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1. Der a,c-Adrenozeptor als Zielstruktur fiir Arzneistoffe zur Behandlung

des Raynaud-Phanomens und von Lungenédemen
1.1. Einleitung

Nach Aktivierung des Sympathikus werden die Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin
aus postganglionaren Neuronen und dem Nebennierenmark ausgeschiittet. Diese wirken als
Agonisten an a;-, a,- sowie B-Adrenozeptoren und verursachen im Organismus eine
ergotrope Wirkung. Uber a-Adrenozeptoren werden vor allem kontraktile Effekte auf die
glatte Muskulatur vermittelt, sie sind aber auch in verschiedenen anatomischen und
funktionellen Strukturen des zentralen Nervensystems zu finden. a;-Adrenozeptoren werden
in a4a-, a4g- UNnd asp-Adrenozeptorsubtypen, die Uberwiegend Gg1s-Proteine aktivieren und
a-Adrenozeptoren in aoa-, aop- und arc-Adrenozeptorsubtypen, die Gy,-Proteine aktivieren,
unterteilt (Alexander et al., 2011). a,-Adrenozeptorsubtypen sind in Saugetieren evolutionar
hoch konserviert, allerdings weist der a;s-Adrenozeptor von Nagetieren aufgrund der
Substitution einer entscheidenden Aminosaure pharmakologische Unterschiede auf. Er wird
oft als ayp-Adrenozeptor bezeichnet und reprasentiert ein Homolog zum menschlichen
axa-Adrenozeptor (MacDonald et al., 1997). a,-Adrenozeptoren sind wichtige Regulatoren
der Sympathikusaktivitat, von Neurotransmitterfreisetzung, Blutdruck und Augeninnendruck
(Philipp et al., 2002).

Eine Erhdhung der intrazelluldren Calciumkonzentration flhrt Uber eine Aktivierung der
Myosinleichtkettenkinase (MLCK) durch Ca”/Calmodulin zu einer Kontraktion glatter
Muskulatur. Nach Phosphorylierung der regulatorischen leichten Ketten sind Myosink&pfe
zur Interaktion mit Aktin in der Lage. Eine Relaxation wird durch Dephosphorylierung von
einer basal aktiven Myosinleichtkettenphosphatase (MLCP) hervorgerufen. Der Phosphory-
lierungsgrad der regulatorischen leichten Ketten ist entscheidend fir die Auslésung und die
Starke der glattmuskularen Kontraktion und wird durch die relative Aktivitdt der beiden

gegensatzlich arbeitenden Enzyme MLCK und MLCP bestimmt.

Die intrazellulare Calciumkonzentration wird entweder durch den Einstrom von Calcium
durch spannungsgesteuerte Calciumkanale oder durch Aktivierung von Gg1-gekoppelten
Rezeptoren erhoht. Diese regen Uber die Phospholipase C die Bildung von Inositol-
trisphosphat (IP3) an. IP3; bewirkt dann Uber den IP;-Rezeptor eine intrazellulare Freisetzung
von Calcium aus dem sarkoplasmatischen Retikulum. Der Calciumeinstrom durch
spannungsgesteuerte Calciumkanale wird hauptsachlich Uber die Aktivitat von Kalium- und

Chloridkanalen gesteuert. Second Messengers wie cAMP und cGMP spielen nur eine
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untergeordnete Rolle (Sanders, 2001). Der durch den |IP3;-Rezeptor vermittelte Anstieg der
cytoplasmatischen Calciumkonzentration fuhrt Gber eine Aktivierung calciumgesteuerter
Chloridkanale zu einer Depolarisation der Zellmembran. Dies 6ffnet spannungsgesteuerte
Calciumkanale, Calcium stromt in die Zelle und eine Kontraktion wird ausgeldst (Hartzell et
al., 2005). Die Aktivierung von ATP-sensitiven Kaliumkanalen bewirkt Uber eine Hyper-

polarisation der Zellmembran die Relaxation glatter Muskelzellen (Brayden, 2002).

Neben den spannungsgesteuerten Calciumkanalen gibt es noch eine weitere Mdglichkeit,
die intrazelluldre Calciumkonzentration durch Einstrom aus dem Extrazellularraum zu
erhohen: Das entleerte sarkoplasmatische Retikulum produziert einen Calcium Influx Faktor,
der Uber eine Signalkaskade speichergesteuerte Calciumkanale offnet (Smani et al., 2004).
Dies tragt unabhangig von den calciumgesteuerten Chloridkandlen zur Depolarisation der
Zellmembran und damit zur Aktivierung spannungsgesteuerter Calciumkanale bei (Leung et
al., 2008). Eine Relaxation Uber die Senkung des Calciumspiegels kann entweder durch
Rucktransport von Calcium in den Extrazellularraum oder durch Aufnahme von Calcium in
intrazellulare Speicher erfolgen. Calcium-ATPasen spielen dabei eine entscheidende Rolle.
Die sarkoplasmatisch/endoplasmatisch retikulare Calcium-ATPase (SERCA) pumpt Calcium
gegen den Konzentrationsgradienten in das Lumen des sarkoplasmatischen Retikulums, die
plasmamembranstandige Calcium-ATPase transportiert Calcium aus der Muskelzelle heraus
(Sanders, 2001).

Viele Agonisten aktivieren Uber ihren spezifischen G-Protein gekoppelten Rezeptor (GPCR)
mehr als nur ein G-Protein. Der a;-Adrenozeptor, der Endothelin ETx-, der Thromboxan A,-,
der muskarinerge M;- und Ms-, der 5-HT,c- oder der Angiotensin AT,-Rezeptor sind sowohl
mit Gg- als auch Giyq3-Proteinen gekoppelt (Puetz et al., 2009; Siehler, 2009). Bei einer
Bindung von Gay,43 zu RhoGEFs beeinflussen sich beide Proteine wechselseitig. Gaqy13
steigert einerseits die Affinitat von RhoGEFs zu RhoA, gleichzeitig wirken RhoGEFs aber
auch als GTPase-aktivierende Proteine gegenliber Ga,,43 und begrenzen somit das Signal
durch negative Rlckkopplung. RhoGEFs beeinflussen die Konformation von RhoA und
erleichtern dadurch den Austausch von GDP zu GTP. Dies fuhrt zu einer weiteren Konfor-
mationsanderung von RhoA, welche schlieBlich die Bindung zur Rho-Kinase (ROK)
ermdglicht. RhoGAPs hemmen RhoA, indem sie dessen GTPase-Aktivitat steigern. Im
Komplex mit RhoA ist die Aktivitat der Rho-Kinase (ROK) erhéht (Puetz et al., 2009; Siehler,
2009). ROK ist eine Serin/Threoninkinase, welche durch Phosphorylierung der
regulatorischen Myosinbindungsuntereinheit die MLCP hemmt. Dies flhrt zu erhéhten
Spiegeln von Myosinkdpfen mit phosphorylierten regulatorischen leichten Ketten. Eine

verstarkte glattmuskuldre Kontraktion wird auf diese Weise bei gleichbleibender
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intrazelluldrer Calciumkonzentration erreicht; die Calciumsensitivitdt ist also erhdht. Die
Aktivitdt von RhoA wird auch von RhoGDIs durch Bildung eines inaktiven Komplexes
gehemmt. RhoA kann in diesem Komplex nicht durch RhoGEFs aktiviert werden (Puetz et
al., 2009; Siehler, 2009).

In vielen glattmuskularen Zellen wird die Hemmung der MLCP Uber die Gajy13-RhoA-ROK
Achse und die Aktivierung der MLCK uber Ga, gleichzeitig durch einen GPCR vermittelt. Das

uber Ga, vermittelte Signal wird also durch Gay,3 verstarkt.

Stickstoffmonoxid (NO) wird im Organismus kontinuierlich freigesetzt, um den basalen
pulmonalen und systemischen Gefaldtonus zu regulieren (Stamler et al., 1994). Stickstoff-
monoxid (NO) ftritt direkt mit der sarkoplasmatisch/endoplasmatisch retikuldare Calcium-
ATPase (SERCA) in Wechselwirkung und steigert deren Aktivitat. Auf diese Weise wird die
intrazellulare Calciumkonzentration gesenkt, was zu einer Relaxation von Herz-, Skelett- und
GefaBmuskulatur fuhrt (Adachi et al., 2004). Stickstoffmonoxid NO relaxiert die glatte
GefaBmuskulatur indirekt durch eine cGMP-abhangige Aktivierung der Proteinkinase G.
Diese phosphoryliert ATP-sensitive Kaliumkanale und erhdht deren Aktivitat, was zu einer
Hyperpolarisation der Zellemembran fiuhrt (Han, 2001; Brayden, 2002). Spannungs-
gesteuerte Calciumkanale schlieen sich, der intrazelluldre Calciumspiegel sinkt und der

glatte Muskel relaxiert.

Auch die Proteinkinase A ist nach Aktivierung durch cAMP in der Lage, ATP-sensitive
Kaliumkanale zu phosphorylieren. In einigen Blutgefalen sind ATP-sensitive Kaliumkanale
unter Basalbedingungen aktiv, um den physiologischen Ruhetonus zu regulieren (Brayden,
2002). Die starken vasodilatorischen Effekte der aktivierten Proteinkinase G beinhalten auch
ein Absenken der Calciumsensitivitat: Nach Phosphorylierung durch die Proteinkinase G ist
auch aktiviertes RhoA in der Lage, inaktive Komplexe mit RhoGDlIs zu bilden (Sauzeau et
al., 2000). Zusatzlich besitzt die durch cGMP aktivierte Proteinkinase G die Fahigkeit, direkt
an die regulatorische Myosinbindungsuntereinheit der MLCP zu binden und deren Aktivitat
zu steigern (Surks et al., 1999). Beide Vorgange reduzieren die vorhandene Menge an
Myosinképfen mit phosphorylierten regulatorischen leichten Ketten und hemmen somit den

kontraktilen Prozess.
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1.2. a-Adrenozeptoren in dermalen GefiaRen

Die Kontraktion von Hautarterien ist ein essentieller Mechanismus der Thermoregulation des
Koérpers (Charkoudian, 2003). Nervenendigungen des Sympathikus setzen als Reaktion auf
Kaltereize Noradrenalin frei, welches postsynaptische a;- und a,-Adrenozeptoren in
Hautarterien aktiviert und dadurch eine GefaRkontraktion hervorruft, die den Warmeverlust
des Korpers reduziert. Im Gegensatz zu postsynaptischen a,-Adrenozeptoren, die ein
verstarktes Ansprechen bei lokaler Kalteeinwirkung zeigen, scheinen kontraktile a;-Adreno-

zeptoren keine Rolle bei der Thermoregulation zu spielen (Flavahan, 1991).

1.2.1. Das Raynaud-Phdnomen

Das Raynaud-Phanomen ist durch eine episodische aber langanhaltende spastische
Kontraktion von Arterien, Arteriolen und arteriovenésen Shunts der Finger und Zehen
gekennzeichnet. Die dadurch bedingte Mangeldurchblutung verursacht hauptsachlich
Schmerzen und Parasthesien, kann aber in einigen Fallen auch zu Gewebeschaden flhren
(Cooke und Marshall, 2005). Die Pravalenz des Raynaud-Phanomens liegt in westlichen
Industrielandern bei ca. 3 - 5%, Frauen sind haufiger betroffen als Manner (Block und
Sequeira, 2001). Die Ursachen des Raynaud-Phanomens sind hochstwahrscheinlich
multifaktoriell, beinhalten aber eine verstarkte Aktivierung sympathischer Nerven in Reaktion
auf Kalte und emotionalen Stress (Cooke und Marshall, 2005). Im Gegensatz zum
idiopathischen, primaren Raynaud-Phanomen tritt das sekundare Raynaud-Phanomen im
Zusammenhang mit einer systemischen Grunderkrankung wie Sklerodermie, rheumatoider

Arthritis oder Lupus erythematodes auf (Block und Sequeira, 2001).

Es konnte gezeigt werden, dass beim idiopathischen, primaren Raynaud-Phanomen die
Funktion der Digitalarterien im Sinne einer erhdhten Kalteempfindlichkeit postsynaptischer
a,-Adrenozeptoren beeintrachtigt ist (Freedman et al., 1995). Untersuchungen zur
Charakterisierung des Rezeptorsubtyps haben demonstriert, dass es zu einem verstarkten
Ansprechen von a,c-Adrenozeptoren unter Einwirkung von akuter Kalte kommt (Flavahan,
2008). Zur symptomatischen Behandlung des primaren Raynaud-Phanomens werden
Calciumkanalblocker (Nifedipin, Amlodipin, Felodipin) als Mittel der Wahl empfohlen. Andere
gefallerweiternde Substanzen sind entweder schlechter wirksam, oder zeigen nicht

vertretbare unerwlinschte Effekte (Vinjar und Stewart, 2008; Levien, 2010).
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1.2.2. Die Rattenschwanzarterie als Modell der kutanen Zirkulation

Ratten regulieren ihre Koérpertemperatur Uber die Durchblutung ihres Schwanzes (Rand et
al., 1965). Deshalb wurde in der Studie ,Postjunctional a,c-adrenoceptors mediate
vasoconstriction in rat tail artery: influence of precontraction and temperature on
vasoreactivity“ die Rattenschwanzarterie als Bioassay der kutanen Zirkulation genutzt.
Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen, dass die Rattenschwanzarterie empfanglich fir
Kontraktionen durch Noradrenalin (a-Adrenozeptoragonist), Phenylephrin (a4-Adreno-
zeptoragonist) und UK14304 (a,-Adrenozeptoragonist) ist. Die durch Noradrenalin in
Gegenwart von ldazoxan (a,-Adrenozeptorantagonist) verursachte Kontraktion wird sowohl
durch aqa- als auch asg-Adrenozeptoren vermittelt (Jadhnichen et al., 2004). In einem in vitro
Model zur Untersuchung der schadigenden Effekte von Vibrationen auf die Gefalifunktion, ist
gezeigt worden, dass UK14304 in Rattenschwanzarterien eine vasokonstriktorische Reaktion
hervorruft, die durch den potenten a,c-Adrenozeptorantagonist MK912 inhibiert werden kann
(Krajnak et al., 2006). Die antagonistischen Eigenschaften von MK912 in diesem Model
gleichen denen, welche dieser Wirkstoff in der Mausschwanzarterie besitzt, wo das
Ansprechen von a,c-Adrenozeptoren durch Kalte verstarkt werden konnte (Chotani et al.,
2000). Im glatten Muskel der Rattenschwanzarterie wurde mRNA flr den dyc- und dzap-
Subtyp, aber keine mRNA flr den a.s-Subtyp detektiert (McNeill et al., 1999). Dieser Befund

schlielt die Existenz eines a,s-Rezeptorproteins in der Rattenschwanzarterie aus.

Bei 32°C, der physiologischen Temperatur des Rattenschwanzes (Neild und Kotecha, 1987),
rief der a,-Adrenozeptoragonist UK14304 keine oder nur eine marginale Vasokonstriktion in
Gefalringen von Rattenschwanzarterien hervor. Diese Beobachtung ist in Ubereinstimmung
mit den Befunden anderer Laboratorien, welche UK14304 benutzten, um die durch den
a,-Adrenozeptor vermittelte Gefallkontraktion in diesem Gewebe zu untersuchen (Templeton
et al., 1989; MacLean und McGrath, 1990; Harker et al., 1991; Redfern et al., 1995). Wurde
allerdings der Gefalitonus mit Vasopressin, Endothelin, Serotonin, Angiotensin Il, Prosta-
glandin F,, oder Kaliumchlorid erhoht, beobachtete man eine Verstarkung der durch
Stimulation von a,-Adrenozeptoren hervorgerufenen kontraktilen Effekte (Templeton et al.,
1989; MaclLean und McGrath, 1990; Harker et al., 1991; Redfern et al., 1995; Schiimann und
Lues, 1983). Diese Verstarkung steht wahrscheinlich mit dem zuvor erfolgten Anstieg der

intrazellularen Calciumkonzentration in Zusammenhang (Templeton et al., 1989).

Wenn Ringe der Rattenschwanzarterie mit moderaten Konzentrationen von Serotonin
vorbehandelt wurden, konnte in der Studie “Postjunctional a,c-adrenoceptors mediate

vasoconstriction in rat tail artery: influence of precontraction and temperature on

Seite |12



vasoreactivity” eine deutlich verstarkte kontraktile Reaktion auf UK14304 beobachtet werden.
Die Vorstimulation der Rattenschwanzarterie mit physiologischen Konzentrationen eines
Vasokonstriktors konnte Vorgange initiileren, die natirlicherweise in der Haut vorkommen, da
das vasokonstriktorische System der Haut auch in thermoneutraler Umgebung tonisch aktiv
ist (Charkoudian, 2003; Cooke et al., 1997). Serotonin aktiviert 5-HT.s-Rezeptoren in der
Rattenschwanzarterie (Frenken und Kaumann, 1987; Pertz und Elz, 1995; Watts, 1996).
5-HT,a-Rezeptoren sind mit Gy41-Proteinen gekoppelt und erhdhen somit Uber Inositoltris-
phosphat den intrazelluldren Calciumspiegel, gefolgt von einer glattmuskularen Kontraktion
(Hannon und Hoyer, 2008).

Es wurde gezeigt, dass eine Aktivierung der Rho-Kinase (ROK) die Translokation von
ayc-Adrenozeptoren aus dem Golgi-Apparat zur Zellmembran auslést (Flavahan, 2008). Der
as-Adrenozeptoragonist Phenylephrin und der Thromboxan A,-Rezeptoragonist U46619
waren in der Lage, ROK-abhangige Kontraktionen in der Rattenschwanzarterie zu
verursachen (Tsai und Jiang, 2006). In Experimenten an der Mausaorta und der
Femoralarterie des Kaninchens konnte gezeigt werden, dass auch Serotonin Uber den
5-HT.a-Rezeptor die ROK aktivieren kann (Nuno et al., 2007; Nishihira et al., 2008). Es ist
deshalb nicht auszuschlieBen, dass bei der durch 5-HT,s-Rezeptoren induzierten

Vorstimulation der Rattenschwanzarterie eine Aktivierung der ROK mit beteiligt sein konnte.

1.2.3. Die Charakterisierung des kontraktilen a,-Adrenozeptorsubtyps in

Rattenschwanzarterien

Die pharmakologische Charakterisierung des a,-Adrenozeptorsubtyps basierte auf einer
Auswahl von a,-Antagonisten (WB4101, MK912, Rauwolscin, Yohimbin, ARC239, Prazosin
und BRL44408), welche hohe Selektivitat flr a,c- im Vergleich zu aoap-Adrenozeptoren im
cerebralen Cortex der Ratte aufweisen (Uhlén et al., 1992). Die Substanzen wirkten im
verwendeten Konzentrationsbereich in moderat vorstimulierten Ringen der Ratten-
schwanzarterie als reine kompetitive Antagonisten gegen UK14304. Eine Analyse der Schild
Regression von allen sieben getestete Antagonisten zeigte, dass UK14304 mit diesen
Substanzen um dieselbe Bindungsstelle des postsynaptischen a,-Adrenozeptors konkurriert
(Kenakin, 1993). Die an der Rattenschwanzarterie bestimmten Affinitdten fir WB4101,
MK912, Rauwolscin und Yohimbin stehen im Einklang mit den Ergebnissen, die bei
Untersuchungen an a,c-Adrenozeptoren des cerebralen Cortex der Ratte bestimmt wurden
(Uhlén et al, 1992). Die Affinitdt (voller pA;) von 10.05 fur MK912, dem starksten
Antagonisten dieser Studie, ist in guter Ubereinkunft mit Messwerten, die an vibrierten

Rattenschwanzarterien (Krajnak et al., 2006), Rattenschwanzvenen (Yao und Abel, 2008)
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und Mausschwanzarterien (Chotani et al., 2000) gewonnen wurden. In diesen Geweben wird
die kontraktile Reaktion auf UK14304 von a,c-Adrenozeptoren vermittelt. Die fir BRL44408
an der Rattenschwanzarterie bestimmte Affinitat (voller pA;) von 7.2 ist gering und weicht
stark von den Bindungsdaten ab, die flr a.azp-Adrenozeptoren am cerebralen Cortex der
Ratte bestimmt wurden (Uhlén et al., 1992).

Die Ergebnisse der funktionellen Studien konnten durch Western-Blot Experimente bestatigt
werden. Mausschwanzarterien und Schweinepulmonalvenen wurden als Kontroligewebe
eingesetzt, da die Existenz von a,c-Adrenozeptoren in diesen Geweben bereits beschrieben
wurde (Chotani et al., 2000; Gérnemann et al., 2007). Die Bande mit ca. 43 kDa, welche
sowohl in Proben der Rattenschwanzarterie, Mausschwanzarterie als auch der Schweine-
pulmonalvene detektiert wurde, stimmt mit der des a,c-Rezeptorproteins aus bisher von
anderen Arbeitsgruppen publizierten Studien Uberein (Chotani et al., 2000; Small et al.,
2006). Bei der Bande mit ca. 95 kDa kénnte es sich um ein Dimer des a,c-Rezeptorproteins
handeln (Small et al., 2006).

1.2.4. Der Einfluss von Temperaturanderungen auf die durch a,c-Adrenozeptoren

vermittelten kontraktilen Effekte

Experimente mit UK14304 an nicht vorkontrahierten Mausschwanzarterien zeigten, dass bei
37°C ausschliel3lich der asaop-Adrenozeptorsubtyp an der durch a,-Adrenozeptoren
vermittelten Gefallkontraktion beteiligt ist (Chotani et al., 2000). In vorstimulierten
Rattenschwanzarterien 16ste UK14304 bei 37°C, 32°C oder 27°C jedoch vergleichbare
kontraktile Effekte aus, die durch Rauwolscin im selben Ausmall gehemmt werden konnten.
Dies spricht fir eine von der Temperatur unabhangige Beteiligung des a,c-Adrenozeptors an
der durch UK14304 ausgelésten kontraktilen Reaktion. Speziesunterschiede oder
abweichende Experimentalbedingungen kénnten fir die offensichtliche Diskrepanz zwischen
den Beobachtungen an Ratten und den Beobachtungen von Chotani et al. (2000) an Mausen

verantwortlich sein.

Im Gegensatz zu den Effekten von UK14304 bei 37°C, 32°C oder 27°C induzierte schnelles
Abklhlen von 37°C auf 27°C ein verstarktes Ansprechen der Rattenschwanzarterie auf
UK14304. Diese Beobachtung konnte allerdings nur in vorstimulierten Gefaliringen gemacht
werden. AnschlieRendes Erwarmen auf 37°C hob die kalteinduzierte Verstarkung der
maximalen durch UK14304 ausgelosten Kontraktion wieder auf. Es kdnnte sich daher bei der
Vorstimulation durch Serotonin, welche den physiologischen Gefaltonus imitiert, um eine

Grundvoraussetzung fur ein verstarktes Ansprechen von ay-Adrenozeptoren auf Kalte
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handeln. Die durch a,-Adrenozeptoren vermittelte Gefallkontraktion wurde von Rauwolscin
vor und nach der Kihlung im selben Ausmal} inhibiert. Das spricht fir eine Beteiligung des
Oxc-Subtyps sowohl bei 37°C als auch nach Verringerung der Temperatur auf 27°C. Diese
Experimente zeigen, dass der akute Kaéltereiz, also das Absenken der Organbadtemperatur
innerhalb eines kurzen Zeitraumes, eine entscheidende Rolle bei der Verstarkung der
ayc-vermittelten Effekte in der Gefallmuskulatur spielt und nicht die Umgebungstemperatur
per se. Es besteht der Verdacht, dass die ROK auch durch Kaltereize aktiviert werden kann
und dann eine Translokation von a,c-Adrenozeptoren auslést, was ein verstarktes An-
sprechen von ay-Adrenozeptoragonisten wie UK14304 ermdglicht (Jeyaraj et al., 2001;
Bailey et al., 2004 und 2005).

1.2.5. Zusammenfassung

Die Studie ,Postjunctional a,c-adrenoceptors mediate vasoconstriction in rat tail artery:
influence of precontraction and temperature on vasoreactivity” zeigt, dass die durch
UK14304 induzierte GefalRkontraktion in moderat mit Serotonin vorstimulierten Ratten-
schwanzarterien durch den a,c-Adrenozeptor hervorgerufen wird. Eine verstarkte Kontraktili-
tat in Reaktion auf akute Kaltereize ist nur in vorstimulierten Rattenschwanzarterien
detektierbar und kann durch anschlieRendes Erwarmen wieder aufgehoben werden. Da
ayc-Adrenozeptoren an der Pathologie des Raynaud-Phanomens beteiligt sein kdnnten
(Block und Sequeira, 2001), stellt die isolierte Rattenschwanzarterie ein geeignetes in vitro

Bioassay dar, um neue Wirkstoffe fir die Behandlung dieses Syndroms zu testen.
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1.3. a-Adrenozeptoren in pulmonalen GefdRen

Der pulmonale Blutkreislauf beinhaltet Arterien, Mikrogefal’e und Venen, die ausgehend von
der rechten Herzkammer nacheinander angeordnet sind (Gao und Raj, 2005). Neben den
Mikrogefal3en wird ein erheblicher Anteil des pulmonalen GefalBwiderstandes von kleineren
Pulmonalarterien und Pulmonalvenen verursacht (Nagasaka et al., 1984, Raj und Chen,
1986; Raj et al., 1990 und 1992). Die Kontraktion im pulmonalen Gefalibett wird durch
postsynaptische a;- und a,-Adrenozeptoren vermittelt (Hyman und Kadowitz, 1985, Shebuski
et al., 1986 und 1987). In vitro Studien an isolierten Lungenarterien der Ratte haben gezeigt,
dass der asp-Adrenozeptorsubtyp die Kontraktionen von Phenylephrin und Noradrenalin ver-
mittelt (Hussain und Marshall 1997; Oriowo et al., 2003). Pulmonalvenen enthalten sowohl
a4- als auch a,-Adrenozeptoren, wie in Versuchen an Hunden demonstriert werden konnte
(Ohlstein et al., 1989). Unsere Arbeitsgruppe hat gezeigt, dass die durch postsynaptische
a,-Adrenozeptoren vermittelte Kontraktion in Schweinepulmonalvenen durch den a,c-Subtyp

verursacht wird (Gérnemann et al., 2007).

1.3.1. Das Héhenlungenédem

Das Héhenlungenddem ist ein lebensbedrohliches nicht-kardiogenes Lungendédem, das nach
schnellem Aufstieg in Hohen Uber 2500 Meter auftreten kann und oft in Zusammenhang mit
korperlicher Anstrengung steht (Bértsch et al., 2007; Hall et al., 2011). Sauerstoffmangel
fuhrt dann zu einer intensiven Kontraktion von Widerstandsgefafien der Lunge, was sich in
pulmonalem Hochdruck aufert. Dieser ist eine entscheidende Voraussetzung fur die Ent-
stehung eines Hohenlungenddems. Der genaue Mechanismus, der unter Sauerstoffmangel
zu einer pulmonalen GefaRkontraktion fihrt, ist nicht abschlieRend geklart, allerdings hat
eine Aktivierung des sympathischen Nervensystems unter hypoxischen Bedingungen einen
verstarkenden Effekt (Duplain et al., 1999; Bértsch et al., 2007; Hainsworth et al., 2007). Die
erhdhte kardiale Auswurfleistung und eine zusatzliche Erhéhung der Sympathikusaktivitat
unter korperlicher Belastung flhren zu einem weiteren Anstieg des pulmonalen arteriellen
Drucks. In vielen Fallen ist die kdrperliche Belastung unter hypoxischen Bedingungen der
entscheidende Ausloser, welcher letztendlich zur Bildung eines Lungenédems flhrt
(Bértsch et al., 2007; Berger et al., 2011). Unter Sauerstoffmangel waren die Aktivitat des
sympathischen Nervensystems und der Anstieg des pulmonalen arteriellen Blutdrucks bei
Personen mit einem Héhenlungenddem in der Krankengeschichte signifikant hoher als bei
einer vergleichbaren Kontrollgruppe (Duplain et al., 1999). Individuelle Pradisposition scheint
also die Hohenvertraglichkeit zu beeinflussen (Duplain et al., 1999; Hall et al., 2011). Als

frihe Symptome des Hohenlungenédems werden nach zwei bis funf Tagen Belastungs-
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dyspnoe und ein trockener Husten beobachtet. Spater folgt dann Ruhedyspnoe mit
intensiven Hustenanféallen und einem roétlichen schaumigen Auswurf (Bértsch et al., 2007;
Hall et al., 2011). Die Entstehung von Héhenlungenédemen kann verhindert werden, wenn
der pulmonale arterielle Druck durch Nifedipin oder Phosphodiesterase-Hemmer gesenkt
wird. Medikamentdse Pravention ist allerdings nur notwendig, wenn ein schneller Aufstieg
unvermeidlich ist (Bértsch et al., 2007; Luks et al., 2010). Zur Therapie werden hauptsachlich
Sauerstoff und Nifedipin eingesetzt, wenn maoglich sollte aber immer versucht werden, auf
geringere Héhen abzusteigen (Bértsch et al., 2007; Luks et al., 2010).

1.3.2. Das neurogene Lungenédem

Das neurogene Lungentdem ist eine lebensbedrohliche Komplikation einer Verletzung des
Zentralnervensystems. Es entwickelt sich rasch und verschlechtert zusatzlich den kritischen
Allgemeinzustand des Patienten (Baumann et al., 2007; Sedy et al., 2008). Neurogene
Lungenddeme unterscheiden sich im klinischen Bild nicht von akuten Lungenédemen, treten
aber ohne Beteiligung eines Linksherzversagens auf und stehen immer in Verbindung mit
einer Lasion des ZNS (Baumann et al., 2007). Neurogene Lungenédeme finden sich gehauft
nach Subarachnoidalblutungen (Solenski et al., 1995; Muroi et al., 2008) und traumatischen
Kopfverletzungen (Rogers et al., 1995; Simmons et al., 1969). Neben einer Infektion sind
neurogene Lungenddeme ein Hauptgrund dafir, dass nur 20% aller Organspender eine fur
die Transplantation brauchbare Lunge liefern (Trulock, 1997). Eine verletzungsbedingte
Erhéhung des Hirndrucks beeinflusst Triggerzonen in Hypothalamus und Medulla Oblongata
und fuhrt Gber eine starke Aktivierung des Sympathikus zu einer exzessiven Sekretion von
Katecholaminen. Dies bewirkt eine ausgepragte Kontraktion pulmonaler Arterien und Venen,
die den GefalRwiderstand und den Blutdruck in der Lunge ansteigen lasst und schlie3lich die
Bildung eines Lungendédems verursacht (Baumann et al., 2007). Wenn die zugrunde
liegende Hirnverletzung adaquat behandelt wird, klingen neurogene Lungenddeme zwar
meist von allein wieder ab, sie sollten aber besondere Beachtung finden, wenn ein Patient
mit akuten Hirnverletzungen kurzatmig wird und die Sauerstoffsattigung des Blutes abfallt.
Da eine spezifische Therapie nicht existiert, wird nur symptomatisch behandelt (Baumann et
al., 2007).
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1.3.3. Der Einfluss des intrazellularen Calciumspiegels auf die kontraktilen Effekte
von UK14304

Erste in vitro Versuche der Studie ,Alpha,c-adrenoceptors play a prominent role in
sympathetic constriction of porcine pulmonary arteries” zeigten, dass a,-Adrenozeptoren
scheinbar nur eine untergeordnete Rolle bei der Kontraktion von Pulmonalarterien spielen.
Die durch UK14304 hervorgerufenen Effekte waren im Gegensatz zu Pulmonalvenen
aulerst gering. Interessanterweise sprachen pulmonale a,-Adrenozeptoren bei Versuchen
an Hunden deutlich besser an, wenn der basale pulmonale Gefalltonus durch Gabe von
U46619, Prostaglandin F,,, oder Serotonin erhdoht wurde (Shebuski et al., 1986). U46619,
Prostaglandin F,,, und Serotonin vermitteln Gefalikontraktionen Uber Gg41-gekoppelte
Rezeptoren (Alexander et al., 2011). Im Gegensatz zu Pulmonalarterien, konnte in Pulmonal-
venen der basale Gefalitonus durch 3 uM Verapamil, 100 yM 2-APB oder 0.03 uM P1075
stark gesenkt werden. Verapamil hemmt spannungsgesteuerte Calciumkanale. P1075 6ffnet
ATP-sensitive Kaliumkanale. Die dadurch verursachte Hyperpolarisation relaxiert die glatte
Gefallmuskulatur (Gojkovic-Bukarica et al., 2011). Speichergesteuerte Calciumkanale
werden durch 100 uM 2-APB gehemmt, ohne dabei spannungsgesteuerte Calciumkanale zu
beeinflussen (Bootman et al., 2002). Die Fahigkeit von Verapamil, 2-APB und P1075 den
basalen Gefal3tonus in Pulmonalvenen abzusenken, spricht fir einen hohen intrazellularen
Calciumspiegel in diesem Gewebe. Das konnte bedeuten, dass UK14304 unter normalen
in vitro Experimentalbedingungen in Pulmonalvenen einen durch a,-Adrenozeptoren ver-
mittelten Effekt hervorruft, wahrend Pulmonalarterien eine zusatzliche kontraktile Stimulation
bendtigen, um eine UK14304-induzierte Gefalikontraktion zu zeigen. Allerdings konnten in
einer Reihe von isolierten Arterien und Venen auch relaxierende a>-Adrenozeptoren
gefunden werden. Agonisten bewirken dort eine endothelabhangige Relaxation, welche von
Inhibitoren der Stickstoffmonoxid-Synthase aufgehoben werden kann (Vanhoutte, 2001). In
Pulmonalarterien von Kaninchen wurde die kontraktile Reaktion auf Noradrenalin, UK14304
oder elektrische Stimulation in Gegenwart des Stickstoffmonoxid-Synthase Inhibitors
N®-Nitro-L-Arginin Methyl Ester (L-NAME) verstarkt (MacLean et al., 1993a und 1993b).

Es wurde deshalb untersucht, ob eine erhdhte intrazellulare Calciumkonzentration und/oder
eine Hemmung der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase die durch a,-Adrenozeptoren
vermittelte Kontraktion von Pulmonalarterien verstarken kann. (S)-(-)-Bay K 8644, ein
Calciumkanalagonist aus der Gruppe der Dihydropyridine, erhéht die Offnungswahrschein-
lichkeit spannungsgesteuerter Calciumkanale und kann so den glattmuskularen Calcium-
spiegel erhéhen (Navedo et al., 2005). (S)-(-)-Bay K 8644 dient als spezifischer Stimulus, da

eine Gefalkontraktion ausgelost wird, die allein auf einer Erhéhung der intrazellularen
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Calciumkonzentration beruht, ohne die Rho-Kinase zu beeinflussen (Alvarez et al., 2010).
Die durch UK14304 induzierte Kontraktion von Pulmonalarterien wurde durch (S)-(-)-Bay K
8644 enorm verstarkt, aber auch L-NAME, ein Inhibitor der endothelialen Stickstoffmonoxid-

Synthase, konnte in den Experimenten die Reaktion auf UK14304 steigern.

Der beobachtete Effekt von L-NAME konnte auf verschiedene Weise zustande kommen:
Postsynaptische a,-Adrenozeptoren vermitteln kontraktile Effekte, denen endotheliale a-
Adrenozeptoren durch relaxierende Effekte Uber die Bildung von Stickstoffmonoxid
entgegenwirken. Wenn allerdings die Bildung von Stickstoffmonoxid durch L-NAME blockiert
wird, kommt die durch UK14304 ausgeldste Kontraktion starker zur Geltung. Die basale
Freisetzung von Stickstoffmonoxid ist entscheidend flir die Aufrechterhaltung eines niedrigen
Gefalltonus im pulmonalen Gefallbett (Zapol et al., 1994). Eine Blockade der basalen
Produktion von Stickstoffmonoxid durch L-NAME wiurde einerseits die durch direkte
Wechselwirkung mit der Proteinkinase G bedingte Aktivierung der MLCP verringern,
andererseits konnte sich die Aktivitat der Rho-Kinase erhohen, da die Proteinkinase G nun
weniger RhoA phosphoryliert und inaktiviert (Bolz et al., 2003; Sauzeau et al., 2000). In
beiden Fallen wirde die Calciumsensitivitit des glatten GefalRmuskels erhdht. Da
Stickstoffmonoxid die Aktivitdt der SERCA steigert, ist L-NAME auch in der Lage, die

intrazellulare Calciumkonzentration zu erhdhen (Cohen et al., 1999; Adachi et al., 2004).

Die Studie ,Alphasc-adrenoceptors play a prominent role in sympathetic constriction of
porcine pulmonary arteries“ demonstriert, dass eine mechanische Entfernung des Endothels
keine Verstarkung der durch UK14304 vermittelten Kontraktion hervorruft. Weiterhin zeigte
(S)-(-)-Bay K 8644 gleichartige Effekte auf die Gefalkontraktion mit UK14304, unabhangig
davon ob das Endothel vorhanden war oder nicht. In Schweinepulmonalarterien sind also
keine relaxierenden a,-Adrenozeptoren zu finden. Die Wirkung von L-NAME ist deshalb nicht
durch eine Hemmung der endothelabhangigen Relaxation zu erklaren. Die Beobachtung,
dass die ar-Adrenozeptor-vermittelte Kontraktion in der Gegenwart von L-NAME in
Pulmonalarterien verstarkt ist, koénnte aber durch einen Anstieg der intrazellularen
Calciumkonzentration begriindet werden. Die Hemmung der basalen Bildung von Stickstoff-
monoxid senkt auch die Aktivitdt der SERCA. Die Beobachtung, dass die Ansprechbarkeit
von Pulmonalarterien auf UK14304 durch (S)-(-)-Bay K 8644 und L-NAME um denselben
Betrag erhoht wurde und dass eine Kombination beider Wirkstoffe keine weitere Steigerung
dieses Effektes bewirkt, spricht flir eine herausragende Rolle der intrazellularen

Calciumkonzentration bei a,-Adrenozeptor-vermittelten Kontraktionen in diesem Gewebe.
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Noradrenalin und Adrenalin aktivieren sowohl a,- als auch a,-Adrenozeptoren. Demzufolge
gibt es keinen endogenen, korpereigenen Agonisten, der selektiv an a,-Adrenozeptoren
wirkt. In Experimenten, in denen Labortiere oder isolierte Gewebe benutzt werden, rufen
ax-Adrenozeptoragonisten wie UK14304 nur geringe kontraktile Effekte hervor. Wird
allerdings die intrazellulare Calciumkonzentration erhoht, 1asst sich eine verstarkte Reaktion
messen. Die Aktivierung von as- und ox-Adrenozeptoren vermittelt eine glattmuskulare
Kontraktion, allerdings auf verschiedenen Wegen. Die schnelle Rekrutierung von Calcium
aus dem sarkoplasmatischen Retikulum nach Stimulation des as-Adrenozeptors tber G4
schafft vielleicht erst die Voraussetzung fir eine Aktivierung von a,-Adrenozeptoren. Diese
sind Gj,-Protein gekoppelt und eine glattmuskulare Kontraktion wird zumindest teilweise
durch den Einstrom von extrazellularem Calcium induziert (Bhattacharya und Roberts, 2003).
Es kdnnte also eine physiologische Verbindung zwischen postsynaptischen as- und a.-
Adrenozeptoren bestehen. (S)-(—)-Bay K 8644 kann den maximalen kontraktilen Effekt von
Noradrenalin nicht verstarken, da die Grundvoraussetzung fir eine Aktivierung von ao-
Adrenozeptoren schon durch Noradrenalin selbst erflllt ist. Der notwendige Anstieg des
intrazellularen Calciumspiegels wird Uber die Aktivierung von as-Adrenozeptoren vermittelt.
Eine Blockade von a;-Adrenozeptoren durch Prazosin (as-Adrenozeptorantagonist) hemmt
indirekt auch den durch ay,-Adrenozeptoren hervorgerufenen kontraktilen Anteil der
noradrenergen Reaktion. Wird allerdings der intrazelluldre Calciumspiegel in Gegenwart von
Prazosin durch (S)-(-)-Bay K 8644 erhoht, ist eine signifikant geringere Rechtsverschiebung
der Konzentrations-Wirkungskurve von Noradrenalin, verbunden mit einer Senkung des Hill-

Slopes zu beobachten.

1.3.4. Die Charakterisierung des kontraktilen a,-Adrenozeptorsubtyps in

Pulmonalarterien

Um den kontraktilen a,-Adrenozeptorsubtyp von Schweinepulmonalarterien zu bestimmen,
wurden die Effekte von UK14304 in Anwesenheit und Abwesenheit von MK912 und
BRL44408 in Gefalringen untersucht, deren basaler Tonus durch (S)-(-)-Bay K 8644 erhoht
war. MK912 zeigt eine 15fach erhdhte Selektivitat fir a,c-Adrenozeptoren gegeniiber Ooa-
und az-Adrenozeptoren. BRL44408 zeigt 30 - 120fach erhdhte Selektivitat flr aa-Adreno-
zeptoren gegeniber axs- und a,c-Adrenozeptoren (Uhlén et al., 1994). Die Ergebnisse
sprechen eindeutig fur die Beteiligung von a,c-Adrenozeptoren an den durch UK14304

hervorgerufenen kontraktilen Effekten in Pulmonalarterien.

Eine Affinitdt (scheinbarer pA;) von 9.75 und 9.62 fur 0.3 und 1.0 nM MK912 ist in guter

Ubereinstimmung mit Ergebnissen, welche fiir diesen Wirkstoff in Schweinepulmonalvenen,
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Rattenschwanzarterien und Digitalvenen des Pferdes bestimmt wurden. In allen genannten
Geweben wird die durch UK14304 hervorgerufene Kontraktion Uber den a,c-Subtyp ver-
mittelt (Gérnemann et al., 2007, Jantschak et al., 2010; Zerpa et al., 2010). An klonierten
humanen a,,-Adrenozeptoren wurde flir BRL44408 ein pK; von 8.25, an klonierten humanen
ag-Adrenozeptoren ein pK; von 6.19 ermittelt (Uhlén et al., 1994). Eine Affinitat (scheinbarer
pA2) von 7.40 fur 0.1 und 0.5 uM BRL44408, ist nicht mit der Existenz von as- und
ag-Adrenozeptoren zu vereinbaren und ahnelt dem Wert, der in Schweinepulmonalvenen
bestimmt wurde (Gérnemann et al., 2007). Die Ergebnisse der funktionellen Studien konnten
durch Western-Blot Experimente bestatigt werden. Als Kontrolle wurden Proben aus
Schweinepulmonalvenen genutzt, da die Existenz von a,c-Adrenozeptoren in diesem
Gewebe bereits nachgewiesen wurde (Gérnemann et al., 2007). Fur das a,c-Rezeptorprotein
wurden in Abhangigkeit vom untersuchten Zelltyp und den experimentellen Bedingungen
verschiedene molekulare Spezies identifiziert. Die Bande mit ca. 50 kDa von humaner Lunge
zeigt vermutlich das kernglykosylierte Protein des a,c-Adrenozeptors (Chotani und Flavahan,
2011). Es war nicht moglich, eine Bande mit ca. 70 - 80 kDa zu identifizieren, welche ein
umfangreicher glykosyliertes Rezeptorprotein reprasentiert (Chotani und Flavahan, 2011).
Die Bande mit ca. 45 kDa welche in Schweinepulmonalvenen und Schweinepulmonalarterien
detektiert wurde, scheint die nicht glykosylierte molekulare Variante des a,c-Adrenozeptors
zu sein (Chotani und Flavahan, 2011).

1.3.5. Zusammenfassung

Die Studie ,Alphasc-adrenoceptors play a prominent role in sympathetic constriction of
porcine pulmonary arteries” zeigt, dass a,c-Adrenozeptoren starke Kontraktionen in der mit
(S)-(-)-Bay K 8644 vorstimulierten Schweinepulmonalarterie vermitteln. Sowohl in
Pulmonalarterien als auch in Pulmonalvenen ist der a,c-Adrenozeptor der dominierende
a,-Adrenozeptorsubtyp (Gérnemann et al., 2007). Beide Gefalie sind fir einen grofien Anteil
des pulmonalen Gefallwiderstandes verantwortlich. Verletzungen des Zentralnervensystems
und koérperliche Belastung unter hypoxischen Bedingungen verursachen eine verstarkte
Aktivierung des sympathischen Nervensystems. Interessanterweise, konnte die Entwicklung
von neurogenen Lungenddemen verhindert werden, wenn Ratten mit Yohimbin, einem
a,-Adrenozeptorantagonisten, vorbehandelt wurden (Sedy et al., 2012). Bei Menschen, die
an Hohenlungentdemen litten, senkte Phentolamin, ein nichtselektiver a-Adrenozeptor-
antagonist, den pulmonalen arteriellen Blutdruck und GefaRwiderstand starker als Nifedipin
(Hackett et al., 1992). Daher konnten sich Antagonisten von a,c-Adrenozeptoren als
wirkungsvolle Arzneistoffe fur Behandlung und Prophylaxe von Krankheiten erweisen, bei

denen der pulmonale Gefalltonus pathologisch erhoht ist.
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2. Der a,c-Adrenozeptor als Zielstruktur fiir Arzneistoffe zur Behandlung
der Schizophrenie

21. Einleitung

Es wird vermutet, dass die Schizophrenie vorwiegend auf einer Fehlfunktion des Striatums
basiert. Eine erhdhte prasynaptische dopaminerge Aktivitat in diesem subcorticalen Gebiet
koénnte flr einen Teil der Symptome bei vielen Patienten verantwortlich sein (Howes und
Kapur, 2009; Simpson et al., 2010). Ziele der Behandlung akuter und chronischer schizo-
phrener Syndrome sind eine Reduzierung der Krankheitssymptome, eine Verbesserung der
Lebensqualitdt und die Rezidivprophylaxe (Lehmann et al., 2004). Mit verfligbaren
Neuroleptika kénnen Positivsymptome wie Halluzinationen und wahnhaftes Verhalten gut
behandelt werden (Meltzer et al., 2012). Die Negativsymptomatik einer Schizophrenie wie
Affektverflachung, emotionaler Rickzug, Sprachverarmung und Antriebslosigkeit spricht oft
schlecht auf eine medikamentése Therapie mit Neuroleptika an und bleibt eine grolte
klinische Herausforderung. Persistierende Negativsymptome nach einer akuten Krankheits-
phase schranken Patienten stark in ihrer Lebensqualitadt ein und erschweren eine gesell-
schaftliche Wiedereingliederung (Reynolds, 2004, Phan und Kreys, 2011).

Typische Neuroleptika zeichnen sich durch hohe antagonistische Potenz an Dopamin
D,-Rezeptoren aus, besitzen aber dadurch ein betrachtliches Risiko, extrapyramidale Symp-
tome und erhdhte Prolaktinspiegel zu verursachen (Baldessarini und Tarazi, 2006). Im
Gegensatz dazu zeigen atypische Neuroleptika neben hoher Affinitat zu D,-Rezeptoren,
auch erhohte Affinitat zu Serotonin-Rezeptoren (5-HT,s, 5-HT,e, 5-HT7), Histamin
Hi-Rezeptoren sowie ai- und a,-Adrenozeptorsubtypen (Tabelle 1) (Kroeze et al., 2003;
Roth et al., 2004; Meltzer et al., 2012). Interessanterweise besteht in Bezug auf
a,-Adrenozeptoren immer eine Praferenz fir die Blockade von a,c-Adrenozeptoren (Kroeze
et al., 2003; Kalkman und Loetscher, 2003). Das Risiko extrapyramidale Symptome zu
verursachen, ist bei atypischen Neuroleptika geringer ausgepragt als bei typischen
Neuroleptika (Reynold, 2004; Leucht et al., 2009). Die unter Therapie mit atypischen aber
auch einigen typischen Neuroleptika auftretende ausgepragte Gewichtszunahme korreliert

mit der hohen Affinitat dieser Wirkstoffe zum Histamin H;-Rezeptor (Kroeze et al., 2003).

In therapeutisch wirksamen Konzentrationen blockieren alle zugelassenen Neuroleptika
Dopamin D,-Rezeptoren des Striatums (Frankle und Laruelle, 2002, Howes und Kapur,
2009). Durch die Blockade prasynaptischer D,-Autorezeptoren kommt es bei Ratten dort

allerdings zunachst zu einem kompensatorischen Anstieg der extrazellularen Dopamin-
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konzentration (Westerink et al., 2001, Gobert et al., 2004). Dies hat vermutlich keinen
klinisch wahrnehmbaren Effekt, da postsynaptische D,-Rezeptoren in gleichem Male
blockiert werden und die dopaminerge Neurotransmission wirksam unterdricken. Nach
chronischer Gabe von Haloperidol Uber einen Zeitraum von 12 - 14 Tagen fiel bei Ratten die
Konzentration von Dopamin allerdings wieder ab und lag schlieBlich sogar unter dem
Basalwert (Amato et al., 2011). Auch die nach elektrischer Stimulation freigesetzte Menge an
Dopamin verringerte sich (Amato et al., 2011). Die Hemmung von D,-Autorezeptoren kénnte
trotzdem die erhdhte prasynaptische Aktivitat im Striatum schizophrener Patienten negativ
beeinflussen und an den haufig beschriebenen Problemen beim Absetzen vieler

Neuroleptika mit beteiligt sein (Howes und Kapur, 2009).

Clozapin nimmt aufgrund seiner vergleichsweise niedrigen Affinitdt zu Dopamin D,-Rezep-
toren eine Sonderstellung innerhalb der Gruppe der atypischen Neuroleptika ein. Trotzdem
zeichnet sich Clozapin durch Uberlegene antipsychotische Potenz aus, sowohl Positiv-
symptome als auch Negativsymptome kénnen deutlich verringert werden (Leucht et al.,
2009). Auch bei der Therapie von behandlungsresistenter Schizophrenie wurden Erfolge
erzielt (Kane et al., 1988, Terevnikov et al., 2010). Clozapin (5 mg/kg) zeigt einen robusten
Effekt auf das Verhalten von Ratten (Natesan et al., 2008) und fuhrt zu einer Blockade von
~95% der striatalen a,c-Adrenozeptoren. apa-Adrenozeptoren werden unter gleichen
Bedingungen zu ~65%, D,-Rezeptoren nur zu ~45% blockiert (Marcus et al., 2005). Daher ist
ein a,-Adrenozeptorantagonismus maoglicherweise an der hervorragenden antipsychotischen
Wirkung von Clozapin beteiligt (Marcus et al., 2005). Trotz ausgezeichneter Wirksamkeit
besteht neben einer ausgepragten Gewichtszunahme das Risiko, unter Behandlung mit

Clozapin eine Agranulozytose oder Myokarditis zu entwickeln.

2.2, Die Bedeutung von a,c-Adrenozeptoren bei der Behandlung schizophrener

Syndrome

aoa- und ac-Adrenozeptoren sind im Zentralnervensystem sowohl prasynaptisch als auch
postsynaptisch lokalisiert (Lee et al., 1998; Biicheler et al., 2002). Als prasynaptische
Autorezeptoren regulieren sie dort die Freisetzung von Noradrenalin (Biicheler et al., 2002;
Devoto et al., 2006). Die hypotensiven und sedierenden Effekte von Clonidin und UK14304
werden hauptsachlich durch den Agonismus dieser Wirkstoffe an prasynaptischen aoa-
Autorezeptoren vermittelt (MacDonald et al., 1997; Philipp et al., 2002). Im Gegensatz zu
a,a-Adrenozeptoren, welche in verschiedensten Gebieten des Gehirns zu finden sind,
konzentriert sich die Prasenz von a,c-Adrenozeptoren auf begrenzte Areale. Im Striatum von

Maus, Ratte und Mensch ist eine hohe a,c-Adrenozeptordichte zu finden (Scheinin et al.,
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1994, Uhlén et al., 1997; Holmberg et al., 2003; Fagerholm et al., 2008). Der ays-Adreno-
zeptor scheint im Gehirn nur eine untergeordnete Rolle zu spielen (Scheinin et al., 1994;
Uhlén et al., 1997).

Der Einfluss eines Arzneistoffs auf die konditionierte Vermeidungsreaktion (CAR) von Ratten
ist ein allgemein akzeptiertes Tiermodell, um dessen antipsychotische Potenz abschatzen zu
kénnen (Porsolt et al., 2010). Der potente a,-Antagonist Idazoxan (1.5 mg/kg) induzierte eine
Besetzung von ~75% der a,s-, aber von ~90% der a,c-Adrenozeptoren im Hirn der Ratte
(Marcus et al., 2005). Die alleinige Gabe von Idazoxan (1.5 mg/kg) hatte keinen Einfluss auf
die Ergebnisse eines CAR-Tests. Wenn Idazoxan aber zusatzlich zu geringen Dosen des
D./Ds-Rezeptorantagonisten Racloprid (0.05 mg/kg) gegeben wurde, erhdhte es deutlich
dessen Effekt auf die CAR von Ratten (Hertel et al., 1999a). Ahnliches konnte beobachtet
werden, wenn Idazoxan (1.5 mg/kg) geringen Dosen von Haloperidol (0.025 mg/kg) oder
Risperidon (0.25 mg/kg) beigefiigt wurde (Wadenberg et al., 2007, Marcus et al., 2010).
Risperidon zeigt zwar hohe Affinitat zu a,c-Adrenozeptoren, eine Gabe von 0.5 mg/kg fihrte
aber nur zu einer Besetzung von ~12% der a.a- und von ~19% der a,c-Adrenozeptoren im
Hirn der Ratte (Marcus et al., 2010).

Racloprid, Haloperidol und Risperidon bewirken aufgrund niedriger Affinitat oder geringer
Dosis nur eine unzureichende Besetzung von a,c-Adrenozeptoren. Die Kombination mit
Idazoxan, einem potenten a,-Antagonisten, senkte die CAR in allen drei Studien auf ein
Level, welches ausreichende antipsychotische Aktivitat erwarten lasst und mit der alleinigen
Gabe dieser Wirkstoffe nicht zu erreichen war. Die minimale effektive Dosis bestimmter
Neuroleptika koénnte also reduziert werden, wenn man diese mit potenten a,-
Adrenozeptorantagonisten kombiniert. Auf dieser Basis kénnte die Wirksamkeit und

Vertraglichkeit einer Therapie verbessert werden.

Die Schlussfolgerungen, welche aus den Versuchen an Ratten gezogen wurden, kénnen
durch die Ergebnisse klinischer Studien bestatigt werden. Wenn man das typische
Neuroleptikum Fluphenazin mit dem a,-Adrenozeptorantagonisten ldazoxan kombinierte,
verbesserten sich die Krankheitssymptome schizophrener Patienten signifikant starker als
unter Behandlung mit Fluphenazin allein (Litman et al., 1996). Mirtazapin gehdrt zur Gruppe
der tetrazyklischen Antidepressiva und zeichnet sich wie ldazoxan durch hohe Affinitat zu a,-
Adrenozeptoren aus. Der Nutzen einer Kombinationstherapie von typischen Neuroleptika mit
Mirtazapin (30 mg) wurde in Studien von Berk et al. (2001), Joffe et al. (2009) und
Terevnikov et al. (2010) untersucht. In diesen Studien flhrt eine zusatzliche Gabe von

Mirtazapin Ubereinstimmend zu einer signifikant starkeren Verbesserung der Krankheits-
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symptome als unter alleiniger Therapie mit einem typischen Neuroleptikum. Es liel3 sich in
keiner der genannten Studien ein Einfluss von Mirtazapin oder Idazoxan auf die
Symptomatik einer Depression oder Angsterkrankung bei den behandelten Patienten
feststellen. Dem entsprechend zeigte eine Kombination von Haloperidol mit dem als
Antidepressivum genutzten selektiven Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer Reboxetin
keinen zusatzlichen Effekt (Schutz und Berk, 2001). Die positive Wirkung von Mirtazapin und
Idazoxan kann also nicht auf antidepressive Eigenschaften dieser Wirkstoffe zurlickgefihrt
werden. In den mit Mirtazapin behandelten Studiengruppen litten die Patienten haufig unter
einer starken Sedierung und einer Gewichtszunahme, was auf die hohe Affinitdt von
Mirtazapin zu Histamin H;-Rezeptoren zurlckzufihren ist. Das Auftreten von extra-
pyramidalen Symptomen wurde von Mirtazapin oder Idazoxan nicht signifikant beeinflusst
(Litman et al., 1996; Berk et al., 2001; Joffe et al., 2009; Terevnikov et al., 2010). Eine
Blockade von a,-Adrenozeptoren kann also extrapyramidale Symptome beim Menschen
nicht verhindern, obwohl praklinische Versuche an Ratten andere Ergebnisse zeigten (Imaki
et al., 2009; Wadenberg et al., 2007).

Hohe Affinitat eines Neuroleptikums zu a,c-Adrenozeptoren im Allgemeinen und im Vergleich
zu D,-Rezeptoren ist eine Grundvoraussetzung, um eine hohe striatale a,c-Besetzung
innerhalb therapeutischer Blutkonzentrationen zu erreichen. Ein Quotient der Affinitaten
(Ki in nM) von DJ/a,c=1 spricht deshalb flr eine substanzielle Beteiligung der a,c-Adreno-
zeptorblockade am antipsychotischen Profil eines Arzneistoffs (Kalkman und Loetscher,
2003). Quotienten fur D,/a,c21 findet man fir die atypischen Neuroleptika Quetiapin (8.4),
Clozapin (7.5), Risperidon (5.0) und Olanzapin (1.2) (Kroeze et al., 2003). Typische
Neuroleptika zeigen Quotienten <1 (Tabelle 1) (Kroeze et al., 2003; Schotte et al., 1996).
Patienten die mit den atypischen Neuroleptika Quetiapin, Clozapin, Risperidon oder
Olanzapin behandelt wurden, bekamen in der Studie von Berk et al. (2009) zusatzlich zu
ihrer Standardmedikation ein Placebo oder Mirtazapin (30 mg). Die Gabe von Mirtazapin
zeigte hier keinen signifikanten Effekt. Die eingesetzten atypischen Neuroleptika weisen eine
hohere Affinitdt zu a,c-Adrenozeptoren als zu Dopamin D,-Rezeptoren auf (D,/a,c=1). Die
zusatzliche Gabe von Mirtazapin kann also die a,c-Adrenozeptorokkupation nur geringfiigig
erhdhen. Positive Effekte, wie sie bei Kombination von typischen Neuroleptika mit Mirtazapin

oder Idazoxan beobachtet wurden, traten deshalb nicht auf.

Der potente a,-Adrenozeptoragonist UK14304 hemmte wahrend elektrischer Stimulation
konzentrationsabhangig die Freisetzung von [*H]Noradrenalin aus Hirnpraparaten der Maus.
Es war allerdings auch mdglich, die Freisetzung von [*H]Dopamin mit UK14304 stark zu

vermindern. Sowohl a,a- als auch a,c-Adrenozeptoren kénnen flir die beobachteten Effekte
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verantwortlich gemacht werden und sind demzufolge in der Lage, neben Noradrenalin auch
die Freisetzung von Dopamin zu beeinflussen (Biicheler et al., 2002). Dies scheint vor allem

im prafrontalen Cortex von Bedeutung zu sein (Hertel et al., 1999b; Devoto et al., 2006).

Neuroleptika beeinflussen Uber eine Blockade von Dopamin D,-Rezeptoren die Neuro-
transmission im Striatum. Dies wirkt sich positiv auf die Symptomatik schizophrener
Syndrome aus. Da sowohl Dopamin D,-Rezeptoren als auch a,c-Adrenozeptoren intra-
zellulare Effekte Uber ein inhibitorisches G-Protein vermitteln, ware es mdglich, Gber die
Blockade von a,c-Adrenozeptoren zusatzliche antipsychotische Effekte zu erzielen (Litman
et al., 1996; Zhang et al., 1999).

Tabelle 1: Affinitdten (K; in nM) verschiedener Psychopharmaka zu rekombinanten humanen
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren in Radioligand-Bindungsstudien (Jasper et al., 1998; Toll
et al., 1998; Millan et al., 2002; Kroeze et al., 2003; Fernandez et al., 2005)

D2 5-HT2a Q2a O2c H, Da/axc
Fluphenazin 0.5 30 314 29 21 0.017
Haloperidol 4 53 1130 550 1800 0.007
Trifluoperazin 1.3 13 654 392 63 0.003
Clozapin 256 54 142 34 1.2 7.5
Olanzapin 34 2 314 29 2 1.2
Quetiapin 245 101 3630 29 11 8.4
Risperidon 6.5 0.2 151 1.3 15 5
Idazoxan >5000 >5000 9.8 20 poent .
Mirtazapin >5000 69 20 18 1.6 -
Aripiprazol 0.7 8.7 74 37 30 0.019
Tergurid 0.8 4.8 0.3 0.8 339 1
23. Dopamin D,-Partialagonisten als Neuroleptika

Aripiprazol, ein partieller Agonist an Dopamin D,-Rezeptoren, bietet eine neue therapeu-
tische Option bei der Behandlung der Schizophrenie (Croxtall, 2012). Die Wirksamkeit ist mit
der von Risperidon vergleichbar, wobei Aripiprazol den Serum-Prolaktinspiegel nur wenig
beeinflusst (Potkin et al., 2003; Chang et al., 2007). Andere in Deutschland zugelassene
Dopamin Dj-Partialagonisten (Lisurid, Pramipexol, Ropinirol) werden hauptsachlich zur
Behandlung des Morbus Parkinson eingesetzt. D,-Partialagonisten kdnnen sowohl die
Signaltransduktion in cortikalen Strukturen mit Dopaminmangel erhdhen, als auch den

dopaminergen Tonus in Arealen mit dopaminerger Uberaktivitat vermindern (Stahl, 2008).
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Voraussetzung fur die antipsychotische Wirksamkeit eines D,-Partialagonisten ist eine hohe
D,-Rezeptorokkupation in therapeutischen erreichbaren Konzentrationen bei gleichzeitig
niedriger intrinsischer Aktivitat, um die dopaminerge Neurotransmission im Striatum
ausreichend stark senken zu koénnen (Natesan et al., 2011). Eine Restaktivitdt im
nigrostriatalen System bleibt allerdings bestehen und verringert das Risiko Dyskinesien und
extrapyramidale Symptome zu entwickeln (Potkin et al., 2003). Bis heute ist Aripiprazol der
einzige als Neuroleptikum zugelassene Dopamin D,-Partialagonist. Andere D,-Partial-
agonisten wie OPC-4392, Bifeprunox oder Tergurid lieferten zwar erfolgversprechende
Ergebnisse in vorklinischen Untersuchungen, scheiterten aber in Humanstudien aufgrund
geringer Wirksamkeit (Benkert et al., 1995; Stahl, 2008).

Durch alternatives Splicen werden zwei Isoformen des D,-Rezeptors gebildet. Ein
zusatzlicher Abschnitt von 29 Aminosduren in der dritten intrazelluldaren Schleife
unterscheidet den D, (long) Rezeptor vom D,s (short) Rezeptor (Giros et al., 1989). Der
D,s-Rezeptor ist in der Substantia nigra starker vertreten als der D, -Rezeptor. Im Striatum
sind beide Isoformen in vergleichbarer Menge exprimiert (Khan et al., 1998). Dort wird der
D,s-Rezeptor hauptsachlich auf Axonen, aber auch auf den Zellkdérpern und Dendriten
dopaminerger Neurone gefunden, wohingegen der D, -Rezeptor starker auf GABAergen und
cholinergen Neuronen exprimiert wird (Khan et al, 1998). Im Striatum scheint die
Dos-Isoform Uberwiegend als prasynaptischer Autorezeptor zu fungieren, wahrend die
D, -Isoform postsynaptisch modulierende Effekte vermittelt (Khan et al., 1998). Die
funktionelle Konsequenz einer Blockade postsynaptischer D, -Rezeptoren ware eine
Abnahme der Neurotransmission, die der primdren dopaminergen Dysregulation

nachgeschaltet ist (Howes und Kapur, 2009).

Es existiert kein wissenschaftlicher Konsens beziiglich der Wechselwirkung von Aripiprazol
und anderen Dopamin D,-Partialagonisten wie Preclamol, OPC-4392 und Terguride mit der
langen und kurzen Isoform des D,-Rezeptors in den einzelnen anatomischen Strukturen des
menschlichen Gehirns. In Abhangigkeit von Rezeptordichte und Signaltransduktion des
verwendeten in vitro Bioassays sowie der eingesetzten Wirkstoffkonzentration kam es zu
unterschiedlichen Ergebnissen: Aripiprazol, Preclamol, OPC-4392 und Tergurid zeigten
sowohl partialagonistische Aktivitat als auch antagonistische Effekte an humanen D, .- und
D,s-Rezeptoren (Lawler et al., 1999; Burris et al., 2002; Shapiro et al., 2003, Newman-
Tancredi et al., 2002a; Tadori et al., 2005). Im Vergleich zu OPC-4392, Bifeprunox oder
Tergurid zeigte Aripiprazol die niedrigste intrinsische Aktivitdt an Dopamin D,s-Rezeptoren
(Tadori et al., 2005, 2009; Natesan et al., 2011).
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Ein Anstieg der c-Fos-Konzentration in Hirnregionen wie dem Nucleus accumbens und dem
dorsolateralen Striatum ist als ein Marker flr antipsychotische Effektivitdt potentieller
Neuroleptika identifiziert worden (Robertson et al., 1994; Sumner et al., 2004). Im Gegensatz
zu Tergurid, Bifeprunox und OPC-4392 waren sowohl Haloperidol als auch Aripiprazol in der
Lage, die c-Fos-Expression im Nucleus accumbens und im dorsolateralen Striatum der Ratte
konzentrationsabhangig zu erhéhen (Natesan et al., 2011). Aripiprazol besitzt neben seiner
hohen Affinitdat zu D,-Rezeptoren ausgepragte Affinitdt zu Serotoninrezeptoren (5-HTa,
5-HT,s, 5-HT,c und 5-HT;) sowie zu a,c-Adrenozeptoren und Histamin H;-Rezeptoren
(Tabelle 1) (Kroeze et al., 2003).

2.4, Tergurid

Bei Tergurid [1,1-Diethyl-3-(6-methyl-8a-ergolinyl)harnstoff] handelt es sich um einen gut
klassifizierten Arzneistoff, der zur Behandlung des Parkinson-Syndroms, der Schizophrenie,
der Hyperprolaktinamie und des Fibromyalgie-Syndroms am Menschen erprobt wurde
(Corsini et al., 1985; Olbrich und Schanz, 1988 und 1991; Martignoni et al., 1995; Ciccarelli
und Camanni, 1996; Distler et al., 2010). Tergurid erfullt die Kriterien eines nichtselektiven
Arzneistoffs, der mit einer Vielzahl von Rezeptoren interagiert, die in der Pathophysiologie
und Therapie der Schizophrenie eine Rolle spielen (Tabelle 1) (Roth et al., 2004). Trotz
eines potenten Antagonismus an 5-HT,s-Rezeptoren sowie partialagonistischer Aktivitat an
Dopamin D,-Rezeptoren (Newman-Tancredi et al., 2002a,b) ist Tergurid nicht anti-
psychotisch wirksam (Olbrich und Schanz, 1991). Die im Vergleich zu Aripiprazol merklich
hdhere intrinsische Aktivitdt an D,s-Rezeptoren kdnnte daflr verantwortlich sein (Tadori et
al., 2005; Natesan et al., 2011). Die Negativsymptome einer Patientengruppe, die nach
einem akuten psychotischen Schub mit Tergurid behandelt wurde, verringerten sich
allerdings deutlich (Olbrich und Schanz, 1988). Zusatzlich zeichnet sich Tergurid durch
subnanomolare Affinitat zu a,c-Adrenozeptoren aus (Millan et al., 2002). Diese stellen eine
fur die Behandlung der Schizophrenie interessante pharmakologische Zielstruktur dar. Ein
Quotient der Affinitaten (K; in nM) von D,/a,c=1 kann ein Indiz fir die gute Wirksamkeit eines
atypischen Neuroleptikums sein (Kalkman und Loetscher, 2003). Tergurid zeichnet sich
aullerdem durch gute Vertraglichkeit aus. Unter der Therapie traten bei einigen Patienten
Ubelkeit, Schlaflosigkeit und Kopfschmerzen auf. Diese Nebenwirkungen waren allerdings
nur von geringer Intensitat und lediglich zu Beginn der Behandlung zu beobachten (Olbrich
und Schanz, 1988; Krause et al., 1990; Vétr et al., 1990; Pacchetti et al., 1993, Distler et al.,
2010). Zusammenfassend betrachtet stellt Tergurid einen interessanten Ausgangspunkt fur

die Entwicklung neuer antipsychotischer Wirkstoffe mit Ergolinstruktur dar.
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2.5. Derivate von Tergurid als Antagonisten an a,c-Adrenozeptoren

Zunachst sollten 16 Derivate von Tergurid auf ihre funktionelle Aktivitdt an a,c-Adreno-
zeptoren gepruft werden. Die zu testenden Verbindungen wurden von Alfarma s.r.o. kauflich
erworben. Die Effekte von neuartigen Arzneistoffen auf a,c-Adrenozeptoren lassen sich
sowohl an Schweinepulmonalvenen als auch an Schweinepulmonalarterien untersuchen
(Gérnemann et al., 2007, Jantschak et al., 2012). Aufgrund der relativ kurzen Versuchsdauer
eignet sich die Pulmonalvene des Schweins als zuverldssiges Screening-Assay, um die
antagonistische Aktivitdt der 16 Ergoline im Rahmen der Untersuchung von Struktur-
Wirkungsbeziehungen zu studieren. Experimente an Schweinepulmonalarterien sind weniger
stéranfallig und die Konzentrations-Wirkungskurven zeichnen sich durch stabile Plateau-
kontraktionen aus. Messwerte lassen sich dadurch sehr genau bestimmen, allerdings mit
deutlich héherem Zeitaufwand. Strukturmodifikationen an Position 1, 2, 6, 8 und 3’ von
Tergurid wurden getestet, um Verbindungen zu identifizieren, welche im Vergleich zur
Muttersubstanz erhohte oder ahnlich hohe Affinitdt zu a,c-Adrenozeptoren aufweisen
(Abbildung 2). In weiteren Untersuchungen sollte dann beurteilt werden, wie sich die
strukturellen Veranderungen auf die intrinsische Aktivitat und die Affinitat der Substanzen zu

Dopamin D,-Rezeptoren auswirken.

Pulmonalvenen aus Schweinelungen wurden prapariert

und in Ringen von 2 - 3 mm Lange und 3 - 4 mm Durch-

CH3 CH3 L . .
) messer unter kontinuierlicher Begasung mit Carbogen bei

N3. 37°C in ein Organbad mit Krebs-Henseleit-Losung zur

H e isometrischen Messung der Kraftentwicklung gehangt. Die
\N O Ruhekraft wurde auf 10 mN eingestellt. Nach einer
: Stabilisierungsperiode von 90 Minuten wurden die

8 Gefalringe in mehreren Intervallen einmal mit 45 mM KClI
N._ und nachfolgend viermal mit je 0.3 pM UK14304

H CH3 vorkontrahiert. Mit UK14304 wurden dann kumulative
Konzentrations-Wirkungskurven in Abwesenheit oder
Anwesenheit der Testantagonisten aufgenommen. Die
,N 2 Effekte wurden als Prozent der vierten Vorkontraktion mit
UK14304 berechnet. Alle Experimente wurden in
stédndiger Anwesenheit von Cocain (10 pyM), Indometacin
(5 uM), Ketanserin (0.3 pM), Mepyramin (0.3 uM),
Prazosin (0.03 yM) und Propranolol (1 yM) durchgefuhrt.

Abbildung 2: Tergurid
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Der a,-Adrenozeptoragonist UK14304 verursachte konzentrationsabhangige Kontraktionen
von Gefaliringen der Schweinepulmonalvenen (pECs, 6.89 + 0.06, n = 20). Die agonistische
Potenz von UK14304 stimmte mit der von Gérnemann et al. (2007) ermittelten Uberein. Alle
untersuchten Verbindungen wirkten antagonistisch gegen UK14304. Modifikationen an
Position 1, 6, 8 und 3' des Ergolinpharmakophors fiihren zu einer Abnahme der Affinitat zu

azc-Adrenozeptoren (Tabelle 2).

Tabelle 2: Antagonistische Potenz (scheinbarer pA,) von Tergurid-Derivaten gegen
UK14304 an Pulmonalvenen des Schweins. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM.

Substanz

pA, + SEM (n)

Tergurid

9.66 + 0.08 (7)

Modifikation in Position 1
1-Methyltergurid
1-Allyltergurid

9.02 + 0.09 (6)
8.57 £ 0.12 (6)

Modifikation in Position 2
2-Chlorotergurid
2-Bromotergurid

2-lodotergurid

9.62 + 0.03 (7)
9.49 + 0.11 (7)
9.44 + 0.07 (7)

Modifikation in Position 6
6-Ethyltergurid
6-Nortergurid

8.75+ 0.10 (5)
8.72 + 0.08 (5)

Modifikation in Position 8

8B-Tergurid <7.0 (4)
Modifikation in Position 3’

Metergurid 9.01 £ 0.08 (6)
Dipergurid 8.79+£0.11 (6)
Pipergurid 8.09£0.10 (6)
Pyrrogurid 7.67 £0.02 (5)

N”-Desethyltergurid

7.94 £ 0.05 (5)

Modifikation in zwei Positionen

1-Allylmetergurid
1-Allyl-6-ethyltergurid
1-Allyl-6-propyltergurid

8.43 £ 0.07 (5)
8.12 £ 0.10 (5)
7.60 + 0.06 (5)
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Die antagonistische Aktivitat von 2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid und 2-lodotergurid ist mit
der Muttersubstanz Tergurid vergleichbar (Tabelle 2, Abbildung 3). Somit stellt sich eine
Modifikation der Struktur in Position 2 durch Halogenierung als besonders interessant
heraus. Ein groRer lipophiler Substituent wie Brom oder lod beeinflusst kaum die Aktivitat an
ayc-Adrenozeptoren, konnte sich aber auf andere Rezeptoren oder die Bioverflugbarkeit

auswirken.
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Abbildung 3: Hemmung der durch a,c-Adrenozeptoren vermittelten Kontraktion von
UK14304 durch Tergurid, 2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid und 2-lodotergurid in Schweine-
pulmonalvenen. Dargestellt sind die Effekte (Mittelwerte £+ SEM) als Prozent der vierten
Vorkontraktion mit UK14304 (0.3 uM) von sieben Einzelexperimenten.

2.6. Die Pharmakologische Charakterisierung von 2-Chlorotergurid,

2-Bromotergurid und 2-lodotergurid

Ziel war es nun die pharmakologischen Eigenschaften von 2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid
und 2-lodotergurid an dopaminergen (D,), serotonergen (5-HT,) adrenergen (ayc) und
histaminergen (H{) Rezeptoren zu untersuchen, da diese Rezeptoren bei Pathophysiologie
und Behandlung der Schizophrenie von Bedeutung sind (Roth et al., 2004). Zusatzlich wurde

die Wirkung von 2-Bromotergurid auf Ratten mit praklinischen Tiermodellen getestet.

Seite |53



2.6.1. Effekte an Dopamin D,-Rezeptoren

Die Effekte von Tergurid, 2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid und 2-lodotergurid auf rekombi-
nante humane D,s- und D, -Rezeptoren wurden in einem [3SS]GTPvS-Bindungsassay
untersucht. Diese Experimente flhrte Herr Dr. HUbner vom Department Chemie und
Pharmazie der Friedrich Alexander Universitdt Erlangen-NuUrnberg durch. Dass Tergurid
stilen Antagonismus an D, -Rezeptoren und partielle agonistische Effekte an Dos-
Rezeptoren zeigt, bestatigt die Ergebnisse von Newman-Tancredi et al. (2002a) und Tadori
et al. (2005). Die geringe Wirksamkeit von Dopamin Dj-Partialagonisten wie Tergurid,
Preclamol oder OPC-4392 bei der Behandlung der Schizophrenie (Benkert et al., 1995)
koénnte durch deren vergleichsweise hohe intrinsische Aktivitat an D,s-Rezeptoren begriindet
sein (Natesan et al., 2011). Aripiprazol besitzt eine intrinsische Aktivitat, die nur halb so hoch
ist wie die von Tergurid, Preclamol oder OPC-4392 (Natesan et al., 2011). Es zeigte sich,
dass ein Halogenatom in der 2-Position von Tergurid die intrinsische Aktivitat um 46 - 68%
reduziert. 2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid und 2-lodotergurid sind bezliglich der Effekte an

Dopamin D,-Rezeptoren mit Aripiprazol vergleichbar (Tabelle 3).

Tabelle 3: Pharmakologische Parameter von Tergurid, 2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid
und 2-lodotergurid an rekombinanten humanen D,s- und D,-Rezeptoren in einem
[*°S]GTPyS-Bindungsassay. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von acht Einzel-
experimenten.

Dos D2

pECso A pKg
Tergurid 8.96 £ 0.08 0.28 9.87 £ 0.19
2-Chlorotergurid 8.68 + 0.16 0.15 9.76 £ 0.23
2-Bromotergurid 8.87£0.15 0.12 9.86 £ 0.15
2-lodotergurid 8.56 £ 0.18 0.09 9.62+0.19

* intrinsische Aktivitat bezogen auf den vollen Agonisten Quinpirol
** berechnet nach Lazareno und Birdsall (1993)

Aufgrund ihrer niedrigen intrinsischen Aktivitdt an D,s-Rezeptoren und hohen Affinitat zu
D, - und D,s-Rezeptoren kénnten 2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid und 2-lodotergurid in
der Lage sein, die striatale Neurotransmission von schizophrenen Patienten wirksam zu
verringern. Trotz einer funktionellen Blockade von D,-Rezeptoren bleibt eine dopaminerge
Restaktivitdt bestehen, die das Risiko reduzieren kdnnte, Dyskinesien und unerwinschte

extrapyramidale Effekte zu verursachen (Potkin et al., 2003).
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2.6.2. Effekte an 5-HT,5s-Rezeptoren

Eine hohere Affinitdt zu 5-HT,s- im Vergleich zu D,-Rezeptoren wird als ein signifikantes,
aber nicht exklusives Kriterium beschrieben, um typische von atypischen Neuroleptika zu
unterscheiden (Meltzer et al., 2012). Eine hohe Affinitat zu 5-HT,s-Rezeptoren kénnte sich
positiv auf die Negativsymptomatik der Schizophrenie auswirken und das Auftreten von
extrapyramidalen Nebenwirkungen verringern (Meltzer et al., 2012). Wahrend atypische
Neuroleptika wie Quetiapin, Risperidon, Olanzapin und Clozapin 2 — 47fach hdhere Affinitat
zu 5-HT.a- gegentiber Do-Rezeptoren aufzeigen (Kroeze et al., 2003), ist dies flr Aripiprazol,
lloperidon, Lurasidon und Amisulprid nicht der Fall. Die Affinitdt von Aripiprazol zu
D,-Rezeptoren ist hoher als zu 5-HT,s-Rezeptoren, lloperidon und Lusaridon weisen
vergleichbare Affinitat zu beiden Rezeptoren auf (Kroeze et al., 2003; Kalkman et al., 2001;
Meyer et al., 2009). Amisulprid, ein Benzamidderivat mit hoher Affinitat zu Dopamin D,- und
Ds;-Rezeptoren interagiert nicht mit 5-HT,s-Rezeptoren, zeigt aber trotzdem Uberdurch-
schnittliche klinische Effektivitat (Natesan et al., 2008; Leucht et al., 2009). Die linke
Koronararterie des Schweins dient als etabliertes und zuverldssiges Testassay, um die
Effekte von Wirkstoffen auf 5-HT,s-Rezeptoren zu untersuchen (Cushing und Cohen, 1993;

Gdérnemann et al., 2008).

Nach der Praparation aus Schweineherzen wurden Gefaliringe der linken Koronararterie von
3 - 4 mm Lange unter kontinuierlicher Begasung mit Carbogen bei 37°C in ein Organbad mit
Krebs-Henseleit-Lésung zur isometrischen Messung der Kraftentwicklung gehangt. Die
Ruhekraft wurde auf 20 mN eingestellt. Nach einer Stabilisierungsperiode von 60 Minuten
wurden die Praparate zweimal mit 50 mM KCI vorkontrahiert. Nach Zugabe von N*-Nitro-L-
Arginin Methyl Ester (100 uM) folgte eine weitere Vorkontraktion der Gefaldringe mit
Serotonin (1 uM). Kumulative Konzentrations-Wirkungskurven von Serotonin wurden in
Abwesenheit oder Anwesenheit der Testantagonisten aufgenommen. Die Effekte wurden als
Prozent der Vorkontraktion mit Serotonin berechnet. Alle Experimente wurden in standiger

Anwesenheit von Cocain (10 yM), Indometacin (5 pM) und Prazosin (0.1 uM) durchgefihrt.

Serotonin induzierte konzentrationsabhangige Kontraktionen von Gefaldiringen der linken
Schweinekoronararterie (pECsy 6.79 = 0.06, n = 6). Die agonistische Potenz stimmte mit der
von Gérnemann et al. (2008) ermittelten Gberein. Tergurid, 2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid
und 2-lodotergurid zeigten ausgepragte antagonistische Aktivitdt gegen Serotonin. Die
Verbindungen verursachten zwar nur eine geringe Rechtsverschiebung der Konzentrations-

Wirkungskurven, fihren aber zu einer deutlichen Abnahme der maximalen durch Serotonin
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ausgelosten Kontraktion (Abbildung 4). 2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid und 2-lodotergurid

zeigen dabei etwas geringere antagonistische Aktivitat als Tergurid (Tabelle 4).
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Abbildung 4: Hemmung der durch 5-HT,,-Rezeptoren vermittelten Kontraktion von
Serotonin durch Tergurid, 2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid und 2-lodotergurid in Schweine-
koronararterien. Dargestellt sind die Effekte (Mittelwerte + SEM) als Prozent der Vor-

kontraktion mit Serotonin (1 uM) von sechs Einzelexperimenten.

2.6.3. Effekte an a,c-Adrenozeptoren

Ein Neuroleptikum, welches sowohl Dopamin D,-Rezeptoren als auch a,c-Rezeptoren
effektiv blockiert, konnte sich genau wie Clozapin durch gute Wirksamkeit auszeichnen
(Imaki et al., 2009). Die antagonistische Potenz von 2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid und
2-lodotergurid wurde an dayc-Adrenozeptoren von Schweinepulmonalarterien bestimmt
(Jantschak und Pertz, 2012).

Pulmonalarterien aus Schweinelungen wurden prapariert und in Ringen von 2 - 3 mm Lange
und 3 - 4 mm Durchmesser unter kontinuierlicher Begasung mit Carbogen bei 37°C in ein
Organbad mit Krebs-Henseleit-Lésung zur isometrischen Messung der Kraftentwicklung
gehangt. Die Ruhekraft wurde auf 20 mN eingestellt. Nach einer Stabilisierungsperiode von

90 Minuten wurden die Praparate in mehreren Intervallen viermal mit je 1 yM Noradrenalin

Seite |56



vorkontrahiert. Nach der Vorstimulation mit 0.1 uM (S)-(-)-Bay K 8644 wurden kumulative
Konzentrations-Wirkungskurven von UK14304 in Abwesenheit oder Anwesenheit der Test-
antagonisten aufgenommen. Die Effekte wurden als Prozent der vierten Vorkontraktion mit
Noradrenalin berechnet. Die Experimente wurden in standiger Anwesenheit von Cocain
(10 uM), Prazosin (0.03 M) und Propranolol (1 uM) durchgeftihrt.
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Abbildung 5: Hemmung der durch a.c-Adrenozeptoren vermittelten Kontraktion von
UK14304 durch Tergurid, 2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid und 2-lodotergurid in Schweine-
pulmonalarterien. Dargestellt sind die Effekte (Mittelwerte £+ SEM) als Prozent der vierten
Vorkontraktion mit Noradrenalin (1 uM) von sechs Einzelexperimenten.

Der a,-Adrenozeptoragonist UK14304 verursachte konzentrationsabhangige Kontraktionen
der mit 0.1 uM (S)-(-)-Bay K 8644 vorstimulierten Gefaliringe der Schweinepulmonalarterien
(PECso 7.84 £+ 0.03, n = 6). Die agonistische Potenz von UK14304 stimmte mit der von
Jantschak und Pertz (2012) ermittelten Uberein. 2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid und 2-
lodotergurid hemmen a,c-Adrenozeptoren der Schweinepulmonalarterien mit subnano-

molarer Affinitat und sind starker wirksam als Tergurid (Abbildung 5, Tabelle 4).
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2.6.4. Effekte an Histamin H,-Rezeptoren

Die hohe Affinitat vieler typischer und atypischer Neuroleptika zum Histamin H;-Rezeptor
korreliert mit der Gewichtszunahme, die wahrend einer Therapie mit diesen Wirkstoffen
auftritt (Kroeze et al., 2003). Der Einfluss von Hj-Antagonisten auf die Korpergewichts-
entwicklung ist auch tierexperimentell nachgewiesen worden (Deng et al., 2010). Weiterhin
sind auch die durch den Histamin H-Rezeptor vermittelten schlafanstolienden Effekte oft

nicht erwlinscht, da sie die Lebensqualitat vieler Patienten zusatzlich einschranken.

Pulmonalvenen aus Schweinelungen wurden prapariert und in Ringen von 1 - 2 mm Lange
und 3 - 4 mm Durchmesser unter kontinuierlicher Begasung mit Carbogen bei 37°C in ein
Organbad mit Krebs-Henseleit-Losung zur isometrischen Messung der Kraftentwicklung
gehangt. Die Ruhekraft wurde auf 10 mN eingestellt. Nach einer Stabilisierungsperiode von
60 Minuten wurden die Gefalkringe dreimal mit je 3 pM Histamin vorkontrahiert.
AnschlieRend wurden mit Histamin kumulative Konzentrations-Wirkungskurven in
Abwesenheit oder Anwesenheit der Testantagonisten (Referenzantagonist Mepyramin)
aufgenommen. Die Effekte wurden als Prozent der dritten Vorkontraktion mit Histamin
berechnet. Die Experimente wurden in standiger Anwesenheit von Cocain (10 yM) und

Propranolol (1 uM) durchgefiihrt.

Histamin verursachte konzentrationsabhangige Kontraktionen von Gefallringen der
Schweinepulmonalvenen (pECs, 6.68 + 0.02, n = 4). Die Effekte von Histamin wurden Uber-
windbar von Mepyramin (Histamin Hi-Rezeptorantagonist) gehemmt. Der scheinbare pA;
(8.70 £ 0.08, n= 5) von Mepyramin spricht fir eine substanzielle Beteiligung von Histamin H;-
Rezeptoren an den von Histamin in diesem Gewebe vermittelten kontraktilen Effekten.
Tergurid, 2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid und 2-lodotergurid zeigen im Vergleich zu
Dopamin D,-Rezeptoren, 5-HT,5-Rezeptoren und a,c-Adrenozeptoren nur dulerst geringe

Affinitat zu Histamin H-Rezeptoren von Schweinepulmonalvenen (Tabelle 3, Tabelle 4).
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Tabelle 4: Antagonistische Potenz von Tergurid, 2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid und
2-lodotergurid an 5-HT,,-Rezeptoren der Schweinekoronararterie, a,c-Adrenozeptoren von
Schweinepulmonalarterien und Histamin H;-Rezeptoren von Schweinepulmonalvenen.

Dargestellt sind die Mittelwerte £+ SEM von (n) Einzelexperimenten.

5-HTa Qe H,
pAz* pA2* pAz*
Terguride 9.25 +0.09 (6)" 9.77 + 0.05 (6) 6.55+0.04 (5)"
2-Chloroterguride 8.76 + 0.04 (6) 10.33 + 0.08 (6) 6.25 + 0.05 (4)
2-Bromoterguride 8.78 £ 0.05 (6) 10.45 £ 0.08 (6) 5.96 £ 0.04 (4)
2-lodoterguride 8.73 + 0.05 (6) 10.15 + 0.04 (6) 5.91 + 0.06 (4)

*

scheinbarer pAz
** pD’,, nichtkompetitiver Antagonistenparapeter (van Rossum, 1963)
*** partialagonistische Affinitdt (Marano und Kaumann, 1976)

2.7. Untersuchung von 2-Bromotergurid an praklinischen Tiermodellen

Fur die in vivo Experimente wurden praklinische Tiermodelle mit hoher prognostischer
Validitat benutzt. Diese Versuche fiihrten Herr Dr. Brosda und Herr Franke vom Institut fir
Pharmakologie und Toxikologie (Fachbereich Veterinarmedizin) der Freien Universitat Berlin
durch. Zunachst wurden die Effekte von 2-Bromotergurid auf das Spontanverhalten von
Ratten untersucht. Die Gabe von 2-Bromotergurid ddmpfte die motorische Aktivitdt und das
Explorationsverhalten der Versuchstiere im Open-Field. Dies ist in Ubereinstimmung mit
anderen Studien, die eine dampfende Wirkung von Dopamin D,-Partialagonisten auf das
Spontanverhalten zeigten (Svensson et al., 1991, Nordquist et al., 2008). Mit dem
Katalepsie-Test soll die Wirkung eines Neuroleptikums auf das extrapyramidale System
beurteilt werden, um das Auftreten von unerwiinschten Effekten beim Menschen abschatzen
zu kénnen (Porsolt et al., 2010). Im Gegensatz zu typischen Neuroleptika tritt kataleptisches
Verhalten bei Nagetieren nach Gabe von atypischen Neuroleptika weniger deutlich in
Erscheinung (Arnt und Skarsfeldt, 1998; Natesan et al., 2006; Wadenberg et al., 2001). Wie
Aripiprazol und anderen Dopamin D,-Partialagonisten, l6ste 2-Bromotergurid keine

Katalepsie bei Ratten aus (Natesan et al., 2011).

Die durch Amphetamin induzierte Lokomotion ist ein haufig genutztes Tiermodell zur
Identifizierung potentiell antipsychotischer Wirkstoffe (Koch, 2006). Psychotomimetisch-
induzierte Hyperlokomotion spiegelt eine Aktivierung von Dopamin D,-Rezeptoren im
Nucleus accumbens wieder (Porsolt et al., 2010). Dieser Effekt kann von typischen und

atypischen Neuroleptika gehemmt werden und korreliert mit deren antipsychotischer Potenz
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(Geyer und Ellenbroek, 2003; Porsolt et al., 2010). Die Beobachtung, dass 2-Bromotergurid
(0.1 mg/kg und 0.3 mg/kg) die durch Amphetamin induzierte Lokomotion hemmt, weist klar
auf die starken antidopaminergen Eigenschaften dieser Verbindung hin (Abbildung 6). Die
Moglichkeit, dass einige der durch 2-Bromotergurid in praklinischen Tests verursachten
Effekte von sedierenden Nebenwirkungen beeinflusst wurden, ist aufgrund der niedrigen

Affinitat zu Histamin H4-Rezeptoren wenig wahrscheinlich.
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Abbildung 6: Wirkung der intraperitonealen Gabe von 2-Bromotergurid auf die durch
Amphetamin induzierte Lokomotion. Dargestellt sind die Effekte (Mittelwerte £+ SEM) von
zehn Ratten. *: P<0.05 ftir 2-Bromotergurid (0.1 mg/kg und 0.3 mg/kg) vs. Amphetamin.

2.8. Zusammenfassung

Die Untersuchungen zeigen, dass es sich bei 2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid und
2-lodotergurid um Partialagonisten mit geringer intrinsischer Aktivitat an humanen D,s-Re-
zeptoren sowie um potente Antagonisten an humanen D, - und 5-HT,x-Rezeptoren handelt.
Die in vivo Ergebnisse von 2-Bromotergurid lassen starke antipsychotische Aktivitat bei nur
geringem Risiko fir das Auftreten von extrapyramidalen Symptomen vermuten. Zusatzlich
werden a,c-Adrenozeptoren von allen drei Verbindungen schon in subnanomolarer Kon-
zentration gehemmt. Dass a,c-Adrenozeptoren von 2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid und 2-
lodotergurid in geringerer Dosierung als Dopamin D,-Rezeptoren gehemmt werden, deutet
auf vorteilhafte therapeutische Eigenschaften hin. Die Substanzen zeigen zudem nur sehr
geringe Affinitdt zu Histamin H,-Rezeptoren. Sedierende Effekte und eine medikamenten-
induzierte Zunahme des Korpergewichtes sind deshalb nicht zu erwarten. Dieses pharmako-
logische Profil macht 2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid und 2-lodotergurid zu aussichts-

reichen Kandidaten flr nebenwirkungsarme Arzneistoffe zur Behandlung der Schizophrenie.
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3. Die antiserotonergen Eigenschaften von Tergurid auf Blutgefale

3.1. Einleitung

Die Einnahme von Ergolinderivaten wie Methysergid, Pergolid oder Cabergolin kann
fibrotische Herzklappenschaden verursachen (Bhattacharyya et al., 2009). Diese schwere
Nebenwirkung fuhrte schlieRlich zur teilweisen Marktricknahme der genannten Arzneistoffe.
Methysergid setzte man als wirkungsvolles Medikament zur Prophylaxe eines Migraneanfalls
ein, Pergolid und Cabergolin werden zur Behandlung des Morbus Parkinson verwendet. Die
aufgefuihrten Substanzen wirken alle als Agonisten an 5-HT.a- und 5-HT.s-Rezeptoren
(Newman-Tancredi et al., 2002b; Rothmann et al., 2000), deren Aktivierung an der
Entstehung von Herzklappenfibrosen und idiopatischen Lungenfibrosen beteiligt sein soll
(Roth, 2007; Yabanoglu et al., 2009; Kbnigshoff et al., 2010; Hutcheson et al., 2011). Auch
das als Appetitziigler genutzte Fenfluramin kann Herzklappenschaden verursachen. Dieser
Arzneistoff besitzt allerdings nur geringe Affinitdt zu 5-HT,s,- und 5-HT.z-Rezeptoren
(Rothmann et al., 2000). Hier ist es der aktive Metabolit, der die fibrotischen Veranderungen
von kardiopulmonalem Gewebe verursacht (Launay et al., 2002; Roth, 2007). Norfenfluramin
zeigt deutlich héhere Affinitdt und agonistische Potenz an 5-HT.z-Rezeptoren als die

Muttersubstanz Fenfluramin (Rothman et al., 2000).

3.2, Tergurid hemmt die durch Serotonin induzierte Bildung von pERK1/2

In der Studie ,Antiserotonergic Properties of Terguride in Blood Vessels, Platelets, and
Valvular Interstitial Cells”, wurden zunachst die Effekte von Tergurid auf 5-HT,s- und
5-HTs-Rezeptoren in kardiopulmonalem Gewebe des Schweins untersucht. Tergurid verhielt
sich dabei als potenter stiller Antagonist an 5-HT,s-Rezeptoren der Schweinekoronararterie
(pD’, 9.43). Obwohl Tergurid nahezu identische Affinitdten zu 5-HT,s-Rezeptoren von
Mensch und Schwein aufweist (Nelson et al., 1993), konnten an rekombinanten humanen
5-HT.a-Rezeptoren partialagonistischen Effekte beobachtet werden (Newman-Tancredi et
al., 2002b). Diese Diskrepanz zeigt, dass sich funktionelle Reaktionen in transfizierten Zellen
von Reaktionen in nativem Gewebe unterscheiden konnen, da transfizierte Zellen oft eine
deutlich hdéhere Rezeptordichte aufweisen (Sanders-Bush und Canton, 1995). Tergurid
wirkte auch als potenter Antagonist an 5-HT,z-Rezeptoren der Schweinepulmonalarterie
(scheinbarer pA, 8.87). Dies ist in Ubereinstimmung mit friheren Studien unserer
Arbeitsgruppe (Jédhnichen et al., 2005) und mit Beobachtungen, die an humanen 5-HT,z-Re-

zeptoren gemacht wurden (Newman-Tancredi et al., 2002b). Offensichtlich scheint ein
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5-HTs-Agonismus kein Klasseneffekt von Ergolinen zu sein (Jdhnichen et al., 2005). Neben
der Bildung von IP; ist eine Aktivierung der MAP-Kinase ERK1/2 am Signaltransduktionsweg
von 5-HT,s- und 5-HT.s-Rezeptoren beteiligt (Xu et al., 2002; Knauer et al., 2009). Die
Phosphorylierung von ERK1/2 (pERK1/2) fordert Zellteilung, Zellwachstum und die Zell-
differenzierung, was in Verbindung mit fibrotischen Veranderungen von Herzklappen steht
(Nagai et al., 2005; Connolly et al., 2009, Mebratu und Tesfaigzi, 2009; Oyama und Levy,
2010). Zusatzlich werden apoptotische Vorgange nach Aktivierung von 5-HT,,-Rezeptoren
Uber pERK1/2-abhangige Signalwege gehemmt (Liu et al., 2013). Bisherige Forschungs-
ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass Serotonin und das Ergolinderivat Cabergolin
die Bildung von pERK1/2 in Interstitialzellen von Aorten- und Mitralklappen (VICs) des
Schweins steigern (Kekewska et al., 2011). Die aktuelle Untersuchung demonstriert, dass
Tergurid die Bildung von pERK1/2 nicht stimuliert und die durch Serotonin gesteigerte Pro-
duktion von pERK1/2 hemmen kann. Man ist sich einig, dass eine Aktivierung von 5-HT -
Rezeptoren an der Entstehung von fibrotischen Herzklappenschaden mit beteiligt ist (Roth,
2007; Hutcheson et al., 2011). Der aktivierende Effekt von Serotonin auf die Bildung von
pERK1/2 in VICs von Menschen, Hunden und Schweinen ist allerdings nur fir die Blockade
durch selektive 5-HT,s-Antagonisten empfanglich. 5-HTs-Antagonisten erwiesen sich unter
gleichen Bedingungen als wirkungslos (Connolly et al., 2009; Kekewska et al., 2011).
Experimente an VICs kdnnen die Situation in vivo nur eingeschrankt widerspiegeln, da mor-
phologische Veradnderungen von Herzklappen als Folge chronischer Prozesse auftreten.
Diese Ergebnisse sprechen aber fiir eine Beteiligung von 5-HT,s-Rezeptoren an den inhibi-

torischen Effekten von Tergurid auf die durch Serotonin induzierte Bildung von pERK1/2.

3.3. Zusammenfassung

Die Studie ,Antiserotonergic Properties of Terguride in Blood Vessels, Platelets, and Valvular
Interstitial Cells” zeigt, dass Tergurid die durch Serotonin induzierte Bildung von pERK1/2 in
VICs vermindert. Daflir ist wahrscheinlich eine Hemmung von 5-HT,,-Rezeptoren ver-
antwortlich. Tergurid kénnte also aufgrund des kombinierten Antagonismus an 5-HT,s- und
5-HTs-Rezeptoren zur Behandlung von fibrotischen Erkrankungen genutzt werden.
Untersuchungen zur Struktur-Wirkungsbeziehung von Cabergolin und Pergolid machten
deutlich, dass die Kettenlange des Substituenten an N(6) ein entscheidendes Kriterium fir
agonistische Aktivitdt an 5-HToa- und 5-HTos-Rezeptoren ist. Substanzen mit Methyl-
substituent an dieser Stelle wirken in Organbadstudien als stille Antagonisten (J&hnichen et
al., 2005, Gérnemann et al., 2007, Kekewska et al., 2011). Es ist deshalb nicht zu erwarten,
dass die Einnahme der Ergolinderivate 2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid oder 2-lodo-

tergurid fibrotische Herzklappenschaden verursacht.
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4. Zusammenfassung

Die isolierte Rattenschwanzarterie kann als in vitro Modell der kutanen Zirkulation genutzt
werden. Ziel der Studie ,Postjunctional a,c-adrenoceptors mediate vasoconstriction in rat tail
artery: influence of precontraction and temperature on vasoreactivity war es, in
Organbadstudien und durch Western-Blotting den postsynaptischen a,-Adrenozeptor in
diesem Gewebe zu charakterisieren. Nach Vorstimulation arterieller Gefalringe des
Rattenschwanzes mit Serotonin wurde die durch den a,-Agonisten UK14304 hervorgerufene
Kontraktion deutlich verstarkt. Die Effekte von UK14304 konnten unter dieser Voraussetzung
durch MK912, Rauwolscin, Yohimbin, WB4101, BRL44408, ARC239 und Prazosin
kompetitiv gehemmt werden. Eine Analyse der Schild Regression aller sieben getesteten
Antagonisten zeigte, dass UK14304 mit diesen Substanzen um dieselbe Bindungsstelle des
postsynaptischen a,-Adrenozeptors konkurriert. Die Affinitaten von MK912, Rauwolscin,
Yohimbin und WB41104 waren mit Bindungsdaten vergleichbar, welche diese Wirkstoffe an
ac-Adrenozeptoren des Rattencortex zeigen. Zusatzlich konnte die Existenz von ayc-
Adrenozeptoren durch Western-Blotting bestatigt werden. Nach schnellem Abkuhlen von
37°C auf 27°C steigerte sich die maximale durch UK14304 hervorgerufene Kontraktion.
Dieser Effekt konnte allerdings nur in vorstimulierten arteriellen Gefaliringen beobachtet
werden. Die antagonistische Potenz von Rauwolscin wurde durch das Absenken der
Organbadtemperatur nicht beeinflusst. Nach anschlieBendem Erwarmen auf 37°C
verringerte sich die anfanglich verstarkte Kontraktion wieder auf den Ausgangswert. Die
Experimente zeigen, dass die durch UK14304 hervorgerufene Kontraktion der mit Serotonin
vorstimulierten Rattenschwanzarterie hauptsachlich durch a,c-Adrenozeptoren vermittelt
wird. Die Starke der Kontraktion kann durch Einwirkung von Kaltereizen erhoht werden. Da
a,c-Adrenozeptoren an der Pathologie des Raynaud-Phanomens beteiligt sein sollen, kann
die isolierte Rattenschwanzarterie als in vitro Bioassay genutzt werden, um neue Wirkstoffe

zur Behandlung dieses Syndroms zu untersuchen.

Verletzungen des Zentralnervensystems und korperliche Belastungen unter hypoxischen
Bedingungen flhren zu einer starken Aktivierung des Sympathikus. Die dadurch ausgeldste
pulmonale GefalRkontraktion kann Lungenddeme verursachen. Ziel der Studie ,Alpha,c-
adrenoceptors play a prominent role in sympathetic constriction of porcine pulmonary
arteries” war es, in Organbadstudien und durch Western-Blotting den postsynaptischen a,-
Adrenozeptor der Schweinepulmonalarterie zu charakterisieren. Verglichen mit
Pulmonalvenen rief der ay-Agonist UK14304 in Pulmonalarterien nur eine schwache
Gefalikontraktion hervor. Verapamil (hemmt spannungsgesteuerte Calciumkanale), 2-APB

(hemmt speichergesteuerte Calciumkanale) und P1075 (6ffnet ATP-sensitive Kaliumkanale)
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verursachten nur in Pulmonalvenen eine deutliche Abnahme des basalen Gefaltonus. Dies
spricht fur einen hohen intrazelluldaren Calciumspiegel in diesem Gewebe unter in vitro
Experimentalbedingungen, der fur die Aktivitat von a,-Adrenozeptoren von Bedeutung ist.
Folglich konnte die durch UK14304 induzierte Kontraktion von Pulmonalarterien nach
Vorstimulation mit Bay K 8644 (aktiviert spannungsgesteuerte Calciumkanale) deutlich
verstarkt werden. Die maximale durch Noradrenalin (nichtselektiver a-Agonist) oder
Phenylephrin (as-Agonist) ausgeléste Kontraktion wurde durch Bay K 8644 hingegen nicht
zusatzlich verstarkt. Die Konzentrations-Wirkungskurve von Noradrenalin in Gegenwart von
Prazosin (as-Antagonist) und Bay K 8644 zeigte eine geringere Rechtsverschiebung und
wies eine deutlich geringere Steigung auf, als in Gegenwart von Prazosin allein. Die
Grundvoraussetzung fur die Aktivitat von a,-Adrenozeptoren erfillt Noradrenalin also selbst,
da der notwendige Anstieg des intrazellularen Calciumspiegels Uber eine Aktivierung von ay-
Adrenozeptoren vermittelt wird. Im Gegensatz zu BRL44408 (a,s-Antagonist) war MK912
(as,c-Antagonist) in der Lage, die Wirkung von UK14304 zu hemmen. Die hohe Affinitat von
MK912 und die Ergebnisse des Western-Blottings sprechen fir eine substanzielle
Beteiligung des ajc-Adrenozeptors an der durch Noradrenalin in Pulmonalarterien
hervorgerufenen Kontraktion. Es wird deutlich, dass ein grof3er Anteil des pulmonalen
GefaRwiderstandes von postsynaptischen a,c-Adrenozeptoren in Pulmonalarterien und
Pulmonalvenen verursacht wird. Deshalb kdénnten Antagonisten von a,c-Adrenozeptoren

hilfreich bei der Behandlung von Lungenddemen sein.

Dopaminerge, serotonerge und adrenerge Rezeptoren sind pharmakologische Zielstrukturen
bei der Behandlung der Schizophrenie. Dopamin D,-Partialagonisten wie Aripiprazol stellen
eine neue Behandlungsoption fur schizophrene Patienten dar und zeichnen sich durch wenig
extrapyramidale Nebenwirkungen aus. Die geringe Wirksamkeit des D,-Partialagonisten
Tergurid wird in Zusammenhang mit dessen hoher intrinsischer Aktivitdt an D,-Rezeptoren
gebracht. Ziel war es, die Effekte von 2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid und 2-lodotergurid
auf D,-, 5-HT,a-, 0xc- sowie Hi-Rezeptoren in Bindungsstudien und Organbadstudien zu
untersuchen und mit Tergurid zu vergleichen. In einem [**S]GTPyS-Bindungsassay zeigten
2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid und 2-lodotergurid eine nur halb so hohe intrinsische
Aktivitdt an D,s-Rezeptoren wie Tergurid. Die Verbindungen verhielten sich als potente
Antagonisten an D, -Rezeptoren. Sie waren auflierdem hochaffine Antagonisten an
5-HT,s-Rezeptoren von Schweinekoronararterien und an a,c-Adrenozeptoren von Schweine-
pulmonalarterien. Die niedrige Affinitdt von 2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid und
2-lodotergurid zum H;-Rezeptor spricht gegen eine medikamenteninduzierte Gewichts-
zunahme, eine spezifische Nebenwirkung zahlreicher typischer und atypischer Neuroleptika.

Zusatzlich wurde 2-Bromotergurid in praklinischen Tiermodellen getestet. Der Wirkstoff
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hemmte das Spontanverhalten und die durch Amphetamin induzierte Lokomotion von
Ratten, induzierte aber keine Katalepsie. Aufgrund ihrer in vitro Eigenschaften und der
ermutigenden in vivo Effekte kdnnte es sich bei 2-Chlorotergurid, 2-Bromotergurid und
2-lodotergurid um aussichtsreiche Kandidaten fur gut vertragliche Arzneistoffe zur

Behandlung der Schizophrenie handeln.

Serotonin ist an der Entstehung von Herzklappen- und Lungenfibrosen beteiligt. Die
antiserotonergen Eigenschaften von Tergurid wurden in der Studie ,Antiserotonergic
Properties of Terguride in Blood Vessels, Platelets, and Valvular Interstitial Cells” in
Organbadstudien und an Zellkulturen untersucht. Tergurid verhielt sich als potenter
Antagonist an 5-HT,x- und 5-HTz-Rezeptoren. In Interstitialzellen von Aorten- und Mitral-
klappen des Schweins wurde die durch Serotonin induzierte Aktivierung der MAP-Kinase
ERK1/2 durch Tergurid gehemmt. Dies kann als Zeichen verringerter fibrotischer Aktivitat
gewertet werden. Tergurid konnte also therapeutisches Potenzial flr die Behandlung

fibrotischer Erkrankungen besitzen.

5. Summary

The isolated rat tail artery represents an in vitro model of the cutaneous circulation. The aim
of the study ,Postjunctional a,c-adrenoceptors mediate vasoconstriction in rat tail artery:
influence of precontraction and temperature on vasoreactivity was to characterize the
postjunctional a,-adrenoceptor in this tissue. In arterial rings UK14304 elicited only slight
contractions which were markedly enhanced after prestimulation with serotonin. Under the
condition of elevated vascular tone, the contractile UK14304 response was competitively
antagonised by MK912, rauwolscine, yohimbine, WB4101, BRL44408, ARC239 and
prazosin. Schild regressions were linear and had slopes of unity. Affinities for MK912,
rauwolscine, yohimbine and WB41104 were in the same range as binding data for these
drugs at a,c-adrenoceptors of rat cerebral cortex. In addition, the presence of a,c-
adrenoceptors was confirmed by Western blotting. After rapid cooling from 37°C to 27°C, the
maximal UK14304 response was enhanced only in prestimulated arteries; antagonism by
rauwolscine was the same before and after cooling. The enhancement of the maximal
UK14304 response was abolished by rewarming to 37°C. It is concluded that
ayc-adrenoceptors predominantly mediate vasoconstriction in rat tail arteries prestimulated
with serotonin. An enhanced contractility is detectable in response to cold stimuli. Because
ayc-adrenoceptors may be involved in Raynaud’s phenomenon, the isolated rat tail artery
represents a convenient in vitro bioassay to test novel compounds for the treatment of this

syndrome.
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Enhanced pulmonary vasoconstriction in response to injuries of the central nervous system
and physical strain under hypoxic conditions results in pulmonary edema due to increased
sympathetic activation. The study ,Alpha,c-adrenoceptors play a prominent role in
sympathetic constriction of porcine pulmonary arteries® aimed at characterizing a,-
adrenoceptor-mediated responses in porcine pulmonary arteries using a tissue bath protocol.
The aj-adrenozeptor protein was determined by Western blotting. UK14304 (a»-agonist)
elicited only a slight contraction in pulmonary arteries compared to veins. Verapamil (voltage-
operated calcium channel blocker), 2-APB (store-operated calcium channel inhibitor), and
P1075 (Katp channel opener) induced a marked decrease of the basal tone in veins, but not
in arteries. It is supposed, that high intracellular calcium levels are a prerequisite for a,-
adrenozeptor function. Consequently, the UK14304-induced contraction in arteries was
enhanced by prestimulation with Bay K 8644 (L-type calcium channel activator). Bay K 8644
did not increase the maximal response to noradrenaline (nonselective a-agonist) or
phenylephrine (as-agonist). The rightward shift of the concentration—response curve to
noradrenaline by prazosin (as-antagonist) in combination with Bay K 8644 was smaller and
non-parallel compared to that in the presence of prazosin alone. Therefore, the prerequisite
for the a,-adrenoceptor activation is fulfilled due to the as-adrenoceptor-mediated increase in
calcium by noradrenaline itself. UK14304 responses were inhibited by MK912 (axc-
antagonist) but not by BRL44408 (aga-antagonist). Affinity of MK912 and Western blotting
analysis argue for an involvement of a,c-adrenoceptors in contraction induced by
noradrenaline in pulmonary arteries. It is concluded that postjunctional a,c-adrenoceptors
predominantly mediate contraction in porcine pulmonary arteries and veins. Thus, Oxc-

adrenoceptor antagonists may be beneficial in the treatment of pulmonary edema.

Dopaminergic, serotonergic and adrenergic receptors are pharmacological targets for
therapeutic actions in schizophrenia. Dopamine D, receptor partial agonists such as
aripiprazole represent a new treatment option for patients with schizophrenia due to a lower
risk to develop extrapyramidal side-effects. The ineffectiveness of terguride, another D,
receptor partial agonist, in treating schizophrenia was recently attributed to its considerably
high intrinsic activity at D, receptors. This study aimed at characterizing the effects of
terguride, 2-chloroterguride, 2-bromoterguride and 2-iodoterguride at D,, 5-HToa, aoc-
adrenergic, and histamine H; receptors using binding and functional assays. Furthermore,
we studied the antipsychotic-like effects of 2-bromoterguride using amphetamine-induced
locomotion. Extrapyramidal side-effect liability was evaluated by catalepsy test. As
determined by [**S]GTPyS binding, 2-chloroterguride, 2-bromoterguride, and 2-iodoterguride

produced intrinsic activities at D,s receptors that were half as high as the intrinsic activity of
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terguride. The compounds behaved as potent antagonists at D, receptors. They were high-
affinity antagonists at 5-HT,a receptors of porcine coronary arteries and a,c adrenoceptors of
porcine pulmonary arteries. Low affinities of the compounds for H; receptors argue against
drug-induced weight gain, a specific feature of numerous antipsychotics. In vivo,
2-bromoterguride inhibited spontaneous behavior and amphetamine-induced locomotion but
did not induce catalepsy. Due to their in vitro properties and the promising in vivo
antipsychotic-like activity, 2-chloroterguride, 2-bromoterguride and 2-iodoterguride may be
strong candidates for the treatment of schizophrenia with a lower risk to induce

extrapyramidal side-effects.

Serotonin is involved in heart valve tissue fibrosis and pulmonary fibrosis. The study
»Antiserotonergic Properties of Terguride in Blood Vessels, Platelets, and Valvular Interstitial
Cells” aimed at characterizing the antiserotonergic properties of terguride by using functional
receptor assays and valvular interstitial cell cultures. Terguride behaved as a potent
antagonist at 5-HT,s-receptors and 5-HTg-receptors. In porcine valvular interstitial cells,
serotonin-induced activation of ERK1/2, an initiator of cellular proliferation and activity, was
inhibited by terguride as shown by Western blotting. Because of the inhibition of 5-HTa-
receptors, 5-HTs-receptors and ERK1/2 activity, terguride may have therapeutic potential in

the treatment of fibrotic disorders.
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