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1. Einleitung

1.1. Ergoline

Ergoline gehdren zu den In-
dolalkaloiden, deren bekann-

teste natirliche Vertreter die

CH,
Mutterkornalkaloide sind. Pro- |
duziert werden sie z. B. vom CH,
Namensgeber der Stoftklasse, |
. HN Ergometrin
dem Mutterkornpilz Claviceps
purpurea  (Clavicipitaceae), COOH on
der zur Klasse der Ascomyce-
ten gehdrt und vorzugsweise | N | N
CH, CH,
Roggen (Secale cereale) para- H H
sitisch befillt. Natiirlich vor- HN | D-Lysergsiure HN | Lysergol

kommende Ergolin-Alkaloide

werden in 4 Hauptgruppen un- Abbildung 1: Strukturen natiirlich vorkommender Ergoline.

terteilt: 1) Ergopeptine, z.B.

Ergotamin, bei denen der Lysergsdure-Anteil mit einem trizyklischen Peptid verkniipft ist; 2) einfa-
che Lysergsdureamide, z.B. Ergometrin; 3) Lysergsduren, z.B. D-Lysergsdure und 4) Clavine, z.B.
Lysergol, deren C(8) Substituent im Gegensatz zu den vorgenannten Alkaloid-Typen eine niedrigere
Oxidationsstufe besitzt (Berde und Stiirmer, 1978; Abbildung 1). Chemisch betrachtet ist das grof3e
gemeinsame Merkmal aller Ergolinderivate deren tetrazyklische Ergolin-Grundstruktur. Diese tetra-
zyklische Anordnung beinhaltet die grundlegenden Strukturelemente der Monoamin-Neurotransmit-
ter 5-HT, Dopamin und Noradrenalin (Abbildung 2) und ldsst erkennen, dass Mutterkornalkaloide
mit Rezeptoren aller drei Transmitter interagieren konnen. Bedenkt man, dass gegenwartig 14 Sero-
tonin (5-HT)-Rezeptoren, 5 Dopaminrezeptoren und 6 a-Adrenozeptoren bekannt sind, und dass Er-
golinderivate an diesen iiberwiegend G-Protein-gekoppelten Rezeptoren als Agonisten, Partialago-
nisten oder Antagonisten fungieren konnen, wird ersichtlich, dass die Pharmakodynamik dieser
Substanzen komplex ist. Innerhalb der Gruppe der Naturstoffe nehmen die Ergoline aufgrund ihres
duBerst umfangreichen Wirkspektrums somit eine singulédre Stellung ein. Wegen ihrer geringen Re-
zeptorspezifitit und -selektivitit werden sie als ,,dirty drugs* charakterisiert (Pertz und Eich, 1999).

Da zahlreiche Ergolinderivate durch eine hohe biologische Aktivitit gekennzeichnet sind, war und
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COOH
H H OH H
[« o ) .
“CH, “H “H “H
| HO HO
NH OH OH NH
Lysergsaure Noradrenalin Dopamin Serotonin

Abbildung 2: Strukturelle Verwandtschaft zwischen Ergolinen (Lysergsédure) und drei biogenen

Aminen: Noradrenalin, Dopamin und Serotonin.

ist diese Naturstoffklasse fiir partialsynthetische Modifikationen interessant. Mit natiirlichen Ergoli-
nen als Ausgangspunkt, fiihrten chemische Modifikationen zu einer Vielzahl partialsynthethischer
Ergolinderivate, die aufgrund ihrer dann partiell spezifischen Wirksamkeit teilweise Eingang in die
experimentelle Pharmakologie gefunden haben oder als Arzneistoffe verwendet werden. Tabelle 1
zeigt die Indikationsgebiete fiir eine Auswahl von in Deutschland therapeutisch verwendeten Ergo-
linen, den in das betreffende Krankheitsgeschehen involvierten Rezeptor(subtyp) sowie die Beein-
flussung der Rezeptorfunktion durch diese Arzneistoffe. Wichtige partialsynthetische Ergolinderiva-

te werden in den folgenden Kapiteln abgebildet.

Tabelle 1: Auswahl von in Deutschland verwendeten Ergolinderivaten, deren Indikationsgebiet, involvierter Rezeptor

und Rezeptorfunktion (Rote Liste 2008).

Arzneistoff Therapie Rezeptor Rezeptorfunktion®
Ergotamin Migrine 5-HTigip Agonismus
DHE (akut) 5-HTs1p Agonismus
Lisurid® Migrianeprophylaxe 5-HTa2s, 5-HT; Antagonismus
Methylergometrin Blutung (post partum) 5-HTsa Agonismus
Bromocriptin .

o Morbus Parkinson )
Lisurid D, Agonismus

) Prolaktinhemmung

Cabergolin
a-Dihydroergocriptin Morbus Parkinson D, + D, Agonismus
Pergolid Morbus Parkinson D, +D, Agonismus
Dihydroergotoxin® Blutdruck | o Antagonismus

®Agonismus kann je nach Modell voller oder partieller Agonismus sein; bfreiwillige Marktriicknahme durch die

Schering AG Berlin (2001); “Stoffgemisch.
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Hauptsidchlich bei der Behandlung der Migréne und des Morbus Parkinson werden gegenwirtig Er-
golinderivate verwendet. Beide Krankheitsbilder und deren Therapien sind Gegenstand der sich an-

schlieBenden Kapitel.

1.2. Migrane

1.2.1. Epidemiologie

In den USA leiden ca. 18 % der Frauen und ca. 6 % der Manner an Migridne. Die Privalenz eine
Migréneattacke zu erleiden steigt mit dem 20. Lebensjahr an und gipfelt im ca. 40. Lebensjahr (Lip-
ton et al., 2001; Abbildung 3). Die Verteilung zwischen Geschlecht, Alter und der Krankheitshdu-
figkeit weist auf eine hormonelle Komponente bei der Migrine hin (Gupta et al., 2007). Trotz der
hohen Verbreitung und den korperlich belastenden Auswirkungen erhielt die Erkrankung in der Ge-
sellschaft lange keine hinreichende Beachtung (Hu et al., 1999), da es sich ,,nur* um Kopfschmer-
zen handelt. Die Migréne ist mit immensen Kosten verbunden. In den USA wurden 1994 $1 Milli-
arde Dollar zur Behandlung der Migrine verwendet (direkte Krankheitskosten), wohingegen im
gleichen Zeitraum ein volkswirtschaftlicher Schaden (indirekte Krankheitskosten durch Wertschop-

fungsverlust) von $13 Milliarden Dollar

durch die Krankheit entstand (Hu et al, 309

1999). Fiir Deutschland konnte das Verhéltnis = 254 Frauen

von 1 : 13 fiir das Jahr 2000 bestitigt werden, g 20—

wobei die Ausgaben flir Migridne-Arzneimit- g 15

tel nur 7 % der direkten Krankheitskosten be- g R I AP

trugen. Es muss daher das vorrangige Ziel S 5 ~_
sein, den Patienten gezielt mit Migrinethera- 0 T

20 30 40 50 60 70 80 90 100

peutika zu versorgen, zumal bei erfolgreicher Alter (Jahre)

Therapie die indirekten Krankheitskosten

deutlich gesenkt werden kénnten (Neubauer Abbildung 3: Alters- und geschlechtsspezifische Migra-
d Ujlaky, 2002) neprévalenz. Adaptiert nach Lipton et al. (2001).
und Ujlaky, .

1.2.2. Pathophysiologie

Die Migrdne ist eine neurovaskuldre Erkrankung, deren Pathogenese noch nicht vollstindig erklért
werden konnte. Migrine zeichnet sich durch starke, einseitige, pochende und pulsierende Kopf-
schmerzattacken aus. Diese Kopfschmerzattacken dauern 4 bis 72 Stunden und sind von Appetitlo-

sigkeit, Ubelkeit, Erbrechen, Lichtempfindlichkeit (Photophobie), und/oder Geriuschempfindlich-
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keit (Phonophobie) gekennzeichnet (Headache Classification Committee of the International
Headache Society, 2004). Die Krankheit wird in Migréne ohne Aura (einfache Migridne) und Migré-
ne mit Aura (klassische Migrine) unterteilt. Die Migréne-Aura tritt bei ca. 15 % der Patienten auf,
geht dem Kopfschmerz voran oder begleitet ihn und ist durch neurologische Symptome, wie Wahr-
nehmungsstorungen, Gesichtsfeldausfille, Sehstérungen, Storungen des Geruchsempfindens und
andere neurologische Ausfille charakterisiert (Gupta et al., 2007; Diener 2002). Eine bedeutende
Rolle an der Entstehung der Migrineattacke wird dem serotonergen System zugeschrieben, da sich
die 5-HT-Spiegel bzw. die des Hauptmetaboliten (5-Hydroxyindolylessigsdure, 5-HIAA) in Blut,
Urin und Gehirn wéhrend und nach der Migréineattacke unterscheiden (Hamel, 2007; Schwedt,
2007). Als eine weitere Ursache in der Entstehung der Migrine kann dem a-adrenergen System Be-
achtung beigemessen werden. Hierbei soll die stressbedingte Dauerstimulation des sympathischen
Nervensystems im Ergebnis zu einem Nettoverlust von Noradrenalin fiihren, was die Dilatation ex-
tracranialer Arterien und die Stimulation des trigeminalen Systems zur Folge hat (Peroutka, 2004).

Die Migréneattacke wird durch drei verschiedene Phasen charakterisiert: 1) ein initiierender Trig-
ger, 2) die Aura und schlieBlich 3) der Kopfschmerz (Villalon et al.; 2002, 2003). Verschiedene Er-
kenntnisse beziiglich des initiierenden Triggers sind publiziert worden, dennoch gibt es noch keine
schliissige Erklarung. Einerseits (Hypothese 1) soll die plotzlich gesteigerte Freisetzung von 5-HT
ein Bestandteil der Trigger-Geschehnisse sein, die in der Migridneattacke enden (Fozard und Kalk-
man 1994; Hamel 2007). Diese Hypothese wird damit begriindet, dass die einmalige Gabe eines
Arzneistoffs, der 5-HT aus den perivaskuldren Neuronen und/oder Thrombozyten freisetzt (Reser-
pin, Fenfluramin), einen Migridneanfall auslésen kann (Fozard, 1992). Selbiges Phdnomen wurde
fiir 5-HT-Wiederaufnahmehemmer (Sertralin, Zimelidin) beobachtet, wo zu Beginn der Behandlung
die Konzentration an pharmakologisch aktivem 5-HT ansteigt (Fozard, 1992; Bickel, 2005). Ande-
rerseits (Hypothese 2) konnte an Migridnepatienten festgestellt werden, dass wihrend einer sponta-
nen Attacke eine Anderung des regionalen cerebralen Blutflusses im Bereich des kontralateralen
Hirnstamms eintritt. Diese Hirnregion wird heute als ,,Migrinegenerator* aufgefasst (Weiller et al.,
1995; Schaible und Ebersberger, 2002). Die sich anschlieBenden Ereignisse, die zum Kopfschmerz
fiihren, konnen auf der Grundlage der neurovaskuldren Hypothese erklart werden (Abbildung 4). Im
Fall der gesteigerten Freisetzung von endogenem 5-HT wird die Aktivierung endothelialer 5-HT,g-
Rezeptoren und die Aktivierung glattmuskuldr-vasorelaxierender 5S-HT;-Rezeptoren in Blutgefillen
der Hirnhdute angenommen (Fozard und Kalkman, 1994; Terrén und Falcon-Neri, 1999; Schmuck
et al., 1996). 5-HTxs-Rezeptor-vermittelt wird rasch Stickstoffmonoxid (NO) aus dem Endothel
freigesetzt, das folgend an der cGMP-induzierten Vasorelaxation der Meningialarterien und der

Initiation der sterilen, neurogenen Entziindung beteiligt ist. Die Kopfschmerzphase setzt ein (siche
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der putativen pathophysiologischen Verdnderungen in der Migrédne und
Angriffspunkte von prophylaktisch (5-HT2s- und 5-HT+-Rezeptorantagonisten) und akut wirksamen Migranethera-
peutika (Triptane, Ergotamin). Fiir Details siche Text. % 5-HT,z-, ¢ 5-HT;-Rezeptoren. fendogenes 5-HT nach Hy-
pothese 1, *Migrinegenerator nach Hypothese 2. Abbildung nach Ferrari und Saxena, 1993.

unten). In der Hypothese des ,,Migrinegenerators™ kann es nach dessen Stimulation zu einer Redu-
zierung des cerebralen Blutflusses kommen (Ferrari und Saxena, 1993). Bei ca. 15 % der Patienten
fallt der Blutfluss unter einen kritischen Wert und es konnen die oben genannten Aura-Symptome
auftreten. Die Aura-Symptomatik entspricht einem Phdnomen, das im Tierexperiment Cortical
Spreading Depression (CSD) bezeichnet wird. Dass eine CSD die Aktivierung des
trigeminovaskuldren Systems verursachen kann, ist bisher nur im Tierexperiment nachgewiesen
worden (Bolay et al, 2002). Die folgende Kopfschmerzphase ist durch die Dilatation
extracerebraler, intracranialer Arterien (Meningialarterien), die sich in den Hirnhduten (Pia mater
encephali und Dura mater encephali) befinden, charakterisiert. Aus den perivaskuldren Neuronen
der Trigeminusfasern, welche die intracranialen Arterien versorgen, werden verschiedene va-
soaktive, proinflammatorische Mediatoren, wie z.B. CGRP, SP, NKA, ET-3 und NO freigesetzt. Als
Folge kommt es zur neurogenen Entziindung, die durch neurogene Vasodilatation der Menin-
gialarterien und Permiabilititserhdhung der Gefdlle, wobei Plasmaproteine in den extravasalen

Raum austreten, gekennzeichnet ist (Ferrari, 1998; Peroutka, 2005). Im Ergebnis verstirken die
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freigesetzten Mediatoren demzufolge die bereits bestehende Vasodilatation und erhdhen die
Aktivitit der perivaskuldren Nervenfasern. Die nozizeptiven Signale aus den GefaBwéanden und den
Hirnhduten werden iiber die afferenten Fasern des Nervus trigeminus (finfter Hirnnerv, V)
weitergeleitet: 1) zum Nucleus caudalis des Trigeminus, dort umgeschaltet und {iber den Thalamus
in die Hirnrinde (Cortex) gesandt, wo der Schmerz wahrgenommen wird; 2) zum Hypothalamus,
was Photophobie und Phonophobie verursacht und 3) zur Chemorezeptor-Triggerzone, was
Erbrechen auslosen kann (Ferrari und Saxena, 1993; Diener, 2002; Abbildung 4). Freigesetztes NO
verursacht bei migraneanfélligen Personen stirkere und linger andauernde Kopfschmerzen (Olesen
et al., 1994), relaxiert cGMP-vermittelt die glatte Muskulatur der Gefdle und stimuliert die
perivaskuldren Trigeminalnerven, wobei CGRP freigesetzt wird (Wei ef al., 1992). CGRP ist selbst
ein Vasodilatator (Wei et al., 1992; Goadsby, 2005; Peroutka, 2005; Mehrotra et al., 2006), erhoht
aber nicht selbst die Gefalpermeabilitit (Goadsby, 2005; Peroutka, 2005). Dafiir kann CGRP die
Bildung von NO triggern, was zu einem ,,Teufelskreis* fiihren kann (Gray und Marshall, 1992;
Schmuck et al., 1996; Akerman et al., 2002). Die Erweiterung Meningialarterien fithrt zu einem
erhohten Blutvolumen in den GefiBlen. Diese mechanische Reizung wird vermutlich von
Dehnungsrezeptoren in der GefiBwand wahrgenommen und sensibilisiert die perivaskuldren
Nerven zusitzlich. Fiihlbares Zeichen der Sensibilisierung ist das Pulsieren und Pochen des
Kopfschmerzes, da bereits die normale GefiBbewegung durch die Blutdruckamplitude einen

ausreichenden Reiz fiir die Aktivierung der Nervenfaser darstellt.

1.2.3. Therapie

Die Arzneistofte, die derzeit Verwendung finden, werden
in zwei Gruppen eingeteilt: 1) Arzneistoffe zur Akutbe-
handlung des Migranekopfschmerz und 2) Arzneistoffe
zur Prophylaxe der Migrineattacke (Ferrari, 1998; Die-
ner, 2002; Villalon et al.; 2002, 2003). In der Akutthera-

pie stehen unspezifisch (Analgetika, Antiemetika) und

spezifisch (Triptane, Ergotamin, DHE) wirkende Sub-
stanzen zur Verfligung. Die Therapie sollte sich nach ei- Abbildung 5: Struktur von Dihydroergota-
nem Stufenplan richten, um die optimale Medikation min (DHE).

herauszufinden (Diener, 2002). Welchen Anteil a-Adre-

nozeptoren und 5-HT-Rezeptoren in der Therapie der Migréne haben, wird ausfiihrlicher in den Ka-
piteln 1.4.2. und 1.5.2. beschrieben.

Als unwirksam in der Migrédnetherapie erwiesen sich Substanzen, die die Plasmaextravasation hem-
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men (Goadsby, 2005; Peroutka, 2005). Hingegen war der CGRP-Antagonist Olcegepant (BIBN
4096 BS) in der Behandlung der akuten Migréneattacke effektiv (Olesen et al., 2004). Somit kdnnte
diese Substanzklasse als alternative Therapieoption zu den Triptanen ein grofler Fortschritt in der
Akutbehandlung der Migréneattacke sein. Dass Olcegepant infundiert werden muss, ist ein wesent-

licher Nachteil dieser Verbindung.

1.3. Morbus Parkinson

1.3.1. Epidemiologie

Morbus Parkinson ist eine neurodegenerative Erkrankung, die erstmals 1817 von James Parkinson
in ,,An essay on the shaking palsy*“ beschrieben wurde. Der idiopathische Morbus Parkinson ist die
verbreitetste Variante (Standaert und Young, 2005) und macht 80 bis 90 % aller Parkinson-Syndro-
me aus (Feuerstein, 2005). Die Privalenz steigt zwischen dem 65. und 90. Lebensjahr exponentiell
an, betrdgt 0.3 % in der Gesamtbevolkerung bzw. 3 % bei Personen iiber 65 Jahre und wird auf-
grund der hoheren Lebenserwartung weiter zunehmen (Lang
und Lozano, 1998). Morbus Parkinson ist durch 4 Haupt-
symptome gekennzeichnet: Akinese (Bewegungsarmut), Ruhe-
tremor (Zittern), Rigor (erhdhte Muskelanspannung) und spé-
ter Verlust der Stell- und Haltereflexe (Standaert und Young
2005; Samii et al., 2004). Die moderne Pharmakotherapie be-
gann 1961, als Walther Birkmayer und Oleh Hornykiewicz
erstmals L-DOPA (i.v.) an Parkinsonpatienten mit groem Er-

folg testeten (Bockler, 2006). Trotz zahlreicher Fortschritte

bleibt die Progredienz der Erkrankung durch die Therapie

(noch) unbeeinflusst. Die gegenwirtige Pharmakotherapie bes-

sert lediglich die Symptome und ist hauptsichlich auf den Do- Abbildung 6: Korperhaltung eines

. . . . Mannes mit Morbus Parkinson
paminersatz beschrinkt. Dennoch stieg die Lebenserwartung ) o .
(Zeichnung von William Richard

und die Lebensqualitidt der Patienten (Schapira, 2005; Feuer- Gowers, 1886).

stein, 2005).

1.3.2. Pathophysiologie

Nach ca. 50 bis 70 %-iger Degeneration der von der Sustantia nigra pars compacta zam Corpus
striatum ziehenden Dopaminneurone werden die ersten klinischen Symptome beobachtet (Lang und

Lozano, 1998; Samii et al., 2004; Standaert und Young 2005). Aufgrund des im Corpus striatum
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auftretenden Dopaminverlusts (ca. 80 %) ist die Funktion exzitatorischer D;- und inhibitorischer D,-
Rezeptoren vermindert, was die Hauptursache des Morbus Parkinson ist und mit dem Auftreten der
Akinesie und des Rigors in Verbindung gebracht wird (Lang und Lozano, 1998; Samii ef al., 2004;
Standaert und Young, 2005). Ein weiteres pathologisches Merkmal ist das Auftreten von Lewy-Kor-
pern, die cytoplasmatische Aggregate sind, hauptsichlich das Protein a-Synuklein enthalten und in
zu Grunde gehenden Neuronen der Substantia nigra und anderen Kerngebieten auftreten (Feuer-
stein, 2005; Biieler, 2006). Die Degeneration dopaminerger Neurone kann mit der Autotoxizitdt von
Dopamin erkldrt werden. Unter Katalyse der Monoaminooxidase und der Aldehyddehydrogenase
wird Dopamin zu 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure, Ammoniak (NH;) und Wasserstoffperoxid
(H,O,) abgebaut. In Anwesenheit von Fe** reagiert H,O, zu einem Hydroxylradikal (-OH) weiter
(Fenton Reaktion). Hydroxylradikale sind cytotoxisch und bei erniedrigtem Glutathionspiegel das
eigentlich schiadliche Agens (Standaert und Young, 2005; Feuerstein, 2005; Olanow et al., 2001).
Pathologisch-anatomisches Kennzeichen des Zelluntergangs ist die Depigmentierung der Substan-
tia nigra. Der Mangel an Dopamin hat zwei entscheidende Folgen: 1) cholinerge Interneurone im
Corpus striatum werden enthemmt und 2) in einem komplexen Verschaltungssystem, an dem
GABA- und Glutamat-Neurone beteiligt sind, wird die Filterfunktion des Thalamus fiir sensomoto-
rische Meldungen zum Cortex verstédrkt (Standaert und Young, 2005). Aus dem Mehr an Acetylcho-

lin und cortikaler Hemmung resultiert die Parkinson-Krankheit.

1.3.3. Therapie

Die Therapieoptionen sind zahlreich und sollen an dieser Stelle auf den Dopaminersatz im Corpus
striatum beschriankt bleiben (symptomatische Therapie). Levodopa (L-DOPA) ist das Prodrug von
Dopamin und kann als Aminosdure die Blut-Hirn-Schranke iiberschreiten, was fiir Dopamin nicht
moglich ist. Es ist der wirksamste und der am hdufigsten gebrauchte Arzneistoff (Olanow et al.,
2001; Schapira, 2005), der vor allem am Anfang der Behandlung effektiv die Akinese- und Rigor-
symptome verbessert. Nach cerebraler Decarboxylierung von L-DOPA wird das gebildete Dopamin
in prasynaptischen neuronalen Vesikeln gespeichert und anschlieBend physiologisch iiber einen ldn-
geren Zeitraum gleichmifBig in den synaptischen Spalt freigesetzt. L-DOPA wird mit Arzneistoffen
kombiniert, die nur peripher wirken und den Abbau von L-DOPA verhindern sollen, wodurch sich
die Dosis und folglich die Nebenwirkungen reduzieren lassen. Nur peripher wirken Decarboxylase-
Blocker (Benserazid, Carbidopa) und Entacapon (COMT-Hemmer). Zusétzlich kann Selegilin
(MAO-B-Hemmer) gegeben werden, das ebenfalls einen L-DOPA-sparenden Effekt hat. Nach ca. 3
bis 5 Jahren Dauermedikation nimmt die anfanglich gute Wirkung von L-DOPA aufgrund des fort-

schreitenden Untergangs der prisynaptischen dopaminspeichernden Neurone ab. Diese nachlassen-
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de Fahigkeit, Dopamin zu spei-
chern, und die kurze Halbwertszeit
von L-DOPA machen es erforder-
lich, dass die Dosis erhoht oder das
Einnahmeintervall verkiirzt werden

muss. Demzufolge wird die Gehirn-

Dopaminkonzentration bei andau-

ernder Krankheit zunehmend von CH,
peripherem L-DOPA abhingig. Die HNYO GH,

ulsartig schwankenden L-DOPA- O+ N N S<
P 8 Y " cH CH,
Plasmaspiegel sowie eine gednderte
Rezeptorsensitivitit werden fiir die

. . . NWCH N\/\CH
Wirkungsfluktuationen und die mo- H 2 H 3
torischen Komplikationen (on-off- _ )
HN Cabergolin HN Pergolid

Phanomen, wearing-off-Phdnomen,
Dyskinesien)  verantwortlich  ge- Abbildung 7: Strukturen von ausgewéhlten D,-Agonisten, die der-
macht. Wihrend das wearing-off- zeit in Deutschland in der Parkinson-Therapie verwendet werden.
Phanomen vorhersehbar (end-of-

dose-Akinese) und durch Steigerung der Dosis und/oder der Einnahmefrequenz von L-DOPA kon-
trollierbar ist (Olanow et al., 2001; Standaert und Young, 2005), sind on-off-Perioden (gute -
schlechte Beweglichkeit) unvorhersagbar. Dyskinesien treten meist bei hohen L-DOPA-Plasmaspie-
geln auf. Um die Nebenwirkungen der L-DOPA-Langzeittherapie, die letztendlich unumgéinglich
ist, hinauszuzdgern bzw. zu minimieren, sollte die Dopaminersatztherapie, vor allem bet ,,jiingeren*
Parkinsonpatienten, mit einem D,-Agonisten beginnen (Olanow et al., 2001; Samii et al., 2004;
Schapira, 2005). D,-Agonisten werden in zwei Gruppen eingeteilt: 1) Dopaminagonisten mit Ergo-
lin-Grundstruktur und 2) Dopaminagonisten ohne Ergolinstruktur. Wirkstoffe beider Gruppen zei-
gen Affinitdt zu weiteren Dopaminrezeptoren (Newman-Tancredi et al., 2002a; Standaert und
Young, 2005). Eine Auswahl von D,-Agonisten mit Ergolinstruktur, die derzeit in Deutschland mit
der Indikation Parkinson zugelassenen sind, ist in Abbildung 7 wiedergegeben. Die kontinuierliche
Stimulation dopaminerger Neurone ahmt die physiologische Situation nach, reduziert die motori-
schen Komplikationen und ist somit fiir die Therapie erstrebenswert (Stocchi et al., 2002; Stocchi,
2003). Fiir diesen Therapieansatz werden verschiedene Strategien, wie Retardformulierungen, trans-
dermale Systeme, aus dem Magen freisetzende Arzneiformen und Infusionssysteme verfolgt. Diese

Darreichungsformen setzen den Dopaminagonist iiber einen ldngeren Zeitraum kontrolliert frei, was



Seite 10 1.3. Morbus Parkinson

zu konstanten Plasmaspiegeln fiihrt (Riebesehl und Lipp, 2006).
Die Therapie des Morbus Parkinson wird auch durch a-Adrenozeptoren und 5-HT-Rezeptoren be-
einflusst. Die Rolle dieser Rezeptoren wird detaillierter in den Kapiteln 1.4.3. und 1.5.3. beschrie-

ben.

1.4. a-Adrenozeptoren

1.4.1. Klassifikation

Die Catecholamine Noradrenalin (Neurotransmitter) und Adrenalin (Hormon und Neurotransmitter)
sind die physiologischen Agonisten an a;- und o,-Adrenozeptoren. Basierend auf pharmakologi-
schen und molekularbiologischen Daten werden a,- und a,-Adrenozeptoren gegenwértig in jeweils
drei Subtypen unterteilt (a1, 0, oip und oza, s, O2c). a-Adrenozeptoren sind membranstindig, ge-
horen zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und werden in nahezu allen peripheren
Geweben sowie im zentralen Nervensystem oder auf Thrombozyten exprimiert (présynaptisch,
postsynaptisch, glattmuskuldr und/oder endothelial). a;-Adrenozeptoren sind Gg1-Protein gekop-
pelt. Deren Aktivierung stimuliert die Phospholipase C, worauf die Second messenger Inositoltris-
phosphat (IP;) und Diacylglycerol (DAG) durch Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphos-
phat entstehen. Stimulation von o,-Adrenozeptoren aktiviert in erster Linie Gj,-Proteine, wodurch
die Adenylylcyclase inhibiert und folgend die cAMP-Bildung gehemmt wird. Weiterhin kann die
Offnung spannungsabhingiger Ca*'-Kanile verhindert werden bzw. es werden K*-Kanile durch a,-
Adrenozeptoragonisten aktiviert. a,-Adrenozeptoren kénnen auch an intrazellulire Enzyme, wie

Phospholipase A,, C und D, gekoppelt sein (Docherty, 1998; Guimaraes und Moura, 2001).

1.4.2. a-Adrenozeptoren in der Migranetherapie

Oia-, Oip-, O2a- UNd oxc-Adrenozeptoren vermitteln die Kontraktion der Halsschlagader des Hundes,
einem vaskuldren Modell, pradiktiv zur Charakterisierung von Wirkstoffen fiir die Akutherapie der
Migrine (Willems et al., 2003; Villalon et al., 2002, 2003). Migranetherapeutika, wie Ergotamin
und Dihydroergotamin, besitzen hohe Affinitit zu a,- und a,-Adrenorezeptoren (Closse ef al., 1984;
Megens et al., 1986; Tfelt-Hansen et al., 2000; Gérnemann et al., 2008a). Beide Arzneistoffe kon-
trahierten die Halsschlagader des Hundes iiber o,a- und axc-Adrenozeptoren (Valdivia et al., 2004;
Villalén et al., 2004). Fiir Ergotamin konnte an diesem Gefdl3 zusétzlich Agonismus an a;-Adreno-
zeptoren beobachtet werden, der aber nicht weiter untersucht wurde (Valdivia et al., 2004). Vermut-
lich ist der a;p-Subtyp involviert, da Ergotamin an a;x-Adrenozeptoren keinen Agonismus zeigte

(Gornemann et al., 2008a). Ob sich o,- und/oder a,-Adrenozeptoragonisten, insbesondere an op-
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und a,c-Adrenozeptoren, zur Akuttherapie eignen, muss mit potenten, selektiven Agonisten, die ge-
genwirtig noch nicht verfligbar sind, in weiteren Experimenten gezeigt werden (Willems et al.,

2003).

1.4.3. a-Adrenozeptoren in der Therapie des Morbus Parkinson

Noradrenerge Mechanismen sind in der Therapie neurodegerativer Erkrankungen, wie Morbus Par-
kinson impliziert (Marien et al., 2004). a,-Adrenozeptorantagonisten, wie Idazoxan, Yohimbin,
Rauwolscin und Fipamezol reduzierten die L-DOPA-induzierten Dyskinsien im Tiermodell (Go-
mez-Mancilla und Bédard, 1993; Henry et al., 1998, 1999; Fox et al., 2001; Savola et al., 2003).
Idazoxan und Fipamezol verldngerten zusitzlich die ,,antiparkinsonerge* Wirkung von L-DOPA am
Primatenmodell (Henry ef al., 1999; Savola et al., 2003). Klinische Studien mit Idazoxan ergaben
ebenfalls ein positives Ergebnis im Bezug auf die Reduzierung L-DOPA-induzierter Dyskinesien,
wenn auch das Resultat mangels Patientenanzahl nicht signifikant war (Rascol ef al., 2001). Die
Rolle von a;-Adrenozeptoren in der Therapie des Morbus Parkinson wird noch widerspriichlich dis-
kutiert. Wahrend in einer Arbeitsgruppe a,-Adrenozeptoragonisten vorteilhaft waren bzw. a,;-Adre-
nozeptorblockade sich als nachteilig herausstellte (Colpaert, 1987; Mavridis et al., 1991), scheinen
a;s-Antagonisten eine neue Therapieoption zu sein, da die a,z-Adrenozeptoraktivierung in der Ma-
nifestation des Morbus Parkinson offensichtlich involviert ist (Zuscik et al., 2000). Neue Wirkstof-
fe, die das noradrenerge System beeinflussen, insbesondere potente o,-Adrenozeptorantagonisten,
konnen in der Therapie des Morbus Parkinson nutzbringend sein. Um die unerwiinschten Arznei-
mittelwirkungen, die Idazoxan als unselektiver a,-Adrenozeptorantagonist hat (Rascol et al., 2001),

zu minimieren, wire die Bestimmung des beteiligten o,-Adrenozeptorsubtyps von Bedeutung.

1.5. 5-HT-Rezeptoren

1.5.1. Klassifikation

Serotonin (5-HT) ist einer der am lidngsten bekannten Neurotransmitter. Gegenwiértig sind 14 ver-
schiedene, membranstdndige Serotoninrezeptoren (ohne Splicevarianten) bekannt, die im zentralen
Nervensystem und im peripheren Gewebe oder auf Thrombozyten exprimiert werden (prasynap-
tisch, postsynaptisch, glattmuskuldr, endothelial, und/oder im Herzgewebe). Die IUPHAR hat auf
der Basis: 1) struktureller (Aminosduresequenz und Genlokalisation), 2) signaliibertragender und 3)
pharmakologischer (ligandenbezogene Eigenschaften) Kriterien die Rezeptoren 7 unterschiedlichen
Rezeptorklassen (5-HT,; — 5-HT;) zugeordnet. Mit Ausnahme des 5-HT;-Rezeptors, welcher ein li-

ganden-gesteuerter lonenkanal ist, gehoren die 5-HT-Rezeptoren zur Familie der G-Protein-gekop-



Seite 12 1.5. 5-HT-Rezeptoren

pelten Rezeptoren. Zur Klasse der 5-HT,-Rezeptoren gehoren 5 Subtypen (5-HT 4, 5-HT s, 5-HTp,
5-ht;g und 5-HT§), welche Gjo-Protein-gekoppelt sind und folglich durch Hemmung der Adenylyl-
cyclase die cAMP-Bildung in der Zelle inhibieren. 5-HT,-Rezeptoren (5-HT:a, 5-HT2s und 5-HTc)
sind Gg1-Protein-gekoppelte Rezeptoren, deren Stimulation die Phospholipase C aktiviert und zu
einem intrazelluldren Anstieg der Second messenger Inositoltrisphosphat (IP;) und Diacylglycerol
(DAG) fiihrt. Der 5-HT;-Rezeptor ist ein Na'/K'-Ionenkanal, der aus 5 Untereinheiten besteht. 5-
htsx-Rezeptoren sind ebenfalls Gyo-gekoppelt, wohingegen bei 5-HT,-, 5-HTs- und 5-HT>-Rezeptor-
stimulation die Konzentration des Second messengers cAMP intrazelluldr nach Aktivierung der
Adenylylcyclase erhoht wird (Gs-Protein-gekoppelte Rezeptoren). Bei 5-htsg-Rezeptoren ist der Si-
gnalweg noch unbekannt (Hoyer et al., 1994, 2002; Villalon und Centurion, 2007).

1.5.2. 5-HT-Rezeptoren in der Migrinetherapie

Derzeit wird den 5-HT-, 5-HTp- bzw. den 5-HT,s- und 5-HT;-Rezeptoren eine Rolle in der Akut-
therapie bzw. in der Prophylaxe der Migridne zugeschrieben. Triptane (Sumatriptan, Eletriptan,
Ritzatriptan etc.) werden zur Akutbehandlung eingesetzt, da sie: 1) Agonisten an glattmuskuldren 5-
HT,s-Rezeptoren sind und dilatierte meningiale BlutgefdBe kontrahieren, 2) durch Aktivierung pra-
synaptischer 5-HTp-Rezeptoren die Freisetzung der vasoaktiven und proinflammatorischen Media-
toren verhindern und somit die neurogene Entziindung unterbrechen und 3) die Neurotransmision in
den trigeminalen Nucleus caudalis durch Stimulation von 5-HT,z- und 5-HTp-Rezeptoren blockie-
ren (nicht Sumatriptan, da kein Ubergang ins zentrale Nervensystem) (Ferrari, 1998; Goadsby et al.,
2002). Ergotamin und DHE vermitteln ihre Wirkung ebenfalls durch die Aktivierung von 5-HTg-
und moglicherweise durch 5-HTp-Rezeptoren (Buzzi und Moskowitz, 1991; MaassenVanDenBrink
et al., 1998; Villalon et al., 1999; Tfelt-Hansen et al., 2000; Villalon et al., 2004; Valdivia et al.,
2004; Gothert und Starke, 2005). Aufgrund der hohen Affinitit zu einer Vielzahl weiterer Rezepto-
ren (Tfelt-Hansen et al., 2000; Villalon et al., 1999), was die Nebenwirkungen von Ergotamin und
DHE teilweise erklért, sollte deren Anwendung eine strenge Indikationsstellung vorausgehen. Bei
kardiovaskuldren Erkrankungen ist die Verwendung von 5-HT,g-Agonisten kontraindziert (Saxena
und Tfelt-Hansen, 2006), da Koronararterien ebenfalls mit kontraktilen 5-HTs-Rezeptoren ausge-
stattet sind und das Risiko koronarer Vasospasmen besteht (MaassenVanDenBrink et al., 1998; van
den Broek ef al., 2002). Aus diesem Grund darf ein Triptan nie mit Ergotamin oder DHE kombiniert
werden. Schldgt die Therapie mit Triptanen nicht an, oder treten mehr als drei Attacken pro Monat
auf, ist die Indikation zur medikamentdsen Migrdneprophylaxe gegeben. Die Stimulation von 5-
HT3s- und/oder 5-HT;-Rezeptoren kann eine Migréneattacke initiieren (siche Kapitel 1.2.2.). Beide

Rezeptorsubtypen stellen somit eine mogliche Zielstruktur fiir die Migraneprophylaxe dar (Johnson
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et al., 1998; Terron, 2002). Propranolol (Weerasuriya et al., 1982; Pryse-Phillips et al., 1997;
Limmroth und Michel, 2001; Silberstein, 2005) und Lisurid (Sommerville und Herrmann, 1978;
Herrmann ef al., 1978; Soyka und Frieling, 1989; Diener ef al., 1999; Hofmann et al., 2006) sind
zur Migraneprophylaxe geeignet. Beide Arzneistoffe sind 5-HT,s-Rezeptorantagonisten (Kalkman,
1994; Schmuck et al., 1996, Jahnichen ef al., 2005a) und Lisurid zusitzlich ein potenter Antagonist
an 5-HT,-Rezeptoren (Terrén, 1996; Villalon et al., 1997; diese Arbeit).

Ob 5-HT,-Rezeptoren fiir die Akuttherapie eine Rolle spielen, wird noch diskutiert (Villalon und
Centurion, 2007).

5-HT-Agonisten, genauer 5-HT,g/1p-Agonisten, werden in der Akuttherapie der Migréneattacke wei-
terhin eine bedeutende Rolle spielen. Trotz des Risikos koronarer Vasospasmen, bieten Triptane
eine sichere Medikation (Saxena und Tfelt-Hansen, 2006). Ob selektive 5-HTz-Agonisten wirksam
sind, muss sich nach deren Entwicklung noch zeigen. Hingegen waren PNU-142633 und 179,202
(5-HT p-Agonisten) unwirksam (Saxena und Tfelt-Hansen, 2006; Villalon und Centurion, 2007).
Gegenwirtig ist Propranolol das einzige Migrianeprophylaktikum, welches putativ 5-HT,s-Rezepto-
ren als Zielstruktur hat. Weitere 5-HT,g- und/oder 5-HT;-Antagonisten haben ein hohes Nebenwir-
kungspotenzial (Methysergid, sieche Kapitel 1.6.) oder sind in Deutschland zurzeit nicht zugelassen
(Pizotifen, Lisurid).

Neue Arzneistoffe zur Migraneprophylaxe sollten potente Antagonisten an 5-HT,s- und 5-HT7-Re-

zeptoren sein.

1.5.3. 5-HT-Rezeptoren in der Therapie des Morbus Parkinson

In der Behandlung des Morbus Parkinson haben 5-HT:a- und besonders 5-HT,g-Rezeptoren Auf-
merksamkeit erlangt. D,-Agonisten vom Ergolintyp (Pergolid und Cabergolin) kénnen diese Rezep-
toren aktivieren, was zeit- und dosisabhingig zu schweren Nebenwirkungen fiihren kann (siehe Ka-

pitel 1.6.).

1.6. Das mitogene Potenzial von 5S-HT-Rezeptoragonisten

Pergolid und Cabergolin, beides Dopamin D,-Rezeptoragonisten vom Ergolintyp, sind zur Behand-
lung des Morbus Parkinson eingesetzt worden (Standaert und Young, 2005). In zwei kiirzlich publi-
zierten Studien konnte gezeigt werden, dass Parkinsonpatienten, die mit Pergolid oder Cabergolin
behandelt wurden, ein hoheres Risiko hatten einen Herzklappenschaden zu erleiden, als Patienten
deren Parkinson mit anderen D,-Agonisten behandelt wurde. Das Risiko eines Herzklappenscha-
dens war insbesondere bei Patienten erhoht, deren tégliche Dosis mindestens 3 mg Pergolid oder

Cabergolin fiir 6 Monate oder ldnger betrug (Schade et al., 2007; Zanettini et al., 2007). Als Konse-
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quenz wurde Pergolid 2007 in den USA vom Markt genommen (U.S. Food and Drug Administrati-
on, 2007).

Die Inzidenz dieser unerwiinschten Arzneimittelwirkung wird in erster Linie mit der Aktivierung
von 5-HTzp-Rezeptoren in Verbindung gebracht (Roth, 2007), die in Herzklappen exprimiert wer-
den (Setola ef al., 2003) und deren mRNA in diesem Gewebe nachgewiesen wurde (Fitzgerald et
al., 2000). Die Stimulation dieses Rezeptorsubtyps initiiert die Proliferation von Myofibroplasten in
den Herzklappen, was eine Verdickung, Verkiirzung und Versteifung der Klappen zur Folge hat und
schlieBlich zu unvollstindigem Verschluss der Herzklappen (Herzklappeninsuffizienz) und somit
zum RiickflieBen des Blutes (Regurgitation) in die Herzkammern fiihrt (Setola ef al., 2003; Base-
man et al., 2004; Horvath et al., 2004; Van Camp et al., 2004; Schade et al., 2007; Zanettini et al.,
2007).

Das mitogene Potenzial von 5-HT und weiterer Agonisten, die im Zusammenhang mit der Stimula-
tion von 5-HT,s-Rezeptoren stehen, wurde in mehreren Studien detailliert untersucht. Zu den
Arzneistoffen -oder deren Metaboliten-, fiir die Herzklappenschidden publiziert wurden, zdhlen un-
ter anderem: Pergolid (Baseman ef al., 2004; Horvath et al., 2004; Pritchett et al., 2002; Van Camp
et al., 2004), Cabergolin (Horvath et al., 2004; Pinero et al., 2005), Ergotamin (Flaherty und Bates,
1996; Redfield et al., 1992), Methysergid -Methylergometrin- (Bana et al., 1974; Redfield ef al.,
1992), Fenfluramin -Norfenfluramin- (Connolly et al.,, 1997) und MDMA (3,4-Methylendioxy-
methamphetamin) -MDA (3,4-Methylendioxyamphetamin)- (Setola et al., 2003). Diese Substanzen
oder deren Metabolite sind Agonisten an 5-HT,s-Rezeptoren (Glusa und Roos, 1996; Fitzgerald et
al., 2000; Jahnichen et al., 2005a; Setola ef al., 2003) und verursachen Herzklappenschédden, wie sie
beim Karzinoid Syndrom, einer Tumorerkrankung, die mit einem erh6hten Serotoninplasmaspiegel
einhergeht (Robiolio ef al., 1995), beobachtet wurden (Abbildung 8). An humanen Interstitialzellen
aus Herzklappen und 5-HT.s-Rezeptor-exprimierenden HEK293E-Zellen konnte fiir MDA bzw.
Norfenfluramin und 5-HT die Aktivierung des MAP-Kinase-Signalweges (ERK-1 und ERK-2) ge-
zeigt werden (Fitzgerald et al., 2000; Setola et al., 2003). Die Aktivierung dieses Signalwegs kann
von der Stimulation G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (z.B. 5-HT.s-Rezeptoren) herriihren und
fiihrt im Ergebnis zur Zellteilung (Launay et al., 1996; Lopez-Ilasaca, 1998). Dass 5-HT2s-Agonis-
ten mitogenes Potenzial besitzen, konnte weiterhin durch den gesteigerten Einbau von [*H]-Thy-
midindesoxyribose in neu synthetisierte DNA in humane Herzklappenzellen bestitigt werden (Seto-
la et al., 2003).

Die Stimulation von 5-HT2s-Rezeptoren ist ausschlaggebend fiir die Entwicklung von Herzklappen-
schidden (Rothman et al., 2000). Dennoch gibt es Hinweise, dass eine Beteiligung von 5-HT»a-Re-

zeptoren an der Entstehung nicht ausgeschlossen werden kann (Fitzgerald et al., 2000). Es konnte
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Abbildung 8: 5-HT,s-Rezeptoragonisten (z.B. Pergolid und Cabergolin) induzieren proliferative Effekte.

gezeigt werden, dass: 1) 5-HT,s-Rezeptoraktivierung mitogene Effekte hervorruft (Xu et al., 2002),
2) humane Herzklappen hohe mRNA-Level fiir den 5-HT,s-Rezeptor haben (Fitzgerald et al.,
2000), 3) der Einbau von [*’H]-Thymidindesoxyribose in neu synthetisierte DNA in Herzklappenzel-
len nicht vollstdndig durch SB206553 (5-HT,gs,c-Rezeptorantagonist) gehemmt wurde (Setola ef al.,
2003) und 4) 5-HT,s-Rezeptoragonisten (Pergolid und Cabergolin) auch 5-HT,s-Rezeptoren akti-
vieren (Newman-Tancredi et al., 2002b).

5-HT,s-Rezeptoren sind auch an der Pathogenese der primdren pulmonalen Hypertonie beteiligt. In
einem Mausmodell flihrte die Stimulation von 5-HT,s-Rezeptoren, die hypoxieinduziert vermehrt
exprimiert wurden, zu gesteigerter vaskulédrer Proliferation und weiterhin, Elastase- und TGF-B-ab-
hingig, zu irreversiblem vaskuldrem Remodeling der Lungengefafie. Als Folge ist der pulmonal ar-

terielle und der rechtsventrikulér systolische Druck pathologisch erhoht (Launay et al., 2002).

Aufgrund dieser Befunde sollten Arzneistoffe und neue Substanzen auf ihre Aktivitit an 5-HTx-

und 5-HT,s-Rezeptoren getestet werden.
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1.7. Zielsetzung

Ein Ziel dieser Arbeit war die Testung neuer O O

Wirkstoffkandidaten, die sich fiir die Migrine- HNJ\N/\CH HNJ\N/\CH
prophylaxe und zur Behandlung des Morbus :
Parkinson eignen. Lisurid ist ein partialsyn-

thetisches Ergolinderivat, das sich in der Par-

kinson-Therapie und der Migridneprophylaxe HN Lisurid HN Tergurid
bewidhrt hat. Lisurid und Tergurid (9,10-

Transdihydrolisurid) sind die Leit- bzw. Mut- Abbildung 9: Strukturen von Lisurid und Tergurid.
tersubstanzen dieser Arbeit (Abbildung 9), de-

ren Struktur chemisch gezielt modifiziert wurde. Mit Hilfe der zur Verfiigung stehenden Rezeptor-
modelle (aa, 0, dip, 5S-HT2a, 5-HT25 und 5-HT,) sollte von Lisurid, Tergurid und den neuen Sub-
stanzen das Rezeptoraffinititsprofil vervollstandigt bzw. neu erstellt werden und die gewonnenen
Erkenntnisse in die Synthese weiterer Verbindungen einflieBen. Anhand der erhaltenen Affinitdtsda-
ten sollten ein oder mehrere Wirkstoffkandidaten benannt werden, die sich zur Migraneprophylaxe
oder zur Therapie des Morbus Parkinson eignen. Hauptaugenmerk wurde hierbei auf den fehlenden
Agonismus an 5-HT,s- und 5-HTxa-Rezeptoren gelegt. Die Migraneprophylaxe und der Morbus
Parkinson bediirfen einer anhaltenden Behandlung. Um das Dosisintervall zu reduzieren und die Pa-
tientencompliance zu erhohen, sollte daher zusdtzlich mithilfe des Rezeptoraffinititsprofils abge-

schitzt werden, ob die jeweilige Substanz transdermal appliziert werden kann.

Pergolid ist ebenfalls ein Ergolinderivat, welches sich geringfiigig in der Substitution der Ergolin-
grundstruktur von Lisurid und Tergurid unterscheidet (Abbildung 7). Im Gegensatz zu Lisurid und
Tergurid verursacht Pergolid Herzklappenschidden, die mit dessen potentem und vollen Agonismus
an 5-HT,s-Rezeptoren assoziiert werden. Es war daher von Bedeutung, das molekulare Fragment,
welches fiir den Agonismus an 5-HT»s-Rezeptoren verantwortlich ist, zu bestimmen. Die gewonne-

nen Erkenntnisse sollten in die weitere Entwicklung neuer Wirkstoffe eingehen.

In der Therapie des Morbus Parkinson werden neue a,-Adrenozeptorantagonisten zur Reduzierung
L-DOPA-induzierter Dyskinesien benétigt (siche Kapitel 1.4.3.). Zur Behandlung der akuten Migri-
neattacke eignen sich der Voraussicht nach a,c-Agonisten, wihrend a,c-Antagonisten zur Therapie
des Morbus Raynaud niitzlich wéren. Lisurid und Tergurid sind potente Antagonisten an den a,-Ad-

renozeptorsubtypen und Ergotamin vermittelt seine Antimigranewirkung partiell als o,c-Adrenozep-
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toragonist (siche Kapitel 1.4.2.). Ein vordringliches Ziel war daher die Etablierung eines funktionel-
len, vaskuldren o,-Adrenozeptor-Testmodells, welches nur einen o,-Adrenozeptorsubtyp umfasst
und an dem bekannte und neue Wirkstoffe im Hinblick auf die genannten Erkrankungen getestet

werden konnen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Reagenzien

2.1.1.1. Chemikalien und Biochemikalien

Folgende Chemikalien und Biochemikalien wurden gekauft oder waren Substanzspenden der ange-

gebenen Firmen:

100-bp-DNA-Leiter (dquimolar), Agarose NEEO, Ethidiumbromid und Rotiphorese® TAE-Puffer
von Carl Roth, Deutschland; dNTPs (dATP, dCTP, dGTP und dTTP), M-MLV Reverse Transkripta-
se (einschlieBlich Puffer), Random-Hexamere (Primer), RNasin® Ribonuclease Inhibitor (40 u/ul)
und RQ1 RNase-Free DNase (einschlieBlich Puffer) von Promega, USA; Taqg-DNA-Polymerase
(einschlieBlich Puffer und MgCl,) von roboklon, Deutschland; 5-Carboxamidotryptamin (5-CT) von
GSK, Grofbritannien; S5-Hydroxytryptamincreatininsulfat (5-HT), Ketanserintartrat, (R)-Phe-
nylephrinhydrochlorid und Yohimbinhydrochlorid von Janssen, Belgien; Bradykinintriacetat, Car-
bachol, Clonidinhydrochlorid, Chloroethylclonidindihydrochlorid, Corticosteron, Idazoxanhydro-
chlorid, Indometacin, Methysergidhydrogenmaleat, Noradrenalinbitartrat, Mepyraminhydrogenma-
leat,  Prazosinhydrochlorid,  (£)-Propranololhydrochlorid, = Rauwolscinhydrochlorid,  (2S-
trans)-1,3,4,5%,6,6°,7,12b-Octahydro-1",3 -dimethyl-spiro[ 2 H-benzofuro[2,3-a]quinolizine-

2,4’ (1" H)-pyrimidin]-2 (3" H)-on-hydrochlorid (MK912) und N-(1-Methyl-1H-5-indolyl)-N"-(3-me-
thyl-5-isothiazolyl)harnstoff (SB204741) von Sigma-Aldrich, Deutschland; 2-[2-(4-(2-Methoxyphe-
nyl)piperazin-1-yl)ethyl]-4,4-dimethyl-1,3-(2H,4H)-1soquinolindion-dihydrochlorid (ARC239), 2-
[(4,5-Dihydro-1H-imidazol-2-yl)methyl]-2,3-dihydro-1-methyl-1 H-isoindol-maleat =~ (BRL44408)
and 2-(2,6-Dimethoxyphenoxyethyl)aminomethyl-1,4-benzodioxan- hydrochlorid (WB4101) von
Tocris, Grof3britannien; (+)-1,3,5-Trimethyl-6-[(3-{4-[(2,3-dihydro-2-hydroxymethyl)-1,4-benzodi-
oxin-5-yl]-1-piperazinyl } propyl)amino]-2,4-(1H,3H)-pyrimidindion (B8805-033) von ALTANA,
Deutschland; Cocainhydrochlorid von Merck (Darmstadt) Deutschland; 9,11-Dideoxy-11a,9a-
epoxymethanoprostaglandin  F,, (U46619) und Dinoprosttromethamin (PGF,,) von Upjohn,
Deutschland;  6-Methyl-1-(methylethyl)-ergolin-8p-carbonsiure-2-hydroxy-1-methylpropylester-
maleat (LY53857) von Eli Lilly, USA sowie Brimonidintartrat (UK14304) von Allergan Pharma-

ceuticals, Irland.
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Folgende Ergolinderivate wurden von Dr. Miroslav Flieger vom Institute of Microbiology, Acade-
my of Sciences of the Czech Republic, Prag, Tschechien synthetisiert: Pergolidmesilat, 6-Nor-6-
ethylpergolid (6-Ethylpergolid), 6-Nor-6-methylpergolid (6-Methylpergolid), 6-Norpergolid, 8f-
(Methyloxymethyl)-6-propylergolin (O-Pergolid), 8B-(Methyloxymethyl)-6-ethylergolin (6-Ethyl-
O-pergolid), 8B-(Methyloxymethyl)-6-methylergolin (6-Methyl-O-pergolid), 8p-
(Methyloxymethyl)ergolin (6-Nor-O-pergolid), 8p-(Methyloxymethyl)-6-cyclopropylmethylergolin
(6-Cyclopropylmethyl-O-pergolid), Lisuridhydrogenmaleat, 1-Allyl-6-nor-6-ethyllisurid (1-Allyl-6-
ethyllisurid), 1-Methyllisurid, 6-Norlisurid, 6-Nor-6-ethyllisurid (6-Ethyllisurid), 8B-Lisurid, N -
Monodesethyllisurid, 1,1-Dimethyl-3-(9,10-didehydro-6-methyl-8a-ergolinyl)harnstoft (Didehydro-
metergurid), 1,1-Diisopropyl-3-(9,10-didehydro-6-methyl-8a-ergolinyl)harnstoff (Didehydrodiper-
gurid), N-(9,10-Didehydro-6-methyl-8a-ergolinyl)pyrrolidin-1-carboxamid (Didehydropyrrogurid),
N-(9,10-Didehydro-6-methyl-8a-ergolinyl)piperidin-1-carboxamid (Didehydropipergurid), N-(9,10-
Didehydro-6-methyl-8a-ergolinyl)-4-morpholin-1-carboxamid (Morpholinolisurid), Tergurid, 1-Al-
lyl-6-nor-6-ethyltergurid  (1-Allyl-6-ethyltergurid), 1-Allyl-6-nor-6-propyltergurid (1-Allyl-6-
propyltergurid), 1-Allyl-10a-methoxytergurid, 1-Methyltergurid, 6-Nortergurid, 6-Nor-6-ethyltergu-
rid (6-Ethyltergurid), 6-Nor-1,6-diallyltergurid (1,6-Diallyltergurid), 8p-Tergurid, 10a-Methoxyter-
gurid, N '-Monodesethyltergurid, 1,1-Dimethyl-3-(6-methyl-8a-ergolinyl)harnstoff (Metergurid),
1, 1-Diisopropyl-3-(6-methyl-8a-ergolinyl)harnstoff (Dipergurid), N-(6-Methyl-8a-ergolinyl)pyrro-
lidin-1-carboxamid (Pyrrogurid), N-(6-Methyl-8a-ergolinyl)piperidin-1-carboxamid (Pipergurid),
1,1-Dimethyl-3-(1-allyl-6-methyl-8a-ergolinyl)harnstoff (1-Allylmetergurid), und 3-
((2S,4aR,10bR)-7-Amino-4-methyl-6-ox0-1,2,3,4,4a,5,6,10b-octahydrobenzo[f]chinolin-2-yl)-1,1-

diethylharnstoff (Oxtergurid). 2-Bromlisurid (Bromergurid) wurde von der axxonis Pharma AG,

Berlin, Deutschland zur Verfligung gestellt.

Von allen Substanzen wurden Stammldsungen mit einer Konzentration von 1, 3, 10, 30 oder 100
mM hergestellt. Als Losungsmittel wurde demineralisiertes Wasser verwendet. Zur Verbesserung
der Loslichkeit und/oder stabilitidtsbedingt fanden abweichend folgende Losungsmittel Anwendung:
DMSO (B8805-033, Corticosteron und SB204741), 50 % Ethanol (Indometacin, Methysergid und
Prazosin) oder 96 % Ethanol (U46619). Die in dieser Arbeit untersuchten Ergolinderivate und Ox-
tergurid wurden dquimolar mit HCI in 50 % Ethanol geldst. Die Stammldsungen wurden bei -18 °C

gelagert und kurz vor Gebrauch mit demineralisiertem Wasser weiter verdiinnt.
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Zur Herstellung der Néhr- und Pufferlosungen wurden folgende Salze von Merck, Deutschland be-
zogen: Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl, - 2 H,O), D-Glucose-Monohydrat, Kaliumchlorid (KCI),
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,4), Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO, - 7 H,O), Natrium-
chlorid (NaCl), und Natriumhydrogencarbonat (NaHCO:).

2.1.1.2. Kits

Ein RNAgents® Total RNA Isolation System Kit zur Isolation der Gesamt-RNA aus Geweben wur-
de von Promega, USA bezogen. Die Aufreinigung der erhaltenen Gesamt-RNA erfolgte mit dem
GeneMATRIX UNIVERSAL RNA Purification Kit von roboklon, Berlin. RTQ-PCR Experimente
wurden mit dem SYBR® Green PCR Mastermix Kit von Applied Biosystems, USA durchgefiihrt.

2.1.1.3. Ndhr- und Pufferlosungen fiir Untersuchungen an isolierten Tierorganen

Die in Kapitel 2.1.1.1. genannten Salze von Merck (Deutschland) wurden verwendet, um die ver-
schiedenen, in Tabelle 2 aufgefiihrten, Nédhr- und Pufferldsungen herzustellen. Die Losungen wur-
den téglich frisch mit demineralisiertem Wasser hergestellt und permanent mit Carbogen (5 % CO,

in O,) gesittigt. Sie wiesen bei 37 °C einen pH-Wert von ca. 7.4 auf.

Tabelle 2: Zusammensetzung der verwendeten Néhr- und Pufferlésungen fiir Untersuchungen an isolierten Organen

(Konzentrationen in mM).

Modifizierte Modifizierte Modifizierte
Krebs-Henseleit Krebs-Henseleit Krebs-Henseleit
(Losung A) (Losung B) (Losung C)

NaCl 118.00 118.00 118.00

KCl 4.70 4.70 4.70

NaHCO; 25.00 25.00 25.00

KH,PO4 1.20 1.20 1.20

CaCl, - 2 H,O 2.50 1.60 1.25

MgSO; - 7 H,O 1.20 1.20 1.20

D-Glucose - H,O 10.00 10.00 10.00
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2.1.1.4. Oligonukleotide

Fiir die im Zusammenhang mit der Schweinepulmonalvene durchgefiihrten Polymerasekettenreak-
tionen (PCR, siehe Kapitel 2.3.3.3. und 2.3.3.5.), wurden die in Tabelle 3 genannten Oligonukleoti-
de als Primer verwendet (TIB MOLBIOL, Deutschland).

Tabelle 3: Verwendete spezifische Primer in der RTQ-PCR und RT-PCR.

Gen Sequenz (Sense-und Antisense-Primer) Transkript  Literatur
poa’ 5'-CGCTTG TCATCC CTT TCT CG-3° 170bp NM214400°
5'-CTC TAT GGC CTG GGT GAT GG-3° (251-420)

PO2A® 5'-ATC ATT GCC GTG TTC ACA AGC-3° 455bp NM214400°
5'-AAG AAG GAG CCG ATG CAA GAC-3"  (163-617)

pozs 5'-AAC TGG CCA CTG CTG GAG AG-3° 179bp NMO001037148°
5'-TTC AGC CTC CTC CTC TGG TG-3" (681-859)

boie 5'-CCAACG AGC TCATGG CCTAC-3° 220bp AJ488281°
5'-GAG ATG ACG GCC GAG ATG AG-3° (85-304)

pGAPDH* 5-CAAATT CCA CGG CAC AGT CA-3° 244bp AF017079°
5'-CAT GCC CAT CAC AAA CAT GG-3° (156-399)

pGAPDH®  5°-GTC AAG GCT GAG AAT GGG-3° 383bp AF017079°
5'-GTC TTC TGG GTG GCA GTG ATG-3" (513-895)

*Primer fiir RTQ-PCR, ®Primer erstellt mit Hilfe der Nukleotidsequenzen (GenBank), ‘Primer fiir RT-PCR.

2.1.2. Apparative Ausstattung

Priparierbesteck: Scheren und Pinzetten verschiedener GroBen aus rostfreiem Stahl waren von

Carl Teufel, Deutschland.

Pipetten: DISCOVERY-Einkanalpipetten in den Volumenbereichen 0.2 bis 5000 ul mit unsterilen
Einmalspitzen (Abimed, Deutschland) und sterilen, DNAse-/RNAse-freien Filterspitzen (Carl Roth,
Deutschland).
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Organbéder und zugehorige Messtechnik: Die Einkammerbédder (TSE, Deutschland) bestehen
aus Glas und haben ein Organbadvolumen von 20 ml. Die Apparatur besitzt getrennte Zu- und Ab-
laufe fiir die Néhr- und Pufferlosung bzw. das Wasserumlaufsystem. Im duBeren Mantel zirkuliert
permanent auf 37 °C temperiertes Wasser, welches die Nihr- und Pufferlosung im inneren Kreislauf
konstant auf 37 °C erwédrmt. Das Organbad ist mit einem oder zwei Organhaltern bestiickt, welche
gleichzeitig den Zulauf und die Fritte fiir die Begasung der Néhr-und Pufferlosung haben. Die Fi-
xierung der Organpréparate erfolgte mit Organhdkchen (L-formig mit Durchmesser d = 0.15 oder
triangelformig d = 0.3 mm, Edelstahl, Eigenanfertigung) und Faden (,,Mersilene® EH 451, Ethi-
con, Deutschland). Zur Messtechnik gehorten die elektromechanischen Druckwandler (Transducer)
»TFO6V5* (Fleck, Deutschland), Verstérker ,, Tranducer Coupler 4711 (TSE, Deutschland) und Vier-

kanal-x/r-Kompensationsschreiber ,,Kompensograph C1016* (Siemens, Deutschland).

Mischen, Trennen, Wigen und Zerkleinern: Ultraschallbad ,,Bandelin Sonorex TKS52%“, Rea-
genzglasschiittler ,,JIKA LabDancer” (Carl Roth, Deutschland), Tischzentrifuge ,,Mikro 20 (Het-
tich, Deutschland), Analysenwaage XS205 DualRange (Mettler Toledo, Deutschland) und Kugel-
miihle ,,Mikro-Dismembrator®U* (B. Braun, Deutschland).

Molekularbiologie und Biochemie: Thermocycler ,,Stratagene® Robocycler Gradient 40% (Strata-
gene, Niederlande), Elektrophoresekammer ,,Midi 105 x 110 mm* (C.B.S. Scientific, USA) mit
Spannungsquelle bis 150 V (VWR, Deutschland). Mit freundlicher Genehmigung von Herrn Prof.
Dr. B. Kleuser (FU Berlin, Deutschland) erfolgte die Nutzung folgender Geréte: Geldokumentati-
onssystem ,,Biometra® BioDocAnalyze™ und UV-Vis-Photometer ,,Biometra® GeneRay™* (beides

Whatman Biometra, Deutschland).

2.2. Tiere

Lungen, Herzen und Gehirn von Schweinen (Sus scrofa) beiderlei Geschlechts wurden von der
Lehr- und Versuchsanstalt fiir Tierzucht und Tierhaltung, Teltow-Ruhlsdorf, Deutschland bzw. vom
Institut fiir Tiererndhrung der FU Berlin, Berlin-Dahlem, Deutschland bezogen. Die Tiere hatten
entweder ein Gewicht von 100 bis 120 kg (Schlachtschweine, Alter: ca. 165 d) oder 15 bis 35 kg
(Absetzferkel (Lauferschweine), Alter: ca. 40 bis 100 d). Die Organe wurden in eisgekiihlter und
mit Carbogen (5 % CO, in O,) gesittigter Krebs-Henseleit-Losung transportiert.

Minnliche Wistar-Ratten (Rattus norvegicus, 280 bis 420 g) wurden von der DIMED Schonwalde

GmbH, Deutschland gekauft. Die Tiere wurden in einem voll klimatisierten Tierstall bei 19 bis 25
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°C und ca. 60 % Luftfeuchte gehalten. Sie erhielten Wasser und ein Standardfutter ad libitum. Die
Totung erfolgte durch Dekaptieren nach Betdubung mit Kohlenstoffdioxid (CO,). Nach dem Ent-
bluten wurde die thorakale Aorta (Aorta thoracalis) und die Schwanzarterie (Arteria caudalis) ent-

nommen.

2.3. Methoden

2.3.1. Experimente an isolierten Tierorganen (Organbadstudien)

2.3.1.1. Allgemeine Versuchsdurchfiihrung

Die aus den Tierorganen (Schweinelunge, Schweineherz) bzw. den Tieren (Ratten) entnommenen
Blutgefdfle wurden in mit Krebs-Henseleit-Losung gefiillte Praparierschalen iiberfiihrt, vom anhaf-
tenden Fett und umgebenden Gewebe befreit und vor dem Experiment in Ringe geschnitten. Die
Néhr- und Pufferlosung entsprach der im Experiment verwendeten Zusammensetzung und wurde
kontinuierlich mit Carbogen (5 % CO, in O,) gesittigt. Die so erhaltenen Geweberinge wurden je-
weils horizontal auf zwei Organhidkchen aufgezogen und in einzelne Organbéder eingebracht. Die
Organbider enthielten auf 37 °C temperierte und permanent begaste (Carbogen) Pufferlosung. Das
untere Hiakchen war mittels einer Fadenschlaufe fest mit dem Organhalter fixiert, wohingegen das
obere Hékchen iiber Faden und Fixierungshidkchen mit dem elektromechanischen Druckwandler
(Transducer) verbunden war. Zu Beginn des Experiments wurden die Organprédparate vorgespannt.
In der folgenden Stabilisierungsphase (45 bis 90 min) wurde jeweils nach 30 min fiir 3 min gespiilt
und im Anschluss die Ruhespannung durch Justierung am elektromechanischen Druckwandler wie-
der eingestellt. Durch 2 bis 5 submaximale Kontraktionen wurden die Gewebe anschlie3end vorsti-
muliert (Aquilibrationsphase). Nach jeder Vorstimulation erfolgte eine Spiilung (5 bis 10 min) bis
die Basallinie wieder erreicht wurde. Je nach Versuchsdesign wurden 1 bis 2 kumulative oder nicht-
kumulative E/[A]-Kurven fiir einen Test- oder Referenzagonisten aufgenommen. Bei Verwendung
der kumulativen Technik wurde die Agonistenkonzentration kontinuierlich in halblogarhitmischen
Schritten erhoht. Beginnend mit der niedrigsten Konzentration wurde nach Erreichen des Plateauef-
fekts die ndchst hohere Konzentration appliziert und der Vorgang wiederholt, bis der Maximaleffekt
erreicht war. Die nichtkumulative Technik (,, single point “~-Technik) fand nur bei Versuchen am Se-
rotonin 5-HT,s-Rezeptor Verwendung. Es ist bekannt, dass bestimmte Gewebe nur einmalig ad-
dquat auf die Zugabe einer Konzentration eines Ergolins reagieren und die Anwendung der kumula-
tiven Technik sich somit ausschlieft (Miiller-Schweinitzer, 1990). Sollte die Affinitdt von Antago-

nisten oder Partialagonisten bestimmt werden, wurden diese 60 bis 120 min vor Zugabe des Test-
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oder Referenzagonisten vorinkubiert. In allen funktionellen Organbadstudien wurden Anderungen
der Kontraktionskraft isometrisch gemessen und aufgezeichnet. Dafiir stand eine Apparatur, beste-
hend aus elektromechanischen Druckwandlern (Transducer TF6VS5), Verstirkern (Transducer

Couplern TSE 4711) und Schreibern (Siemens C 1016 compensograph) zur Verfligung.

2.3.1.2. a,4-Adrenozeptoren (Rattenschwanzarterie)

Die Durchfiihrung der Experimente an der Rattenschwanzarterie zur Charakterisierung kontraktiler
aa-Adrenozeptor-vermittelter agonistischer und antagonistischer Effekte erfolgte weitestgehend
wie bereits von Jihnichen ef al. (2004) beschrieben. Die isolierte Rattenschwanzarterie wurde in
modifizierter Krebs-Henseleit-Losung (Losung A) prépariert und vom Endothel durch Einfiihren ei-
nes Edelstahldrahtes (d = 0.3 mm) in das innere Gefdalumen befreit. Die aus der Arterie préparier-
ten zylinderformigen Ringe (1 = 3 bis 5 mm, 20 Stiick) wurden auf Organhdkchen (L-formig, d =
0.15 mm) aufgezogen und in ein mit modifizierter Krebs-Henseleit-Losung (Losung A) gefiilltes
Organbad ohne Fixierung gehéngt. Nach Protektion mit B8805-033 (3 uM, 20 min, selektiver o;a-
Adrenozeptorantagonist) erfolgte durch weitere Zugabe von Chloroethylclonidin (100 uM, 30 min)
die irreversible Alkylierung der a;s-Adrenozeptoren. Im Anschluss wurden die Ringe mit Néhrlo-
sung gesplilt (15 min), in separate Organbédder liberfiihrt und mit einer Vorlast von 7.5 mN ge-
spannt. Wihrend der Stabilisierungsphase (45 min) wurde die Pufferldsung nach 30 min erneuert (3
min Spiilzeit) und die Ruhespannung (7.5 mN) nach 15 und 30 min wiederhergestellt. Es folgte eine
Aquilibrierungsphase (100 min), in der die GefdBe viermal mit Noradrenalin (1 pM) submaximal
kontrahiert wurden. Nach jeder Kontraktion wurde fiir 5 min gespiilt. Arterielle Ringe mit ungenti-
gender Kontraktionskraft (< 2 mN) wurden verworfen. Im Anschluss an die erste kumulative E/[A4]-
Kurve (0.01 bis 100 uM) fiir Noradrenalin wurde nach einer Inkubationszeit von 60 min eine zweite
kumulative E/[A]-Kurve (0.01 uM bis 1 mM) fiir Noradrenalin in Abwesenheit oder Anwesenheit
eines Testantagonisten aufgezeichnet. Die Nihr- und Pufferldsung enthielt permanent: Cocain (30
uM), Corticosteron (30 uM), Idazoxan (0.1 uM), Propranolol (1 pM) und Methysergid (1 uM), um
die neuronale und extraneuronale Wiederaufnahme von Noradrenalin zu hemmen und o,-Adreno-
zeptoren, B-Adrenozeptoren und 5-HT»a-Rezeptoren zu blockieren. Die kontraktilen Effekte (zweite
E/[A]-Kurve) wurden prozentual auf den Maximaleffekt des Kontrollagonisten Noradrenalin (erste

E/[A]-Kurve) bezogen.

2.3.1.3. aup-Adrenozeptoren (Rattenschwanzarterie)

Die Durchfithrung der Experimente an der Rattenschwanzarterie zur Charakterisierung konraktiler

a;z-Adrenozeptor-vermittelter agonistischer und antagonistischer Effekte erfolgte weitestgehend



2.3. Methoden Seite 25

wie bereits von Jadhnichen ef al. (2004) beschrieben. Die isolierte Rattenschwanzarterie wurde in
modifizierter Krebs-Henseleit-Losung (Losung A) préapariert und vom Endothel durch Einfiihren ei-
nes Edelstahldrahtes (d = 0.3 mm) in das innere GefdB8lumen befreit. Die aus der Arterie préparier-
ten zylinderformigen Ringe (1 = 3 bis 5 mm, 20 Stiick) wurden auf Organhdkchen (L-formig, d =
0.15 mm) aufgezogen, in separate, mit modifizierter Krebs-Henseleit-Losung (Losung A) gefiillte,
Organbéder tiberfiihrt, fixiert und auf 7.5 mN vorgespannt. Wiahrend der Stabilisierungsphase (45
min) wurde die Pufferlosung nach 30 min erneuert (3 min Spiilzeit) und die Ruhespannung (7.5
mN) nach 15 und 30 min wiederhergestellt. Es folgte eine Aquilibrierungsphase (100 min), in der
die GefdBle viermal mit Noradrenalin (1 uM) submaximal kontrahiert wurden. Nach jeder Kontrak-
tion wurde flir 5 min gespiilt. Arterielle Ringe mit ungeniigender Kontraktionskraft (< 2 mN) wur-
den verworfen. Im Anschluss an die erste kumulative E/[A4]-Kurve (0.01 bis 30 uM) fiir Noradrena-
lin wurde nach einer Inkubationszeit von 60 min eine zweite kumulative E£/[4]-Kurve (0.01 bis 300
uM) fiir Noradrenalin in Abwesenheit oder Anwesenheit eines Testantagonisten aufgezeichnet. Die
Néhr- und Pufferldsung enthielt permanent: Cocain (30 uM), Corticosteron (30 uM), B8805-033 (3
uM), Idazoxan (0.1 uM), Propranolol (1 uM) und Methysergid (1 uM), um die neuronale und extra-
neuronale Wiederaufnahme von Noradrenalin zu hemmen und a,4-Adrenozeptoren, o,-Adrenozep-
toren, B-Adrenozeptoren und 5-HT,s-Rezeptoren zu blockieren. Die kontraktilen Effekte (zweite E/
[A]-Kurve) wurden prozentual auf den Maximaleftekt des Kontrollagonisten Noradrenalin (erste £/

[4]-Kurve) bezogen.

2.3.1.4. op-Adrenozeptoren (Rattenaorta)

Die Durchfiihrung der Experimente an der Rattenaorta zur Charakterisierung kontraktiler o,p-Adre-
nozeptor-vermittelter agonistischer und antagonistischer Effekte erfolgte wie bereits von Schoning
et al. (2001) beschrieben. Die entnommene thorakale Aorta wurde in Carbogen geséttigter modifi-
zierter Krebs-Henseleit (Losung C) prépariert und in Ringe geschnitten (1 = 3 bis 4 mm, 4 bis 6 Rin-
ge), bei denen das Endothel durch Einfiihren einer Pinzette in das innere Ringlumen und vorsichti-
ges Rollen mechanisch entfernt wurde. Die Ringe wurden auf Organhékchen (triangelférmig, d =
0.3 mm) aufgezogen, in separate, mit modifizierter Krebs-Henseleit-Losung (Losung C) gefiillte,
Organbider iiberfiihrt, fixiert und auf 10 mN vorgespannt. Wihrend der Stabilisierungsphase (45
min) wurde die Pufferlésung nach 30 min erneuert (3 min Spiilzeit) und die Ruhespannung (10 mN)
nach 15 und 30 min wiederhergestellt. Wihrend der Aquilibrierungsphase (180 min) wurden die Ar-
terienringe dreimal mit Noradrenalin (0.3 uM) kontrahiert und nach dem Erreichen des Plateauef-
fektes folgte jeweils eine Spiilung (10 min) mit Nédhr- und Pufferlosung. Im Anschluss an die erste

kumulative E/[A]-Kurve (1 nM bis 3 uM) fiir Noradrenalin wurde nach einer Inkubationszeit von
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60 min eine zweite kumulative E/[4]-Kurve (1 nM bis 100 puM) fiir Noradrenalin in Abwesenheit
oder Anwesenheit eines Testantagonisten aufgezeichnet. Die Nihr- und Pufferlosung enthielt
permanent: Cocain (10 pM), Corticosteron (30 uM), Yohimbin (0.1 uM), Propranolol (1 pM) und
LY53857 (3 uM), um die neuronale und extraneuronale Wiederaufhahme von Noradrenalin zu
hemmen und a»-Adrenozeptoren, B-Adrenozeptoren und 5-HT,s-Rezeptoren zu blockieren. Die
kontraktilen Effekte (zweite E/[4]-Kurve) wurden prozentual auf den Maximaleffekt des

Kontrollagonisten Noradrenalin (erste E/[4]-Kurve) bezogen.

2.3.1.5. oxc-Adrenozeptoren (Schweinepulmonalvene)

Standardexperimente: Die aus der Lunge von Schlachtschweinen entnommenen Pulmonalvenen
(Venae pulmonales) zweiter bis vierter Ordnung wurden in modifizierter Krebs-Henseleit-Losung
(Losung A) prapariert und bei 4 °C bis zum nédchsten Tag in vorher mit Carbogen geséttigter Nahr-
und Pufferlosung gelagert. Um die axc-Adrenozeptor-vermittelten, kontraktilen Effekte an den Pul-
monalvenen zu bestimmen, wurden die Gefdlle in Ringsegmente (1 = 3 mm, 24 Stiick) geschnitte-
nen, anschlieBend auf Hékchen (d = 0.3 mm, triangelformig) aufgezogen, in separaten, mit modifi-
zierter Krebs-Henseleit-Losung (Losung A) gefiillten, Organbidern fixiert und mit 10 mN vorge-
spannt. Der Stabilisierungsphase (90 min, mit Spiilung alle 30 min) folgte die Aquilibrierungsphase
(180 min), in der die Gefdlle einmal mit KCl (45 mM) und anschlieBend viermal mit UK14304 (0.3
uM; selektiver ar-Adrenozeptoragonist; Cambridge, 1981) kontrahiert wurden. Jeder Kontraktion
folgte eine Spiilung (8 min) bis die Basallinie wieder erreicht war. Die Ruhespannung von 10 mN
wurde erneut eingestellt und blieb nach der dritten Kontraktion mit UK14304 unverindert. Eine ku-
mulative E/[A]-Kurve (0.3 nM bis 100 uM) fiir UK14304 oder einen Testagonisten in Abwesenheit
oder Anwesenheit eines Antagonisten (30 bis 120 min Inkubation) wurde aufgenommen. Isometri-
sche Anderungen der Kontraktionskraft der Organe wurden dabei aufgezeichnet. Die kontraktilen
Effekte (E/[4]-Kurve) wurden prozentual auf die vierte UK14304 (0.3 pM)-induzierte Kontraktion

bezogen.

Versuche mit intaktem und ohne Endothel: In einem Set von Vorexperimenten wurde liberpriift,
ob mechanisches Entfernen des Endothels einen Einfluss auf die Kontraktilitit der pulmonalen Ge-
fafringe hat. Dazu wurde Zahnseide (Oral-B®, Superfloss) durch das innere Lumen von Venenseg-
menten (ca. 2 bis 3 cm) gefiihrt und 3 bis 4 Mal vorsichtig durchgezogen. Das Ausbleiben der durch
Carbachol (10 uM) induzierbaren Vasorelaxation im Maximum der dritten Kontraktion mit
UK14304 (0.3 uM) diente als Nachweis fiir die quantitative Entfernung des Endothels. Die unter

diesen Bedingungen aufgenommen kumulativen E/[4]-Kurven fiir UK14304 waren kongruent zu
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kumulativen E/[A]-Kurven fiir UK14304 an Gefdfen mit intaktem Endothel (nicht gezeigt). Aus
diesem Grund wurde auf die mechanische Entfernung des Endothels fiir die sich anschlieBenden

Experimente verzichtet.

Agonistenexperimente: Eine vergleichende Beurteilung kontraktiler Effekte (potency und efficacy)
vermittelt durch a-Adrenozeptoragonisten (Noradrenalin, Phenylephrin, UK14304 und Clonidin) an
der Schweinepulmonalvene erfolgte durch Aufnahme kumulativer E/[4]-Kurven (0.3 nM bis 100
uM) nach einer Inkubationszeit von 30 min. Wéhrend der Agonistenexperimente enthielt die Néhr-
und Pufferlésung zusitzlich Cocain (10 uM) und Propranolol (1 pM), um die neuronale Wiederauf-

nahme zu hemmen und B-Adrenozeptoren zu blockieren.

Antagonistenexperimente: Zur funktionellen Charakterisierung des o,-Adrenozeptorsubtyps, der
die UK 14304 induzierte Gefalkontraktion bewirkt, wurden verschiedene, relativ selektive a-Adre-
nozeptor Antagonisten verwendet und 60 min (ARC239, BRL44408, WB4101, Prazosin, Yohimbin
und Rauwolscin) oder 120 min (MK912 und Rauwolscin 0.3, 1 nM) vor der Aufzeichnung der ku-
mulativen E/[A4]-Kurve fiir UK14304 inkubiert. Ungeachtet der Inkubationszeit (60 oder 120 min)
zeigten die UK14304 Kontrollkurven keinen Unterschied im En. und pECs-Wert. Wihrend der
Antagonistenexperimente wurde auf die Zugabe von Cocain und Propranolol verzichtet, da beide

Substanzen keinen Einfluss auf die kumulativen E/[4]-Kurven fiir UK14304 hatten (nicht gezeigt).

2.3.1.6. Serotonin 5-HT>4-Rezeptoren (Schweinekoronararterie)

Die Durchfiihrung der Experimente an der Schweinekoronararterie zur Charakterisierung kontrakti-
ler 5-HT,a-Rezeptor-vermittelter agonistischer und antagonistischer Effekte erfolgte weitestgehend
wie bereits von Cushing und Cohen (1993) beschrieben. Aus Schweineherzen wurden der abstei-
gende Ast der linken Koronararterie (Ramus interventricularis anterior) und die rechte Koronararte-
rie (Arteria coronaria dextra) entnommen und in modifizierter Krebs-Henseleit-Losung (Losung B)
prapariert. Die Arterie wurde in Ringe (1 = 2 bis 3 mm, 24 Stiick) geschnitten und das Endothel
durch vorsichtiges Rollen mittels einer in das GefdBBlumen eingefiihrten Pinzette entfernt. Die Arte-
rienringe wurden auf Organhédkchen (d = 0.3 mm, triangelformig) aufgezogen, in separate, mit mo-
difizierter Krebs-Henseleit-Losung (Losung B) gefiillte, Organbader tberfiihrt, fixiert und auf 20
mN vorgespannt. Wahrend der Stabilisierungsphase (60 min) wurde die Pufferlésung nach 30 min
erneuert (3 min Spiilzeit) und die Ruhespannung (20 mN) nach 15 und 30 min wiederhergestellt. Es
folgte eine Aquilibrierungsphase (115 min), in der die GefidBe zweimal mit KCI (50 mM) submaxi-

mal kontrahiert wurden. Nach jeder Kontraktion wurde mit Nahr- und Pufferlosung gespiilt (5 bzw.
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10 min). Das Ausbleiben der durch Bradykinin (0.1 puM) induzierbaren Vasorelaxation im Maxi-
mum der zweiten Kontraktion mit KCI (50 mM) diente als Nachweis fiir die quantitative Entfer-
nung des Endothels. Eine kumulative E/[4]-Kurve (0.01 bis 30 uM) fiir 5-HT wurde nach 60 oder
120 min Inkubation in Abwesenheit oder Anwesenheit eines Testantagonisten aufgenommen. Die
Aufzeichnung der kumulativen E/[4]-Kurve fiir Testagonisten erfolgte ebenfalls nach einer Ruhe-
phase von 60 min, wobei zusitzlich eine kumulative E/[A]-Kurve flir den Testagonisten in
Anwesenheit von Ketanserin (0.01 uM, selektiver 5-HT,s-Antagonist) parallel aufgezeichnet
wurde. Die Nahr- und Pufferlésung enthielt permanent: Indometacin (5 uM), Cocain (6 uM) und
Prazosin (0.1 puM), um die Cyclooxygenase-induzierte Prostaglandinsynthese und die neuronale
Wiederaufnahme von 5-HT zu hemmen und a;-Adrenozeptoren zu blockieren. Die kontraktilen
Effekte (E/[A]-Kurve) wurden prozentual auf die zweite KCl (50 mM)-induzierte Kontraktion

bezogen.

2.3.1.7. Serotonin 5-HT>s-Rezeptoren (Schweinepulmonalarterie)

Die Durchfiihrung der Experimente an der Schweinepulmonalarterie zur Charakterisierung relaxie-
render 5-HT»p-Rezeptor-vermittelter agonistischer und antagonistischer Effekte erfolgte weitestge-
hend wie bereits von Glusa und Pertz (2000) beschrieben. Die aus der Lunge von Schlachtschwei-
nen entnommenen Pulmonalarterien (Arteria pulmonalis) zweiter bis vierter Ordnung wurden in
modifizierter Krebs-Henseleit-Losung (Losung A) prépariert und in Ringe (I = 2 bis 3mm, 24
Stiick) geschnitten. Die Arterienringe wurden auf Organhédkchen (d = 0.3 mm, triangelférmig) auf-
gezogen, in separate, mit modifizierter Krebs-Henseleit-Losung (Losung A) gefiillte, Organbader
iberfiihrt, fixiert und auf 20 mN vorgespannt. Wihrend der Stabilisierungsphase (60 min) wurde die
Pufferlésung nach 30 min erneuert (3 min Spiilzeit) und die Ruhespannung (20 mN) nach 15 und 30
min wiederhergestellt. Mit einem zeitlichen Abstand von jeweils 45 min wurden die Gefdlle einmal
mit KCl (30 mM) und dreimal mit PGF,, (3 uM) oder U46619 (0.01 uM) stimuliert, bis die Kon-
traktion konstant war. Durch Zugabe von Bradykinin (0.01 uM) in das Maximum der ersten und
zweiten Kontraktion mit einem Prostaglandinderivat wurde die Integritdt des Endothels (ca. 80 %
Vasorelaxation) Uberpriift. Nach der dritten Kontraktion mit PGF,, oder U46619 wurde nach 60
oder 120 min Inkubation eine kumulative E/[4]-Kurve (0.1 nM bis 3 uM) fiir 5-HT in Abwesenheit
oder Anwesenheit eines Testantagonisten aufgezeichnet. Die Aufzeichnung der nichtkumulativen E/
[A]-Kurve (,,single point“-Technik) fiir Testagonisten (Ergoline) erfolgte bereits nach einer Ruhe-
phase von 30 min, wobei zusétzlich eine nichtkumulative E/[4]-Kurve fiir den Testagonisten in An-
wesenheit von SB204741 (3 uM, selektiver 5-HT»s-Antagonist) parallel aufgezeichnet wurde. Nach
Erreichen des Maximaleffekts durch 5-HT oder durch das Ergolinderivat (Agonist), wurde jedes Or-
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gan nach weiterer Zugabe von Bradykinin (0.01 uM) maximal relaxiert. Die Nahr- und Pufferlo-
sung enthielt permanent: Ketanserin (0.1 oder 1 pM), um 5-HT,s-Rezeptoren zu blockieren. Die re-
laxierenden Effekte (E/[A]-Kurve) wurden prozentual auf die durch den Agonisten (5-HT oder Er-

golinderivat) plus Bradykinin (0.01 uM)-induzierte, maximale Relaxation bezogen.

2.3.1.8. Serotonin 5-HT7-Rezeptoren (Pulmonalarterie vom Absetzferkel (Lduferschwein))

Die Durchfithrung der Experimente an der Pulmonalarterie vom Absetzferkel (Lauferschwein) zur
Charakterisierung relaxierender 5-HT;-Rezeptor-vermittelter agonistischer und antagonistischer Ef-
fekte erfolgte weitestgehend wie bereits von Jdhnichen et al. (2005b) beschrieben. Die aus der Lun-
ge von Absetzferkeln (Lauferschweinen) entnommenen Pulmonalarterien (Arteria pulmonalis)
zweiter bis vierter Ordnung wurden in modifizierter Krebs-Henseleit -Losung (Losung A) préapariert
und das Endothel entfernt. Dazu wurde Zahnseide (Oral-B®, Superfloss) durch das innere Lumen ei-
nes Arteriensegments (ca. 2 bis 3 cm) gefiihrt und 3 bis 4 Mal vorsichtig durchgezogen. Die Arteri-
enringe wurden auf Organhdkchen (d = 0.3 mm, triangelférmig) aufgezogen, in separate, mit modi-
fizierter Krebs-Henseleit-Losung (Losung A) gefiillte, Organbéader tiberfiihrt, fixiert und auf 10 oder
20 mN vorgespannt. Bei Tieren mit einem Lebendgewicht unter 20 kg wurden die Arteriensegmente
auf 10 mN vorgespannt. Wahrend der Stabilisierungsphase (60 min) wurde die Pufferldsung nach
30 min erneuert (3 min Spiilzeit) und die Ruhespannung (10 oder 20 mN) nach 15 und 30 min wie-
derhergestellt. Mit einem zeitlichen Abstand von jeweils 45 min wurden die Gefille einmal mit KCl
(30 mM) und dreimal mit PGF,, (1 uM) oder U46619 (3 nM) stimuliert bis die Kontraktion kon-
stant war. Das Ausbleiben der durch Bradykinin (0.01 uM) induzierbaren Vasorelaxation im Maxi-
mum der ersten und zweiten Kontraktion mit einem Prostaglandinderivat diente als Nachweis fiir
die quantitative Entfernung des Endothels. Nach der dritten Kontraktion mit PGF,, oder U46619
wurde eine kumulative E/[A]-Kurve (1 nM bis 30 uM) fiir 5-CT nach 60 oder 120 min Inkubation
in Abwesenheit oder Anwesenheit eines Testantagonisten aufgenommen. Die Nihr- und Pufferlo-
sung enthielt permanent: Ketanserin (0.1 uM), um 5-HT,s-Rezeptoren zu blockieren. Die kontrakti-
len Effekte (E/[4]-Kurve) wurden prozentual auf die dritte PGF,, (1 pM)- bzw. U46619 (3 nM)-in-

duzierte Kontraktion bezogen.

2.3.1.9. Inkubations- und Auswaschexperimente

In Abhingigkeit von der Zeit wurde die Assoziation und Dissoziation fiir Tergurid (0.01 pM) zum
bzw. vom endothelialen 5-HT,s-Rezeptor der Schweinepulmonalarterie untersucht. Die Organe
wurden prapariert, dquilibriert und stimuliert wie im Kapitel 2.3.1.7. beschrieben. Fiir die Inkubati-

onsexperimente wurde eine kumulative E/[4]-Kurve (0.1 nM bis 3 uM) fiir 5-HT nach 5, 10, 20, 30
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und 60 min jeweils in Abwesenheit und Anwesenheit von Tergurid (0.01 uM) aufgezeichnet.
Beziiglich der Auswaschexperimente wurde Tergurid (0.01 uM) vor Beginn der Spiilphasen fiir 30
min vorinkubiert. Im Anschluss an 0, 15, 30, 45 und 60 min diskontinuierlicher Spiilung (7.5 min
Rhythmus mit zwischengeschalteter 5 min Ruhephase) mit Nahr- und Pufferlosung erfolgte nach
Zugabe von Ketanserin (0.1 pM, 5 min Inkubation) und U46619 (0.01 uM) die Aufzeichnung einer
kumulativen E/[4]-Kurve (0.1 nM bis 3 uM) fiir 5-HT. Jeder Spiilphase entsprechend wurde eine

Kontrollkurve (ohne Terguridzugabe) fiir 5-HT aufgenommen.

2.3.2. Biochemische Methoden

2.3.2.1. [°S]GTPyS-Bindungs-Assay

Die [**S]GTPyS-Bindungs-Assays wurden freundlicherweise von Herrn Dr. H. Hiibner (Friedrich
Alexander Universitdt, Erlangen) iibernommen und, wie bereits durch Schlotter et al. (2005) be-

schrieben, durchgefiihrt.

Membranen von CHO-Zellen, die rekombinant humane (h) Dagsuorrs)- oder hDapongr)-Rezeptoren
stabil exprimieren, wurden, wie bereits in der Literatur beschrieben, pripariert (Hiibner et al.,
2000). Die Rezeptordichte in den Membranen betrug Bm. = 1.44 pmol/ug und 1.11 pmol/ug fiir
hD,s- bzw. hD, -Rezeptoren. Die Homogenate wurden mit HEPES-Puffer (20 mM HEPES, 10 mM
MgCl,, 100 mM NacCl; pH 7.4) verdiinnt und bei 37 °C mit Guanosindiphosphat (GDP, 1 uM in
HEPES-Puffer) und der Testsubstanz (in HEPES-Puffer versetzt mit 0.1 mM Dithiothreitol) in ei-
nem Endvolumen von 200 pl in einer 96-Well Mikrotiterplatte inkubiert. Die Testsubstanzen wur-
den in Hexaduplikaten in Konzentrationen von 0.01 nM bis 100 uM untersucht. Nach 30 min wurde
0.1 nM [*S]GTPyS (spezifische Aktivitit 1250 Ci/mmol, PerkinElmer) hinzupipettiert und fiir wei-
tere 30 min inkubiert. Mit der raschen Filtration, unter Verwendung eines automatischen Cell-Har-
vester (Zellsammler), durch einen GF/B-Filter war das Experiment terminiert. Die Filter wurden
fiinfmal mit eiskaltem Puffer (140 mM NaCl, 10 mM KClI, 1.5 mM KH,PO4, 8 mM Na,HPO., pH
7.4) gewaschen, 180 min bei 60 °C getrocknet und im Anschluss die Radioaktivitdt mit einem Mi-
kroplattenszintillator gemessen. In allen Experimenten lag die mit 100 pM Quinpirol maximal indu-
zierbare Stimulation ca. 35 % {iber der Basalaktivitit. Die fiir jede Substanz aus den jeweiligen Ex-
perimenten ermittelten [**S]GTPyS-Bindungsdaten wurden auf den respektiven Maximaleffekt von

Quinpirol normiert.
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2.3.3. Molekularbiologische Methoden

2.3.3.1. RNA-Isolierung

Pulmonalvenen (Venae pulmonales) zweiter bis vierter Ordnung und Teile der GroBhirnrinde (Cor-
tex cerebri) vom Schwein wurden prépariert. Die GroBhirnrinde diente fiir die Kontrollexperimente,
da das Vorkommen der drei a,-Adrenozeptorsubtypen im zentralen Nervensystem bereits berichtet
wurde (Wikberg-Matsson et al., 1995; Saunders und Limbird, 1999). Bis zur Verarbeitung lagerten
die Proben bei -80 °C. Die Isolierung der Gesamt-RNA (RNA) erfolgte mit dem RNAgents® Total
RNA Isolation System nach dem Verfahren von Chomczynski und Sacchi (1987). Die gefrorenen
Gewebe (ca. 50 mg) wurden zusammen mit einer Wolframcarbidkugel (d = 5 mm) und Guani-
dinthiocyanat-Denaturierungslosung in ein Kryoréhrchen (V = 2 ml) gegeben und mit dem Mikro-
Dismembrator®U homogenisiert. Nach Zugabe der entsprechenden Menge Natriumacetatlosung und
phenolgesittigtem Chloroform wurde inkubiert (15 min) und danach fiir 10 min bei 10000 X g und
4 °C zentrifugiert. Durch vorsichtiges Abpipettieren der oberen wéssrigen Phase konnte die RNA
von der genomischen DNA und den Proteinen abgetrennt werden. Das gleiche Volumen an Isopro-
panol wurde zur wissrigen Phase hinzugegeben und die RNA gefillt (mindestens 30 min, -20 °C).
Der anschlieBenden Zentrifugation (10 min bei 10000 % g, 4 °C) folgte das Waschen der RNA mit
Ethanol (1 ml, 75 % V/V, 4 °C) und die Resuspendierung in Wasser (40 pl). Eventuell noch vorhan-
dene genomische DNA wurde durch zwei weitere Aufreinigungsschritte entfernt. Fiir die DNAse
Behandlung wurde die Probe mit 10 pul Mastermix (5 pl Puffer, 2 ul DNAse, 2ul Wasser und 1 pl
RNAsin) versetzt, in den Robocycler gestellt (30 min, 37 °C) und im Anschluss chromatographisch
tiber Sdulen (GeneMATRIX UNIVERSAL RNA Purification Kit) aufgereinigt. Nach erneuter Re-
suspendierung in Wasser (50 pl), wurde die RNA UV-photometrisch bei 260 nm quantifiziert.

2.3.3.2. Reverse Transkription (RT)

Die RT wurde nach dem Protokoll von Promega (M-MLV Reverse Transkriptase) durchgefiihrt. Mit
einem Denaturierungsschritt (5 min, 70 °C) wurden Sekundirstrukturen der eingesetzten RNA (2
ug) vor der cDNA Synthese geschmolzen. In der Abkiihlphase lagerten sich die Random-Hexamere
(Primer) an die RNA an. Die anschlieBende Synthese der cDNA erfolgte unter Zugabe des RT-Puf-
fers (50 mM Tris-HCL, pH 8.3; 75 mM KCl; 3 mM MgCl,; 10 mM Dithiothreitol), der ANTPs (0.5
mM), RNasin® (25 u) und der Reversen Transkriptase (M-MLV, 200 u) in einem Gesamtvolumen
von 25 ul fiir 60 min bei 37 °C im Robocycler. Fiir jede RNA Probe wurde parallel ein weiterer An-

satz bereitet, bei dem das Enzym Reverse Transkriptase weggelassen wurde (Negativkontrolle).
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2.3.3.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Vervielfaltigung von 2 pl synthetisierter cDNA (siehe Kapitel 2.3.3.2.) erfolgte in einem Ge-
samtvolumen von 50 pl unter Zugabe des AmpliBuffer B (1.5 mM MgCl,, 50 mM KCI, 10 mM
Tris-HCI, 0.01 % Triton X-100), der dNTPs (0.2 mM), der Tag-DNA-Polymerase (1.25 u) und je 1
UM der spezifischen Sense- und Antisense-Primer (siehe Kapitel 2.1.1.4.). Der Robocycler wurde
vorgeheizt und die Amplifikation verlief nach folgenden Schritten: initiale Denaturierung (5 min, 95
°C), 40 Amplifikationszyklen (Denaturierungsphase: 1 min, 95 °C; Annealingphase: 1 min, 55 °C;
Synthesephase: 1.5 min, 72 °C) und finale Synthesephase (7 min, 72 °C).

2.3.3.4. Elektrophorese

Die PCR-Amplifikate (je 7 pul) wurden in das Agarosegel (2 %) pipettiert und bei konstanter Span-
nung (100 V) elektrophoretisch getrennt. Der TAE-Puffer (Laufpuffer) und das Agarosegel enthiel-
ten Ethidiumbromid (0.3 pg/ml). Nach der Trennung wurde das Gel mit Wasser abgespiilt und unter

Fluoreszenzanregung (302 nm) fotografiert.

2.3.3.5. Real-Time-quantitative-Polymerase Kettenreaktion (RTQ-PCR)

Die Durchfiihrung der RTQ-PCR Experimente wurde freundlicherweise von Herrn Dr. H. von
Wenckstern (FU Berlin) iibernommen.

Fir die Quantifizierungsexperimente wurden cDNA aus Schweinepulmonalvenen (siehe Kapitel
2.3.3.1. und 2.3.3.2.) sowie spezifische Sense- und Antisenseprimer (sieche Kapitel 2.1.1.4.) und der
SYBR"™ Green PCR Mastermix Kit verwendet. Die Durchfithrung der Experimente erfolgte nach
dem Protokoll des Herstellers. Die RTQ-PCR wurde in 10 ul Reaktionsansétzen (0.25 uM Primer,
1xSYBR Green Master Mix) mit je 2 pl cDNA (dquivalent zu 10 ng RNA) unter folgenden Bedin-
gungen durchgefiihrt: initiale Denaturierung (10 min, 95 °C), 40 Amplifikationszyklen (Denaturie-
rungsphase: 15 s, 95 °C; Annealing- und Synthesephase: 1 min, 60 °C). Nach jeder Reaktion wurde

abschlielend eine Dissoziationskurve zur Analyse von mdglichen Primerdimeren durchgefiihrt.

2.4. Datenanalyse und Statistik

2.4.1. Pharmakologische Parameter

Die Verwendung der Symbole, Parameter und Begriffe erfolgte in Anlehnung an die Empfehlung
des Komitees fiir Rezeptornomenklatur und Wirkstoffklassifizierung der [UPHAR (Jenkinson ef al.,
1995; Neubig et al., 2003; Kenakin, 2006).
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Allgemeine Definitionen:

Cx, [X]
log x

Agonist, 4

Antagonist, B

Allosterischer
Modulator

Affinitit
(Affinity)

Wirksamkeit
(Efficacy, en)

Stoffmengenkonzentration der Substanz X.
Dekatischer Logarithmus (= logox = Ig x).

Eine Substanz, die an einen Rezeptor bindet, dadurch dessen Zustand ver-
andert und folglich einen biologischen Effekt hervorruft. Fiir gewdhnlich

erhohen Agonisten die Rezeptoraktivitit.

Eine Substanz, die an einen Rezeptor bindet und die agonistische Aktivi-

tét einer anderen Substanz vermindert oder aufhebt.

Eine Substanz, die die Aktivitit eines Agonisten erhohen oder mindern
kann, wobei Agonist und allosterischer Modulator verschiedene Bin-

dungsstellen am Rezeptor haben.

Ma fiir die Bindungsstirke (Assoziation) einer Substanz an einen Rezep-
tor. Die Assoziationskonstante entspricht dem Reziproken der Rezeptor-

Dissoziationskonstante.

Entspricht der Féhigkeit von Agonisten nach Bindung an einen Rezeptor,
diesen so zu verandern (Konformationséinderung), dass dadurch ein zellu-
larer Effekt bzw. eine zelluldre Reaktion hervorgerufen wird. In der expe-
rimentellen Pharmakologie duBern sich Unterschiede in der Wirksamkeit
darin, dass verschiedene Agonisten bei gleicher relativer Rezeptorbeset-
zung unterschiedlich ausgepriagte Effekte erzielen. Die Wirksamkeit an
sich ist somit vom Agonisten selbst und vom untersuchten Gewebe ab-

hingig.

Das Produkt aus e, und dem Anteil der besetzten Rezeptoren (par) resul-
tiert im ,,Stimulus Sa“ (Sa = eapar, Stephenson, 1956).

Nach Furchgott (1966) entspricht der Term ,,intrinsic efficacy (¢) dem An-
teil an Stimulus, der vom Agonisten {iber den einzelnen Rezeptor vermit-
telt wird, mit ey = g[R,]. [R,] ist die Gesamtrezeptoranzahl und & der ago-

nistenabhingige Anteil an der Wirksamkeit (Furchgott, 1966).
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Potenz Mal} fiir die Aktivitdt eines Agonisten 4. Sie entspricht einer Stoffmen-
(Agonist potency) genkonzentration, die notwendig ist, um einen bestimmten Effekt zu er-

reichen. Die Potenz ist von der Affinitit und der Wirksamkeit der Verbin-

dung abhingig.

Agonisten und Partialagonisten:

ECso, [A4]50
pECso, P[A]so

Emax

Ky, pKP

Stoffmengenkonzentration (bzw. der negative dekadische Logarithmus
der Stoffmengenkonzentration), die den halbmaximalen Effekt eines Ago-

nisten A hervorruft.

Maximal beobachteter Effekt eines Agonisten 4 in einem bestimmten Pra-

parat unter den jeweiligen Bedingungen.

Verhéltnis zwischen den E,.x eines Testagonisten und eines vollen Refe-
renzagonisten am selben (oder gleichen) Priparat unter gleichen Bedin-
gungen. Wird auch als ,intrinsische Aktivitdt® bezeichnet (Kenakin,
2006).

sz Lo (Area) [1]
Emax(ARef)

Gleichgewichts-Dissoziationskonstante (bzw. der negative dekadische
Logarithmus der Gleichgewichts-Dissoziationskonstante) des Partialago-

nisten P-Rezeptor-Komplex.

Die Gleichgewichts-Dissoziationskonstante l4sst sich aus zwei verschie-

denen funktionellen Experimenten bestimmen:

Methode A:
Aquieffektive Konzentrationen zwischen vollem Referenzagonisten 4 und
Partialagonisten P werden verglichen. Nach der klassischen Rezeptor-

theorie gilt folgender Zusammenhang, der einer Geradengleichung ent-

spricht (Kenakin, 1993; Abbildung 10):
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(i)—l [P] al (2]
R &
[A]zm-%+b , 3]

mit Ka als Gleichgewichts-Dissoziationskonstante des vollen Refe-
renzagonisten A, e bzw. &p als ,, intrinsic efficacies “ von Referenz- bzw.
Partialagonist, m ist die Steigung und b der Ordinatenschnittpunkt der Ge-
rade. Kp wird wie folgt berechnet:

KP:m-(E—P—l) | [4)

A

Unter der Voraussetzung ex >> ¢p, was fiir schwache Partialagonisten zu-

trifft, ergibt sich Kp:

Kp=—m . [5]

K5y entspricht der negativen Steigung der Ausgleichsgeraden im [4] / ([4]/
[P])-Diagramm (Abbildung 10).
Fiir Partialagonisten mit o << 1 ist deren pECs,-Wert eine zuverlédssige

Naherung fiir den respektiven pKp-Wert.

80— 100 °
g =
60 N Abbildung 10: Bestim-
c
£ 7 00 01 02 03 mung des Kp-Wertes ei-
S 40— [Al/[P] _ .
£ nes Partialagonisten P
< 4
i 20— aus den Konzentrations-
. Wirkungs-Kurven eines
O_

Referenzagonisten 4 (e)

-9 -8 -7 6 5 4 und des Partialagonisten

log [Agonist] (M) P(v).
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Methode B:

Aquieffektive Konzentrationen des vollen Referenzagonisten 4 in Abwe-
senheit und Anwesenheit des Partialagonisten P, der als Antagonist fun-
giert, werden verglichen. Nach der klassischen Rezeptortheorie gilt fol-
gender Zusammenhang, der einer Geradengleichung entspricht (Marano

und Kaumann, 1976; Abbildung 11):

& [Pl
1 ea K, °
[A]= [ AT [6]
1+ l—i)~E 14+ 1_5_" ﬂ
<SA Kp EA Kp

; [7]

mit [4] und [4]" als dquieffektive Konzentrationen des Referenzagonisten
A in Abwesenheit und Anwesenheit des Partialagonisten P, K, als Gleich-
gewichts-Dissoziationskonstante des Referenzagonisten, ¢a bzw. & als
., intrinsic efficacies“ von Referenz- bzw. Partialagonist, m ist die Stei-
gung und b der Ordinatenschnittpunkt der Gerade. Kp wird wie folgt be-

rechnet:

szl—'-(l ——) : [8]
Unter der Voraussetzung ea >> ¢p, was fiir schwache Partialagonisten zu-
trifft, ergibt sich Kp:

K= [9]

wobei m die Steigung der gewichteten Ausgleichsgeraden im [4] / [4]'-
Diagramm entspricht (Abbildung 11). Die Gewichte werden aus der Be-

ziehung Wi:([A]*JF[A];O)"‘ [10]

berechnet.
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In der vorliegenden Arbeit wird die E/[A]-Kurve des Referenzagonisten in
Anwesenheit von P mittels Strahlensatz auf den Maximalwert des Refe-

renzagonisten (in Abwesenheit von P) extrapoliert und abgebildet.

60 — 1.0
1 5
" Abbildung 11: Bestim-
40

c
(9] 0.0 - 1-
Z o o 20 mung des Kp-Wertes ei
© b [Al" (M) . .
= nes Partialagonisten P
o 20— .
X aus den Konzentrations-
o~
(=) -

0 ® - Partialagonist Wirkungs-Kurven eines

¥+ Partialagonist Referenzagonisten 4 in

T T T T T T
-9 —|8 _|7 _IG _!5 _|4 -!3 Ab- (e) bzw. Anwesen-

log [Agonist] (M) heit von P (V).

Antagonisten:

r

(Concentration ratio)

p4>

Verhiltnis der Agonistenkonzentrationen in Anwesenheit ([4]") und Ab-
wesenheit ([4]) eines Antagonisten B, die zur Erzielung gleicher (iibli-
cherweise halbmaximaler) Effekte notwendig sind.

L4, ;
Tl ]

Negativ dekatischer Logarithmus der Stoffmengenkonzentration eines
Antagonisten B, die es erforderlich macht, die Agonistenkonzentration zu
verdoppeln, um den urspriinglichen Effekt in Abwesenheit des Antagonis-
ten B zu erzielen. Der pA4,-Wert ist ein MaB fiir die Affinitdt eines Antago-

nisten B zum Rezeptor, unabhingig wie der Antagonist B wirkt.

Vorzugsweise wird der pA4,-Wert nach der Methode von Arunlakshana
und Schild (1959) bestimmt. Liegen fiir einen Antagonisten B experimen-
telle Daten iiber einen groBeren Konzentrationsbereich vor (idealerweise
> 2 Zehnerpotenzen), entspricht die Nullstelle der Ausgleichsgeraden im
log (r — 1) / log [B]-Diagramm (Schild-Plot) dem pA,-Wert. Dazu muss
der funktionale Zusammenhang auf Linearitidt gepriift werden. Ist die

Steigung, der durch lineare Regression bestimmten Ausgleichsgerade
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KB, pKB

nicht signifikant von 1 verschieden und sind die Mindestanforderungen
(parallele Rechtsverschiebung der E/[A4]-Kurven ohne Depression des
Maximaleftektes) erfiillt, wird der pA4»-Wert mittels einer Ausgleichsgera-
den mit m = 1 berechnet. Der Antagonismus wird als kompetitiv einge-
stuft. Abgebildete Schild-Plots zeigen in der vorliegenden Arbeit die Aus-
gleichsgerade mit m = 1. Synonym wird auch der Begriff ,,voller pA»-
Wert* verwendet.

100+ Antagonist

0.03 uM
0.1 uM

0.3 uM

1 uM

Abbildung 12: Bestim-

o
<)
|
¢ > 4 06 O

% Kontraktion

mung des pA,-Wertes

L o i r‘o w
(1 -4) Boy

LB
s 7 5 5
log [Antagonist] (M) der Methode von Arun-
U L L DL L L .
10 -9 -8 -7 -6 5 -4 -3 lakshana und Schild.

log [Agonist] (M)

eines Antagonisten nach

Vereinfacht kann die Wirksamkeit eines Antagonisten B als ,,scheinbarer
pA--Wert™ fiir eine einzelne Konzentration [B] bestimmt werden

(Furchgott, 1972):

pA,=—log|B |+log(r—1) [12]

Gleichgewichts-Dissoziationskonstante (bzw. der negative dekadische
Logarithmus der Gleichgewichts-Dissoziationskonstante) des Antagonist

B-Rezeptor-Komplex.

Fiir kompetitive Antagonisten ist der mittels Schild-Analyse bestimmte
pA>-Wert eine zuverldssige Niherung des pKp-Wertes. Auch der vom
»scheinbaren pA,-Wert* abgeleitete ,,scheinbare pKg-Wert™ ist gebriuch-
lich.

In der vorliegenden Arbeit ist ein ,,scheinbarer pA4,-Wert* (siche oben) als
pA>-Wert und der nach der Methode von Arunlakshana und Schild (1959)
berechnete p4,-Wert als pKg-Wert des Antagonisten angegeben.
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pD» Der negative dekadische Logarithmus der Stoffmengenkonzentration ei-
nes Antagonisten B, die den Maximaleffekt eines Agonisten auf die Halfte
reduziert. Verglichen werden die Maximaleffekte eines Agonisten (Emax
bzw. E ) in Abwesenheit bzw. Anwesenheit eines Antagonisten. Die E/
[A]-Kurve ist in Anwesenheit des Antagonisten nicht oder minimal
rechtsverschoben. Der Antagonismus wird als nicht-kompetitiv eingestuft
und der pD’>-Wert mit folgender Gleichung berechnet (van Rossum,

1963):

, E
pD,=—log|B |+log E'fax [13]

max

2.4.2. Statistik

2.4.2.1. Datenprdsentation und Datenberechnung

Die Daten werden als arithmetischer Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) fiir » Tie-

re oder Einzelexperimente im Text, in Tabellen und Diagrammen angegeben.

2.4.2.2. Nichtlineare Regression

Die experimentell gewonnenen Konzentrations-Wirkungsdaten wurden mit der Software GraphPad
Prism® 4.0 (Graph-Pad Software, USA) ausgewertet. Die E/[A]-Kurven wurden an eine ,,Vier-Para-
meter-Logistik-Funktion* (Hill-Gleichung) nach der Methode der kleinsten Abstandsquadrate itera-
tiv angepasst (,, curve fitting “) und die Steigung der Kurven (ny, ,,Hill-Slope*) sowie deren En.x und
pECsp-Werte berechnet. Fiir die Berechnung der E/[4]-Kurven wurde der unterste Wert mit 0 %
iiber Basallinie festgelegt. Nur fiir pKp-Experimente nach Marano und Kaumann (1976) erfolgte die

Bestimmung aller vier Parameter.

E

E= el (Hill-Gleichung) 4]

2.4.2.3. Lineare Regression und Korrelationsanalyse

Mit der Methode der kleinsten Abstandsquadrate wurde die Abhédngigkeit der Variable (y) von der
Variable (x) in einer linearen Regression berechnet. Die Steigung der Ausgleichsgerade wurde er-

mittelt und das BestimmtheitsmaR 7* diente als Beurteilung der Giite der Regression. Der Grad des
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Zusammenhangs beider Variablen (x und y) wurde mittels einer Korrelationsanalyse ermittelt, wo-
bei die Korrelation statistisch (F-Test) durch eine Steigung der Ausgleichsgerade, die von 0 ver-

schieden war, aufgezeigt wurde.

2.4.2.4. Statistische Beurteilung

Auf Unterschiede zwischen entweder zwei oder mehreren Stichproben wurde mit Hilfe des #-Tests
nach Student oder einfaktorieller Varianzanalyse (One-way-ANOVA) gepriift. Unterschiede galten

mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit P < 0.05 als signifikant.

Priifung auf Normalverteilung: Bereits durch Elz (1995) und Jahnichen (2005¢) konnte eine Nor-
malverteilung von pECs-, pKs- und E...-Werten in verschiedenen Experimenten an der Ratten-
schwanzarterie (aua, ois, 5-HT24), Rattenaorta (aup), Schweinekoronararterie (5-HT2a), Schweine-
pulmonalarterie (5-HT,g) und der Lauferschweinpulmonalarterie (5-HT-) gezeigt werden. Normal-
verteilung der Messwerte aus Experimenten an der Schweinepulmonalvene (axc) wurde mit Hilfe

des D Agostino-Pearson-K2-Omnibustests verifiziert.

Tabelle 4: Exemplarische Priifung der E...x- und pECs,-Werte von UK14304 an der Schweinepulmonalvene auf Nor-

malverteilung mit Hilfe des D 'Agostino-Pearson-K2-Omnibustests.

Modell Agonist n Ernax P pECso P
Schweinepulmonalvene (0ac) UK14304 29 114+5 0.65 7.24+0.03 0.94

Euex von UK 14304 in %, bezogen auf UK 14304 (0.3 uM).

Vergleich zweier Mittelwerte: Bei normalverteilten Stichproben, deren Varianzhomogenitit mit-
tels F-Test nach Fischer nachgewiesen wurde, erfolgte der Vergleich der Mittelwerte durch Anwen-
dung des Zwei-Stichproben-#-Test (zweiseitig) fiir unabhéngige Stichproben. Lag keine Varianzho-
mogenitét vor (Fisher-Behrens-Problem), wurden die Mittelwerte mit dem nach Welch modifizier-

ten #-Test verglichen.

Vergleich mehrerer Mittelwerte: Der Vergleich von Mittelwerten aus mehr als zwei, jeweils nor-

malverteilten Stichproben, erfolgte mittels einfaktorieller Varianzanalyse (One-way-ANOVA).
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3. Ergebnisse und Diskussion

Fiir die Durchfiihrung dieser Arbeit standen im Arbeitskreis Prof. Pertz die in Tabelle 5 genannten
in vitro Testmodelle zur Verfiigung. Ein Testsystem flir a,-Adrenozeptoren sollte neu etabliert wer-
den, da diese Rezeptoren unter anderem in der Behandlung der Migréne und des Morbus Parkinson
involviert sein konnten und therapeutisch verwendete Ergolinderivate Affinitit zu diesen Rezepto-
ren haben (Newman-Tancredi et al., 2002a; Tfelt-Hansen et al., 2000). Fiir die Therapie der Migra-
ne wiren vermutlich o,c-Adrenozeptoragonisten und fiir die Therapie des Morbus Parkinson D»-
Agonisten, die gleichzeitig a,-Adrenozeptorantagonisten sind, von Bedeutung (siehe auch Einlei-

tung).

Tabelle 5: In der vorliegenden Arbeit verwendete und neu etablierte funktionelle in vitro Testmodelle.

Rezeptor Spezies Gewebe Effekt Quelle

5-HTsa Schwein Koronararterie =~ Kontraktion = Cushing und Cohen, 1993
5-HT,s Schwein Pulmonalarterie Relaxation Glusa und Pertz, 2000
5-HT; Schwein Pulmonalarterie Relaxation Jahnichen et al., 2005b
Oia Ratte Schwanzarterie ~ Kontraktion  Jihnichen ef al., 2004

OB Ratte Schwanzarterie  Kontraktion  Jadhnichen et al., 2004

olip Ratte Aorta Kontraktion  Schoéning et al., 2001

H; Meerschweinchen Ileum Kontraktion  Pertz et al., 2006

neu etabliert

Oac Schwein Pulmonalvene Kontraktion

3.1. a,-Adrenozeptoren

3.1.1. Charakterisierung des postsynaptischen a;-Adrenozeptors in der

Schweinepulmonalvene

In in vivo und in vitro Experimenten an Hund und Katze konnte die a,- und a,-Adrenozeptor-ver-
mittelte Kontraktion von LungengefdB3en gezeigt werden (Hyman und Kadowitz, 1985; Shebuski et
al., 1986; Ohlstein et al., 1989), wobei nach Erhéhung des vaskuldren Lungentonus die Ansprech-
barkeit der a,-Adrenozeptoren selektiv erhoht war (Hyman und Kadowitz, 1986; Shebuski et al.,

1987). In vitro-vermittelte Effekte durch a,-Adrenozeptoren waren bevorzugt in den Pulmonalvenen
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nachweisbar (Shebuski et al., 1987; Ohlstein et al.,1989). Sowohl in den in vivo als auch in den in
vitro Experimenten blieb der a,-Adrenozeptorsubtyp unbestimmt.

Ziel war es, mit Hilfe funktioneller Experimente, Schild-Analyse und Korrelationsanalyse zu be-
stimmen, ob a,-Adrenozeptoren an der Kontraktion der Schweinepulmonalvene ebenfalls beteiligt
sind und welcher a,-Adrenozeptorsubtyp die Kontraktion vermittelt. Anschlieend sollte mittels RT-
PCR und RTQ-PCR die mRNA fiir den Rezeptor nachgewiesen bzw. quantifiziert werden. Ein wei-
teres Ziel war die Etablierung eines funktionellen Testsystems zur Charakterisierung vaskuldrer Ef-

fekte von Arzneistoffen an a,-Adrenozeptoren.

3.1.1.1. Effekte von a-Adrenozeptoragonisten

Noradrenalin, Phenylephrin, UK14304 und Clonidin kontrahierten die Schweinepulmonalvene kon-
zentrationsabhdngig bis der jeweilige Maximaleffekt (En.x) erreicht war (Abbildung 13). Anhand
der respektiven pECs, Werte ergibt sich folgende Rangordnung mit abnehmender Potenz: Norad-
renalin = UK 14304 = Clonidin > Phenylephrin. Der maximal beobachtete Effekt fiir Noradrenalin,
war, verglichen mit den anderen Agonisten, signifikant groBBer, wohingegen das E..« von Clonidin
gegeniiber den Agonisten signifikant kleiner war. Die En. von UK14304 und Phenylephrin unter-
schieden sich nicht. Anhand der Potenz von UK 14304 und Clonidin, beides selektive a,-Adrenozep-
toragonisten, kann auf die Anwesenheit von kontraktilen a,-Adrenozeptoren in der Schweinepulmo-
nalvene geschlossen werden. Basierend auf den Agonistenexperimenten kann der o,-Adrenozeptor-
subtyp aber nicht identifiziert werden, da die Potenz eines Agonisten mit dem Gewebe und dem ex-
perimentellen Design variiert (Hoyer und Boddeke, 1993). Vermutlich ist das Gefd3 auch mit a-
Adrenozeptoren ausgestattet, da Phenylephrin als nichtselektiver o,-Adrenozeptoragonist ebenfalls

Kontraktionen verursachte. Die Effekte der Agonisten sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

300— e Noradrenalin (8)
4 ¥ Phenylephrin (8)
A UK14304 (4)
S 200 — o
£ ¢ Clonidin (4)
© i
5
X 100 —
B3
- Abbildung 13: E/[A]-Kurven von a-Adrenozeptorago-
0— nisten an der Schweinepulmonalvene. Dargestellt sind

— 1 T T T T T T T "1 - » 0 be.
-10 -9 8 7 5 5 - die kontraktilen Effekte (Mittelwerte £+ SEM) in %, be

log [Agonist] (M) zogen auf UK 14304 von (n) Tieren.
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Tabelle 6: Agonistische Effekte von a-Adrenozeptoragonisten an der Schweinepulmo-

nalvene.
n pECs Enax
Noradrenalin 8 7.27+0.07 254+ 17
UK14304 4 7.16 £ 0.06 118 £ 10
Clonidin 4 7.04 +0.08 507
Phenylephrin 8 5.92+0.07 150+ 10

Enax In %, bezogen auf UK 14304 (0.3 uM). n = Anzahl der Tiere.

3.1.1.2. Effekte von a,-Adrenozeptorantagonisten gegen UK14304

E/[A]-Kurven fiir UK14304 in Abwesenheit und Anwesenheit sieben relativ selektiver a,-Adreno-
zeptorantagonisten wurden aufgezeichnet und anhand des ermittelten Affinitétsprofils der Rezeptor-
subtyp durch Korrelationsanalyse bestimmt. Bis auf MK912 und Rauwolscin verursachten alle Ver-
bindungen eine dosisabhingige Rechtsverschiebung der E/[A4]-Kurven, ohne zusitzlich Einfluss auf
den Maximaleffekt (En.x) von UK14304 zu haben (Abbildung 15). Die Daten von 4 oder 5 verschie-
denen Konzentrationen des jeweiligen Antagonisten wurden einer Schild-Analyse unterzogen und
fiir jeden Antagonisten die Steigung der Ausgleichsgeraden errechnet, welche im Ergebnis nicht si-
gnifikant von 1 verschieden war. Diese Substanzen verhalten sich somit in diesem Gewebe gegen
UK 14304 als kompetitive Antagonisten. Fiir Rauwolscin (1 nM) wurde ein scheinbarer pA4,-Wert
berechnet, da die E/[A]-Kurven fiir UK14304 mit steigender Antagonistenkonzentration zwar
rechtsverschoben waren, der Antagonismus aber nicht iiberwunden werden konnte, was sich durch
Depression des Maximaleftekts fiir UK14304 zeigte (pseudo-irreversible Hemmung, Abbildung
14). Dieser Umstand schloss eine Schild-Analyse fiir Rauwolscin aus. MK912 (0.1 nM) verursachte
neben einer geringfiigigen, aber signifikanten Rechtsverschiebung der E/[A]-Kurve (log » = 0.42 +
0.11, n = 5) eine deutliche Depression des Maximaleffekts fiir UK14304 (Abbildung 14). Der
Antagonismus von MK912 wurde als nicht-kompetitiv eingestuft und der pD’,-Wert berechnet. Die
Effekte der Antagonisten sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Die funktionell ermittelten Bindungsdaten der Antagonisten (pKs-Werte, pA4,-Wert und pD’,-Wert)
wurden mit ihren publizierten Radioligandbindungsdaten (pKi-Werte) an rekombinanten humanen
Ol2a-, Oop- UNd 0-Adrenozeptoren korreliert (Uhlén ef al., 1994). Eine sehr gute Korrelation lag zwi-
schen den funktionell bestimmten Affinitdten und den respektiven Radioligandbindungsdaten am
humanen a,.-Adrenozeptor vor (> = 0.96, P = 0.0001), wohingegen eine schlechtere bzw. keine

Korrelation zu humanen oz,- bzw. oa,-Adrenozeptoren bestand (2 = 0.74, P > 0.01; +* = 0.53, P >
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0.05; Abbildung 16). SchlieSt man nur die Werte der kompetitiven Antagonisten in die Berechnung

ein (d. h. Ausschluss von MK912 und Rauwolscin), erhédlt man eine weiterhin hochsignifikante

Korrelation fiir humane oy.-Adrenozeptoren (+* = 0.94, P < 0.01) und keine Korrelation fiir humane

2.~ und az-Adrenozeptoren (#* = 0.32, P> 0.30; 7 = 0.40, P> 0.25).
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log [UK14304] (M)

Abbildung 14: E/[4A]-Kurven von UK14304 in Ab- oder Anwesenheit von a,-Adrenozeptorantagonisten an der

Schweinepulmonalvene. Dargestellt sind die kontraktilen Effekte (Mittelwerte + SEM) in %, bezogen auf UK14304

(0.3 uM) von (n) Tieren.

Tabelle 7: Bindungsaffinititen (pKi-Werte) der a,-Adrenozeptorantagonisten an rekombinanten humanen o.-, 0~ und

az-Adrenozeptoren in Korrelation zu den berechneten Bindungsaffinititen (pKs-Werte) der Antagonisten aus Experi-

menten an der Schweinepulmonalvene gegen UK 14304.

Antagonist O (pKi) o (pKi) oz (pKi) n Pulmonalvene (pKg)
ARC239 5.88 7.71 7.50 4-7 7.48 £ 0.03
BRL44408 8.25 6.19 6.82 4-8 7.02 £0.08
MK912 8.90 8.87 10.07 10.05 + 0.04*
Rauwolscin 8.43 8.34 9.11 9.53+£0.08°
Prazosin 5.65 6.94 7.24 7.06 + 0.06
Yohimbin 8.43 7.87 8.52 4-5 9.09 £0.05
WB4101 7.84 7.11 8.50 4-6 8.65 +0.05

Radioligandbindungsdaten (pK;-Werte) sind von Uhlén et al. (1994), *pD’,-Wert, prz-Wert. Die Steigung der Aus-
gleichsgeraden der Schild-Plots ist wie folgt: ARC239, 0.92 + 0.05; BRL44408, 1.00 + 0.11; Prazosin, 1.09 + 0.11;
Yohimbin, 1.12 + 0.08; WB4101, 0.97 £ 0.09. Der jeweilige Anstieg ist nicht signifikant von 1 verschieden. n = An-

zahl der Tiere.



3.1. a2-Adrenozeptoren Seite 45

ARC239

% Kontraktion

O -(7) 1507 BRL44408 O - (8)
® 0.03 uM (4) 25_’ ® 0.03 uM (4)
Y 0.1uM(4) . ¥ 0.1uM(4)
A 03uM@4) £ 100- A 0.3uM(@4)
® 1uM4) g2 ® 1uM@4)
S 75—
m 3uM(4) = m 3uM(4)
c
X 50—
>
- ®)
25— Q
0— o
L e s e W o e

e
109 8 -7 654

-9 -8 -7 -6 -5 -4 Tiog[ARC239] (M) 9 8 -7 -6 -5 -4 -1%é9[B-Inglzl4-(§38]-(5M)-4
log [UK14304] (M) log [UK14304] (M)
1507 Prazosin O - (4) 150 wB4101 O - (6)
125 ® 0.1uM4) 125 ® 3nM(4)
i VY 0.3uM(4) i ¥ 10nM (4)
£ 100~ A 1uM(@4) £ 100 A 30nM(4)
£ & 3uM(4) £ & 100 nM (4)
S 75— S 75
c [
S | S ]
< 50 < 50
N R
25— g 25—
0— © 0
e Tt Tl foo87654 L IR R P AR A
-9 -8 -7 -6 -5 -4  log[Prazosin] (M) 9 -8 -7 -6 -5 -4 iogwWB4101](M)
log [UK14304] (M) log [UK14304] (M)
1507 Yohimbin O - (5)
® 3nM(4)
¥ 10 nM (4)
A 30nM(4) Abbildung 15: E/[A]-Kurven von UK14304 in
& 100 nM (4)

% Kontraktion

Ab- oder Anwesenheit von o,-Adrenozep-

torantagonisten an der Schweinepulmonalvene.

Dargestellt sind die kontraktilen Effekte (Mittel-
werte £ SEM) in %, bezogen auf UK14304 (0.3

uM) von (n) Tieren. Eingebettete Abbildungen:

9 -6
log [UK14304] (M)

-7 -5

UL
-109 -8 -7 6 -5 4

o rahimbio] (V) Schild-Regressionsanalyse der respektiven E/[A4]-

Kurven.



Seite 46 3.1. a2-Adrenozeptoren

a 2a 028 a2c

119 2 =053 (ns) M P=om S M P=09 1.
| P=0.0001 y

pK;
©
1
pPK;
©
|

T T T T 1
5 6 7 8 9 10 M
PKp

Abbildung 16: Korrelation zwischen ermittelten Affinitétsdaten (pKs, pD’ fiir MK912, pA» fiir Rauwols-
cin) fiir o,-Adrenozeptorantagonisten gegen UK14304 an der Schweinepulmonalvene und den respekti-
ven Radioligandbindungsaffinititen (pK;) an rekombinanten humanen o,-Adrenozeptorsubtypen (0, O
und o). Radioligandbindungsdaten von Uhlén ef al. (1994). Die gestrichelte Linie entspricht der Identi-
tatslinie (,,line of identity*) und die durchgezogene Linie der aus den abgebildeten Punkten berechneten
Korrelationsgeraden. Die nummerierten Punkte entsprechen folgenden o,-Adrenozeptorantagonisten:

MK912 (1), Rauwolscin (2), Yohimbin (3), WB4101 (4), ARC239 (5), Prazosin (6) und BRL44408 (7).

3.1.1.3. RT-PCR und RTQ-PCR

In RT-PCR-Experimenten wurde auf Expression von mRNA fiir die drei o,-Adrenozeptorsubtypen
in der Schweinepulmonalvene gepriift. An der GroBhirnrinde des Schweins wurden in Kontrollex-
perimenten die Primerpaare verifiziert und es konnte die mRNA fiir axa-, azs- und a,c-Adrenozepto-
ren nachgewiesen werden. In der Pulmonalvene wurde lediglich mRNA fiir aa- und axc-Adreno-
zeptoren detektiert (Abbildung 17). Die Amplifikation der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydro-
genase-cCDNA (GAPDH, Haushaltsgen) bestitigte die Qualitdt der Proben und der Methode (Posi-
tivkontrolle). Weitere Qualitdtskontrollen schlossen: 1) die Anwesenheit von genomischer DNA
(entsprechende RNA-Proben ohne Behandlung mit der Reversen Transkriptase) sowie 2) die Konta-
mination der verwendeten PCR-Reagenzien (entsprechender PCR-Mastermix versehen mit

GAPDH-Primerpaar, ohne cDNA) aus (Negativkontrollen).

Mittels RTQ-PCR-Experimenten wurde der jeweilige mRNA-Gehalt der drei a,-Adrenozeptorsub-
typen quantifiziert und relativ auf den mRNA-Gehalt des Haushaltsgens (GAPDH) bezogen. Es
konnte kein Signal fiir den a.s-Adrenozeptor erfasst werden, wihrend der mRNA-Gehalt fiir den

axc-Subtyp betrichtlich iiber dem des a,a-Adrenozeptors lag (Abbildung 18).
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Abbildung 17: Agarose-Gel-Elektrophorese von RT-PCR Produkten. mRNA fiir aza-, obs- und oxc-Adrenozeptoren
konnte am cerebralen Cortex (links) und flir o,4- und a,c-Adrenozeptoren an der Pulmonalvene (rechts) des Schweins
nachgewiesen werden. Die gekennzeichneten Spuren bedeuten: 100 bp DNA Leiter (M), 383 bp GAPDH-Positivkon-
trolle (1), 455 bp a.a-Adrenozeptor (2), 179 bp a.s-Adrenozeptor (3), 220 bp axc-Adrenozeptor (4), Negativkontrolle
mit GAPDH-Primern im PCR-Ansatz unter vorherigem Ausschluss der Reversen Transkriptase (5) und Negativkon-
trolle mit GAPDH-Primern ohne cDNA im PCR-Ansatz (6). Die GroB3e (bp) von drei Markerbanden ist jeweils am

rechten Rand angegeben.
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3.1.1.4. Diskussion

Anhand der durchgefiihrten Experimente konnte der postsynaptische o,c-Adrenozeptor identifiziert
werden, welcher die UK14304-induzierte Kontraktion der Schweinepulmonalvene vermittelt (Gor-

nemann et al., 2007).

Eine Beteiligung von a4- und an-Adrenozeptoren an der Kontraktion kann ausgeschlossen werden
und wird im Folgenden begriindet. Mit Agonistenexperimenten ergibt sich eine Rangfolge der Po-
tenzen der Agonisten, die als Anhaltspunkt dient und mit Ergebnissen von anderen Gefdllen oder
Geweben verglichen werden kann. Die Identifikation eines Rezeptorsubtyps ist mit dieser Methode
nicht moglich. Die pharmakologische Charakterisierung des a,-Adrenozeptorsubtyps in der Pulmo-
nalvene basierte daher auf der Bestimmung der Rezeptoraffinititen verschieden as-selektiver
Antagonisten. Die eindeutigsten Hinweise, dass die UK14304-induzierte Kontraktion der Vene
durch einen einzelnen Rezeptorsubtyp verursacht wird, ergaben sich aus den Berechnungen der
Schild- und Korrelationsanalyse. Der respektive Anstieg der Ausgleichsgeraden im Schild-Plot der
Antagonisten, welche keine Depression verursachten, ist nicht von 1 verschieden (Kenakin, 1993)
und die Korrelation ergibt nur den hochsignifikanten Zusammenhang zum o,c-Adrenozeptor. RT-
PCR und RTQ-PCR ergaben ein positives Ergebnis fiir axc- und oa-Adrenozeptoren, wihrend
mRNA fiir ap-Adrenozeptoren mit beiden Methoden nicht detektiert wurde. Der Nachweis von
mRNA fiir axa-Adrenozeptoren kann darauf zuriickgefiihrt werden, dass dieser Rezeptorsubtyp
moglicherweise prasynaptisch in der Adventitia der Gefde (Trendelenburg ef al., 1997) und/oder
als relaxierender Rezeptor auf dem Endothel vorkommt (Bockman et al., 1993), welches fiir die Ex-
perimente nicht entfernt wurde. Der alleinige Nachweis von mRNA fiir einen Rezeptor ist noch kein
Beweis, dass dieser an der Kontraktion des Gefdlles beteiligt ist (Piascik ef al., 1995; Civantos
Calzada und de Artifiano, 2001). Die dominante Expression der mRNA des a,c-Adrenozeptors be-
tont zusédtzlich die maBgebliche Rolle dieses Rezeptorsubtyps in diesem Gewebe.

Da unter erhohtem vaskulidren Lungentonus die iiber a,-Adrenozeptoren verursachten Kontraktio-
nen der Pulmonalgefdle in vivo selektiv deutlich erhoht waren, ist es von Interesse, ob selektive
axc-Adrenozeptorantagonisten zur Behandlung der pulmonal vendsen Hypertonie eingesetzt werden
konnen.

In der Therapie des Morbus Parkinson sind Arzneistoffe indiziert, die Antagonisten an o,-Adreno-
zeptoren sind (siehe Kapitel 1.4.3.). Indessen werden zur Behandlung der Migréne Substanzen be-
notigt, die axa- und/oder onc-Adrenozeptor-vermittelt arterielle Cranialgefde kontrahieren (siehe

Kapitel 1.4.2.). Fiir die Etablierung eines o,-Adrenozeptor Testsystems wurde auf eine Vene zuriick-
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gegriffen, da im Allgemeinen die in vitro Charakterisierung o,-Adrenozeptor-vermittelter-Effekte
hauptsédchlich an isolierten Venen verschiedener Spezies erfolgte. Das begriindet sich darin, dass
Widerstandsgefdfle iiberwiegend durch a;-Adrenozeptoren beeinflusst werden und a,-Adrenozep-
toragonisten keine kontraktilen Effekte in groBBen Arterien zeigten (Guimardes und Moura, 2001).
Die UK14304-induzierte Kontraktion der Schweinepulmonalvene wird selektiv durch den o,c-Ad-
renozeptor vermittelt. Somit kann dieses Gefdll als in vitro-Bioassay zur Charakterisierung von
Arzneistoffen an a,c-Adrenozeptoren verwendet werden. Die Frage, welcher a,-Adrenozeptorsub-
typ (0a, 02 oder anc) bei der Reduktion von Dyskinesien in der Parkinsonschen Krankheit eine
Rolle spielen konnte, ist bisher nicht geklédrt. Mit der Etablierung des Modells fiir den a,c-Adreno-
zeptor an der Pulmonalvene des Schweins kdime man der Beantwortung dieser Frage ein Stiick né-

her.

3.2. Ergoline

3.2.1. Charakterisierung des molekularen Fragments, das fiir den Agonismus

von Pergolid an 5-HT;g- und 5-HT:s-Rezeptoren verantwortlich ist

Pergolid ist ein potenter Agonist an Dopamin D;- und CH;SCH,
| |

CH;—OCH,
D,-Rezeptoren (Fuller und Clemens, 1991), der in der
Therapie des Morbus Parkinson (Standaert und Young, ] CH:H3
2005) eingesetzt worden ist. Zwei kiirzlich publizierte CH,CH,
Studien bestétigten, dass Patienten, die mit Pergolid be- Nk

handelt wurden, ein erh6htes Risiko hatten, einen Herz-

klappenschaden zu erleiden (Schade et al., 2007; Zanet- Abbildung 19: Struktur von Pergolid und

tini et al., 2007). Diese schwerwiegende Nebenwirkung seinen Derivaten.

ist mit der durch Pergolid bewirkten Aktivierung von 5-HT2s- und 5-HT,s-Rezeptoren assoziert
(siche Kapitel 1.6.). Ziel der Untersuchungen war es, anhand chemisch modifizierter Pergolidderi-
vate herauszufinden, welches strukturelle Fragment fiir den Agonismus an 5-HT2s- und 5-HT,4-Re-
zeptoren verantwortlich sein konnte. Hierfiir wurden die Substituenten in N(6) und C(8) von Pergo-
lid gedndert und 8 Derivate synthetisiert (Abbildung 19). Die Modifikationen waren wie folgt: die
Propylgruppe in N(6) von Pergolid wurde durch eine Ethyl- oder Methylgruppe oder durch Wasser-
stoff ersetzt. Weiterhin wurde der Schwefel, der sich in der Seitenkette von Pergolid an C(8) befin-
det, durch Sauerstoft ausgetauscht (O-Pergolid). Die Propylgruppe dieser Verbindung ist ebenfalls
durch eine Ethyl- oder Methylgruppe oder durch Wasserstoff substituiert worden. Zusétzlich wurde

in dieser Reihe die N(6)-Propylgruppe durch eine sperrige Cyclopropylmethyl-Gruppe ersetzt
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(neunte Verbindung). Welchen Einfluss der Ersatz der N(6)-Propylgruppe von Pergolid auf die ago-
nistische Wirksamkeit an D,-Rezeptoren hat, sollte an rekombinanten hD,s- und hD, -Rezeptoren,
die stabil in CHO-Zellen exprimiert wurden, fiir ausgewéhlte Substanzen untersucht werden. Als
funktionelle Modelle dienten die Schweinepulmonalarterie (5-HT.s-Rezeptor-Bioassay), die
Schweinekoronararterie (5-HTxa-Rezeptor-Bioassay) und das [*>S]GTPyS-Bindungs-Assays (Assay

zur Bestimmung der G-Proteinaktivierung).

3.2.1.1. Effekte an 5-HT>3-Rezeptoren

Die Derivate von Pergolid und O-Pergolid, die eine Ethyl- oder Cyclopropylmethylgruppe in N(6)
aufwiesen, relaxierten die vorkontrahierte Pulmonalarterie im selben Ausmall wie 5-HT, Pergolid
und O-Pergolid. Pergolid, 6-Ethylpergolid, O-Pergolid, 6-Ethyl-O-pergolid und 6-Cyclopropylme-
thyl-O-pergolid waren volle Agonisten in diesem Gewebe, da deren E,.., nicht vom Ey. der respek-

tiven 5-HT-Kontrollkurven verschieden war. Die Potenz der Agonisten nahm in der Reihenfolge 5-
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Abbildung 20: E/[A]-Kurven von 5-HT und Pergolidderivaten in Ab- oder Anwesenheit von SB204741 (3 pM) an der
Schweinepulmonalarterie (5-HT»s-Rezeptoren). Dargestellt sind die relaxierenden Effekte (Mittelwerte £ SEM) in %,
bezogen auf die maximale Relaxation induziert durch 5-HT oder das Pergolidderivat und Bradykinin (0.01 pM) von

jeweils n = 4 Tieren.
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HT = Pergolid > O-Pergolid = 6-Cyclopropylmethyl-O-pergolid = 6-Ethylpergolid = 6-Ethyl-O-per-
golid ab. Die Relaxationen von Pergolid konnten durch SB206553 (1 uM; 5-HT2pnc-Rezeptorant-
agonist; Jdhnichen et al., 2005a) inhibiert und die der anderen vollen Agonisten durch SB204741 (3
uM; selektiver 5-HT2p-Rezeptorantagonist) antagonisiert werden (Abbildung 20). Die pA4,-Werte fiir
SB204741 waren in derselben GroBBenordnung wie der pA4,-Wert berechnet gegen 5-HT, was fiir die
Beteiligung von relaxierenden 5-HT,s-Rezeptoren spricht (Tabelle 8). 6-Norpergolid (0.3 pM) und
6-Nor-O-pergolid (1 uM) brachten nur geringfiigige Relaxationen hervor (Enax = 8 £ 1 bzw. 12 + 2
%), die mit SB204741 (3 uM, nicht gezeigt) vollstindig aufgehoben werden konnten. Demgegen-
iiber erzeugten 6-Methylpergolid (0.01 uM) und 6-Methyl-O-pergolid (0.03 uM) keine agonisti-
schen Effekte, sondern antagonisierten die Relaxationen von 5-HT (Abbildung 21). Erst hohe Kon-
zentrationen beider N(6)-Methylderivate (jeweils 1 uM) relaxierten die Lungenarterie geringfiigig.
Die Relaxationen von 6-Methylpergolid (1 uM, En.x = 15 + 4 %, n = 6) blieben durch SB204741 (3
uM) unbeeinflusst (P > 0.05, n = 6, nicht gezeigt), wohingegen die Relaxationen von 6-Methyl-O-
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Abbildung 21: E/[A]-Kurven von 5-HT in Ab- oder Anwesenheit von Pergolidderivaten an der Schweinepulmonalar-
terie (5-HT,s-Rezeptoren). Dargestellt sind die relaxierenden Effekte (Mittelwerte £ SEM) in %, bezogen auf die ma-
ximale Relaxation induziert durch den Agonisten (Pergolidderivat und/oder 5-HT) und Bradykinin (0.01 uM) von je-

weils n = 4 Tieren.
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pergolid (1 uM, Enu = 19 £4 %, n = 6) durch SB204741 (3 uM) signifikant reduziert wurden (Epax
=7+2 %, P=0.04, n = 6, nicht gezeigt). Die agonistischen und antagonistischen Effekte der

Substanzen sind in Tabelle 8 zusammengefasst.

Tabelle 8: Agonistische und antagonistische Effekte von Pergolidderivaten an der Schweinepulmonalarterie (5-HT,s-

Rezeptoren).
n pECso Ernax pK»* pA-

Volle Agonisten
5-HT 34 8.63+£0.03" 73 £2° 6.59 £ 0.07°¢
Pergolid® - 842+0.11 - 7.30£0.19°
6-Ethylpergolid 4 7.75+0.07 55+5 6.63 £0.18°
O-Pergolid 4 8.12+0.10 74+5 6.61 £0.12¢
6-Ethyl-O-pergolid 4 7.77+0.12 61+3 6.69 = 0.09°
6-Cyclopropylmethyl-O- 4 7.85+£0.06 68 +2 6.66 + 0.02°
pergolid
Partialagonisten
6-Norpergolid 4 8+ 1 7.10 +£0.14¢
6-Nor-O-pergolid 4 12+£2 6.68 = 0.08"
Antagonisten
6-Methylpergolid 4 80+ 7 8.43+0.07
6-Methyl-O-pergolid 4 69 £ 10' 8.00 = 0.04¢

Emax in %, bezogen auf maximale Relaxation induziert durch den Agonisten und Bradykinin (0.01 uM). *pKp-Wert be-
rechnet nach Marano und Kaumann (1976), bgepoolte Daten von allen Experimenten, “pA4,-Wert fiir SB204741 (3
uM), Daten von Glusa und Pertz (2000), °Daten von Jéhnichen et al. (2005a), prQ—WeIt fiir SB206553 (1 uM), ®Deri-
vat getestet bei 0.3 uM, "Derivat getestet bei 1 uM, "Eax von 5-HT in Anwesenheit des Antagonisten, ijz-Wert fiir

Derivat getestet bei 0.01 pM, kpAz—Wert fiir Derivat getestet bei 0.03 uM. n = Anzahl der Tiere.

3.2.1.2. Effekte an 5-HT>4-Rezeptoren

Pergolid, 6-Ethylpergolid, O-Pergolid, 6-Ethyl-O-pergolid und 6-Cyclopropylmethyl-O-pergolid be-
wirkten konzentrationsabhédngige Kontraktionen der Schweinekoronararterie. Die entsprechenden
pECs-Werte dieser Derivate waren grofer als der pECs-Wert fiir 5-HT und die Rangfolge der Po-
tenz der Agonisten war O-Pergolid > Pergolid > 6-Cyclopropylmethyl-O-pergolid = 6-Ethylpergolid
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=~ 6-Ethyl-O-pergolid > 5-HT. Die Pergolid- und O-Pergolidderivate, die agonistische Effekte her-

vorbrachten, waren Partialagonisten relativ zu 5-HT (Abbildung 22). Der pECs-Wert des jeweiligen

Partialagonisten war in guter Ubereinstimmung mit dessen pKp-Wert, der anhand #quieffektiver

Konzentrationen von 5-HT und dem Partialagonisten berechnet wurde (Kenakin, 1993). Die

maximalen Effekte (E..x) der Partialagonisten unterschieden sich nicht untereinander (P > 0.05,

One-way ANOVA, n

4 - 5). Ketanserin (0.01 puM, selektiver 5-HT,s-Rezeptorantagonist)

inhibierte die durch die Agonisten hervorgerufenen Kontraktionen. Die E/[A]-Kurven wurden in

Anwesenheit des Antagonisten ohne Depression des En.c rechtsverschoben. Die pA,-Werte fiir

Ketanserin waren in derselben GroBenordnung wie der p4,-Wert berechnet gegen 5-HT, was fiir die
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Beteiligung von kontraktilen 5-HT,s-Rezeptoren spricht (Tabelle 9). Wie fiir Partialagonisten zu
erwarten, antagonisierten Pergolid, 6-Ethylpergolid, O-Pergolid, 6-Ethyl-O-pergolid und 6-
Cyclopropylmethyl-O-pergolid, die Kontraktionen von 5-HT (eingebettete Abbildungen in
Abbildung 22). Die nach der Methode von Marano und Kaumann (1976) berechnete Gleichge-
wichts-Dissoziationskonstante fiir jeden Partialagonist P-Rezeptor-Komplex (pKp-Wert) ist eben-
falls in guter Ubereinstimmung mit dem pECso-Wert, bestimmt aus der £/[4]-Kurve des jeweiligen
Partialagonisten (Tabelle 9). Im Gegensatz dazu verursachten 6-Methylpergolid und 6-Methyl-O-
pergolid bis zu einer Konzentration von 1 uM keine kontraktilen Effekte. Vielmehr verhielten sich
6-Methylpergolid (0.02 uM) und 6-Methyl-O-pergolid (0.02 uM) als liberwindbare Antagonisten
der 5-HT-vermittelten Kontraktionen in der Schweinekoronararterie (Abbildung 23). Die Verbin-
dungen mit einem Wasserstoff in N(6), 6-Norpergolid (I uM) und 6-Nor-O-pergolid (1 uM), fun-
gierten ebenso als Antagonisten. Beide Substanzen zeigten in der getesteten Konzentration uniiber-
windbaren Antagonismus, da in ihrer Anwesenheit die E/[4]-Kurve fiir 5-HT gleichzeitig nach

rechts verschoben und der maximale Effekt fiir 5-HT erniedrigt war (Abbildung 23). Die agonisti-
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Abbildung 23: E/[4]-Kurven von 5-HT in Ab- oder Anwesenheit von Pergolidderivaten an der Schweinekoronararterie

(5-HT,s-Rezeptoren). Dargestellt sind die kontraktilen Effekte (Mittelwerte = SEM) in %, bezogen auf KCI (50 mM)

von jeweils n = 4 Tieren.
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schen und antagonistischen Effekte der Substanzen sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9: Agonistische und antagonistische Effekte von Pergolidderivaten an der Schweinekoronararterie (5-HT,4-Re-

zeptoren).
n pE Cso Enax pKPa’b pAz

Agonisten

5-HT 33 6.75+0.02° 52+ 2¢ - 8.88 £0.03¢

Pergolid 5 7.92 £0.05 24+5 7.83 £ 0.06° 8.61 £0.13¢
7.92 £0.11°F

6-Ethylpergolid 4 7.44 £0.07 15+2 7.43 £0.07° 8.60+0.11¢
7.52 £ 0.06>¢

O-Pergolid 4 8.09 £ 0.01 29+ 6 7.93 £ 0.04° 8.74 £ 0.04¢
7.93 £0.07>¢

6-Ethyl-O-pergolid 4 7.39 £0.06 25+7 7.25 +£0.04° 8.58 £ 0.06°
7.39 £ 0.07>¢

6-Cyclopropylmethyl-O- 5 7.55+0.03 15+3 7.50 £0.06" 8.63 + 0.06°

pergolid 7.74 +0.08"

Antagonisten

6-Methylpergolid 4 72 £ 6" 8.30 = 0.05

6-Norpergolid 4 15£4b 6.41 £0.02

6-Methyl-O-pergolid 4 43 + 6" 7.95 £ 0.05'

6-Nor-O-pergolid 4 15+ 30 6.33+0.07

Emax in %, bezogen auf KCI (50 mM). *pKp-Wert berechnet nach Kenakin (1993), prp—Wert berechnet nach Marano
und Kaumann (1976), “gepoolte Daten von allen Experimenten, deB-Wert fiir Ketanserin, °pA,-Wert fiir Ketanserin
(0.01 pM), "Derivat getestet bei 0.03 uM,®Derivat getestet bei 0.1 uM, "Emax von 5-HT in Anwesenheit des Antagonis-

ten, ipAz—Wert fiir Derivat getestet bei 0.02 uM, ijz—Wert fiir Derivat getestet bei 1 uM. n = Anzahl der Tiere.
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3.2.1.3. Effekte an rekombinanten hD.s- und hD:;-Rezeptoren

Pergolid und 6-Methylpergolid waren, verglichen mit dem selektiven D,-Rezeptoragonisten Quinpi-
rol, volle Agonisten an hD,s- und hD, -Rezeptoren. Der Austausch der Propylgruppe in N(6) (Per-
golid) gegen eine Methylgruppe (6-Methylpergolid) hatte keinen Einfluss auf die Potenz des Ago-
nisten, weder an hDos- noch an hD, -Rezeptoren. Der Metabolit von Pergolid, 6-Norpergolid, zeich-
nete sich als Partialagonist mit hoher intrinsischer Aktivitdt an hD,s- und hD, -Rezeptoren aus, be-
sa} aber jeweils eine ca. 10-fach schwichere agonistische Potenz als die Muttersubstanz

(Abbildung 24, Tabelle 10).
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Abbildung 24: E/[A]-Kurven von Pergolid, Pergolidderivaten und Quinpirol im [**S]GTPyS-Bindungs-Assay (hDys-,
hD,; -Rezeptoren). Dargestellt ist die Bindung von [*’S]JGTPyS (Mittelwerte + SEM) in %, bezogen auf den Maximalef-

fekt von Quinpirol von n = 6 Einzelexperimenten.

Tabelle 10: Agonistische Effekte von Pergolid und Pergolidderivaten im [**S]GTPyS-Bindungs-Assay (hD,s- und hDy; -

Rezeptoren).
D)3 Ds
n pECso Eoax n pPECso Eoax
Pergolid 6 7.80+0.04 95+ 4 6 7.85+0.07 99+ 6
6-Methylpergolid 6  7.84+0.07 97+4 6 7.79+0.13 90 + 4
6-Norpergolid 6 6.87+0.17 83+3 6 695+0.12 815

E.x in %, bezogen auf den Maximaleffekt des Kontrollagonisten (Quinpirol). » = Anzahl der Einzelexperimente.
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3.2.1.4. Diskussion

Pergolid ist, neben Cabergolin, Bromocriptin und Lisurid, ein partialsynthetisches Ergolin, das als
Dopaminrezeptoragonist in der Therapie des Morbus Parkinson eingesetzt worden ist. Deren Mole-
kiilstruktur betrachtend, besitzen Pergolid und Cabergolin keine Methylgruppe an N(6), die fiir Bro-
mocriptin, Lisurid und andere therapeutisch verwendete Alkaloide mit Ergolinstruktur charakteris-
tisch ist. Pergolid tragt an N(6) eine Propyl- und Cabergolin eine dhnlich groBe Allylgruppe. Haupt-
sdchlich fiir Pergolid und Cabergolin wurde berichtet, dass deren Einnahme zu schweren Herzklap-
penschéden fiihren kann, was mit deren Potenzial 5-HT,s-Rezeptoren zu aktivieren, assoziiert wor-
den ist (Pritchett ef al., 2002; Horvath et al., 2004; Van Camp et al., 2004). Im Gegensatz zu Pergo-
lid und Cabergolin konnte fiir Bromocriptin im Zusammenhang mit Herzklappenschéden bis heute
nur ein einziger Fall mit schwerwiegender Trikuspidalklappeninsuffizienz berichtet werden (Serra-
trice et al., 2002). Fiir Lisurid konnte in der Literatur kein Fall von Herzklappenschdden gefunden
werden, was mit dessen antagonistischem Effekt an 5-HTas-Rezeptoren in Ubereinstimmung ist
(Hofmann et al., 2006). Aufgrund dieser Beobachtungen war anzunehmen, dass der N(6)-Propyl-
oder Allylsubstituent einen ausschlaggebenden Faktor fiir die Aktivierung von 5-HT.s-Rezeptoren
und folgend fiir die Atiologie der Herzklappenschiiden spielten konnte. Unterstiitzt wird diese Hy-
pothese dadurch, dass Protergurid, das N(6)-Propylderivat von Tergurid, ein potenter Partialagonist
an 5-HT,s-Rezeptoren war, wohingegen Tergurid (N(6)-Methylgruppe) keine intrinsische Aktivitit
zeigte (Schurad et al., 2006; Jahnichen et al., 2005a, diese Arbeit).

Kiirzlich konnte, diese Problematik betreffend, gezeigt werden, dass sich Pergolid und Cabergolin
als potente, volle Agonisten sowohl an endothelialen 5-HT,s-Rezeptoren der Schweinepulmonalar-
terie als auch an rekombinanten h5-HT,s-Rezeptoren in CHO-Zellen verhielten (Jahnichen et al.,
2005a; Newman-Tancredi et al., 2002b). Unter der Verwendung von Pergolid und dessen in N(6)
chemisch modifizierten Derivaten sollte im Rahmen dieser Arbeit bestimmt werden, ob diese Struk-
turverinderungen mit einer Anderung der agonistischen Potenz von Pergolid einhergehen und wenn
ja, ob die Anderungen der agonistischen Potenz einem vorhersagbaren Muster folgen. Zusitzlich
wurde der Schwefel, der in Ergolinen selten vorkommt, in der Seitenkette durch Sauerstoff ersetzt.
Die Experimente an 5-HT,s-Rezeptoren der Schweinepulmonalarterie ergaben, dass das unter-
schiedliche Substitutionsmuster an N(6) und die intrinsische Wirksamkeit der Pergolid- und O-Per-
golidderivate einem bestimmten Muster folgten. Die Verbindungen mit einer Propyl-, Ethyl- oder
Cyclopropylmethylgruppe waren volle Agonisten an 5-HT,s-Rezeptoren, wihrend sich jene mit ei-
ner Methylgruppe als stille Antagonisten und die 6-Norderivate als Partialagonisten mit minimaler

intrinsischer Aktivitit auszeichneten. Ob die minimal agonistische Aktivitdt von 6-Norpergolid, ei-
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nem Metaboliten vom Pergolid (Rubin et al., 1981), eine klinische Relevanz hat, bleibt ungeklart.
Es wird darauf hingewiesen, dass die intrinsische Aktivitét einer Substanz variabel ist und von fol-
genden Faktoren abhingen kann: dem verwendeten Gefd3 oder Gewebe, der Spezies und dem Aus-
mal} der Rezeptor/G-Proteinreserve (Hoyer und Boddeke, 1993). Da die Derivate von Pergolid und
O-Pergolid gleiche pharmakologische Effekte zeigten, scheint der Schwefel keine Determinante fiir
5-HT,s-Rezeptoragonismus zu sein.

Das pharmakologische Profil von Pergolid und dessen Derivaten an 5-HT,4-Rezeptoren der Schwei-
nekoronararterie dhnelte deren Effekten an 5-HT.s-Rezeptoren der Schweinepulmonalarterie. Die-
ses Verhalten ist nicht unerwartet, da Mutterkornalkaloide nur geringe diskriminatorische Eigen-
schaften fiir die 5-HT,-Rezeptorfamilie (5-HTza, 5-HT2s und 5-HT,c) aufweisen (Pertz und Eich,
1999). Verglichen mit 5-HT zeigten die Pergolid- und O-Pergolidderivate mit einer Propyl-, Ethyl-
und Cyclopropylmethylgruppe in N(6) partiellen Agonismus an 5-HT,s-Rezeptoren, wohingegen
die N(6)-Methyl- und N(6)-Norderivate keine Kontraktionen der Schweinekoronararterie verursach-
ten. Auch an 5-HT,s-Rezeptoren hatte die Substitution des Schwefels durch Sauerstoff keinen Ein-
fluss auf die pharmakologischen Eigenschaften der Verbindungen und somit scheint dieser keine
Determinante fiir 5-HT,4-Rezeptoragonismus zu sein. 6-Methylpergolid und 6-Methyl-O-pergolid
antagonisierten, ohne Depression des maximalen Effekts, die durch 5-HT vermittelten Kontraktio-
nen und zeichneten sich durch nanomolare Affinitit aus. Fiir Pergolid konnte an rekombinanten h5-
HT,s-Rezeptoren ein voller Agonismus bestimmt werden, der 8-fach potenter war, als durch die
vorliegenden Experimente ermittelt (Newman-Tancredi et al., 2002b). Dass Experimente an Zellen
zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihren konnen, wird in Kapitel 3.2.2.7. diskutiert.

Es konnte gezeigt werden, dass der Schwefel in der Seitenkette von Pergolid an C(8) nicht zum
Agonismus der Substanz an 5-HTzs- und 5-HT»a-Rezeptoren beitrdgt. Kann aber die Stereochemie
an C(8) eine Rolle spielen? Tergurid (8a-substituiert) und 6-Methylpergolid (8B-substituiert), beide
mit N(6)-Methylgruppe, weisen unterschiedliche Stereochemie in C(8) auf und sind beide stille
Antagonisten an 5-HT,s- und 5-HT.a-Rezeptoren. Ungeachtet der Stereochemie in Position C(8)
konvertierte der Antagonismus zu Agonismus, wenn die N(6)-Methylgruppe durch eine Propylgrup-
pe ersetzt wurde (Schurad et al., 2006; Jahnichen et al., 2005a). Demnach spielt der N(6)-Substitu-
ent die Hauptrolle als Determinante fiir den Agonismus an 5-HT,s- und 5-HT,s-Rezeptoren und
nicht die sterische Stellung der C(8)-Seitenkette.

Pergolid, 6-Methylpergolid und 6-Norpergolid sind (Partial)Agonisten an hDs- und hD, -Rezepto-
ren. Der Umstand, dass 6-Methylpergolid dquieffektiv und dquipotent zu Pergolid ist und gleichzei-
tig Antagonismus an 5-HT,s- und 5-HT>a-Rezeptoren zeigt, macht die Verbindung zu einer in-

teressanten potenziellen Substanz, die fiir experimentelle Zwecke verwendet werden kann.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass der potente Agonismus von Pergolid an 5-HT,s-
und 5-HT,a-Rezeptoren in Antagonismus iibergeht, wenn die N(6)-Propylgruppe durch eine Me-
thylgruppe ersetzt wird. Diese Konvertierung konnte an D,-Rezeptoren nicht beobachtet werden. Es
wurde in einigen Studien demonstriert und diskutiert, dass 5-HT,g-Rezeptor Aktivierung fiir die In-
zidenz und die Progression Pergolid-induzierter Herzklappenschéden, die mit Herzklappeninsuffizi-
enz einhergehen, mitverantwortlich ist (siche Kapitel 1.6.). Eine Mitwirkung von 5-HT»5-Rezepto-
ren kann bzgl. des Krankheitsverlaufes nicht ausgeschlossen werden. Aufgrund der agonistischen
Eigenschaften von Pergolid und dem Versagen von 6-Methylpergolid als Agonist zu wirken, kann
geschlussfolgert werden, dass die N(6)-Propylgruppe von Pergolid das molekulare Fragment ist, das
besonders fiir 5-HT,s-vermittelte Effekte verantwortlich und folglich eine Determinante fiir Herz-
klappeninsuffizienz ist. Es wird darauf hingewiesen, dass auch andere Strukturmerkmale des Ergo-
linmolekiils, deren Untersuchung nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit war, zur Entwicklung
von Herzklappenschédden beitragen kdnnen. So konnten fiir das Mutterkornalkaloid Ergotamin, das
ein potenter Agonist an 5-HT,s-Rezeptoren ist (Glusa und Roos, 1996), Mitralklappenschéden be-
obachtet werden (Redfield er al., 1992; Flaherty und Bates, 1996). Ob 6-Methylpergolid aufgrund
seiner pharmakologischen Eigenschaften (D,-Agonist, Antagonist an 5-HT,g- und 5-HT»s-Rezepto-
ren) keine Herzklappenschidden hervorruft und zur Therapie des Morbus Parkison geeignet ist, muss

in weiteren Experimenten und Studien gepriift werden.

3.2.2. Tergurid - Erstellung des pharmakologischen Profils

Tergurid ist ein partialsynthetisches 8a-Aminoergolin (Abbildung 9), welches hohe Affinitdt zu Do-
pamin D,-Rezeptoren besitzt (Millan et al., 2002). Aufgrund seiner agonistischen Wirkung an Do-
pamin D,-Rezeptoren hemmt Tergurid die Prolaktinfreisetzung aus der Adenohypophyse und senkt
folglich den Prolaktinspiegel im Blut (Venturini ef al., 1986). Die Prolaktinfreisetzung wird vermut-
lich durch Stimulation der ,,kurzen* Variante des Dopaminrezeptors (D.s-Rezeptor) gehemmt, da
diese Isoform als Autorezeptor die Dopaminfreisetzung in der Hypophyse reguliert (Khan et al.
1998) und fiir Tergurid nur an D,s-Rezeptoren, nicht aber an D, -Rezeptoren, agonistische Aktivitét
gezeigt werden konnte (Newman-Tancredi ef al., 2002a). Zur Behandlung der Hyperprolaktindmie
wird Tergurid in Japan (Teluron™) und Tschechien (Mysalfon®) eingesetzt.

Im Rahmen einer Zulassungsstudie sollte Tergurid in in vitro Experimenten untersucht werden. Ziel
war es, fiir den Arzneistoff Tergurid ein an Serotonin 5-HT,a-, 5-HT2s-, 5-HT7-Rezeptoren; aa-,
ig-, Oip-, Obc-Adrenozeptoren und Histamin H;-Rezeptoren umfassendes Affinitétsprofil zu erstel-
len. Die ermittelten Rezeptoraffinititen, verglichen mit denen von Referenzsubstanzen fiir den je-

weiligen Rezeptorsubtyp, sollten Auskunft iiber das pharmakologische Profil von Tergurid geben.
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Um beurteilen zu kénnen, wie schnell sich das Wirkstoff-Rezeptor-Gleichgewicht zwischen Tergu-
rid (0.01 uM) und endothelialen 5-HT,s-Rezeptoren einstellt (Assoziation), wurden Inkubationsex-
perimente durchgefiihrt. Im Gegenzug sollte die Bestindigkeit dieses Gleichgewichts anhand von
Auswaschexperimenten (Dissoziation) iiberpriift werden. Im Hinblick auf ein mégliches mitogenes
Potenzial (siehe Kapitel 1.6.) wurden zusétzlich die mutmaBlichen Metaboliten von Tergurid (N -
Monodesethyltergurid und 6-Nortergurid; Hiimpel et al., 1984 (fiir Lisurid exemplarisch); Forster,
1987) und 8B-Tergurid an 5-HT»a- und 5-HT2s-Rezeptoren untersucht.

3.2.2.1. Effekte an 5-HT>4-Rezeptoren

Tergurid (1 nM bis 0.1 pM) verursachte keine Kontraktion der Schweinekoronararterie (nicht ge-
zeigt). Dieser Befund steht im Gegensatz zu den Ergebnissen von Newman-Tancredi et al. (2002b),
die Partialagonismus fiir Tergurid an rekombinanten h5-HT»a-Rezeptoren in CHO-Zellen nachwei-
sen konnten (pECso = 7.62). In den vorliegenden Experimenten antagonisierte Tergurid (1 nM) die

5-HT,a-Rezeptor-vermittelte Kontraktion der Koronararterie durch 5-HT. Der Antagonismus ist als
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Abbildung 25: E/[A]-Kurven von 5-HT in Ab- oder Anwesenheit von Tergurid, 8p-Tergurid, 6-Nortergurid und N -
Monodesethyltergurid an der Schweinekoronararterie (5-HT.s-Rezeptoren). Dargestellt sind die kontraktilen Effekte
(Mittelwerte = SEM) in %, bezogen auf KCl (50 mM) von (») Tieren.
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nicht-kompetitiv anzusehen, da die E/[4]-Kurve fiir 5-HT in Anwesenheit von Tergurid (I nM)
nicht rechtsverschoben wurde, dafiir der Maximaleffekt aber deutlich reduziert war (Abbildung 25).
Die Metaboliten und das Epimer von Tergurid (N -Monodesethyltergurid, 6-Nortergurid und 8-
Tergurid) zeigten ebenfalls keine agonistischen Effekte. Diese Verbindungen antagonisierten die 5-
HT-vermittelte Kontraktion ohne Depression des Maximaleffekts und zeichneten sich im Vergleich
zu Tergurid durch eine geringere antagonistische Potenz aus (Abbildung 25).

Die Effekte von Tergurid, den Metaboliten und 8B-Tergurid sind gemeinsam mit dem Wert fiir Ket-

anserin (Referenzantagonist) in Tabelle 11 zusammengefasst.

Tabelle 11: Antagonistische Effekte von Ergolinen und Ketanserin an 5-HT,s-Rezeptoren der Schweinekoronararterie.

n Konz. (uM)  pd,, pD, Ea Ena”
Tergurid 6 0.001 9.43 +0.08 9+1" 34+4
6-Nortergurid 5 0.03 7.85£0.04 37+7 37+5
N"-Monodesethyltergurid 5 0.01 7.82 £0.06 36£7 39+4
8p-Tergurid 5 001 8.29 = 0.03 45+ 15 39+ 11
Ketanserin® 8.88 +0.03¢

Ewax von 5-HT in %, bezogen auf KCl (50 mM). *Ep.x in Anwesenheit und ®E ey in Abwesenheit des Antagonisten,

“Daten von Jihnichen (2005c¢), deB—Wert, *signiﬁkant verschieden zur 5-HT-Kontrolle (P < 0.05). n = Anzahl der

Tiere.

3.2.2.2. Effekte an 5-HT>3-Rezeptoren

Tergurid (1 nM bis 1 uM) rief keine Relaxation der vorkontrahierten Schweinepulmonalarterie her-
vor und weist somit keine agonistischen Eigenschaften in diesem Gewebe auf (nicht gezeigt). Die-
ses Ergebnis ist im Einklang mit den Daten von Newman-Tancredi ef al. (2002b) an rekombinanten
h5-HTss-Rezeptoren in CHO-Zellen. Die E/[A]-Kurve fiir 5-HT war in Anwesenheit von Tergurid
(0.01 uM) deutlich rechtsverschoben und eine Depression des Maximaleftekts von 5-HT beobacht-
bar (Abbildung 26).

N"’-Monodesethyltergurid und 6-Nortergurid sind wie Tergurid frei von agonistischer Aktivitit an
5-HTss-Rezeptoren. Beide Verbindungen antagonisierten, wenn auch schwicher als Tergurid, die
durch 5-HT verursachte Relaxation, ohne Einfluss auf den Maximaleffekt von 5-HT zu haben. Im
Gegensatz dazu ergaben hohe Konzentrationen von 83-Tergurid (1 M) geringfiigige Relaxationen,
die in Anwesenheit von SB204741 (3 uM) signifikant reduziert waren (nicht gezeigt, Tabelle 12).
Wie fiir einen Partialagonisten zu erwarten, hemmte 8B-Tergurid (0.03 uM), die durch 5-HT
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Abbildung 26: E/[4]-Kurven von 5-HT in Ab- oder Anwesenheit von Tergurid, 83-Tergurid, 6-Nortergurid und N -
Monodesethyltergurid an der Schweinepulmonalarterie (5-HT,s-Rezeptoren). Dargestellt sind die relaxierenden Effekte

(Mittelwerte + SEM) in %, bezogen auf die maximale Relaxation induziert durch 5-HT und Bradykinin (0.01 uM) von

(n) Tieren.

ausgeloste Relaxation an 5-HT,s-Rezeptoren (Abbildung 26).
Die Effekte von Tergurid, den Metaboliten und 8B-Tergurid sind gemeinsam mit dem Wert fiir

SB204741 (Referenzantagonist) in Tabelle 12 zusammengefasst.

Inkubationsexperimente ergaben, dass sich das thermodynamische Gleichgewicht zwischen Tergu-
rid und den endothelialen 5-HT,s-Rezeptoren der Schweinepulmonalarterie sehr schnell einstellt.
Die respektiven E/[A]-Kurven fiir 5-HT in Anwesenheit von Tergurid (0.01 uM), gemessen nach 10,
20 und 30 min, unterschieden sich nicht in pECs, und Ep.x (One-way-ANOVA P> 0.05, n =4 - 5)
von denen, die nach 5 und 60 min aufgezeichnet wurden. Auf die entsprechenden E/[A]-Kontroll-
kurven fiir 5-HT nach 5, 10, 20, 30 und 60 min trifft das Gleiche zu (One-way-ANOVA P > 0.05, n
=4 - 5). Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass sich die Resonanz der Organe iiber den Zeitraum
von 60 min nicht signifikant verdandert. In Abbildung 27 sind die E/[4]-Kurven fiir die Bestimmung

nach 5 und 60 min Inkubationszeit angegeben.
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Tabelle 12: Antagonistische Effekte von Ergolinen und SB204741 sowie Agonismus von 8B-Tergurid an 5-HT»s-Re-

zeptoren der Schweinepulmonalarterie.

Antagonismus n Konz. (uM) pA> Ema Ena’
Tergurid 9 0.01 8.87 £0.06 39+4 73+3
6-Nortergurid 4 0.5 7.11 £0.08 67+6 70 +£2
N"’-Monodesethyltergurid 4 0.5 7.30 +0.02 63 +7 71+3
8B-Tergurid 5 0.03 8.39+£0.09 65+8 74 £3
SB204741°¢ 6.59 +£0.07¢

Agonismus n Konz. (uM) Ena Ernax' Ernax”
8B-Tergurid 6 1 16+3 7+1° 69+5

Erax des Agonisten (5-HT oder 8B-Tergurid) in %, bezogen auf maximale Relaxation induziert durch den Agonisten
und Bradykinin (0.01 uM). *E,... von 5-HT in Anwesenheit und °E,ax in Abwesenheit des Antagonisten oder Partial-
agonisten, ‘Daten von Glusa und Pertz (2000), deB-Wert, *Emax von 8B-Tergurid, "Emax VoD 8B-Tergurid in Anwesen-

heit von SB204741 (3 uM), *signiﬁkant verschieden zu 8f3-Tergurid in Abwesenheit von SB204741 (P < 0.05). n =
Anzahl der Tiere.

In den Auswaschexperimenten wurde Tergurid (0.01 pM) vor Beginn der Spiilphase fiir 30 min in-
kubiert. Samtliche E/[A]-Kurven fiir 5-HT (mit und ohne Terguridbehandlung) wiesen nach 15, 30,
45 und 60 min diskontinuierlicher Spiilung keinen Unterschied in pECso und Enme zu den E/[A]-Kon-
trollkurven fiir 5-HT nach 0 min Spiilung auf (One-way-ANOVA, P > 0.05, n = 4). Unter diesen
Bedingungen dissoziiert Tergurid somit ungewdhnlich schnell aus dem Rezeptorkompartiment.

Dass der Spiilprozess keinen signifikanten Einfluss auf die Ermittlung der Ergebnisse hatte, konnte
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Abbildung 27: E/[A]-Kurven von 5-HT in Ab- oder Anwesenheit von Tergurid nach 5 oder 60 min Inkubation an der
Schweinepulmonalarterie (5-HT,s-Rezeptoren). Dargestellt sind die relaxierenden Effekte (Mittelwerte = SEM) in %,

bezogen auf die maximale Relaxation induziert durch 5-HT und Bradykinin (0.01 pM) von jeweils n = 5 Tieren.
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anhand der Kongruenz der E/[4]-Kontrollkurven fiir 5-HT gezeigt werden. In Abbildung 28 sind

die E/[A]-Kurven fiir die Bestimmung nach 0 und 15 min Spiilzeit angegeben.
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Abbildung 28: Antagonisierung der 5-HT-induzierten Relaxation der Schweinepulmonalarterie (5-HT2s-Rezeptoren)
durch Tergurid. Nach 30 min Inkubation von Tergurid folgte eine 0 oder 15 min Spiilphase. Anschlieend wurden die
Gefille mit U46619 (0.01 uM) kontrahiert und eine E/[4]-Kurven mit 5-HT aufgezeichnet. Dargestellt sind die rela-
xierenden Effekte (Mittelwerte + SEM) in %, bezogen auf die maximale Relaxation induziert durch 5-HT und Brady-

kinin (0.01 uM) von jeweils n = 4 Tieren.

3.2.2.3. Effekte an 5-HT7-Rezeptoren

Tergurid (3 nM) zeigte keine agonistischen Eigenschaften an der mit PGF,, (1 pM) vorkontrahierten
Pulmonalarterie vom Absetzferkel (Lauferschwein). Tergurid antagonisierte die durch 5-CT vermit-
telte endothelunabhéngige GefdBrelaxation ohne Depression des Maximaleffekts (Abbildung 29).
Der pA»>-Wert ist gemeinsam mit dem Wert fiir SB269970 (Referenzantagonist) in Tabelle 13 zu-

sammengefasst.
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Tabelle 13: Antagonistische Effekte von Tergurid und SB269970 an 5-HT;-Rezeptoren der Schweinepulmonalarterie

nach Endothelentfernung.

n KOl’lZ. (MM) pAZ E'maxa Emaxb
Tergurid 5 0.003 8.82+0.08 75+ 10 86+ 6
SB269970¢ 8.50 £0.03¢

Ewax von 5-CT in %, bezogen auf PGFy, (I pM). *Epnsx in Anwesenheit und ®Emax in Abwesenheit des Antagonisten,

“Daten von Jihnichen (2005¢), “pKs-Wert. n = Anzahl der Tiere.

3.2.2.4. Effekte an a4+, a5~ und a,p-Adrenozeptoren

Diese in vitro Experimente wurden von Herrn Dr. Sven Jahnichen durchgefiihrt und dienen der Ver-

vollstdndigung der vorliegenden Arbeit. Die Experimente an a,s-Adrenozeptoren wurden an der

Meerschweinchenmilz durchgefiihrt.

Tergurid zeigte an keinem der drei untersuchten o,-Adrenozeptorsubtypen (a4, o und o,p) agonis-

tische Effekte und ist daher ein stiller Antagonist in den verwendeten in vitro Modellen (nicht ge-

zeigt). Tergurid (0.1 M) antagonisierte die Noradrenalin-induzierte Kontraktion in jedem Gewebe

mit vergleichbarer antagonistischer Potenz und besitzt demzufolge keine differenzierenden Eigen-

schaften unter den o,-Adrenozeptorsubtypen. Der pA4,-Wert fiir Tergurid (p4> = 7.81) an a,a-Adre-

nozeptoren der Rattenschwanz-
arterie ist in guter Ubereinstim-
mung zum pA,-Wert (p4, =
8.00) ermittelt an rekombinan-
ten haja-Adrenozeptoren in
CHO-Zellen (Newman-Tancre-
di et al., 2002a).

Die pA,-Werte sind gemeinsam
mit den Werten fiir die Refe-
renzantagonisten in Tabelle 14

zusammengefasst.

Tabelle 14: Antagonistische Effekte von Tergurid und dem respektiven
Referenzantagonisten an a;s-Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie,
ays-Adrenozeptoren der Meerschweinchenmilz und oip-Adrenozeptoren

der Rattenaorta.

oia OB 0p
Tergurid 7.81+0.07 7.73+£0.04 7.90=+0.06
B8805-033 7.87 £0.03%
Prazosin 8.81 £0.06*
BMY7378 8.10 £ 0.06

pKg-Wert, alle Werte von Jihnichen (2005c¢).
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3.2.2.5. Effekte an o:c-Adrenozeptoren

Tergurid (1 nM) verursachte keine Kontraktion der Schweinepulmonalvene und agierte stattdessen

als potenter Antagonist am postsynaptischen
150 —

axc-Adrenozeptor, ohne eine Depression des Tergurid
— . -

Maximaleffekts fir UK14304 hervorzuru- Y 1nM(6)

S 100
fen (Abbildung 30). Mit einer Affinitit im g

@© -
subnanomolaren Bereich (p4, = 9.90) war E 50
Tergurid in diesem Gewebe 6-fach starker & i
antagonistisch wirksam, als an rekombinan- 0
ten ho,c-Adrenozeptoren in CHO-Zellen 10 ' _!3 ' _13 ' |7 ' _g ' |5 ' _L
(p4> = 9.07; Newman-Tancredi et al., log [LK143041 (M)
2002a). Abbildung 30: E/[A]-Kurven von UK14304 in Ab- oder

. ) . Anwesenheit von Tergurid, an der Schweinepulmonalvene
Der pA»,-Wert ist gemeinsam mit dem Wert s P
(axc-Adrenozeptoren). Dargestellt sind die kontraktilen Ef-

fekte (Mittelwerte + SEM) in %, bezogen auf UK14304
Tabelle 15 zusammengefasst. (0.3 uM) von (1) Tieren.

fir Yohimbin (Referenzantagonist) in

Tabelle 15: Antagonistische Effekte von Tergurid und Yohimbin an a,c-Adrenozeptoren der Schweinepulmonalvene.

n KOHZ. (MM) pAZ Evmaxa Emaxb
Tergurid 6 0.001 9.90 +£0.04 113+12 142 £ 18
Yohimbin® 9.09 + 0.05¢

Enox von UK 14304 in %, bezogen auf UK14304 (0.3 pM). *E,..« in Anwesenheit und ®F ax in Abwesenheit von Tergu-

rid, “Daten von Gérnemann et al. (2007), deB-Wert. n = Anzahl der Tiere.

3.2.2.6. Effekte an Histamin H;-Rezeptoren

Diese in vitro Experimente wurden von Herrn Prof. Dr. H. Pertz durchgefiihrt und dienen der Ver-

vollstindigung der vorliegenden Arbeit.

Tergurid (10 uM) erzeugte eine geringfligige isotonische Kontraktion des Meerschweinchenileums
(9 £ 1 % relativ zum Maximaleffekt von Histamin), die vollstandig durch Mepyramin (0.01 pM, se-
lektiver H;-Rezeptorantagonist) unterdriickt wurde (nicht gezeigt). Wie fiir einen Partialagonisten
zu erwarten, hemmte Tergurid (10 uM) die durch Histamin ausgeldste Kontraktion des Ileums

(nicht gezeigt). Nach Marano und Kaumann (1976) wurde die Gleichgewichts-Dissoziationskon-
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stante fiir Tergurid am H,-Rezeptor (pKp = 6.92 £ 0.05) berechnet, die in guter Ubereinstimmung
mit dessen Bindungswert (pKi = 6.47) am Meerschweinchenkleinhirn ist (Millan et al., 2002). Die
Affinitdt des H;-Referenzantagonisten Mepyramin betragt in diesem Modell pKs = 9.07 + 0.03 (alle
Daten sind von Prof. Pertz).

3.2.2.7. Diskussion

Tergurid ist ein partialsynthetisches 8a-Aminoergolin, welches hohe Bindungsaffinitidt an dopami-
nergen, serotonergen und a-adrenergen Monoaminrezeptoren besitzt (Millan et al, 2002). Radioli-
gandbindungsdaten konnen unter bestimmten Versuchsbedingungen zwar ergeben, ob eine Substanz
als Agonist oder Antagonist an einem Rezeptor wirkt, doch kann auf die agonistische und antago-
nistische Potenz einer Substanz nicht geschlossen werden (Kenakin, 2006). Funktionelle Experi-
mente an Zellen, die rekombinante humane Dopaminrezeptoren, Serotoninrezeptoren oder a-Adre-
nozeptoren iiberexprimieren, sind mit Tergurid durchgefiihrt worden (Newman-Tancredi et al;
2002a, 2002b). Rezeptoriiberexpression in Zelllinien, die den Rezeptor gewohnlich nicht syntheti-
sieren, kann zur Folge haben, dass es nach Rezeptorstimulation zu anomalen Kopplungen zwischen
Rezeptor und G-Protein und/oder ,,receptor-cross-talk* kommt (Sanders-Bush und Canton, 1995).
Als Konsequenz kann die intrinsische Wirksamkeit und/oder die Potenz eines Agonisten in solch ei-
nem Testsystem erhoht sein bzw. kann ein Antagonist anschlieBend in einem System mit hoherer
Rezeptordichte agonistische Effekte zeigen (Hoyer und Boddeke, 1993). Daher kdnnen Studien an
Zellen, die mit humanen Rezeptoren transfiziert sind, nicht immer die physiologische Situation wi-
derspiegeln. Die gegensétzlichen Ergebnisse von Tergurid an Serotonin 5-HT,a-Rezeptoren bestéti-
gen die Problematik.

Aus den genannten Griinden und um die Datenlage zu erweitern, wurden ergéinzend Experimente an
physiologisch intaktem tierischen Gewebe durchgefiihrt. Ob Tergurid agonistische oder antagonisti-
sche Wirksamkeit an 5-HT:a-, 5-HT,g-, 5-HT7-Rezeptoren, aa-, dis-, 0ip-, 0c-Adrenozeptoren und
Histamin H;-Rezeptoren zeigt, konnte durch dessen Testung an verschiedenen Arterien unterschied-
licher Spezies, der Schweinepulmonalvene sowie der Meerschweinchenmilz und des Meerschwein-
chenileums verifiziert werden.

Tergurid war, mit Ausnahme des H;-Rezeptors, frei von agonistischer Wirksamkeit an den verwen-
deten Rezeptormodellen. Stattdessen verhielt sich Tergurid in den getesteten Konzentrationen als
potenter Antagonist, der die durch Referenzagonisten vermittelten Effekte inhibierte und Affinitdten
im nanomolaren und subnanomolaren Bereich zeigte (p4. = 7.73 bis 9.90).

Fiir die Verwendung von Ergolinen als Arzneimittel ist das Ausbleiben agonistischer Effekte an 5-

HT:a- und 5-HT2s-Rezeptoren von Bedeutung (siehe Kapitel 1.6.). Sowohl Tergurid als auch seine
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mutmaBlichen Metaboliten (N '-Monodesethyltergurid und 6-Nortergurid) sind keine Agonisten an
diesen Rezeptoren. Die Metaboliten sind ca. 40-fach schwécher wirksam als die Muttersubstanz und
sollten nach ihrer Entstehung nur geringfiigig, wenn tiberhaupt, zum pharmakologischen Effekt von
Tergurid an diesen Rezeptoren beitragen. Im Gegensatz dazu scheint in diesem Fall die sterische
Stellung der Aminogruppe in Position C(8) des Ergolinmolekiils eine Determinante fiir Agonismus
an 5-HT,s-Rezeptoren zu sein, da das Epimer 83-Tergurid geringfiigige Relaxationen der Schweine-
pulmonalarterie verursachte (siehe auch Kapitel 3.2.1.4.). Dieser relaxierende Effekt kann im Bezug
auf die pharmakologische Beurteilung von Tergurid mit niedrigster Prioritdt eingestuft werden, da
die Epimerisierung von 8a- zu 8B-Tergurid in vivo aufgrund der Molekiilstruktur von Tergurid (feh-
lende Doppelbindung in C(9) und keine Carbonsdurefunktion in C(8)) nicht moglich ist. In zwei
Studien konnte zudem die Stabilitit von Lisurid, dem 9,10-Didehydroderivat von Tergurid, gezeigt
werden. Sowohl nach 24-stiindigem Einwirken von Kaliumhydroxid im Gemisch Pyridin-Ethanol-
Wasser, als auch wihrend der Lagerung trat keine Epimerisierung von Lisurid an C(8) ein (Zikan
und Semonsky, 1959; Kvasnicka et al., 2005).

Die Inkubations- und Auswaschexperimente ergaben, dass sich der maximal beobachtbare Effekt
von Tergurid (0.01 uM) an endothelialen 5-HT,s-Rezeptoren bereits nach 5 min einstellte (Rezep-
tor-onset) und die antagonistische Wirkung schon nach 15 min Spiilung reversibel aufgehoben war
(Rezeptor-offset). Die fiir Tergurid ermittelte Kinetik ist fiir ein Ergolin ungewohnlich schnell und
steht im Gegensatz zu publizierten Daten anderer Ergolinderivate. Einzelkonzentrationen von Ergo-
tamin, Dihydroergotamin, Ergovalin bendtigten mindestens 20 min bis der gemessene Effekt (Ge-
faBkontraktion) das Gleichgewicht erreichte (Ostergaard ef al., 1981; MaassenVanDenBrink et al.,
1998; Miiller-Schweinitzer, 1980; Schoning et al., 2001). Dieser Gegensatz kann sowohl aus den
strukturellen Unterschieden zwischen Tergurid und den Ergopeptinen, als auch aus der endothelia-
len Lage des 5-HT.s-Rezeptor herriihren. Deutlich grof3er war der zeitliche Unterschied beziiglich
der Reversibilitdt der gemessenen Effekte. Ergopeptine sind im Vergleich zu Tergurid gewisserma-
Ben auswaschresistent, da auch nach 60 min Spiilung der induzierte Effekt (Kontraktion) anndhernd
unverdndert Bestand hatte (Ostergaard et al., 1981; MaassenVanDenBrink ef al., 1998; Miiller-
Schweinitzer, 1980; Schoning et al., 2001). Zum selben Ergebnis kommen Tfelt-Hansen et al.
(1995), die in vivo eine persistierende Kontraktion der humanen Beinarterien zeigen konnten, ob-
wohl Ergotamin (0.5 mg i.m.) im Blut nicht mehr nachweisbar war (Plasmahalbwertszeit von Ergo-
tamin: 120 min vs. Halbwertszeit der Kontraktion: 600 min). Dieser durch Ergopeptine erzeugte
langanhaltende Effekt wird mit deren langsamer Dissoziation vom Rezeptor begriindet (Jihnichen,
2005¢; MaassenVanDenBrink et al., 1998; Schoning et al., 2001) und steht im volligen Kontrast zu

den fiir Tergurid ermittelten Resultaten. Beziiglich der Auswaschexperimente kann ebenfalls vermu-
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tet werden, dass die strukturellen Unterschiede zwischen Tergurid und den Ergopeptinen sowie die
endotheliale Lage des 5-HT.s-Rezeptors, Einfluss auf die unterschiedliche Kinetik haben. Ob die
Exprimierung des 5-HT.s-Rezeptors, endothelial oder glattmuskuldr, moglicherweise entscheiden-
den Einfluss auf die Assoziation bzw. Dissoziation von Tergurid zum bzw. vom Rezeptor hat, muss
in weiteren Experimenten am glattmuskuldren 5-HT,s-Rezeptor des Rattenvormagens (Baxter et al.,
1994) bestitigt werden.

Tergurid ist ein Antagonist an a-adrenergen Rezeptoren. Mit ca. 100-facher Préferenz fiir a,c-Adre-
nozeptoren gegeniiber den a,-Adrenozeptorsubtypen antagonisierte Tergurid die a-Adrenozep-
toragonist-induzierten Kontraktionen. Dass Ergoline zwischen den o,-Adrenozeptorsubtypen nicht
diskriminieren, scheint ein Klasseneffekt der Substanzklasse zu sein (Gornemann et al., 2008a),
welcher zumindest fiir Tergurid an rekombinanten ha,-Adrenozeptoren ebenfalls zutrifft (Newman-
Tancredi et al., 2002a).

Tergurid ist ein Partialagonist mit geringer intrinsischer Aktivitdt und mittlerer Affinitdt an H,-Re-
zeptoren des Meerschweinchenileums. Die Experimente an diesem Rezeptor waren von Interesse,
da Lisurid (9,10-Didehydrotergurid) als potentester H,-Partialagonist in diesem Gewebe beschrie-
ben wurde (Pertz et al., 2006). Unter klinischen Aspekten kann damit gerechnet werden, dass keine
(anti)histaminergen Wirkungen am Menschen auftreten, da die empfohlene Dosis von Tergurid bei
1 mg (p.o.) pro Tag liegt (Nihon Schering KK, Japan, 2005).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Tergurid als Arzneistoff zur Therapie verschiede-
ner Krankheiten potenziell eingesetzt werden kann.

Von groflem Interesse ist die Verwendung von Tergurid zur symptomatischen Behandlung des Ray-
naud-Syndroms, einer Gefderkrankung, die sich durch reversible Kontraktionen der distalen Arte-
rien und Arteriolen in Fingern oder/und Zehen auszeichnet und durch Kailte beeinflusst wird (Her-
rick, 2005; Boin und Wigley, 2005). In der Pathogenese dieser Erkrankung spielen kontraktile o,-
Adrenozeptoren, neben anderen Faktoren, eine Schliisselrolle. Beim Menschen fiihrte die kéltever-
mittelte Aktivierung von a,-Adenozeptoren zu vasospastischen Attacken in den Fingern (Freedman
et al., 1995). An der Mausschwanzarterie, einem geeigneten Modell der kutanen Zirkulation, be-
wirkte Kilteeinfluss (28 °C), dass axc-Adrenozeptoren, die unter Normalbedingungen (37 °C) ohne
Funktion waren, dann beachtlich das Gefdl3 kontrahierten (Chotani et al., 2000). Dieser Mechanis-
mus der Hochregulierung der a,c-Adrenozeptoren basiert auf einer kiltevermittelten (28 °C) Trans-
lokation der a,c-Adrenozeptoren vom Golgi-Apparat zur Zellmembran und fiihrt damit zu einer De-
maskierung der funktionellen Ansprechbarkeit dieses Rezeptorsubtyps (Jeyarai et al., 2001). Als po-
tenter a,c-Adrenozeptorantagonist stellt Tergurid eine neue medikamentdse Therapieoption zur Be-

handlung des Raynaud-Syndroms dar.
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Serotonin verfligt unter anderem iiber mitogene Eigenschaften, was sich dadurch offenbart, dass
Aktivierung von 5-HT,s- und vermutlich 5-HT,s-Rezeptoren in Herzklappen bzw. 5-HT,s-Rezepto-
ren in der Lungenarterie zu vermehrter Proliferation von Zellen fiihren kann (siehe Kapitel 1.6.).
Tergurid ist an beiden Rezeptorsubtypen ein potenter Antagonist und weist Rezeptoraffinititen im
nanomolaren Bereich auf. Aufgrunddessen, dass die proliferativen Eigenschaften von 5-HT vorwie-
gend durch den 5-HTap-Rezeptorsubtyp vermittelt werden, zu dem Tergurid eine gilinstige Kinetik
besitzt (siche oben), stellt Tergurid eine neue Option zur Pravention und Behandlung 5-HT,s-Rezep-
tor-vermittelter fibrotischer Gewebeverdanderungen dar, die zum Beispiel mit Herzklappenschidden
oder/und arterieller Lungenhypertonie einhergehen.

Ob Tergurid in seiner Eigenschaft als 5-HT2s- und 5-HT;-Rezeptorantagonist zur medikamentdsen
Prophylaxe von Migrianeattacken eingesetzt werden kann, muss beziiglich der Entstehung der Mi-
grianeattacke noch hinreichend untersucht werden. Derzeit wird angenommen, dass die Freisetzung
von Serotonin aus perivaskuldren Neuronen und/oder Thrombozyten die arteriellen Cranialgefde
endothelabhédngig durch 5-HT,s- und/oder endothelunabhingig durch 5-HT;,-Rezeptoren dilatieren
lasst (sieche Kapitel 1.2.2.). Die auf diesem Weg induzierbare Migréineattacke liefe sich durch Blo-
ckade dieser Serotoninrezeptorsubtypen abschwichen oder im Idealfall verhindern. Im Gegensatz
zu ihrem prophylaktischen Potenzial, sind 5-HT»s- und/oder 5-HT;-Rezeptorantagonisten wéhrend
einer Migraneattacke wirkungslos, da die Gefdfle bereits dilatiert sind und freigesetztes CGRP und
NO den weiteren Verlauf der Migrine beeinflussen (siche Kapitel 1.2.2.).

Die angesprochenen Erkrankungen (Hyperprolaktindmie, Raynaud-Syndrom, fibrotische Gewebe-
veranderungen und Migrine), die potenziell mit Tergurid behandelbar wiren, bediirfen abhingig
von deren Schweregrad einer Dauertherapie, da die Erkrankungen gegenwértig entweder nicht heil-
bar sind (Raynaud-Syndrom, Migrdne) oder durch inoperable Tumoren verursacht werden kénnen
(Hyperprolaktindmie, fibrotische Gewebeveranderungen). Im Rahmen einer verbesserten Patienten-
compliance und einer erhohten Arzneimittelsicherheit, wire die transdermale Applikation von Ter-

gurid in der Dauertherapie zu bevorzugen.
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3.2.3. Neue 8a-Aminoergoline - Pharmakologisches Profil und Vergleich zu

deren Muttersubstanzen Lisurid und Tergurid

Ausgehend von Lisurid und Tergurid, zwei partialsynthetischen 8a-Aminoergolinen, konnten durch

gezielte, chemische Modifikationen an N(1), N(6), C(2), C(8), C(10) und/oder der Harnstoffstruktur
neue Ergolinderivate synthetisiert werden. Im Einzelnen waren die mdglichen Strukturverdnderun-
gen wie folgt: N(1) — Methyl oder Allyl; N(6) — Wasserstoff, Ethyl, Propyl oder Allyl; C(2) — Brom,;
C(8) — Seitenkette in 8B-Position; C(10) — Methoxy und/oder an der Harnstoffstruktur — N -Diiso-
propyl, N*'-Dimethyl, N"-Monodesethyl oder Ringschluss zu Pyrrolidin bzw. Ringschluss und

Ringerweiterung zu Piperidin und Morpholin. Oxtergurid ist ein

ringoffenes Derivat von Tergurid (Ring B gedffnet). In welcher 0
Kombination Lisurid oder Tergurid verindert wurden, kann HN)kN/\CHS
aus Tabelle 16 und Abbildung 31 entnommen werden. Ob die De- - k

rivate fiir die Entwicklung eines neuen Arzneimittels geeignet sind,
sollte im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe unterschiedlicher in vitro-

Monoaminrezeptormodelle pharmakologisch iiberpriift werden.

Neben der Identifizierung eines potenziellen Arzneistoffs, sollte
anhand des Rezeptoraffinititsprofils abgeschitzt werden, ob der Abbildung 31: Struktur von
Wirkstoffkandidat mit einem transdermalen therapeutischen Sys- Oxtergurid.

tem appliziert werden kann.

3.2.3.1. Effekte an 5-HT>4-, 5-HT>5- und 5-HT7-Rezeptoren

Die Tabellen 17, 18 und 19 geben eine Gesamtiibersicht iiber die ermittelten Rezeptoraffinititen der
Ergolinderivate an den drei 5-HT-Rezeptorsubtypen.

Mit Ausnahme von 7 Substanzen, die separat besprochen werden, vermochte keines der Lisurid-
und Terguridderivate agonistische Effekte an den drei unterschiedlichen Monoaminrezeptoren her-
vorzurufen. In den getesteten Konzentrationen antagonisierten die Substanzen, die durch den Refe-
renzagonisten vermittelten Kontraktionen bzw. Relaxationen. Dem Verhalten des respektiven
Antagonisten entsprechend, wurde entweder der pA,- oder der pD’,-Wert als MaB fiir seine Affinitét
am entsprechenden Rezeptorsubtyp berechnet. Unter allen Derivaten variierten die Rezeptoraftinité-
ten iiber einen groflen Bereich, von sehr potentem Antagonismus bis kein messbarer Effekt (maxi-
male Testkonzentration 1 pM). Dieser Unterschied umfasste fiir jeden 5-HT-Rezeptorsubtyp mehr
als 3 Zehnerpotenzen, wobei die grofite Differenz (ca. 5000-fach) an den endothelialen 5-HT,s-Re-

zeptoren der Schweinepulmonalarterie bestimmt werden konnte (1-Methyllisurid vs. 1-Allyl-10a-
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Tabelle 16: Strukturformeln der untersuchten Ergolinderivate (Lisurid, Tergurid und deren Abkdmmlinge).

Lisuridderivate N Terguridderivate
R
Rl R2 R3 R4
Lisuridderivate
isuri H —CH N H
Lisurid 3 “—CH,
o ~—CH,
1-Allyl-6-ethyllisurid ~~zCH, ~CH, N cn, H
U —CH —CH N H
1-Methyllisurid 3 3 —CH,
. . H o~ Y ~—CH, H
6-Ethyllisurid CH, “—CH,
. . N ~—CH,
6-Norlisurid H H “—CH, ;
. . ~—CH,
8B-Lisurid H —CH;, —N_ CH, H
B id H CH NG B
- - —br
romerguri s “—CH,
CH(CH,),
Didehydrodipergurid H —CH, —N H
CH(CH,),
'CHB
Didehydrometergurid H —CH, - N‘CH H
3
Didehydropipergurid H —CH, - ) H
Didehydropyrrogurid H —CH, - N:j H
Morpholinolisurid H —CH;, —N O H
A . . — CH3
N""-Monodesethyllisurid H —CH, -N H
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Tabelle 16: Strukturformeln der untersuchten Ergolinderivate - Fortsetzung

R! R? R? R*
Terguridderivate
~CH
Tergurid H —CH, —N_ CHz H
~CH
1-Allyl-6-ethyltergurid ~>CH, ~cH, Nl cn, H
~CH
1-Allyl-6-propyltergurid 2 CH; s —N_ CHz H
~CH
1-Allyl-10a-methoxytergurid =~ ~~=CH —CH, —N_ CHz —OCH,
~CH
1-Allylmetergurid 2 CH, —CH, —N_ CHz H
~CH
1-Methyltergurid —CH, —CH, —N_ CHz H
~CH
1,6-Diallyltergurid ~>CH, = CH, Nl ch, H
. _~CH,
6-Ethyltergurid H “CH, N ch, H
. e CH,
6-Nortergurid H H N ch, H
~CH
8B-Tergurid H —CH, —N_ CHz H
~CH
100-Methoxytergurid H —CH, N on —OCH,
3
CH(CH;),
Dipergurid H —CH, —N H
CH(CH,)
3/2
ICH3
Metergurid H —CH, —N H
CH,
Pipergurid H —CH, -N ) H
Pyrrogurid H —CH, - N:j H
~CH
N"-Monodesethyltergurid H —CH, N H
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Tabelle 17: Antagonistische Effekte von Ergolinen an 5-HT,s-Rezeptoren der Schweinekoronararterie.

n Konz. (uM)  pA,, pD’2 Erax® Enna”
Lisurid* 9.40 + 0.05
1-Allyl-6-ethyllisurid 4 0.1 7.71 £0.05 34+4 38+7
1-Methyllisurid 5 0.01 8.52+0.02 19+3 34+7
6-Norlisurid 4 0.01 8.84 £0.04 17+5 39+£6
8B-Lisurid 9 0.01 8.54 +0.04 42+ 6 45 +7
Bromergurid 5 0.01 8.64 £0.08 31+6 56+5
Didehydrometergurid 4  0.0003 9.50 £ 0.12 30+5 60+3
Didehydropipergurid 6 0.0003 9.54 + 0.08 30+2 65+4
Didehydropyrrogurid 4 0.001 9.29 + (.12 21+4 60+3
Morpholinolisurid 4 0.01 8.20 + 0.03 19+4 36 +8
N -Monodesethyllisurid 5 0.01 8.29 +£0.03 32+7 37+5
Tergurid 6  0.001 9.43 +0.08 9+ 1 34+4
1-Allyl-6-ethyltergurid 4 0.1 7.28+0.14 54+ 11 57«5
1-Allyl-10a-methoxytergurid 4 1 <6.0 - -
1-Allylmetergurid 4 0.01 8.44 £0.10 41+6 60£5
1-Methyltergurid 4 0.03 8.06 + 0.04 18+4 37+5
6-Nortergurid 5 0.03 7.85+£0.04 377 37+5
8B-Tergurid 5 0.01 8.29 +0.03 45+ 15 39+ 11
10a-Methoxytergurid 4 1 5.94 £ 0.12 19+4 35+5
Dipergurid 5 0.01 8.25+£0.09 37+4 75+£6
Metergurid 7 0.001 9.59 £ 0.07 12+2 55+7
Pipergurid 4 0.001 9.03 +£0.09 29+3 60+ 6
Pyrrogurid 7 0.003 8.74 £ 0.09 19+3 52+6
N"’-Monodesethyltergurid 5 0.1 7.82 £0.06 367 39+4
Oxtergurid 4 1 6.99 £ 0.04 5110 62+ 11

Emx von 5-HT in %, bezogen auf KC1 (50 mM). *E,.., in Anwesenheit und ®F e in Abwesenheit des Antagonisten,

“Daten von Jahnichen (2005¢). n = Anzahl der Tiere.

Legende zu Tabelle 18: E.. von 5-HT in %, bezogen auf die maximale Relaxation induziert durch 5-HT und Brady-

kinin (0.01 pM). *Epay, in Anwesenheit und "Ei, in Abwesenheit des Antagonisten, “Daten von Jihnichen (2005¢). n =
Anzahl der Tiere.
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Tabelle 18: Antagonistische Effekte von Ergolinen an 5-HT,s-Rezeptoren der Schweinepulmonalarterie.
n  Konz. (uM) pA - Ena”
Lisurid® 10.32 £0.10
1-Allyl-6-ethyllisurid 4 0.03 8.40+0.16 61+9 73 +£10
1-Allyllisurid® 8.17x0.16
1-Methyllisurid 4 0.001 9.81+0.17 42 +8 72+ 6
6-Ethyllisurid 4 0.003 9.16 £ 0.06 43+ 8 71+£9
6-Norlisurid 4 0.05 8.39+0.12 45+ 10 66 + 4
8pB-Lisurid 4 0.003 9.27+0.11 69 +7 77+4
Bromergurid 5 0.01 8.45+0.05 80+2 78 £3
Didehydrodipergurid 5 0.005 9.19+0.11 35+£3 75+4
Didehydrometergurid 5 0.01 9.14 £ 0.06 34+4 73+£5
Didehydropipergurid 5 0.03 8.25+0.08 55+6 73+5
Didehydropyrrogurid 5 0.3 7.59£0.03 66+ 6 75+5
Morpholinolisurid 4 0.03 7.80+0.14 63+7 75+4
N"’-Monodesethyllisurid 6 0.05 8.08 = 0.05 64 +7 73£2
Tergurid 9 0.01 8.87 +0.06 39+4 72+3
1-Allyl-6-ethyltergurid 4 0.3 7.33+0.12 81+4 81+2
1-Allyl-6-propyltergurid 5 0.3 6.95+0.12 70 +2 73+3
1-Allyl-10a-methoxytergurid 5 1 <6.0 - -
1-Allylmetergurid 5 0.1 7.71 £0.07 79+4 80+2
1-Allyltergurid® 7.67+£0.14
1-Methyltergurid 4 0.03 8.37+0.13 48+ 2 71+£3
1,6-Diallyltergurid 5 1 6.94 + 0.06 74 £3 73+£3
6-Ethyltergurid 4 0.02 8.22+0.12 62+ 10 80+ 7
6-Nortergurid 4 0.5 7.11 £0.08 67+6 70 +£2
8B-Tergurid 5 0.03 8.39 +0.09 65+ 8 74+ 3
10a-Methoxytergurid 5 1 6.51+£0.28 72+ 6 82+3
Dipergurid 11 0.01 8.40+0.10 41 +7 72+ 4
Metergurid 11 0.01 8.62 £0.08 50£5 71+4
Pipergurid 4 0.1 7.57 +0.06 80+3 79+ 4
Pyrrogurid 5 0.3 6.82 +0.06 79+5 77+ 6
N"-Monodesethyltergurid 4 0.5 7.30 = 0.02 63+7 71+£3
Oxtergurid 4 1 6.42+0.20 84 +2 79+ 6
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Tabelle 19: Antagonistische Effekte von Ergolinen an 5-HT;-Rezeptoren der Schweinepulmonalarterie.

n  Konz. (uM) pA Erna® Enna”
Lisurid 5 0.003 9.55+0.18 100 + 33 122+ 19
1-Methyllisurid 5 0.001 9.98 +£0.09 73 +15 142+5
Didehydrodipergurid 5 0.003 942 +£0.15 122+ 16 171+ 16
Didehydrometergurid 4 0.02 831+0.11 212 £ 41 170 +22
Didehydropipergurid 4 0.02 8.24+0.10 244 + 52 170 +£ 22
Didehydropyrrogurid 5 0.1 7.65£0.18 200+ 13 171+ 16
Tergurid 5 0.003 8.82£0.08 75+ 10 86+ 6
1-Allyl-6-ethyltergurid 5 0.05 7.83+£0.17 109+ 19 122+ 16
1-Allyl-6-propyltergurid 5 0.3 6.82+0.23 194 + 15 138 £ 22
1-Allylmetergurid 4 0.1 8.10+0.13 133+ 12 125 +21
1-Methyltergurid 5 0.001 9.70 £ 0.11 105+ 17 142 +5
1,6-Diallyltergurid 4 0.05 7.98 £0.16 123 £21 132+ 16
Dipergurid 7 0.003 8.81+0.12 73 £22 104 £ 16
Metergurid 6 0.1 8.07+0.11 140+ 18 133+ 20
Pyrrogurid 5 0.3 7.42+0.09 175+ 30 132 +23
Oxtergurid 4 0.1 7.49 +0.33 123+ 12 116 £ 11

Epnax von 5-CT in %, bezogen auf PGFy, (1 pM) oder U46619 (3 nM), *E.., in Anwesenheit und ®E.max in Abwesenheit

des Antagonisten. n = Anzahl der Tiere.

methoxytergurid). Eine ebenso beachtliche Variabilitit zeigten die neuen Verbindungen an 5-HT,4-
bzw. 5-HT;-Rezeptoren (ca. 4000-fach bzw. ca. 1500-fach). Dass der Unterschied an 5-HT>-
Rezeptoren nicht groBer ist, liegt vermutlich an der kleineren Anzahl getesteter Verbindungen. Als
Ergebnis kann festgestellt werden, dass das Einfithren und das Weglassen (Monodesethylderivate)
der oben genannten Substituenten, bis auf wenige Ausnahmen, bzw. die Offnung der Ringstruktur
(Oxtergurid) eine Reduzierung der antagonistischen Potenz zur Folge hatte. Besonders der
Austausch des Wasserstoffs an N(1) gegen eine Methylgruppe (1-Methyllisurid und 1-
Methyltergurid) oder eine Allylgruppe (1-Allyllisurid, 1-Allyltergurid, 1-Allyl-6-ethyllisurid, 1-
Allyl-6-ethyltergurid und 1-Allylmetergurid) verminderte die Affinitdt im ersten Fall um ca. 8- bzw.
23-fach an 5-HT,s-Rezeptoren und im zweiten Fall um ca. 141-, 16-, 6-, 8- bzw. 8-fach an 5-HT ;-
Rezeptoren. Substanzen mit verdnderter Harnstoffstruktur oder nach N(1)-Methylierung behielten

in der Regel ihre antagonistische Potenz, die im nanomolaren und subnanomolaren Bereich liegt,
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entweder an 5-HT:a-Rezeptoren (Didehydrometergurid, Didehydropyrrogurid,
Didehydropipergurid, Metergurid und Pipergurid) oder 5-HT.s- und 5-HT;-Rezeptoren (1-
Methyllisurid, 1-Methyltergurid, Didehydrometergurid, Didehydrodipergurid, Metergurid und

Dipergurid).
100 — o - (6) 100— o - (18)
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e S
20— 20—
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T I T I T I T I T | T | T | T |
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80— 4 30 nM 1-Methyitergurid (4)
c i
g 60—
X
S -
S 40
i 7 Abbildung 32: E/[A]-Kurven von 5-HT in Ab- oder
e 20
i Anwesenheit von Ergolinen an der Schweinekoronar-
0 arterie (5-HT:a-Rezeptoren). Dargestellt sind die
T T T T
9 |8 _|7 |6 _|5 kontraktilen Effekte (Mittelwerte = SEM) in %, be-
log [5-HT] (M) zogen auf KCI (50 mM) von () Tieren.

Im Hinblick auf die chemischen Modifikationen der Ausgangsstrukturen (Lisurid und Tergurid) und
die Eigenschaft deutlicher zwischen den 5-HT,4-, 5-HT25- und 5-HT7-Rezeptoren zu diskriminieren,
lassen sich zwei Beobachtungen festhalten. Die in der Harnstoffstruktur ringgeschlossenen Derivate
(Didehydropipergurid, Didehydropyrrogurid, Pipergurid und Pyrrogurid) besitzen eine hohere Se-
lektivitdt fiir den 5-HT,s-Rezeptor gegeniiber 5-HT,- und teilweise 5-HT;-Rezeptoren (Tabellen
17, 18 und 19). Die bedeutendsten Steigerungen wurden fiir Didehydropyrrogurid und Pyrrogurid
beobachtet. Die Selektivitit der Substanzen an 5-HT»a- zu 5-HTos-/5-HT7-Rezeptoren ist wie folgt:
Didehydropyrrogurid ca. 50-/44-fach, Pyrrogurid ca. 83-/21-fach, Didehydropipergurid ca. 19-/20-
fach und Pipergurid ca. 29-fach zu 5-HT,s-Rezeptoren. Somit scheint ein Ringschluss und insbeson-
dere als Pyrrolidinpartialstruktur Auswirkung auf das Bindungsvermodgen der Substanzen an 5-

HTss- bzw. 5-HT7-Rezeptoren zu haben, da die Affinitdt an diesen Rezeptoren abnimmt. Lisurid
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hingegen zeigt eine ca. 8-fach hohere Selektivitit zu 5-HT,s-Rezeptoren, die durch Hydrierung der
Doppelbindung in A*'°-Position zum Tergurid verloren geht. Weiterhin kann festgehalten werden,
dass die Einfilhrung einer Methylgruppe in N(1) (1-Methyllisurid und 1-Methyltergurid) eine
moderate Erhohung der Affinitdt an 5-HT,-Rezeptoren gegeniiber Lisurid (ca. 3-fach) und Tergurid
(ca. 8-fach) zur Folge hatte. Gleichzeitig nahm die Affinitit an 5-HT,s-Rezeptoren ab. Die Se-
lektivitdt fiir 1-Methyllisurid bzw. 1-Methyltergurid an 5-HT;- zu 5-HT,s-Rezeptoren ist ca. 29-
bzw. 44-fach.

6-Ethyllisurid, Didehydrodipergurid, 6-Ethyltergurid und 1,6-Diallyltergurid riefen kontraktile Ef-
fekte an der Schweinekoronararterie hervor (5-HT»a-Rezeptor-Bioassay) und waren 22-, 8- und 3-
fach potenter bzw. dquipotent im Vergleich zu 5-HT (Abbildung 35). Nur 6-Ethyllisurid war ein vol-
ler Agonist (Tabelle 20). Ketanserin (0.01 pM, 5-HT,4-Rezeptorantagonist) verschob die E/[A4]-Kur-
ven fiir die vier Agonisten signifikant nach rechts. Fiir 6-Ethyltergurid und Didehydrodipergurid
konnte kein pA,-Wert berechnet werden, da die Kontraktionen durch Ketanserin nicht ausreichend
gehemmt wurden. Die Kontraktion des Gefdfles wird offensichtlich nicht (nur) tiber 5-HT,a-Rezep-
toren vermittelt. Der p4,-Wert fiir Ketanserin gegen 5-HT an 5-HT»a-Rezeptoren betrigt in diesem
Modell pA4, = 8.7 (Cushing und Cohen, 1993). In diesem Fall ist von Bedeutung, dass Ketanserin
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Abbildung 34: E/[A]-Kurven von 5-CT in Ab- oder Anwesenheit von Ergolinderivaten an der Schweinepulmonalarte-

rie ohne Endothel (5-HT;-Rezeptoren). Dargestellt sind die relaxierenden Effekte (Mittelwerte + SEM) in %, bezogen

auf die dritte durch PGF», (1 uM) oder U46619 (3 nM) induzierte Kontraktion von (r) Tieren.

Tabelle 20: Agonistische Effekte von Ergolinen an der Schweinekoronararterie.

n  pECs, pKp* Ena’ Ena’ log 7, p4; (Ketanserin)®
6-Ethyllisurid 5 8.01+0.05 37+£9°  54+6 0.54 £0.058, 8.38 = 0.08
Didehydrodipergurid 5 7.62+0.01 13£2  42+9 0.22 +0.078, -
Didehydrodipergurid 4  7.56+0.08 10=1 518 099+ 0.112" 8.44 +0.13'
1,6-Diallyltergurid 4  6.47+0.09 13+£3 32+4 0.55+0.11%, 8.38 £ 0.16
6-Ethyltergurid 4  7.29+0.08 34+4 59+4 0.29 £0.118, -
1-Allyl-6-propyltergurid 6  7.21 +£0.07 9+3  40+7 -

*pKp-Wert berechnet nach Marano und Kaumann (1976), PF ax des Ergolinderivats und °E.x von 5-HT in %, bezogen

auf KCI (50 mM), dconcentration ratio der Ergolinderivate gegen Ketanserin (0.01 uM), °pA»-Wert fiir Ketanserin

0.01 uM), fkein Unterschied zur 5-HT-Kontrolle (P > 0.05 , 8signifikante Rechtsverschiebung (P < 0.05), Bconcentra-
n

tion ratio fiir Didehydrodipergurid gegen Mepyramin (0.03 pM), ipAz-Wert fiir Mepyramin (0.03 uM), Derivat getes-

tet bei 1 pM. n = Anzahl der Tiere.
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ein dquipotenter Antagonist an H,-Rezeptoren ist (p4, = 8.53 am Meerschweinchenileum; Pertz und
Elz, 1995), die ebenfalls glattmuskuldr an der Schweinekoronararterie exprimiert werden (Hagen
und Paegelow, 1979). Die Konzentration des Antagonisten sollte folglich ausreichend gewesen sein,
um 5-HT,4- Rezeptoren und H,;-Rezeptoren zu blockieren. Die geringe Rechtsverschiebung der E/
[A]-Kurve von Didehydrodipergurid (H;-Agonist, siche unten) in Anwesenheit von Ketanserin (0.01
uM) bestdtigt diese Annahme. Der fiir Ketanserin (0.01 pM) gegen 6-Ethyllisurid und 1,6-
Diallyltergurid bestimmte pA,-Wert ist an diesem Gefdl zu niedrig und befindet sich nur in
Niherung zum dem Wert, der durch Cushing und Cohen (1993) bestimmt wurde (Tabelle 20). Die
Kontraktionen durch 6-Ethyllisurid und 1,6-Diallyltergurid kdnnen rein H;-Rezeptor-vermittelt sein
(oder eine Kombination aus 5-HT,s- und H;-Rezeptoren), da der berechnete pA,-Wert von
Ketanserin an H,-Rezeptoren (Pertz und Elz, 1995) mit dem an der Schweinekoronararterie
iibereinstimmt. Dies muss in weiteren Experimenten gegen Mepyramin und/oder einen anderen 5-
HT,a-Rezeptorantagonisten tiberpriift werden. Lisurid, ein Partialagonist an H;-Rezeptoren (Pertz et
al., 2006), verursachte an der Schweinekoronararteriec ebenfalls Kontraktionen, die durch
Ketanserin (0.01 uM) nicht hemmbar waren (Jahnichen, 2005c). Mepyramin (0.03 puM, selektiver
H,-Antagonist) antagonisierte die Effekte von Didehydrodipergurid und ergab einen pA4,-Wert von
8.44 (Abbildung 35, Tabelle 20). Dieser Affinitétswert ist in guter Ubereinstimmung mit dem pA»-
Wert von 8.28 fiir Mepyramin gegen Histamin, der am H;-Rezeptor des Schweinebronchus ermittelt
wurde (GOrnemann et al., 2008b). 1-Allyl-6-propyltergurid (I uM) verursachte ebenfalls
Kontraktionen an der Schweinekoronararterie, die durch Ketanserin (1 uM), nicht aber durch

Mepyramin (1 uM), hemmbar waren (nicht gezeigt, Tabelle 20).

8B-Lisurid und 8B-Tergurid (jeweils 1 uM) induzierten geringfiigige Relaxationen der Schweinepul-
monalarterie (5-HT,s-Rezeptor-Bioassay, nicht gezeigt). Die durch 8B-Lisurid (Emax =17 £5 %, n =
5) verursachten Relaxationen konnten, im Gegensatz zu denen von 8f3-Tergurid, durch SB204741 (3
uM) nicht inhibiert werden (siehe auch Kapitel 3.2.2.2.). Im Falle von 8B-Lisurid ist die Relaxation
des Gefilles nicht 5-HT,s-Rezeptor-vermittelt. Eine Beteiligung anderer Rezeptoren muss in weite-
ren Experimenten bestétigt werden. Wie schon flir 83-Tergurid erwdhnt, spielt dieser relaxierende
Effekt keine Rolle, da eine Epimerisierung der Muttersubstanzen ausgeschlossen werden kann (sie-

he Kapitel 3.2.2.7.).
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3.2.3.2. Effekte an a4, a5~ und a,p-Adrenozeptoren

Die Tabellen 21, 22 und 23 geben eine Gesamtiibersicht iiber die ermittelten Rezeptoraffinititen der
Ergolinderivate an den a,-Adrenozeptorsubtypen.

Wie Lisurid und Tergurid, verursachte, bis auf Didehydrometergurid, keines der neuen Ergolinderi-
vate kontraktile Effekte an den untersuchten GefaB3en. Didehydrometergurid (0.01 bis 100 uM) er-
zeugte rhythmische Kontraktionen an der Rattenaorta, die durch Prazosin (3 nM) nicht hemmbar

waren. Da die Effekte scheinbar nicht ap-Adrenozeptor-vermittelt sind bzw. nicht durch .-
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Tabelle 21: Antagonistische Effekte von Ergolinen an a;a-Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie.

n  Konz. (uM) pA- Eonax

Lisurid® 7.89 £0.05

1-Methyllisurid 4 0.1 7.26 £0.05 98 +3
Didehydrodipergurid 4 0.3 7.29 £ 0.07 96 +3
Didehydrometergurid 4 1 6.51 +£0.02 93+2
Didehydropipergurid 3 1 6.36 = 0.04 100+ 3
Didehydropyrrogurid 4 1 <6.0 -
Morpholinolisurid 3 1 <6.0 -
Tergurid® 7.81 £0.07
1-Allyl-6-ethyltergurid 4 1 7.03 £0.05 90+3
1-Allyl-6-propyltergurid 4 1 7.00 £ 0.05 87+2
1-Allylmetergurid 4 1 7.15+£0.04 92+2
1-Methyltergurid 4 0.1 7.81 +£0.08 100 +2
1,6-Diallyltergurid 4 1 6.91 £0.03 88 + 1
Dipergurid 8 1 7.29 +£0.02 87+3
Metergurid 6 1 6.89 +£0.05 101 +0
Pyrrogurid 4 1 <6.0 -
Oxtergurid 4 1 7.19+£0.03 911

Enax in %, bezogen auf den Maximaleffekt des Kontrollagonisten (Noradrenalin). *Daten von Jihnichen (2005¢). n =

Anzahl der Tiere.

Adrenozeptoren oder 5-HT»s-Rezeptoren verursacht werden konnten (Anwesenheit von Yohimbin
und LY 53857), wurden sie im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht. Mit Ausnahme einiger
Substanzen, fiir die keine Affinitdt bei einer maximalen Testkonzentration (1 uM) bestimmbar war,
antagonisierten die weiteren Verbindungen, die durch Noradrenalin hervorgerufenen Kontraktionen
an aa-, oip- und ayp-Adrenozeptoren, ohne Einfluss auf den Maximaleffekt des Agonisten zu haben.
Als MabB fiir die Affinitdt zu den a,-Adrenozeptoren wurde der p4,-Wert berechnet. Unter den Lisu-
ridderivaten war die Muttersubstanz selbst an allen drei Rezeptorsubtypen am potentesten wirksam.
Mit einer Trennschérfe von weniger als 10-fach wies keines der Lisuridabkémmlinge die Fahigkeit
auf, zwischen a,4-, a;s- und a;p-Adrenozeptoren zu diskriminieren. Unter den Terguridderivaten er-
gab sich, mit Ausnahme von 1-Methyltergurid, die gleiche Situation. 1-Methyltergurid besitzt, wenn

verglichen mit a,z- und ap-Adrenozeptoren, eine 10-fach hohere Affinitit zu o,4-Adrenozeptoren
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und somit geringe diskriminatorische Eigenschaften. Weiterhin ist 1-Methyltergurid die einzige
Substanz, die zumindest am a;a-Adrenozeptorsubtyp, dquipotent zur Muttersubstanz (Tergurid) ist.
Mit weniger als 2 Zehnerpotenzen Unterschied (mit 1 pM als maximale Testkonzentration) ist die
Variabilitdit der Affinititen an oya-, ous- und oyp-Adrenozeptoren unter allen getesteten

Ergolinderivaten geringer ausgeprigt, als an den untersuchten Serotoninrezeptoren (sieche oben).

Tabelle 22: Antagonistische Effekte von Ergolinen an a,5-Adrenozeptoren der Rattenschwanzarterie.

n  Konz. (uM) pA> Erax

Lisurid®® 7.86 £ 0.05

1-Methyllisurid 4 1 6.57 +0.04 99+ 1
Didehydrodipergurid 3 1 6.91 +£0.05 100 £7
Didehydrometergurid 3 1 6.19 + 0.09 89+5
Didehydropipergurid 3 1 6.30 + 0.07 106 £5
Didehydropyrrogurid 3 1 <6.0 -
Morpholinolisurid 4 1 <6.0 -
Tergurid™® 7.73 £ 0.04

1-Allyl-6-ethyltergurid 4 1 6.36 + 0.05 91+4
1-Allyl-6-propyltergurid 4 1 6.21 £0.06 92+2
1-Allylmetergurid 4 1 6.31+0.10 104 £ 1
1-Methyltergurid 4 1 6.85+0.07 105+3
1,6-Diallyltergurid 4 1 6.21 +£0.09 92+ 1
Dipergurid 8 1 6.24 +0.12 105+6
Metergurid 8 1 6.35+0.13 100+ 3
Pyrrogurid 4 1 <6.0 -
Oxtergurid 4 1 6.45+0.08 102 +2

Ewmax in %, bezogen auf den Maximaleffekt des Kontrollagonisten (Noradrenalin). *Daten von Jahnichen (2005c¢), Pan

der Meerschweinchenmilz bestimmt. #» = Anzahl der Tiere.
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3.2.3.3. Diskussion

Das Ergolinmolekiil stellt aufgrund seiner vielfdltigen Interaktionen mit Serotonin-, Dopamin- und
a-adrenergen Rezeptoren ein geeignetes Target zur Entwicklung neuer Arzneistoffe dar. Durch ge-
zielte, chemische Modifikation des Ergolin-Pharmakophors ldsst sich die Selektivitit gegeniiber ei-
nem oder mehreren Rezeptorsubtypen erhohen (Mantegani et al., 1999; Krisch et al., 1992). Dies
hat zur Folge, dass man Arzneistoffe zur Behandlung von Erkrankungen, wie der Migrdne und des
Morbus Parkinson, erhélt, die zum Beispiel {iber ein giinstigeres Nebenwirkungsprofil im Vergleich
zu etablierten Therapeutika verfiigen. Neben der angestrebten Minimierung des Nebenwirkungspo-
tenzials und der Erhéhung der Rezeptorselektivitit war es wiinschenswert, dass durch die struktu-
relle Modifikation der Muttersubstanzen gleichzeitig die Affinitdt zum Zielrezeptor erhdht bzw. bei-

behalten wird. Um dieses Ziel zu erreichen, wurden 30 Ergoline an den jeweiligen Rezeptoren, die

Tabelle 23: Antagonistische Effekte von Ergolinen an a,p-Adrenozeptoren der Rattenaorta.

n Konz. (uM) pA> Ernax

Lisurid® 7.94+0.14

1-Methyllisurid 4 1 6.82 +£0.04 95+1
Didehydrodipergurid 1 6.77 £ 0.07 99 +4
Didehydrometergurid® - -
Didehydropipergurid 3 1 7.14+0.11 107+ 6
Didehydropyrrogurid 3 1 6.13+£0.17 97 +2
Morpholinolisurid 3 1 <6.0 -
Tergurid® 7.90 £0.06

1-Allyl-6-ethyltergurid 4 1 6.19+0.04 97 +£8
1-Allyl-6-propyltergurid 4 1 6.49 £0.07 93+4
1-Allylmetergurid 4 1 6.80 = 0.06 100+3
1-Methyltergurid 4 0.3 6.90 £ 0.04 98 + 1
1,6-Diallyltergurid 4 1 6.29 £0.14 97 +2
Dipergurid 7 1 6.56 +0.10 105+3
Metergurid 7 1 7.05+0.11 102 +£4
Pyrrogurid 7 1 6.48 +£0.11 106 +3
Oxtergurid 4 1 7.34+0.12 97+3

Emnx in %, bezogen auf den Maximaleffekt des Kontrollagonisten (Noradrenalin). *Daten von Jihnichen (2005c¢),

brhythmische Kontraktionen verhinderten Affinitatsbestimmung. n = Anzahl der Tiere.
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aus pathophysiologischer Sicht bei den oben genannten Erkrankungen eine Rolle spielen, in
verschiedenen in vitro-Modellen pharmakologisch untersucht. Besonders hervorzuheben sind die
Untersuchungen am 5-HT,s- und 5-HT:a-Rezeptor, die unmittelbaren Einfluss auf die Auswahl
potenzieller Wirkstoftkandidaten hatten. Denn nur solche Substanzen eignen sich, bei denen
aufgrund des Fehlens von agonistischer Aktivitit an 5-HT.s- und 5-HT,s-Rezeptoren, das
Risikopotenzial fiir fibrotische Verdnderungen der Herzklappen ausgeschlossen werden kann (siche
Kapitel 1.6.). Die Beobachtung, dass die Arzneistoffe Lisurid und Tergurid 5-HTss-
Rezeptorantagonisten sind, zeigt, dass Agonismus an 5-HTap-Rezeptoren kein Klasseneffekt der
Ergoline ist (Jdhnichen ef al., 2005a). Fiir Lisurid konnte kein Fall von Herzklappenschidden in der
Literatur gefunden werden, was mit dessen antagonistischem Effekt an 5-HT,s-Rezeptoren in
Ubereinstimmung ist (Hofmann et al., 2006). Insgesamt wiesen die Verbindungen ein
ausgepragteres Wirkprofil an 5-HT-Rezeptoren auf als an a;-Adrenozeptoren. Wenn man von
Lisurid und Tergurid absieht, zeigten die Verbindungen méBige Affinitdten zu a,-Adrenozeptoren.
Die geringe Diskriminierung zwischen den o,-Subtypen (a4, ois, und aip) scheint ein Klasseneffekt

der Ergoline zu sein (Gornemann et al., 2008a).
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Die Einflihrung der Alkylsubstituenten (Methyl und Allyl) in N(1) des Ergolinmolekiils erfolgte, um
die Potenz der Antagonisten zum 5-HT,s-Rezeptor zu erhdhen, wie es zuvor fiir Ergotamin beob-
achtet wurde. Bei Ergotamin wandelte sich durch 1-Allylierung der Agonismus an 5-HT,z-Rezepto-
ren (Glusa und Roos, 1996) in einen potenten Antagonismus (Jahnichen, 2005¢). Fortfiihrende Ex-
perimente zur metabolischen Stabilitét der N(1)-Alkylierung von 1-Allylergotamin ergaben, dass in
humanen Hepatozyten neben weiteren Abbauprodukten, auch die N(1)-Allylgruppe abgespalten
wird (personliche Kommunikation von axxonis). Ahnliche Biotransformationen an N(1) konnten
ferner fiir Methysergid und das Ergolin CQA 206-291 in vivo und an Zellpraparaten von Hepatozy-
ten gezeigt werden (Miiller-Schweinitzer und Tapparelli, 1986; Bredberg et al., 1986; Vickers et al.,
1993). Wenn auch das Ausmal} der Metabolisierung fiir jede Substanz individuell bestimmt werden
muss, lassen die genannten Biotransformationsexperimente erwarten, dass N(1)-Alkylreste an Ergo-
linen in vivo abgespalten werden. Die N(1)-Substituierung fiihrte bei keiner neuen Verbindung zur
gewiinschten Erh6hung der Affinitdt am 5-HT,s-Rezeptor und scheint (vorerst) auf Ergotamin (1-
Allylergotamin) beschréinkt zu sein.

Im Folgenden werden die Wirkstoftkandidaten diskutiert, die aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit
als potenzielle Arzneistoffe vorgeschlagen werden konnen. Dazu zdhlen: 6-Ethyllisurid, 1-Allyl-6-
ethyllisurid, 6-Ethyltergurid, 1-Allyl-6-ethyltergurid, 1-Methyllisurid, 1-Methyltergurid, Didehy-
drodipergurid, Didehydrometergurid, Dipergurid und Metergurid. Als Auswahlkriterien galten das
Vermogen in niedriger Konzentration am Zielrezeptor zu wirken, das Nebenwirkungsprofil und die
Moglichkeit sie potenziell transdermal applizieren zu koénnen. Da die Substanzen Antagonisten an
5-HT,s-Rezeptoren sind, sollte das Potenzial fiir fibrotische Verédnderungen nicht vorhanden sein.
Auch fiir die Metaboliten von Lisurid, N -Monodesethyllisurid und 6-Norlisurid sowie den Pen-
dants zu Tergurid konnte Antagonismus an 5-HT,g-Rezeptoren gezeigt werden. Demnach sollten
Substanzen, die dhnliche oder gleiche Strukturelemente haben sowie ihre Metaboliten, ebenfalls
Antagonisten an diesem Rezeptorsubtyp sein. Beispiele dafiir, dass die Biotransformation Metaboli-
ten hervorbringen kann, die 5-HT,s-Rezeptoren aktivieren, sind Fenfluramin, Methysergid und 1-
Allylergotamin (Fitzgerald et al., 2000; Glusa und Roos, 1996; personliche Kommunikation von ax-
xonis, Abbildung 8).

Ein Arzneistoft ist eher tiber die Haut verfligbar, wenn er ein Antagonist an ao;-Adrenozeptoren und
5-HT,s-Rezeptoren ist, da der Tonus der Hautgefdf3e tiber diese Rezeptoren reguliert wird (Borbujo
et al., 1989; Blessing und Seaman, 2003). Agonisten an diesen Rezeptoren kontrahieren die Hautge-
faBBe, verringern die Durchblutung und folglich ihre Bioverfiigbarkeit und wéren somit fiir die Ap-
plikation mittels Pflaster weniger geeignet. Ob die agonistischen Effekte von 6-Ethyllisurid an 5-

HT:a-Rezeptoren fiir die transdermale Absorption von Relevanz sind und ob ein a;-Adrenozep-



Seite 88 3.2. Ergoline

torantagonismus diesen Effekt kompensieren kann, muss in weiteren Untersuchungen iiberpriift
werden. Die Kontraktion der Schweinekoronararterie durch 6-Ethyltergurid ist nicht 5-HT,5-Rezep-
tor-vermittelt und wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht. Die Ethylgruppe in N(6)
scheint eine Determinante fiir agonistische Effekte zu sein, die durch Allylierung von N(1) maskiert
werden konnten. Insbesondere fiir 1-Allyl-6-ethyllisurid und 1-Allyl-6-ethyltergurid, beides
Antagonisten an 5-HT,s-Rezeptoren (letzteres Derivat auch an a,-Adrenozeptoren), wire somit die
metabolische Stabilitét bei transdermaler Applikation von Bedeutung. 1-Allyl-6-ethyllisurid, 1-Al-
lyl-6-ethyltergurid, 1-Methyllisurid, 1-Methyltergurid, Didehydrodipergurid, Didehydrometergurid,
Dipergurid und Metergurid sind Antagonisten an 5-HT,s-Rezeptoren und a,-Adrenozeptoren (1-Al-
lyl-6-ethyllisurid an a,-Adrenozeptoren noch nicht getestet) und sollten fiir die Applikation tiber die
Haut geeignet sein. Um den H;-Agonismus von Didehydrodipergurid bzgl. der Hautvertraglichkeit
bewerten zu konnen, muss die Substanz in weiteren Experimenten in Relation zu Histamin und Li-
surid gesetzt werden. Lisurid ist am Meerschweinchenileum ein potenter H;-Partialagonist (Pertz et
al., 2006) und dennoch oral, als auch transdermal beim Menschen bioverfiligbar. 6-Ethyllisurid mit
1-Allyl-6-ethyllisurid als Prodrug kann zur Therapie des Morbus Parkinson eingesetzt werden, da
es, wie Lisurid, ein potenter Dopamin D,-Agonist ist (personliche Kommunikation von axxonis). 1-
Methyllisurid, 1-Methyltergurid, Didehydrodipergurid, Didehydrometergurid, Dipergurid und Me-
tergurid zeigten hohe Affinititen zu 5-HT,gs- und 5-HT;-Rezeptoren, die in der Entstehung einer Mi-
graneattacke wahrscheinlich eine Rolle spielen (siehe Kapitel 1.2.2.). Die ausgeprigte Hemmung
der endothelabhédngigen (5-HT25) und endothelunabhéngigen (5-HT;) Vasorelaxation der arteriellen
Cranialgefdf3e, die den Initiationsprozess des Migraneanfalls charakterisiert, legt die Eignung dieser
Verbindungen als Migridneprophylaktika, insbesondere in Form eines transdermalen Systems, nahe.
Zusitzlich, da nicht Gegenstand dieser Arbeit, soll erwdhnt werden, dass 6-Ethyltergurid mit 1-Al-
lyl-6-ethyltergurid als Prodrug zur Behandlung der Hyperprolaktinimie geeignet sind. Beides sind
Dopamin D,-Agonisten (personliche Kommunikation von axxonis) und der Austausch der Methyl-
gruppe (Tergurid) gegen eine Ethylgruppe in N(6) ist obendrein mit einer 22-fachen Steigerung der
prolaktinhemmenden Wirkung verbunden (Cerny et al., 1983), wodurch die Dosis und infolgedes-
sen die unerwiinschten Arzneimittelwirkungen reduziert werden kdnnen.

Abschliefend kann festgehalten werden, dass Lisurid und Tergurid anscheinend optimale rdumliche
Strukturen fiir die untersuchten Monoaminrezeptoren besitzen, die anderweitig und/oder an anderer
Position als in der vorliegenden Arbeit chemisch abgewandelt werden miissen, um wesentliche Ver-
besserungen der antagonistischen Potenz zu erhalten. Eine weiter optimierte Harnstoffpartialstruk-

tur konnte zu einer hoheren und/oder anderen als der beobachteten Rezeptorselektivitit fithren.
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4. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich: 1) mit der Etablierung eines neuen vaskuldren in vitro Re-
zeptormodells, 2) mit der Bestimmung des molekularen Fragments von Pergolid, das fiir die Akti-
vierung von 5-HT,g- und 5-HT:a-Rezeptoren verantwortlich ist und 3) mit der pharmakologischen
Charakterisierung von Ergolinderivaten an verschiedenen Monoaminrezeptoren. Zusammen dienen
die bearbeiteten Teilgebiete dem Ziel: 1) einen potenziellen Arzneistoffkandidaten zu identifizieren,
der idealerweise transdermal zur Migraneprophylaxe oder Behandlung des Morbus Parkinson ein-
gesetzt werden kann, 2) die gewonnenen Erkenntnisse in die Synthese weiterer Substanzen einflie-
Ben zu lassen, und 3) das mogliche Testspektrum im Arbeitskreis von Prof. Pertz zu erweitern, um
Substanzen, die voraussichtlich zur Behandlung der Migrédne oder des Morbus Parkinson eingesetzt

werden konnen, noch priziser zu charakterisieren.

Fiir die Charakterisierung des kontraktilen postsynaptischen a,-Adrenozeptors der Schweinepulmo-
nalvene wurde zuerst mit dem op-adrenozeptorselektiven Agonisten UK 14304 gepriift, ob das Gefal3
mit diesen Rezeptoren ausgestattet ist. Um den ar-Adrenozeptorsubtyp (0.4, 0 und/oder anc) zu
identifizieren, erfolgte anschlieBend die Bestimmung der Rezeptoraffinitéten fiir verschieden selek-
tive ap-Adrenozeptorantagonisten gegen UK14304. Antagonisten (ARC239, BRL44408, Prazosin,
WB4101 und Yohimbin), die bei mindestens vier verschiedenen Konzentrationen getestet werden
konnten und keine Depression des Maximaleffekts von UK14304 hervorriefen, wurden einer
Schild-Analyse unterzogen. Mit molekularbiologischen Experimenten (RT-PCR und RTQ-PCR)
konnte die mRNA fiir a,4- und a,c-Adrenozeptoren nachgewiesen und der Gehalt bestimmt werden.
Die eindeutigsten Hinweise, dass die durch UK 14304 verursachte Kontraktion der Schweinepulmo-
nalvene nur durch o,c-Adrenozeptoren vermittelt wird, brachten die Resultate der Schild-Plots
(Steigung nicht von 1 verschieden) und der Korrelationsanalyse (pK;-Werte an humanen o,-Adreno-
zeptoren vs. ermittelte pKg-Werte und pA,- bzw. pD*»-Wert) hervor. Auch nach Ausschluss der Re-
zeptoraffinitdtswerte fiir Rauwolscin und MK912, da sie in diesem Gefdl keine kompetitiven
Antagonisten sind, war die Korrelation fiir den humanen o,c-Adrenozeptor (7 = 0.94, P < 0.01)
weiterhin hochsignifikant, wihrend keine Korrelation zu humanen axa- und o,s-Adrenozeptoren be-
stand. In RT-PCR und RTQ-PCR Experimenten konnte keine mRNA fiir den a,s-Adrenozeptorsub-
typ in der Schweinepulmonalvene nachgewiesen werden, wohl aber fiir die beiden anderen Subty-
pen. axa-Adrenozeptoren konnten prasynaptisch als Autorezeptoren und/oder endothelial in der Pul-
monalvene lokalisiert sein, was die Anwesenheit der mRNA fiir den Rezeptor erklért. Der betracht-

lich hohere mRNA-Gehalt unterstreicht die dominierende Rolle des a,c-Adrenozeptors in dem Blut-



Seite 90 4. Zusammenfassung

gefdl. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die durch UK 14304 ausgeldste Kontrakti-
on der Schweinepulmonalvene nur durch postsynaptische o,c-Adrenozeptoren vermittelt wird. Die
Beteiligung von oxa- und a,s-Adrenozeptoren kann anhand der vorliegenden Ergebnisse (Steigung

der Schild-Plots, Korrelationsanalyse, RT-PCR und RTQ-PCR) ausgeschlossen werden.

Pergolid ist wie Cabergolin ein Ergolinderivat, das in Deutschland zur Behandlung des Morbus Par-
kinson eingesetzt wird. Beide Arzneistoffe zeigen potenten und vollen Agonismus an 5-HT,g-Re-
zeptoren, der dosis- und zeitabhdngig mit dem Auftreten von Herzklappenschdden und folgender
Regurgitation assoziiert wird. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Aktivierung von 5-
HT,a-Rezeptoren am Auftreten dieser unerwiinschten Arzneimittelwirkungen beteiligt ist. Von Per-
golid ausgehend, konnten acht Derivate synthetisiert werden. Zum einen wurde die N(6)-Propyl-
gruppe von Pergolid durch Ethyl, Methyl und Wasserstoff ersetzt und zum anderen der Schwefel in
der Seitenkette an C(8) durch einen Sauerstoff (O-Pergolid) substituiert. Bei O-Pergolid wurde
ebenfalls der N(6)-Propylsubstituent durch eine Ethyl-, Methylgruppe bzw. durch ein Wasser-
stoffatom ersetzt. Zusitzlich gab es in der Reihe der O-Pergolide ein Derivat mit einer N(6)-Cyclo-
propylmethylgruppe. An 5-HT2s- (Schweinepulmonalarterie) und 5-HT,a-Rezeptoren (Schweineko-
ronararterie) wurde die Aktivitit der neun Substanzen untersucht. Zusatzlich wurde fiir Pergolid, 6-
Methylpergolid und 6-Norpergolid an hDys- und hD, -Rezeptoren iiberpriift, ob sich die agonisti-
sche Potenz aufgrund der unterschiedlichen Substituenten an N(6) dndert. An beiden untersuchten
5-HT,-Rezeptorsubtypen verhielten sich die Pergolidderivate nach einem &hnlichen Muster. Unab-
héngig ob die untersuchte Verbindung ein Schwefel- oder Sauerstoffatom in der Seitenkette an C(8)
aufwies, riefen Verbindungen mit einer Propyl-, Ethyl- oder Cyclopropylmethylgruppe in N(6) vol-
len Agonismus an 5-HT,s- bzw. partiellen Agonismus an 5-HT»a-Rezeptoren hervor, der durch den
jeweiligen Referenzantagonisten (5-HT.s: SB204741 bzw. 5-HTa: Ketanserin) in der getesteten
Konzentration kompetitiv hemmbar war. Die entsprechend berechneten pA4,-Werte fiir SB204741
bzw. Ketanserin waren mit den pA4,-Werten vergleichbar, die gegen den Referenzagonisten (5-HT)
bestimmt wurden, was fiir die Aktivierung der untersuchten Rezeptoren spricht. Demgegeniiber
zeigten die Derivate mit einer N(6)-Methylgruppe Antagonismus an 5-HT2s- und 5-HT,4-Rezepto-
ren. Die N(6)-unsubstituierten Derivate sind schwache Antagonisten an 5-HT,s-Rezeptoren und
schwache Partialagonisten an 5-HT,s-Rezeptoren. Die Reduzierung der N(6)-Propylgruppe von
Pergolid zu einer Methylgruppe hatte keinen Einfluss auf die agonistische Potenz der Substanz an
hD,s- und hD, -Rezeptoren. Der putative Metabolit von Pergolid, 6-Norpergolid, zeichnete sich als
Partialagonist mit hoher intrinsischer Aktivitit an hD,s- und hD, -Rezeptoren aus, besal} aber je-

weils eine ca. 10-fach schwichere agonistische Potenz als die Muttersubstanz. Zusammenfassend
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kann festgehalten werden, dass die N(6)-Propylgruppe von Pergolid eine Determinante fiir
Agonismus an 5-HTys- und 5-HT»a-Rezeptoren ist, was zur Entwicklung von Herzklappenschiden
filhren kann. Derivate von O-Pergolid und Pergolid zeigten an 5-HT,s- und 5-HT:a-Rezeptoren
vergleichbare pharmakologische Effekte. Der Schwefel scheint somit keinen Einfluss auf die

Aktivitit der Derivate an den untersuchten Rezeptoren zu haben.

Ausgehend von Lisurid und Tergurid wurden 28 weitere Ergolinderivate synthetisiert, die sich
durch gleich bleibende bzw. hohere Rezeptoraffinitit an den Zielrezeptoren auszeichnen sollten und
gleichzeitig eine hohere Rezeptorselektivitit besitzen. Im Hinblick auf deren potenzielle Verwen-
dung als Arzneistoffe in der Migrinetherapie bzw. zur Behandlung des Morbus Parkinson wurden
diese an verschiedenen Monoaminrezeptoren (5-HTza, 5-HTog, 5-HT7, oia, dis, cip, (Hi, 02c)) in in
vitro Testmodellen untersucht. In der vorbeugenden Therapie von Migrineattacken wird der
Antagonismus von Arzneistoffen an 5-HT,s- und 5-HT;-Rezeptoren diskutiert. Ergolinderivate, die
zur Behandlung des Morbus Parkinson verwendet werden (aber nicht nur diese), konnen Agonisten
an 5-HT3s- und 5-HT,a-Rezeptoren sein, was schwerwiegende Nebenwirkungen, wie Herzklappen-
schidden, zur Folge haben kann (siche oben). Daher wurde diesen beiden Rezeptorsubtypen beson-
dere Aufmerksamkeit beigemessen. Sowohl die Migraneprophylaxe als auch die Therapie des Mor-
bus Parkinson bediirfen einer Dauermedikation, die sich durch Verwendung von transdermalen Sys-
temen patientenfreundlicher gestalten ldsst, da das Einnahmeintervall fiir Tabletten wegfillt und
gleichzeitig konstantere Wirkstoffspiegel im Blut erzielt werden konnen. Fiir die transdermale Ap-
plikation eignen sich Wirkstoffe, die Antagonisten an a;-Adrenozeptoren und 5-HT,s-Rezeptoren
sind, da diese Rezeptoren in den Blutgefdlen der Haut vorkommen und deren Stimulation die Ge-
faBe kontrahieren wiirde, was folglich die Bioverfiigbarkeit des Arzneistoffs reduziert.

Bis auf wenige Ausnahmen waren alle Derivate in den getesteten Konzentrationen Antagonisten an
den untersuchten Rezeptoren. Besonders an den 5-HT-Rezeptorsubtypen (5-HT,4, 5-HT2s, 5-HT)
variierten die Rezeptoraffinitdten der neuen Verbindungen. Mit ca. 5000-fach fiel der Unterschied
an 5-HT,s-Rezeptoren am groBiten aus (1-Methyllisurid vs. 1-Allyl-10a-methoxytergurid). An 5-
HT,4- und 5-HT7-Rezeptoren betrug er ca. 4000- bzw. ca. 1500-fach. Demgegeniiber war der ge-
messene Affinitdtsunterschied aller Ergolinderivate an jedem o,-Adrenozeptorsubtyp geringer als
100-fach. Dass das respektive Ergolinderivat nicht zwischen den a;-Adrenozeptorsubtypen (o, O,
ayp) diskriminiert, scheint ein Effekt dieser Klasse zu sein.

Die gewlinschte und bei Ergotamin (zu 1-Allylergotamin) beobachtete Erh6hung der 5-HT,s-Rezep-
toraffinitdt nach N(1)-Alkylierung, konnte bei den vorliegenden Ergolinderivaten im Rahmen der

vorliegenden Arbeit nicht erreicht werden. Durch Ringschluss der Harnstoffpartialstruktur von Li-
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surid und Tergurid zu Didehydropyrrogurid und Pyrrogurid konnte die Selektivitdt, nicht aber die
Affinitét, fiir den 5-HT»a-Rezeptor gegeniiber 5-HT25- und 5-HT7-Rezeptoren erhdht werden.

Folgende Substanzen konnen anhand der ermittelten Daten als potenzielle Arzneistoftkandidaten
vorgeschlagen werden: 6-Ethyllisurid mit 1-Allyl-6-ethyllisurid als Prodrug kann zur Therapie des
Morbus Parkinson eingesetzt werden, da es, wie Lisurid, ein potenter Dopamin D,-Agonist ist. Ob
6-Ethyllisurid 5-HT,a- und/oder H,-Rezeptoren aktiviert und ob dies Einfluss auf seine Verwendung
als Arzneistoft hat, muss noch getestet werden. 1-Methyllisurid, 1-Methyltergurid, Didehydrodiper-
gurid, Didehydrometergurid, Dipergurid und Metergurid sind potente Antagonisten an 5-HT,s- und
5-HT+-Rezeptoren und eignen sich als Migrineprophylaktika. 6-Ethyltergurid mit 1-Allyl-6-ethyl-
tergurid als Prodrug kann bei Hyperprolaktindmie verwendet werden, da es, wie Tergurid, ein po-
tenter Dopamin D,-Agonist ist. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die chemischen
Abwandlungen von Lisurid und Tergurid mehrere potenzielle Arzneistoffkandidaten hervorgebracht
haben. Dennoch miissen Lisurid und Tergurid anderweitig und/oder an anderer Position als in der
vorliegenden Arbeit chemisch abgewandelt werden, um wesentliche Verbesserungen der antagonis-
tischen Potenz zu erhalten. Eine weiter optimierte Harnstoffpartialstruktur kénnte zu einer héheren

und/oder anderen als der beobachteten Rezeptorselektivitit fiihren.

5. Summary

The goals of the present study were: 1) the establishment of a new vascular in vitro receptor model,
2) the characterisation of the molecular fragment that is responsible for agonism of pergolide at 5-
HT,s and 5-HT,4 receptors and 3) the characterisation of the pharmacological profile of ergolin de-
rivatives at different monoamine receptors. Unifying these topics this thesis was aimed at: 1) iden-
tifying a new compound that ideally can be applied using a transdermal drug delivering system for
the prophylactic treatment of migraine or in the therapy of Parkinson's disease, 2) introducing the
obtained results in the synthesis of new compounds and 3) extending the number of receptor models
in Prof. Pertz's group to characterise new compounds that may be suitable for the treatment of mi-

graine or Parkinson's disease more precisely.

Characterising the contractile postsynaptic a,-adrenoceptor in porcine pulmonary veins, the non-
subtype-selective ar-adrenoceptor agonist UK 14304 was initially used to clarify whether this blood
vessel is endowed with a,-adrenoceptors. Subsequently a number of more or less selective a,-adre-
noceptor antagonists were used in organ bath experiments and their affinity was calculated to iden-

tify the subtype(s) that is involved in the UK14304-induced contraction of the tissue. Antagonists
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(ARC239, BRL44408, prazosin, WB4101 and yohimbine) that showed no depression of the
maximal response (Em.x) to UK14304 and additionally could be investigated at least at four different
concentrations were analysed by the method of Schild (Schild-plot). Performing RT-PCR and RTQ-
PCR experiments the mRNA for a,4- and a,c-adrenoceptors were detected and quantified. The most
unambiguous evidence that the UK14304-induced contraction of the pulmonary vein is mediated by
a single receptor type (namely the a,c-adrenoceptor) resulted from the Schild-plots (respective slop
not different from unity) and a correlation analysis (pKi-values from hay-adrenoceptors vs.
estimated pKz-, pA4>- and pD »-values). As both drugs failed to show competitive antagonism of the
UK14304 response, recalculation of the correlation excluding the affinities for rauwolscine and
MK912 still yielded a highly significant correlation for asc-adrenoceptors (= 0.94, P < 0.01) and
non-significant correlations for a,a-and osg-adrenoceptors. RT-PCR and RTQ-PCR experiments
indicated the absence of mRNA for the apg-adrenoceptor but the presence of mRNA for both the
aa- and opc-adrenoceptors in porcine pulmonary veins. The presence of mRNA for the ooa-
adrenoceptor may result from the existence of pre-junctional inhibitory ora-adrenoceptors in the
adventitia and/or relaxant a,s-adrenoceptors in the endothelium. The considerably higher content of
mRNA for axc-adrenoceptors emphasises the prominent role of this receptor in that blood vessel. In
summary, the contraction of the porcine pulmonary vein elicited by UK14304 is mediated by post-
junctional o,c-adrenoceptors. The present data (Schild-plots, correlation analysis, RT-PCR and
RTQ-PCR) provide evidence that a,s- and axg-adrenoceptors are not involved in the contraction

induced by UK 14304.

Pergolide and cabergoline are ergot alkaloids that are approved for the treatment of Parkinson's di-
sease in Germany. Both drugs show full potent agonism at 5-HT.p receptors, which is time- and
dose-dependently associated with the incidence of human restrictive valvular heart disease and re-
gurgitation in man. A participation of 5-HT,4 receptors in the development of these side effects can-
not completely be ruled out. Starting with pergolide, 8 derivatives were synthesised showing the
following features: the propyl group at N(6) of pergolide was replaced by ethyl, methyl or hydro-
gen. Furthermore, the sulfur located in the side chain attached to position 8 of pergolide was substi-
tuted by an oxygen and this drug was also modified by replacing the N(6) propyl group by ethyl,
methyl or hydrogen. In the O-pergolide series the N(6) propyl group was additionally replaced by a
bulky cyclopropylmethyl substituent (9th compound). The agonist and/or antagonist effects of the
nine compounds were investigated at 5-HTop (porcine pulmonary artery) and 5-HT,4 (porcine coro-
nary artery) receptors. Pergolide, 6-methylpergolide and 6-norpergolide were additionally tested at
hD,s and hD, receptors to verify whether replacing the N(6) substituent of pergolide influences the
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agonist activity. Pergolide derivatives acted in a similar pattern at both 5-HT, receptor subtypes,
irrespective of whether a sulfur or an oxygen was in the side chain at C(8). All derivatives with a
propyl, ethyl or cyclopropylmethyl group at N(6) caused full agonism at 5-HT,g and partial agonism
at 5-HTa receptors that were competitively blocked by SB204741 and ketanserin, respectively. The
corresponding pA, values calculated for SB204741 and ketanserin were in the same range as
obtained with the reference agonist (5-HT) and prove the involvement of 5-HT,s and 5-HT:a
receptors. In contrast, 6-methylpergolide and 6-methyl-O-pergolide behaved as antagonists at 5-
HT,s and 5-HT,s receptors. Compounds with N(6) hydrogen were weak antagonists at 5-HT»a
receptors and weak partial agonists at 5-HT,s receptors, respectively. The reduction of N(6) propyl
(pergolide) to a N(6) methyl (6-methylpergolide) did not affect the agonist potency at hD,s and hD,.
receptors as well. The putative metabolite of pergolide, 6-norpergolide, was a high-efficacy partial
agonist at both sites exhibiting a 10-fold lower agonist potency compared with the parent drug
pergolide. In summary, the present data provide evidence that the N(6) propyl substituent of
pergolide is the molecular fragment that is especially responsible for 5-HT,g receptor agonist effects
and thus a determinant of valvular regurgitation. The activation of 5-HT,s receptors may also be

involved in this severe side effect of pergolide.

Lisuride and terguride were the parent compounds of this thesis whose structures have been chemi-
cally modified. The 28 new derivatives were tested in in vitro bioassays comprising different mono-
amine receptors (5-HTza, 5-HT2g, 5-HT7, o, o, oip, (Hi, 0ac)) to identify a potentially new com-
pound that can be used in the prophylactic treatment of migraine or in the therapy of Parkinson's di-
sease. Compared to lisuride and terguride the new compounds ideally display a higher receptor se-
lectivity and the same or enhanced affinity to the receptors involved in the therapy of the mentioned
diseases. Antagonists at 5-HT, and 5-HT; receptors may be beneficial in the prophylactic treatment
of migraine. Ergoline derivatives used in the treatment of Parkinson's disease (e.g. pergolide) can
activate 5-HT»p and 5-HT:a receptors leading to restrictive valvular heart disease and regurgitation.
Therefore, attention was paid regarding to these 5-HT, receptor subtypes. Both diseases (Parkin-
son's disease and migraine prophylaxis) require a long-term medication recommending the usage of
a transdermal drug delivering system to avoid the permanent intake of tablets and to achieve con-
stant plasma concentrations of the drug. Especially for transdermal application the drug should
show antagonism at a,-adrenoceptors and 5-HT,4 receptors, because blood vessels of the skin are
endowed with these receptors and activation leads to vessel constriction with reduced transdermal
bioavailability.

The new ergoline derivatives, with the exception of few compounds, all showed antagonism at the
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investigated receptors. The receptor affinities varied over a wide range among the derivatives at the
5-HT receptor subtypes. The maximum difference (1-methyllisuride vs. 1-allyl-10a-methoxytergu-
ride) was approx. 5000-fold at 5-HT,s receptors. At 5-HT,» and 5-HT; receptors the difference
amounted approx. 4000-fold and 1500-fold, respectively. In contrast, the estimated affinities for all
ergoline derivatives differed less than 100-fold at a,-adrenoceptors. A low discriminatory power
between the a;-adrenoceptors (aa, 0, 0ip) Seems to be a class effect of the ergolines.

The expected increase in the affinity at 5-HT.p receptors as observed with ergotamine (to 1-allyler-
gotamine) due to N(1)-alkylation was not achieved with any new N(1)-alkylated compound. Clo-
sing the urea partial structure of lisuride and terguride to didehydropyrroguride and pyrroguride en-
hanced the selectivity but not the affinity of the respective ergoline derivative to 5-HT,4 receptors
compared with 5-HT,g and 5-HT; receptors.

Based on the collected data the following derivatives of lisuride and terguride are recommended as
potential drug candidates: 6-ethyllisuride (prodrug 1-allyl-6-ethyllisuride) is a potent D, receptor
agonist as well as lisuride and hence may be used in the treatment of Parkinson's disease. Whether
6-ethyllisuride activates 5-HT,4 and/or H, receptors and whether this has an impact on the usage of
the compound has to be substantiated in further studies. 1-Methyllisuride, 1-methylterguride, dide-
hydrodiperguride, didehydrometerguride, diperguride and meterguride may be applied for the pro-
phylactic therapy of migraine because these ergoline derivatives showed potent antagonism at 5-
HT,g and 5-HT; receptors. 6-Ethylterguride (prodrug 1-allyl-6-terguride) can be used in the therapy
of hyperprolactinemia as it activates D, receptors as well as terguride. In summary, the structural
modification of lisuride and terguride revealed some new potential drug candidates. However, the
parent compounds have to be chemically modified in a different manner and/or at different positi-
ons of the ergoline skeleton to observe considerable increased antagonist potencies. A further opti-
mised urea partial structure may result in a increased and/or different receptor selectivity compared

to the present data.
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