwart von B8805-033 erscheint
unwahrscheinlich, da der Hill-Koeffizient nu von Noradrenalin nicht signifikant von 1,00

verschieden war. Die Steigungen der Regressionsgeraden im Schild-Plot, einschlieBlich der von
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Abb. 29. Korrelation zwischen ermittelten Ligand-Rezeptor-Dissoziationskonstanten (pKs) fiir ou-Adrenozeptoranta-
gonisten, die in Gegenwart von B8805-033 (3 uM) gegen Noradrenalin an der Rattenschwanzarterie ermittelt wurden,
und Radioligandbindungsdaten (pKi) an rekombinanten humanen o;-Adrenozeptorsubtypen bzw. antagonistischen
Potenzen (pA4.) aus funktionellen Experimenten am Rattensamenleiter, an der Meerschweinchenmilz und an der

Rattenaorta.

L-765314, von 1,00 sprachen ebenfalls fiir eine Noradrenalin-induzierte Aktivierung einer

einheitlichen a,g-Adrenozeptorpopulation.

Die Rattenschwanzarterie als funktioneller Assay: Es konnte mit Hilfe von Agonisten und
Antagonisten gezeigt werden, dass die Rattenschwanzarterie in permanenter Gegenwart von B8805-
033 (3 uM) ein geeigneter funktioneller /n-vitro-Assay zur Charakterisierung ous-Adrenozeptor-
vermittelter Effekte ist. Andere Adrenozeptoren, insbesondere oua-Adrenozeptoren, spielen unter
diesen experimentellen Bedingungen nur bei sehr hohen Agonistenkonzentrationen eine Rolle
([Noradrenalin] > 100 uM). Fiir die Untersuchung von Antagonisten steht somit ein

Konzentrationsfenster von 1 — 1,5 logarithmischen Einheiten zur Verfiigung.
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3.1.1.3. Experimente nach a:s-Adrenozeptorinaktivierung

Das Ziel dieser Experimente war die ndhere Untersuchung der B8805-033-empfindlichen
Komponente der E/[4]-Kurve von Noradrenalin (Abb. 24). Zu diesem Zweck wurden die fiir die
B8805-033-unempfindliche Komponente der Kontraktion verantwortlichen os-Adrenozeptoren
(siche Kapitel 3.1.1.2.) mit Hilfe des bevorzugt a,s-Adrenozeptoren alkylierenden Reagenzes
Chloroethylclonidin (100 uM) deaktiviert. Da aber die Selektivitdt dieser Substanz limitiert ist und
in Abhingigkeit von Konzentration und Inkubationszeit auch os- und aip-Adrenozeptoren
irreversibel blockiert werden (Michel et al., 1993; Docherty & O'Rourke, 1997; Xiao & Jeffries,
1998), wurden die Organe zwecks Protektion von aia-Adrenozeptoren vor der Alkylierung mit

B8805-033 (3 uM) behandelt.

Agonisten:  Nach  einer  Adrenozeptor-

120-=  A-61603 (4)

Inaktivierung mit Hilfe von Chloroethylclonidin 100.® Noradrenalin (95)
(100 uM) kombiniert mit einer vorausgegange- % 80;: Ezmﬂzﬁmg)‘“)
nen selektiven Protektion des ajs-Adrenozeptors § 604 Buspiron (4)
mittels B8805-033 (3 uM) fiihrte Noradrenalin £ 40

s |
zu einer konzentrationsabhédngigen Kontraktion < 50
der Rattenschwanzarterie (pECso = 6,14 + 0,02, 0;
Eue = 6,1 £ 0.2 mN, 75 = 0,93 + 0,01, n = 95). A0S o tagomist v
Agonistische Effekte konnten auch fir A-61603, Abb. 30. Kontraktion der Rattenschwanzarterie durch
Phenylephrin und Brimonidin  beobachtet A-61603, Noradrenalin, Brimonidin, Phenylephrin
werden (Abb. 30). Die E/[4]-Kurven von und Buspiron nach Adrenozeptorinaktivierung mit

Chloroethylclonidin (100 uM) und vorausgegangener

Protektion mit B8805-033 (3 uM). Dargestellt sind
Brimonidin waren in Anwesenheit von B&805- die kontraktilen Effckte + SEM. aus (1)

033 (0,1 uM) signifikant nach rechts ver- Experimenten.

Noradrenalin, A-61603, Phenylephrin und

schoben. Die aus diesen Rechtsverschiebungen

ermittelten scheinbaren pKs-Werte fiir B8805-033 von 7,50 — 7,95 (Tab. 6) waren vergleichbar mit
dem in der Literatur beschriebenen Wert fiir B8805-033 an aua-Adrenozeptoren (Eltze et al.,
2001a). Somit stehen unter diesen experimentellen Bedingungen nicht nur die durch A-61603,
Noradrenalin und Phenylephrin vermittelten kontraktilen Effekte in Einklang mit einer Aktivierung
von a;a-Adrenozeptoren, sondern auch die durch Brimonidin induzierte schwache Kontraktion der
Rattenschwanzarterie (Emex = 13 &+ 2; n = 4). Obwohl Brimonidin als a,-Adrenozeptor-selektiv gilt,
sind in der Literatur auch (partial-) agonistische Effekte dieser Substanz an o-Adrenozeptoren
beschrieben worden. So aktiviert Brimonidin sowohl o- als auch o,-Adrenozeptoren in humanen

Resistenzarterien der Haut (Jarajapu et al., 2001a).

Im Gegensatz zu Noradrenalin, A-61603, Phenylephrin und Brimonidin konnte der op-
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Tab. 6. Pharmakologische Eigenschaften von a;-Adrenozeptoragonisten an der Rattenschwanzarterie nach Adrenozep-

torinaktivierung mit Chloroethylclonidin (100 pM) und vorausgegangener Protektion mit B8805-033 (3 pM).

PECsy (n) E o Hemmung durch
B8805-033 (pKy)*

A-61603 7,57 £ 0,09 (4) 93 +3 7,77 +0,11 (4)
Noradrenalin 6,14 + 0,02 (95) 100 7,84 + 0,05 (5)
Phenylephrin 5,48+0,03 (4) 70+ 4 7,95 + 0,03 (4)
Buspiron —(4) 0 _
Brimonidin 5,28 £ 0,07 (4) 13+£2 7,5+£0.2 (5"

*Scheinbarer pKs-Wert berechnet fiir 0,1 pM B8805-033. *Durch Extrapolation ermittelter Schitzwert, da die E/[A]-

Kurve bei 30 uM Brimonidin kein Plateau erreichte.

Adrenozeptoragonist Buspiron die Rattenschwanzarterie auch unter diesen experimentellen
Bedingungen nicht kontrahieren (Abb. 30). Eine Beteiligung von wp-Adrenozeptoren an der

Kontraktion der Rattenschwanzarterie kann somit ausgeschlossen werden.

Antagonisten: Die durch Noradrenalin induzierte Kontraktion der Rattenschwanzarterie wurde
nach Adrenozeptorinaktivierung mit Chloroethylclonidin (100 puM) und vorausgegangener
Protektion mit B8805-033 (3 uM) konzentrationsabhidngig durch Tamsulosin, 5-Methylurapidil,
RS-17053, B8805-033, L-765314 und BMY 7378 ohne signifikante Depression des Maximaleffekts
antagonisiert (Abb. 31). Die Schild-Regressionsanalyse fiir 5-Methylurapidil, RS-17053, B8805-
033, L-765314 und BMY 7378 zeigte eine Linearitdit zwischen log (EMR-1) und der
Antagonistenkonzentration auf. Die Steigungen der Ausgleichsgeraden im Schild-Plot waren nicht
signifikant von 1,00 verschieden (Abb. 32). Somit konnte ein kompetitiver Antagonismus fiir diese
Antagonisten bestétigt werden. Die flir diese Substanzen ermittelten Affinititsdaten sind in Tabelle

7 angegeben.

Fiir Tamsulosin hingegen wurde im Schild-Plot eine Steigung, die signifikant groBer als 1 war,
gefunden (m = 1,34 + 0,14, p4> = 10,10 + 0,07). Dies spricht fiir eine unvollstindige Aquilibrierung
zwischen Agonist und Antagonist, was charakteristisch fiir eine nicht ausreichend lange Inkubation
sehr niedriger Konzentrationen hochpotenter Antagonisten ist (Kenakin, 1993). Auf eine weitere
Verldngerung der bereits 120-miniitigen Inkubationszeit wurde verzichtet. Wurde die Schild-Re-
gressionsanalyse hingegen unter Ausschluss der niedrigsten Antagonistenkonzentration (0,03 nM)
durchgefiihrt, so konnte ein pKs-Wert von 10,32 + 0,05 bei einer Steigung der Ausgleichsgeraden
des Schild-Plots von 1,17 = 0,12 (nicht signifikant von 1 verschieden) ermittelt werden (Tab. 7).

Da somit die Steigungen der Schild-Regressionsgeraden aller untersuchten Antagonisten nicht
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Abb. 31. Antagonisierung der durch Noradrenalin induzierten Kontraktion der Rattenschwanzarterie nach

Adrenozeptorinaktivierung mit Chloroethylclonidin (100 uM) und vorausgegangener Protektion mit B§805-033 (3 uM)
durch steigende Konzentrationen 5-Methylurapidil, B8805-033, RS-17053, Tamsulosin, L-765314 und BMY 7378.
Dargestellt sind die kontraktilen Effekte + S.E. M. aus (n) Experimenten.

signifikant von 1,00 verschieden waren, ist anzunechmen, dass eine einheitliche Rezeptorpopulation
fiir die Kontraktion der Rattenschwanzarterie unter diesen experimentellen Bedingungen verant-

wortlich ist. Die Identitit dieser Rezeptoren wurde mit Hilfe der Korrelationsanalyse ermittelt.

Die nach Adrenozeptorinaktivierung mit Chloroethylclonidin (100 pM) und vorausgegangener
Protektion mit B8805-033 (3 uM) mit Hilfe der Schild-Regressionsanalyse ermittelten Ligand-

Rezeptor-Dissoziationskonstanten (pKg) korrelierten mit Radioligandbindungsdaten (pKi) an
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Abb. 32. Schild-Plots von Tamsulosin, 5-Methylurapidil,
RS-17053, B8805-033, BMY 7378 und L-765314 an der
Rattenschwanzarterie = nach  Adrenozeptorinaktivierung
mittels Chloroethylclonidin (100 uM) und vorausgegangener
Protektion mit B8805-033 (3 uM). * Der log (EMR-1)-Wert

von Tamsulosin (0,03 nM) wurde von der Schild-

Regressionsanalyse auf Grund nicht ausreichender Aquili-

brierung ausgeschlossen (siche Text).

-1 - log [Antagonist] (M)

rekombinanten humanen ai,-Adrenozeptoren (+* = 0,98; P = 0,0002) und mit funktionell ermittelten
pA>-Werten an a;a-Adrenozeptoren des Rattensamenleiters (+* = 0,97; P = 0,002; Eltze, 1996; Eltze
et al., 2001a, 2002) (Abb. 33). Ebenso lagen die unter diesen experimentellen Bedingungen fiir 5-
Methylurapidil, BMY 7378, RS-17053 und Tamsulosin bestimmten pKs-Werte (8,66, 6,54, 8,44
und 10,32) im gleichen Konzentrationsbereich wie die von Lachnit et al. (1997) an der
Rattenschwanzarterie unter Verwendung des selektiven oa-Adrenozeptoragonisten A-61603
bestimmten pA4,-Werte (9,0, 6,3, 9,2 und 11,2). Keine Korrelation bestand hingegen zu
Radioligandbindungsdaten an rekombinanten humanen oub- oder oy4-Adrenozeptoren (#* = 0,11; P >

0,05 bzw. »* = 0,16; P > 0,05) sowie zu funktionell ermittelten Affinititsdaten an oyp-

Tab. 7. Ermittelte Affinitdtsdaten fiir oi-Adrenozeptorantagonisten gegen Noradrenalin an der Rattenschwanzarterie
nach Adrenozeptorinaktivierung mit Chloroethylclonidin (100 uM) und vorausgegangener Protektion mit B§805-033 (3

puM) und Korrelation mit publizierten Radioligandbindungsdaten an rekombinanten humanen a,-Adrenozeptoren.

Rattenschwanzarterie Radioligandbindungsaffinitiiten”
PK;g m O1a a1 (97}

5-Methylurapidil 8,66 + 0,04 (24) 0,93 £0,07 8,58 6,97 7,49
B8805-033 7,87 £ 0,02 (20) 0,99 + 0,04 7,71 5,16 5,49
BMY 7378 6,54 = 0,04 (20) 1,05+ 0,06 6,37 6,78 8,63
L-765314 6,41 £ 0,03 (20) 1,10+ 0,06 6,38 8,70 7,47
RS-17053 8,44 £ 0,04 (24) 0,95+ 0,07 8,95 7,53 7,60
Tamsulosin 10,32 £ 0,05 (15) 1,17+0,12 10,38 9,50 10,04
r 0,98 0,11 0,16
P 0,0002 > 0,05 > 0,05

*Mittelwerte von publizierten Radioligandbindungsdaten (pKi) an klonierten humanen o,-Adrenozeptorsubtypen aus
Buckner et al. (1996), Eltze et al. (2001a), Ford et al. (1997), Goetz et al. (1994), Kenny et al. (1995, 1996), Patane et
al. (1998), Saussy et al. (1996), Taniguchi et al. (1997) und Zhang et al. (1999).
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Abb. 33. Korrelation zwischen ermittelten Affinitdtsdaten (pKs) fiir ai-Adrenozeptorantagonisten gegen Noradrenalin
nach Adrenozeptorinaktivierung mit Chloroethylclonidin (100 uM) und vorausgegangener Protektion mit B8805-033 (3
pM) an der Rattenschwanzarterie und Radioligandbindungsaffinitidten (pKi) an rekombinanten humanen o;-Adreno-
zeptorsubtypen sowie zu Affinitdten aus funktionellen Experimenten am Rattensamenleiter, an der Meerschweinchen

milz und der Rattenaorta.

Adrenozeptoren der Meerschweinchenmilz (7 = 0,24; P > 0,05) und an o;p-Adrenozeptoren der

Rattenaorta (+* = 0,48; P > 0,05) (Abb. 33).

Der niedrige pKs-Wert von L-765314, der im Rahmen dieser Arbeit nach irreversibler Blockade der
az-Adrenozeptoren gefunden wurde (pKs = 6,41), stimmt mit dem von Chang et al. (1998b)
funktionell an nativen oya-Adrenozeptoren ermittelten Wert iiberein (pKs = 6,38). Dies ist ein
weiteren Beweis dafiir, dass Noradrenalin die Rattenschwanzarterie nach Adrenozeptor-
inaktivierung mit Chloroethylclonidin und vorausgegangener Protektion mit B8805-033 exklusiv

iiber eine Aktivierung von o,a-Adrenozeptoren kontrahiert.

Die Rattenschwanzarterie als funktioneller Assay: Mit Hilfe dieser Untersuchungen konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass die Rattenschwanzarterie nach einer Vorbehandlung mit
Chloroethylclonidin (100 uM) und B8805-033 (3 uM) als ein funktioneller /n-vitro-Assay zur

selektiven Charakterisierung aix-Adrenozeptor-vermittelter Effekte herangezogen werden kann.
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3.1.1.4. Physiologische Bedeutung

Die Rattenschwanzarterie weist einen dul3eren Durchmesser von ca. 0,3 — 0,6 mm und einen
luminalen Durchmesser von < 0,3 mm auf. Berlicksichtigt man nur Gré8e und Histologie dieses
Gefdlles, so unterscheidet es sich nicht nennenswert von Widerstandsgefdlen. Dem gegeniiber

besitzt die Schwanzarterie die Funktion eines Verteilungsgefafles (Daly et al., 2002).

Das Expressionsmuster der o,-Adrenozeptorsubtypen im kardiovaskuldren System der Ratte variiert
in Abhéngigkeit von GroBle und Funktion der Blutgefile (Guarino et al., 1996). Wie auch in
humanen Gefiflen (Rudner et al., 1999) kann eine tendenzielle Zunahme der mRNA-Expression
von aa-Adrenozeptoren bei gleichzeitiger Abnahme der mRNA-Expression von oip-
Adrenozeptoren mit abnehmenden Gefa3durchmesser beobachtet werden. Auch in funktionellen
Experimenten an Arterien diverser Species konnte gezeigt werden, dass oua-Adrenozeptoren in
kleinen Blutgefdlen, wie in den an der Blutdruckregulation beteiligten WiderstandsgefdBen (z.B.
Arteriolen der humanen Haut und Skelettmuskulatur; Jarajapu et al., 2001a,b), dominieren (Tab. 8).
Dies erscheint paradox, da die oa-Adrenozeptor-Subtypselektivitit von Alphablockern, die zur
Behandlung der Benignen Prostatahyperplasie eingesetzt werden (z.B. Tamsulosin), mit einer
Abnahme hypotensiver Nebenwirkungen in Zusammenhang gebracht wird (Lee & Lee, 1997,
Schéfers et al., 1999). aip-Adrenozeptoren sind (zumindest bei Nagetieren) insbesondere fiir die
Kontraktion groBer Arterien verantwortlich (z.B. Aorta von Ratte und Maus; Yamamoto & Koike,
2001a,b; Daly et al, 2002; Kenny et al., 1995). Kontraktile o,z-Adrenozeptoren besitzen eine
deutlich geringere Bedeutung bei der Regulation des Gefdtonus. Sie konnten funktionell bisher nur
in wenigen Blutgefdlen, wie z.B. der Kaninchenaorta, nachgewiesen werden (Muramatsu et al.,

1998).

Mit Hilfe der in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente, einschlieBlich der Korrelationsanalyse,
konnte zweifelsfrei gezeigt werden, dass Noradrenalin die Rattenschwanzarterie iiber eine
Aktivierung von oa- und ous-Adrenozeptoren kontrahiert. Die dominierende Rolle der oja-
Adrenozeptoren an der Kontraktion der Rattenschwanzarterie, die auch von anderen Autoren
beschrieben wurde (Lachnit et al., 1997; Villalobos-Molina et al., 1998), kann insbesondere bei
hoheren Noradrenalinkonzentrationen (> 1 puM) beobachtet werden. Kontraktile Effekte bei
niedrigen Noradrenalinkonzentrationen (< 1 uM) werden hingegen gleichermallen von oua- und os-
Adrenozeptoren vermittelt (Abb. 34). Die Abwesenheit von o,p-Adrenozeptoren konnte u.a. durch
die fehlende Wirksamkeit des oup-Adrenozeptoragonisten Buspiron gezeigt werden (Kapitel 3.1.1.1.
— 3.1.1.3.). Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit aktuellen Befunden aus

Radioligandbindungsstudien, in denen zwei verschiedene, als oa- und o;s-Adrenozeptoren
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Tab. 8. Steuerung der glattmuskuléren Kontraktion in einigen Blutgefden bei Maus, Ratte, Kaninchen und Mensch

durch a,-Adrenozeptorsubtypen.
Blutgefifp d (mm)  Rezeptor Literatur
Maus
Aorta thoracalis 0,5-1,0 olip Yamamoto & Koike, 2001a; Daly et al., 2002

A. mesenterica superior 0,3-0,4 s, oup  Yamamoto & Koike, 2001b; Daly et al., 2002

A. caudalis ca. 0,2 oA Daly et al., 2002

Ratte

Aorta thoracalis 1,8-2,5 oip Kenny et al., 1995; Piascik et al., 1995

Aa. pulmonales 1,0-1,5 Oip Hussain & Marshall, 1997

A. carotis communis 0,7-1,.2 Olip Villalobos-Molina & Ibarra, 1996

A. mesenterica superior 0,7—-1,0 oup, a;a Villalobos-Molina & Ibarra, 1996; Piascik et
al., 1997

A. iliaca communis 0,5-0,9 Olip Piascik et al., 1995

A. renalis 0,4-0,8 oya, aup Villalobos-Molina et al., 1997; Hrometz et
al., 1999

A. caudalis 0,3—-0,6 s, oug Lachnit ef al., 1997; Jahnichen et al., 2004a

A. mesenterica inferior ca.0,3 oL Stam ef al., 1999

Vasa intestini tenuis ca. 0,2 oia, s Chen et al., 1996; Piascik et al., 1997

Kaninchen

Aorta thoracalis 3,0-4,0 OB Muramatsu et al., 1998

A. iliaca communis 1,0-2,0 Olip Satoh et al., 1998

A. renalis 1,0-1,5 olip Satoh et al., 1998

A. auricularis posterior ca. 0,8 LA Fagura et al., 1997

Mensch

A. mammaria interna 2,0-2,5 s, aua Giessler et al., 2002

Widerstandsgefdle der Haut ca. 0,2 oA Jarajapu et al., 2001a

Widerstandsgefille der ca. 0,2 oA Jarajapu et al., 2001b

Skelettmuskulatur
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identifizierte Bindungsstellen gefunden wurden (Tanaka et al., 2004).

Mit diesen Untersuchungen gelang ein weiterer
Beweis fiir die funktionelle Beteiligung von ous-
Adrenozeptoren am kardiovaskuldren System.
Da dieser Subtyp offensichtlich keine dominie-
rende Bedeutung besitzt und die durch ihn
vermittelten Effekte durch oa- und aip-
Adrenozeptoren iiberlagert werden, kdnnen die
durch ous-Adrenozeptoren vermittelten Effekte
nur nach Ausschaltung storender Rezeptorgene
(Knockout-Experimente; Daly et al., 2002), nach
Hemmung der Expression der ,,Storrezeptoren
(Antisense-Experimente; Piascik et al., 1997;
Hrometz et al., 1999) oder nach selektiver
Blockade der ,,Storrezeptoren* aufgedeckt

werden (diese Arbeit).
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Abb. 34. Kontraktion der Rattenschwanzarterie durch
Noradrenalin iiber a;s-Adrenozeptoren (in Anwesen-
heit von B8805-033), iiber aua-Adrenozeptoren (nach
Vorbehandlung mit Chloroethylclonidin und B8805-
033), sowie iiber oa- und ois-Adrenozeptoren
(gepoolte Kontrolldaten aus den Kapiteln 3.1.1.1. —
3.1.1.3.). Dargestellt sind die kontraktilen Effekte +
S.E.M. aus (n) Experimenten.

Andererseits folgt aus dieser konkreten, wenn auch untergeordneten Beteiligung von oys-

Adrenozeptoren an der Regulation des Gefdlltonus, dass eine selektive Blockade der anscheinend

dominierenden aua- und a;p-Adrenozeptoren nur zu einem partiellen Blutdruckabfall in vivo flihrt.

Dies kann eine Erkldrung fiir die weitgehend fehlenden hypotensiven Nebenwirkungen von

Tamsulosin (Selektivitdt: a;a > oip > ai) im Gegensatz zu Alfuzosin, Terazosin und Doxazosin

(Selektivitét: oua = oup = ayp) bei der Therapie der Benignen Prostatahyperplasie sein (Lee & Lee,

1997, Schéfers et al., 1999).
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3.2. 5-HT-Rezeptoren

5-HT kontrahiert Blutgefde insbesondere {iiber 5-HT:a-Rezeptoren, iiber ,,5-HT;-dhnliche*
Rezeptoren oder iiber beide Rezeptoren (Hoyer et al, 1994). Welcher dieser Wege fiir die
Vermittlung vasokontraktiler Effekte verantwortlich ist, variiert dabei in Abhéngigkeit von Species
und Gewebe. Auch individuelle Unterschiede, wie z.B. an der Koronararterie des Menschen,
konnen beobachtet werden (Kaumann et al., 1994). Inzwischen konnte der vasokontraktile,
historisch als ,,5-HT;-dhnlich* bezeichnete Rezeptor tiberwiegend als 5-HTs-Rezeptor identifiziert
werden (Saxena et al., 1998), wenngleich auch vereinzelt 5-HTp-Rezeptoren an der Kontraktion
von BlutgefdBen beteiligt sein mogen (Akin & Gurdal, 2002; Murdoch et al., 2003). Eine
Zuordnung vaskulérer, durch 5-HT,-dhnliche Rezeptoren vermittelter Effekte a priori zum 5-HTs-

Rezeptor ist daher nicht korrekt und muss experimentell bestétigt werden (Watts & Cohen, 1999).

3.2.1. 5-HT+-ahnliche Rezeptoren der

Meerschweinchenbeckenschlagader

An der Beckenschlagader des Meerschweinchens flihrt 5-HT nach einer moderaten Vorkontraktion
mit PGF», (0,1 — 1 uM) iiber eine Aktivierung von Ketanserin-empfindlichen und Ketanserin-
unempfindlichen Rezeptoren zu einer Vasokonstriktion. Die Ketanserin-empfindliche Komponente
der Kontraktion wird durch 5-HT,s-Rezeptoren vermittelt. Die Rezeptoren, welche die Ketanserin-
unempfindliche Komponente der Kontraktion vermitteln, wurden als 5-HT,;-dhnlich identifiziert
(Sahin-Erdemli et al., 1991; Schoeffter & Sahin-Erdemli, 1992; Pertz, 1993). Beide Komponenten
der Kontraktion werden durch ,stille“ Rezeptoren vermittelt (Pertz, 1993). ,,Stille* 5-HT-
Rezeptoren, wie sie z.B. auch in der Obhrarterie, Mesenterialarterie, Renalarterie und
Beckenschlagader des Kaninchens vorkommen, sind ex vivo erst nach moderater Vorkontraktion
mit einem geeigneten Co-Stimulanz (z.B. PGF,, U 46619, Phenylephrin, Angiotensin II oder KCI)
und einer damit verbundenen Erhéhung des intrazelluliren Calciumspiegels durch Offnung
spannungsabhingiger Calciumkanile aktivierbar (Movahedi & Purdy, 1997; Yildiz & Tuncer,
1995a,b; Choppin & O’Connor, 1993, 1995; Smith et al., 1999; Hill et al., 2000).

Das Ziel der folgenden Untersuchungen war die Charakterisierung und Identifizierung der 5-HT;-
dhnlichen Rezeptoren, welche fiir die 5-HT-induzierte Ketanserin-insensitive Komponente der
Kontraktion der Meerschweinchenbeckenschlagader verantwortlich sind. Die folgenden Experi-
mente wurden daher in Gegenwart von Ketanserin (1 puM) durchgefiihrt (siche Methoden). Ein
weiteres Ziel war die Untersuchung der durch Migrinetherapeutika der Klasse der Triptane

hervorgerufenen vaskuldren Effekte.
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3.2.1.1. Rezeptoridentifizierung mit Hilfe der RT-PCR
Mit Hilfe der RT-PCR wurde auf mRNA-Ebene untersucht, welcher kontraktile 5-HT;-dhnliche
Rezeptor (5-HTs, 5-HTp oder 5-HT\¢) in der Beckenschlagader des Meerschweinchens exprimiert

wird.

Wihrend die mRNA fiir alle drei 5-HT-Rezeptoren im Gehirn des Meerschweinchens
(Positivkontrolle) gefunden wurde, konnte in der Beckenschlagader lediglich ein Transkript mit
Hilfe des 5-HTs-Rezeptor-Primerpaars nachgewiesen werden. Eine Verfdlschung der Ergebnisse
durch Kontamination mit genomischer DNA konnte durch Untersuchung von Negativproben
(entsprechende RNA-Proben ohne Behandlung mit der Reversen Transkiptase) ausgeschlossen
werden. Die Amplifikation eines Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-(G6PDH)-Transkripts
(Haushaltsgen) bestétigte die Qualitit der Proben und der Methode (Abb. 35).

Meerschweinchenbeckenschlagader Meerschweinchengehirn (Kontrolle)
G6PDH 5-HT,, 5-HT, 5-HT,_ G6PDH 5-HT,, 5-HT, S5-HT,
+ -+ -+ -+ - + 5 o+ = A+ = + -
Size Size

(bp) (bp)

1000 - 1000 -

500 - 500 -

Abb. 35. Nachweis des RT-PCR-Produkts des 5-HT;z-Rezeptors in der Meerschweinchenbeckenschlagader mit Hilfe
der Agarose-Gel-Elektrophorese. Amplifikate fiir 5-HTip- und 5-HT s-Rezeptoren konnten in diesem Gewebe nicht
detektiert werden (links). Sowohl 5-HTis- als auch 5-HTp- und 5-HTr-Rezeptoren konnten hingegen im
Meerschweinchengehirn (Kontrolle, rechts) nachgewiesen werden. Zum Ausschluss einer Verfélschung des Ergebnisses

durch genomische DNA wurden Proben ohne Behandlung mit der Reversen Transkriptase (—) mitgefiihrt.

3.2.1.2. Rolle des Endothels

Zur Kldrung der Frage, ob die kontraktilen, durch 5-HT;-dhnliche Rezeptoren vermittelten Effekte
vom Endothel beeinflusst werden, wurden vergleichende Experimente mit 5-HT und Sumatriptan
nach moderater Vorkontraktion mit PGF,, (0,1 — 1 uM) an Arteriensegmenten einerseits mit
intaktem und andererseits mit mechanisch entferntem Endothel durchgefiihrt. Zusatzlich wurden
Untersuchungen in Ab- bzw. Anwesenheit eines Inhibitors (L-NAME; 200 uM) der endothelialen
NO-Synthase (eNOS) durchgefiihrt.
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Nach mechanischer Entfernung des Endothels verringerte sich die durch PGF,, (30 uM) induzierte
Kontraktion der Meerschweinchenbeckenschlagader von 12,3 + 0,8 mN (Kontrollwert an
Arteriensegmenten mit intaktem Endothel; n = 5) auf 6,9 + 1,1 mN (n = 6; P < 0,05). Da nach
mechanischer Entfernung des Endothels gleichzeitig die Wirksamkeit (Ema) von 5-HT von 6,0 + 1,1
mN (n =5) auf 1,6 + 0,7 mN (n = 5) und von Sumatriptan von 4,6 = 0,8 mN (n = 5) auf 1,7 + 0,7
mN (n = 5) abnahm (P < 0,05), konnte geschlussfolgert werden, dass durch den Versuch der
mechanischen Entfernung des Endothels auch der GefaBmuskel beschédigt wurde. Eine Beteiligung
eines ,,Endothelium-derived contraction factors* (EDCF), wie z.B. Thromboxan (TXA)),
Prostaglandin H, (PGH), Superoxidanionen, Endothelin-1 (ET-1) oder Uridin-Adenosintetra-
phosphat (Vanhoutte & Katusic, 1988; Liischer et al., 1992; Jankowski et al., 2005), ist
unwahrscheinlich, da eine Entfernung des Endothels die Maximaleffekte aller eingesetzten
Vasokonstringenzien in gleicher Weise verringerte. Im Gegensatz zur mechanischen Entfernung des
Endothels zeigte der Einsatz des eNOS-Inhibitors L-NAME (200 pM) keine signifikanten
Auswirkungen auf die Maximaleffekte von 5-HT und Sumatriptan sowie auf die durch PGFE,
induzierte Kontraktion (Tab. 9). Eine Abschwichung der von 5-HT)-dhnlichen Rezeptoren
vermittelten Kontraktion durch eine simultane endotheliale Freisetzung von NO, die zuvor an den
Rinderpulmonalarterien (MacLean et al., 1994) sowie an der Saphenavene und an der Basilararterie
des Kaninchens beschrieben wurde (Valentin et al., 1996; Bhattacharya et al., 2004), konnte somit
an der Meerschweinchenbeckenschlagader nicht gefunden werden. Die folgenden Untersuchungen

konnten daher an Arteriensegmenten mit intaktem Endothel durchgefiihrt werden.

Tab. 9. Kontraktion der Meerschweinchenbeckenschlagader durch PGF,, 5-HT und Sumatriptan in Ab- bzw.
Anwesenheit von L-NAME (200 uM).

Kontrolle + L-NAME (200 uM)
n E.ox (mN) PECsy n E.ox (mN) PECsy
PGF,, (30 uM) 10 123+1,2 — 10 11,2+0,9 —
5-HT 5 6,0+ 1,1 7,58 £ 0,05 5 5,8+1,0 7,65 + 0,05
Sumatriptan 5 4,6 +0,8 5,72 +£ 0,06 5 4,1+0,7 5,70 = 0,06

3.2.1.3. Rezeptorcharakterisierung mit Hilfe von Triptanen
Effekte von 5-HT, 5-Carboxamidotryptamin und Triptanen: In diesen Experimenten wurden
die unterschiedlichen Wirkungen von 5-HT-Rezeptoragonisten einschlieBlich 5-HT, 5-

Carboxamidotryptamin und Triptanen (Almotriptan, Eletriptan, Frovatriptan, Naratriptan,
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Tab. 10. Agonistische Eigenschaften von 5-HT, 5-CT und Triptanen an der Meerschweinchenbeckenschlagader nach
moderater Vorkontraktion mit PGF,, und Vergleich mit Daten an der Koronararterie und der mittleren Meningealarterie

des Menschen.

Meerschweinchen- Koronararterie  Mittelmeningeal-
beckenschlagader (Mensch) arterie (Mensch)
n pECs Eux (%) PECs pECs
5-HT 67 7,52 +0,02 33+1
5-CT 12 7,55+ 0,06 29+3
Almotriptan 11 5,25 £ 0,06 28+3 5,3¢ 7.5
Eletriptan® 8 6,62 + 0,05 26+ 4 5,5¢ 7,3¢
Frovatriptan 6 7,54 £ 0,06 25+3 7.4
Naratriptan 7 6,19+ 0,05 29+3 6,8
Rizatriptan 7 6,36 £ 0,06 22+4 6,3 7,18
Sumatriptan 21 5,84 +£ 0,04 30£2 6,1° 7,08
Zolmitriptan 6 6,71 £ 0,02 28 +4 6,3' 7 4"

“Erste Phase der Kontraktion (0,01 — 3 uM). "Prozent der PGF,,-Kontraktion. ‘Daten von Bou ef al. (2001). ‘Daten von
Van den Broek et al. (2000). *Daten von Parsons et al. (1998). ‘Daten von MaassenVanDenBrink et al. (1998). ¢Daten
von Longmore et al. (1998). "Daten von Razzaque et al. (1999).

Rizatriptan, Sumatriptan und Zolmitriptan) an Segmenten der Meerschweinchenbeckenschlagader
untersucht. 5-HT kontrahierte die Meerschweinchenbeckenschlagader mit einem pECs-Wert von
7,52 + 0,02 bei einem Maximaleffekt von 33 + 1% relativ zu der durch PGF,, (30 uM) induzierten
Kontraktion (n = 67). Vergleichbare Effekte wurden auch durch 5-Carboxamidotryptamin
hervorgerufen (pECso = 7,55 + 0,06, Enax = 29 £ 3%, n = 12). Wie auch 5-HT und 5-Carboxamido-
tryptamin verhielten sich alle getesteten Triptane als Agonisten an der Meerschweinchen
beckenschlagader (Abb. 37). Geordnet nach ihrer agonistischen Potenz (pECs)) kontrahierten die
Triptane die Beckenschlagader des Meerschweinchen in der Reihenfolge: Frovatriptan >
Zolmitriptan > Eletriptan (erste Phase, siche unten) > Rizatriptan > Naratriptan > Sumatriptan >

Almotriptan (Tab. 10).

Im Gegensatz zu allen anderen getesteten Triptanen zeigte die E/[4]-Kurve von Eletriptan einen
biphasischen Verlauf (Abb. 37d). Fiir die erste Phase der Kontraktion (0,01 — 3 uM) wurde ein

pECs-Wert von 6,62 £+ 0,05 geschétzt, wihrend eine Quantifizierung der Kontraktion der zweiten
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Phase wegen des Nichterreichens des Maximaleffekts nicht moglich war. Die Beobachtung einer
biphasischen Kontraktion durch Eletriptan steht im Einklang mit publizierten Befunden an der
Koronararterie des Menschen. Auch an diesem Organ konnte eine kontinuierliche Zunahme der
Kontraktion bei steigender Eletriptankonzentration beobachtet werden, ohne dass ein Maximaleffekt

erreicht wurde (MaassenVanDenBrink et al., 2000).

Rizatriptan, das einzige derzeit in der Migréinetherapie befindliche Triptan ohne eine Sulfon- oder
eine Amidstruktur, unterschied sich von den anderen Triptanen durch eine nur partielle Kontraktion
der Meerschweinchenbeckenschlagader im Vergleich zur 5-HT-Kontrolle (Rizatriptan: Ema = 22 +
4%, 5-HT: Enax = 43 £ 3%).

Kinetische Untersuchungen: In den folgenden

Zolmitriptan
Experimenten wurde die Rezeptorassoziationsge- Sumatriptan
Rizatriptan
schwindigkeit von 5-HT, 5-Carboxamidotryptamin Naratriptan
. . Frovatriptan
und der Triptane an der Meerschweinchenbecken- Eletriptan
schlagader untersucht. Als indirektes Maf} dafiir Almotriptan
5-CT
wurde die Zeit zur Erreichung eines Plateaueffekts 5-HT
T 17 7T T T T T T
nach Gabe einer etwa halbmaximal wirksamen 0 100200300400500600
Konzentration (pECs)) dieser Liganden ermittelt Zeit (s)
(Abb. 36). Abb. 36. Vergleich der Zeit zum Erreichen eines
Plateaueffekts nach Gabe einer etwa halbma-
Nach Applikation von 5-HT wurde das Plateau ximal wirksamen Konzentration 5-HT, 5-Carb-
innerhalb von 138 + 7 s (n = 67) erreicht. 5-Carbox- oxamidotryptamin (5-CT) oder eines Triptans.

amidotryptamin und die Triptane Almotriptan,

Frovatriptan, Naratriptan, Rizatriptan, Sumatriptan und Zolmitriptan unterschieden sich hinsichtlich
ihrer kinetischen Eigenschaften nicht nennenswert von 5-HT (Plateau nach 134 — 226 s). Eletriptan
hingegen bendétigte gegeniiber 5-HT, 5-Carboxamidotryptamin und allen anderen getesteten
Triptanen eine signifikant lingere Inkubationszeit fiir das Erreichen des agonistischen Effekts
(Plateu nach 470 £ 46 s; n = 9), was vermutlich auf seine vergleichsweise hohe Lipophilie

zurickzufiihren ist.

Bewertung der agonistischen Effekte: Wie auch 5-HT und 5-Carboxamidotryptamin
kontrahierten alle getesteten Triptane die moderat mit PGF,, vorkontrahierte Meerschweinchen-
beckenschlagader mit intaktem Endothel. Die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten pECso-Werte flir
Almotriptan, Eletriptan, Frovatriptan, Naratriptan, Rizatriptan, Sumatriptan und Zolmitriptan
stimmen mit publizierten pECsi-Werten an peripheren humanen Blutgefilen, wie z.B. der
Koronararterie und der Saphenavene, iiberein (MassenVanDenBrink et al., 1998). Im Gegensatz

dazu liegen die an der Meerschweinchenbeckenschlagader ermittelten agonistischen Potenzen im
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Abb. 37. Exemplarische Abbildung der E/[4]-Kurven von 5-HT, Sumatriptan, Rizatriptan und Eletriptan an der
Meerschweinchenbeckenschlagader in Ab- (@) und in Anwesenheit des 5-HT,g/p-Rezeptorantagonisten GR 127935 (1
nM: A; 10 nM: V) oder des 5-HT\s-Rezeptorantagonisten SB 216641 (3 nM: ¢; 10 nM: m). Die entsprechenden 5-HT-
Kontrollkurven (o) wurden gestrichelt dargestellt. Dargestellt sind die kontraktilen Effekte + S.E.M. aus 4 - 7

Experimenten.
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Durchschnitt um eine logarithmische Einheit unter den pECso-Werten der Triptane an der humanen
Mittelmeningealarterie (Tab. 10). Wéhrend die isolierte Mittelmeningealarterie des Menschen als
ein Standardassay zur Ex-vivo-Untersuchung der Antimigrdnewirksamkeit neuer Arzneistoffe dient,
ist die humane Koronararterie ein geeignetes Modell zur Vorhersage kardiovaskuldrer
Nebenwirkungen von Triptanen (MaassenVanDen Brink et al., 1998; Van den Broek et al., 2002).
Auf Grund der beobachteten agonistischen Eigenschaften von Triptanen an der Meerschweinchen-
beckenschlagader, die in guter Ubereinstimmung mit denen an der Koronararterie des Menschen
stehen, konnte eine FEignung der Meerschweinchenbeckenschlagader zur experimentell-
pharmakologischen Priifung von Migrinetherapeutika auf mogliche kardiovaskuldre Nebenwir-

kungen gezeigt werden.

Neben der Etablierung der Meerschweinchenbeckenschlagader als Modell zur Untersuchung
vaskuldrer Eigenschaften von Migrinetherapeutika stand die Identifizierung des 5-HT;-Rezeptors
im Vordergrund, der an den kontraktilen Effekten von 5-HT und anderen 5-HT-Rezeptoragonisten
beteiligt ist. Die an der Meerschweinchenbeckenschlagader ermittelten agonistischen Potenzen
(pECso) stimmen gut mit publizierten Werten aus GTPyS-Bindungsexperimenten an rekombinanten
5-HTs-Rezeptoren des Meerschweinchens, welche in humanen C6-Gliazellen exprimiert wurden,
iberein (+* = 0,87; P = 0,02; Pauwels et al., 1998). Auch zu ermittelten pECs-Werten an der
Saphenavene des Kaninchens, einem Standardassay zur Untersuchung 5-HT s-Rezeptor-vermittelter
Effekte, besteht eine signifikante Korrelation (* = 0,91; P = 0,01; Cohen et al., 1997, Wurch et al.,
1997; Cohen & Schenck, 1999).

Eine Aussage iiber eine mogliche Beteiligung von 5-HTir-Rezeptoren an den Kontraktion der
Meerschweinchenbeckenschlagader konnten Rizatriptan und Frovatriptan liefern. Beide Liganden
zeigen zu 5-HTs-Rezeptoren eine 30 bis 40fach hohere Affinitdt als zu 5-HTis-Rezeptoren,
wihrend alle anderen Triptane nicht oder nur geringfiigig zwischen beiden Subtypen diskriminieren
(Johnson et al., 1997; Comer, 2002). In der Gruppe der Triptane flihrte Rizatriptan zu der
schwichsten 5-HTr-Rezeptor-vermittelten Hemmung neurogener Entziindungsprozesse in der
Dura mater des Meerschweinchens mit einer um Faktor 5 geringeren agonistischen Potenz als
Sumatriptan (Johnson et al., 1997; Wainscott et al., 1998a). An der Beckenschlagader des
Meerschweinchens hingegen war Rizatriptan dreimal potenter als Sumatriptan. Auf Grund dessen
kann eine Beteiligung von 5-HT-Rezeptoren an der Kontraktion der Meerschweinchenbecken-

schlagader ausgeschlossen werden.

Im Gegensatz dazu konnte mit Hilfe von Triptanen kein pauschaler Ausschluss von 5-HTip-
Rezeptoren an den kontraktilen Effekten von 5-HT-Rezeptoragonisten in der Meerschweinchen

beckenschlagader erfolgen, da Triptane nicht in der Lage sind, zwischen 5-HTig-und 5-HTp-
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Rezeptoren zu diskriminieren. Um zu kléren, ob 5-HTip-Rezeptoren an der Kontraktion dieses
Organs beteiligt sind, wurden zusitzlich Experimente mit Hilfe subtypselektiver Antagonisten

durchgefiihrt.

3.2.1.4. Rezeptoridentifizierung mit Hilfe von Antagonisten

Die Identifizierung der 5-HT;-dhnlichen Rezeptoren wurde mit Hilfe von Antagonisten
unterschiedlicher Subtypselektivitdt durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde BRL 15572, ein
Antagonist mit einer ca. 60fach hoéheren Selektivitit zu humanen 5-HTip-Rezeptoren als zu
humanen 5-HT;g-Rezeptoren, genutzt (Price et al., 1997). Weitere Experimente wurden mit dem
5-HT,g-Rezeptorantagonisten SB 216641 durchgefiihrt, der eine etwa 30fach hohere Selektivitit zu
humanen 5-HTs-Rezeptoren gegeniiber humanen 5-HT,p-Rezeptoren aufweist (Price et al., 1997).
Der nicht subtypselektive 5-HTgip-Rezeptorantagonist GR 127935 kam ebenfalls zum Einsatz
(Skingle et al., 1996).

Effekte von BRL 15572: Niedrige Konzentrationen BRL 15572 (0,1 puM) fiihrten zu keiner
Inhibition der durch 5-HT oder Sumatriptan induzierten Kontraktion der Meerschweinchen-
beckenschlagader. In diesen submikromolaren Konzentrationen ist eine selektive Blockade humaner
5-HTp-Rezeptoren durch BRL 15572 beschrieben worden (Price et al., 1997). Wurde hingegen
BRL 15572 in hoher Konzentrationen inkubiert (3 uM), so konnte eine Rechtsverschiebung der £/
[4A]-Kurve sowohl von 5-HT als auch von Sumatriptan beobachtet werden (Abb. 38). Basierend auf
dieser Rechtsverschiebung wurden scheinbare pKg-Werte von 5,6 £ 0,1 bzw. 5,5 + 0,1 ermittelt, die
im Einklang mit denen an humanen 5-HT,g-Rezeptoren stehen (Price et al., 1997; Schlicker et al.,

1997). Aktuelle Untersuchungen an rekombinanten 5-HTip-Rezeptoren des Schweins konnten
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Abb. 38. E/[A]-Kurven von 5-HT und Sumatriptan an der Meerschweinchenbeckenschlagader in Ab- (e) bzw.
Anwesenheit des 5-HTp-Rezeptorantagonisten BRL 15572 (0,1 uM: A; 3 uM: V). Dargestellt sind die kontraktilen
Effekte £ S.E.M. aus 3 — 5 Experimenten.
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jedoch zeigen, dass die Subtypselektivitit von BRL 15572 nicht bei jeder Species gegeben ist
(Bhalla et al., 2000). Da derzeit noch keine Affinitdtsdaten von BRL 15572 an rekombinanten
5-HTs- und 5-HTp-Rezeptoren des Meerschweinchens verdffentlicht wurden, sind funktionell-

pharmakologische Experimente mit diesem Liganden nur von eingeschrankter Aussagekratft.

Effekte von GR 127935 und SB 216641: Die kontraktilen Effekte von 5-HT, 5-Carbox-
amidotryptamin, Sumatriptan, Almotriptan, Rizatriptan, Naratriptan, Zolmitriptan und Frovatriptan
konnten sowohl durch den nicht subtypselektiven 5-HTig1p-Rezeptorantagonisten GR 127935 (1 —
10 nM) als auch durch den

selektiven  5-HTys-Rezeptoranta- Tab. 11. Hemmung der 5-HT-, 5-CT- und Triptan-vermittelten
gonisten SB 216641 (3 — 10 nM)
inhibiert werden (Abb. 37). GR
127935 (10 nM) antagonisierte die

Effekte von 5-HT, 5-Carbox-

Kontraktion der Meerschweinchenbeckenschlagader nach moderater
Vorkontraktion mit PGF,,. durch den 5-HT,s/p-Rezeptorantagonisten
GR 127935 und den 5-HT,s-Rezeptorantagonisten SB 216641. Daten

aus (n) Experimenten.

GR 127935 (pD') SB 216641 (pKp)*

amidotryptamin und der Triptane

5-HT 8,7+ 0,1 (6) 8,7+0,2 (7)
nichtkompetitiv. ~ durch eine
Depression des Maximaleffekts >-CT 8,6%0,1(6) 8,4%0,2(7)
(pD> = 85 — 88, Tab. 11). Almotriptan 8,5+ 0,1(6) 9,1 +0,3 (5)
Deutlich komplexer war hingegen
. o Eletriptan” ne.s ne.s
die Antagonisierung der Effekte e e
durch SB 216641. So fiihrte SB Frovatriptan 8,6+ 0,1 (5) 8,9+ 0,2 (5)
216641 (10 nM) bei 5-HT, .
‘ ‘ Naratriptan 8,8+ 0,1 (4) 8,8+ 0,1 (4)
5-Carboxamidotryptamin,
Frovatriptan, Zolmitriptan, Nara- Rizatriptan 8,8+0,2 (4) 8,2+0,2¢(4)
triptan, Sumatriptan und Almo- Sumatriptan 8.6+ 02 (5) 9.1+02 (5)
triptan zu einer Depression des
Maximaleffekts kombiniert mit Zolmitriptan 8,5%0,2(4) 8,6 +0,1(4)

einer Rechtsverschiebung der E/
[4]-Kurve (scheinbarer pKgs = 8,4
—9,1; Tab. 11).

*Scheinbarer pKs-Wert. "Erste Phase der Kontraktion (0,01 — 3 pM).

°Nicht ermittelt. ‘pD’-Wert.

Als besonders interessant kann die Wirkung von GR 127935 und SB 216641 auf die kontraktilen
Effekte von Eletriptan und Rizatriptan angesehen werden. Die erste Phase der Kontraktion durch
Eletriptan (0,01 — 3 uM) konnte sowohl mittels GR 127935 und mittels SB 216641 antagonisiert
werden, wihrend die zweite Phase der Kontraktion (> 3 puM) unverindert blieb (Abb. 37). Es
konnte somit gezeigt werden, dass Eletriptan im Gegensatz zu allen anderen Triptanen liber eine

Aktivierung von zwei verschiedenenen Bindungsstellen die Kontraktion der Meerschweinchen-
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beckenschlagader hervorruft. Kontraktile Effekte bei niedrigen Eletriptankonzentrationen (0,01 — 3
uM) konnten als 5-HT;g-Rezeptor-vermittelt erkannt werden, wahrend die Identitit der Rezeptoren,
die fiir die Kontraktion der Meerschweinchenbeckenschlagader bei hohen Konzentrationen verant-

wortlich ist, unbekannt blieb.

Wurde hingegen der Partialagonist Rizatriptan eingesetzt, fiihrte SB 216641 (10 nM) ohne
Rechtsverschiebung der E/[4]-Kurve zu einer vergleichsweise moderaten Reduktion des Maximal-
effekts (Abb. 37). Da Rizatriptan sich chemisch durch seinen Triazolsubstituenten von allen
anderen Triptanen unterscheidet, liegt die Vermutung nahe, dass Rizatriptan eine (partiell)

abweichende Bindungsstelle im aktiven Zentrum des 5-HTs-Rezeptors belegt.

Bewertung der antagonistischen Effekte: Erste Hinweise auf die Identitét des kontraktilen 5-HT;-
dhnlichen Rezeptors der Meerschweinchenbeckenschlagader lieferten in der Literatur beschriebene
Experimente mit Ketanserin (Pertz, 1993). AuBler zur Blockade von 5-HT>a-Rezeptoren ist dieser
Ligand auch zu einer moderaten Diskriminierung zwischen 5-HTis- und 5-HT,p-Rezeptoren des
Meerschweinchens geeignet (pKi = 6,15 bzw. 6,86; Zgombick et al., 1997). Wihrend die 5-HT:a-
Rezeptor-vermittelte Kontraktion durch Ketanserin (1 uM) gehemmt wurde, blieb die durch 5-HT;-
dhnliche Rezeptoren vermittelte Phase unbeeinflusst, was eine Beteiligung von 5-HTp-Rezeptoren

an der Kontraktion der Meerschweinchenbeckenschlagader weitgehend ausschloss (Pertz, 1993).

Die fiir GR 127935 und SB 216641 an der Meerschweinchenbeckenschlagader ermittelten
antagonistischen Potenzen (pD'.- bzw. scheinbare pA4,-Werte) lagen im gleichen Bereich wie die
Affinitdtskonstanten beider Liganden an rekombinanten humanen 5-HTs-Rezeptoren (jeweils pKi =
9,0; Price et al., 1997) und sprachen somit fiir eine Beteiligung von 5-HTg-Rezeptoren und gegen
eine Beteiligung von 5-HTip-Rezeptoren (pKi an rekombinanten humanen 5-HTip-Rezeptoren: 8,6
fiir GR 127935 bzw. 7,6 fiir SB 216641; Price et al., 1997) an der Kontraktion dieses Blutgefilies.
Es kann daher im Zusammenhang mit den durchgefiihrten molekularbiologischen Experimenten
(Kapitel 3.2.1.1.) und den Experimenten mit Hilfe von Triptanen (Kapitel 3.2.1.3.) geschlussfolgert
werden, dass ausschlieflich 5-HTg-Rezeptoren fiir die Ketanserin-insensitive Phase der
Kontraktion der Meerschweinchenbeckenschlagader durch 5-HT und andere 5-HT-

Rezeptoragonisten verantwortlich sind.
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3.2.2. 5-HT-Rezeptoren der Pulmonalarterien des Lauferschweins

Mit Hilfe der RT-PCR konnte in Pulmonalarterien des Schweins die mRNA fiir 5-HT;g-, 5-HT24-,
5-HT2s-, 5-HTs und 5-HT7-Rezeptoren nachgewiesen werden (Ullmer et al., 1995). Nicht alle
dieser 5-HT-Rezeptoren sind jedoch an den vaskuldren Effekten von 5-HT in diesem Organ
beteiligt. An isolierten Pulmonalarterien des Schlachtschweins (Alter: > 6 Monate; Gewicht: > 100
kg) (Abb. 39a) fiihrt 5-HT als hochpotenter Agonist zu einer Vasorelaxation, die exklusiv iiber eine
Aktivierung endothelialer 5-HT»s-Rezeptoren und einer Freisetzung von NO vermittelt wird (pECso

8,7; Glusa & Roos, 1993; Glusa & Richter, 1996; Glusa & Pertz, 2000).

Dem gegeniiber konnte im Rahmen dieser Arbeit beobachtet werden, dass die 5-HT-induzierte
Relaxation der Pulmonalarterien bei den deutlich jiingeren Lauferschweinen (Alter: 2 — 3,5 Monate;
Gewicht: 20 — 45 kg) komplexer ist und iiber eine Aktivierung mehrerer 5-HT-Rezeptoren
vermittelt wird (Abb. 39c¢).

a 10 5.HT (- log M) b 815765655 5

o..g
5 mN I

—

5-HT (- log M)

PGE,, 15 min
3uM

PGE,

PGE,
1 UM

Abb. 39. Relaxation der Schweinepulmonalarterien (Schlachtschwein: > 100 kg) mit intaktem Endothel (@) und nach
mechanischer Entfernung des Endothels (b) sowie Relaxation der Pulmonalarterien des Lauferschweins (20 — 45 kg) mit
intaktem Endothel (¢) und nach mechanischer Entfernung des Endothels (d) durch kumulative Zugabe () von 5-HT
nach Vorkontraktion mit 3 bzw. 1 pM PGF,,.

3.2.2.1. Endothelabhéngige Effekte

An Léauferschweinpulmonalarterien mit intaktem Endothel fiihrte PGF,, (1 pM) zu einer
Kontraktion von 12,8 £ 1,9 mN (n = 17). Die Intaktheit des Endothels konnte durch eine 94 + 2%-
ige Relaxation nach Applikation von Bradykinin (10 nM) nachgewiesen werden. An diesen mit

PGF,, vorkontrahierten Pulmonalarterien des Lauferschweins fiihrte 5-HT (0,1 nM — 10 uM) zu
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Abb. 40. Beeinflussung der durch 5-HT induzierten Relaxation der L&uferschweinpulmonalarterien mit intaktem
Endothel durch SB 206553 (1 uM) (a), SB 242084 (0,1 uM) (b), SB 269970 (1 uM) (¢) und L-NAME (200 pM) (d).
Dargestellt sind die relaxierenden Effekte = S.E. M. aus (n) Experimenten. * P < 0,05; ** P <0,01; *** P <(,001.

einer konzentrationsabhéngigen Relaxation (Abb. 39c¢), die sich in einer biphasischen E/[4]-Kurve
widerspiegelte (Abb. 40). Wihrend niedrige Konzentrationen von 5-HT (0,3 — 30 nM) zu schnellen
Relaxationen der Pulmonalarteriensegmente fiihrten (Plateau nach ca. 2 min), induzierte 5-HT in

hoherer Konzentration (30 nM — 3 uM) langsame Relaxationen (Plateau nach 20 — 40 min).

Die schnellen Relaxationen, die ca. 40% der Gesamtrelaxation ausmachten, konnten durch
Inkubation des eNOS-Inhibitors L-NAME (200 uM; Abb. 40d) und durch mechanische Entfernung
des Endothels unterdriickt werden (Abb. 42a). Ebenso fiihrte eine Inkubation des 5-HToppc-
Rezeptorantagonisten SB 206553 (1 puM), nicht aber die Inkubation des selektiven 5-HTxc-
Rezeptorantagonisten SB 242084 (0,1 uM), zu einer Antagonisierung der schnellen, endothel-
abhéngigen Relaxationen (Abb. 40a,b). Die durch hohere 5-HT-Konzentrationen induzierten
langsamen Relaxationen blieben hingegen auch nach Hemmung der endothelialen NO-Synthase mit
Hilfe von L-NAME (200 uM) und nach mechanischer Entfernung des Endothels bestehen (Abb.
40d; Abb. 42a). Die langsamen Relaxationen konnten aber mittels des selektiven 5-HT:-Rezeptor-
antagonisten SB 269970 (1 uM) antagonisiert werden (Abb. 40c).

Auch der selektive 5-HT,s-Rezeptoragonist BW 723C86 fiihrte in nanomolarer Konzentration (1 —
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Abb. 41. Beeinflussung der durch BW 723C86 induzierten Relaxation der Lauferschweinpulmonalarterien mit intaktem
Endothel durch SB 206553 (1 uM) (a), SB 242084 (b), SB 269970 (1 uM) (c¢) und L-NAME (200 pM) (d). Dargestellt
sind die relaxierenden Effekte = S.E.M. aus (n) Experimenten. * P < 0,05; ** P <(,01; *** P <0,001.

300 nM) zu einer schnellen Relaxation der Lauferschweinpulmonalarterien (pECso = 7,82 £ 0,09;
Enax = 39 £ 3%; n = 10; Abb. 41). Das Ausmal} (En.x) dieser durch BW 723C86 induzierten
Relaxation stimmte mit dem Ausmall der ersten Phase der Relaxation durch 5-HT iiberein. Im
Gegensatz zu 5-HT konnte BW 723C86 in hoherer Konzentration (0,3 — 10 uM) keine weitere
Relaxation der Pulmonalarterien verursachen. Die BW-723C86-induzierte Relaxation wurde durch
den 5-HTss»c-Rezeptorantagonisten SB 206553 (1 uM) gehemmt (Abb. 41a). Der fiir SB 206553
ermittelte scheinbare pKs-Wert von 6,76 = 0,10 (n = 6) ist vergleichbar mit dem unter gleichen
Bedingungen an 5-HT:s-Rezeptoren des Schlachtschweins ermittelten pKs-Wert (7,20; Glusa &
Pertz, 2000). Eine Inkubation des eNOS-Inhibitors L-NAME (200 uM) bzw. eine mechanische
Entfernung des Endothels flihrten zu einer vollstdndigen Unterdriickung der durch BW 723C86
induzierten Relaxation der Pulmonalarterien des Lauferschweins (Abb. 41d; Abb. 42b). Keine
Beeinflussung der E/[A]-Kurve von BW 723C86 konnte hingegen in Anwesenheit des 5-HT-
Rezeptorantagonisten SB 269970 oder in Anwesenheit des 5-HT,c-Rezeptorantagonisten SB
242084 beobachtet werden (Abb. 41c¢,b).
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Mit Hilfe des selektiven 5-HT:s-Rezeptoragonisten BW 723C86 und des 5-HToppc-
Rezeptorantagonisten SB 206553 konnte gezeigt werden, dass die Phase endothelabhingiger,
schneller Relaxationen nach Applikation von 5-HT (bzw. BW 723C86) durch 5-HT,s-Rezeptoren
vermittelt wird. Diese endothelabhéngige Relaxation der Pulmonalarterien des Lauferschweins wird
somit durch den gleichen Rezeptor wie die Relaxation der Pulmonalarterien des Schlachthaus-
schweins vermittelt. Der Anteil der endothelabhingigen Relaxation an der Gesamtrelaxation ist

jedoch beim Lauferschwein deutlich geringer als beim élteren Schlachtschwein.
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Abb. 42. Vergleich relaxierender Effekte von 5-HT (a) bzw. BW 723C86 (b) an Lauferschweinpulmonalarterien mit
intaktem Endothel (+ Endothel) und an Lauferschweinpulmonalarterien nach mechanischer Entfernung des Endothels

(- Endothel). Dargestellt sind die relaxierenden Effekte + S.E.M. aus () Experimenten. * P < 0,05; ** P <0,01.

3.2.2.2. Endothelunabhéngige Effekte

Um die endothelunabhidngige Komponente der 5-HT-induzierten Relaxation ndher zu charakteri-
sieren, wurden Experimente an Pulmonalarterien durchgefiihrt, die mechanisch vom Endothel
befreit wurden. An diesen Arterien flihrte PGF,, (1 uM) zu einer Kontraktion von 10,9 + 0,6 mN (n
= 64), welche vergleichbar mit der PGF,.-induzierten Kontraktion in Lauferschweinpulmonal-
arterien mit intaktem Endothel war (vgl. Kapitel 3.2.2.1.). 5-HT (0,01 — 10 uM) fiihrte zu einer
konzentrationsabhingigen Relaxation der so vorkontrahierten Pulmonalarterien des Lauferschweins

(Abb. 39d), die sich in einer monophasischen E/[A]-Kurve widerspiegelte (Abb. 42a).

Effekte von Agonisten: Nach mechanischer Entfernung des Endothels relaxierten auch 5-Carbox-
amidotryptamin, 5-Methoxytryptamin und Frovatriptan die Pulmonalarterien des Lauferschweins
(Abb. 43). Basierend auf den fiir die Vasorelaxation ermittelten pECs,-Werten nahm die Potenz der
Agonisten in der Reihenfolge S5-Carboxamidotryptamin > 5-HT > 5-Methoxytryptamin >
Frovatriptan ab (Tab. 12). Eine analoge Rangfolge der agonistischen Potenz (5-Carboxamido-
tryptamin > 5-HT > 5-Methoxytryptamin) wurde auch an 5-HT;-Rezeptoren des Myometriums und

des Eileiters des Schweins beobachtet (Kitazawa et al., 1998; Kitazawa et al., 2000; Inoue et al.,
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Abb. 43. Relaxierende (und kontraktile) Effekte von 5-HT-Rezeptoragonisten an den Lauferschweinpulmonalarterien
nach Vorkontraktion mit PGF,, (I pM). Dargestellt sind die relaxierenden Effekte = S.E.M. aus (n) Experimenten.

“Negative Werte entsprechen einer Kontraktion.

2003). Auch die etwa 10fach hohere agonistische Potenz von 5-Carboxamidotryptamin gegeniiber
5-HT ist ein Hinweis auf eine Beteiligung von 5-HT;-Rezeptoren an der Relaxation der

Lauferschweinpulmonalarterien.

Der im Rahmen dieser Arbeit beobachtete relaxierende Effekt von Frovatriptan verdient besonderer
Erwdhnung. Frovatriptan ist ein Migrénetherapeutikum mit hoher Affinitdt zu humanen 5-HTig/p-
Rezeptoren und einer moderaten Affinitit zu 5-HT;-Rezeptoren (Comer, 2002). Dieser Dualismus
konnte auch auf funktioneller Ebene an Koronararterien des Menschen beobachtet werden. Die £/
[A]-Kurve von Frovatriptan zeigte an diesem Organ einen glockenférmigen Verlauf (Parsons ef al.,
1998). Bei niedrigen Konzentrationen (0,02 — 2 uM) standen durch 5-HTs-Rezeptoren vermittelte
Kontraktionen im Vordergrund, wéhrend bei hohen Konzentrationen (> 2 pM) Relaxationen
beobachtet wurden, die mit einer Aktivierung von 5-HT;-Rezeptoren assoziiert wurden (Parsons et
al., 1998). Die agonistische Potenz von Frovatriptan an den Pulmonalarterien des Léuferschweins

war vergleichbar mit dessen vasorelaxierender Potenz an den Koronararterien des Menschen.

Eine Beteiligung von 5-HTigip-Rezeptoren an der Relaxation der Pulmonalarterien des
Lauferschweins konnte hingegen ausgeschlossen werden. Weder der 5-HT,gip-Rezeptoragonist
Sumatriptan noch Frovatriptan in niedriger Konzentration (< 1 pM) beeinflussten den Gefafitonus.
Auch der 5-HTia-Rezeptoragonist 8-OH-DPAT und der 5-HT:s-Rezeptoragonist BW 723C86
hatten keinen signifikanten Einfluss auf den Gefaftonus (Abb. 43). Hohe Konzentrationen des
5-HT,-Rezeptor-selektiven Agonisten o-Methyl-5-HT (> 1 pM) fiihrten hingegen zu einer
Kontraktion der Gefdle (Abb. 43). Diese Kontraktion (pECsy = 5,47 £ 0,05; n = 4) kann
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Tab. 12. Pharmakologische FEigenschaften von 5-HT-Rezeptoragonisten an den vom Endothel befreiten

Pulmonalarterien des Lauferschweins nach Vorkontraktion mit PGF,, (1 uM).

n PECs E,ux (%) n Hemmung durch
SB 269970 (pKg)*
5-HT 14 6,49 + 0,02 98 +11 8 8,62 + 0,05
5-Carboxamidotryptamin 33 7,51+ 0,04 120+ 6 8 8,59 + 0,06
5-Methoxytryptamin 7 5,94 + 0,09 87+ 11 7 8,85+ 0,05
Frovatriptan® 6 4,58 +0,14 91+13 5 821+0,12
Sumatriptan 3 - 0 - -
BW 723C86 3 - 0 B} -
8-OH-DPAT 4 - -13+7¢ - -
a-Methyl-5-HT 4 - 44 £ 7¢ - -

sScheinbarer pKp-Wert fiir 30 nM SB 269970. *pECso- bzw. Emix-Werte von Frovatriptan und pKs-Werte von SB 269970
gegen Frovatriptan sind Schitzwerte, die durch Extrapolation ermittelt wurden, da der Maximaleffekt von Frovatriptan

bei einer Testkonzentration von 100 pM nicht erreicht wurde. ‘Kontraktion.

moglicherweise mit einer Durchbrechung der Rezeptorblockade des unter Versuchsbedingungen
anwesenden reversiblen 5-HT,s-Antagonisten Ketanserin (0,1 puM; sieche Methoden) durch hohe

Konzentrationen a-Methyl-5-HT (> 1 uM) erklért werden.

Einen weiteren Hinweis auf eine Beteiligung des 5-HT;-Rezeptors an der Relaxation der
Léauferschweinpulmonalarterien lieferte die Beobachtung, dass die durch 5-Carboxamidotryptamin,
5-HT, 5-Methoxytryptamin und Frovatriptan induzierten Relaxationen mittels SB 269970
antagonisiert werden konnten. Die dabei fiir SB 269970 ermittelten pKs-Werte lagen in einem
einheitlichen Konzentrationsbereich von 8,21 — 8,85 (Tab. 12) und stimmten mit Literaturdaten fiir

SB 269970 an 5-HT7-Rezeptoren iiberein (Lovell ef al., 2000, Hagan et al., 2000).

Effekte von Antagonisten: Da Experimente mit Agonisten nur eine eingeschrinkte Aussagekraft
iiber die Identitit eines Rezeptors haben (Hoyer & Boddeke, 1993), wurden weitere Experimente
mit Hilfe des selektiven 5-HT;-Rezeptorantagonisten SB 269970 und einer Reihe weiterer Liganden
mit hoher Affinitit zum 5-HT;-Rezeptor (Pimozid, Mesulergin, Methysergid, Methiothepin,
Clozapin und Spiperon) an Pulmonalarterien des Lauferschweins, die mechanisch vom Endothel

befreit wurden, durchgefiihrt.
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Wie bereits erwihnt, antagonisierte SB 269970 die durch 5-HT und die durch 5-Carboxamido-
tryptamin induzierte Vasorelaxation. Mit Hilfe der Schild-Regressionsanalyse wurde ein p4,-Wert
von 8,62 £ 0,03 fiir SB 269970 gegen 5-HT ermittelt (Tab. 13). Fiir die Antagonisierung der
5-Carboxamidotryptamin-induzierten Relaxation durch SB 269970 wurde ein vergleichbarer pA»-
Wert von 8,52 + 0,03 ermittelt (Tab. 13). In den jeweiligen Schild-Plots konnte ein linearer
Zusammenhang zwischen log (EMR-1) und dem negativen dekadischen Logarithmus der molaren
Antagonistenkonzentration aufgezeigt werden. Die Steigungen der Ausgleichsgeraden in den
Schild-Plots betrugen 1,14 + 0,07 (gegen 5-HT) bzw. 0,95 + 0,05 (gegen 5-Carboxamidotryptamin)
(beide nicht signifikant von 1 verschieden) und deuteten einerseits auf eine kompetitive
Antagonisierung der 5-HT- bzw. 5-Carboxamidotryptamin-induzierten Relaxation der Laufer-
schweinpulmonalarterien durch SB 269970 und andererseits auf die Beteiligung einer einheitlichen

Rezeptorpopulation an den 5-HT- bzw. 5-Carboxamidotryptamin-induzierten relaxierenden
Effekten.
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Abb. 44. E/[A]-Kurven von 5-HT bzw. Carboxamidotryptamin (5-CT) in Ab- und Anwesenheit steigender
Konzentrationen eines kompetitiven Antagonisten (SB 269970, Pimozid und Spiperon). Dargestellt sind die
relaxierenden Effekte + S.E.M. aus (n) Experimenten. Mit Hilfe der Schild-Regressionsanalyse (eingebettete

Abbildungen) wurden pA4,-Werte von 8,62 + 0,03 fiir SB 269970 gegen 5-HT sowie 8,52 + 0,03 fiir SB 269970, 8,21 +
0,05 fiir Pimozid und 7,34 + 0,05 fiir Spiperon gegen 5-CT ermittelt.
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Die 5-Carboxamidotryptamin-induzierte Vasorelaxation wurde ebenfalls kompetitiv durch Pimozid
(pA4> = 8,21 = 0,05, Steigung im Schild-Plot: 1,09 + 0,09) und durch Spiperon (p4> = 7,34 + 0,05,
Steigung im Schild-Plot: 0,93 £+ 0,09) antagonisiert (Abb. 44). Die Inkubation von Methiothepin (10
nM), Mesulergin (0,1 pM), Methysergid (0,1 uM) bzw. Clozapin (0,1 pM) fiihrte zu einer
parallelen Rechtsverschiebung der E/[4]-Kurve von 5-Carboxamidotryptamin ohne eine

signifikante Verdnderung des Maximaleffekts (ohne Abbildung).

Die fir SB 269970, Pimozid, Spiperon, Methiothepin, Mesulergin, Methysergid und Clozapin
experimentell ermittelten Affinitdtskonstanten (pKg) sind in Tabelle 13 aufgelistet. Sie zeigten eine
hohe Ubereinstimmung mit publizierten Radioligandbindungsdaten an rekombinanten humanen

5-HT;-Rezeptoren. Keine Korrelation bestand hingegen zwischen den ermittelten pKs-Werten und

Tab. 13. Ermittelte Affinititsdaten fiir 5S-HT-Rezeptorantagonisten gegen 5-Carboxamidotryptamin (5-CT) an den vom
Endothel befreiten Pulmonalarterien des Lauferschweins und Korrelation zu publizierten Radioligandbindungsdaten an

rekombinanten humanen 5-HT-Rezeptoren.

Liiuferschweinpulmonalarterien Radioligandbindungsaffinitiiten’

n Konz. (nM) )2, % m 5-HT:; 5-htsy 5-ht; 5-HT;

SB 269970 (5-HT) 30  3-100 8,62+0,03 1,14+0,07

SB 269970 (5-CT) 32  3-100 8,52+0,03 0,95+0,05 5,00 7,20 5,20 8,90
Pimozid 24 10-300 8,21+0,05 1,09+0,09 7,15 9,30
Spiperon 25 30-1000 7,34+0,05 093+0,09 6,50 4,20 7,57
Methiothepin 8 10 9,67+0,14 - 9,23 890 9,38 9,36
Mesulergin 6 100 7,72+ 0,07 - 8,72 542 8,11
Methysergid 5 100 7,45+ 0,09 - 9,19 7,00 6,75 7,58
Clozapin 7 100 7,57 £ 0,09 - 8,46 6,00 8,02 7,66
r 0,02 0,70 0,19 0,75
P >0,05 >0,056 >0,05 0,01

*Aus der Literatur entnommene Radioligandbindungsdaten (pKj) an humanen rekombinanten 5-HT;s-Rezeptoren in AV
12 Zellen, [*H]Rauwolscin (Wainscott et al.,1998b), 5-htsx-Rezeptoren in Cos M6 Zellen, [PH]5-CT (Rees et al., 1994),
5-ht¢-Rezeptoren in Cos-7 Zellen, PH]LSD (Kohen et al., 1996) und 5-HT;-Rezeptoren in HEK293 Zellen, [*H]5-HT
(Krobert et al, 2001). Radioligandbindungsdaten (pK;) fir SB 269970 von Lovell (2000).
Radioligandbindungsdaten (pK;) fiir Pimozid von Kroetze et al. (2003). *Volle (SB 269970, Pimozid und Spiperon) und

et al

scheinbare pKs-Werte (Methiothepin, Mesulergin, Methysergid und Clozapin).

Zu publizierten pKi-Werten an rekombinanten humanen 5-HTia-, 5-HTs-, 5-HTp-, 5-htie-, 5-HTp-, 5-HT24-, 5-HT2c-,
5-HTs- und 5-HTs-Rezeptoren bestand keine signifikante Korrelation.
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pKi-Werten an allen anderen rekombinanten humanen 5-HT-Rezeptoren (Tab. 13). Die fiir
Methiothepin, SB 269970, Pimozid, Mesulergin, Clozapin, Methysergid und Spiperon ermittelten
pKs-Werten standen ebenfalls im Einklang mit den an nativen 5-HT;-Rezeptoren der Jugularvene
des Langschwanzmakaken, der Hundekoronararterie und der Hundecerebralarterie ermittelten Daten

(Leung et al., 1996; Terron, 1996; Terron & Falcon-Neri, 1999).

Basierend auf den gewonnenen Daten aus Experimenten mit Agonisten und Antagonisten konnte
geschlussfolgert werden, dass 5-HT7-Rezeptoren exklusiv fiir die endothelunabhingige Relaxation

der Pulmonalarterien des Lauferschweins verantwortlich sind.

3.2.2.3. Second-Messenger-Untersuchungen

Eine Aktivierung des G,-Protein-gekoppelten SB 269970
3-® 0(6

5-HT;-Rezeptors ist mit einer Stimulation der _a 0,(1 LM (6
Adenylylcyclase und mit einem Anstieg an intrazel- g 1

[s)
luldirem cAMP verkniipft (Bard et al., 1993; Plassat 5 5] I
et al., 1993; Ruat et al., 1993b; Shen et al., 1993). o

=z e
Um zu zeigen, ob die beobachtete Vasorelaxation = A
mit einer Aktivierung der Adenylylcyclase ver- 1_9 8 7 6 5 M
bunden ist, wurde der cAMP-Spiegel an Arterien- log [5-CT] (M)
segmenten, die mechanisch vom Endothel befreit Abb. 45. VergroBerung des cAMP-Spiegels durch
wurden, nach Stimulation mit 5-Carboxamido- 5-Carboxamidotryptamin (5-CT) in Ab- bzw. An-

wesenheit des 5-HT;-Rezeptorantagonisten SB
269970. Dargestellt ist die cAMP-Konzentration +
S.E.M. aus (n) Experimenten. *P < 0,05.

tryptamin bestimmt. Die Basalkonzentration von
cAMP betrug in diesem Versuch 1,53 + 0,14
pmol/mg Protein. Die Inkubation von Pulmonal-
arteriensegmenten des Lauferschweins mit 5-Carboxamidotryptamin fiihrte konzentrationsabhingig
zu einer bis zu ca. 2fachen VergroBerung des cAMP-Spiegels iiber Basallevel (pECso = 7,2 = 0,2, n
= 6; Abb. 45). Die Inkubation von Forskolin (0,1 pM) fiihrte im Vergleich dazu zu einer
VergroBerung des cAMP-Spiegels um Faktor 3,6. Eine Vorinkubation mit SB 269970 (100 nM)
fithrte zu einer Rechtsverschiebung der E/[4]-Kurve von 5-Carboxamidotryptamin ohne signifikante
Depression des Maximaleffekts (Abb. 45). Die aus der Inhibition der 5-Carboxamidotryptamin-
induzierten Akkumulation von cAMP ermittelte scheinbare Dissoziationskonstante fiir SB 269970
(pKs = 8,6 = 0,2, n = 6) war vergleichbar mit dem anhand der Inhibition der 5-Carboxamido-

tryptamin-vermittelten Vasorelaxation bestimmten pKg-Wert dieser Substanz.

Die Féhigkeit von 5-Carboxamidotryptamin, konzentrationsabhéngig den cAMP-Spiegel in den

Pulmonalarterien des Lauferschwein zu erhdhen, spricht ebenfalls fiir eine Beteiligung von 5-HT5-
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Rezeptoren an den glattmuskulédren Effekten in diesem Organ. Abgesehen vom 5-HT;-Rezeptor sind
lediglich 5-HTs und 5-HTe-Rezeptoren positiv an die Adenylylcyclase gekoppelt. Die hohe
agonistische Potenz von 5-Carboxamidotryptamin und die Hemmbarkeit der 5-Carboxamidotryp-
tamin-induzierten cAMP-Akkumulation durch SB 269970 stehen im Einklang mit einer Aktivie-

rung von 5-HT7-Rezeptoren, nicht aber mit einer Aktivierung von 5-HT- oder 5-HTs-Rezeptoren.

3.2.2.4. Molekularbiologische Untersuchungen

Die mRNA des 5-HT7;-Rezeptors konnte bereits zuvor nicht nur in der oberen Hohlvene (V. cava
superior), in der Saphenavene und der Koronararterie des Schweins gefunden werden, sondern auch
in den Pulmonalarterien nachgewiesen werden (Ullmer et al., 1995; Bhalla et al., 2002b). Im
Rahmen dieser Arbeit wurde ergdnzend untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen dem Alter der

Tiere und der mRNA-Expression in den Pulmonalarterien besteht.

Unter Verwendung des 5-HT;-Rezeptor-Primerpaars konnte sowohl aus den Liuferschweinpul-
monalarterien als auch aus den Pulmonalarterien des Schlachtschweins mit Hilfe der RT-PCR ein
Amplifikat gewonnen werden, dessen Lange von ca. 500 bp identisch mit der vorhergesagten Grof3e
von 499 bp war. Die Expression des 5-HT;-Rezeptors in diesen Gefillen konnte somit auf
molekularbiologischer Ebene bestdtigt werden. Die Amplifizierung eines Transkripts mit Hilfe des
GAPDH-Primerpaars diente als Standard fiir die Quantifizierung der mRNA-Expression. Wahrend
fiir das Haushaltsgen GAPDH in den Schweinepulmonalarterien unabhéngig vom Alter der Tiere

vergleichbar intensive Signale erhalten wurden, lag das Expressionslevel der 5-HT-Rezeptor-

Abb. 46. Vergleichende Untersuchung der Expression

Lauferschwein Schlachtschwein der mRNA des 5-HT7-Rezeptors in Pulmonalarterien
(20-45kg) (>100kg) des Léauferschweins und des Schlachtschweins mit
Hilfe der RT-PCR und der Agarose-Gel-Elektro-
phorese. Ausgehend von ca. 0,16 pg RNA (bzw.
einem Aliquot dessen: 1/3, 1/10 und 1/100) konnte
nach der Reversen Transkription und 35 PCR-Zyklen

fir das 5-HT;-Rezeptortranskript eine erhdhte

GAPDH 1/100 (- RT)

GAPDH 1/100 (- RT)
GAPDH 1/100
5-HT7

5-HT7 1/3
5-HT7 1/10
5-HT7 (- RT)
GAPDH 1/100
5-HT7

5-HT7 1/3
5-HT7 1/10
5-HT7 (- RT)
Marker

5}
x
[
©
=

Expression in den Pulmonalarterien des Laufer-
schweins nachgewiesen werden, wahrend vergleichbar

400 bp intensive Banden fiir das GAPDH-Transkript beim

e Léduferschwein und beim Schlachtschwein detektiert

wurden. Zum Ausschluss einer Verfalschung des

Ergebnisses durch genomische DNA wurden Proben

ohne Behandlung mit der Reversen Transkriptase

(= RT) mitgefiihrt.
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mRNA in den Pulmonalarterien des Lauferschweins deutlich iiber dem in den Pulmonalarterien des

Schlachtschweins (Abb. 46).

3.2.2.5. Altersphysiologische Untersuchungen

Allgemeine  entwicklungsbedingte  Verinde-

rungen der Struktur und der Physiologie der § j

Schweinepulmonalarterien sind in der Literatur g

beschrieben (Haworth & Hislop, 1981; Hall & % ’

Haworth, 1986). Als Anpassung an das Leben (E; 2

auBerhalb des Uterus ist bei neugeborenen é 1

Ferkeln unmittelbar nach der Geburt mit £ 0t
0 50 100 150

einsetzender Atmung ein 10fach hoherer Alter (d)

pulmonaler Blutfluss und ein rapider Abfall des Abb. 47. Altersabhiingige Anderung des pulmonal-

pulmonal-arteriellen Widerstands zu beobachten arteriellen Blutdrucks beim Schwein. Modifiziert

(Abb. 47). Zusitzlich zu der akuten  "achfaworthund Hislop (1981).

Vasodilatation kommt es innerhalb der ersten

zwei Wochen zu einem Abbau der Muskulatur der Blutgefale der Lunge. Anschlieend setzt ein
Wachstum und ein Remodeling der Pulmonalarterien ein, das mit einem Alter von 6 Monaten
abgeschlossen ist (Haworth & Hislop, 1981; Hall & Haworth, 1986). Wéhrend dieser Phase sind
auch funktionelle Verdnderungen zu beobachten. In diesem Teil der Arbeit wurde daher untersucht,
ob zwischen den von 5-HT:s- und 5-HT;-Rezeptoren vermittelten relaxierenden Effekten und dem

Alter der untersuchten Schweine ein genereller Zusammenhang besteht.

Altersabhingige Unterschiede der endothelabhingigen Relaxation der Pulmonalarterien des
Léuferschweins und des Schlachtschweins durch 5-HT und durch den selektiven 5-HTs-
Rezeptoragonisten BW 723C86 sind im Rahmen dieser Arbeit bereits in Kapitel 3.2.2.1.
beschrieben. Wéhrend der Anteil der endothelabhingigen Relaxation an der biphasischen
Gesamtrelaxation der Pulmonalarterie des Lauferschweins durch 5-HT nur ca. 40% betrug, konnte
an Pulmonalarterien des Schlachtschweins praktisch ausschlieBlich eine endothelabhingige
Relaxation beobachtet werden. Auch der Maximaleffekt der monophasischen, endothelabhéngigen
Relaxation der Lauferschweinpulmonalarterien durch BW 723C86 (39 + 3%) ist deutlich geringer
als der in der Literatur beschriebene Maximaleffekt an Pulmonalarterien des Schlachtschweins (89

+ 4%; Glusa & Pertz, 2000).

Dem gegeniiber nahm das Ausmal3 der endothelunabhédngigen Relaxation der Pulmonalarterien des

Schweins durch 5-Carboxamidotryptamin und 5-HT mit zunehmenden Alter der Tiere ab. Wihrend
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an den vom Endothel befreiten Pulmonalarterien des Lauferschweins 5-Carboxamidotryptamin zu
einer 120 + 6%igen Relaxation der Gefal3e fiihrte (n = 33), konnte an Arterien des Schlachtschweins
ein Effekt von lediglich 58 + 11% (n = 6) beobachtet werden. Die bei Lauferschweinen beobachtete
endothelunabhdngige Relaxation der Pulmonalarterie durch 5-HT von 98 + 11% (n = 14; Abb. 39d)
konnte beim Schlachtschwein nicht mehr beobachtet werden (Abb. 39b). Dieser vollstdndige oder
zumindest partielle Verlust der agonistischen Wirksamkeit von 5-HT und 5-Carboxamidotryptamin
an Pulmonalarterien des Schlachtschweins nach mechanischer Entfernung des Endothels kann auf
molekularbiologischer Ebene auf eine vergleichsweise geringere Expression des 5-HT;-Rezeptors

zurtickgefiihrt werden (siehe Kapitel 3.2.2.4.).

Fir die weitere Untersuchung der 5-HTs- . 160
Rezeptor-vermittelten,  endothelunabhédngigen Zl:\; 1:2;
Relaxation  durch  5-Carboxamidotryptamin S 100
wurden die Léduferschweine anhand ihres % 80-
Gewichtes in 3 Klassen unterteilt: 20 — 30 kg g 223
(entsprechend eines Alters von 9 — 12 Wochen), § 20
30 —40 kg (10 — 15 Wochen) und 40 — 45 kg (13 - >100 40-45 30-39  20-29

Gew icht (kg)

— 15 Wochen). Mit zunehmendem Alter nahm
Abb. 48. Vergleich der relaxierenden Effekte von

das  Ausmall der 5-Carboxamidotryptamin- 5-CT (3 pM) an Pulmonalarterien des Liuferschweins

induzierten direkten Relaxation der Pulmonal- (20 — 45 kg) und des Schlachtschweins (> 100 kg) in
arterien kontinuierlich von 126 £ 9% beim Abhéngigkeit vom Gewicht des Tiers. *P < 0,05; **P
Lauferschwein (20 — 30 kg; n = 8) {iber 123 £ < 0,015 % P <0,001.

6% (30 — 40 kg; n = 14) bis zu 96 £ 7% (> 40 kg;
n=6) und 58 £ 11% beim Schlachtschwein (> 100 kg; n = 6) ab (Abb. 48).

Die im Rahmen dieser Arbeit beobachtete altersabhingige Zunahme endothelabhéngiger, {iber die
Freisetzung von NO vermittelter Effekte der Schweinepulmonalarterien ist im Einklang mit den in
der Literatur beschriebenen Befunden fiir andere Vasorelaxantien. Eine Zunahme der endothelab-
hingigen Relaxation der Pulmonalarterien beim Ferkel durch Acetylcholin und Bradykinin
innerhalb der ersten 30 Lebenstage wurde beschrieben (Zellers & Vanhoutte, 1991). Dieses
Phanomen kann mit einer kontinuierlichen Zunahme der Empfindlichkeit gegeniiber NO erkléart
werden, wie Experimente mit der direkt NO freisetzenden Substanz Nitroprussidnatrium zeigten
(Liu et al., 1992). Eine physiologische Freisetzung von NO in geringer Konzentration, wie sie in
vivo bereits unter Basalbedingungen zu beobachten ist, spielt eine entscheidende Rolle um den

Tonus der pulmonalen Blutgefdf3e auf einem niedrigen Niveau zu halten (Wiklund ef al. 1990).

Die ausgeprédgte, 5-HT;-Rezeptor-vermittelte Relaxation der Pulmonalarterien bei jungen
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Schweinen kann hingegen mdoglicherweise als Kompensationsreaktion auf den schlagartig erhohten
pulmonalen Blutfluss nach der Geburt interpretiert werden. Wiahrend der nachfolgenden
Wachstumsphase nimmt diese endothelunabhéngige Relaxation kontinuierlich wieder ab. Um die
entwicklungsphysiologische Bedeutung des 5-HT;-Rezeptors zu bestétigen sind allerdings weitere

Untersuchungen u.a. an neugeborenen Ferkeln notig.

3.2.2.6. Die Pulmonalarterie des Lauferschweins als vaskulérer Bioassay

Es konnte gezeigt werden, dass nach mechanischer Entfernung des Endothels die durch 5-HT und
durch 5-Carboxamidotryptamin verursachten relaxierenden Effekte der Pulmonalarterien des
Léauferschweins exklusiv durch 5-HT7-Rezeptoren vermittelt werden. Ebenso gelang die Etablierung
der vom Endothel befreiten Lauferschweinpulmonalarterien als Bioassay zur Charakterisierung von
5-HT7-Rezeptor-vermittelten agonistischen und antagonistischen Effekten neuer Arzneistoffe

(Kapitel 3.2.2.2.).

Da die Zucht und Schlachtung von Schweinen vorrangig anderen Interessen dient, konnte mit der
Pulmonalarterie des Lauferschweins ein funktioneller Ex-vivo-Assay ohne Verwendung von
Labortieren etabliert werden. Dieser Assay ist somit eine ethisch zu bevorzugende Alternative
gegeniiber den derzeit verwendeten 5-HT;-Standardmodellen am Meerschweinchenileum (Carter et
al., 1995; Lucchelli et al., 2000), an der Hundekoronararterie (Terrén, 1996), an der
Hundecerebralalarterie (Terron & Falcon-Neri, 1999) sowie an der externen und internen 4. carotis

des Hundes (Centurion et al., 2000; Villalon et al., 1997).

Es sei anzumerken, dass die beim Lauferschwein bzw. Schlachtschwein beobachtete Funktion von
5-HT als Vasorelaxans in Pulmonalarterien im Vergleich zu anderen Sdugetieren wahrscheinlich
einzigartig ist. In Pulmonalarterien der Katze, des Rinds, des Hunds, der Ziege, des Meerschwein-
chens, des Kaninchens, der Ratte und des Schafs konnten lediglich kontraktile Effekte nach
Applikation von 5-HT beobachtet werden (Morcillo & Cortijo, 1999). Auch an Pulmonalarterien
des Menschen vermittelt 5-HT kontraktile Effekte, die sowohl von 5-HTig- als auch von 5-HTsa-
Rezeptoren vermittelt werden (Cortijo ef al., 1997). Bedingt durch diese Speciesunterschiede der
Rezeptordistribution darf nicht von den 5-HT-vermittelten Effekten an den Schweinepulmonal-
arterien auf mogliche Effekte an humanen Pulmonalgefifen geschlussfolgert werden. Andererseits
ist eine allgemeine Vorhersage vaskulédrer Effekte an 5-HT,-Rezeptoren des Menschen aufgrund der
geringen molekularbiologischen (Bhalla et al., 2002b) und pharmakologischen (Inoue et al., 2003)

Unterschiede des Rezeptors zwischen Mensch und Schwein denkbar.
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3.3. Ergoline

Ergoline zeichnen sich durch eine hohe Aktivitidt im kardiovaskuldren System aus. Sie vermitteln
ihre Effekte als Antagonisten oder als Partialagonisten insbesondere an vaskuldren oy- und oo-
Adrenozeptoren sowie an vaskuldren 5-HT-Rezeptoren (Berde & Stiirmer, 1978; Silberstein, 1997).
Im folgenden Abschnitt wurden daher die pharmakologischen Eigenschaften natiirlich
vorkommender Ergoline und ihrer partialsynthetischen Abkommlinge an Blutgefdf3en verschiedener

Species untersucht.

3.3.1. Naturlich vorkommende Ergoline und ihre Dihydroderivate

3.3.1.1. Effekte an a+-Adrenozeptoren

Rattenschwanzarterie (oa-Adrenozeptoren): Nach einer selektiven Inaktivierung der an der
Rattenschwanzarterie vorkommenden o,g-Adrenozeptoren mittels Chloroethylclonidin (100 uM) in
Gegenwart von B8805-033 (3 uM) wurden die pharmakologischen Eigenschaften von Ergotamin,
Dihydroergotamin, Ergocristin, a-Ergokryptin, Lysergol und Festuclavin untersucht. Keines dieser
Ergoline vermochte unter den experimentellen Bedingungen die Rattenschwanzarterie zu
kontrahieren. Die Ergopeptine Ergotamin, Dihydroergotamin, Ergocristin und o-Ergokryptin
antagonisierten in nanomolarer Konzentration (Testkonzentration 100 nM) die vasokontraktilen
Effekte von Noradrenalin durch eine deutliche Rechtsverschiebung der E/[4]-Kurve, wéihrend der
Maximaleffekt nahezu unbeeinflusst blieb (Abb. 49). Bemerkenswert ist insbesondere die hohe
Affinitdt von Dihydroergotamin zum o;a-Adrenozeptor der Rattenschwanzarterie (scheinbarer pKg

= 8,66 + 0,06, n = 4), welche signifikant {iber der aller anderen Ergoline lag. Eine deutlich geringere

120 120+

100+ 100+
S 80- 80-
8 4 i
% 607, ° -4 607,
aE 404 A 100 nMErgotamin (4) 40 | ° 4
g ¥ 100 nMDHE (4) ] " .

20- & 100 nMErgocristin (4) 20 A 3uMFestuciavin (4)
0 j ® 100 nM or-Ergokryptin (4) 0 ¥V 3 pMLysergol (4)
T T I T I T I T 1 I I T I T |
8 -7 6 5 -4 3 2 8 7 6 5 4 3 -2
log [Noradrenalin] (M) log [Noradrenalin] (M)

Abb. 49. Antagonisierung der Noradrenalin-induzierten Kontraktion der Rattenschwanzarterie nach
Adrenozeptorinaktivierung mit Chloroethylclonidin (100 pM) und vorausgegangener Protektion mit B§805-033 (3 uM)
in Ab- bzw. Anwesenheit von Ergotamin (100 nM), Dihydroergotamin (DHE; 100 nM), Ergocristin (100 nM), a-
Ergokryptin (100 nM), Festuclavin (3 uM) oder Lysergol (3 uM). Dargestellt sind die kontraktilen Effekte +S.E.M. aus

(n) Experimenten relativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten Noradrenalin.
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antagonistische Potenz zeigten hingegen die Clavine Festuclavin (scheinbarer pKs = 6,26 + 0,09, n

= 4) und Lysergol (scheinbarer pKg = 5,70 £ 0,09, n = 4) (Tab. 14).

Tab. 14. Antagonistische Effekte von Ergolinen an aa-Adrenozeptoren der

Rattenschwanzarterie.
n Konz. (uM) PK3* Eux (%)

Ergotamin 4 0,1 795+0,10 87+4
Dihydroergotamin 4 0,1 8,660,06 95+5
Ergocristin 4 0,1 8,15+0,13 83+4
a-Ergokryptin 4 0,1 8,01+0,07 103+3
Festuclavin 4 3 6,26+0,09 88+3
Lysergol 4 3 5,70+ 0,09 96+4

*Scheinbarer pKp-Wert. "Eu. relativ. zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten

(Noradrenalin).

Rattensamenleiter (0:a-Adrenozeptoren): Zwecks Validierung der an der Rattenschwanzarterie
ermittelten Affinitdtsdaten wurden exemplarisch die Ergopeptine Ergotamin und Dihydroergotamin

mit Hilfe des aja-Adrenozeptor-Standardassays

am Rattensamenleiter untersucht. Wie auch an 120+ ® -(16)
. 1 A 30 nMErgotamin (3)

den aya-Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie 100 ¢ DHE (3)

<
zeigten weder Ergotamin noch Dihydroergotamin put 80-

R |
eine agonistische Wirksamkeit. Beide Ergoline X 60
inhibierten die durch Noradrenalin induzierte E 407,
phasische (und tonische) Kontraktion des Ratten- 207,

0 I I I I !

samenleiters (Abb. 50). Die anhand der Rechts- 8 7 8 5 -4 3 2

verschiebung der E/[A]-Kurve von Noradrenalin log [Noradrenalin] (M)
. . . Abb. 50. Ant isi d Noradrenalin-
ermittelte Affinititskonstante lag im Fall von nlagonisierung - det - Toradrenalin
induzierten Kontraktion des Rattensamenleiters
1 1 = 4+ =
Ergotamin (scheinbarer pKs = 8,17 % 0,01, n = 3) durch Ergotamin (30 nM) und Dihydroergotamin

im gleichen Bereich wie der an der Ratten- (DHE; 30 nM). Dargestellt sind die kontraktilen
schwanzarterie ermittelte Wert, wihrend der pKs- Effekte = S.E.M. aus (n) Experimenten relativ zum
Wert von Dihydroergotamin am Rattensamen- Maximaleffekt des Kontrollagonisten Noradrenalin.

leiter (scheinbarer pKgs = 8,03 £ 0,13, n = 3) etwa
um den Faktor 4 niedriger lag (Tab. 15). Beide Substanzen verursachten zusitzlich eine deutliche

Depression des Maximaleffekts von Noradrenalin. Dies kann durch das Fehlen einer
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Rezeptorreserve fiir Noradrenalin erkliart werden, was durch einen niedrigeren pECs,-Wert von
Noradrenalin am Rattensamenleiter (pECso = 5,12 + 0,02, n = 4) im Vergleich zur Rattenschwanz-

arterie (pECso = 6,14 £ 0,02, n = 95) bestidtigt wurde.

Tab. 15. Antagonistische Effekte von Ergolinen an oa-Adrenozeptoren des

Rattensamenleiters.

n Konz. (uM) )2.9% E,.. (%)

Ergotamin 3 0,03 817001 565

Dihydroergotamin 3 0,03 8,03+0,13 275

*Scheinbarer pKp-Wert. "En. relativ. zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten

(Noradrenalin).

Rattenschwanzarterie (w-Adrenozeptoren): Die pharmakologischen Eigenschaften von
Ergotamin, Dihydroergotamin, Ergocristin und o-Ergokryptin an vaskuldren oys-Adrenozeptoren
wurden an der Rattenschwanzarterie untersucht. Um Effekte der in diesem Organ vorkommenden
aa-Adrenozeptoren auszuschlieBen, wurden die Experimente in Gegenwart von B8805-033 (3 uM)
durchgefiihrt (siehe Kapitel 3.1.1.2.). Alle untersuchten Ergopeptine (Ergotamin, Dihydroergotamin,
Ergocristin und a-Ergokryptin) konnten als sehr schwache Partialagonisten identifiziert werden
(Tab. 16). Durch die unter den experimentellen Bedingungen anwesenden - und 5-HT»-
Antagonisten (Idazoxan und Methysergid, siche Methoden) ist eine Beteiligung eines anderen
Rezeptors als dem a,s-Adrenozeptor an der beobachteten Vasokonstriktion unwahrscheinlich. Auf
Grund der geringen Maximaleffekte (Emwx = 3 — 8%) wurde jedoch von einer weiteren

Charakterisierung der agonistischen Wirkkomponente der Ergoline abgesehen.
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Abb. 51. Antagonisierung der Noradrenalin-vermittelten Kontraktion der Rattenschwanzarterie in Gegenwart von
B8805-033 (3 uM) in Ab- bzw. Anwesenheit der Partialagonisten Ergotamin (100 nM), Dihydroergotamin (DHE; 100
nM), Ergocristin (100 nM) oder a-Ergokryptin (100 nM). Dargestellt sind die kontraktilen Effekte + S.E.M. aus (n)

Experimenten relativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten Noradrenalin.
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Die Rezeptoraffinitit der untersuchten Ergopeptine wurde anhand ihrer antagonistischen
Wirkkomponente mit Hilfe der Methode nach Marano und Kaumann bestimmt. Wie auch an o;a-
Adrenozeptoren  flihrten die  getesteten Ergopeptine in  nanomolarer Konzentration
(Testkonzentration 100 nM) zu einer parallelen Rechtsverschiebung der E/[A]-Kurve von
Noradrenalin ohne Depression des Maximaleffekts (Abb. 51). Die ermittelten pKp-Werte zeigten
auch am o;s-Adrenozeptor der Rattenschwanzarterie eine signifikant hohere Affinitdt von

Dihydroergotamin (pKr = 8,02 + 0,07, n = 5) zum Rezeptor im Vergleich zu Ergotamin (pKp = 7,61

+0,08, n=5) (Tab. 16).

Tab. 16. Partialagonistische und antagonistische Effekte von Ergolinen an a;s-Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie.

Agonismus Antagonismus
n PECsy  Euu (%) pPK» n Konz. (uM) pPK»
Ergotamin 5 n.e. 8+2 n.e. 5 0,1 7,61 +£0,08
Dihydroergotamin 5 n.e. 3+1 n.e. 5 0,1 8,02+ 0,07
Ergocristin 4 n.e. 8+3 n.e. 4 0,1 7,90+ 0,03
a-Ergokryptin 4 n.e. 6+2 n.e. 4 0,1 7,62 + 0,05

*Emax relativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten (Noradrenalin). n.e. bedeutet nicht ermittelt.

Eunax (%)°
99 +3
100 +3
94 + 5

103 +4

Meerschweinchenmilz (o,5-Adrenozeptoren): Im Gegensatz zur Rattenschwanzarterie konnten
keine kontraktilen Effekte am nichtvaskuldren ous-Adrenozeptormodell der Meerschweinchenmilz
nach Zugabe von Ergotamin und Dihydroergotamin beobachtet werden. Dies kann moglicherweise
durch das deutlich ungiinstigere Signal-Rausch-Verhiltnis in diesem Testsystem erklart werden, das

eine Detektion von sehr kleinen Effekten unmoglich macht.

Alle getesteten Ergoline (Ergotamin, Dihydroergotamin, Festuclavin und Lysergol) inhibierten die
durch Noradrenalin induzierte Kontraktion der Meerschweinchenmilz durch eine Rechtsverschie-
bung der E/[A]-Kurve. Ergotamin verursachte zusétzlich eine signifikante, moderate Depression des
Maximaleffekts von Noradrenalin (78 + 4%, n = 4). Die mit Hilfe der Schild-Regressionsanalyse
ermittelten Gleichgewichtsdissoziationskonstanten waren im Fall von Ergotamin (pKs = 7,52 +
0,04, n = 16) identisch mit dem an der Rattenschwanzarterie ermittelten pKp-Wert, wéhrend fiir
Dihydroergotamin an der Meerschweinchenmilz (pKs = 7,61 £ 0,05, n = 16) ein signifikant
niedrigerer Wert ermittelt wurde (Abb. 52). Die Clavine Festuclavin und Lysergol waren auch an

as-Adrenozeptoren der Meerschweinchenmilz nur mafig potente Antagonisten (Tab. 17).
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Abb. 52. Antagonisierung der Noradrenalin-induzierten Kontraktion der Meerschweinchenmilz durch Ergotamin (0,03
— 1 uM) und Dihydroergotamin (DHE; 0,03 — 1 puM). Dargestellt sind die kontraktilen Effekte = S.E.M. aus (n)
Experimenten relativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten Noradrenalin. Mit Hilfe der Schild-Regressionsanalyse
(eingebettete Abbildungen) wurden pA,-Werte von 7,52 + 0,04 fiir Ergotamin und 7,61 + 0,05 fiir Dihydroergotamin
ermittelt. Die Anstiege der Ausgleichsgeraden in den Schild-Plots waren mit 0,98 + 0,08 und 0,92 + 0,08 nicht

signifikant von 1 verschieden.

Tab. 17. Antagonistische Effekte von Ergolinen an oys-Adrenozeptoren der

Meerschweinchenmilz.

n Konz (uM) )2.¢% E,.. (%)
Ergotamin 16 0,03-1 7,52+0,04 78+4
Dihydroergotamin 16 0,03-1 7,61 £0,05 80+10
Festuclavin 4 3 6,10+£0,08 103+3
Lysergol 3 3 575+0,12 91+7

*Scheinbarer (Festuclavin und Lysergol) bzw. voller (Ergotamin und Dihydro-
ergotamin) pKg-Wert. °E.. relativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten

(Noradrenalin).

Rattenaorta (aip-Adrenozeptoren): Ergotamin agiert an der Rattenaorta als ein schwacher
Partialagonist (pECso = 7,44 = 0,19, Enax = 14 £ 5%, n = 6). Die durch Ergotamin induzierte
Kontraktion der Rattenaorta konnte durch den oip-Adrenozeptorantagonisten BMY 7378 (0,1 uM)
antagonisiert werden (Abb. 53). Der anhand der Rechtsverschiebung der E/[A]-Kurve von
Ergotamin ermittelte scheinbare pKs-Wert von 8,47 + 0,36 (n = 4) stimmt mit Literaturdaten fiir
BMY 7378 an rekombinanten und nativen augn-Adrenozeptoren iiberein (Goetz et al., 1995; Saussy
et al., 1996) und ist identisch mit dem fiir BMY 7378 gegen Noradrenalin am gleichen Organ
ermittelten Wert (pKs = 8,10 £ 0,06; n = 18). Damit konnte gezeigt werden, dass die Ergotamin-

induzierte Kontraktion der Rattenaorta durch op-Adrenozeptoren vermittelt wird. Auch
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Dihydroergotamin, Ergocristin und a-Ergokryptin ® NA(®4)
kontrahierten die Rattenaorta. Da aber die durch A Ergotamin (6)
) ) ) ) 1201 v Ergotamin
diese Ergopeptine vermittelten kontraktilen 1004 +0,1 uM BMY 7378 (4)
_ ] °
Effekte deutlich geringer ausgeprigt waren als die X g0
durch Ergotamin, wurde von einer Quanti- _§ 60
x
fizierung der agonistischen Wirkkomponente g 40—
Q i
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auch am ap-Adrenozeptor der Rattenaorta im Abb. 53. Kontraktion der Rattenaorta durch

. . Noradrenalin und durch Ergotamin in Ab- bzw. An-
nanomolaren Bereich. Der ermittelte pKp-Wert _ _
wesenheit des op-Adrenozeptorantagonisten BMY

7378 (0,1 uM). Dargestellt sind die kontraktilen
lag in um Faktor 2,3 iiber dem von Ergotamin Effekte + S.E.M. aus (n) Experimenten relativ zum

von Dihydroergotamin (pKr = 7,87 £ 0,15, n = 6)

(pKe=17,51£0,14, n = 6) (Tab. 18). Maximaleffekt des Kontrollagonisten Noradrenalin.

Tab. 18. Partialagonistische und antagonistische Effekte von Ergolinen an o,p-Adrenozeptoren der Rattenaorta.
Agonismus Antagonismus

n PECsy  Enu (%) pKp n Konz. (uM)pKp bzw. pKg® Eux (%)°

Ergotamin 6 744+0,19 14+5 7,60+0,14 6 1 7,51+0,14 90=+4
Dihydroergotamin 6 n.e. 4+2 n.e. 6 1 7,87+0,15 88+4
Ergocristin 5 n.e. 5£2 n.e. 5 0,1 7,55+0,05 100=+3
a-Ergokryptin 4 n.e. 3+1 n.e. 4 0,1 7,68+0,04 100+3
Festuclavin® 4 - 0 - 4 1-30 6,85+0,04 99+2
Lysergol® 8 - 0 - 4 1-30 6,35+0,03 103+1

"Fmax Telativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten (Noradrenalin). *Scheinbarer pKs. “Daten von Pertz, 1996.

Bewertung des pharmakologischen Profils natiirlicher Ergoline und ihrer Dihydroderivate an
a.-Adrenozeptoren: Ergoline sind in der Literatur als Partialagonisten und vor allem als
Antagonisten an a;-Adrenozeptoren beschrieben worden (Roquebert & Demichel, 1987; Roquebert
& Grenié, 1986,1987; Villalon et al., 2004; Valdivia et al., 2004). Thre Wirkqualitdten
(partialagonistisch oder antagonistisch) und ihre Wirkpotenzen variieren dabei in Abhingigkeit des

untersuchten Gewebes.
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Die Ergopeptine Ergotamin, Dihydroergotamin, Ergocristin und a-Ergokryptin zeigten im Rahmen
der vorliegenden Untersuchungen an vaskuldren os- und aip-Adrenozeptoren der Rattenschwanz-
arterie bzw. der Rattenaorta eine schwache agonistische Wirksamkeit (Ema = 3 — 8% bzw. 3 — 14%).
Sowohl an der Rattenschwanzarterie (in Gegenwart eines o;a-Adrenozeptorblockers) als auch an der
Rattenaorta war Ergotamin gegeniiber Dihydroergotamin hinsichtlich des beobachteten Maximal-
effekts tiberlegen. Die Tendenz, dass hydrierte Ergoline im Vergleich zu ihren Muttersubstanzen
keine oder zumindest eine geringere agonistische Wirksamkeit aufweisen, konnte aktuell an der A4.
carotis des Hundes gezeigt werden (Villalon et al., 2004; Valdivia et al., 2004). Keine
agonistischen Effekte fiir Ergotamin, Dihydroergotamin, Ergocristin und a-Ergokryptin konnten
hingegen an a,a-Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie (nach Deaktivierung der aig-Adrenozep-
toren) und des Rattensamenleiters beobachtet werden. Dieser Befund deckt sich mit Beobachtungen
an den Samenblasen des Meerschweinchens und der Ratte, die zwar oua-Adrenozeptor-vermittelt
durch Noradrenalin und Adrenalin kontrahiert werden (Silva ef al., 1999), nicht aber durch
Ergoline, einschlieflich Ergotamin, Ergocristin, a-Ergokryptin und ihrer hydrierten Abkdmmlinge
(Briigger, 1945; Rothlin, 1946; Rothlin & Briigger, 1945).

Ungeachtet der An- bzw. Abwesenheit einer partialagonistischen Wirkkomponente konnte fiir die
untersuchten Ergopeptine in allen a,-Adrenozeptormodellen eine potente Antagonisierung der durch
Noradrenalin induzierten kontraktilen Effekte beobachtet werden. Die Fahigkeit der Ergopeptine
zwischen den einzelnen a,-Adrenozeptorsubtypen zu diskriminieren ist sehr gering und konnte
lediglich zwischen vaskuldren aia-Adrenozeptoren einerseits und vaskuldren ous- und aip-
Adrenozeptoren andererseits nachgewiesen werden (Faktor 1,8 — 6,2). Dihydroergotamin war
gegentliber Ergotamin hinsichtlich der antagonistischen Potenz an vaskulédren oys-(Rattenschwanz-
arterie), aup- (Rattenschwanzarterie) und aup-Adrenozeptoren (Rattenaorta) geringfiigig liberlegen
(Faktor 2,3 — 5,1). Eine Uberlegenheit der Dihydroergopeptine gegeniiber nichthydrierten Ergopep-
tinen ist ebenfalls an der Samenblase des Meerschweinchens beschrieben worden. Die Reihenfolge
der antagonistischen Potenz an diesem Organ (Dihydroergokryptin = Dihydroergocristin =~
Dihydroergocornin > Dihydroergotamin > Ergocristin = Ergokryptin > Ergocornin = Ergotamin;
Salzmann & Bucher, 1978) war vergleichbar mit den vorliegenden Ergebnissen an o,a-, oig- und

ap-Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie und der Rattenaorta.

Die Clavine Lysergol und Festuclavin fungierten in allen o-Adrenozeptormodellen als stille
Antagonisten. Da ihre antagonistische Potenz etwa um zwei logarithmische Einheiten geringer als
die der Ergopeptine war, konnte ein deutlicher Einfluss der trizyklischen Peptidgruppe der Ergoline
auf die Bindung an a,-Adrenozeptoren gezeigt werden. Die Fahigkeit von Lysergol und Festuclavin
zwischen den a,-Adrenozeptorsubtypen A, B und D zu diskriminieren fallt mit Faktor 5 zugunsten

von a,p- gegeniiber aia- und a,-Adrenozeptoren ebenfalls sehr moderat aus.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass alle untersuchten Ergopeptine und Clavine
Antagonisten oder sehr schwache Partialagonisten an o;4-, ous- und aup-Adrenozeptoren sind. Die
Clavine Lysergol und Festuclavin zeigen eine um etwa Faktor 100 geringere Affinitit zu o-
Adrenozeptoren als die Ergopeptine Ergotamin, Dihydroergotamin, Ergocristin und a-Ergokryptin.
Die Ergoline beider Stoffklassen konnten nicht oder nur geringfligig zwischen den einzelnen
Subtypen diskriminieren. Auf Grund der geringen oder fehlenden agonistischen Wirksamkeit der
Ergoline an vaskuldren ois- und oup-Adrenozeptoren und insbesondere auf Grund der fehlenden
agonistischen Wirksamkeit an den in Widerstandsgefilen dominierenden o;s-Adrenozeptoren
erscheint eine Beteiligung dieser Rezeptoren an der Pathogenese des Ergotismus gangraenosus

unwahrscheinlich.

3.3.1.2. Effekte an 5-HT-Rezeptoren

Ergolinalkaloide, sowohl vom Ergopeptin- als auch vom Clavintyp, sind fiir ihre hohe Affinitdt zu
fast allen 5-HT-Rezeptoren bekannt (Tfelt-Hansen et al., 2000). Die Wirkungen von Ergotamin und
Dihydroergotamin an vaskuldren 5-HTg-, 5-HT:a- und 5-HTss-Rezeptoren sind auf funktioneller
Ebene ebenfalls dokumentiert (siehe Kapitel 1.3.1.). In diesem Teil der vorliegenden Arbeit wurden

die Erkenntnisse iiber die Interaktionen von Ergolinen mit vaskuldren 5-HT-Rezeptoren erginzt.

Meerschweinchenbeckenschlagader (5-HT;g-Rezeptoren): Sowohl Ergotamin als auch Dihydro-
ergotamin filhrten zu einer langsamen Kontraktion der moderat mit PGF,, (0,01 — 1 uM)
vorkontrahierten Meerschweinchenbeckenschlagader (Abb. 54). Die E/[4]-Kurve von Ergotamin
zeigte einen biphasischen Verlauf. Beziiglich der ersten Phase der Kontraktion (1 — 100 nM) war
Ergotamin ein potenter Partialagonist (pECso = 8,23 + 0,07, n = 6), der jedoch nur einen moderaten
Maximaleffekt (Emsx = 29 + 5%) im Vergleich zu 5-HT hervorrief. Diese Ergotamin-induzierten
kontraktilen Effekte der ersten Phase der FE/[4]-Kurve konnten durch den 5-HTs-
Rezeptorantagonisten SB 216641 (3 nM) inhibiert werden (Abb. 54). Bei dieser Testkonzentration
hemmte SB 216641 selektiv die durch 5-HTs-Rezeptoren vermittelten Effekte (Price et al., 1997;
Schlicker et al., 1997). Die zweite Phase der Kontraktion durch Ergotamin (> 0,3 uM) wurde
hingegen nicht durch SB 216641 beeinflusst. Da anhand publizierter Daten fiir andere Ergoline, wie
z.B. Lysergol und Ergometrin, anzunehmen war, dass die zweite, gegeniiber einem 5-HTs-
Rezeptorantagonisten insensitive Phase der Kontraktion trotz der Anwesenheit von Ketanserin
durch 5-HT:a-Rezeptoren vermittelt wird (Pertz, 1993), wurde von einer weiteren Untersuchung

dieser Kontraktion abgesehen.

Die E/[A]-Kurve von Dihydroergotamin zeigte im Gegensatz zu der von Ergotamin einen

monophasischen Verlauf. Wie auch Ergotamin war Dihydroergotamin an der Meerschweinchen-
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Abb. 54. Kontraktion der moderat mit PGF,, vorkontrahierten Meerschweinchenbeckenschlagader durch 5-HT,
Ergotamin und Dihydroergotamin (DHE) in Ab- bzw. Anwesenheit von SB 216641 (3 nM). Dargestellt sind die
kontraktilen Effekte + S.E. M. aus (n) Experimenten relativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten 5-HT. *P < 0,05.

beckenschlagader ein potenter Partialagonist (pECso = 7,74 + 0,16; Emx = 33 £ 4%, n = 5). SB
216641 (3 nM) fiihrte zu einer signifikanten Rechtsverschiebung der E/[4]-Kurve von Dihydro-
ergotamin (Abb. 54). Der im Rahmen dieser Arbeit fiir SB 216641 gegen Dihydroergotamin
ermittelte scheinbare pKs-Wert von 8,6 = 0,3 (n = 4) sprach fiir eine Beteiligung von 5-HTs-

Rezeptoren an der durch Dihydroergotamin induzierten Kontraktion der Meerschweinchen-

beckenschlagader (Price ef al., 1997).

In Experimenten, in denen die antagonistische Wirkkomponente von Ergotamin und Dihydroergo-
tamin untersucht wurde, fiihrten beide Ergoline zu einer Inhibition der 5-HT-induzierten
Kontraktion der Meerschweinchenbeckenschlagader, die sich in einer Rechtsverschiebung und einer
Depression der E/[A]-Kurve von 5-HT widerspiegelte (Tab. 19). Die im Rahmen dieser Arbeit
ermittelten Gleichgewichtsdissoziationskonstanten (scheinbarer pKs = 8,97 = 0,06, n = 4 fiir
Ergotamin bzw. 8,61 + 0,09, n = 4 fiir Dihydroergotamin) sind in Ubereinstimmung mit den an

rekombinanten 5-HTz-Rezeptoren von Meerschweinchen, Schwein und Mensch ermittelten
Tab. 19. Partialagonistische und antagonistische Effekte von Ergolinen an 5-HTg-Rezeptoren der Meerschweinchen-
beckenschlagader.

Agonismus Antagonismus

n PECsy  Eju (%)° PKp n Konz. (uM) PKp Enu (%)

Ergotamin 6 823+0,07° 29+5° n.e. 4 0,003 8,97+0,06 27+3
Dihydroergotamin 5 7,74+£0,16 33+4 n.e. 4 0,003 8,61 +0,09 45+5
Lysergol° 9 7,63+0,06° 71+4° n.e. - - - -

*Emax relativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten 5-HT. °Erste Phase der Kontraktion. ‘Daten von Pertz, 1993.
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Radioligandbindungsdaten beider Liganden (Zgombick et al., 1997; Pauwels et al., 1998; Bhalla et
al.,2001).

Rattenschwanzarterie (5-HT:a-Rezeptoren): Sowohl Ergocristin als auch a-Ergokryptin
fungierten als potente partielle Agonisten an der Rattenschwanzarterie (Abb. 55), wie es auch zuvor

fiir Ergotamin beschrieben wurde (Schoning et al.,

2001). Dihydroergotamin vermochte ebenfalls die 120 ® 5-HT (12)
Rattenschwanzarterie zu kontrahieren (Abb. 55). |4 Ergotamin (8)
1004 ¥ DHE (5)

Im Gegensatz dazu berichteten Kalkman und g go.|® Ergocristin (5)
Schneider (1996), dass Dihydroergotamin ein é 60 " a-Ergokryptin (4)

<
stiller Antagonist an 5-HT;a-Rezeptoren der g 40
Rattenaorta ist. Das Fehlen eines agonistischen 2 20
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geringere Rezeptordichte an der Rattenaorta Abb. 55. Kontraktion der Rattenschwanzarterie
durch 5-HT, Ergotamin, Dihydroergotamin (DHE),

kann mdglicherweise durch die vergleichsweise

gegeniibber der Rattenschwanzarterie — erklért

Ergocristin und a-Ergokryptin. Dargestellt sind die
werden (Doggrell, 1995; Doggrell & Chen, 2001).

kontraktilen Effekte + S.E.M. aus (n) Experimenten

Die von Dihydroergotamin, Ergocristin und a- relativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten

Ergokryptin hervorgerufenen maximalen 5-HT.

Kontraktionen (Emax = 38 + 6%, 39 = 5% und 38 +

3%) sind geringfiligig niedriger als die von Ergotamin (Enwx = 52 £ 4%; P < 0,05; Tab. 20). Die
kontraktilen Effekte dieser Ergopeptine konnten durch den 5-HT>a-Rezeptorantagonisten Ketanserin

(3 nM) gehemmt werden (ohne Abbildung). Die anhand der Rechtsverschiebung der E/[A]-Kurve

Tab. 20. Partialagonistische und antagonistische Effekte von Ergolinen an 5-HT,s-Rezeptoren der Rattenschwanzarterie.
Agonismus Antagonismus

n PECsy  Enu (%) pKp n Konz. (uM)pKp bzw. pKg’ E,.ox (%)°

Ergotamin® 8 8,69+0,07 52+4 836+0,11 - - - -
Dihydroergotamin 5 837+£0,13 38+6 823+0,13 - - - -
Ergocristin 5 7,75+0,15 39+5 7,87+0,23 - - - -
a-Ergokryptin 4 785+0,08 38+3 7,83+0,18 - - - -
Festuclavin? 4 - 0 - 4 1 6,83 +0,06 95+2
Lysergol* 11 6,63+0,04 18+3 6,88+0,07 8 1 7,66 £0,02 97+1

“Fmax Telativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten 5-HT. "Scheinbarer pKs-Wert. “Daten von Schoning et al., 2001. ‘Daten von
Pertz, 1993.
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ermittelten scheinbaren pKs-Werte fiir Ketanserin (9,07 + 0,12 gegen Dihydroergotamin, 9,11 +
0,22 gegen Ergocristin und 9,26 + 0,13 gegen a-Ergokryptin) sind im Einklang mit publizierten
Bindungsaffinititen fiir Ketanserin an 5-HT,s-Rezeptoren (Hoyer et al., 1994).

Wihrend die agonistische Komponente dieser Partialagonisten ausgiebig untersucht wurde, gelang
eine Quantifizierung der antagonistischen Wirkkomponente nicht. Dies ist auf die durch die
Ergopeptine verursachte ausgepridgte und stark schwankende Depression des Maximaleffekts
zuriickzufiihren (uniiberwindbarer Antagonismus; ohne Abbildung). Im Gegensatz dazu ist die
antagonistische Wirkkomponente der Clavine Festuclavin und Lysergol als {iiberwindbar

beschrieben worden (Pertz, 1996).

Schweinekoronararterie (5-HT:s-Rezeptoren): An der Schweinekoronararterie flihrten sowohl
Ergotamin als auch Dihydroergotamin zu einer partiellen Kontraktionen des GefaBmuskels (pECsy =

8,27 + 0,14, n =5 bzw. 8,02 + 0,03, n = 5) (Abb.

56). Die durch Ergotamin erzielte maximale 120 - ® SHT (12,)
| A Ergotamin (5)

Kontraktion lag signifikant iiber der von 100- ¥ DHE (5)
Dihydroergotamin (Emax = 46 £ 6% bzw. 15 + 3%; R go | * Lysergol (5)

s +®  Festuclavin (3)
P < 0,05). Die kontraktilen Effekte von £ 60+

< |
Ergotamin und Dihydroergotamin konnten durch < 40

S
Ketanserin (10 nM) antagonisiert werden (ohne 20-
Abbildung). Die gegen Ergotamin und Dihydro- 0-

& gegen BIg Y 10 -9 -8 7 6 -5 -4

ergotamin ermittelten scheinbaren pKs-Werte fiir log [Agonist] (M)
Ketanserin von 8,95 + 0,05 bzw. 8,78 + 0,03 Abb. 56. Kontraktion der Schweinekoronararterie

lagen im gleichen Bereich wie der gegen 5-HT durch 5-HT, Ergotamin, Dihydroergotamin (DHE),

ermittelte Wert (8,88 + 0,03; Kapitel 2.3.1.8.)

Lysergol und Festuclavin. Dargestellt sind die

kontraktilen Effekte + S.E.M. aus (n) Experimenten
und sind im Einklang mit einer Beteiligung von

relativ. zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten
5-HT:a-Rezeptoren (Hoyer et al., 1994). Neben 5-HT.

Ergotamin und Dihydroergotamin fiihrten auch

die Clavine Festuclavin und Lysergol zu einer signifikanten, wenn auch nur sehr schwachen
Kontraktion der Schweinekoronararterie (Emx = 2 £ 1% bzw. 6 £ 1%). Die durch Lysergol
induzierten kontraktilen Effekte konnten durch Ketanserin gechemmt werden (scheinbarer pKs-Wert
8,5 £ 0,1, n = 4; ohne Abbildung). Im Falle von Festuclavin wurde auf Grund des geringen

maximalen agonistischen Effekts auf eine weitere Charakterisierung der agonistischen Wirksamkeit

verzichtet.

In Experimenten, in denen die antagonistische Wirkkomponente der Ergoline untersucht wurde,

inhibierten beide Clavine (0,1 uM) die durch 5-HT induzierte Kontraktion der Schweinekoronar-
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arterie. Die dabei ermittelten Affinititskonstanten fiir Lysergol und Festuclavin lagen um eine halbe
bzw. um fast eine logarithmische Einheit iiber den an der Rattenschwanzarterie ermittelten Werten
(Tab. 21). Auf eine Quantifizierung der antagonistischen Wirkkomponente von Ergotamin und
Dihydroergotamin wurde auf Grund der durch beide Ergopeptine verursachten starken und schlecht
reproduzierbaren Depression des Maximaleffekts verzichtet (uniiberwindbarer Antagonismus; ohne

Abbildung).

Tab. 21. Partialagonistische und antagonistische Effekte von Ergolinen an 5-HT,x-Rezeptoren der Schweinekoronararterie.

Agonismus Antagonismus
n PECsy  Enu (%) PKp n Konz. (uM) PKp E,... (%)
Ergotamin 5 827+0,14 47+6 8,05+0,13 - - - -
Dihydroergotamin 5 802+0,03 15+3 7,96+0,07 - - - -
Festuclavin 4 n.e. 2+1 n.e. 6 1 7,73+0,06 87+6
Lysergol 5 7,79+£0,09 6=+1 n.e. 4 1 822+0,05 95+10

*Emax relativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten 5-HT. n.e. bedeutet nicht ermittelt.

Schweinepulmonalarterien (5-HT3g): Ergotamin und Dihydroergotamin wurden in der Literatur
als potente Agonisten an 5-HT,s-Rezeptoren der Schweinepulmonalarterien beschrieben, die eine
mit 5-HT vergleichbare Relaxation vermitteln (Glusa & Roos, 1996). Im Rahmen dieser Arbeit

konnte gezeigt werden, dass die Clavine Festuclavin und Lyserol keine relaxierenden Effekte an den

Festuclavin Lysergol
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Abb. 57. Antagonisierung der 5-HT-induzierten Relaxation der Schweinepulmonalarterien durch Festuclavin (0,03 — 3
pM) und durch Lysergol (3 — 300 nM). Dargestellt sind die relaxierenden Effekte + S.E.M. aus (n) Experimenten relativ
zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten 5-HT. Mit Hilfe der Schild-Regressionsanalyse (eingebettete Abbildungen)
wurden pA4,-Werte von 7,77 + 0,05 bzw. 8,82 + 0,06 ermittelt. Die Anstiege der Ausgleichsgeraden im Schild-Plot
waren mit 1,00 = 0,06 bzw. 0,90 = 0,06 nicht signifikant von 1 verschieden.
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Schweinepulmonalarterien hervorriefen. Die durch 5-HT vermittelte Relaxation dieser Blutgefilie
konnte sowohl durch Festuclavin als auch durch Lysergol kompetitiv inhibiert werden (Abb. 57).
Die antagonistischen Potenzen (p4,-Werte) beider Clavine lagen in der gleichen Grofenordnung

wie die jeweiligen an 5-HT,s-Rezeptoren der Schweinekoronararterie ermittelten Werte (Tab. 22).

Tab. 22. (Partial-)Agonistische und antagonistische Effekte von Ergolinen an 5-HT»s-Rezeptoren den Schweinepulmonalarterien.
Agonismus Antagonismus

n PECsy  Enux (%)" PKp n Konz. (uM) PKe E.oc (%)

Ergotamin® 18 8,17+0,07 82+8 - - - - -
Dihydroergotamin® 9 7,70+£0,11 79+9 - - - - -
Festuclavin 2 - 0 - 11 0,03-3 7,77+0,05 84+11
Lysergol 2 - 0 - 11 3-300 8,82+0,06 82+12

*Emax Telativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten 5-HT. ®Daten von Glusa & Roos, 1996.

Pulmonalarterien des Liuferschweins (5-HT,): An den mit PGF,, (1 uM) vorkontrahierten und
vom Enthothel befreiten Lauferschweinpulmonalarterien fiihrte Ergotamin (1 — 1000 nM) zu einer
moderaten Kontraktion (Emax = 21 & 9%; n = 3; ohne Abbildung). Dieser kontraktile Effekt ldsst sich
theoretisch einerseits durch einen inversen Agonismus am 5-HT;-Rezeptor und andererseits durch
eine Aktivierung kontraktiler Rezeptoren (z.B. 5-HT,a-Rezeptoren, ;- oder a,-Adrenozeptoren)
erkliren. Da die beobachtete Vasokonstriktion nicht durch den 5-HT;-Rezeptorantagonisten SB
269970 (30 nM) beeinflusst werden konnte, ist ein inverser Agonismus von Ergotamin an 5-HT>-

Rezeptoren der Pulmonalarterien des Lauferschweins unwahrscheinlich. Die durch Ergotamin

Relaxation (%)
Relaxation (%)
(2]
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Abb. 58. Inhibition der durch 5-Carboxamidotryptamin (5-CT) induzierten Relaxation der Lauferschwein-
pulmonalarterien durch Ergotamin und durch Dihydroergotamin (DHE). Dargestellt sind die relaxierenden Effekte +

S.E.M. aus (n) Experimenten relativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten 5-Carboxamidotryptamin.
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hervorgerufene Vasokonstriktion konnte jedoch durch Yohimbin (1 pM) unterdriickt werden (ohne
Abbildung), womit gezeigt werden konnte, dass o-Adrenozeptoren fiir die Ergotamin-induzierte

Kontraktion der Lauferschweinpulmonalarterien verantwortlich sind.

In Gegenwart von Ketanserin (0,1 pM) und Yohimbin (1 pM) beeinflussten weder Ergotamin noch
Dihydroergotamin (jeweils 1 — 1000 nM) den Tonus der mit PGF,, vorkontrahierten Liuferschwein-
pulmonalarterien. Beide Ergoline (jeweils 10 nM) fiihrten als stille Antagonisten zu einer
Rechtsverschiebung der E/[A]-Kurve von 5-Carboxamidotryptamin (Abb. 58, Tab. 23). Hdohere
Testkonzentrationen von Ergotamin und Dihydroergotamin (jeweils 100 nM) verursachten

zusétzlich eine starke Depression des Maximaleffekts von 5-Carboxamidotryptamin (Abb. 58).

Tab. 23. (Partial-)Agonistische und antagonistische Effekte von Ergolinen an 5-HT--Rezeptoren der Lauferschweinpulmonalarterien.

Agonismus Antagonismus
n PECsy  Euu (%)* PKp n Konz. (uM) pKs’ E,o (%)
Ergotamin 3 - 0 - 3 0,01 8,21+0,15 98+14

Dihydroergotamin 3 - 0 - 3 0,01 793+0,15 106 £20

*Emax relativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten 5-Carboxamidotryptamin. "Scheinbarer pKp-Wert.

Bewertung des pharmakologischen Profils von natiirlichen Ergolinen und ihrer
Dihydroderivate an 5-HT-Rezeptoren: An 5-HTs-Rezeptoren der Meerschweinchenbecken-
schlagader, an 5-HT,a-Rezeptoren der Rattenschwanzarterie und der Schweinekoronararterie sowie
an 5-HT,s-Rezeptoren der Schweinepulmonalarterien fungierten die Ergopeptine Ergotamin und
Dihydroergotamin als Agonisten oder als Partialagonisten. Die beobachteten maximalen
agonistischen Effekte von Ergotamin waren in allen Fillen, groBer oder gleich denen von
Dihydroergotamin. An der Meerschweinchenbeckenschlagader, an der Rattenschwanzarterie, an der
Schweinekoronararterie und an den Schweinepulmonalarterien wurden zudem geringfiigig, aber
signifikant héhere pECs-Werte fiir Ergotamin gegeniiber Dihydroergotamin ermittelt (ApECsy =
0,25 — 0,49). Dieser Unterschied konnte theoretisch einerseits durch eine vergleichsweise hohere
Affinitdt von Ergotamin zu 5-HT-Rezeptoren und andererseits durch die hohere intrinsische
Aktivitdt von Ergotamin anhand des ,,Operational Model* nach Black (Black & Leff, 1983; Black
et al., 1985) erklart werden. Experimentell konnten unter Verwendung der einfaktoriellen
Varianzanalyse und des nach Bonferroni modifizierten z-Tests jedoch keine signifikant hoheren
Affinitatskonstanten fiir Ergotamin im Vergleich zu Dihydroergotamin ermittelt werden. Es konnte
somit gezeigt werden, dass eine Hydrierung der Doppelbindung in A*'°-Position des Ergotamins an

vaskuldren 5-HT-Rezeptoren einen Verlust an agonistischer Wirksamkeit verursachen kann, nicht
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aber eine Beeinflussung der Affinitdt zum Rezeptor zur Folge hat.

An 5-HT,s-Rezeptoren der Rattenschwanzarterie wurde zusétzlich untersucht, ob eine Modifikation
der Substituenten an der trizyklischen Peptidgruppe das pharmakologische Verhalten der
Ergopeptine beeinflusst. Keine Verdnderung der agonistischen Potenz ist durch den Austausch der
Benzylgruppe des Ergotamins durch eine Isopropylgruppe (— Ergovalin) am C-5-Atom
beschrieben worden (Schoning et al., 2001). Ebenso konnte im Rahmen dieser Arbeit kein
signifikanter Unterschied beziiglich pECs- und En.-Werten zwischen a-Ergokryptin (2-
Methylpropylsubstituent) und Ergocristin  (Benzylsubstituent) gefunden werden, woraus
geschlussfolgert werden kann, dass eine Modifikation des Substituenten an C-5'-Position von keiner
oder nur von untergeordneter Bedeutung fiir die pharmakologische Wirksamkeit von Ergopeptinen
ist. Dem gegeniiber zeigten a-Ergokryptin und Ergocristin an 5-HT:a-Rezeptoren der
Rattenschwanzarterie eine etwa 6fach niedrigere agonistische Potenz, einen um {iiber 10%
geringeren Maximaleffekt und eine etwa um Faktor 3 niedrigere Rezeptoraffinitit als Ergotamin.
Sowohl a-Ergokryptin als auch Ergocristin sind am C-2' mit einer Isopropylgruppe substituiert,
wihrend Ergotamin an dieser Stelle eine deutlich kleinere Methylgruppe trdgt. Daraus kann
geschlussfolgert werden, dass die trizyklische Peptidgruppe, insbesondere der Substituent in C-
2'-Position, mittelbar oder unmittelbar an der Bindung und Aktivierung des 5-HT.x-Rezeptors der

Ratte beteiligt ist.

Exemplarisch wurden die Clavine Festuclavin und Lysergol an 5-HT:a-Rezeptoren der
Ratttenschwanzarterie und der Schweinekoronararterie sowie an 5-HT,-Rezeptoren der Schweine-
pulmonalarterien untersucht. Lysergol verhielt sich sowohl an der Rattenschwanzarterie als auch an
der Schweinekoronararterie als schwacher Partialagonist (En.x = 18 bzw. 6%). Ein minimaler
Partialagonismus konnte ebenfalls fiir Festuclavin an der Schweinekoronararterie beobachtet
werden (Emx = 2%), wihrend eine (partial-)agonistische Wirksamkeit an der Rattenschwanzarterie
nicht dokumentiert wurde (Pertz, 1996). Clavine zeigen tendenziell eine hoéhere Affinitit zu
vaskuldren 5-HT,-Rezeptoren im Vergleich zu vaskuldren o;-Adrenozeptoren, wobei insbesondere
Lysergol fiir seine starke rezeptordiskriminierende Wirkung bekannt ist (Pertz, 1996). Auffillig ist
ebenfalls die um Faktor 3,6 (Lysergol) und Faktor 8 (Festuclavin) geringere Affinitdt der Clavine
zum 5-HT:a-Rezeptor der Ratte im Vergleich zum 5-HT:a-Rezeptor des Schweins. Eine
Diskriminierung zwischen 5-HT:a-Rezeptoren der Ratte und 5-HT,s-Rezeptoren von Nicht-
Nagetieren ist insbesondere fiir Clavinderivate und einfache Ergoline, wie z.B. Pergolid,
Lysergsiure und Ergonovin beschrieben worden (Pazos et al., 1984; Nelson et al., 1993; Johnson et
al., 1993; Hagen et al., 1994). Im Gegensatz dazu konnten die im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten Ergopeptine Ergotamin und Dihydroergotamin nicht zwischen 5-HT,a Rezeptoren der

Ratte und 5-HT,s-Rezeptoren des Schweins diskriminieren. Dieses Verhalten wird ausfiihrlicher in
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Kapitel 3.3.3.4. diskutiert.

3.3.1.3. Auswaschexperimente

Grundlegende qualitative Unterschiede des Antagonismus von Ergotamin und Dihydroergotamin an
aa-Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie einerseits und an 5-HT»a-Rezeptoren der Ratten-
schwanzarterie andererseits wurden bereits in den Kapiteln 3.3.1.1. und 3.3.1.2. beschrieben.
Wihrend der Antagonismus beider Ergoline an a;s-Adrenozeptoren durch hohe Noradrenalinkon-
zentrationen Uiberwindbar war, konnte die antagonistische Wirkkomponente der an 5-HTa-
Rezeptoren partialagonistisch wirkenden Ergoline als scheinbar irreversibel (uniiberwindbarer

Antagonismus) identifiziert werden.

Diese Uniiberwindbarkeit antagonistischer Effekte, wie sie flir Ergotamin und Dihydroergotamin an
5-HT:a-Rezeptoren beobachtet wurde, ldsst sich moglicherweise durch einen (pseudo-)irreversiblen
Antagonismus erkldren. Ein pseudoirrevesibler Antagonismus kann beobachtet werden, wenn ein
Ligand eine sehr langsame Rezeptordissoziationsgeschwindigkeit zeigt oder nur langsam aus dem
Gewebe diffundiert (Martin et al., 1995). Eine pseudoirreversible Hemmung konnte bereits fiir
andere Ergoline, wie z.B. Metergolin, an der perfundierten Rattenniere bestétigt werden (Bond et
al., 1989). Ein alternativer Erklarungsversuch ist die durch Kaumann und Mitarbeiter beschriebene
allosterische Modulation des 5-HT:a-Rezeptors (Kaumann & Frenken, 1985, 1988; Lemoine &
Kaumann, 1986; Frenken & Kaumann, 1987, 1989).

Die an aus-Adrenozeptoren beobachtete Uberwindbarkeit des Ergolin-induzierten Antagonismus
durch Noradrenalin konnte einerseits durch einen rein kompetitiven Mechanismus und andererseits
durch einen (pseudo-)irreversiblen Mechanismus unter Vorliegen einer Rezeptorreserve fiir
Noradrenalin erkldrt werden (Kenakin, 1993; Vauquelin et al., 2002a,b). Es wurde daher an einer
einheitlichen Organpripation (Rattenschwanzarterie) untersucht, ob die beobachteten qualitativen
Unterschiede der antagonistischen Wirkung auf unterschiedliches Assoziations- und Dissoziations-
verhalten vom Rezeptor oder von der Biophase zuriickzufiihren sind. Beurteilt wurde dies durch den
spllzeitabhidngigen Hemmeffekt Eu(f) von Ergotamin bzw. Dihydroergotamin auf die durch

Noradrenalin bzw. durch 5-HT induzierte Vasokonstriktion:

EH(t):( —%)-100% , [20]

wobei E(0) und E(¢) die durch Noradrenalin (10 uM) oder 5-HT (10 uM) induzierten Effekte vor

bzw. nach Inkubation des Antagonisten (60 min) und einer anschlieBenden Spiilzeit # sind.

Rattenschwanzarterie (aia-Adrenozeptoren): An o a-Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie
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fithrte Ergotamin (1 M) zu einer 76 + 3%igen (n = 3) und Dihydroergotamin (1 uM) zu einer 95 +
3%igen Hemmung (n = 3) der durch Noradrenalin (10 uM) induzierten Kontraktion. Im Verlauf der
60-miniitigen Spiilphase lieB die Hemmwirkung von Ergotamin und Dihydroergotamin zwar
kontinuierlich nach, konnte aber nicht vollstindig aufgehoben werden. Nach Beendigung der 60-
miniitigen Spiilphase betrug die Hemmwirkung von Ergotamin noch 47 + 5% (P < 0,001) und die
von Dihydroergotamin 82 + 7% (P < 0,05) (Abb. 59). Im Vergleich dazu lieB sich der kompetitive
aa-Adrenozeptorantagonist B8805-033 (3 uM) innerhalb von 15 min nahezu vollstindig
auswaschen (ohne Abbildung).

Rattenschwanzarterie (5-HT:a-Rezeptoren): Ergotamin (0,03 pM) und Dihydroergotamin (0,1
uM) fithrten an 5-HT:a-Rezeptoren der Rattenschwanzarterie einerseits zu einer etwa dquieffektiven
Hemmung der 5-HT-induzierten Vasokonstriktion, und andererseits vermochten sie selbst die
Rattenschwanzarterie zu kontrahieren (£ = 69 + 5%, n =4 bzw. E = 30 + 7%, n = 4). Diese direkte
Vasokonstriktion nahm im Fall von Ergotamin, nicht aber im Fall von Dihydroergotamin signifikant
wihrend der 60-miniitigen Spiilung ab (£ = 49 + 2% bzw. E = 26 + 8%; ohne Abbildung). Da eine
Ermiidung der Organe oder eine Rezeptordesensibilisierung durch Dauerstimulation nicht
ausgeschlossen werden konnte (Bond et al., 1989; Watts et al., 1994; Roth et al., 1995; Hanley &
Hensler, 2002), wurde zusitzlich die antagonistische Wirkkomponente untersucht. Beide Ergoline
filhrten zu einer Hemmung der durch 5-HT induzierten Kontraktion (Ergotamin: £y = 98 + 1%, n =
4 bzw. Dihydroergotamin: Ey = 93 + 1%, n = 4). Im Gegensatz zu dem an a;5-Adrenozeptoren
durchgefiihrten Experiment konnte nach 60-miniitiger Spiilung fiir Ergotamin keine Abnahme der
Hemmwirkung bzw. fiir Dihydroergotamin nur eine geringfligige Abnahme der Hemmwirkung

beobachtet werden (En = 98 + 1% bzw. Eu = 83 £+ 4%; Abb. 60). Im Vergleich dazu konnte die
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Abb. 59. Hemmung der durch Noradrenalin (10 pM)
induzierten Kontraktion der Rattenschwanzarterie durch
Ergotamin (1 uM) bzw. Dihydroergotamin (DHE; 1 uM)
nach 0 — 60-miniitiger Spiilung. Dargestellt sind die
Hemmeffekte + S.E.M. aus (n) Experimenten. *P < 0,05,
*¥*p<0,01, ***P <0,001.

Zeit (min)
Abb. 60. Hemmung der durch 5-HT (10 pM) induzierten
Kontraktion der Rattenschwanzarterie durch Ergotamin
(0,03 uM) bzw. Dihydroergotamin (DHE; 0,1 pM) nach 0
— 60-miniitiger Spiilung. Dargestellt sind die Hemm-

effekte = S.E.M. aus (n) Experimenten. *P < 0,05.
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durch den kompetitiven 5-HT,s-Rezeptorantagonisten Ketanserin (0,1 pM) verursachte Hemmung
der 5-HT-induzierten Kontraktion durch eine 30-miniitige Spiilphase nahezu vollstindig

aufgehoben werden (ohne Abbildung).

Vergleichende Beurteilung: Sowohl an aia-Adrenozeptoren als auch an 5-HT:a-Rezeptoren der
Rattenschwanzarterie ist eine Resistenz der mit Ergotamin bzw. Dihydroergotamin behandelten
Organe gegeniiber einer 60-miniitigen Spiilung zu beobachten (Abb. 59, 60). Es lag somit fiir beide
Ergopeptine unter den experimentellen Bedingungen ein irreversibler bzw. nicht vollstindig
reversibler Mechanismus der Antagonisierung der durch Noradrenalin bzw. 5-HT vermittelten

Kontraktionen vor.

Bei einem Vergleich der Befunde an der Rattenschwanzarterie féllt die deutlich verlangsamte
Abnahme der Hemmeffekte von Ergotamin und Dihydroergotamin an 5-HTs-Rezeptoren im
Vergleich zu aua-Adrenozeptoren mit zunehmender Spiilzeit auf. Ebenfalls konnte eine weitgehende
Auswaschresistenz der durch beide Ergoline induzierten agonistischen Effekte an 5-HTa-
Rezeptoren der Rattenschwanzarterie beobachtet werden. Diese irreversible Aktivierung von 5-HT-
Rezeptoren durch Ergotamin und Dihydroergotamin ist im Einklang mit publizierten Befunden an
der V. saphena und den Vv. mesenteriales des Menschen (Ergotamin; Mikkelsen et al., 1981) sowie
an der Kaninchensaphenavene (Dihydroergotamin; Martin et al., 1995). Da die vorliegenden
Untersuchungen an aia-Adrenozeptoren und 5-HT:a-Rezeptoren im gleichen Gewebe durchgefiihrt
wurden, kann das unterschiedliche Verhalten beider Ergoline auf die Noradrenalin- bzw. 5-HT-
induzierte Kontraktion der Rattenschwanzarterie nicht auf einen gewebespezifischen Effekt (z.B.
Anreicherung in der Biophase), sondern auf einen rezeptorspezifischen Mechanismus zuriickgefiihrt

werden.

Als rezeptorspezifische Mechanismen kommen theoretisch u.a. eine allosterische Modulation, eine
Rezeptordimerisierung und eine Translokation des Rezeptors ins Cytoplasma in Frage (Kaumann &
Frenken, 1985, 1988; Lemoine & Kaumann, 1986; Frenken & Kaumann, 1987, 1989; Berry et al.,
1996; Hanley & Hensler, 2002). Entsprechend der Theorie der allosterischen Modulation des 5-
HT,s-Rezeptors fiihren allosterische Deaktivatoren zu einer Stabilisierung eines geringer aktiven
Zustands des Rezeptors, wihrend Aktivatoren den Rezeptor in einen aktiveren Zustand iiberfiihren
konnen. Einige Ergoline, wie z.B. Methysergid, LY 53857 und LSD, sind als allosterische
Deaktivatoren an 5-HT,s-Rezeptoren beschrieben worden, andere hingegen, wie z.B. Lysergyl-2-
methylbutyrat, sind allosterische Aktivatoren (Frenken & Kaumann, 1987; Kaumann, 1989; Pertz,
1996). Die Theorie der allosterischen Modulation kann jedoch nicht allein die beobachtete
Auswaschresistenz Ergotamin- und Dihydroergotamin-behandelter Organe erkldren, da diese

Auswaschresistenz nicht fiir andere allosterische Deaktivatoren an der Rattenschwanzarterie
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beobachtet werden konnte (z.B. Methysergid; Frenken & Kaumann, 1987).

Neuere Untersuchungen zeigten sowohl eine durch 5-HT,s-Rezeptoragonisten als auch eine durch
5-HT:a-Rezeptorantagonisten induzierte Rezeptorinternalisierung auf (Berry et al., 1996; Willins et
al., 1999). Dieser Mechanismus erklirt jedoch nicht allein die im Rahmen dieser Arbeit beobachtete
Depression des Maximaleffekt von 5-HT in Anwesenheit von Ergotamin bzw. Dihydroergotamin,
da 5-HT in Anwesenheit dieser Ergopeptine deutlich linger zur Erreichung eines Plateaueffekts
bendtigte (38 £ 8 s in Abwesenheit eines Ergopeptins, 165 £ 29 s in Anwesenheit von Ergotamin

und 255 + 45 s in Anwesenheit von Dihydroergotamin; jeweils n = 4; ohne Abbildung).

Die einfachste Erkldrung fiir die uniiberwindbare Antagonisierung der 5-HT-induzierten
Kontraktion der Rattenschwanzarterie durch Ergotamin und Dihydroergotamin ist jedoch eine
(pseudo-)irreversible Hemmung des 5-HT.a-Rezeptors durch eine unter experimentellen

Bedingungen zu langsame Dissoziation des Rezeptor-Ergolin-Komplexes (Vauquelin et al.,

2002a,b).
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3.3.2. 8a-Aminoergoline

Lisurid und Tergurid, zwei Ergoline mit 8a-
Aminoergolinstruktur, werden als potente
Agonisten (bzw. Partialagonisten) an Dopa-
minrezeptoren in der Therapie des Morbus

Parkinson eingesetzt (Fliickiger et al., 1985).

Neben einer hohen Affinitit zu allen
Dopaminrezeptorsubtypen ist in der Literatur
auch eine starke Interaktion mit 5-HT-

Rezeptoren sowie mit o;- und o-Adreno-
zeptoren beschrieben (Millan et al., 2002). Im
Rahmen dieser Arbeit erfolgte erstmals eine
subtypspezifische Charakterisierung beider 8a-
Aminoergoline an nativen o,-Adrenozeptoren.
Zusitzlich wurden Lisurid und Tergurid an 5-
HT,a-Rezeptoren der Rattenschwanzarterie und
der Schweinekoronararterie, sowie an 5-HTap-
Rezeptoren  der

Schweinepulmonalarterien

untersucht.

3.3.2.1. Effekte an a+-Adrenozeptoren

Sowohl Lisurid als auch Tergurid fungierten als
Antagonisten an  aja-Adrenozeptoren  der
Rattenschwanzarterie, an os-Adrenozeptoren
der Meerschweinchenmilz und an aip-Adreno-
zeptoren der Rattenaorta ohne zu einer Kon-
traktion dieser Organe zu fithren (Abb. 61).
Nach einer selektiven Adrenozeptorinaktivie-
rung mit Chloroethylclonidin (100 pM) und
vorausgegangener Protektion mit B8805-033 (3
uM) hemmten sowohl Lisurid als auch Tergurid
in submikromolarer Konzentration (Testkon-

zentration je 0,1 uM) dquipotent die Noradrena-

lin-induzierte Kontraktion der Rattenschwanz-
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Abb. 61. Antagonistische Effekte von Lisurid und
Tergurid auf die Noradrenalin-induzierte Kontraktion
der Rattenschwanzarterie nach Adrenozeptorinakti-
vierung mit Chloroethylclonidin (100 uM) und voraus-
gegangener Protektion mit B8§805-033 (3 uM) (a), auf
die Noradrenalin-induzierte Kontraktion der Meer-
schweinchenmilz (b) und auf die Noradrenalin-
induzierte Kontraktion der Rattenaorta (c). Dargestellt
sind die kontraktilen Effekte + S.EM. aus (n)
Experimenten relativ. zum Maximaleffekt des

Kontrollagonisten Noradrenalin.
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arterie. Die an oua-Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie ermittelten pKs-Werte fiir Lisurid und
Tergurid unterschieden sich nicht von denen an o;s-Adrenozeptoren der Meerschweinchenmilz und
an a;p-Adrenozeptoren der Rattenaorta bestimmten Werten (P > 0,05; Tab. 24). Wéhrend Lisurid
und Tergurid (je 0,1 pM) an oya-Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie und an op-Adrenozep-
toren der Rattenaorta zu keiner signifikanten Beeinflussung des Maximaleffekts von Noradrenalin
fithrten, verursachte Tergurid, nicht aber Lisurid, an o;s-Adrenozeptoren der Meerschweinchenmilz

eine moderate, aber signifikante Depression der £/[4]-Kurve von Noradrenalin.

Tab. 24. Antagonistische Effekte von 8a-Aminoergolinen an o-Adrenozeptor-

subtypen.

n Konz. uM)  pKg"®  Enw (%)
Rattenschwanzarterie (0:4-Adrenozeptoren)
Lisurid 4 0,1 7,89 +0,05 111+4
Tergurid 4 0,1 7,81 £0,07 108+4

Meerschweinchenmilz (o;z-Adrenozeptoren)

Lisurid 4 0,1 7,86 £0,05 90=+5
Tergurid 4 0,1 7,73+0,04 74+12
Rattenaorta (a;p-Adrenozeptoren)

Lisurid 5 0,1 7,94 +0,14 100+3
Tergurid 5 0,1 790+ 0,06 105+3

‘Scheinbarer pKp-Wert. "Eun. relativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten

Noradrenalin.

Bewertung des pharmakologischen Profils von Lisurid und Tergurid an vaskuliren o;-
Adrenozeptoren: Die an rekombinanten humanen a;-Adrenozeptorsubtypen ermittelten Radio-
ligandbindungsdaten (Millan et al., 2002) konnten durch die an oja-Adrenozeptoren der
Rattenschwanzarterie, a;s-Adrenozeptoren der Meerschweinchenmilz und oip-Adrenozeptoren der
Rattenaorta ermittelten pKs-Werte (Tab. 24) bestétigt werden. Funktionell ermittelte Daten fiir
Lisurid und Tergurid an o,-Adrenozeptorsubtypen sind bisher nur an rekombinanten humanen oua-
Adrenozeptoren in CHO-Zellen veroffentlicht worden. Demnach fithrten Lisurid und Tergurid zu
einer stillen Antagonisierung des Noradrenalin-induzierten [*H]-Phosphatidylinositolumsatzes

(Newman-Tancredi ef al., 2002a). Die auf Grund dieser Antagonisierung fiir beide S8a-



3.3. Ergoline

Aminoergoline ermittelten pKp-Werte (jeweils
8,0) sind identisch mit den im Rahmen der
vorliegenden Arbeit an nativen, vaskuldren o;a-
Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie er-
mittelten Werten. Dariiber hinaus konnte im
Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass
beide 8a-Aminoergoline nicht zwischen den
einzelnen o,-Adrenozeptorsubtypen diskrimi-
nieren konnen. Ebenso wurde festgestellt, dass
eine Hydrierung der Doppelbindung in A®'°-
Position der 8a-Aminoergoline, im Gegensatz
zu einer Hydrierung der 8B-Ergoline (siehe
Kapitel 3.3.1.1.), keine Zunahme an
antagonistischer Potenz an vaskuldren o-

Adrenozeptoren zur Folge hat.

3.3.2.2. Effekte an 5-HT-Rezeptoren

Rattenschwanzarterie (5-HT,s-Rezeptoren):
An der Rattenschwanzarterie fiithrten sowohl
Lisurid (10 nM) als auch Tergurid (300 nM) zu
einer Antagonisierung der 5-HT-induzierten
Kontraktion des Gefdmuskels. Dieser Antago-
nismus war scheinbar nichtkompetitiv, was
durch eine Depression des Maximaleffekts
deutlich wurde (Abb. 62a). Trotz unter-
schiedlicher Testkonzentrationen erwiesen sich
beide Substanzen, basierend auf den ermittelten
scheinbaren pKs-Werten, als etwa &aquipotent
(Tab. 25). Die an 5-HT:a-Rezeptoren der
Rattenschwanzarterie ermittelten antagonisti-
schen Affinititen von Lisurid und Tergurid
waren zudem vergleichbar mit Radioligand-
bindungsaffinititen zu rekombinanten 5-HT:a-

Rezeptoren (Millan et al., 2002).
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Abb. 62. Antagonistische Effekte von Lisurid und
Tergurid auf die 5-HT-induzierte Kontraktion der
Rattenschwanzarterie (a), auf die 5-HT-induzierte
Kontraktion der Schweinekoronararterie (b) und auf
die 5-HT-induzierte Relaxation der mit PGF,, (3 uM)
vorkontrahierten Schweinepulmonalarterien  (c).
Dargestellt sind die kontraktilen bzw. relaxierenden
Effekte £+ S.E.M. aus (n) Experimenten relativ zum
Maximaleffekt des Kontrollagonisten 5-HT. *Daten
fir Tergurid an 5-HT,s-Rezeptoren der Ratten-

schwanzarterie von Kien et al. (2004).
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Hohere Konzentrationen Lisurid (> 100 nM) flihrten zu einer moderaten Kontraktion der Ratten-
schwanzarterie (pECso = 6,86 £ 0,10; Enax = 16 = 4%, n = 3). Dieser kontraktile Effekt von Lisurid
steht jedoch nicht im Einklang mit einer Aktivierung von 5-HT»a-Rezeptoren. Einerseits konnte der
halbmaximale agonistische Effekt von Lisurid an der Rattenschwanzarterie erst bei einer deutlich
hoheren, fast zwei logarithmische Einheiten iiber der halbmaximalen Rezeptorbesetzung liegenden
Konzentration beobachtet werden, andererseits konnte die Lisurid-induzierte Kontraktion nicht
durch den 5-HT,a-Rezeptorantagonisten Ketanserin (3 nM) antagonisiert werden (n = 3, ohne
Abbildung). Da die beobachtete, durch Lisurid induzierte Kontraktion der Rattenschwanzarterie
somit nicht im Einklang mit einer Aktivierung von 5-HT,s-Rezeptoren stand, wurde sie im Rahmen
dieser Arbeit nicht weiter untersucht. Im Gegensatz zur Rattenschwanzarterie verhielt sich Lisurid
im [*H]-Phosphatidylinositolassay in CHO-Zellen als 5-HTa-Rezeptoragonist (Newman-Tancredi
et al., 2002b). Eine agonistische Wirksamkeit von Tergurid, wie sie ebenfalls im [*H]-
Phosphatidylinositolassay in CHO-Zellen beschrieben wurde (Newman-Tancredi et al., 2002b),

konnte im Rahmen dieser Arbeit an der Rattenschwanzarterie nicht beobachtet werden.

Schweinekoronararterie (5-HT:s-Rezeptoren): Lisurid und Tergurid (je 1 nM) fiihrten zu einer
scheinbar nichtkompetitiven Antagonisierung der 5-HT-induzierten Kontraktion der Schwei-
nekoronararterie durch eine Depression des Maximaleffekts ohne signifikante Rechtsverschiebung
der E/[A]-Kurve (Abb. 62b). Wie auch an der Rattenschwanzarterie fiihrten héhere Lisurid-Konzen-
trationen (> 10 nM), nicht aber hohere Tergurid-Konzentrationen, zu einer moderaten Kontraktion
(pECso = 7,79 £ 0,03; Enax = 15 + 4%; n = 6), die nicht durch den 5-HT:a-Rezeptorantagonisten
Ketanserin (10 nM) antagonisiert werden konnte (ohne Abbildung). Da diese durch Lisurid
vermittelte Kontraktion der Schweinekoronararterie nicht im Einklang mit einer Aktivierung von

5-HT:a-Rezeptoren stand, wurde sie im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht.

Schweinepulmonalarterien (5-HT,s-Rezeptoren): An den mit PGF,, (3 uM) vorkontrahierten
Schweinepulmonalarterien verhielten sich sowohl Lisurid als auch Tergurid als Antagonisten (Abb.
62c) ohne diese Gefdlle selbst zu relaxieren (Testkonzentrationen: 1 — 100 nM, nichtkumulatives
Versuchsdesign). Insbesondere Lisurid fiel durch seine subnanomolare antagonistische Potenz auf.
Auch an rekombinanten humanen 5-HT:s-Rezeptoren sind Tergurid und insbesondere Lisurid als

potente Antagonisten beschrieben worden (Millan et al., 2002; Newman-Tancredi ef al., 2002b).

Bewertung des pharmakologischen Profils von Lisurid und Tergurid an vaskuliren 5-HT-
Rezeptoren: Lisurid und Tergurid erwiesen sich als anndhernd &dquipotente Antagonisten an
5-HT,a-Rezeptoren der Rattenschwanzarterie und der Schweinekoronararterie. Obwohl pD'>- und
pKs-Werte nicht direkt miteinander verglichen werden konnen, ist eine stdrkere, bereits bei einer

Testkonzentration von 1 nM zu beobachtende Hemmung der 5-HT>a-Rezeptoren des Schweins im
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Vergleich zur Ratte auffillig. Eine derartige, speciesabhingige Diskrepanz der antagonistischen
Wirksamkeit zwischen rodenten und nichtrodenten 5-HT.s-Rezeptoren konnte bereits zuvor fiir
Lisurid und fiir einige weitere, nicht am Indolstickstoff substituierte Ergoline gezeigt werden (Pazos
et al., 1984; Nelson et al., 1993; Johnson et al., 1993; Hagen et al., 1994) und wird ausfiihrlicher im
Kapitel 3.3.3.4. diskutiert.

In der vorliegenden Arbeit konnte Lisurid als ein hochpotenter 5-HT.s-Rezeptorantagonist
identifiziert werden, der eine mindestens 8,3fache Selektivitit fiir 5-HTs-Rezeptoren gegeniiber 5-
HT,s-Rezeptoren zeigt. Eine Hydrierung der Doppelbindung in A*'°-Position des Lisurids zum
Tergurid bedingt hingegen den Verlust der 5-HT,s-Rezeptorselektivitit. Einen Hinweis auf eine
hohe 5-HT,s-Rezeptor-antagonistische Potenz von Lisurid lieferten bereits frithere Experimente am
Magenfundus der Ratte (Podvalova & Dlabac, 1970). Diese am Vormagen beobachtete, mit den
Migraneprophylaktika Methysergid und Pizotifen vergleichbare antiserotoninerge Wirkung wurde
daher mit der Antimigranewirksamkeit von Lisurid assoziiert (Podvalova & Dlabac, 1970; Schmuck
et al., 1996). Indirekt ist moglicherweise auch in der Parkinsontherapie die antagonistische Wirkung
von Lisurid und Tergurid an 5-HT»s-Rezeptoren vorteilhaft, da eine agonistische Wirksamkeit am
5-HT,s-Rezeptor, wie sie fiir Pergolid, Cabergolin und Bromocriptin an der Schweinepulmonal-
arterien beobachtet wurde (Jdhnichen et al., 2005), mit einem gehduften Auftreten fibrotischer
Herzklappenschdden nach chronischer Anwendung assoziiert wird (Launay ef al., 2002; Serratice et

al., 2002; Setola et al., 2003; VanCamp et al., 2003, 2004; Horvath et al., 2004).

Tab. 25. Antagonistische Effekte von 8a-Aminoergolinen an 5-HT-Rezeptorsubtypen.
n Konz. (uM)  pKi* E,ux (%)°

Rattenschwanzarterie (5-HT:s-Rezeptoren)

Lisurid 5 0,01 8,60+0,07 67+3

Tergurid® 4 0,3 8,38+0,13 63+3

Schweinekoronararterie (5-HT:a-Rezeptoren)

Lisurid 6 0,001 9,40 +£0,05¢ 29+3

Tergurid 4 0,001 9,02+0,10¢ 49+5

Schweinepulmonalarterien (5-HT:s-Rezeptoren)

Lisurid 4 0,001 10,32+ 0,10 76+4

Tergurid 5 0,01 8,49+0,11 81+12

Scheinbarer pKp-Wert. "Epnx relativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten 5-HT.
‘Daten von Kien et al. (2004). ‘pD’-Wert berechnet aus der Depression des
Maximaleffekts von 5-HT.



Seite 116 3.3. Ergoline

3.3.3. 1-Allyl-substituierte Ergoline

Da Ergoline eine hohe Affinitit zu o,- und o,-Adrenozeptoren sowie zu Dopamin- und 5-HT-
Rezeptoren zeigen (Tfelt-Hansen et al.,, 2002), war und ist diese Naturstoftklasse fiir
partialsynthetische Modifikationen interessant (sieche Kapitel 1.1.2.). Eine Alkylierung des
Indolstickstoffs hat in der Regel eine Zunahme der antagonistischen Potenz an 5-HTx-Rezeptoren
der Ratte zur Folge (Marzoni et al., 1987; Garbrecht et al., 1988; Misner et al., 1990; Pertz et al.,
1999b). Quantitative Untersuchungen der Struktur-Wirkungsbeziehung an (Dihydro-)Lyergsiure-
amiden und (Dihydro-)Lysergsdureestern ergaben, dass 1-methyl-, 1-ethyl- und 1-isopropy}
substituierte Derivate die an rodenten 5-HT:a-Rezeptoren potentesten Ergoline sind (Marzoni et al.,
1987; Misner et al., 1990). Dariiber hinaus zeigen 1-alkylierte Ergoline in der Regel eine deutlich
geringere Affinitdt zu a,-Adrenozeptoren (Cohen ef al., 1985a,b, 1988; Foreman et al., 1992; Pertz
et al., 1999a,b; Yoshio et al., 2001). Der Einfluss eines Allylsubstituenten an der N-1-Position des
Ergolingrundgeriistes ist hingegen noch nicht systematisch an 5-HT-Rezeptorsubtypen
verschiedener Species untersucht worden. Im folgenden Teil dieser Arbeit wurden daher 1-allylsub-
stituierte Derivate von Clavinen (1-Allylfestuclavin, 1-Allyllysergol), 8a-Aminoergolinen (1-Allyk
lisurid, 1-Allyltergurid), Ergopeptinen (1-Allylergotamin, 1-Allyldihydroergotamin) und sonstigen
Ergolinen (1-Allyldihydrolysergséure, 1-Allylluol) an vaskuldren und nichtvaskuldren Modellen zur

Charakterisierung a;-Adrenozeptor- und 5-HT-Rezeptor-vermittelter Effekte untersucht.

3.3.3.1. Effekte an a;-Adrenozeptoren

Die oben genannten 1-Allylergoline wurden an ois-Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie, an
as-Adrenozeptoren der Meerschweinchenmilz und an oip-Adrenozeptoren der thorakalen Ratten-
aorta charakterisiert. Dariiber hinaus wurden 1-Allylergotamin und 1-Allyldihydroergotamin an oya-
Adrenozeptoren des Rattensamenleiters und an ous-Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie
untersucht. Alle getesteten 1-Allylergoline erwiesen sich in den verwendeten Modellen als stille

Antagonisten ohne eigene intrinsische Aktivitét.

Rattenschwanzarterie (0:1a-Adrenozeptoren): Nach einer Inaktivierung von o,s- und a;p-Adreno-
zeptoren durch eine Vorbehandlung mit B8805-033 (3 uM) und Chloroethylclonidin (100 uM)
antagonisierten alle untersuchten 1-Allylergoline die Noradrenalin-induzierte Kontraktion der
Rattenschwanzarterie. £/[4]-Kurven von Noradrenalin in An- bzw. Abwesenheit von 1-Allylergo-
tamin und 1-Allyldihydroergotamin wurden exemplarisch in Abbildung 63 dargestellt. Bis auf
1-Allyllisurid (3 pM) und 1-Allyltergurid (3 pM), die zu einer signifikanten Reduktion des
Maximaleffekts von Noradrenalin fithrten (Emasx = 63 £ 9%, n = 4 bzw. Enx = 76 £ 7%, n = 4),

erwiesen sich alle untersuchten 1-Allylergoline als iiberwindbare Antagonisten, deren inhibitorische
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Effekte durch hohere Noradrenalinkonzentrationen aufgehoben wurden. Die antagonistische Potenz

(angegeben als pKg-Wert) nahm in der Reihenfolge 1-Allyltergurid > 1-Allyldihydroergotamin > 1-

Allyllisurid > 1-Allylergotamin > 1-Allylfestuclavin > 1-Allyldihydrolysersdure > 1-Allylluol > 1-

Allyllysergol ab (Tab. 26).

Tab. 26. Antagonistische Effekte von 1-Allylergolinen an osa-Adrenozeptoren der

Rattenschwanzarterie.

1-Allylfestuclavin
1-Allyllysergol
1-Allyldihydrolysergsédure
1-Allylluol

1-Allyllisurid
1-Allyltergurid
1-Allylergotamin

1-Allyldihydroergotamin

n Konz (uM)

4

4

4

4

3
3

1
1

PK5*
6,63 + 0,08
5,68 +0,17
6.28 + 0,03
5,97 £0,02
6,91 + 0,06
7,37+ 0,06
6,80 +£0,12
7,10+ 0,14

Epax (%)
90 +4
92+4
102+ 4
107+ 4
63+9
76 +7
92 +8
98+ 7

‘Scheinbarer pKp-Wert. °Em relativ. zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten

Noradrenalin.

Rattensamenleiter (0is-Adrenozeptoren): Die an den oia-Adrenozeptoren der Rattenschwanz-

arterie ermittelten pharmakologischen Daten fiir 1-Allylergotamin und 1-Allyldihydroergotamin

wurden am Samenleiter der Ratte tiberpriift. Wihrend in Anwesenheit von 1-Allylergotamin (1 pM)

eine Rechtsverschiebung der E/[A]-Kurve von Noradrenalin beobachtet wurde, fiihrte eine

Inkubation von 1-Allyldihydroergotamin (1 puM) zusitzlich zu einer Depression des Maximal-

effektes von Noradrenalin (Abb. 64, Tab. 27). Ungeachtet dessen konnte eine Ubereinstimmung der

Tab. 27. Antagonistische Effekte von 1-Allylergolinen an oja-Adrenozeptoren des

Rattensamenleiters.

1-Allylergotamin

1-Allyldihydroergotamin

n Konz. (uM)

PK*

E,u (%)

6,90+£0,09 91+7

7,22+0,08 62+3

‘Scheinbarer pKp-Wert. °En. relativ. zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten

Noradrenalin.
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gefundenen pKp-Werte an aja-Adrenozeptoren des Rattensamenleiters mit denen an oya-
Adrenozeptoren an der Rattenschwanzarterie gezeigt werden (1-Allylergotamin: 6,90 + 0,09 vs.

6,80 = 0,12; 1-Allyldihydroergotamin: 7,22 + 0,08 vs. 7,10 + 0,14).

° -4 ° -8
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Abb. 63. Antagonisierung der Noradrenalin-induzierten Abb. 64. Antagonisierung der Noradrenalin-induzierten

Kontraktion der Rattenschwanzarterie nach Adrenozep- Kontraktion des Rattensamenleiters durch 1-Allyl-

torinaktivierung mit Chloroethylclonidin (100 pM) und ergotamin (1 pM) und 1-Allyldihydroergotamin (1-

vorausgegangener Protektion mit B8805-033 (3 uM) in
Ab- bzw. Anwesenheit von 1-Allylergotamin (1 pM)
und 1-Allyldihydroergotamin (1-Allyl-DHE; 1 puM).

Allyl-DHE; 1 pM). Dargestellt sind die kontraktilen
Effekte + S.E.M. aus (n) Experimenten relativ zum

Maximaleffekt des Kontrollagonisten Noradrenalin.

Dargestellt sind die kontraktilen Effekte + S.E.M. aus
(n) Experimenten relativ zum Maximaleffekt des

Kontrollagonisten Noradrenalin.

Meerschweinchenmilz (o;s-Adrenozeptoren): In Anwesenheit der untersuchten 1-Allylergoline
konnte eine Rechtsverschiebung der E/[4]-Kurve von Noradrenalin beobachtet werden. Mit Hilfe
der Schild-Regressionsanalyse konnte exemplarisch gezeigt werden, dass 1-Allylergotamin und
1-Allyldihydroergotamin kompetitive Antagonisten am oys-Adrenozeptor der Meerschweinchenmilz
sind (Abb. 65). Im Gegensatz zu allen anderen 1-Allylergolinen reduzierten 1-Allyllisurid und
1-Allyltergurid den Maximaleffekt von Noradrenalin (En.x = 83 + 6%, n =4 bzw. Enwx =75 + 6%, n
= 4; ohne Abbildung). Die anhand der Rechtsverschiebung der E/[4]-Kurve ermittelte
antagonistische Potenz (quantifiziert als pKs-Wert) nahm in der Reihenfolge 1-Allyllisurid >
I-Allyltergurid > 1-Allylergotamin > 1-Allyldihydroergotamin > 1-Allylfestuclavin > 1-Allyl-
lysergol > 1-Allyldihydrolysergsdure > 1-Allylluol ab (Tab. 28).
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Abb. 65. Antagonisierung der Noradrenalin-induzierten Kontraktion der Meerschweinchenmilz durch 1-Allylergotamin
(0,3 — 10 uM) bzw. 1-Allyldihydroergotamin (1-Allyl-DHE; 0,3 — 10 uM). Mit Hilfe der Schild-Regressionsanalyse
(eingebettete Abbildungen) wurden pA,-Werte von 6,48 + 0,04 fiir 1-Allylergotamin und 6,31 £+ 0,07 fir 1-
Allyldihydroergotamin ermittelt. Die Anstiege der Ausgleichsgeraden in den Schild-Plots sind mit 0,90 + 0,06 und 0,86
+ 0,12 nicht signifikant von 1 verschieden. Dargestellt sind die kontraktilen Effekte + S.E.M. aus (n) Experimenten

relativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten Noradrenalin.

Tab. 28. Antagonistische Effekte von 1-Allylergolinen an os-Adrenozeptoren der

Meerschweinchenmilz.

n Konz. (uM) PKs* E,uc (%)
1-Allylfestuclavin 4 3 6,03+ 0,07 103+6
1-Allyllysergol 4 3 5,69+0,05 102+2
1-Allyldihydrolysergsdure 4 3 5,54+0,05 102+3
1-Allylluol 4 3 539+0,15 102+3
1-Allyllisurid 4 3 6,94+0,14 83+6
1-Allyltergurid 4 3 6,88+0,15 75+6
1-Allylergotamin 16 03-10 6,48+0,04 90+13

1-Allyldihydroergotamin 16 03-10 6,31+0,07 107+18

*Scheinbarer bzw. voller pKs-Wert. °E.. relativ zum Maximaleffekt des

Kontrollagonisten Noradrenalin.

Rattenschwanzarterie (az-Adrenozeptoren): Die an den o,-Adrenozeptoren der Meerschwein-
chenmilz ermittelten Affinitétsdaten fiir 1-Allylergotamin und 1-Allyldihydroergotamin wurden an
vaskuldren os-Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie nach Blockade der an diesem Organ

ebenfalls vorkommenden aia-Adrenozeptoren mittels B8805-033 (3 uM) iberpriift. Unter diesen
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experimentellen Bedingungen filihrten beide 1-

Allylergopeptine  zu  einer  reversiblen
Antagonisierung der Noradrenalin-induzierten
Kontraktion der Rattenschwanzarterie (Abb.
66). Die ermittelten pKs-Werte an a;s-Adreno-
zeptoren der Rattenschwanzarterie lagen im
gleichen Bereich wie die an os-Adreno-
zeptoren der Meerschweinchenmilz
ermittelten Daten (1-Allylergotamin: 6,62 =+
0,05 vs. 6,48 £ 0,04; 1-Allyldihydroergotamin:

6,42 % 0,09 vs. 6,31 +0,07) (Tab. 29).
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Abb. 66. Antagonisierung der Noradrenalin-induzierten
Kontraktion der Rattenschwanzarterie in Gegenwart von
B8805-033 (3 uM) in Ab- bzw. Anwesenheit von 1-
Allylergotamin (1 uM) und 1-Allyldihydroergotamin (1-
Allyl-DHE; 1 uM). Dargestellt sind die kontraktilen
Effekte £+ S.E.M. aus (n) Experimenten relativ zum

Maximaleffekt des Kontrollagonisten Noradrenalin.

Tab. 29. Antagonistische Effekte von 1-Allylergolinen an as-Adrenozeptoren der

Rattenschwanzarterie.
n Konz. uM)  pKp* E,.. (%)
1-Allylergotamin 3 1 6,62 + 0,05 97+3
1-Allyldihydroergotamin 3 1 6,42 + 0,09 101 £3

‘Scheinbarer pKp-Wert. °En relativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten

Noradrenalin.

Rattenaorta (ap-Adrenozeptoren): An der thorakalen Rattenaorta fiihrten alle getesteten 1-Allyl

ergoline zu einer Rechtsverschiebung der E/[4]-Kurve von Noradrenalin ohne bzw. mit einer

moderaten Depression des Maximaleffekts (im Falle von 1-Allylergotamin). Die anhand der

Rechtsverschiebung ermittelte antagonistische Potenz (pKs-Wert) nahm in der Reihenfolge 1-Allyl-

lisurid > 1-Allyldihydroergotamin > 1-Allylfestuclavin > 1-Allylergotamin > 1-Allyltergurid >
1-Allyllysergol > 1-Allyldihydrolysergsédure > 1-Allylluol ab (Tab. 30). Mit Hilfe der Schild-

Regressionsanalyse konnte exemplarisch gezeigt werden, dass sich 1-Allylergotamin und 1-Allyl-

dihydroergotamin unter diesen experimentellen Bedingungen als kompetitive Antagonisten

verhielten (Abb. 67).
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Abb. 67. Antagonisierung der Noradrenalin-induzierten Kontraktion der Rattenaorta durch 1-Allylergotamin (0,3 — 10
uM) bzw. 1-Allyldihydroergotamin (1-Allyl-DHE; 0,3 — 10 pM). Mit Hilfe der Schild-Regressionsanalyse (eingebettete
Abbildungen) wurden pA4,-Werte von 6,36 £ 0,06 fiir 1-Allylergotamin und 6,60 + 0,04 fiir 1-Allyldihydroergotamin

ermittelt. Die Anstiege der Ausgleichsgeraden in den Schild-Plots sind mit 1,13 &+ 0,06 und 1,02 + 0,05 nicht signifikant

von 1 verschieden. Dargestellt sind die kontraktilen Effekte + S.E.M. aus (n) Experimenten relativ zum Maximaleffekt

des Kontrollagonisten Noradrenalin.

Tab. 30. Antagonistische Effekte von 1-Allylergolinen an ojp-Adrenozeptoren der

Rattenaorta.

1-Allylfestuclavin
1-Allyllysergol
1-Allyldihydrolysergsdure
1-Allylluol

1-Allyllisurid
1-Allyltergurid
1-Allylergotamin

1-Allyldihydroergotamin

n Konz. (uM) pKs* E,.c (%)
6 10 6,47+0,06 99+5
6 10 5,83+0,07 97+3
6 10 5,62+£0,06 102+3
6 10 5,09£0,10 104+2
6 10 6,62+0,09 93+5
6 10 6,36 £0,12 104+5
12 0,3-10 6,36+0,06 82+3
12 0,3-10 6,60+0,04 92+4

‘Scheinbarer pKp-Wert. °Eun. relativ. zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten

Noradrenalin.

3.3.3.2. Effekte an 5-HT-Rezeptoren

Zur Charakterisierung ihrer pharmakologischen Eigenschaften wurden die 1-Allylergoline 1-

Allylfestuclavin, 1-Allyllysergol, 1-Allyllisurid, 1-Allyltergurid, 1-Allylergotamin, 1-Allyldihydro-

ergotamin, 1-Allyldihydrolysergsdure und 1-Allylluol an 5-HT:a-Rezeptoren der Rattenschwanz-
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arterie und der Schweinekoronararterie sowie an 5-HT,s-Rezeptoren der Schweinepulmonalarterien
untersucht. Zusétzlich wurden 1-Allylergotamin und 1-Allyldihydroergotamin an 5-HTis-
Rezeptoren der Meerschweinchenbeckenschlagader und an 5-HT;-Rezeptoren der Lauferschwein-
pulmonalarterien charakterisiert. In diesen Testsystemen verhielten sich die 1-Allylergoline als

Antagonisten oder als Partialagonisten.

Meerschweinchenbeckenschlagader (5-HT;g- o -(6)
Rezeptoren): Im Gegensatz zu Ergotamin und 120 A 0.1 uM1-Allylergotamin (6)
/v 0,1 uM 1-Allyl-DHE (6)
Dihydroergotamin fiihrten weder 1-Allylergo- 100
tamin noch 1-Allyldihydroergotamin in sub- &
c
mikromolarer Konzentration zu einer Kontrak- '3-'%
©
tion der moderat mit PGF,, (0,1 bis 1 uM) vor- 5
X
kontrahierten ~Meerschweinchenbeckenschlag-

ader (ohne Abbildung). Beide 1-Allylergo- 9 8 . 5 5 4
peptine fungierten hingegen als Antagonisten log [5-HT] (M)

des Serotonins an 5-HT-Rezeptoren dieses Abb. 68. Antagonisierung der 5-HT-induzierten

. . Kontraktion der Meerschweinchenbeckenschlagader
Organs und fiihrten zu einer Rechts- g

nach moderater Vorkontraktion mit PGF,, durch 1-

verschiebung und zu einer Depression der E/ Allylergotamin (0,1 M) und 1-Allyldihydroergotamin

[4]-Kurve von 5-HT (Abb. 68). Die 1-Allyl- (1-Allyl-DHE; 0,1 pM). Dargestellt sind die kon-
ergolin-induzierte Depression des Maximal- traktilen Effekte + S.E.M. aus (n) Experimenten relativ

effekts von 5-HT nahm konzentrationsabhingig zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten 5-HT.

zu (ohne Abbildung). Die anhand der
Rechtsverschiebung der E/[4]-Kurve von 5-HT berechneten Gleichgewichtsdissoziationskonstanten

fiir 1-Allylergotamin und 1-Allyldihydroergotamin sind in Tabelle 31 dargestellt.

Tab. 31. Antagonistische Effekte von 1-Allylergolinen an 5-HT,s-Rezeptoren der

Meerschweinchenbeckenschlagader.

n Konz. (uM)  pKg*  Enuw (%)
1-Allylergotamin 6 0,1 755+0,25 64+3
1-Allyldihydroergotamin 6 0,1 7,13+£0,16 78+10

Scheinbarer pKp-Wert. °Eya relativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten 5-HT.

Rattenschwanzarterie (5-HT:s-Rezeptoren): Die kontraktilen Effekte von 5-HT lieBen sich durch

I-Allylergoline in submikromolaren Konzentrationen antagonisieren. Ihre antagonistische Potenz
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(quantifiziert als pKs-Wert) nahm dabei in der Reihenfolge 1-Allylluol < 1-Allyldihydroergotamin <

1-Allylfestuclavin < 1-Allyldihydrolysergsdure < 1-Allyltergurid < 1-Allyllysergol < 1-Allyllisurid
zu (Tab. 32).

Mit Hilfe der Schild-Regressionsanalyse konnte gezeigt werden, dass sich 1-Allylfestuclavin,
1-Allyllysergol, 1-Allyldihydrolysergsdure und 1-Allylluol an 5-HT:a-Rezeptoren der Ratten-
schwanzarterie als kompetitive Antagonisten verhielten (Abb. 69). Zunehmende Konzentrationen
von 1-Allyllisurid und 1-Allyltergurid verursachten ebenfalls eine Rechtsverschiebung der E/[A4]-
Kurve von S5-HT. Im Gegensatz zu den 1-Allylderivaten von Festuclavin, Lysergol,
Dihydrolysergsdure und Luol fiihrten beide 1-Allyl-8a-aminoergoline zusétzlich zu einer
signifikanten Verringerung des Maximaleffekts von 5-HT (Abb. 70). Die Depression des

Maximaleffekts zeigte keine eindeutige Konzentrationsabhiingigkeit. Ahnliche Beobachtungen
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Abb. 69. Antagonisierung der 5-HT-induzierten Kontraktion der Rattenschwanzarterie durch 1-Allylfestuclavin (10 —
300 nM), 1-Allyllysergol (3 — 100 nM), 1-Allyldihydrolysergsdure (1-Allyl-DHLSA; 30 — 1000 nM) und 1-Allylluol
(0,1 — 3 uM). Dargestellt sind die kontraktilen Effekte + S.E.M. aus (rn) Experimenten relativ zum Maximaleffekt des
Kontrollagonisten 5-HT. Mit Hilfe der Schild-Regressionsanalyse (eingebettete Abbildungen) wurden p4,-Werte von
7,89 £ 0,03 fiir 1-Allylfestuclavin, 7,45 + 0,03 fiir 1-Allyllysergol, 7,97 + 0,05 fiir 1-Allyldihydrolysergsédure und 7,33 +
0,04 fiir 1-Allylluol ermittelt. Die Anstiege der Ausgleichsgeraden in den Schild-Plots sind mit 1,06 + 0,04, 0,97 + 0,03,
1,09 £ 0,07 und 0,94 + 0,06 nicht signifikant von 1 verschieden.
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wurden flir Methysergid, (S)-Methylketanserin, Altanserin, Setoperon und LY 53857 an 5-HTa-
Rezeptoren der Rattenschwanzarterie sowie fiir Ketanserin an 5-HT:a-Rezeptoren der
Meerschweinchentrachea dokumentiert (Lemoine & Kaumann, 1986; Frenken & Kaumann, 1987;
Elz, 1995; Pertz, 1996). Fiir dieses Phinomen wurde eine Aktivierung einer heterogenen Rezeptor-
population, ein pseudoirreversibler Antagonismus und eine allosterische Rezeptormodulation als
Ursache diskutiert (Bond et al., 1989; Elz, 1995). Unter den gewéhlten experimentellen Be-
dingungen, also in Abwesenheit eines Co-Stimulanzes, aktiviert 5-HT an der Rattenschwanzarterie
selektiv 5-HT,x-Rezeptoren (Froldi ef al., 2003). Ein pseudoirreversibler Antagonismus kann zwar
eine konzentrationsabhéngige, jedoch nicht die beobachtete konzentrationsunabhingige Depression
des Maximaleffekts erkldren. Am besten im Einklang mit der beobachteten konzentrations-
unabhingigen Depression des Maximaleffekts steht die Theorie der allosterischen Hemmung nach
Kaumann, die bereits im Kapitel 3.3.1.3. diskutiert wurde (Kaumann & Frenken, 1985, 1988;
Lemoine & Kaumann, 1986; Frenken & Kaumann, 1987, 1989; Vauquelin et al., 2002a,b). Dieser
Theorie entsprechend kann ein Ligand sowohl an der orthosterischen als auch an einer
allosterischen Bindungstelle im oder (wie von den Autoren postuliert) am Rezeptor binden. Durch
Anbindung eines allosterischen Inhibitors an eine allosterische Bindungsstelle kann der Rezeptor in
einen weniger aktiven Zustand iiberfiihrt werden. Das AusmaB der Uberfiihrung in den weniger
aktiven Zustand ist von der Identitit des allosterischen Inhibitors abhingig, was durch eine
unterschiedlich starke Depression des Maximaleffekts durch Ketanserin, Methysergid und

Ritanserin gezeigt werden konnte (Frenken & Kaumann, 1987).
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Abb. 70. Antagonisierung der 5-HT-induzierten Kontraktion der Rattenschwanzarterie durch 1-Allyllisurid (1 — 30 nM)
und 1-Allyltergurid (1 — 30 nM). Dargestellt sind die kontraktilen Effekte + S.E.M. aus (n) Experimenten relativ zum
Maximaleffekt des Kontrollagonisten 5-HT. Mit Hilfe der Schild-Regressionsanalyse (eingebettete Abbildungen)
wurden pA,-Werte von 8,84 + 0,09 fiir 1-Allyllisurid und 8,57 £ 0,08 fiir 1-Allyltergurid ermittelt. Der Anstieg der
Ausgleichsgeraden im Schild-Plot von 1-Allyllisurid ist mit 0,98 + 0,06 nicht signifikant von 1,00 verschieden, wéhrend
der von 1-Allyltergurid (1,26 = 0,05) eine signifikante Abweichung von 1,00 zeigt.



3.3. Ergoline Seite 125

Obwohl beide 1-Allyl-8a-aminoergoline keine rein-kompetitiven Antagonisten sind, wurde eine
Bestimmung des pKp-Wertes mit Hilfe des Verfahrens nach Schild durchgefiihrt. Wahrend der
Anstieg der Regressionsgeraden von 1-Allyllisurid mit 0,98 £+ 0,06 nicht signifikant von 1
verschieden war, konnte fiir 1-Allyltergurid mit 1,26 + 0,05 eine signifikante Abweichung gefunden
werden. Diese erhohte Steigung der Regressionsgeraden im Schild-Plot von 1-Allyltergurid kann
moglicherweise durch eine nicht ausreichende Aquilibierung zwischen Antagonist und Rezeptor
unter den gewdhlten Versuchsbedingungen erkldrt werden (Kenakin, 1993). Ebenso sollte
beriicksichtigt werden, dass die Methode der Schild-Regressionsanalyse nur fiir Antagonisten, die
nicht zu einer Reduktion des Maximaleffekts eines Agonisten fiihren (iiberwindbare Antagonisten),

eine valide Schiatzung der Gleichgewichtsdissoziationskonstanten liefert.

Das pharmakologische Verhalten der unter-

O 5-HT (6)
suchten 1-Allylergopeptine an 5-HT:s-Rezep- A 1-Allylergotamin (5)
toren der Rattenschwanzarterie ist uneinheit- 1207 v 1-Allylergotamin +
100 3 nM Ketanserin (4)
lich. Wihrend sich 1-Allyldihydroergotamin <3
< 80+
als stiller, nichtkompetitiver Antagonist ver- s
Z 60
hielt (pKs = 7,65 + 0,05, n = 5, ohne © w0
-E _
Abbildung), fiihrte 1-Allylergotamin zu einer N 20
moderaten Kontraktion dieses Organs (Abb. 03
I I I !
71). Diese 1-Allylergotamin-induzierte Kon- -9 -8 -7 -6 -5 -4

log [Agonist] (M)
traktion der Rattenschwanzarterie konnte ) ]
Abb. 71. 5-HT,a-Rezeptor-vermittelte Kontraktion der

mittels Ketanserin (3 nM) gehemmt werden. Rattenschwanzarterie durch 5-HT und durch 1-Allyl-
Der fiir Ketanserin gegen I1-Allylergotamin ergotamin. Die durch 1-Allylergotamin induzierte Kon-
ermittelte scheinbare p4,-Wert von 9,00 + 0,11 traktion der Rattenschwanzarterie konnte mittels Ketan-
serin (3 nM) inhibiert werden (scheinbarer p4, = 9,00 £

0,11). Dargestellt sind die kontraktilen Effekte + S.E. M.

(n = 4) stimmt mit Literaturdaten fiir Ketan-
serin an rekombinanten und nativen 5-HT,a- , ) _
aus (n) Experimenten relativ zum Maximaleffekt des

Rezeptoren iiberein (Hoyer et al., 1994). Die Kontrollagonisten 5-HT.
1-Allylergotamin-induzierte partielle Kontrak-

tion der Rattenschwanzarterie steht somit im Einklang mit einer Aktivierung von 5-HTa-
Rezeptoren. Die antagonistische Wirkkomponente des Partialagonisten 1-Allylergotamin wurde mit
Hilfe des Verfahrens nach Kaumann und Marano charakterisiert. 1-Allylergotamin (10 nM) fiihrte
zu einer Rechtsverschiebung und zu einer Depression der E/[4]-Kurve von 5-HT. Hohere
Testkonzentrationen fithrten im Gegensatz zu 1-Allyllisurid und 1-Allyltergurid zu einer stirkeren
und konzentrationsabhdngigen Depression des Maximaleffekts von 5-HT, so dass eine

Quantifizierung der antagonistischen  Effekte von  1-Allylergotamin  bei  hoheren

Testkonzentrationen nicht mehr moglich war (ohne Abbildung).
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Tab. 32. Partialagonistische und antagonistische Effekte von 1-Allylergolinen an 5-HT»a-Rezeptoren der Rattenschwanzarterie.

Agonismus Antagonismus

n PECsy  Enu (%)  pKp n Konz. (uM) pKpbzw. pKg Eu (%)°

1-Allylfestuclavin 6 - 0 - 17 0,01-03 7,89+003 96+4
1-Allyllysergol 8 - 0 - 24 0,003-0,1 845+0,03 98+7
1-Allyldihydrolysergsdure 5 - 0 - 15 0,03-1 7,97+0,05 88+£5
1-Allylluol 5 - 0 - 15 0,1-3 7,33+£0,04 9342
1-Allyllisurid 5 - 0 - 18 0,001 — 0,03 884+0,09 62+3
1-Allyltergurid 5 - 0 - 18 0,001 —0,03 8,44+0,08 72+4
1-Allylergotamin 5 800+005 213 7,85+0,05 5 0,01 785+0,12 66+6
1-Allyldihydroergotamin 5 - 0 - 5 0,03 7,65+0,05> 50+3

*Ema relativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten 5-HT. *Scheinbarer pKp-Wert.

Schweinekoronararterie  (5-HT:s-Rezepto-

® -(8
ren): An der Schweinekoronarterie verhielten A 30 nM1-Allylergotamin (6)
120-¥ 100 nM 1-Allyl-DHE (6)
sich alle untersuchten 1-Allylergoline, ein- 100
schlieBlich 1-Allylergotamin, als stille Antago- g 80
nisten. Sie fithrten zu einer Rechtsverschiebung .§ 60
x

. ©
der E/[A]-Kurve von 5-HT, wéhrend 1-Allyl- g 40-
lisurid, 1-Allylergotamin und 1-Allyldihy- ~ 20-
droergotamin zusétzlich eine Depression des 07 : — ‘

. . - 7 - - 4 -
Maximaleffekts von 5-HT verursachten. Die E/ 8 |096[5_HT] ?M) 3
[4]-Kurven von 5-HT in An- bzw. Abwesenheit Abb. 72. Antagonisierung der 5-HT-induzierten
von 1-Allylergotamin und 1-Allyldihydro- Kontraktion der Schweinekoronararterie durch 1-Allyl

ergotamin (30 nM) und durch 1-Allyldihydroergotamin
(1-Allyl-DHE; 100 nM). Dargestellt sind die
kontraktilen Effekte + S.E.M. aus (n) Experimenten

ergotamin sind exemplarisch in Abb. 72
dargestellt. Die antagonistische Potenz der
I-Allylergoline, berechnet anhand der Rechts- relativ. zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten
verschiebung der E/[A]-Kurve von 5-HT, war 5-HT.

an 5-HT:a-Rezeptoren der Schweinekoronar-

arterie generell geringer als an 5-HT,s-Rezeptoren der Rattenschwanzarterie. Sie nahm in der

Reihenfolge 1-Allylluol < 1-Allyldihydrolysergsdure < 1-Allyldihydroergotamin < 1-Allyl-
festuclavin < 1-Allylergotamin < 1-Allyllysergol < 1-Allyltergurid < 1-Allyllisurid zu (Tab. 33).
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Tab. 33. Antagonistische Effekte von 1-Allylergolinen an 5-HT.x-Rezeptoren der

Schweinekoronararterie.

n Konz. (uM) pKy' E.uw (%)

1-Allylfestuclavin 5
1-Allyllysergol 6

1-Allyldihydrolysergséure 4

1-Allylluol 5
1-Allyllisurid 6
1-Allyltergurid 6
1-Allylergotamin 6

1-Allyldihydroergotamin 6

0,3 6,98+ 0,07 94+8
0,3 7,70 £0,04 132+24
0,3 6,75+0,06 97+6
0,3 6,67+0,05 96+8
0,03 8,61 +0,02 78+7
0,03 7,94+0,04 107+9
0,03 7,31+0,07 51+6

0,1 6,86 0,12 69+6

Scheinbarer pKp-Wert. *Eya relativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten 5-HT.

Schweinepulmonalarterien (5-HTs-Rezeptoren): An den mit PGF,, (3 uM) vorkontrahierten

Schweinepulmonalarterien fiihrten 1-Allylergotamin und 1-Allyldihydroergotamin zu einer

moderaten Relaxation (pECso = 7,5 = 0,4, Enax =26 = 3%, n =4 bzw. pECso = 7,2 £ 0,3, Enex =24 +

O B5HT(6)
A 1-Ally-DHE (5)

¥V 1-Ally-DHE +
1 uM SB 206553 (5)

& 1-Allylergotamin (4)

B 1-Allylergotamin +
| 1 uM SB 206553 (3)

I I I
-0 9 8 -7 6 -5 -4
log [Agonist] (M)

Abb. 73. Relaxation der Schweinepulmonalarterien nach
Vorkontraktion mit PGF,, (3 uM) durch 5-HT, 1-Allyl-
ergotamin und 1-Allyldihydroergotamin (1-Allyl-DHE).
Die 1-Allylergotamin- und 1-Allyldihydroergotamin-
induzierten Relaxationen konnten nicht durch den
5-HT2s-Rezeptorantagonisten SB 206553  inhibiert
werden. Dargestellt sind die relaxierenden Effekte +
S.E.M. aus (n) Experimenten relativ zum Maximaleffekt

des Kontrollagonisten 5-HT.
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Abb. 74. Inhibition der 5-HT-induzierten Relaxation

der mit PGF,, (3 uM) vorkontrahierten Schweinepul-
monalarterien durch 1-Allylergotamin (10 nM) und
durch 1-Allyldihydroergotamin (1-Allyl-DHE; 10 nM).
Dargestellt sind die relaxierenden Effekte £ S.E.M. aus
(n) Experimenten relativ zum Maximaleffekt des

Kontrollagonisten 5-HT.
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3%, n = 5). Diese durch beide 1-Allylergopeptine induzierte Relaxation der Schweinepulmonal
arterien wurde nicht durch den 5-HTss-Rezeptor vermittelt, da sie sich nicht durch den 5-HTg/c-

Rezeptorantagonisten SB 206553 (1 uM) inhibieren lieB (Abb. 73). Das Phinomen wurde nicht

weiter untersucht.

Andererseits fiilhren sowohl 1-Allylergotamin als auch 1-Allyldihydroergotamin zu einer
Rechtsverschiebung und einer Depression der E/[4]-Kurve von 5-HT (Abb. 74). Beide Substanzen
sind somit nichtkompetitive Antagonisten. Basierend auf der Rechtsverschiebung der E/[4]-Kurve
von 5-HT wurden sowohl fiir 1-Allylergotamin (pKsz = 9,11 + 0,18, n = 7) als auch fiir 1-
Allyldihydroergotamin (pKs = 9,54 + 0,12, n = 4) subnanomolare Affinitidten zu 5-HT:s-Rezeptoren

der Schweinepulmonalarterien ermittelt (Tab. 34).

1-Allylfestuclavin 1-Allyllysergol
0 ® 0(8) 0 ® 0(8)

20 A 018uM(4) 20 A 003uM(4)
] Y 1uM(5) o Y 0,18 uM4)
X 40- * 56uM(4) * 40- ¢ 1uM(5)

c ] -og c -log
8 60 [1-Allyffestuclavin] / M 8 60+ [1-Allyllysergol] / M
e 1 8 7 6 5 _ S 8 7 6 5 _
S 80- 22 880 —2%
(h'd 1 o/ | 04 L
100- // 'S T100- . 'S
i 8 0= 4 0=
120 T I I I I I T 1 120 T I I I I I 1
-0 9 -8 -7 -6 - -4 -0 9 -8 -7 -6 S5 4
log [5-HT] (M) log [5-HT] (M)
1-Allyl-DHLSA 1-Allylluol

0 ® 0(8) 0 ® 0(8)

20- A 1uM(5) 20- A 018uM4)
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£ 40 * 10uM (@) X 40 & 56uM(4)
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X, ° 2 2, 870§
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120 — I \ \ \ \ 120 — I I I \ \
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Abb. 75. Antagonisierung der 5-HT-induzierten Relaxation der Schweinepulmonalarterien durch 1-Allylfestuclavin
(0,18 — 5,6 uM), 1-Allyllysergol (0,03 — 1 uM), 1-Allyldihydrolysergsdure (1-Allyl-DHLSA; 1 — 10 uM) und 1-Allyt
luol (0,18 — 5,6 uM). Dargestellt sind die relaxierenden Effekte + S.E.M. aus (n) Experimenten relativ zum
Maximaleffekt des Kontrollagonisten 5-HT. Mit Hilfe der Schild-Regressionsanalyse (eingebettete Abbildungen)
wurden pA4,-Werte von 6,74 + 0,07 fir 1-Allylfestuclavin, 7,61 £ 0,04 fiir 1-Allyllysergol, 6,51 + 0,09 fiir 1-Allyk
dihydrolysergsdure und 6,92 + 0,07 fiir 1-Allylluol ermittelt. Die Anstiege der Ausgleichsgeraden in den Schild-Plots
sind mit 1,03 + 0,10, 0,92 + 0,07, 1,17 = 0,22 und 0,95 + 0,11 nicht signifikant von 1 verschieden.
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Auch 1-Allylfestuclavin, 1-Allyllysergol, 1-Allyldihydrolysergsdure, 1-Allylluol, 1-Allyllisurid und
1-Allyltergurid antagonisierten nach einer Vorkontraktion mit PGFE,, die 5-HT-induzierte Relaxa-
tion der Schweinepulmonalarterien. 1-Allylfestuclavin, 1-Allyllysergol, 1-Allyldihydrolysergsdure
und 1-Allylluol verhielten sich als kompetitive Antagonisten, was mit Hilfe der Schild-Regressions-
analyse gezeigt werden konnte (Abb. 75), wihrend 1-Allyllisurid, nicht aber 1-Allyltergurid, zu
einer signifikanten Depression des Maximaleffektes von 5-HT fiihrte (ohne Abbildung).

Die an 5-HT:s-Rezeptoren der Schweinepulmonalarterien ermittelten submikromolaren Affinitéts-
daten von 1-Allylfestuclavin, 1-Allyllysergol, 1-Allyltergurid und 1-Allyllisurid sind in Tabelle 34
dargestellt und lagen im gleichen Bereich wie die entsprechenden pKgs-Werte an 5-HT,s-Rezeptoren

der Schweinekoronararterie.

Tab. 34. Partialagonistische und antagonistische Effekte von 1-Allylergolinen an 5-HT2s-Rezeptoren der Schweinepulmonalarterien.

Agonismus Antagonismus

n PECsy  E,. (%) pKp n Konz. (uM) Kz Enu (%)

1-Allylfestuclavin 2 - 0 - 13 0,18-5,6 6,74+0,07 102+3
1-Allyllysergol 2 - 0 - 13 0,03-1 7,61 £0,04 108+7
1-Allyldihydrolysergsdure 2 - 0 - 12 1-10 6,51 0,09 111<£5
1-Allylluol 2 - 0 - 12 0,18-5,6 6,92+0,07 89+20
1-Allyllisurid 2 - 0 - 6 1 8,17+0,16" 48+5
1-Allyltergurid 2 - 0 - 6 1 7,67+0,14> 106 +3
1-Allylergotamin 4 - 26+ 3¢ - 7 0,01 9,11 +0,18 647
1-Allyldihydroergotamin 5 - 24 £3° - 4 0,01 9,54+£0,12> 61+7

*Emax Telativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten 5-HT. °Scheinbarer pKs-Wert. ‘Relaxierender Effekt nicht durch 5-HTsg-

Rezeptoren vermittelt (siche Text).

Liuferschweinpulmonalarterien (5-HT-;-Rezeptoren): Sowohl 1-Allylergotamin als auch
1-Allyldihydroergotamin antagonisierten die 5-Carboxamidotryptamin-induzierte Relaxation der
mit PGF,, (1 uM) vorkontrahierten Lauferschweinpulmonalarterien ohne selbst eine intrinsische
Aktivitdit zu besitzen (Abb. 76). Anhand der Rechtsverschiebung der FE/[A]-Kurve von
5-Carboxamidotryptamin wurden scheinbare pKg-Werte von 791 £ 0,03 (n = 4) fiir
1-Allylergotamin und 6,85 £+ 0,22 (n = 3) fiir 1-Allyldihydroergotamin ermittelt (Tab. 35).
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Abb. 76. Inhibition der durch 5-Carboxamidotryptamin (5-CT)

0
20; induzierten Relaxation der Léauferschweinpulmonalarterien

< 40; nach Vorkontraktion mit PGF,, (1 uM) durch 1-Allylergotamin
5 60; (1 uM) und durch 1-Allyldihydroergotamin (1-Allyl-DHE; 1
§ 80; uM). Dargestellt sind die relaxierenden Effekte + S.E.M. aus
m 4
E 100-(® -(4) (n) Experimenten relativ zum  Maximaleffekt des

120- A 1 pM1-Allylergotamin (4) Kontrollagonisten 5-CT.

140 v “I pM ‘I‘-AIIy‘I-DI‘-IE (?) | |

9 8 7 6 5 -4
log [5-CT] (M)

Tab. 35. Antagonistische Effekte von 1-Allylergolinen an 5-HT;-Rezeptoren der

Lauferschweinpulmonalarterien.
n Konz. (uM)  pKs*  E.uw (%)
1-Allylergotamin 4 1 791+0,03 72+ 14
1-Allyldihydroergotamin 3 1 6,85+0,22 114 +21

"Scheinbarer pKp-Wert. °Eu relativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten

5-Carboxamidotryptamin.

3.3.3.3. Auswaschexperimente

Wie Ergotamin und Dihydroergotamin verhielten sich auch 1-Allylergotamin und 1-Allyldihydro-
ergotamin an oa-Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie als scheinbar reversible Antagonisten
und flihrten zu einer Rechtsverschiebung der E/[A]-Kurve von Noradrenalin ohne signifikante
Beeinflussung des Maximaleffekts (siche Kapitel 3.3.3.1.). An 5-HT:a-Rezeptoren der Ratten-
schwanzarterie hingegen fiihrte die Inkubation des Partialagonisten 1-Allylergotamin bzw. des
Antagonisten 1-Allyldihydroergotamin zu einer deutlichen Depression des Maximaleffekts von
5-HT (uniiberwindbarer Antagonismus, siche Kapitel 3.3.3.2.). Daher wurde fiir 1-Allylergotamin
und 1-Allyldihydroergotamin ebenfalls untersucht, ob diese qualitativen pharmakologischen Unter-
schiede auf unterschiedliche Assoziations- und Dissoziationsgeschwindigkeiten vom Rezeptor oder
von der Biophase zuriickzufiihren sind. Die Beurteilung erfolgte wie bei Ergotamin und
Dihydroergotamin (siehe Kapitel 3.3.1.3.) anhand des spiilzeitabhdngigen Hemmeffekts Eu(z) (siche
Gleichung 20).

Rattenschwanzarterie (aa-Adrenozeptoren): An o;a-Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie
filhrte 1-Allylergotamin (10 pM) zu einer 76 + 4%igen (n = 3) und 1-Allyldihydroergotamin (10
uM) zu einer 87 + 2%igen Hemmung (n = 3) der durch Noradrenalin (10 pM) induzierten
Kontraktion. Im Verlauf der 60-miniitigen Spiilphase blieben die Hemmwirkungen beider 1-Allyk
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ergoline im Gegensatz zu denen von Ergotamin und Dihydroergotamin unveréndert und betrugen
nach Beendigung der 60-miniitigen Spiilphase 83 + 4% (1-Allylergotamin) bzw. 89 + 3% (1-Ally}
dihydroergotamin) (Abb. 77).

Rattenschwanzarterie (5-HT:a-Rezeptoren): 1-Allylergotamin (0,1 pM) fiihrte an 5-HToa-
Rezeptoren der Rattenschwanzarterie einerseits zu einer moderaten Vasokonstriktion (24 + 6%, n =
4; ohne Abbildung) und andererseits, wie auch 1-Allyldihydroergotamin (0,1 pM), zu einer
Hemmung der durch 5-HT (10 pM) induzierten Kontraktion (87 = 5%, n = 4 bzw. 75 £ 2%, n = 4).
Die anschlieBende 60-miniitige Spiilphase fiihrte weder zu einer Verringerung der durch 1-Ally}
ergotamin induzierten Kontraktion der Rattenschwanzarterie (28 + 9%), noch zu einer Verringerung
der Hemmwirkung von 1-Allylergotamin (87 + 2%) bzw. 1-Allyldihydroergotamin (73 + 2%) auf
die 5-HT-induzierte Kontraktion (Abb. 78).

Vergleichende Beurteilung: Ergotamin und Dihydroergotamin konnten bereits in Kapitel 3.3.1.3.
als pseudoirreversible Antagonisten an oa-Adrenozeptoren und 5-HT:a-Rezeptoren der
Rattenschwanzarterie identifiziert werden. Im Gegensatz zu Ergotamin und Dihydroergotamin
konnte fiir ihre 1-allylsubstituierten Derivate unter den experimentellen Bedingungen innerhalb
einer 60-miniitigen Spiilphase keine partielle Wiederherstellung der Noradrenalin- bzw. 5-HT-
vermittelten Effekte beobachtet werden. Eine allosterische Modulation, die fiir die 1-Allyl-8a-
aminoergoline 1-Allyllisurid und 1-Allyltergurid als méglich erachtet wurde (Kapitel 3.3.3.2.), kann
somit nicht allein den fiir 1-Allylergotamin und 1-Allyldihydroergotamin beobachteten
uniiberwindbaren Antagonismus erkldren. Aufgrund der vorliegenden experimentellen Befunde sind

beide 1-Allylergopeptine an oia-Adrenozeptoren und 5-HT.a-Rezeptoren als irreversible oder
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Abb. 77. Hemmung der durch Noradrenalin (10 pM) Abb. 78. Hemmung der durch 5-HT (10 pM)
induzierten Kontraktion der Rattenschwanzarterie durch induzierten Kontraktion der Rattenschwanzarterie durch
1-Allylergotamin (10 puM) oder 1-Allyldihydroergo- 1-Allylergotamin (0,1 pM) oder 1-Allyldihydroergo-
tamin (1-Allyl-DHE; 10 uM) nach 0 — 60-miniitiger tamin (1-Allyl-DHE; 0,1 uM) nach 0 — 60-miniitiger
Spiilung. Dargestellt sind die Hemmeffekte £y = S.E. M. Spiilung. Dargestellt sind die Hemmeffekte Ey + S.E. M.

aus (n) Experimenten. *P < 0,05. aus (n) Experimenten. *P < 0,05.
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pseudoirreversible Antagonisten mit einer sehr langsamen Dissoziationsgeschwindigkeit vom

Rezeptor oder von der Biophase einzustufen.

3.3.3.4. Bewertung des pharmakologischen Profils
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Allylsubstitution an der N-1-Position des

Ergolinsystems Auswirkungen auf das pharmakologische Profil dieser Substanzklasse hat.

1-Allylclavine: Eine 1-Allylsubstitution am Ergolingrundgeriist der Clavine bedingt keine (o4 und
a;5) oder nur eine geringe Abnahme der antagonistischen Potenz an oj-Adrenozeptoren (oup: Faktor
2,4 — 3,3). Eine deutlich groBere Reduktion der antagonistischen Potenz an o,-Adrenozeptoren ist
fiir die meisten 1-methyl- und 1-isopropylsubstituierten Nicht-Peptid-Ergoline beschrieben worden
(z.B. 1-Isopropylelymoclavin, 1-Isopropylagroclavin, Methysergid, Sergolexol und LY 53857;
Cohen et al., 1985a,b, 1988; Pertz et al., 1999b; Yoshio et al., 2001).

An 5-HT,a-Rezeptoren der Ratte konnte durch 1-Allylsubstitution eine deutliche Zunahme der
antagonistischen Potenz um etwa eine logarithmische Einheit (Faktor 6,1 — 10,7) gegeniiber den
Ausgangssubstanzen Festuclavin und Lysergol bei gleichzeitigem Verlust der agonistischen
Wirksamkeit (Lysergol) erzielt werden. Eine Zunahme der Rezeptoraffinitdt unter gleichzeitigem
Verlust der agonistischen Wirksamkeit an 5-HT>a-Rezeptoren der Rattenschwanzarterie ist auch fiir
1-isopropylsubstituierte Derivate von Lysergol und einige alizyklische Lysergolester beschrieben
worden (Pertz et al., 1999b). Dieser Gewinn an antagonistischer Potenz an 5-HTa-Rezeptoren der
Ratte ist jedoch nur ein speciesbedingtes Phanomen und konnte nicht an 5-HT,a-Rezeptoren des
Schweins beobachtet werden. An der Schweinekoronararterie verhielten sich die untersuchten 1-
Allylclavine als stille Antagonisten mit einer um etwa eine halbe logarithmische Einheit geringeren
antagonistischen Potenz (Faktor 3,3 — 5,6) als ihre nicht am Indolstickstoff modifizierten
Muttersubstanzen. Derartige speciesbedingte Unterschiede sind auch fiir 1-methyl- und 1-
1sopropylsubstituierte Ergoline beschrieben worden, die eine hohere Affinitit zu rodenten als zu
nichtrodenten 5-HT,s-Rezeptoren besitzen, wéhrend fiir die nicht am Indolstickstoff substituierten
Ergoline vorwiegend der umgekehrte Fall zu beobachten ist (Pazos et al., 1984; Nelson et al., 1993;
Johnson et al., 1993; Hagen et al., 1994). Auf molekularer Ebene wurde als Ursache eine zuséitzlich
mogliche Van-der-Waals-Wechselwirkung des  Alkylsubstituenten in N-1-Position des
Ergolinsystems mit dem Alaninrest A242 der transmembrandren Domidne TMD 5 des 5-HTia-
Rezeptors der Ratte als moglich erachtet, welche nicht mit dem Serinrest S242 des Menschen und
des Schweins eingegangen werden kann. In Punktmutationsstudien konnte an humanen 5-HT:a-
Rezeptoren durch Austausch der Seringruppe S242 gegen Alanin tatsdchlich nachgewiesen werden,

dass allein diese Aminosédure fiir das unterschiedliche Bindungsverhalten 1-alkylierter Ergoline an
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5-HT.s-Rezeptoren  verschiedener  Species
verantwortlich ist (Kao et al., 1992; Johnson et
al., 1994). Darliber hinaus konnte mit Hilfe
einfacher N-1-alkylierter Tryptamine gezeigt
werden, dass die Substitution des Protons in
N-1-Position einen weitgehenden Verlust der
agonistischen Wirksamkeit am humanen Wild-
typrezeptor und einen partiellen Verlust an der
,srodentifizierten A242-Mutanten des humanen
5-HT,s-Rezeptors zur Folge hat (Ebersole et al.,
2003). Da diese ausgepriagten pharmakolo-
gischen und molekularen Unterschiede zwischen
5-HT:a-Rezeptoren des Menschen und des
Schweins nicht zu beobachten sind (Johnson et
al., 1995), kann die Schweinekoronararterie als
das zuverldssigere Modell zur Vorhersage

vaskuldrer Effekte an 5-HT,s-Rezeptoren des

Menschen angesehen werden.

Interessanterweise findet sich die Aminosdure
Alanin A242 des 5-HT.a-Rezeptors der Ratte
auch in analoger Position Species iibergreifend
im 5-HTp-Rezeptor (A225; Manivet et al.,
2002) und im 5-HT,c-Rezeptor wieder (A222;
Almaula et al., 1996a). Umso iiberraschender
war der beobachtete Verlust der antagonisti-
schen Potenz durch 1-Allylsubstitution auch an
5-HT:s-Rezeptoren  der
arterien (Faktor 11 — 16; Abb. 79a).

Schweinepulmonal-

1-Allyl-8a-aminoergoline: An allen a,-Adreno-
zeptorsubtypen fiihrte eine 1-Allylsubstitution
der 8a-Aminoergoline Lisurid und Tergurid zu
einer Reduktion der antagonistischen Potenz um
etwa eine logarithmische Einheit (oya: Faktor 2,8
- 9,5; oyp: Faktor 7,1 — 8,3; oup: Faktor 21 —
35).
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Abb. 79. Vergleich der ermittelten Affinititen
unsubstituierter und 1-allylsubstituierter Ergoline an
a;-Adrenozeptor- und 5-HT-Rezeptorsubtypen der
Ratte (r), des Meerschweinchens (gp) und des
Schweins (p). Abgebildet sind die Mittelwerte der an
der Rattenschwanzarterie (roua, rous bzw. r5-HTaa),
der Meerschweinchenmilz (gpaus), der Rattenaorta
(roup), der Meerschweinchenbeckenschlagader (gp5-
HTis), der Schweinekoronararteric (p5-HT.a), der
Schweinepulmonalarterien  (p5-HT:s) und  der

Lauferschweinpulmonalarterien (pS-HT;) ermittelten

pKr- oder pKs-Werte.
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Die bei den Clavinen beobachtete Zunahme der Affinitit zu 5-HT.a-Rezeptoren der Ratte durch
Einfiihrung eines Allylsubstituenten in N-1-Position des Ergolingrundgeriistes konnte bei den 8a-
Aminoergolinen nicht beobachtet werden. Hingegen konnte, wie bei den Clavinen, ein deutlicher
Verlust der antagonistischen Potenz an 5-HT:a- und 5-HT,s-Rezeptoren des Schweins bestétigt

werden (5-HT:a: Faktor 6,2 — 12; 5-HT>gs: Faktor 6,9 — 141).

1-Allylergopeptine: Die Einfilhrung eines Allylsubstituenten in N-1-Position des Ergolin-
grundgeriistes der Ergopeptine Ergotamin und Dihydroergotamin flihrte zu einem markanten
Riickgang der Affinitét zu allen drei au-Adrenozeptorsubtypen (oua: Faktor 14 — 35; ous: Faktor 10 —
40; oaip: Faktor 14 — 19). Gleichzeitig konnte ein Verlust der agonistischen Wirksamkeit von
Ergotamin und Dihydroergotamin an a;s-Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie und an oup-

Adrenozeptoren der Rattenaorta nach einer 1-Allylsubstitution beobachtet werden.

Auch an den untersuchten Subtypen vaskuldrer 5-HT-Rezeptoren reduzierte die Einfilhrung eines
Allylsubstituenten in N-1-Position des Ergolingrundgeriistes der Ergopeptine deren agonistische
Wirksamkeit oder hob diese vollstindig auf. Die hohe Affinitit von Ergotamin und
Dihydroergotamin zu 5-HTs-Rezeptoren der Meerschweinchenbeckenschlagader und zu 5-HT;-
Rezeptoren der Lauferschweinpulmonalarterien wurde durch 1-Allylsubstitution um den Faktor 26
— 30 bzw. um den Faktor 3 — 10 reduziert. Im Gegensatz zu den Clavinen konnte bei beiden
untersuchten Ergopeptinen eine geringfiigige Abnahme der antagonistischen Potenz an 5-HTa-
Rezeptoren der Rattenschwanzarterie durch 1-Allylsubstitution beobachtet werden (Faktor 3,2 —
5,2). Dieses unterschiedliche Verhalten kann mdglicherweise durch die zumindest partiell
unterschiedlichen Bindungsstellen von Clavinen und Ergopeptinen am 5-HTs-Rezeptor erklart
werden. Clavine sind im Gegensatz zu Ergopeptinen in der Lage, eine zusitzliche aromatische
Wechselwirkung mit dem Phenylalaninrest F340 des 5-HT.a-Rezeptors einzugehen (Choudhary et
al., 1995). An 5-HT.a-Rezeptoren der Schweinekoronararterie konnte flir die 1-allylsubstituierten
Ergopeptine 1-Allylergotamin und 1-Allyldihydroergotamin im Vergleich zu ihren nicht am
Indolstickstoff substituierten Muttersubstanzen eine um etwa eine logarithmische Einheit reduzierte

Affinitédt ermittelt werden (Faktor 5,5 — 17).

Von besonderem Interesse war das pharmakologische Verhalten der 1-Allylergopeptine an 5-HT:s-
Rezeptoren der Schweinepulmonalarterien. Neben einem Verlust der agonistischen Wirksamkeit
durch 1-Allylsubstitution des Ergolingrundgeriistes konnte eine deutliche Zunahme der Affinitét

zum Rezeptor beobachtet werden (Faktor 8,3 — 69).

Selektivitit: Die 1-Allylsubstitution brachte bei den untersuchten Clavinen und 8a-Aminoergolinen
nicht den erhofften Gewinn an Selektivitét fiir S-HT,-Rezeptoren gegeniiber a,-Adrenozeptoren. Die

auch in fritheren Untersuchungen mit Lysergsdureestern an Ratten gefundene Zunahme der 5-HT>-
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Rezeptorselektivitit durch 1-Allylsubstitution (Marzoni et al., 1987) konnte als ein
speciesabhidngiges Phidnomen identifiziert werden. Auch zwischen den 5-HToa- und 5-HTzg-
Rezeptorsubtypen einer Species (Schwein) konnten die hier untersuchten 1-Allylclavine und
1-Allyl-8a-aminoergoline nicht unterscheiden. Dem gegeniiber stellten die 1-Allylergopeptine
1-Allylergotamin und 1-Allyldihydroergotamin selektive, wenn auch nichtkompetitive Antagonisten
am 5-HT,s-Rezeptor des Schweins dar. Thre Selektivitit gegeniiber anderen vaskulidren 5-HT-
Rezeptoren betrug mindestens Faktor 16 (1-Allylergotamin) bzw. Faktor 78 (1-Allyldihydro-
ergotamin) und gegeniiber a-Adrenozeptoren mindestens Faktor 160 bzw. 210. Da ein
Zusammenhang zwischen 5-HTss-Rezeptor-antagonistischer Potenz und migréneprophylaktischer
klinischer Wirksamkeit besteht, was u.a. mit Hilfe der 5-HT,s-Rezeptorantagonisten Lisurid,
Methysergid und Pizotifen gezeigt werden konnte (Schmuck et al., 1996), stellen 1-Allylergotamin
und 1-Allyldihydroergotamin potenzielle neue Migraneprophylaktika dar.
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3.3.4. 6'-Desoxoergoline

In den Kapiteln 3.3.1.1. und 3.3.1.2. konnte demonstriert werden, dass nicht nur das
Ergolingrundgeriist, sondern auch der trizyklische Peptidrest fiir die hohe Affinitdt von
Ergopeptinen zu o,-Adrenozeptoren verantwortlich ist. Veranlasst durch diese Erkenntnis wurden
durch Reduktion der in der 6'-Position des Peptidsubstituenten befindlichen Amidgruppe der
Ergopeptine a-Ergokryptin, a-Dihydroergokryptin, Bromocriptin, Ergocristin, Dihydroergocristin
und Dihydroergotamin die korrespondierenden 6'-Desoxoergoline von Dr. M. Flieger (Akademie
véd Ceské republiky, Prag) synthetisiert. Anhand dieser Verbindungen wurde untersucht, ob die in
der 6'-Position des trizyklischen Peptidsubstituenten befindliche Carbonylfunktion mittelbar
(dreidimensionale Struktur des Piperazinrings) oder unmittelbar (direkte Interaktion des
Sauerstoffatoms mit dem Rezeptormolekiil) an der Bindung und Aktivierung von oy-
Adrenozeptoren und 5-HT:s-Rezeptoren beteiligt ist. Zusitzlich wurde untersucht, ob sich durch
diese Modifikation eine erhohte Rezeptorselektivitit zu Gunsten vaskuldrer oi-Adrenozeptoren

erzielen lésst.

3.3.4.1. Effekte an vaskuldren a,-Adrenozeptoren

Die 6'-Desoxoergoline 6'-Desoxo-a-ergokryptin, 6'-Desoxo-a-dihydroergokryptin, 6'-Desoxo-
bromocriptin, 6'-Desoxoergocristin, 6'-Desoxodihydroergocristin und 6'-Desoxodihydroergotamin
wurden an a;4- und ous-Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie sowie an oip-Adrenozeptoren der
Rattenaorta untersucht. In den verwendeten Modellen verhielten sich alle getesteten Verbindungen

in submikromolaren Konzentrationen als stille Antagonisten.

Rattenschwanzarterie (wa-Adrenozeptoren): Nach Inaktivierung der ebenfalls an der
Rattenschwanzarterie vorkommenden a;s-Adrenozeptoren mittels Chloroethylclonidin (100 uM)
und vorausgegangener Protektion mit B8805-033 (3uM) fiihrten alle untersuchten 6'-Desoxo-
ergoline zu einer Rechtsverschiebung der E/[4]-Kurve von Noradrenalin bei keiner oder nur einer
geringfligigen Depression des Maximaleffekts (ohne Abbildung). Die ermittelten Affinititen zum
aa-Adrenozeptor (dargestellt als scheinbare pKs-Werte) lagen zwischen 6,56 und 7,49 (Tab. 36),
wobei fiir die in A*'°-Position gesittigten 6'-Desoxoergoline 6'-Desoxodihydro-a-ergokryptin und
6'-Desoxodihydroergocristin im Vergleich zu den in A*'°-Position ungesittigten Verbindungen
6'-Desoxo-a-ergokryptin und 6'-Desoxoergocristin eine ca. 2fach (1,8 — 2,9fach) hohere
Rezeptoraffinitit ermittelt wurde. Im Vergleich zu ihren nicht am C-6' reduzierten
Ausgangsverbindungen zeigten 6'-Desoxo-a-ergokryptin, 6'-Desoxoergocristin und 6'-Desoxodi-

hydroergotamin eine um Faktor 15 — 41 geringere Affinitdt zum Rezeptor.
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Tab. 36. Antagonistische Effekte von 6'-Desoxoergolinen an oya-Adrenozeptoren der

Rattenschwanzarterie.

n Konz. (uM)
6'-Desoxo-a-ergokryptin 4 3
6'-Desoxodihydro-a-ergokryptin =~ 4 3
6'-Desoxobromocriptin 4 3
6'-Desoxoergocristin 4 3
6'-Desoxodihydroergocristin 4 3
6'-Desoxodihydroergotamin 4 3

2Scheinbarer

Noradrenalin.

pKs-Wert.

b
E, max

relativ

zum Maximaleffekt

PKs*  Euu (%)
6,78+ 0,05 87+9
7,04+0,10 91+9
6,56+0,10 93+5
6,56+0,11 82+7
7.02+0,10 87+4
7,49+0,06 88=+5

des Kontrollagonisten

Rattenschwanzarterie (a;s-Adrenozeptoren): Unter Blockade der an der Rattenschwanzarterie
ebenfalls vorkommenden a;s-Adrenozeptoren mittels B8805-033 (3 uM) fiihrten alle untersuchten
6'-Desoxoergoline an den as-Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie zu einer Rechtsver-
schiebung und mit Ausnahme von 6'-Desoxodihydro-a-ergokryptin zusétzlich zu einer moderaten
Depression der E/[4]-Kurve von Noradrenalin (ohne Abbildung). Anhand der Rechtsverschiebung
der E/[A]-Kurve von Noradrenalin wurden fiir alle untersuchten 6'-Desoxoergoline submikromolare
Gleichgewichtsdissoziationskonstanten (scheinbare pKs-Werte 6,64 — 7,21) ermittelt (Tab. 37). Fiir
die in A*'*-Position gesittigten 6'-Desoxoergoline (6'-Desoxodihydro-a-ergokryptin und 6'-Desoxo-
dihydroergocristin) konnte im Vergleich zu ihren in A”!°-Position ungesittigten Analoga

(6'-Desoxo-a-ergokryptin und 6'-Desoxoergocristin) eine geringfiigig, aber signifikant hohere

Tab. 37. Antagonistische Effekte von 6'-Desoxoergolinen an oys-Adrenozeptoren der

Rattenschwanzarterie.

n Konz. (uM)  pKp* E,.. (%)
6'-Desoxo-a-ergokryptin 4 1 6,64+0,04 74+5
6'-Desoxodihydro-a-ergokryptin = 4 1 6,79+0,04 99+7
6'-Desoxobromocriptin 5 1 6,87+0,12 85+5
6'-Desoxoergocristin 5 1 6,660,144 67+4
6'-Desoxodihydroergocristin 4 1 7,01 £0,10 757
6'-Desoxodihydroergotamin 5 1 7,21+0,07 73«5

‘Scheinbarer pKp-Wert. °En  relativ. zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten

Noradrenalin.
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antagonistische Potenz (berechnet als scheinbarer pKp-Wert) am ag-Adrenozeptor der
Rattenschwanzarterie ermittelt werden (Tab. 37). Die Reduktion des Amid-Kohlenstoffs in
C-6'-Position zum Amin-Kohlenstoff fiihrte im Fall von a-Ergokryptin, Ergocristin und
Dihydroergotamin zu einem Verlust der agonistischen Wirksamkeit und zu einer Reduktion der

Affinitdt zum Rezeptor um Faktor 6,5 — 17.

Rattenaorta (aip-Adrenozeptoren): Im Gegensatz zu ihren partialagonistisch wirksamen, nicht in
C-6'-Position reduzierten Muttersubtanzen, verhielten sich alle untersuchten 6'-Desoxoergoline als
stille Antagonisten und inhibierten die Noradrenalin-induzierte Kontraktion der Rattenaorta durch
eine Rechtsverschiebung der E/[4]-Kurve ohne bzw. mit nur einer geringfligigen Depression des
Maximaleffekts (ohne Abbildung). Anhand der Rechtsverschiebung der E/[4]-Kurve von
Noradrenalin wurden fiir alle untersuchten 6'-Desoxoergoline submikromolare scheinbare pKg-
Werte (6,25 — 7,98) ermittelt (Tab. 38). Die in A”'°-Position gesittigten 6'-Desoxoergoline
(6'-Desoxodihydro-a-ergokryptin und 6'-Desoxodihydroergocristin) waren am op-Adrenozeptor
ihren in A*'°-Position ungesittigten Analoga (6'-Desoxo-a-ergokryptin und 6'-Desoxoergocristin)
nicht tiberlegen. Die Reduktion des Amid-Kohlenstoffs in 6'-Position zum Amin-Kohlenstoff fiihrte
im Fall von a-Ergokryptin, Ergocristin und Dihydroergotamin zu einer Reduktion der Affinitdt zum

Rezeptor um Faktor 7,8 — 17.

Tab. 38. Antagonistische Effekte von 6'-Desoxoergolinen an oip-Adrenozeptoren der

Rattenaorta.

n Konz. (uM) PK3* E, (%)°
6'-Desoxo-a-ergokryptin 6 3 6,46 £0,13 91+6
6'-Desoxodihydro-a-ergokryptin 4 3 6,25+0,05 100+1
6'-Desoxobromocriptin 4 3 6,97+0,07 82<£5
6'-Desoxoergocristin 4 3 6,61 £0,04 817
6'-Desoxodihydroergocristin 4 3 6,37+0,10 96=+4
6'-Desoxodihydroergotamin 5 3 6,98+0,10 96+3

'Scheinbarer pKp-Wert. °Enx  relativ. zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten

Noradrenalin.

3.3.4.2. Effekte an vaskuléren 5-HT-Rezeptoren
Zur Uberpriifung der o,-Adrenozeptorselektivitit der 6'-Desoxoergoline wurden Untersuchungen an

5-HT:a-Rezeptoren der Rattenschwanzarterie durchgefiihrt.
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Rattenschwanzarterie (5-HT:s-Rezeptoren): An den 5-HT,a-Rezeptoren der Rattenschwanz-
arterie verhielten sich 6'-Desoxo-a-ergokryptin, 6'-Desoxodihydo-a-ergokryptin, 6'-Desoxoergo-
cristin und 6'-Desoxodihydroergotamin als Partialagonisten (Abb. 80). Ihre kontraktilen Effekte
konnten mit Hilfe des 5-HT:a-Rezeptorantagonisten Ketanserin (3 nM) inhibiert werden (ohne
Abbildung). Die fiir Ketanserin gegen 6'-Desoxo-a-ergokryptin, 6'-Desoxodihydo-a-ergokryptin,
6'-Desoxoergocristin und 6'-Desoxodihydroergotamin ermittelten pKs-Werte (8,82 + 0,21; 9,22 +
0,07; 9,06 £ 0,26 bzw. 9,15 + 0,33) entsprachen Literaturdaten fiir Ketanserin am 5-HT,s-Rezeptor
(Hoyer et al., 1994). Die 6'-Desoxoergoline 6'-Desoxobromocriptin und 6'-Desoxodihydro-

ergocristin verhielten sich im Gegensatz zu allen anderen untersuchten 6'-Desoxoergolinen als stille

Antagonisten an der Rattenschwanzarterie.

® 5-HT (8) ® 5-HT (8)
¥ 6'-Desoxo-o-ergokryptin (6) A 6'-Desoxo-DHE (7)
120- = 6'-Desoxo-DH-a-ergokryptin (6) 120 ¢ 6'-Desoxoergocristin (5)
1V 6'-Desoxobromocriptin (3) | & 6'-Desoxo-DH-ergocristin (5)
100 100
= 80 = 80
5 o 5 oo
£ 60+ £ 60
g ©
*g 40+ *g 40+
< 20 X 204
0 0 A i \
-0 9 -8 -7 6 -5 -4 -0 9 -8 -7 6 -5 -4
log [Agonist] (M) log [Agonist] (M)

Abb. 80. 5-HT:a-Rezeptor-vermittelte Kontraktion der Rattenschwanzarterie durch 6'-Desoxo-a-Ergokryptin,
6'-Desoxodihydro-a-ergokryptin ~ (6'-Desoxo-DH-a-ergokryptin),  6'-Desoxobromocriptin,  6'-Desoxoergocristin,
6'-Desoxodihydroergocristin (6'-Desoxo-DH-ergocristin) und 6'-Desoxodihydroergotamin (6'-Desoxo-DHE). Dargestellt
sind die kontraktilen Effekte + S.E.M. aus (n) Experimenten relativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten 5-HT.

Die antagonisitische Potenz dieser Partialagonisten und Antagonisten wurde anhand der
Rechtsverschiebung der E/[A]-Kurve von 5-HT bestimmt. Es wurden scheinbare pKg- bzw. pKp-
Werte zwischen 5,70 und 7,58 ermittelt (Tab. 39). Die Reduktion des Amid-Kohlenstoffs in
6'-Position zum Amin-Kohlenstoff fiihrte im Fall von a-Ergokryptin, Ergocristin und
Dihydroergotamin zu einer Reduktion der Affinitdt zum Rezeptor um Faktor 4,5 — 30 verbunden

mit einer tendenziellen, wenn auch nur moderaten Verringerung der agonistischen Wirksamkeit.
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Tab. 39. (Partial-)Agonistische und antagonistische Effekte von 6'-Desoxoergolinen an 5-HT»x-Rezeptoren der Rattenschwanzarterie.
Agonismus Antagonismus

n pECsy  E,u (%)  pKp n Konz. (uM) pKp bzw. pKi® E,..x (%)°

6'-Desoxo-a-ergokryptin 6 643+0,03 35+£5 6,35+0,06 3 10 6,34+0,02 6511
6'-Desoxodihydro-a-ergokryptin -~ 5 553 +£0,12 23+5 5,56+0,08 - - n.e. n.e.

6'-Desoxobromocriptin 3 - 0 - 3 3 5,70£0,08 91 +1
6'-Desoxoergocristin 5 6,37+0,08 19+5 6,13+£0,20 5 10 6,26+0,16 38+9
6'-Desoxodihydroergocristin 5 - 0 - 5 3 6,54+0,11 75+4
6'-Desoxodihydroergotamin 7 7,15+£0,17 19+4 6,87+0,19 4 10 7,58 £0,07 54+9

*Emax relativ zum Maximaleffekt des Kontrollagonisten 5-HT. *Scheinbarer pKs-Wert. n.e. bedeutet nicht ermittelt.

3.3.4.3. Bewertung des pharmakologischen Profils

Das Ziel, selektive a;-Adrenozeptorliganden durch Reduktion der Amidgruppe in C-6'-Position des
trizyklischen Peptidsubstituenten der Ergopeptine zum Amin zu erhalten, konnte nicht erreicht
werden. FEinzig fiir die o-Ergokryptinderivate 6'-Desoxodihydro-a-ergokryptin und 6'-Desoxo-
bromocriptin konnte eine moderate Selektivitit zugunsten vaskulédrer o;-Adrenozeptoren gegeniiber
vaskuldren 5-HT:a-Rezeptoren beobachtet werden (Faktor 4,9 bzw. 7,2). Da jedoch ihre
Ausgangssubstanzen Dihydro-a-ergokryptin und Bromocriptin im Rahmen dieser Arbeit nicht
untersucht wurden, konnte nicht sichergestellt werden, dass eine Reduktion der Carboxylfunktion in
C-6'-Position fiir einen Gewinn der o;-Adrenozeptorselektivitdt beider Substanzen verantwortlich

ist.

Alle untersuchten 6'-Desoxoergopeptine wiesen an Subtypen vaskuldrer o;-Adrenozeptoren eine um
etwa eine logarithmische Einheit reduzierte antagonistische Potenz auf. Gleichzeitig konnte fiir
Ergocristin und a-Ergokryptin nach Reduktion der Carbonylfunktion in C-6'-Position ein Verlust
der agonistischen Wirksamkeit an ous-Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie und an oup-
Adrenozeptoren der Rattenaorta beobachtet werden. An 5-HT:a-Rezeptoren der Rattenschwanz-
arterie wurde fiir alle untersuchten 6'-Desoxoergopeptine eine um etwa Faktor 10 verringerte
antagonistische Potenz ermittelt. Diese Beobachtungen fiihren zu dem Schluss, dass in der Klasse
der Ergopeptine nicht nur das Ergolingrundgeriist, sondern auch die trizyklische Peptidgruppe die
Bindung des Liganden an a;-Adrenozeptoren und 5-HT:a-Rezeptoren beeinflusst. Dies steht im
Widerspruch zu der Beobachtung an einfachen ,reversen® Ergolinestern (Ester des Lysergols,

Dihydrolysergols-I und des Elymoclavins), bei denen eine Modifikation des in Position 8
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befindlichen Substituenten zu keiner wesentlichen Anderung des Bindungsverhaltens an -
Adrenozeptoren und 5-HT,s-Rezeptoren fiihrte (Pertz et al., 1999b). Eine mogliche Erklarung dafiir
liefern Punktmutationsuntersuchungen am 5-HT,s-Rezeptor, mit denen gezeigt wurde, dass
Ergopeptine (z.B. Bromocriptin, a-Ergokryptin, Ergocornin und Ergotamin) gegeniiber einfachen
Ergolinen (z.B. LSD) zumindest partiell unterschiedliche Bindungsstellen im Rezeptor besetzen

(Choudhary et al., 1995).

Neben einem indirekten Mechanismus durch Konformationsdnderung des Liganden und damit
verdanderter Lage des Liganden in der Bindungstasche des Rezeptors ist eine unmittelbare
Interaktion der trizyklischen Peptidgruppe mit dem Rezeptor durch eine spezifische Wechsel-
wirkung denkbar. Der fiir Ergocristin und o-Ergokryptin gegeniiber ihren 6'-Desoxoderivaten
ermittelte Gewinn der Bindungsenergie von etwa 10 kJ/mol (berechnet als A4G = R - T - In 107°%®)
lasst eine direkte Wechselwirkung der Carbonylfunktion mit dem Rezeptor (z.B. liber eine
Wasserstoftbriickenbindung oder eine Dipol-Dipol-Wechselwirkung) moglich erscheinen. Der
Mechanismus wie eine Reduktion der Carboxylfunktion in C-6'-Position die Affinitdt zu oy-
Adrenozeptoren und 5-HT,s-Rezeptoren beeinflusst, kann jedoch mit den zur Verfiigung stehenden

Methoden nicht abschlieBend geklart werden.



