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1. Einleitung

1. Einleitung

Morphin und seine Derivate sind stark wirksame Analgetika, die ihre Funktion Gber
spezifische Rezeptoren vermitteln. Obwohl Opioide in Medizin wie Tiermedizin seit
Jahrzehnten zur Behandlung starker Schmerzzustande unerlasslich sind, kann ihr
therapeutischer Nutzen nach langerfristiger Anwendung durch die Ausbildung
chronischer Opioidwirkungen wie Toleranz und Abhangigkeit erheblich gemindert
werden. Auf zellularer Ebene geht Toleranz oftmals mit einer verminderten
Ansprechbarkeit der Rezeptoren einher, wohingegen die Entstehung von
Abhangigkeit mit kompensatorischen Veranderungen auf Ebene der den
Rezeptoren nachgeschalteten Signalmechanismen in Verbindung gebracht wird.
Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung maoglicher Auswirkungen
intrazellularer Adaptationen im Stadium der Abhangigkeit auf die Agonist vermittelte
Regulation der Rezeptorfunktion unter definierten experimentellen Bedingungen in

einem rekonstituierten Zellsystem.

1.1 Opioiderge Wirkmechanismen

Analgetika vom Morphintyp vermitteln ihre Wirkung Uber Interaktion mit Rezeptoren
der endogenen, peptidergen Opioidsysteme. Diese umfassen die Endorphine,
Dynorphine und Endomorphine (Hughes et al., 1975; Pasternak et al., 1976; Zadina
et al., 1999).

1.1.1 Opioidrezeptoren

Opioidrezeptoren werden in spezifischen Neuronen des zentralen und peripheren
Nervensystems exprimiert und sind an der Schmerzrezeption sowie -transmission
mafgeblich beteiligt (Reisine und Bell, 1993). Auf molekularer Ebene stellen sie
typische G-Protein gekoppelte Rezeptoren dar, die durch sieben transmembrane
Domanen, einem extrazellular gelegenen N-Terminus und einem zytosolischen C-
Terminus charakterisiert sind (Law et al., 2000b). Anhand ihrer Primarstruktur

werden Opioidrezeptoren in u-, 8- und k-Typen eingeteilt (Evans et al., 1992; Chen

1



1. Einleitung

et al., 1993; Yasuda et al., 1993), denen auf pharmakologischer Ebene mit Hilfe
selektiver Liganden wiederum mehrere Subtypen zugeordnet werden kdnnen
(Goldstein und Naidu, 1989; Standifer und Pasternak, 1997). Neben den fur die
Ligandenbindung verantwortlichen extrazellularen Domanen unterscheiden sich die
unterschiedlichen Rezeptortypen vor allem im Bereich der dritten intrazellularen
Schleife und des distalen C-Terminus, die grof3en Einfluss auf die Regulation der
Rezeptorfunktion nach Aktivierung durch einen Agonisten besitzen (Law et al.,
2000b; Waldhoer et al., 2004).

1.1.2 G-Proteine

Opioidrezeptoren Ubertragen ihre Informationen auf intrazellulare Effektorsysteme
Uber Guaninnukleotid-bindende Proteine, die so genannten G-Proteine (Gilman,

1987). Diese stellen heterotrimere Polypeptide dar, die aus einer G,-Untereinheit

AGOMIET-LIGAMDED
'RECEPTUH

|
T e
()%

GTP I l

|EFFECTOR| |EFFECTOR

Abb. 1: Aktivierungszyklus heterotrimerer G-Proteine (Neer, 1994).



1. Einleitung

und einem funktionellen Gg,-Dimer bestehen. Im inaktiven Zustand bindet die
Gq-Untereinheit Guanosindiphosphat (GDP), das nach Aktivierung durch einen
Rezeptor gegen Guanosintriphosphat (GTP) ausgetauscht wird. Durch die mit dem
Nukleotidaustausch einhergehende Konformationsanderung dissoziiert die aktivierte
G.-Untereinheit vom Gg,-Dimer ab, die nun beide ihre jeweiligen Effektorsysteme
regulieren kénnen (Neer, 1994; Harrison et al., 1998). Die SignalUbertragung wird
nach Hydrolyse von GTP zu GDP durch die intrinsische GTPase Aktivitat der
G.-Untereinheit und Reassoziation zum Heterotrimer wieder beendet (Abb. 1). Die
G-Proteine stehen nun wieder flir einen neuen Aktivierungszyklus zur Verfigung
(Neer, 1994). Der G-Proteinzyklus kann durch Interaktion der GTP-beladenen
Gq-Untereinheit mit so genannten ,G protein activating proteins® (GAP-Proteine)
oder auch ,regulators of G protein signaling“ (RGS-Proteine) erheblich beschleunigt
werden, was zu einer Verklrzung der Signallbertragung fuhrt (Hollinger und
Heppler, 2002).

Auf molekularer Ebene zeichnet sich die Familie der heterotrimeren G-Proteine
durch eine ausgesprochene Vielfalt aus, wobei derzeit 23 unterschiedliche G-,
5 Gg- und 10 G,-Untereinheiten bekannt sind (Gudermann et al, 1996). Anhand der
funktionellen Eigenschaften ihrer Gg,-Untereinheiten werden G-Proteine in

4 Familien eingeteilt:

Familie G-Proteine

Gs Gsa, Goral

Gi Gia-3, Goa, Gza
Gq Ggn10, Giea
G2 G120, Gz

Tabelle 1: G-Protein Einteilung (Gudermann et al., 1996).

3



1. Einleitung

Je nach Ausstattung einer Zelle mit G-Proteinen kénnen Opioidrezeptoren ihre
Funktion sowohl Uber inhibitorische G-Proteine als auch Uber Mitglieder der
Gq-Familie vermitteln (Laugwitz et al., 1993; Lee et al., 1998; Ho et al., 2001). Die
Signallbertragung durch inhibitorische G-Proteine, mit Ausnahme von G, kann
durch Pertussis Toxin katalysierte ADP-Ribosilierung blockiert werden (Ho und
Wong, 2001).

1.1.3 Effektorsysteme

1.1.3.1 Adenylylzyklase
Die Adenylylzyklase (AC; EC 4.6.1.1) stellt ein integrales Membranprotein dar, das
die Umwandlung von ATP in den intrazellularen ,second messenger® zyklisches
Adenosin-3’,5’-monophosphat (CAMP) katalysiert (Taussig und Gilman, 1995). In
Saugerzellen wurden derzeit neun verschiedene Isoformen (ACI - ACIX)
identifiziert, die sich in ihrem Verhalten gegeniiber sekundaren Regulatoren wie
inhibitorische G,-Untereinheiten, Gg,-Untereinheiten, Proteinkinasen A, C (PKA, C)
und Raf-1 sowie Calcium/Calmodulin unterscheiden (Hanoune und Defer, 2001;
Sunahara und Taussig, 2002). Adenylylzyklasen sind pseudosymmetrische
Proteine mit einem Molekulargewicht von ca. 120-180 kDa, die aus zwei
hydrophoben Plasmamembrandomanen (M1 und M;) und zwei zytoplasmatischen
Abschnitten (Cq1 und C,) aufgebaut sind (Abb.2). Das katalytische Zentrum wird
dabei von der Kontaktstelle zwischen der C4- und C,-Domane gebildet (Tesmer und
Sprang, 1998). Aufgrund der pseudosymmetrischen Struktur und der Lage des
katalytischen Zentrums erklart sich die bimodale Regulation der enzymatischen
Aktivitat nach Bindung verschiedener Regulatoren an die C4- und C,-Doméne
(Taussig und Gilman, 1995).

Die Aktivitat aller Adenylylzyklasen wird durch aktivierte Gsa-Untereinheiten sowie

durch das Diterpen Forskolin stimuliert, wobei die Effekte bei ACIX nur schwach

ausgebildet sind (Insel und Ostrom, 2003). Die Regulation des intrazellularen

cAMP-Gehaltes durch Opioide ist duRerst komplex und wird von der Anwesenheit

einzelner AC-Isoformen in einem Zellsystem bestimmt. In der Regel hemmen
4



1. Einleitung

Abb. 2: Struktur von Adenylylzyklasen (Ferguson und Storm, 2004).

Opioidrezeptoren durch direkte Bindung inhibitorischer G,-Untereinheiten an die
intrazellulare C4-Domane die Aktivitat der Isoformen ACI, V und VI (Dessauer et al.,
1998). Des weiteren kdénnen die von inhibitorischen G-Proteinen freigesetzten
Gg,-Dimere in Anwesenheit von Gso die Aktivitat der Isoformen ACII und IV
stimulieren (Gao und Gilman, 1991; Taussig et al., 1993a), wahrend die Produktion
von cAMP durch ACI zusatzlich gehemmt wird (Taussig et al., 1993b). Die
G-Protein regulierte enzymatische Aktivitat kann in Abhangigkeit der vorliegenden
Isoform darUber hinaus durch eine Reihe zusatzlicher Faktoren weiter moduliert
werden, wodurch eine Kommunikation mit anderen Effektorsystemen ermdglicht
wird (Sunahara et al.,, 1996; Tan et al., 2001). So hemmt die PKA vermittelte
Phosphorylierung die Aktivitat von ACV (Premont et al., 1992), wahrend die von
ACVI stimuliert wird (Chen et al., 1997). Eine PKC vermittelte Phosphorylierung
stimuliert dagegen die Aktivitat der ACV (Zimmermann und Taussig, 1996). Als
einzig bekannte Isoform unterliegt die ACIX keinerlei Regulation durch Opioide
(Avidor-Reiss et al., 1996).

Das gebildete cAMP reguliert als klassischer ,second messenger® Uber PKA
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vermittelte Phosphorylierung von Serin- und Threoninresten die Funktion einer
Vielzahl von Proteinen wie Rezeptoren, intrazellulare Signalproteine und

Transkriptionsfaktoren (Pierce et al., 2002).

1.1.3.2 Phospholipase C

Die Phospholipase C (PLC) kann durch die direkte Bindung aktivierter G,- und
freier Gg,-Untereinheiten PTX sensitiver G-Proteine aktiviert werden (Miyamae et
al., 1993; Tsu et al., 1995; Ueda et al.,, 1995a). Sie katalysiert die hydrolytische
Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat in zwei Signalmolekile, dem
Inositoltrisphosphat (IP3) und dem Diacylglycerol (DAG). IP; steigert die Freisetzung
von Calcium aus dem Endoplasmatischen Retikulum, wahrend DAG die
enzymatische Aktivitdt der PKC reguliert. Durch Calcium/Calmodulin abhangige
Prozesse kdnnen wiederum indirekt Opioidrezeptoren selbst als auch assoziierte
intrazellulare Signalkaskaden moduliert werden (Berridge, 1993; Chakrabarti et al.,
1998; Ueda et al., 1995b).

1.1.3.3 Mitogen-aktivierte Proteinkinase
Die Familie der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen) wird von
extrazellular Signal-regulierte Kinasen (ERKSs), Stress-aktivierten Proteinkinasen
(SAPKs) und p-38 Kinasen gebildet, wobei in einer einzelnen Zelle mehrere
alternative Signalwege bestehen kénnen. Am besten studiert ist die
Phosphorylierung und damit Aktivierung von ERK-1 (p44"APX: 44 kDa ) und ERK-2
(p42VAPK: 42 kDa), an der von Opioidrezeptoren freigesetzte Gg-Untereinheiten
mafRgeblich beteiligt sind (Burt et al., 1996). Uber mehrere redundante Signalwege
(PKC, c-SRC, Transaktivierung von Thyrosinkinase Rezeptoren) wird zunachst das
kleine G-Protein Ras aktiviert, das seine Information Uber die Proteinkinasen Raf-1,
MEK und MEKK weiterleitet und letztendlich die Phosphorylierung von ERK-1 und -
2 bedingt (Davis, 1993; Crespo et al., 1994). Die aktivierten MAP-Kinasen greifen

als klassische Transkriptionsfaktoren in die Genregulation ein und nehmen somit
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Einfluss auf Zelldifferenzierung und -proliferation (Seger und Krebs, 1995). Darlber
hinaus konnten neuere Untersuchungen den MAP-Kinasen weitere Funktionen
zuschreiben, wie der direkten Phosphorylierung von Opioidrezeptoren (Kramer et
al., 2000; Schmitt et al., 2000) und dem an der Rezeptorinternalisierung beteiligten

B-Arrestin 1 (Lin et al., 1997).

1.2 Mechanismen der chronischen Opioidwirkung
Die chronische Aktivierung von Opioidrezeptoren fuhrt zu Adaptationen in der
Rezeptorfunktion selbst sowie auf Ebene der nachgeschalteten intrazellularen
Signalkaskaden, welche beide an der Ausbildung von Toleranz und Abhangigkeit

beteiligt sind.

1.2.1  Toleranz
Unter Toleranz versteht man die Abschwachung der akuten Wirkung eines
Pharmakons nach seiner langerfristigen Verabreichung. Damit muss die Dosis
standig erhdéht werden, um den urspringlichen Effekt aufrecht zu erhalten (Collier,
1984). Auf zellularer Ebene wird Toleranz gegentiber Opioiden hauptsachlich durch
eine verminderte Sensibilitat der Rezeptoren vermittelt (Desensibilisierung), die
oftmals mit einer Abnahme der Oberflachenrezeptoren (Internalisierung) einhergeht
(Johnson und Fleming, 1989). Unter physiologischen Bedingungen ist die Zahl der
Oberflachenrezeptoren Ausdruck eines dynamischen Gleichgewichts zwischen
kontinuierlich ablaufenden Mechanismen der Endozytose und des Recyclings von
Rezeptoren (Szekeres et al., 1998), das nach langerfristiger Einwirkung eines
Agonisten in Richtung Endozytose verschoben werden kann und zur Abnahme der
Zahl von Oberflachenrezeptoren flhrt. Dieser als Rezeptorinternalisierung
bezeichnete Prozess wurde urspringlich am Beispiel des B2-Adrenozeptors studiert
und nachfolgend auf andere G-Protein gekoppelte Rezeptoren (bertragen
(Ferguson et al., 1996a; Hausdorff et al., 1990). Fur Opioidrezeptoren zeigten sich
dabei bedeutende Unterschiede im Internalisierungsverhalten der einzelnen
Rezeptortypen. Wahrend o5-Opioidrezeptoren und «k-Rezeptoren des Menschen
7
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bereits nach kurzzeitiger Agonistexposition mit einer ausgepragten Internalisierung
antworten (Li et al., 1999; Zhang et al., 1999), fihrt eine langerfristige Aktivierung
von p-Opioidrezeptoren und k-Rezeptoren der Ratte selbst mit hoch effizienten
Liganden nur zu einer geringfugigen Abnahme an Oberflachenrezeptoren (Koch et
al., 1998; Zhang et al., 2002). Dartber hinaus kénnen verschiedene Agonisten am
gleichen Rezeptor eine unterschiedliche starke Internalisierung des Rezeptors
auslosen. So besitzen z.B. Etorphin und Opioidpeptide eine ausgepragte
intrinsische Aktivitat den 8- und p-Rezeptor zu internalisieren, wahrend Morphin die
Rezeptoren lediglich aktivieren aber nicht desensibilisieren und internalisieren kann
(Keith et al., 1996; Whistler und von Zastrow, 1998; Eisinger et al., 2002). Somit
nimmt Morphin eine Sonderstellung ein, die neben der Rezeptordesensibilisierung
auf die Existenz weiterer alternativer zellularer Mechanismen der
Toleranzentstehung schlieRen lasst (Whistler et al., 1999). Die wesentlichen an der
Rezeptordesensibilisierung und -internalisierung beteiligten Schritte werden

nachfolgend am Beispiel des 5-Opioidrezeptors beschrieben (Abb. 3).

1.2.1.1 Rezeptorphosphorylierung
Die Bindung eines Agonisten an den 6-Opioidrezeptor fuhrt zur Aktivierung und
Dissoziation seiner assoziierten G-Proteine. Die aktivierte Rezeptorkonformation
wird dadurch zuganglich fur spezifische G-Protein gekoppelte Rezeptorkinasen
(GRKs), die eine schnelle Phosphorylierung des 3-Opioidrezeptors an definierten
Serin- (Ser 363) und Threoninresten (Thr 358) im Bereich des dritten intrazellularen
Loops und des C-Terminus bewirken (Kouhen et al., 2000). Von den
Rezeptorkinasen sind derzeit sind 6 verschiedene Isoformen bekannt (Pitcher et al.,
1998), wobei GRK2 und 3 an der Phosphorylierung des &-Opioidrezeptors
maldgeblich beteiligt sind (Pei et al., 1995; Guo et al., 2000; Lowe et al., 2002). Die
Umverteilung der primar zytosolischen Proteine hin zur Zellmembran wird Uber eine
so genannte Pleckstrin homologe (PH) Doméane vermittelt, die an freie
Gg,-Untereinheiten aktivierter G-Proteine bindet (Touhara et al., 1994). Der

phosphorylierte Rezeptor koppelt von seinen nachgeschalteten G-Proteinen ab,
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wodurch einerseits die Signalweiterleitung unterbrochen und andererseits der

Rezeptor als Substrat fur weitere regulatorische Schritte zuganglich wird.

1.2.1.2 Rezeptorendozytose

Der aktivierte und phosphorylierte 3-Opioidrezeptor rekrutiert weitere zytosolische
Proteine an die Plasmamembran, p-Arrestin 1 und 2, die den Rezeptor Uber
Vermittlung mit dem Adapterprotein AP2 an Clathrin reiche Membrandoménen
anlagern (Ferguson et al., 1996b; Kovoor et al., 1997; Lowe et al., 2002). Daraufhin
bilden sich spezielle Membranausbuchtungen aus, die so genannten ,clathrin
coated pits®, die sich mit Hilfe eines weiteren zytosolischen Proteins, dem Dynamin,
von der Plasmamembran abschniren und als frithe Endosomen in das Zellinnere
transportiert werden (Goodman et al., 1996; Chu et al., 1997).

1.2.1.3 Rezeptorrecycling und -degradation
In den frihen Endosomen entscheidet sich das weitere Schicksal der endozytierten
d-Opioidrezeptoren. Bei kurzzeitiger Agonisteinwirkung werden die Rezeptoren
aufgrund des sich in den frihen Endosomen einstellenden Abfalls des pH-Wertes
und der damit einher gehenden Konformationsdnderung von sauren Phospatasen
dephosphoryliert (Pitcher et al., 1995). Die Rezeptoren kénnen darauf hin in so
genannten ,recycling endosomes” wieder zur Plasmamembran zurlckgebracht
werden (Rezeptorrecycling), wodurch eine Resensibilisierung der Rezeptorfunktion
erfolgt (Trapaidze et al., 2000). Halt der Stimulus dagegen langer an, kdnnen
spezielle ,sorting proteins® an den zytosolisch zuganglichen C-Terminus des
5-Opioidrezeptors binden (Ko et al., 1999; Whistler et al., 2002). Diese vermitteln
die Verschmelzung der Endosomen mit Lysosomen zu so genannten
Endolysosomen, in denen die Rezeptoren schliellich durch lysosomale Proteasen

degradiert werden (Sibley et al., 1986; Tanowitz und von Zastrow, 2003).
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Abb. 3: Mechanismus der Agonist vermittelten Desensibilisierung und
Internalisierung G-Protein gekoppelter Rezeptoren
(von Zastrow et al., 2003).

1.2.2 Abhangigkeit
Die Eigenschaft von Morphin die Rezeptorinternalisierung zu umgehen resultiert in
einer permanenten inhibitorischen Signaltransduktion, die zur Ausbildung
kompensatorischer Adaptationen auf intrazellularer Ebene fuhrt (Wang et al., 2003).
Diese sind einerseits an der Entstehung von Toleranz gegentber Morphin beteiligt,
andererseits gehen sie mit der Ausbildung von Abhangigkeit einher (Whistler und
von Zastrow, 1998; Taylor und Fleming, 2001; Williams et al., 2001). Das am
besten studierte zellulare Korrelat fur Abhangigkeit stellt die Sensibilisierung der
Adenylylzyklase dar, die sich nach dem Entzug des Opioids in einer

Uberschieflenden cAMP-Produktion manifestiert (Thomas und Hoffman, 1987;
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Johnston und Watts, 2003). Dieses auch als Supersensitivitat der Adenylylzyklase
bezeichnete Phanomen wurde urspringlich an 3-Opioidrezeptor tragenden
Neuroblastoma x Glioma (NG108-15) Hybridzellen beobachtet (Sharma et al.,
1975) und in der Folge fir eine Vielzahl inhibitorischer Rezeptoren
(a2-Adrenozeptoren, CB1 Cannabinoidrezeptoren, muskarinerge Acetylcholin-
rezeptoren) beschrieben (Thomas und Hoffman, 1996; Nevo et al., 1998; Rhee et
al.,, 2000). Die Adaptation auf Ebene der Adenylylzyklase wird durch eine
kontinuierliche Hemmung Gia regulierter Isoformen ausgelést (AC I, V, VI und VIII)
und kann durch Unterbrechung der Signalkaskade mit Pertussis Toxin bzw.
Blockade der Reassoziation heterotrimerer G-Proteine durch Komplexierung freier
Ggp,-Untereinheiten verhindert werden (Avidor-Reiss et al., 1996 und 1997; Ammer
und Christ, 2002; Sunahara und Taussig, 2002). Dagegen ist der Mechanismus der
Uberschielfenden cAMP-Produktion nach Opioidentzug noch weitgehend
unbekannt. Diskutiert werden eine verstarkte Bindung aktivierter Gsa -
Untereinheiten an die Adenylylzyklase (Ammer und Schulz, 1995, 1996, 1998), eine
verstarkte Expression von ACI und VIII (Matsuoka et al., 1994; Nestler und
Aghajanian, 1997) sowie eine veranderte Kopplung inhibitorischer Opioidrezeptoren
an stimulatorische Signalkaskaden im Stadium der Abhangigkeit (Szucs et al.,
2004). Die Erhdéhung intrazellularer cAMP-Konzentrationen greift Gber die
Expression cAMP regulierter Transkriptionsfaktoren (CAMP response element
binding protein; CREB) in die Genregulation ein und tragt so zur Ausbildung von
Langzeiteffekten nach chronischer Opioidexposition bei (Lane-Ladd et al., 1997;
Nestler und Aghajanian, 1997).

Neben der Adenylylzyklase wurden in jlingster Zeit weitere chronisch Morphin
induzierte Adaptationen auf Ebene der den Opioidrezeptoren nachgeschalteten
Signalmechanismen identifiziert. Diese betreffen sowohl Phospholipase C
vermittelte Stoffwechselwege als auch eine veranderte Phosphorylierung
intrazellularer Signalproteine (Chakrabarti et al., 2001; 2003). So kann eine
chronische Morphinbehandlung durch Phosphorylierung der Gg-Untereinheit in den

G-Proteinzyklus und von GRK2 in den Mechanismus der Rezeptorinternalisierung
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eingreifen. An HEK293 und NG108-15 Zellen konnte in der Tat kirzlich eine
Blockade der Agonist vermittelten Rezeptorinternalisierung nach einer chronischen
Morphinbehandlung gezeigt werden, die als weiteres zelluldres Korrelat flr

Abhangigkeit interpretiert wurde (Eisinger et al., 2002).

1.2.3 Hypersensibilisierung

Neben der Ausbildung von Toleranz kénnen auf Rezeptorebene auch gegenteilige
Adaptationsphdnomene in Folge einer chronischen Opioidexposition ausgeldst
werden. So wurde in Morphin abhangigen Ratten eine paradoxe Sensibilisierung
der LH- und Prolaktinantwort auf Naloxon beschrieben (Almeida et al., 1985). Des
weiteren kann nach wiederholter, systemischer Gabe von Opioiden ein vermehrtes
Schmerzempfinden gegenliber mechanischen und thermischen Reizen beobachtet
werden (Célerier et al, 2000). Dieses als Hyperalgesie oder Allodynie bezeichnete
Phanomen wird als eine mogliche Form der Gegenregulierung zu Toleranz
interpretiert und durch vermehrte Aktivierung spinaler N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-
Rezeptoren vermittelt (Woolf und Thompson, 1991; Koppert, 2004). Die
Wechselwirkung zwischen NMDA und Opioidrezeptoren wird durch eine gesteigerte
Aktivitat der PKC nach chronischer Opioidbehandlung erklart (Célerier et al., 2000;
Guo et al., 2002).

1.3 Fragestellung

Die chronische Aktivierung von Opioidrezeptoren mit Morphin fuhrt zur Ausbildung
von Toleranz und Abhangigkeit, die im Vergleich zu hoch effizienten Agonisten ohne
Desensibilisierung und Internalisierung des Rezeptors einhergeht. Vielmehr
provoziert die uneingeschrankte inhibitorische Signaltransduktion kompensatorische
Adaptationen auf Ebene der den Rezeptoren nachgeschalteten intrazellularen
Signalmechanismen, die einerseits der akuten Opioidwirkung entgegenwirken und
andererseits mit dem Stadium der Abhangigkeit assoziiert werden. Die

Sensibilisierung der Adenylylzyklase stellt den bisher einzigen zellularen Marker der
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Abhangigkeit dar, neuere Untersuchungen weisen jedoch auf mdgliche zusatzliche

Adaptationen in den Mechanismen der Rezeptorregulation hin.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb zu untersuchen, ob die chronische
Morphinbehandlung zu Adaptationen in der Agonist vermittelten Desensibilisierung
und Internalisierung von Opioidrezeptoren fuhrt. Folgende Aspekte waren dabei von

besonderem Interesse:

- Geht die chronische Morphinbehandlung mit einer Abschwachung oder

Verstarkung der Agonist induzierten Rezeptorinternalisierung einher?

- Sind die Adaptationen in der Rezeptorregulation an eine Sensibilisierung

der Adenylylzyklase gebunden?

- Wie greift die chronische Morphinbehandlung in die Mechanismen der

Rezeptorregulation ein?

- Welches Rezeptor assoziierte Signal vermittelt die Induktion zellularer

Adaptationen nach chronischer Morphinbehandlung?

- Beruht die Regulation der Rezeptorfunktion und die Sensibilisierung der
Adenylylzyklase nach chronischer Morphinbehandlung auf identischen

intrazellularen Adaptationen?
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2. Material und Methoden
2.1 Zellmodell

Der Einfluss von Adenylylzyklasen auf die Internalisierung des &-Opioidrezeptors
nach chronischer Morphinbehandlung wurde an COS-7 Zellen untersucht. Hierbei
handelt es sich um eine mit dem Simian Virus 40 (SV40) transformierte permanente
Nierenzellkultur der griinen Meerkatze (Cercopithecus aethiops), die durch stabile
Expression des Tumorantigens (T-Antigen) zur episomalen Replikation von
Plasmiden mit einem entsprechenden Promotor (SV40 origin) befahigt sind
(Gluzman, 1981). COS-7 Zellen stellen daher ein klassisches Zellmodell zur
transienten Uberexpression von Proteinen dar (Watson et al., 1993). Sie eignen sich
insbesondere fir funktionelle Studien der Adenylylzyklase, da sie nur Uber eine
einzige endogene Isoform der Adenylylzyklase verfliigen (ACIX), die zudem nicht
Uber inhibitorische G-Proteine regulierbar ist (Premont, 1994). Die Untersuchungen
zur Regulation der Rezeptorfunktion wurden am Modell des §-Opioidrezeptors
durchgefuhrt, der nach kurzzeitiger Agonistexposition einer ausgepragten

Internalisierung unterliegt (Belcheva et al., 1992).

2.2 Verwendete Plasmide

Zur Gewahrleistung vergleichbarer Transfektionsbedingung wurden alle cDNAs in
einen einheitlichen Expressionsvektor (Plasmid pcDNA3.1(+); Fa. Invitrogen)

subkloniert. Folgende Konstrukte wurden verwendet:

e -Opioidrezeptor (Yasuda et al., 1993): DORpcDNAS.1(+)
e Adenylylzyklase Typ V (Wallach et al., 1994): ACVpcDNAS.1(+)
e Cy-Fragment der ACV (Ammer; unverdffentlicht):  ACV-C1-pcDNA3.1(+)
e Adenylylzyklase Typ VI (Krupinski et al., 1992) ACVIpcDNA3.1(+)

e Adenylylzyklase Typ Il (Feinstein et al., 1991) ACIlIpcDNA3.1(+)
14



2. Material und Methoden

Von den cDNAs des 6-Opioidrezeptors, der ACV und des Cq-Fragments der ACV
wurden ebenfalls Hamagglutinin (HA)-markierte Konstrukte hergestellt und in den
Vektor pcDNA3.1(+) eingebracht (HA-DORpcDNA3.1(+); HA-ACVpcDNAS3.1(+) und
HA-ACV-C1-pcDNAS3.1(+)). Die exprimierten Proteine konnten mittels eines gegen

das HA-Epitop gerichteten Antikorpers im Westernblot dargestellt werden.

2.3 Kultivierung der Zellen

Alle in der Zellkultur verwendeten PlastikgefiaRe wurden von der Firma TPP®
bezogen. Die Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von der Fa.

Sigma-Aldrich bezogen (siehe Anhang).

2.3.1 Materialien

Wachstumsmedium:

500 ml Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium (DMEM; Fa. PAA)

10 % (v/v) Fotales Kalberserum (FKS; Fa. PAA), inaktiviert (65°C/30 min)
4 mM L-Glutamin (Fa. PAA)

100 1U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin (Fa. PAA)

3 ng/ml Enrofloxacin (Fa. ICN Biochemicals)

Einfriermedium:

Wachstumsmedium mit 20 % (v/v) FKS
10 % (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO)

Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (PBS):

8¢ NaCl
0,29 KCI
15



2. Material und Methoden

21459 Na,HPO4 x 7 H20
ad 1 L Aqua bidest.; pH 7,43

PBS/EDTA:

0,04 % (m/v)  Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) in PBS; pH 7,43

Trypsin/EDTA-LOsuUNg:

0,05 % (m/v)  Trypsin
0,02 % (m/v) EDTA in PBS; pH 7,43

2.3.2  Durchfiihrung

Alle Arbeitsschritte erfolgten unter sterilen Bedingungen im Laminar Flow (Modell
6.12 S; Fa. BDK). COS-7 Zellen wurden als Monolayer im Brutschrank (Fa.
Heraeus) bei 37°C und einer Atmosphare bestehend aus 5 % (v/v) CO; in Luft und
gesattigtem Wasserdampf kultiviert. Die Zellen wurden routinemafig zwei bis drei
mal pro Woche nach Trypsinbehandlung im Verhaltnis von 1/5 bis 1/10 passagiert.
Hierzu wurde das Wachstumsmedium abgesaugt, die Zellen 1 x mit warmen
PBS/EDTA gewaschen und anschlieBend durch Zugabe von 1 ml Trypsin/EDTA-
Lésung und Inkubation fir 1-2 min im Brutschrank abgelést. Das Trypsin wurde
durch Zugabe von Wachstumsmedium inaktiviert, die Zellen von ihrer Unterlage
abgespult und nachfolgend im gewlnschten Verdlinnungsverhéltnis auf

Petrischalen oder Zellkulturflaschen Uberfihrt.

Da bei COS-7 Zellen mit fortschreitender Passagierung die Transfektionseffizienz
nachlasst, wurde zur Beginn der Arbeit ein groRerer Stock von COS-7 Zellen in
flissigem Stickstoff angelegt. Hierzu wurden die Zellen von ihrer Unterlage

abgeldst, bei 4°C und 300 x g pelletiert und in 1 ml eiskaltem Einfriermedium
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resuspendiert. Die Zellen wurden in ein Einfrierréhrchen Uberfihrt, in der
Styroporbox bei -70°C eingefroren und anschlieRend in flissigem Stickstoff bei
-196°C gelagert. Aus diesem Stock konnten bei Bedarf neue Zellen aufgetaut
werden. Nach Entnahme eines Aliquots aus dem flussigen Stickstoff wurden die
Zellen in 10 ml eiskaltem Wachstumsmedium resuspendiert und durch
anschlieBende Zentrifugation in der Minifuge (Fa. Heraeus; 4°C; 300 x g) von
Resten des Einfriermediums befreit. Die Zellen wurden in 37°C warmen
Wachstumsmedium aufgenommen, auf Zellkulturflaschen ausgesat und wie oben

beschrieben kultiviert.

2.4 Transiente Expression von Plasmid-DNA in COS-7 Zellen
241 Gewinnung und Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

In Bakterien vermehrte Plasmide kénnen mit Hilfe der alkalischen
Extraktionsmethode isoliert werden (Birnboim und Doly, 1979). Dabei werden die
Bakterien durch die Anwesenheit von SDS lysiert und die DNA denaturiert. Durch
Zugabe von Kaliumacetat wird die chromosomale DNA zusammen mit denaturierten
Proteinen gefallt. Die doppelstrangige Plasmid-DNA wird nach Abzentrifugation des
Prazipitats im Uberstand isoliert, mit Isopropanol geféllt und in Aqua bidest.
aufgenommen. Die Ausbeute und Reinheit der Plasmid-DNA kann anschlieRend

photometrisch bei A = 260/280 nm bestimmt werden.

2.4.1.1 Materialien

Luria-Bertani Medium (LB-Medium):

2049 LB Broth Base
ad 1 L Aqua bidest.; autoklaviert
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NucleoBond® Puffer (Fa. Macherey-Nagel):

Puffer S1:

50 mM
10mM
100 pg/ml

Puffer S2:

280 mM
1 % (m/v)

Puffer S3:

2,8 M

Puffer N2:

100 mM

15 % (v/v)
900 mM
0,15 % (m/v)

Puffer N3:

100 mM
15 % (v/v)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)/HCI
EDTA

RNase A

in Aqua bidest.; eingestellt auf pH 8,0

NaOH
SDS
in Aqua bidest.

Kaliumacetat

in Aqua bidest.; eingestellt auf pH 5,1

Tris/H3zPO4

Ethanol

KCI

t-Octylphenoxypolyethoxyethanol (Triton-X-100)
in Aqua bidest.; eingestellt auf pH 6,3

Tris/ H3PO4
Ethanol
18
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1,15 M KCI
in Aqua bidest.; eingestellt auf pH 6,3

Puffer N5:

100 mM Tris/H3PO4
15 % (v/v) Ethanol
1M KCI

in Aqua bidest.; eingestellt auf pH 8,5

2.4.1.2 Durchfiihrung

Von jedem Plasmid wurden transformierte E. coli als Stock in Glycerol bei -70°C
aufbewahrt. Mit einer autoklavierten Pipettenspitze wurde eine kleine Menge an
Bakterien entnommen, in 3 ml LB-Medium mit Ampicillin (60 ug/ml) Gberflhrt und
Uber Nacht bei 37 °C unter starkem Schitteln inkubiert. Als Negativkontrolle wurde
LB-Medium mit Ampicillin aber ohne Bakterienzusatz kultiviert. Von den
Bakterienkulturen wurden jeweils 50 pl steril entnommen, in einen Erlenmeyer-
kolben mit 250 ml LB-Medium und Ampicillinzusatz (50 pg/ml) transferiert und
wiederum Uber Nacht bei 37 °C im Schittelinkubator inkubiert. Die Bakterienkultur
wurde auf 4°C gekuhlt und fiir 15 min bei 6.000 x g im GSA-Rotor pelletiert (Sorvall®
RC-5; Fa. DuPont Instruments). Der Uberstand wurde verworfen und die Bakterien
in 12 ml Puffer S1 vorsichtig resuspendiert. Die Bakterien wurden nach Zusatz von
12 ml Puffer S2 fur 5 min bei Raumtemperatur lysiert und die Proteine sowie
chromosomale DNA durch Zugabe von Puffer S3 innerhalb von 5 min gefallt. Die
Plasmid-DNA wurde nach 2-maliger Zentrifugation im SS34-Rotor (12.000 x g; 20
min; 4 °C) aus dem Uberstand isoliert und durch Sé&ulenchromatografie
(NucleoBond® AX500; Fa. Macherey-Nagel) aufgereinigt. Hierzu wurde der
Anionenaustauscher mit 6,0 ml Puffer N2 equilibriert, der oben gewonnene

Uberstand auf die Saule aufgetragen und die nicht gebundenen Anteile mit 32 ml
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Puffer N3 ausgewaschen. Die Plasmid-DNA konnte anschlielend mit 15 ml Puffer
N5 eluiert und mit 11 ml Isopropanol geféllt werden. Das DNA-Pellet wurde einmal
mit 5 ml 70 %-igem Ethanol gewaschen, eingetrocknet und schlie3lich in 500 pl
sterilem Aqua bidest. aufgenommen. Die Plasmide wurden in 50 pl Aliquots bei
-20°C gelagert.

Die Ausbeute an Plasmid-DNA wurde im Spektrophotometer (Modell U 3200; Fa.
Hitachi Instruments) bei einer Wellenlange von A = 260 nm in Quarzkivetten mit
1 cm Schichtdicke bestimmt. Eine optische Dichte (OD) von 1 entspricht dabei einer

DNA Konzentration von 50 pg/ml.

Die Reinheit der Plasmidpraparationen wurde gleichzeitig durch Bestimmung der
optischen Dichte bei einer Wellenlange von A = 280 nM (Absorptionsmaximum von
Proteinen) und der Bildung des Quotienten aus OD 260 / OD 280 abgeschéatzt. Nur

Praparationen mit einem Quotienten > 1,8 wurden zur Transfektion verwendet.

2.4.2 Restriktionsverdau

Die Identitat der verwendeten Plasmide wurde durch Restriktionsverdau mit Hilfe
geeigneter Endonukleasen verifiziert. Die Restriktionsenzyme wurden so gewahlt,
dass flr jede cDNA ein charakteristisches Fragmentmuster erzeugt wurde. Die
DNA-Fragmente wurden nachfolgend durch Agarose-Gelelektrophorese ihrer Lange

nach aufgetrennt.

2.4.2.1 Materialien

Restriktionsenzyme (10 U/ul; Fa. Promega)

Reaktionspuffer (Puffer H; 10 x konzentriert; Fa. Promega)
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2.4.2.2 Durchfuhrung

2 pl Reaktionspuffer, 1 U Enzym und 1 pg Plasmid-DNA wurde mit sterilem Aqua
bidest. auf ein Gesamtvolumen von 20 pl gebracht. Zur Uberpriifung der
Enzymaktivitat wurde ein Kontrollplasmid mit bekanntem Restriktionsmuster mit
angesetzt (Positivkontrolle). Die Ansatze wurden flir 1 h bei 37 °C im Personal

Cycler (Fa. Biometra) inkubiert.

2.4.3 Agarose-Gelelektrophorese

Im Agarosegel kann DNA durch Anlegen einer elektrischen Spannung entsprechend
ihrer Grole aufgetrennt werden. Die Detektion der DNA erfolgt nach Anféarben
mittels Ethidiumbromid im UV Licht. Die GréRenbestimmung der DNA-Fragmente

erfolgt anhand eines Langenstandards.

2.4.3.1 Materialen

Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer):

40 mM Tris/HCI
2 mM Na;EDTA x 2 H,O

in Aqua bidest.; eingestellt auf pH 8,5 mit Essigsaure

1 % (m/v) Agarosegel:

0,3 mg Agarose
0,25 ug Ethidiumbromid
in 30 ml TAE-Puffer geldst
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2.4.3.2 Durchfuhrung

Zur Auftrennung von DNA Fragmenten wurde eine Mini-Gelelektrophorese Kammer
(Modell B1A; Fa. Peqglab) verwendet. Als Laufmittel diente TAE-Puffer. Jeder
Restriktionsansatz wurde mit 4 ul Auftragspuffer (6 x Loading Dye Solution; Fa. MBI
Fermentas) versetzt und 20 ul davon in die Probentaschen des Gels pipettiert. Als
Langenstandard diente eine DNA-Leiter (GeneRuler™; Fa. MBI Fermentas). Die
Auftrennung der Fragmente erfolgte flir 1 h bei einer Stromstarke von 70 mA.
AnschlieRend wurde das Gel im Videodensitometer unter UV Licht (Modell E.A.S.Y.
RH-3 ; Fa. Herolab) ausgewertet.

2.4.4 Transfektion von COS-7 Zellen

Als Transfektion wird das Einbringen fremder DNA in Saugerzellen mit Hilfe
geeigneter Vektoren bezeichnet. Die in dieser Arbeit verwendete Methode der
Calciumphosphat Co-Prazipitation basiert auf der Bildung unléslicher Komplexe aus
Calcium und Phosphatresten der DNA, die durch Endozytose von den Zellen
aufgenommen werden (Chen und Okayama, 1987). Durch die Fahigkeit zur
episomalen Replikation von Plasmiden stellen COS-7 Zellen ein klassisches
transientes Expressionssystem dar, die fir jeden Versuch gesondert transfiziert

werden mussen.

2.4.4.1 Materialien

Calciumchlorid-L6sung (CaCly-Losunq):

3,689 CaCl; x 2 H,0O
in 10 ml Aqua bidest.; steril filtriert
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Transfektionspuffer (BBS):

0,819¢ NaCl
0,02 g NagHPO4X 7 HZO
0,533 g N’N-bis-Aminoethansulfonsaure (BES)

in 50 ml Aqua bidest.; eingestellt auf pH 6,95; steril filtriert

2.4.4.2 Durchfuhrung

Zur Transfektion wurden COS-7 Zellen auf Petrischalen mit 10 cm Durchmesser
ausplattiert und bei ca. 70 % Konfluenz fir die Versuche verwendet. Kurz vor der
Transfektion wurde das Medium abgesaugt und durch 10 ml frisches
Wachstumsmedium ersetzt. Die Transfektionsansatze wurden wie folgt vorbereitet:
In ein Polypropylenréhrchen (Losung A) wurde eine Gesamtmenge von 10 ug
Plasmid-DNA in 450 yl Aqua bidest. geldst und im Anschluss daran tropfenweise 50
ul CaCl, Losung unter leichtem Mischen zugesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde
anschlieBend unter leichtem Schutteln zu 500 ul BBS (Rohrchen B) gegeben und
fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Transfektionsansatz wurde gemischt,

auf die Zellen getropft und diese Uber Nacht inkubiert.

2.5 Behandlung der Zellen mit Opioiden

2.5.1 Verwendete Substanzen

Morphin-HCI (Fa. Merck)
[D-Ala?, D-Leu’]Enkephalin (DADLE; Fa. Bachem)
Naloxon-HCI (Fa. Merck)

2.5.2 Durchfiihrung

Am Tag nach der Transfektion wurden die Zellen gewaschen, gepoolt und in einem
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Verhaltnis von 1/3 auf neue Petrischalen mit 10 cm Durchmesser ausplattiert.
Zugleich wurde dem Wachstumsmedium zur Induktion von Toleranz und
Abhangigkeit 1 yM Morphin aus einer 100 x Stammlésung zugegeben und die
Zellen fur weitere 48 h inkubiert (Avidor-Reiss et al., 1996). Unbehandelte Zellen
dienten als Kontrolle. Nach Ablauf der chronischen Vorbehandlung musste das
Morphin zunachst durch 3-maliges Waschen mit eiskaltem PBS entfernt werden. Im
Anschluss daran wurden die Zellen mit 37°C warmen 0,1 % (v/v) FKS-haltigem
Wachstumsmedium aufgenommen, dem entweder wiederum Morphin oder DADLE
(1 uM) zur Aufrechterhaltung von Toleranz und Abhangigkeit bzw. zur Induktion der
Rezeptorinternalisierung zugesetzt wurde. Die Zellen wurden fur 1 h bei 37°C im
Brutschrank stimuliert bevor die Reaktion durch Abklhlen auf 4°C gestoppt wurde.
Die Zellen wurden wiederum 3 x mit eiskaltem PBS gewaschen, mit Hilfe eines
Zellschabers vom Untergrund abgelést, pelletiert (300 x g; 10 min) und zur

Herstellung von Membranen verwendet.

2.6 Bestimmung von 3-Opioidrezeptoren

Die Bestimmung von Zelloberflachenrezeptoren erfolgte mittels

Radioligandenbindung an isolierte Plasmamembranen (Vachon et al., 1987).

2.6.1 Membranpraparation
2.6.1.1 Materialien

Homogenisierungspuffer:

5mM Tris/HCI

1 mM Ethylenglycol-bis-B-aminoethylether N,N,N’,N’-Tetraessigsaure
(EGTA)

1 mM Dithiothreitol (DTT; Fa. Gerbu)

geldst in Aqua bidest.; eingestellt auf pH 7,4
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Bindungspuffer:

50 mM Tris/HCI
5 mM MgCl,
geldst in Aqua bidest.; eingestellt auf pH 7,4

2.6.1.2 Durchfuhrung

Alle Arbeitsschritte erfolgten bei 4°C im Eisbad. Das Zellpellet wurde in 10 ml
Homogenisierungspuffer aufgenommen und fir 10 sec homogenisiert (Polytron,
Stufe 6; Fa. Bachofer). Nicht zerstorte Zellen sowie Zellkerne wurden durch
anschlieBende Zentrifugation bei 300 x g fir 10 min abgetrennt. Der Uberstand
wurde gewonnen und schwere Plasmamembranen durch Zentrifugation bei 30.000
x g fir 30 min im SS34 Rotor (Sorvall®, Fa. DuPont Instruments) isoliert. Das
Membranpellet wurde 1 x mit Homogenisierungspuffer gewaschen, in 2 ml

Bindungspuffer aufgenommen und sofort flir die Radioligandenbindung verwendet.

2.6.2 Radioligandenbindung
2.6.2.1 Bestimmung der Dissoziationskonstante (Kq)

2.6.2.1.1 Prinzip

Als Dissoziationskonstante (Kq) wird diejenige Konzentration eines Liganden
bezeichnet, bei der 50 % der Rezeptoren besetzt sind. Sie wird in Sattigungs-
experimenten aus dem Verhaltnis des gebundenen zum freien Anteil eines
Radioliganden ermittelt. Bei konstanter Rezeptorzahl nahert sich der Anteil des
gebundenen Radioliganden mit steigender Ligandenkonzentration in Form einer
hyperbolen Funktion einem Plateau an, das der maximalen Bindungskapazitat
(Bmax) entspricht. Die Kq dagegen ist als diejenige Radioligandenkonzentration

definiert, bei der 50 % der Bindungsstellen besetzt sind.
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Nach der Scatchard-Transformation kann aus jeder beliebigen

Ligandenkonzentration auf die Bmax geschlossen werden (Scatchard, 1949):

Bo x (L + Kg)

Bmax =

Legende:

Bmax = Maximale Bindungskapazitat
By = spezifische Bindung
Kq = Dissoziationskonstante des Radioliganden

L = Konzentration des Radioliganden

Aus einem Sattigungsexperiment kdnnen die Werte fir Bnax und Ky grafisch aus
dem Scatchard-Plot abgeleitet werden. Hierzu wird das Verhaltnis von gebundenem
zu freiem Radioliganden in Form einer Geraden gegen den gebundenen Liganden
aufgetragen. Die Schnittstelle der Geraden mit der x-Achse entspricht dem Wert fur

die Bmax. Der negativ reziproke Wert der Steigung (s) entspricht der Kg.

Fir die in dieser Arbeit verwendete Methode der Quantifizierung von
Oberflachenrezeptoren durch 1-Punkt Messung war es notwendig, die Kqy fiir *H-
Diprenorphin am 8-Opioidrezeptor zu bestimmen. *H-Diprenorphin ist ein nicht
selektiver Antagonist am 5-Opioidrezeptor mit hoher Affinitdt zu G-Protein
gekoppelten und ungekoppelten Rezeptoren. Die Bestimmung der spezifischen
Bindung erfolgt in Anwesenheit eines hohen molaren Uberschusses an Naloxon,

einem ebenfalls nicht selektiven Antagonisten am &-Opioidrezeptor.

Die spezifische Bindung von °H-Diprenorphin am §-Opioidrezeptor kann nach

folgender Gleichung ermittelt werden:

Bo = Biotal — Bunspec.
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Legende:
Bo = spezifische Bindung von *H-Diprenorphin
Biotal = Bindung von 3H-Diprenorphin in Abwesenheit von Naloxon
Bunspec. = Bindung von 3H-Diprenorphin in Anwesenheit von Naloxon

2.6.2.1.2 Materialien

*H-Diprenorphin (spezifische Aktivitit = 53 Ci/mmol; Fa. Amersham Biosciences)

Stammldsung: 16 nM in Bindungspuffer

Naloxon-HCI (Fa. Merck)
Stammldsung: 100 uM

Blockldsung fiir GF/B-Filter (Whatman®; Fa. VWR):
0,1 % (m/v) Polyethylenglycol 6000 (PEG; Fa. Merck), geldst in Aqua bidest.

2.6.2.1.3 Durchfiihrung

Jeder Messpunkt erfolgte in Doppelbestimmung. Alle Arbeitsschritte wurden bei
4 C im Eisbad durchgefuhrt.

Die Bestimmung der Ky fiir *H-Diprenorphin erfolgte an frisch préparierten
Membranen von &-Opioidrezeptor tragenden Neuroblastoma x Glioma (NG108-15)
Hybridzellen (Hamprecht et al., 1985). Vergleichbare Ergebnisse wurden mit dem
stabil in HEK293 oder transient in COS-7 Zellen exprimierten Konstrukt der in dieser
Arbeit benutzten cDNA des 0-Opioidrezeptors der Ratte erzielt. Die
Reaktionsansatze zur Erstellung der Sattigungskurven enthielten 8 verschiedene
Konzentrationen an *H-Diprenorphin (0,25 bis 16 nM), 200 yg Membranprotein in
einem Gesamtvolumen von 200 pl Bindungspuffer. Die unspezifische Bindung
wurde in Anwesenheit von 10 yM Naloxon bestimmt. Die Bindungsansatze wurden
gemischt und bis zum Erreichen eines Equilibriums im Wasserbad inkubiert (37°C;

45 min). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ml eiskaltem Bindungspuffer
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gestoppt und das an den Plasmamembranen gebundene H-Diprenorphin durch
Filtration Uber Silikatglasfaserfilter (GF/B; Whatman® Fa. VWR) mit Hilfe einer
Vakuum Filtrationseinheit (Fa. Millipore) abgetrennt. Zur Absattigung der
unspezifischen Bindung wurden die Glasfaserfilter zuvor mit PEG-Blocklésung
benetzt. Die Filter wurden 3 x mit 3 ml eiskaltem Bindungspuffer gewaschen, in
Zahlflaschchen Uberfuhrt (Minis® 2000; Fa. Zinsser Analytic) und mit je 3 ml
Szintilationsflissigkeit (Rotiszint®EcoPlus; Fa. Roth) extrahiert. Die gebundene
Radioaktivitat wurde im Szintilationsmessgerat (Fa. Beckmann) bestimmt und zur

Konstruktion der Sattigungskurven verwendet.

2.6.2.2 Bestimmung der Rezeptorendichte (Bmax)

2.6.2.2.1 Prinzip

Mit der aus den Séttigungsexperimenten ermittelten Ky fiir *H-Diprenorphin am
d-Opioidrezeptor konnten diese durch 1-Punkt Messung und Transformation der
gewonnenen spezifischen Bindung nach der Methode von Scatchard quantifiziert

werden. Die verwendete Ligandenkonzentration liegt dabei im Bereich der Kg.

2.6.2.2.2 Materialien

*H-Diprenorphin (spezifische Aktivitit = 53 Ci/mmol; Fa. Amersham Biosciences)

Stammldsung: 16 nM in Bindungspuffer

Naloxon-HCI (Fa. Merck)
Stammldsung: 100 uM

Blocklésung fiir GF/B-Filter (Whatman®; Fa. VWR):
0,1 % (m/v) Polyethylenglycol 6000 (PEG; Fa. Merck), geldst in Aqua bidest.
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2.6.2.2.3 Durchfiihrung

Zur Bestimmung der totalen Bindung enthielten die Reaktionsansatze ca. 1 nM
*H-Diprenorphin und 200 pg Membranprotein in einem Gesamtvolumen von 200 pl
Bindungspuffer. Die unspezifische Bindung wurde durch Zusatz von 10 yM Naloxon
zu den Ansatzen bestimmt. Die Bindungsansatze wurden gemischt, flir 45 min bei
37°C im Wasserbad inkubiert und wie oben beschrieben weiter prozessiert. Jedes
Experiment wurde an mindestens 3 verschiedenen Zellpraparationen in Doppel-

bestimmung durchgeflhrt.

2.6.3 Bestimmung hochaffiner 6-Opioidrezeptoren

2.6.3.1 Prinzip

Die Bestimmung funktionell an G-Proteine gekoppelter Rezeptoren wird in
heterologen Verdrangungsexperimenten durchgefuhrt. Hierbei wird eine konstante
Menge eines radioaktiv markierten Antagonisten (hier: *H-Dirprenorphin) durch
steigende Konzentrationen eines Agonisten (Displacer) vom Rezeptor verdrangt. Da
Agonisten eine hdhere Affinitdt zur G-Protein gekoppelten als zur ungekoppelten
Rezeptorkonformation aufweisen, stellt die ermittelte inhibitorische Konstante (Kj)
ein Mal} fur den Anteil hochaffiner Rezeptoren an der Gesamtpopulation dar. Die K;
wird aus der halbmaximalen Hemmkonzentration des Displacers (ICso) mit Hilfe der

Formel nach Cheng-Prusoff (1973) bestimmt:

ICso
Ki =
(1+L)/Kqy
Legende:
Ki = Inhibitorische Konstante des Displacers
ICso = Halbmaximale Hemmkonzentration des Displacers
L = Konzentration des Radioliganden
Ky = Dissoziationskonstante des Radioliganden
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2.6.3.2 Materialien

*H-Diprenorphin (spezifische Aktivitit = 53 Ci/mmol; Fa. Amersham Biosciences)

Stammldsung: 16 nM in Bindungspuffer

Deltorphin Il (Fa. Bachem)
Stammldsungen: 10e-10 bis 10e-5 M in Bindungspuffer

Blocklésung fiir GF/B-Filter (Whatman®; Fa. VWR):
0,1 % (m/v) Polyethylenglycol 6000 (PEG; Fa. Merck), geldst in Aqua bidest.

2.6.3.3 Durchfuihrung

Die Ansatze flr heterologe Verdrangungskurven enthielten in einem Totalvolumen
von 200 pl Homogenisierungspuffer ca. 1 nM °*H-Diprenorphin, 50 png
Membranprotein und aufsteigende Konzentrationen an Deltorphin Il (10e-11 bis
10e-6M). Die totale 3H-Diprenorphinbindung wurde in Abwesenheit von Deltorphin II
bestimmt. Die Reaktionsansatze wurden flir 2 h bei 4°C inkubiert und wie oben
beschrieben weiter prozessiert. Jedes Experiment wurde mindestens 3 x an

unterschiedlichen Membranpraparationen in Doppelbestimmung wiederholt.

2.7 Proteinbestimmung nach Lowry

Die im Bindungsassay eingesetzte Proteinmenge wurde nach der Methode von
Lowry et al. (1951) bestimmt. Das Prinzip beruht auf eine durch Tyrosin und
Tryptophan vermittelte Reduktion von Cu®* zu Cu'*, die nachfolgend mit Folin-

Reagenz einen tiefblauen Farbkomplex bilden.

2.7.1 Materialien

Kupfersulfat—Tartrat—Natriumcarbonat (CTC-L6sunq):
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0,1% (miy)  CuSOsx 5 H0

0,2 % (m/v) Na'/K" — Tartrat
10 % (m/v) NayCOs
geldst in Aqua bidest.

Lowry A:

10 ml CTC—-Lo6sung

10 ml 0,8 M NaOH

20 ml 5 % (m/v) Natriumdodecylsulfat (SDS)

Lowry B:

1 ml Folin Ciocalteau Phenol Reagenz (Folin-Reagenz)
verdunnt in 5 ml Aqua bidest.

Standardkurve:

A: Aqua bidest.

B: 2,5 % (m/v) bovines Serumalbumin (BSA)

C: 5 % (m/v) BSA

D: 7,5 % (m/v) BSA

E: 10 % (m/v) BSA

jeweils geldst in Aqua bidest.

2.7.2 Durchfuhrung

Die Messung erfolgte jeweils in Doppelbestimmung. Die in jeweils 100 ul Aqua
bidest. verdiunnten Proben wurden mit 200 pl Lowry A far 10 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde jeweils 100 pl Lowry B zugesetzt,
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die Ansatze gemischt und fir weitere 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Bei den
Standardlosungen wurde entsprechend verfahren. Die Farbintensitat wurde
anschlieend im Spektrophotometer (U-3200; Fa. Hitachi) bei einer Wellenlange
von A = 750 nm gemessen. Aus der Standardkurve wurden die Proteingehalte der

Proben durch lineare Regression abgeleitet.

2.8 Intrazellulare cAMP Akkumulation

2.8.1 Prinzip

Die Bestimmung der Aktivitat der Adenylylzyklase erfolgte indirekt Uber die
Quantifizierung des gebildeten Produktes zyklisches Adenosin-3’,5-monophosphat
(cAMP). Nach Aktivierung von &-Opioidrezeptoren wird in Abhangigkeit der
anwesenden Isoformen der Adenylylzyklase die Synthese von cAMP entweder
gehemmt oder stimuliert. Nach dem Abstoppen der Reaktion auf Eis und
Anséauerung des pH-Wertes diffundiert das gebildete cAMP in den Uberstand und
kann im ELISA bestimmt werden. In Anwesenheit eines
Phosphodiesterasehemmers  (3-Isobuthyl-1-methylxanthin; IBMX), der die
hydrolytische Spaltung von cAMP blockiert, ist dabei die Menge des gebildeten
cAMP proportional zur Aktivitat der Adenylylzyklase.

2.8.2 Materialien

Inkubationsmedium:

25 mM N-[2-Hydroxyethyl]-piperazin-N’-[2-ethansulfonsaure] (HEPES)
0,5mM IBMX
0,01 % (m/v) BSA

geldst in DMEM ohne Natriumbicarbonat
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2.8.3 Durchfuhrung

Transient transfizierte COS-7 Zellen wurden in jeweils 1 ml DMEM auf eine 24-Well-
Platte ausgesat und fir 48 h entweder in Ab- oder Anwesenheit von Morphin zur
Induktion von Toleranz und Abhangigkeit kultiviert. Zur Bestimmung der cAMP
Akkumulation wurden die Zellen im Eisbad abgekunhlt, 3 x mit PBS gewaschen und
in jedes Well 250 ul Inkubationsmedium mit den entsprechenden Liganden
pipettiert. Die cAMP Akkumulation wurde anschlielend flr 15 min bei 37 °C im
Wasserbad bestimmt. Die Reaktion wurde durch Abkuhlen der Zellen auf 4°C und
Zugabe von 750 ul 50 mM HCI abgestoppt. Die Platte wurden anschlieRend far 30
min im Eisbad inkubiert und der pH-Wert des Mediums durch Zugabe von 39 ul 1 M
NaOH pro Well auf pH 6,0 eingestellt. AnschlieRend wurden die Ubersténde
abgenommen, die Zellen abzentrifugiert (300 x g; 10 min) und das gebildete cAMP
im Uberstand bestimmt.

2.9 Bestimmung von cAMP im ELISA

2.9.1 Prinzip

Das gebildete cAMP wurde im indirekten, kompetitiven ELISA bestimmt (Horton et
al., 1992). Das System beruht auf den Prinzipien der Antigen-Antikdrperbindung.
Dabei stellt cAMP das Antigen dar, das von einem spezifischen (ersten) Antikérper
gebunden wird. Der Antigen-Antikorper-Komplex wiederum wird von einem
immobilisierten, gegen den ersten Antikorper gerichteten zweiten Antikorper
gebunden. Die Sichtbarmachung der Antigen-Antikorper-Komplexe erfolgt mit Hilfe
einer enzymatischen Farbreaktion. Dazu wird mit Meerrettich-Peroxidase
konjugiertes cAMP zugegeben, das mit dem in der Probe befindlichen cAMP um die
Bindung am ersten Antikdrper konkurriert. Die Menge des gebundenen Meerrettich-
Peroxidase gekoppelten cAMP wird mit einem geeigneten Substrat bestimmt. Die
Farbreaktion kann im Photometer gemessen und der Gehalt an cAMP der Proben

durch Vergleich mit einer Standardkurve bestimmt werden.
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2.9.2 Materialien

Beschichtungspuffer (Carbonatpuffer):

1,59 g Na2003
293¢ NaHCO3
geldst in 1 L Aqua bidest.; pH 9,4

Blockpuffer:
0,1 % (m/v) BSA

gelést in PBS; pH 7,4

Waschpuffer (Phosphatpuffer):

50 mM Na,HPO,4 / NaH,PO,4 in Aqua bidest. gel6st; pH 7,4
0,01 % (v/iv)  Tween 20

Probenpuffer:

50 mM NaAcetat
0,1 % (m/v) BSA
in Aqua bidest. gel6st; auf pH 6,0 eingestellt

Standardlésungen:

cAMP-Stammlésung: 10 uM in Probenpuffer

Standard B: 1/10-Verdinnung aus cAMP-Stammldsung
Standard C: 1/5-Verdinnung aus Standard B
Standard D: 1/5-Verdlnnung aus Standard C
Standard E: 1/5-Verdunnung aus Standard D
Standard F: 1/5-Verdinnung aus Standard E

34



2. Material und Methoden

Standard G: 1/5-Verdlnnung aus Standard F
Standard H: 1/5-Verdinnung aus Standard G

jeweils in Probenpuffer verdiinnt

Konjugatlésung:

2-O-succinyl-cAMP gekoppelt an Meerrettich-Peroxidase, 1/700 in Probenpuffer

Substratldsung:

LOosung A:

19 Wasserstoffperoxid-Harnstoff

18 g N82HPO4 X2 Hzo

10,3 g Citronensaure x 1 H,O
geldst in 1 L Aqua bidest.

LOosung B:

500 mg Tetramethylbenzidin (TMB)

40 ml Dimethylsulfoxid (DMSO)

10,3 g Citronensaure x 1 H20

geldst in 960 ml Aqua bidest.

Beide Losungen wurden bei 4°C gelagert. Die fertige Substratidsung wurde kurz vor

Gebrauch im Verhaltnis 1/1 hergestellt.

2.9.3 Durchfihrung

Fir den ELISA wurden 96-Well-Mikrotiterplatten (Maxisorb®; Fa. Nunc) verwendet.

Vor Gebrauch wurden die Platten mit 50 ul Antikérperlésung beladen (10 ug
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affinitdtsgereinigtes anti-Kaninchen-IgG pro ml Beschichtungspuffer) und eine
Stunde bei Raumtemperatur unter Schitteln inkubiert. AnschlieRend wurden die
Platten 3 x mit Phosphatpuffer gewaschen, ausgeklopft und durch Zugabe von
200 ul/Well Blockpuffer fur 30 min bei Raumtemperatur geblockt. Die Platten
wurden 3 x mit Phosphatpuffer gewaschen und 50 pl/Well des ersten Antikdrpers
aufgetragen (Kaninchen anti-cAMP; 1/7.000 mit Probenpuffer). Die ersten drei Wells
der Reihe A wurden davon ausgenommen, sie wurden zur Ermittlung der
unspezifischen Bindung (NSB-Wert) herangezogen. In die ersten drei Wells der
Reihen B bis H wurden jeweils 100 ul der entsprechenden Standardlésungen
zugegeben. In die verbliebenen Wells der Mikrotiterplatte wurden jeweils in
Dreifachbestimmung 100 ul der zu bestimmenden Proben aufgetragen, welche
vorher mit Probenpuffer im Verhaltnis 1/2 verdinnt wurden. Dieser Ansatz wurde
zwei Stunden lang bei Raumtemperatur unter Schitteln inkubiert. AbschlieRend
wurde noch in jedes Well 50 ul der Konjugatlésung (1/700 in Probenpuffer) gegeben
und die Platten Gber Nacht bei 4°C unter Schutteln inkubiert. Am nachsten Morgen
wurde die Platte 5 x mit Phosphatpuffer gewaschen, ausgeschlagen und mit 150
ul/Well Substratlésung versetzt. Nach 15 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde
die Farbreaktion durch Zugabe von 50 ul/Well 1 M HCI Lésung gestoppt und die
Farbintensitat bei einer Wellenlange von A = 450 nm im Mikro-ELISA-Reader

(Rainbow Spectra; Fa. Tecan) bestimmt.

2.10 Bestimmung der Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAP-Kinase)

2.10.1 Prinzip

Die extrazellular Signal-regulierten Kinasen ERK-1 und-2 werden nach Stimulation
eines Opioidrezeptors durch Phosphorylierung aktiviert (Koch et al., 1994). Nach
Lyse der Zellen koénnen die aktivierten MAP-Kinasen mit Hilfe eines

phosphospezifischen Antikdrpers im Westernblot bestimmt werden.
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2.10.2 Materialien

Probenpuffer:
62,5 mM Tris/HCI-L6sung, eingestellt auf pH 6,8
50 mM DTT

2 % (m/v) SDS
10 % (v/v) Glycerol
0,1 % (m/v) Bromphenolblau

2.10.3 Durchfiihrung

Zur Bestimmung der MAP-Kinase Aktivitdt wurden transient transfizierte COS-7
Zellen auf eine 12-Well-Platte ausgesat und fir 48 h in Ab- oder Anwesenheit von
Morphin kultiviert. Fir den Versuch wurden die Platten auf Eis gelegt, das
Wachstumsmedium abgesaugt und jeweils 1 ml 0,1 % (v/v) FKS-haltiges DMEM mit
den entsprechenden Liganden zugegeben. Die Agonist vermittelte Stimulation der
MAP-Kinase wurde fur 5 min bei 37°C im Wasserbad bestimmt. Die Reaktion wurde
durch Abklhlen der Zellen auf 4°C (Eisbad) gestoppt, das Medium abgesaugt und
die Zellen durch Zugabe von jeweils 250 ul Probenpuffer lysiert. Die Proben wurden
anschlielend flir 5 min bei 95°C erhitzt, abgekihlt und die Proteine Gber SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt.

2.11  Umverteilung von GRK2 und B-Arrestin 1

2.11.1 Prinzip

Durch Aktivierung eines Opioidrezeptors werden zytosolische Proteine wie
G-Protein gekoppelte Rezeptorkinasen und Arrestine zur Plasmamembran hin
umverteilt (Inglese et al., 1993; Ferguson et al., 1996a und b). Nach Praparation von

Plasmamembranen kdnnen diese im Westernblot dargestellt werden.
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2.11.2 Durchfuhrung

Transient transfizierte COS-7 Zellen wurden in Petrischalen mit 10 cm Durchmesser
kultiviert und fir 5 min mit den entsprechenden Liganden bei 37°C stimuliert. Die
Reaktion wurde durch Abkihlen der Zellen auf 4°C gestoppt und
Plasmamembranen wie oben beschrieben prapariert. Um Proteindegradation zu
verhindern, wurden dem Homogenisierungspuffer Proteasehemmer zugegeben
(Benzamidin, 1 mM; Phenylmethylsulfonylfluorid, 0,1 mM; Complete™, Fa.
Boehringer Mannheim, 1 Tablette/50 ml). Die Proteine wurden mit Azeton gefallt, in
einer Konzentration von 50 pg/10 ul in Probenpuffer fir die Elektrophorese

aufgenommen und zur Bestimmung der Proteine im Westernblot verwendet.

2.12 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

2.12.1 Prinzip

In der SDS-PAGE kénnen Proteine ihrer GréRe nach aufgetrennt werden. Werden
die Proteine anschlieRend elektrophoretisch auf Membranen transferiert, so kénnen
diese mit spezifischen Antikérpern nachgewiesen werden (Westernblot). Dieses
Verfahren wurde zur Uberpriiffung der Expression HA-markierter Proteine
(6-Opioidrezeptor, Adenylylzyklasen), der Phosphorylierung von MAP-Kinasen
(ERK-1, -2) sowie der Umverteilung von GRK2 und B-Arrestin 1 verwendet.

2.12.2 Materialien

SDS-Polyacrylamidgele:

Trenngel:

5 mi 30 % (m/v) Polyacrylamid (PAA)-Stammldsung (Rotiphorese® Gel
30; Fa. Roth)

3,75 ml 1,5 M Tris/HCI-LOsung, eingestellt auf pH 8,8

150 pl 10 % (m/v) SDS-Ldsung
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6,1 mi Aqua bidest.

Zur Polymerisation werden N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) und

Ammoniumpersulfat (APS) zugesetzt:

15 pl TEMED

75 pl 10 % (m/v) APS

Sammelgel:

1,7 ml PAA-Stammlésung

1 ml Tris/HCI-L6sung, eingestellt auf pH 6,8
100 wl 10 % (m/v) SDS-LAsung

7 ml Aqua bidest.

Zur Polymerisation werden zugesetzt:

20 pl TEMED

100 pl 10 % (m/v) APS
Laufpuffer:

39 Tris-HCI

14,4 g Glyzin

19 SDS

geldst in 1 L Aqua bidest.

2.12.3 Durchfuhrung

Die Proteine wurden im Probenpuffer nach Laemmli (1970) fiur 5 min bei 95°C

erhitzt und anschlieRend abgekulhlt. Die Gelkammer (Mini-Protean II; Fa. Bio-Rad)
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wurde zusammengebaut und je ein Sammel- und Trenngel gegossen. In die
Sammelgele  wurden Probenkamme eingesetzt. Nach vollstandiger
Auspolymerisierung der Gele wurden diese in die Laufkammer eingesetzt, die
Probenkdmme entfernt und jeweils 10 ul der Proben in die Probentaschen
eingebracht. Als GroRenstandard dienten biotinylierte Proteine mit bekanntem
Molekulargewicht (Broad Range; Fa. Bio-Rad). AnschlieRend wurde Laufpuffer
zugegeben und die Proteine unter Anlegen einer elektrischen Spannung von 100 V

im Sammelgel und 200 V im Trenngel aufgetrennt.

2.13 Bestimmung von Proteinen im Westernblot

2.13.1 Prinzip

Im Westernblot kénnen auf Membranen immobilisierte Proteine mit Hilfe von
spezifischen Antikbrpern nachgewiesen werden. Die Antigen-Antikdrper-Komplexe

werden mittels Chemilumineszenz detektiert.

2.13.2 Elektrophoretischer Proteintransfer

2.13.2.1 Materialien

Anodenpuffer I
20% (v/iv) Methanol
0,2M Tris-HCI
in Aqua bidest.; keine pH-Einstellung nétig
Anodenpuffer II:
20% (v/iv) Methanol
0,02 M Tris-HCI

in Aqua bidest.; keine pH-Einstellung nétig
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Kathodenpuffer:
20% (viv) Methanol
40 mM e-Aminocaprylsaure (Fa. Serva)

in Aqua bidest.; keine pH-Einstellung notig

2.13.2.2 Durchflihrung

Fir jedes SDS-Polyacrylamidgel wurde eine Polyvinylidenfluorid-(PVDF)-Membran
(Immobilon-P®; Fa. Millipore) vorbereitet. Die Membranen wurden fir 10 min mit
Methanol aktiviert, anschlief3end fir 10 min mit Aqua bidest. hydratisiert und bis zur
weiteren Verwendung in Anodenpuffer Il equilibriert. Auf eine befeuchtete Graphit-
anode (Transblot; Fa. Pharmacia) wurden nacheinander 6 in Anodenpuffer | sowie 3
in Anodenpuffer Il getrankte Filterpapiere geschichtet. Darauf wurden die Mem-
branen und die Gele gelegt. Hiernach folgten 9 in Kathodenpuffer getrankte Filter-
papiere. Der Sandwich wurde mit der Graphitkathode abgedeckt und die Proteine

bei einer Stromstarke von 0,8 mA pro cm? Blotflache flr eine Stunde transferiert.

2.13.3 Antikdrperdetektion

Als erster Antikdrper wurde ein spezifischer, gegen das gewulnschte Antigen
gerichteter Antikdrper verwendet. Der HA-Antikérper wurde freundlicherweise von
Herrn Dr. S. Schulz (Universitadt Magdeburg) zur Verfligung gestellt. Die Antikorper
gegen GRK2 und phospho-MAP (Fa. Cell Signaling) sowie gegen p Arrestin 1 (Fa.
Dianova) wurden kommerziell bezogen. Der zweite AntikOrper war gegen die
Spezies des primaren Antikdrpers gerichtet und an Meerrettich-Peroxidase
gekoppelt (Fa. Dianova). Der biotinylierte Proteinmarker wurde mit einem an

Meerrettich-Peroxidase gekoppelten anit-Biotin-IgG (Fa. Cell Signaling) identifiziert.
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2.13.3.1 Materialen

Blockldsung:

10% (v/v) Blockierungsreagenz auf Polymerbasis (Roti®-Block; Fa. Roth)

in Aqua bidest.

Waschpuffer (TBS-T):

25 mM Tris-HCI
190 mM NaCl
1% (m/v) Tween®20

in Aqua bidest.; eingestellt auf pH 8,0

2.13.3.2 Durchfiihrung

Nach dem Transfer wurden die Membranen fur eine Stunde bei Raumtemperatur
mit Blocklésung behandelt. Anschlielfend wurden die Membranen mit dem ersten
Antikorper (verdiinnt in TBS-T mit 1% Roti®-Block) tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Im
Anschluss daran wurden die Membranen 3 x mit TBS-T gewaschen und flir eine
weitere Stunde mit dem zweiten Antikorper (verdinnt in TBS-T mit 1% Roti®-BIock)
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membranen wurden erneut 3 x mit TBS-T

gewaschen und zur Detektion der Antikorperbindung verwendet.

2.13.4 Chemilumineszenz

2.13.4.1 Prinzip

Die Antigen/Antikdrperkomplexe wurden mittels Chemilumineszenz nachgewiesen.
Dabei wird Luminol durch die Aktivitat der Meerrettich-Peroxidase in Anwesenheit
von HyO, oxidiert. Fallt das Luminol nach dieser chemischen Aktivierung wieder in

den Grundzustand zurlck, wird Energie in Form von Licht ausgesendet, die durch
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Auflegen eines Rontgenfilms dokumentiert werden kann.

2.13.4.2 Materialien

Substratldsung:

2,5mM Luminol (3-Aminophthalhydrazid) in DMSO
400 uM p-Cumarsaure in DMSO

100 mM Tris-HCI; eingestellt auf pH 8,5

2,7mM H20,

geldst in Aqua bidest.

2.13.4.3 Durchfiihrung

Die gewaschenen PVDF Membranen wurden fiur 2 min mit der Substratldsung
inkubiert, in eine Rontgenkassette verbracht und ein Rontgenfilm (Hyperfilm™; Fa.
Amersham Biosciences) belichtet. Nach einer Expositionszeit von ca. 1 — 5 min
wurden die Filme entwickelt und mit Hilfe eines Videodensitometers (Modell

E.A.S.Y. RH-3 ; Fa. Herolab) dokumentiert sowie ausgewertet.

2.14  Statistische Auswertung

Jeder Versuch wurde in Zwei- oder Dreifachbestimmung ausgefuhrt. Aus den

gewonnenen Messwerten wurde das arithmetische Mittel gebildet.

Jedes Experiment wurde mindestens 3 x mit separat transfizierten Zellen
wiederholt. Aus den Ergebnissen wurden der Mittelwert £ Standardfehler berechnet.
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen 2 Stichprobenmengen wurden mit
dem Student’s t-Test unter Verwendung des Programms ,InStat®

Version 2.03, Fa. GraphPad, ermittelt.

fir Macintosh,
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3. Ergebnisse

3.1 Bestimmung der Affinitat von *H-Diprenorphin am 8-Opioidrezeptor

Zur Bestimmung der Rezeptorendichte durch 1-Punkt Messung wird nach der
Methode nach Scatchard (1949) die Affinitat des Radioliganden an seinem Rezeptor
bendtigt. Die Abbildungen 4A und B zeigen ein reprasentatives Sattigungs-
experiment sowie einen Scatchard-Plot zur Bestimmung der Dissoziationskonstante
(Kg) und maximalen Bindungskapazitit (Bmax) fiir *H-Diprenorphin an Membranen
von &-Opioidrezeptor tragenden NG108-15 Zellen. Die aus vier unabhangigen
Experimenten errechneten Werte lagen fir die Bmax bei 607 + 23 fmol/mg
Membranprotein und fir die Ky bei 1,09 + 0,65 nM. Vergleichbare Ergebnisse
ergaben sich fur das im weiteren Verlauf dieser Arbeit verwendete und in COS-7

Zellen heterolog exprimierte Konstrukt des 6-Opioidrezeptors.

3.2 Charakterisierung des Zellmodels
3.2.1 Transfektionseffizienz

3.2.1.1 Bestimmung der optimalen Menge an Plasmid-DNA

COS-7 Zellen stellen ein transientes Expressionsmodell dar. Um vergleichbare
experimentelle Bedingungen zu schaffen, musste zuerst diejenige Menge an
Plasmid-DNA bestimmt werden, die eine reproduzierbare Expression der
gewlnschten cDNAs erlaubt. Hierzu wurden COS-7 Zellen mit zunehmenden
Mengen an DORpcDNAS3.1(+) transfiziert und die Gesamtmenge an Plasmid-DNA
durch Auffillen mit Kontrollplasmid (pcDNA3.1(+)) auf 10 ug pro Petrischale
konstant gehalten. Nach 72 h wurde die &-Opioidrezeptordichte mittels
*H-Diprenorphinbindung in Plasmamembranen bestimmt. Wie aus Abbildung 5
hervorgeht, nimmt die Expression des 5-Opioidrezeptors mit ansteigender Menge
an DORpcDNAS3.1(+) kontinuierlich zu. Alle weiteren Transfektionen wurden mit

einer Menge von 10 ug Gesamtplasmid vorgenommen.
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Abb. 4A: Reprasentatives Sattigungsexperiment an NG108-15 Zellen.

Jeweils 200 pg Membranprotein wurde mit ansteigenden Konzentrationen an
*H-Diprenorphin in An- oder Abwesenheit von 10 uM Naloxon bis zum Erreichen des
Equilibriums inkubiert (45 min; 37 °C). Der Anteil an spezifisch gebundenen
®*H-Diprenorphin wurde errechnet und in fmol/mg Membranprotein angegeben. Die Pfeile
markieren die Werte flr Kg und Bpax.

)]

o

o
1

100

n
o

(fmol / mg Membranprotein / nM)

gebundener / freier Radioligand

0 50 100 150 200

3H-Diprenorphinbindung
(fmol x mg *' Membranprotein)
Abb. 4B: Scatchard-Plot.

Grafische Darstellung der Ergebnisse des Sattigungsexperiments nach Scatchard-
Transformation. Die Schnittstelle der Geraden mit der x-Achse entspricht der Bnax, der
negativ reziproke Wert der Steigung der Geraden ergibt die Kg.
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Abb. 5: Uberprufung der Transfektionseffizienz.

COS-7 Zellen wurden mit 1,25, 2,5 und 5 ung DORpcDNA3.1(+) in einer Gesamtmenge von
10 pg Plasmid-DNA transfiziert. Die Expression des 6-Opioidrezeptors wurde mittels
Radioligandenbindung bestimmt und in cpm/mg Membranprotein angegeben. Die
Ergebnisse stellen Mittelwerte + SEM aus drei unabhangigen Versuchen dar.

3.2.1.2 Zeitverlauf der Expression des 5-Opioidrezeptors

Die Induktion von Toleranz und Abhangigkeit erfordert eine chronische Exposition
der Zellen mit Morphin Uber einen Zeitraum von 48 h hinweg. Chronische
Opioideffekte kbnnen aber nur dann ausgebildet werden, wenn lGber den gesamten
Behandlungszeitraum eine ausreichende Zahl an 3-Opioidrezeptoren vorhanden ist.
Deshalb musste die Expression des 6-Opioidrezeptors Uber einen Zeitraum von
72 h hinweg nach der Transfektion verifiziert werden. Hierflir wurden COS-7 Zellen
mit jeweils 5 ug DORpcDNA3.1(+) in 10 pug Gesamtplasmid pro Petrischale
transfiziert und 24 h nach der Transfektion auf drei Kulturflaschen aufgeteilt. Die
Zellen wurden 30, 48 und 72 h nach der Transfektion geerntet und die Expression
des 4-Opioidrezeptors mittels Radioligandenbindung an Plasmamembranen
ermittelt. Der in Abbildung 6 dargestellte Zeitverlauf zeigt ein Expressionsmaximum
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der Rezeptoren nach 48 h. Bereits 30 h nach der Transfektion wurde ca. 60 % der
maximalen Rezeptormenge gebildet, 72 h nach der Transfektion lag sie immer noch
bei ca. 75 %. Hiervon abgeleitet wurde einen Tag nach der Transfektion mit der
chronischen Morphinbehandlung begonnen. Dies gewahrleistet eine ausreichende

Anzahl von Rezeptoren Uber den gesamten Behandlungszeitraum von 48 h hinweg.
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Abb. 6: Zeitverlauf der Expression von ¢8-Opioidrezeptoren.

COS-7 Zellen wurden mit DORpcDNA3.1(+) transient transfiziert und die
Rezeptorexpression nach 30, 48 und 72 h bestimmt. Die Rezeptorendichte wurde als
spezifische Bindung von °*H-Diprenorphin an Plasmamembranen dargestellt. Die
Ergebnisse sind Mittelwerte + SEM von n = 3 unabhangigen Experimenten.

3.2.1.3 Co-Expression von 5Opioidrezeptoren zusammen mit einer

Adenylylzyklase

Im Verlauf dieser Studie wird die Regulation des 6-Opioidrezeptors in An- oder
Abwesenheit einer zusatzlich exprimierten Adenylylzyklase untersucht. Dies setzt
voraus, dass das Einbringen einer weiteren cDNA die Expression des

5-Opioidrezeptors nicht beeintrachtigt. Um dies zu untersuchen, wurden COS-7
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Zellen entweder mit 5 png HA-DORpcDNAS.1(+) und 5 pg Kontrollplasmid oder
zusammen mit 5 ug HA-ACVpcDNAS3.1(+) transfiziert. Die Proteinexpression wurde
48 h spater mittels Westernblot in Plasmamembranen bestimmt. Hierbei wurden die
HA-markierten Proteine mit einem spezifischen Antikorper gegen das HA-Epitop
indentifiziert. Als Negativkontrolle wurden Plasmamembranen nicht transfizierter
COS-7 Zellen verwendet. Wie aus Abbildung 7 hervorgeht, stellen sich die
glycosilierten Formen des HA-markierten 5-Opioidrezeptors als multiple Banden bei
60 - 70 kDa dar, die HA-markierte ACV lauft auf Hohe von ca. 130 kDa. Dieses
Ergebnis zeigt, dass unter den gewahlten Transfektionsbedingungen die Co-

Expression der Adenylylzyklase die Expression des &-Opioidrezeptors nicht

beeintrachtigt.
M
(kDa)
200 e
116 ’ <«— ACV
97
66 <«— DOR
45

WT HA- HA-DOR
DOR + HA-ACV

Abb. 7: Bestimmung der Proteinexpression im Westernblot.

COS-7 Zellen wurden entweder mit HA-markiertem &-Opioidrezeptor alleine (HA-DOR) oder
zusammen mit HA-ACV (HA-DOR+HA-ACV) transfiziert. Jeweils 10 ug Plasmamembranen
wurden elektrophoretisch getrennt (10 % SDS-PAGE) und die HA-markierten Proteine mittels
eines spezifischen Antikérpers bestimmt. WT; nicht transfizierte COS-7 Zellen. M;; relatives
Molekulargewicht in kDa. Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Blot von drei unabhangigen
Experimenten.
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3.2.2 Induktion chronischer Opioideffekte in COS-7 Zellen
3.2.2.1 Agonist vermittelte Internalisierung des &-Opioidrezeptors

Eine kurzzeitige Aktivierung von 5-Opioidrezeptoren mit hoch effizienten Agonisten
fuhrt zur Desensibilisierung und Internalisierung der Rezeptoren. Im folgenden
Experiment sollte zunachst die Reproduzierbarkeit dieses Opioideffektes in COS-7
Zellen untersucht werden. Hierzu wurden COS-7 Zellen mit dem Konstrukt fir den
d-Opioidrezeptor transfiziert und flr 1 h mit dem stabilen Enkephalinderivat DADLE
inkubiert und die Anzahl der Oberflachenrezeptoren mittels Radioligandenbindung
in isolierten Plasmamembranen bestimmt. Wie aus Abbildung 8 ersichtlich ist,
resultiert die kurzzeitige Exposition mit DADLE in einer signifikanten Abnahme von

Membran  assoziierten  6-Opioidrezeptoren (-30,0 + 4,7%; n= 9).

125

*k%x
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75 -

50 -

25 -

Oberflachenrezeptoren (%)

0
Akute Stimulation (1 h) - D D+N

Abb. 8: Internalisierung des 3-Opioidrezeptors in COS-7 Zellen.

5-Opioidrezeptor exprimierende COS-7 Zellen wurden entweder in Ab- (-) oder
Anwesenheit von DADLE (D; 1 uM) oder DADLE und Naloxon (D+N; 1uM + 10 uM) fir 1 h
behandelt. Die Zahl der Oberflachenrezeptoren wurde mittels Bindung von *H-Diprenorphin
an Plasmamembranen bestimmt und in % bezogen auf unbehandelte Kontrollzellen
angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus n = 9 (D) bzw. n = 3 (D + N)
unabhangigen Experimenten. Der Unterschied zur Kontrolle ist signifikant (***; p < 0,001).
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Die Internalisierung der Rezeptoren konnte durch gleichzeitige Behandlung der

Zellen mit dem Opioidantagonisten Naloxon aufgehoben werden.

3.2.2.2 Sensibilisierung der Adenylylzyklase

Die chronische Behandlung von Zellen mit Morphin fihrt zur Sensibilisierung der
Adenylylzyklase, die sich nach dem Entzug des Opioids in einer Uberschief’ienden
cAMP-Produktion duRert. COS-7 Zellen enthalten endogen nur eine einzige Isoform
der Adenylylzyklase (ACIX), die nicht durch Opioide reguliert wird. Nachdem mit
Hilfe eines HA-markierten Konstrukts die Expression der ACV gezeigt wurde,
musste in einem nachsten Schritt die Rekonstitution der akut und chronisch von
Opioiden regulierte Aktivitat der Adenylylzyklase Uberpruft werden. Hierzu wurden
COS-7 Zellen entweder mit Konstrukten fir den o-Opioidrezeptor alleine oder
zusammen mit der ACV co-transfiziert. Die Co-Expression einer Adenylylzyklase
fuhrt zu einem etwa 5-fachen Anstieg der Forskolin stimulierten cAMP Produktion.
Die Expression der ACV stattet zudem die Zellen mit der Fahigkeit aus, den
intrazellularen cAMP Gehalt Gber Opioidrezeptoren zu regulieren. So fuhrt die akute
Aktivierung des 6-Opioidrezeptors mit Morphin zu einer signifikanten Hemmung der
cAMP Produktion (- 63,7 = 10,3 %, n = 6). Eine langerfristige Behandlung der Zellen
mit Morphin fir 48 h flhrt darlber hinaus zur Ausbildung chronischer Opioideffekte,
die sich in einem Verlust der akuten Hemmung der Adenylylzyklase (Toleranz) und
der Prazipitation einer Uberschiellenden cAMP Produktion mit Naloxon auf mehr als
das Doppelte (+ 1156 = 7,9 %, n = 6) &aulert. Bei Zellen die nur den
d-Opioidrezeptor exprimierten konnte weder eine akute noch eine chronische

Opioidregulation der cAMP Produktion gemessen werden (Abbildung 9).
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Abb. 9: Akute und chronische Opioidregulation der Adenylylzyklase in COS-7 Zellen.

COS-7 Zellen wurden entweder mit Konstrukten fir den §-Opioidrezeptor alleine (DOR)
oder zusammen mit der ACV (DOR + ACV) transfiziert und die akute sowie chronische
Regulation des cAMP Gehaltes durch Morphin bestimmt. Akut wurden die Zellen entweder
mit Morphin (M; 1 uM) oder Naloxon (N; 10 uM) stimuliert, chronische Opioideffekte wurden
nach Behandlung mit Morphin (M; 1 uM, 48 h) untersucht. Die Effekte dieser Behandlungen
auf die cAMP Akkumulation wurden im ELISA gemessen und in % bezogen auf die
Forskolin stimulierte cAMP Akkumulation bei Anwesenheit der ACV (= Kontrolle) angeben.
Die Mittelwerte + SEM ergaben sich aus n = 3 (DOR) bzw. n = 6 (DOR + ACV)

unabhangigen Experimenten. Die Unterschiede zur Kontrolle sind signifikant (*7;
p <0,001).
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3. Ergebnisse

3.3 Einfluss einer chronischen  Morphinbehandlung auf die

Internalisierung des &-Opioidrezeptors

3.3.1 Internalisierung des 3-Opioidrezeptors in Abwesenheit einer funktionell

gekoppelten Adenylylzyklase

Der Effekt einer chronischen Morphinbehandlung auf die Agonist induzierte
Internalisierung des 6-Opioidrezeptors wurde zunachst an COS-7 Zellen untersucht,
die keine funktionelle Kopplung des 6-Opioidrezeptors an die Adenylylzyklase

aufweisen. Eine Halfte der Zellen blieb unbehandelt und diente als Kontrollzellen,
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Abb. 10: Internalisierung des &-Opioidrezeptors nach chronischer Behandlung mit
Morphin in Abwesenheit einer regulierbaren Adenylylzyklase.

8-Opioidrezeptor exprimierende COS-7 Zellen wurden fir 48 h entweder in Ab- (Kontrolle) oder
Anwesenheit von Morphin (M; 1 upM) inkubiert und die Rezeptorinternalisierung nach
1-stiindiger Exposition mit DADLE (D; 1 uM) an isolierten Plasmamembranen bestimmt. Die
Rezeptorendichte unbehandelter Kontrollzellen wurde auf 100 % gesetzt. Die Ergebnisse
stellen Mittelwerte + SEM von n = 5 (mit Morphin behandelte Zellen) bzw. n = 9 (Kontrollzellen)
unabhangigen Experimenten dar . Die Unterschiede zu unbehandelten Kontrollzellen sind
signifikant (***; p < 0,001).
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3. Ergebnisse

die andere Halfte wurde flir 48 h mit Morphin (1 uM) inkubiert. Sowohl Kontrollzellen
als auch chronisch mit Morphin behandelte Zellen wurden fiar 1 h mit DADLE
stimuliet und nachfolgend die Rezeptorinternalisierung an isolierten
Plasmamembranen mittels Radioligandenbindung gemessen. Aus Abbildung 10
wird ersichtlich, dass die chronische Behandlung der Zellen mit Morphin alleine
keinen Einfluss auf die Zahl der Oberflachenrezeptoren hat. Dartber hinaus besteht
kein Unterschied zwischen der DADLE induzierten Internalisierung des
5-Opioidrezeptors in Kontrollzellen (- 34,5 + 4,3 %; n = 5) oder chronisch mit
Morphin behandelten Zellen (- 30,0 + 4,7%; n = 9). Somit hatte eine chronische
Morphinbehandlung in Abwesenheit einer funktionellen Kopplung an die
Adenylylzyklase keinen Einfluss auf die Agonist induzierte Internalisierung des

d-Opioidrezeptors.

3.3.2 Regulation des 05-Opioidrezeptors in Anwesenheit einer funktionell

gekoppelten Adenylylzyklase

Die Co-Expression des 8-Opioidrezeptors mit der ACV in COS-7 Zellen fihrt nach
einer chronischen Morphinbehandlung zur Sensibilisierung der Effektorregulation.
(siehe Abbildung 9). Im nachsten Schritt wurde deshalb untersucht, ob die chronisch
Morphin induzierten Adaptationen auf Ebene der Adenylylzyklase Einfluss auf die
Agonist vermittelte Internalisierung des 6-Opioidrezeptors hat. Hierzu wurden die
Zellen mit Konstrukten fur den 3-Opioidrezeptor und der ACV co-transfiziert und fr
48 h mit Morphin behandelt. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrollen. Im
Anschluss daran wurden sowohl Kontrollzellen als auch mit Morphin vorbehandelte
Zellen fur eine weitere Stunde mit DADLE stimuliert und die Zahl der Membran
assoziierten Rezeptoren mittels Radioligandenbindung gemessen. Auch hier hat die
chronische  Morphinbehandlung  keinen  Einfluss auf die Zahl der
Oberflachenrezeptoren. Dagegen war das Ausmall der DADLE induzierten

Internalisierung des 8-Opioidrezeptors in chronisch Morphin behandelten Zellen fast
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3. Ergebnisse

doppelt so stark ausgepragt (- 40,8 £ 6,6 %, n = 5) als in Kontrollzellen (- 23,7 + 3,6
%; n = 5). Dies zeigt, dass die Anwesenheit einer funktionell regulierten
Adenylylzyklase mit der Internalisierung des 5-Opioidrezeptors nach chronischer

Morphinbehandlung interferiert und diese verstarkt (Abbildung 11).
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Abb. 11: Internalisierung des &-Opioidrezeptors nach chronischer Behandlung mit
Morphin in Anwesenheit einer regulierbaren Adenylylzyklase.

8-Opioidrezeptor und ACV exprimierende COS-7 Zellen wurden flr 48 h entweder in Ab-
(Kontrolle) oder Anwesenheit von Morphin  (M; 1 uM) inkubiert und die
Rezeptorinternalisierung nach 1-stindiger Exposition mit DADLE (D; 1 uM) an isolierten
Plasmamembranen bestimmt. Die Rezeptorendichte unbehandelter Kontrollzellen wurde
auf 100 % gesetzt. Die Ergebnisse stellen Mittelwerte + SEM von n = 5 unabhangigen

Experimenten dar. **; p < 0,01, signifikant unterschiedlich zu DADLE behandelten
Kontrollzellen.
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3. Ergebnisse

3.3.3 Blockade der verstarkten Internalisierung des 6&-Opioidrezeptors mit

Naloxon

Um zu dberprifen, ob die verstarkte Internalisierung des 6-Opioidrezeptors in
Anwesenheit einer funktionell regulierten Adenylylzyklase durch eine chronische
Aktivierung des Rezeptors mit Morphin vermittelt wird, wurde die Morphinwirkung
durch den Opioidantagonisten Naloxon aufgehoben. Hierzu wurden COS-7 Zellen
mit Konstrukten flr den 8-Opioidrezeptor und der ACV co-transfiziert und fir 48 h

mit Morphin (1 pM) zusammen mit Naloxon (10 uM) oder mit Naloxon alleine
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Abb. 12: Blockade des chronischen Morphineffektes auf die Internalisierung des
8-Opioidrezeptors durch Naloxon.

Mit Konstrukten flir den 8-Opioidrezeptor und der ACV co-transfizierte COS-7 Zellen wurden
fur 48 h in Anwesenheit von Morphin und Naloxon (M+N; 1 uM + 10 uM) oder Naloxon alleine
(N; 10 uM) inkubiert. Die Internalisierung des 8-Opioidrezeptors wurde nachfolgend durch
Stimulation der Zellen mit DADLE(D; 1 uM; 1 h) bestimmt und die Zahl der
Oberflachenrezeptoren auf unbehandelte Kontrollzellen (100 %) bezogen. Die Ergebnisse
stellen Mittelwerte + SEM von n = 3 unabhangigen Versuchen dar.
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3. Ergebnisse

(10 uM) behandelt. Darauf hin wurde die Internalisierung des &-Opioidrezeptors
nach einstiindiger Stimulation der Zellen mit DADLE (1 uM; 1h) bestimmt. Wie aus
Abbildung 12 hervorgeht, besteht kein Unterschied im Ausmal} der Internalisierung
des 5-Opioidrezeptors zwischen Kontrollzellen und chronisch mit Morphin und
Naloxon oder mit Naloxon alleine behandelten Zellen. Somit hebt Naloxon die
verstarkte Internalisierung des 8-Opioidrezeptors in Zellen mit funktionell regulierter

Adenylylzyklase nach chronischer Morphinbehandlung auf.

3.4 Sensibilisierung von  §-Opioidrezeptoren nach chronischer

Morphinbehandlung
3.4.1 Regulation der ERK-1 und -2 Aktivitat

Die verstarkte Internalisierung des o&-Opioidrezeptors in Anwesenheit einer
funktionell gekoppelten Adenylylzyklase kann durch eine erhdhte Sensibilitat der
Rezeptoren nach chronischer Morphinbehandlung vermittelt werden. Um eine
gesteigerte Rezeptorfunktion nachzuweisen, wurde die Agonist induzierte
Aktivierung der ERK-1 und -2 als Marker fir einen Gg, vermittelten Opioideffekt
untersucht. Hierzu wurden COS-7 Zellen entweder mit Konstrukten fir den
5-Opioidrezeptor alleine oder zusammen mit der ACV transfiziert und fir 48 h
entweder in Ab- oder Anwesenheit von Morphin (1 uM) inkubiert. Die Zellen wurden
gewaschen und die Aktivierung der ERK-1 und -2 nach akuter Stimulation mit
verschiedenen Liganden mit Hilfe eines phosphospezifischen Antikorpers im
Westernblot bestimmt. Als Kontrolle wurde mit einem MAP-Kinase spezifischen
Antikérper Uberprift, ob die untersuchten Mengen an MAP-Kinase identisch sind.
Unabhangig von der Anwesenheit einer regulierbaren Adenylylzyklase fihrt die
akute Stimulation des 6-Opioidrezeptors mit DADLE (1 uM) zu einer deutlichen
Zunahme der MAP-Kinase Aktivitdt, die durch Naloxon (10 uM) teilweise

antagonisierbar ist. Die akute Stimulation des 3-Opioidrezeptors mit Morphin (1 uM)
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3. Ergebnisse

hat keinen Einfluss auf die MAP-Kinase Aktivitat. Dagegen fuhrt die chronische
Morphinbehandlung in beiden Zellsystemen zu einem leichten Anstieg der basalen
MAP-Kinase Phosphorylierung. Werden die 5-Opioidrezeptoren im Anschluss an die
chronische Morphinbehandlung akut mit DADLE (1 uM) stimuliert, so ist die
Aktivierung der MAP-Kinase in Anwesenheit einer funktionell regulierten
Adenylylzyklase signifikant starker ausgepragt als in Zellen die den 5-Opioidrezeptor
alleine  exprimieren. Dieses Ergebnis zeigt, dass eine chronische
Morphinbehandlung in Anwesenheit von ACV die Funktion des &-Opioidrezeptors
erhoéht (Abbildung 13 A und B).
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Abb. 13: Regulation der MAP-Kinase Aktivitat in COS-7 Zellen.

COS-7 Zellen exprimierten entweder den §-Opioidrezeptor alleine (A, DOR) oder
zusammen mit der ACV (B, DOR + ACV). Ein Teil der Zellen wurde mit Morphin (M; 1 uM)
fur 48 h inkubiert, bevor die 5-Opioidrezeptoren mit den folgenden Liganden 5 min lang bei
37 °C stimuliert wurden: DADLE (D; 1 uM), DADLE und Naloxon (D + N; 1 uM und 10 pM)
und Morphin (M; 1 uM). Die Phoshorylierung der MAP-Kinase wude mit einem
phosphospezifischen Antikérper im Westernblot detektiert. Ein reprasentativer Blot ist
jeweils in die Abbildungen eingefiigt. Die Immunreaktivitdt wurde densitometrisch
ausgewertet und auf die basale MAP-Kinase Aktivitdt von Kontrollzellen bezogen. Die
Ergebnisse stellen Mittelwerte + SEM von n = 3 unabhangigen Versuchen dar. Die DADLE
induzierte Phosphorylierung der MAP-Kinasen nach einer chronischen Morphinbehandlung
ist signifikant starker (*; p < 0,05) als in naiven Zellen.
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3. Ergebnisse

3.4.2 Bestimmung der Rezeptor/G-Protein Interaktion

Im nachsten Schritt sollte Uberprift werden, ob die beobachtete Zunahme der
Internalisierung von &-Opioidrezeptoren nach chronischer Morphinbehandlung in
ACV exprimierenden Zellen mit einer verstarkten Rezeptor/G-Protein Interaktion
einhergeht. Hierzu wurde der Anteil hoch affiner Rezeptoren im heterologen
Bindungsexperiment mit Hilfe des selektiven Agonisten Deltorphin Il bestimmt.
Dieser ist in der Lage, zwischen der G-Protein gekoppelten und -ungekoppelten
Rezeptorkonformation zu unterscheiden. Die durch Verdrangung einer konstanten
Menge des Antagonisten *H-Diprenorphin ermittelte K; fiir Deltorphin Il stellt somit
ein Mal} flr den Anteil hoch affiner Rezeptoren dar. COS-7 Zellen wurden entweder
mit Konstrukten flr den &-Opioidrezeptor alleine oder zusammen mit der ACV
transfiziert und am nachsten Tag fir weitere 48 h mit Morphin (1 uM) behandelt.
Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Wie aus Abbildung 14 hervorgeht, nimmt
die spezifische Bindung fir °H-Diprenorphin bei Anwesenheit steigender
Konzentrationen von Deltorphin Il dosisabhangig ab. Dabei liegt die K; fur
Deltorphin Il fir den o&-Opioidrezeptor unabhéngig von der Anwesenheit einer
Adenylylzyklase bei ca. 3 nM (3,1 = 0,8 nM; n = 3). Nach chronischer Behandlung
der Zellen mit Morphin erhoht sich die Affinitat von Deltorphin |l gegentber dem
5-Opioidrezeptor bei Anwesenheit der ACV um das zweifache (Ki 1,6 = 0,6 nM;
n = 3), ohne funktionell regulierte Adenylylzyklase dagegen nicht. Die Ergebnisse
zeigen, dass in COS-7 Zellen die Co-Expression der ACV mit einer Zunahme hoch

affiner 5-Opioirezeptoren nach einer chronischen Morphinbehandlung einhergeht.
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Abb. 14: Bestimmung der Rezeptor/G-Protein Interaktion in COS-7 Zellen.

COS-7 Zellen exprimierten entweder den &-Opioidrezeptor alleine (A; DOR) oder
zusammen mit der ACV (B; DOR + ACV). Die Zellen wurden entweder mit (O0) oder ohne
Morphin (@) fir 48 h behandelt und die Affinitdt von Deltorphin Il in heterologen
Verdrangungsexperimenten an isolierten Plasmamembranen bestimmt. Das gebundene
*H-Diprenorphin  wurde in % zur Kontrolle dargestellt. Die Ergebnisse stellen
Mittelwerte + SEM von n = 3 unabhangigen Experimenten dar.
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3.5 Regulation der Internalisierung des &-Opioidrezeptors in

Anwesenheit weiterer Adenylylzyklase-Isoformen
3.5.1 Co-Expression der Adenylylzyklase vom Typ VI
3.5.1.1 Sensibilisierung der Adenylylzyklase

Um zu Uberprifen, ob die Sensibilisierung und verstarkte Agonist vermittelte
Internalisierung des 6-Opioidrezeptors nach chronischer Morphinbehandlung
exklusiv an die Anwesenheit von ACV gebunden ist, wurden weitere Isoformen der

Adenylylzyklase mit unterschiedlichen Regulationseigenschaften untersucht.
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Abb. 15: Akute und chronische Opioidregulation der Adenylylzyklase vom Typ VI in
COS-7 Zellen.

COS-7 Zellen, welche den 5-Opioidrezeptor zusammen mit der ACVI co-exprimierten (DOR
+ ACVI), wurden flr 48 h mit Morphin (1 uM) behandelt. Kontrollzellen blieben unbehandelt.
Die Aktivitdt der Adenylylzyklase wurde in Anwesenheit von Forskolin (1 uM), Forskolin und
Morphin (M; 1 uM) oder Forskolin und Naloxon (N; 10 uM) fir 15 min bei 37 °C stimuliert
und das gebildete cAMP im ELISA bestimmt. Die Ergebnisse stellen Mittelwerte + SEM von
n = 3 unabhangigen Versuchen dar. Die Unterschiede zur Forskolinkontrolle sind signifikant
(***; p < 0,001).
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Zunachst wurde die ACVI co-exprimiert, da sie ebenso wie die ACV (siehe
Abbildung 10) durch inhibitorische G-Proteine gehemmt wird. COS-7 Zellen wurden
mit dem Konstrukt fur den oJ-Opiodrezeptor und der ACVI transfiziert und
nachfolgend die akute und chronische Regulation der intrazelluaren cAMP
Produktion nach Inkubation der Zellen mit Morphin (1 pM) fur 48 h bestimmt.
Abbildung 15 zeigt, dass die akute Aktivierung des 3-Opioidrezeptors mit Morphin
zu einer signifikanten Hemmung der cAMP Produktion um - 24,6 + 3,5 % (n = 3)
fuhrt. Im Verlauf der chronischen Morphinbehandlung gleicht sich die urspringlich
verminderte cAMP Produktion den Ausgangswerten an (Toleranz). Die Verdrdngung
von Morphin von seinem Rezeptor durch Naloxon flhrt zu einer UberschieRenden
cAMP Produktion von + 201,5 £ 9,2 % (n = 3), ein regulatorisches Phanomen das
auf die Ausbildung von Abhangigkeit hinweist. Diese Ergebnisse zeigen, dass in
COS-7 Zellen die ACVI funktionell durch den &-Opioidrezeptor reguliert wird und

eine chronische Morphinbehandlung zur Sensibilisierung der Adenylylzyklase fuhrt.

3.5.1.2 Internalisierung des o-Opioidrezeptors nach chronischer

Morphinbehandlung

Die Anwesenheit der ACVI flhrt zur Ausbildung chronischer Opioideffekte in COS-7
Zellen. Es stellte sich daher die Frage, ob die ACVI ebenso wie die ACV die
Internalisierung des 6-Opioidrezeptors nach chronischer Morphinbehandlung
beeinflusst. Hierzu wurde der 5-Opioidrezeptor gemeinsam mit der ACVI in COS-7
Zellen exprimiert und die Zellen fir weitere 48 h mit Morphin (1 uM) inkubiert. Im
Anschluss daran wurde die Agonist vermittelte Internalisierung des
d-Opioidrezeptors nach Exposition flir 1 h mit DADLE bestimmt. Abbildung 16 zeigt,
dass in dieser Versuchsreihe die akute Stimulierung mit DADLE zu einer
Internalisierung des 8-Opioidrezeptors von ca. 40 % fuhrt (- 39,8 + 3,1 %; n = 3).
Nach chronischer Morphinbehandlung ist diese wiederum signifikant starker
ausgebildet als in Kontrollzellen (- 64,5 £ 11,6 %; n = 3). Da die ACVI im Gegensatz
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zur ACV nicht von endogen exprimierten G,z-Untereinheiten reguliert wird, kann
durch chronische Inkubation von Morphin (1 uM) zusammen mit Pertussis Toxin
(PTX; 25 ng/ml) die G-Protein vermittelte Signalweiterleitung vom Opioidrezeptor an
seine intrazelluldren Effektoren verhindert werden. Die anschlieRende Stimulation
der 5-Opioidrezeptoren mit DADLE (1 uM) verringerte die Zahl der
Oberflachenrezeptoren (-41,1 £ 5,4 %; n = 3) in &hnlichem Ausmal wie in
Kontrollzellen. Diese Ergebnisse zeigen, dass die funktionelle Kopplung des
5-Opioidrezeptors an die ACVI zu einer verstarkten Rezeptorinternalisierung nach
chronischer Morphinbehandlung fuhrt. Dieser Effekt kann durch Blockade der

G-Protein vermittelten Signalweiterleitung mit Pertussis Toxin unterbunden werden.
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Abb. 16: Internalisierung des §-Opioidrezeptors in Anwesenheit von ACVI.

COS-7 Zellen wurden mit Konstrukten flir den 8-Opioidrezeptor und der ACVI co-transfiziert
und fir 48 h mit Morphin (M; 1 uM) oder Morphin und Pertussis Toxin (M+PTX; 1 uM und
25 ng/ml) inkubiert. Im Anschluss daran wurde die Internalisierung des 3-Opioidrezeptors
durch Stimulation der Zellen mit DADLE (D; 1 uM; 1 h) bestimmt. Die Daten stellen
Mittelwerte £ SEM von n = 3 unabhangigen Experimenten dar. Das Ausmal} der DADLE
induzierten Rezeptorinternalisierung nach eine chronischer Morphinvorbehandlung ist
signifikant groRer (**; p < 0,01) als in Kontrollzellen.
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Die Regulation der Rezeptorinternalisierung durch chronische Morphinbehandlung
ist daher auf intrazellulare Adaptationen auf Ebene der G-Protein gekoppelten
Signaltransduktion zurlck zu fuhren. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Ausbildung
chronischer Morphineffekte an die Anwesenheit funktionell regulierbarer
Adenylylzyklasen und einer intakten G-Protein vermittelten Signaltransduktion in der

Zelle gebunden ist.

3.5.2 Co-Expression der Adenylylzyklase vom Typ |l
3.5.2.1 Regulation der Aktivitat der Adenylylzyklase

Die Ausbildung chronischer Opioideffekte auf Ebene der Rezeptorinternalisierung
kann entweder Uber die Interaktion aktivierter G,-Untereinheiten mit ACV und VI
oder durch freie Gg,-Untereinheiten vermittelt sein. Deshalb wurde im nachsten
Schritt die Regulation des 5-Opioidrezeptors in Anwesenheit der ACII untersucht,
die durch freie Gg,-Untereinheiten aktivierter inhibitorischer G-Proteine stimuliert
wird. Hierzu wurde die ACIl zusammen mit 3-Opioidrezeptoren in COS-7 Zellen co-
exprimiert und im Anschluss daran die Regulation der enzymatischen Aktivitat nach
akuter und chronischer Aktivierung der Rezeptoren untersucht. Im Gegensatz zu
den Isoformen V und VI fuhrt die akute Aktivierung von Opioidrezeptoren mit
Morphin (1 uM; 15 min) zu einem signifikanten Anstieg der intrazellularen cAMP
Produktion (+ 53,4 + 17,9 %; n = 3). Im Verlauf einer chronischen Behandlung der
Zellen mit Morphin (48 h; 1 uM) nimmt die Stimulation der ACII Aktivitat
kontinuierlich ab und erreicht nach 48 h wieder Kontrollwerte. Entzieht man den
Zellen nun Morphin durch die Zugabe von Naloxon, so andert sich die intrazellulare
cAMP Konzentration nicht weiter (Abbildung 17). Diese Ergebnisse zeigen, dass in
COS-7 Zellen 5-Opioidrezeptoren funktionell an die co-exprimierte ACIl koppeln und
sich nach chronischer Morphinexposition Adaptationen in Form einer
Abschwachung der akuten Opioidwirkung ausbilden. Die chronische

Morphinbehandlung geht dagegen nicht mit einer Sensibilisierung der ACII einher,
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da nach dem Opioidentzug keine weitere Regulation der enzymatischen Aktivitat

beobachtet wurde (Abbildung 17).
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Abb. 17: Akute und chronische Opioidregulation der Adenylylzyklase vom Typ Il in
COS-7 Zellen.

5-Opioidrezeptor und ACII co-exprimierende COS-7 Zellen (DOR + ACII) wurden fir 48 h
mit Morphin (1 uM) behandelt. Kontrollzellen blieben unbehandelt. Die Regulation der ACII
Aktivitat wurde in Anwesenheit von Forskolin (1 uM) mit Morphin (M; 1 uM) und Naloxon
(10 uM) fir 15 min bei 37 °C bestimmt und das gebildete cAMP im ELISA quantifiziert. Die
Ergebnisse stellen Mittelwerte + SEM von n = 3 unabhangigen Versuchen dar. Die
Unterschiede zur Forskolin stimulierten Aktivitat sind signifikant (**; p < 0,01).

3.5.2.2 Internalisierung des o-Opioidrezeptors nach chronischer

Morphinbehandlung

Zur Uberpriifung der Frage, ob die funktionelle Regulation der ACII ebenfalls mit
Adaptationen in der Rezeptorregulation nach chronischer Morphinexposition
einhergeht, wurden 8-Opioidrezeptoren zusammen mit der ACIl in COS-7 Zellen co-

exprimiert und fir 48 h entweder in An- oder Abwesenheit von Morphin (1 uM)
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kultiviert. Im Anschluss daran wurden die Rezeptoren kurzzeitig mit DADLE
stimuliert (1 pM; 1 h) und das Ausmal der Rezeptorinternalisierung mittels
Radioligandenbindung an isolierten Plasmamembranen ermittelt. Wie aus
Abbildung 18 hervorgeht, resultiert die akute Stimulation von Kontrollzellen in einer
Internalisierung der 3-Opioidrezeptoren um 25,0 £ 7,0 % (n = 3). Die chronische
Behandlung der Zellen mit Morphin steigerte das Ausmal® der
Rezeptorinternalisierung auf 37,7 + 4,2 % (n = 3). Die Zunahme der Internalisierung
von 6-Opioidrezeptoren nach chronischer Morphinbehandlung ist somit nicht an eine
durch inhibitorische  Gg-Untereinheiten  vermittelte  Sensibilisierung  der
Adenylylzyklase = gebunden, vielmehr scheint eine funktionell intakte

Rezeptor/Effektorkopplung ausschlaggebend zu sein.
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Abb. 18: Internalisierung des 08-Opioidrezeptors bei Anwesenheit der funktionell
regulierbaren Adenylylzyklase vom Typ Il

d-Opioidrezeptoren wurden zusammen mit der ACIl in COS-7 Zellen co-exprimiert und mit
Morphin (M; 1 uM) fur weitere 48 h inkubiert. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Im
Anschluss daran wurde die Rezeptorinternalisierung durch Zugabe von DADLE (D; 1 uM;
1 h) zum Wachstumsmedium induziert und mit Hilfe der Radioligandenbindung in isolierten
Plasmamembranen bestimmt. Die Ergebnisse stellen Mittelwerte + SEM von n = 3
unabhangigen Versuchen dar.
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3.5.3 Co-Expression eines  funktionell inaktiven Konstrukts der

Adenylylzyklase vom Typ V
3.5.3.1 Uberprifung der Proteinexpression

Die Existenz einer funktionell regulierten Adenylylzyklase als Voraussetzung fir die
Ausbildung chronischer Morphineffekte auf die Rezeptorregulation deutet auf eine
Beteiligung des gebildeten cAMP als Mediator hin. Um diese Frage zu Uberprufen,
wurden 5-Opioidrezeptoren zusammen mit einem funktionell inaktiven Konstrukt der
ACV co-transfiziert, das eine intakte Kopplung inhibitorischer G,-Untereinheiten
aber keine enzymatische Aktivitat aufweist. Zur Expressionskontrolle wurden COS-7
Zellen mit einem HA-markierten Konstrukt des C4-Fragments der ACV (HA-ACV-C1)
entweder alleine oder zusammen mit dem oJ-Opioidrezeptor transfiziert und die
Expression der Proteine mittels eines HA-spezifischen Antikérpers im Westernblot
bestimmt. Daflir wurden 48 h nach der Transfektion Plasmamembranen isoliert und
elektrophoretisch getrennt (10 % SDS-PAGE). Als Kontrollen dienten
Plasmamembranen nicht transfizierter Zellen (WT). Nach Expression des HA-ACV-
C1 Konstrukts erkennt der Antikorper eine einzige Bande bei 62 kDa, die dem
errechneten Molekulargewicht des Fragments entspricht. Der Einfluss eines co-
exprimierten HA-markierten Konstrukts fir den 3-Opioidrezeptor auf die Expression
der HA-ACV-C; konnte in diesem Fall nicht durchgefuhrt werden, da die multiplen
Banden des glykosilierten HA-markierten &-Opioidrezeptores (60 - 70 kDa)
diejenigen des Cq-Fragments der ACV Uberlagern. Die Co-Expression des nicht
markierten 5-Opioidrezeptors hatte jedoch keinen Einfluss auf die gebildeten HA-
ACV-C4 Mengen (Abbildung 19). Diese Ergebnisse zeigen, dass das HA-ACV-C;
Konstrukt in COS-7 Zellen exprimiert wird und die Menge des gebildeten Proteins
bei Co-Expression des &-Opioidrezeptors unter den gewahlten experimentellen

Bedingung nicht beeinflusst wird.
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Abb. 19: Expression des HA-markierten C4-Konstrukts der ACV.

COS-7 Zellen wurden mit Konstrukten fir den HA-markierten 8-Opioidrezeptor (HA-DOR),
mit dem HA-markierten ACV-C, Fragment (HA-ACV-C1) oder den &-Opioidrezeptor (DOR)
transfiziert. Die Proteinexpression wurde mit Hilfe eines HA-spezifischen Antikorpers im
Westernblot bestimmt. Nicht transfizierte Zellen dienten als Kontrolle (WT). Der dargestellte
Blot wurde mit vergleichbaren Ergebnissen drei mal wiederholt.

3.5.3.2 Regulation des Ci-Fragments der Adenylylzyklase vom Typ V durch
Morphin

Nachdem die Expression des HA-markierten ACV-C; Fragments in COS-7 Zellen
gezeigt wurde, konnte im nachsten Schritt die Ausbildung chronischer Opioideffekte
auf die cAMP Produktion untersucht werden. Hierfir wurden die Zellen mit
Konstrukten fur den &8-Opioidrezeptor und des HA-markierten ACV-C4-Fragments
co-transfiziert und einer chronischen Behandlung mit Morphin (1 pM; 48 h)
unterzogen. Als Positivkontrolle dienten Zellen mit der funktionell intakten ACV. Da
das HA-ACV-C; Fragment keine enzymatische Aktivitdt besitzt, konnte nach
Stimulation der Adenylylzyklase mit Forskolin (1 uM; 15 min) keine Zunahme der
intrazellularen cAMP Akkumulation verglichen zur endogenen ACIX beobachtet
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werden. Wie aus Abbildung 20 hervorgeht, kann im Vergleich zur ACV bei
Anwesenheit des HA-ACV-C1 Fragments durch Prazipitation des Morphinentzugs
mit Naloxon ebenfalls keine Supersensitivitdt der Adenylylzyklase beobachtet
werden. Obwohl inhibitorische Ga-Untereinheiten mit dem HA-ACV-C; Fragment
interagieren, ist keine akute Hemmung der cAMP Produktion Gber Opioidrezeptoren
zu messen. Die Untersuchung der funktionellen Regulation des HA-ACV-C
Fragmentes beschrankt sich daher auf eine mdgliche Sensibilisierung nach

chronischer Morphinexposition.
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Abb. 20: Chronische Regulation des C4-Fragments der ACV durch Morphin.

8-Opioidrezeptoren wurden zusammen mit dem HA-markierten ACV-C1 Fragment co-
exprimiert (DOR + HA-ACV-C,) und fir 48 h mit Morphin (1 uM) behandelt. Im Anschluss
daran wurde die cAMP Produktion in Anwesenheit von Forskolin (1 uM), Morphin (M; 1 uM)
und Naloxon (10 uM) fir 15 min bei 37 °C gemessen. Die intrazellulare cAMP
Konzentration nach chronischer Morphinbehandlung wurde jeweils auf 100 % gesetzt. Die

Ergebnisse stellen Mittelwerte + SEM von n = 3 unabhdngigen Versuchen dar. ;
p < 0,001; signifikant unterschiedlich zu Morphin.
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3.5.3.3 Internalisierung des o-Opioidrezeptors nach chronischer

Morphinbehandlung

Da freie Gg,-Untereinheiten beispielsweise Rezeptorkinasen regulieren konnen,
wurde die Internalisierung des  3-Opioidrezeptors nach  chronischer
Morphinbehandlung in Anwesenheit des HA-ACV-C; Fragments untersucht. Hierzu
wurden COS-7 Zellen mit den Konstrukten fir den &-Opioidrezeptor und dem HA-

markierten ACV-C; Fragment co-transfiziert und anschlieBend mit Morphin
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Abb. 21: Internalisierung des 6-Opioidrezeptors nach chronischer

Morphinbehandlung in Anwesenheit des HA-ACV-C, Fragments.

COS-7 Zellen wurden mit den Konstrukten fir den 6-Opioidrezeptor alleine (DOR) oder
zusammen mit dem HA-ACV-C1 Fragment (DOR + HA-ACV-C,) transfiziert und fur 48 h mit
Morphin  (M; 1 uM) behandelt. Im Anschluss daran wurde die Rezeptorinternalisierung
durch kurzzeitige Stimulation DADLE (D; 1 uM; 1h) betimmt. Die Zahl der
Oberflachenrezeptoren chronisch Morphin behandelter Zellen wurde jeweils auf 100 %
gesetzt. Die Ergebnisse stellen Mittelwerte + SEM von n =5 (DOR) bzw. n = 3 (DOR + HA-
ACV-C,) unabhangigen Versuchen dar. DADLE internalisierte den 3-Opioidrezeptor bei
Anwesenheit des HA-ACV-C; Fragments signifikant starker (**; p < 0,01) als in
Kontrollzellen.
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behandelt (1 uM; 48 h). Im Anschluss daran wurde die Rezeptorinternalisierung
nach Stimulation der Zellen mit DADLE (1 uM; 1 h) bestimmt. In chronisch Morphin
behandelten Kontrollzellen (alleinige Expression des 8-Opioidrezeptors) fuhrte die
kurzzeitige Stimulation mit DADLE zu einer Abnahme der Oberflachenrezeptoren
(-27,4 £ 8,1 %; n= 5). Wie aus Abbildung 21 hervorgeht, resultierte die Co-
Expression des HA-ACV-C; Fragments in einem signifikant starkeren Verlust von
5-Opioidrezeptoren von der Zelloberflache um - 49,1 + 49 % (n = 3). Dieses
Ergebnis zeigt, dass die chronische Aktivierung von G-Proteinen und deren
Interaktion mit Adenylylzyklasen die Rezeptorfunktion unabhangig von der
Regulation der enzymatischen Aktivitdt beeinflusst. Das Fehlen adaptiver
Veranderungen auf Ebene der Adenylylzyklase schliel3t allerdings nicht aus, dass
die kontinuierliche Interaktion inhibitorischer G,-Untereinheiten mit dem HA-ACV-C;4
Fragment nach chronischer Morphinexposition Einfluss auf weitere G-Protein

regulierte Mechanismen nimmt.

3.6 Untersuchungen zum Mechanismus der verstarkten
Internalisierung  des  &-Opioidrezeptors nach  chronischer

Morphinexposition
3.6.1 Aktivierung der G-Protein gekoppelten Rezeptorkinase 2

Im letzten Teil der Arbeit wurde auf den moglichen Einfluss einer funktionell intakten
Regulation der Adenylylzyklase auf die Verstarkung der Rezeptorinternalisierung
nach einer chronischen Morphinbehandlung eingegangen. Die Agonist induzierte
Rezeptorinternalisierung wird durch eine Abfolge mehrerer ineinander greifender
Regulationsschritte vermittelt. Nach Aktivierung des Rezeptors wird dieser Uber
spezifische Rezeptorkinasen phosphoryliert, nachfolgend Uber Arrestine
sequestriert und unter Vermittlung von Dynamin Uber so genannte ,clathrin coated
pits“ endozytiert. In einem ersten Schritt wurde deshalb die Umverteilung der in
COS-7 Zellen vorherrschenden Rezeptorkinase 2 (GRK2) aus dem Zytosol an die
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Plasmamembranen untersucht, die einen Ausdruck fur die Aktivierung des o-
Opioidrezeptors darstellt. Hierzu wurden COS-7 Zellen mit den Konstrukten fur den
d-Opioidrezeptor alleine oder zusammen mit ACV transfiziert und einer chronischen
Behandlung mit Morphin (1 uM; 48 h) unterzogen. Ein Teil der transfizierten Zellen
blieb jeweils unbehandelt und diente als Kontrolle. Die Zellen wurden akut mit
DADLE stimuliert (5 min; 37 °C) und die mit der Plasmamembran assoziierte GRK2
im Westernblot bestimmt. Zur Detektion wurde ein selektiver gegen GRK2
gerichteter Antikorper verwendet, der eine charakteristische Bande bei ca. 80 kDa
erkannte. Fur die densitometrische Auswertung der Immunreaktivitat wurden die
Proben als Auftragskontrolle zusatzlich mit einem spezifischen Antikbrper gegen
Membran assoziierte Gg-Untereinheiten (35 kDa) untersucht. Wie in Abbildung 22
dargestellt, fihrt unabhangig von der Anwesenheit der ACV die akute Stimulation
des 6-Opioidrezeptors zu einer deutlichen Anreicherung von GRK2 an die
Plasmamembran. Bei den &-Opioidrezeptor exprimierenden Kontrollzellen konnte
nach akuter Rezeptoraktivierung eine Zunahme von 24,7 + 13,4 % (n = 3) in der
GRK2 Immunreaktivitit gemessen werden. In diesem Zellsystem hatte die
chronische Morphinbehandlung keinen Einfluss auf die basale Anlagerung von
GRK2 an die Plasmamembran. Die anschlielende Stimulation der Rezeptoren mit
DADLE resultierte dagegen wieder in einer Zunahme der GRK2 Immunreaktivitat
um 48,0 + 25,6 % (n = 3 ). Nach Co-Expression der ACV fuhrte die akute
Aktivierung der 8-Opioidrezeptoren mit DADLE zu einer signifikanten Assoziation
der GRK2 an die Plasmamembran (+ 35,0 £ 12,6 %, n = 3). Im Gegensatz zu
Kontrollzellen konnte nach der chronischen Morphinbehandlung bereits ein
signifikanter Anstieg der GRK2 Immunoreaktivitat in Anwesenheit von Morphin
gemessen werden (+ 48,0 £ 25,6 %; n = 3). Diese erhdhte GRK2 Assoziation nahm
nach anschlieBender DADLE Stimulation nochmals weiter zu (+ 67,7 + 6,0 %;
n=3). Diese Ergebnisse zeigen, dass die chronische Morphinbehandlung in
Anwesenheit einer funktionell regulierbaren Adenylylzyklase zu einer vermehrten

Bereitstellung von GRK2 an der Plasmamembran flhrt, die nach Aktivierung des

72



3. Ergebnisse

Transfektion: DOR DOR + ACV
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Abb. 22: Umverteilung der GRK2 in COS-7 Zellen.

COS-7 Zellen wurden mit Konstrukten fir den 5-Opioidrezeptor alleine (DOR) oder mit ACV
(DOR + ACV) transfiziert und in An- oder Abwesenheit von Morphin (M; 1 uM) flr weitere
48 h inkubiert. Nach akuter Stimulation der 3-Opioidrezeptoren mit DADLE (D; 1 uM; 37 °C)
wurden Plasmamembranen isoliert und die Menge der an Membranen assozierten GRK2 im
Westenblot bestimmt. Als Auftragskontrolle diente Membran assoziertes Gg. Reprasentative
Blots sind in die Abbildung eingefligt. Die Immunreaktivitit wurde densitometrisch
ausgewertet und im Vergleich zur basalen Schwarzung unbehandelter Zellen dargestellt. Die
Ergebnisse stellen Mittelwerte + SEM von n = 3 unabhangigen Experimenten dar. Bei DOR +
ACYV sind die Unterschiede zur Basalen signifikant (**; p < 0,01; ***; p < 0,001).

73



3. Ergebnisse

d-Opioidrezeptors moglicherweise zu einer verstarkten Phosphorylierung beitragen

kann.

3.6.2 Umverteilung von p-Arrestin 1

Der phosphorylierte 5-Opioidrezeptor stellt ein Substrat fur B-Arrestin 1 dar, einem
zytosolischen Adapterprotein, das die Anlagerung an ,clathrin coated pits” vermittelt.
Im letzten Schritt der Arbeit wurde deshalb untersucht, ob die vermehrte
Rekrutierung von GRK2 nach Aktivierung des Rezeptors mit DADLE Einfluss auf die
Umverteilung von B-Arrestin 1 als Indikator fur eine effizientere Rezeptorendozytose
nach chronischer Morphinbehandlung nimmt. Hierzu wurden COS-7 Zellen mit den
Konstrukten flr den 0&-Opioidrezeptor alleine oder zusammen mit der ACV
transfiziert und fir 48 h mit Morphin (1 uM) behandelt. Ein Teil der transfizierten
Zellen blieb jeweils unbehandelt und diente als Kontrolle. Die Umverteilung von
B-Arrestin 1 an die Plasmamembran nach akuter Stimulation der Rezeptoren mit
DADLE (5 min; 37 °C) wurde ebenfalls wieder im Westernblot bestimmt. Zur
Detektion von B-Arrestin 1 wurde ein spezifischer Antikdrper verwendet, der eine
charakteristische Bande bei 50 kDa erkannte. Um bei der densitometrischen
Auswertung der Immunreaktivitdt von identischen Proteinmengen ausgehen zu
kénnen, wurden die Proben als Auftragskontrolle mit einem spezifischen Antikérper
gegen Gg-Untereinheiten (35 kDa) angefarbt. Die Agonist vermittelte Regulation von
B-Arrestin 1 stellte sich wie folgt dar (siehe Abbildung 23): in 5-Opioidrezeptor
exprimierenden Kontrollzellen lag nach akuter Aktivierung der Rezeptoren mit
DADLE nur geringfugig mehr B-Arrestin 1 an den Plasmamembranen vor als in
unbehandelten Zellen (+ 21,3 £ 11,3 %; n = 3). Die chronische Morphinbehandlung
geht mit einer Zunahme der B-Arrestin 1 Konzentrationen einher (+ 64,3 £ 7,2 %; n
= 3), die sich nach anschlieRender DADLE Stimulation nochmals steigerte (+ 94,7 +
18,2 %; n = 3). Im Gegensatz dazu fuhrte die Co-Expression der ACV nach akuter

Exposition der Zellen mit DADLE zu einer deutlich starkeren Umverteilung von
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B-Arrestin 1 an die Plasmamembran (+ 131,0 £ 45,0 %; n = 3). Nach der
chronischen Morphinbehandlung konnten etwa vergleichbare Mengen an
B-Arrestin 1 detektiert werden (+ 148,0 £ 9,0 %; n = 3). Wurden die Rezeptoren
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Abb. 23: Umverteilung von B-Arrestin 1 in COS-7 Zellen.

COS-7 Zellen wurden mit den Konstrukten fiir den 5-Opioidrezeptor alleine (DOR) oder mit
der ACV (DOR + ACV) transfiziert und in An- oder Abwesenheit von Morphin (M; 1 uM) fir
weitere 48 h inkubiert. Nach akuter Stimulation des 5-Opioidrezeptors mit DADLE (D; 1 uM;
37 °C) wurden Plasmamembranen isoliert und das an Membranen assozierte B-Arrestin 1
im Westenblot detektiert. Ein reprasentativer Blot ist in die Abbildung eingefligt. Die
Immunreaktivitdt wurde densitometrisch erfasst und auf die basale Schwarzung der
Kontrollen bezogen. Die Ergebnisse stellen Mittelwerte + SEM von n = 3 unabhangigen
Experimenten dar. Bei DOR + ACV sind die Unterschiede zu unbehandelten Zellen
signifikant (**; p < 0,01; ***; p < 0,001).
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unter diesen Bedingung mit DADLE stimuliert, so konnte eine signifikant gesteigerte
Translokation von B-Arrestin 1 von + 323,0 + 40,0 % (n = 3) beobachtet werden.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die verstarkte Internalisierung von
d-Opioidrezeptoren nach chronischer Morphinbehandlung in Anwesenheit von ACV

mit einer Zunahme der B-Arrestin 1 Translokation einhergeht.
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4, Diskussion

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung chronischer
Morphineffekte auf die Agonist vermittelte Internalisierung von 3-Opioidrezeptoren
in COS-7 Zellen. Von besonderem Interesse war dabei, ob die mit der Ausbildung
von Toleranz und Abhangigkeit einhergehenden intrazellularen Adaptationen auf

Ebene der Adenylylzyklase mit der Regulation der Rezeptorfunktion interferieren.

Die Ergebnisse zeigen, dass die chronische Morphinbehandlung bei Anwesenheit
einer funktionell intakten Rezeptor/Effektor Kopplung zu einer Sensibilisierung der
Funktion des 5-Opiodrezeptors flihrt. Die gesteigerte Empfindlichkeit des Rezeptors
aullert sich einerseits in einer erhdhten Affinitat gegentber dem Opioidagonisten
Deltorphin Il, andererseits in einer gesteigerten Rezeptorvermittelten Aktivierung
von ERK-1 und -2. Als Ausdruck der erhéhten Rezeptorfunktion konnte zudem eine
verstarkte Internalisierung des Rezeptors nach kurzfristiger Agoniststimulation
gezeigt werden, die durch eine erhohte Kapazitat der an der Rezeptorendozytose

beteiligten Mechanismen vermittelt wird.

Die Bearbeitung der Fragestellung erforderte einen Rezeptortyp, der selbst nach
langerfristiger Morphinbehandlung weder in seiner Funktion beeinflusst noch
internalisiert wird. Dazu stehen grundsatzlich der p- und der 3-Opioidrezeptor zur
Verfligung, die eine akute Regulation auf Rezeptorebene umgehen (Keith et al.,
1996; Whistler und von Zastrow, 1998; Eisinger et al., 2002). Da der
5-Opioidrezeptor aufgrund struktureller Unterschiede vor allem in seinem
C-Terminus nach Stimulation mit hoch effizienten Agonisten (DADLE, Etorphin)
einer starkeren Internalisierung unterliegt als der u-Rezeptor (Trapaidze et al., 1996;
Koch et al., 1998; Zhang et al., 1999), wurde die vorliegende Arbeit am Modell des
d-Opioidrezeptors durchgefuhrt.

Die Internalisierung des 06-Opioidrezeptors wurde mit Hilfe des tritiierten
Antagonisten *H-Diprenorphin an Plasmamembranpraparationen gemessen. Diese

Methode erfasst die Zahl der an der Zelloberflache lokalisierten Rezeptoren. Durch
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Vergleich mit unbehandelten Kontrolizellen kann so das Ausmall der
Rezeptorinternalisierung bestimmt werden (Pfeiffer und Herz, 1982; Law et al.,
1984; Trapaidze et al., 1996).

COS-7 Zellen stellen sich fur diese Studie als Uberaus vorteilhaft heraus, da sie mit
allen fur die Rezeptorinternalisierung benétigten Komponenten ausgestattet sind.
Die erhbhte Kapazitdt der Rezeptorinternalisierung nach  chronischer
Morphinbehandlung konnte nur deshalb identifiziert werden, da in diesen Zellen der
Gehalt an zytosolischen GRK2 und B-Arrestin 1 geringer als in anderen Zelllinien ist
(Ménard et al.,, 1997). Dadurch ist das Ausmald der Agonist vermittelten
Internalisierung des 8-Opioidrezeptors im Vergleich weniger stark ausgepragt als in
HEK293 oder NG15-108 Zellen (Keith et al., 1993; Bot et al.,, 1997). Eine
vergleichbar geringe Internalisierungsrate G-Protein gekoppelter Rezeptoren in
COS-7 Zellen konnte kurzlich fir Leukotrien Bs- und Oxytocinrezeptoren gezeigt
werden, die in beiden Fallen nach Uberexpression der limitierenden GRK2
signifikant gesteigert wurde (Chen at al, 2004; Hasbi et al., 2004).

Die Untersuchungen zum Einfluss einer funktionell intakten Rezeptor/Effektor
Kopplung fur die Ausbildung chronischer Opioideffekte konnte ebenfalls nur am
Modell der COS-7 Zellen durchgeflihrt werden, da diese nur eine einzige, nicht von
Opioidrezeptoren regulierbare Isoform der Adenylylzyklase (AVIX) besitzen
(Premont, 1994; Avidor-Reiss et al., 1996). Somit kann durch Co-Expression
verschiedener Konstrukte der Adenylylzyklase das Signal identifiziert werden, das
fur die Auslésung chronisch Morphin induzierter Adaptationen ausschlaggebend ist.
Diese Eigenschaft von COS-7 Zellen wurde bereits friher erfolgreich zur
Charakterisierung des G-Proteins genutzt, das die Information fir die Ausbildung
von Toleranz und Abhangigkeit vermittelt (Ammer und Christ, 2002). Dartber hinaus
konnten in diesem Zellsystem nach Rekonstitution diejenigen Isoformen der
Adenylylzyklase bestimmt werden, die nach chronischer Morphinbehandlung mit
einer UberschieRenden cAMP Produktion antworten (Avidor-Reiss et al., 1997,
Eckhardt et al., 2000).

Fur die praktische Durchfihrung der Experimente war allerdings von Nachteil, dass
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durch die Transformation mit dem SV40 Virus und Expression des T-Antigens keine
stabile Expression von Plasmid-DNA in diesen Zellen mdglich ist (Gluzman, 1981).
Dagegen sind COS-7 Zellen zur extrachromosomalen Replikation von Plasmiden
mit SV40 origin beféhigt, die mit einer transienten Uberexpression von Proteinen
einhergeht (Watson et al., 1993). Somit mussten COS-7 Zellen fir jedes Experiment
neu transfiziert werden. Eventuelle Schwankungen in der Proteinexpression
konnten allerdings vernachlassigt werden, da sowohl die Regulation der
Rezeptorfunktion als auch die Induktion adaptiver Veranderungen auf Ebene der
Adenylylzyklase durch die absolute Proteinmenge nicht beeinflusst wird (Law et al.,
1994; Avidor-Reiss et al., 1996). Auch in dieser Arbeit ergaben die gewonnenen
Ergebnisse einen einheitlichen Trend, welcher unabhangig von der jeweiligen
Rezeptordichte als Durchschnittswert verschiedener Zellpopulationen anzusehen
ist. Somit orientierten sich diese Versuchsbedingungen auch an physiologischen
Gegebenheiten, da die Ausstattung einzelner Nervenzellen mit verschiedenen

Komponenten Opioidrezeptor assoziierter Signalkaskaden ebenfalls variiert.

In dieser Studie sollten COS-7 Zellen durch die chronische Morphinbehandlung in
das Stadium der Toleranz und Abhangigkeit versetzt werden. Ein zellulares Korrelat
hierfir ist die Sensibilisierung der Adenylylzyklase (Supersensitivitat), die nach dem
Opioidentzug mit einem Anstieg der intrazellularen cAMP Produktion einhergeht
(Thomas und Hoffman, 1987; Johnston und Watts, 2003). Um entsprechende
Versuchsbedingungen zu rekonstituieren, wurden die Untersuchungen zunachst in
Anwesenheit der ACV durchgefuihrt. Von dieser Isoform ist bekannt, dass sie auf
zellularer Ebene durch eine langerfristige Opioidbehandlung sensibilisiert wird
(Childers, 1991; Avidor-Reiss et al., 1996). Sie wird zudem in verschiedenen
Gehirnarealen exprimiert (Locus coeruleus; Nucleus accumbens), die wesentlich an
der Entstehung von Entzugssymptomen beteiligt sind (Maldonado et al., 1992; Self
und Nestler, 1995).

Die Ergebnisse der Internalisierungsversuche zeigen, dass eine chronische
Morphinbehandlung bei Anwesenheit einer funktionell intakten Signaltransmission

vom &-Opioidrezeptor zur Adenylylzyklase zu einer signifikant starkeren
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Internalisierung des &-Opioidrezeptors nach kurzzeitiger Stimulation mit DADLE
fuhrt (siehe Abbildungen 10 und 11). Voraussetzung fir die Entstehung dieses
chronischen Opioideffektes ist allerdings, dass wahrend der Morphinbehandlung
eine intakte Signaltransduktion zwischen dem Rezeptor und der Adenylylzyklase
besteht. Die Identitdt der regulierten Isoform der Adenylylzyklase ist allerdings nicht
von Bedeutung. Dies wurde deutlich, nachdem bei Co-Expression des
5-Opioidrezeptors die ACV durch ACVI ersetzt und die Rezeptor/G-Protein
Interaktion mit PTX unterbunden wurde. Obwohl die Co-Expression von ACVI die
Rezeptorinternalisierung nach chronischer Morphinexposition verstarken konnte,
konnte dieser Effekt nach Unterbrechung der G-Protein aktivierten
Signalweiterleitung mit PTX nicht mehr beobachtet werden (siehe Abbildung 16).
Die Regulation der Rezeptorfunktion und -internalisierung kann somit als Ausdruck
intrazellularer Adaptationen im Stadium der Toleranz und Abhangigkeit angesehen
werden. Nachdem bisher nur Adaptationen auf Ebene der Adenylylzyklase mit der
Ausbildung zelluldrer Korrelate flr Toleranz und Abhangigkeit assoziiert werden,
stellt sich die Frage, ob die Sensibilisierung der Adenylylzyklase mit dem

Mechanismus der Internalisierung des 3-Opioidrezeptors interferiert.

Diese Frage wurde durch Co-Transfektion der Zellen mit der ACIl beantwortet.
Diese Isoform wird vom §-Opioidrezeptor Uber freigesetzte Gg,-Untereinheiten direkt
reguliert, zeigt aber keine Sensibilisierung nach chronischer Opioidbehandlung
(Taussig et al., 1993a; Taussig und Gilman, 1995; Avidor-Reiss et al., 1997).
Trotzdem flihrte die chronische Morphinbehandlung in diesen Zellen zu einer
gesteigerten Rezeptorinternalisierung (siehe Abbildungen 17 und 18). Das
Phanomen der Adenylylzyklase Supersensitivitdt scheint daher nicht an die

Veranderungen in der Rezeptorregulation gekoppelt zu sein.

Die verstarkte Internalisierung des 3-Opioidrezeptors nach chronischer
Morphinbehandlung steht auch nicht mit der katalytischen Aktivitdt der
Adenylylzyklase in Verbindung, da die alleinige Anwesenheit der Bindungsstelle fur
aktivierte G,-Untereinheiten in Abwesenheit einer enzymatischen Funktion die

Adaptation auf Rezeptorebene vermitteln konnte (Tang et al., 1991; Dessauer et al.,
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1998). Dies wurde durch Co-Transfektion des 5-Opioidrezeptors mit dem HA-ACV-
C+ Fragment gezeigt (siehe Abbildung 21). Folglich ist die direkte Interaktion
aktivierter G,- oder Gg~ Untereinheiten mit einer Adenylylzyklase das
entscheidende Signal zur Auslésung chronischer Morphinwirkungen auf die
Rezeptorinternalisierung. Diese Schlussfolgerung wird durch die Versuche mit den
MAP-Kinase Isoformen ERK-1 und -2 unterstitzt. Die MAP-Kinase stellt einen Uber
Opioidrezeptoren indirekt regulierten Effektor dar, wobei freie Gg,-Untereinheiten
lediglich am Beginn einer komplexen Kaskade alternativer Stoffwechselwege stehen
(Burt et al., 1996; Schulz et al., 2004). Somit kann die Aktivierung der MAP-Kinase
in COS-7 Zellen unabhangig von der An- oder Abwesenheit einer funktionell
gekoppelten Adenylylzyklase beobachtet werden, ohne dass damit in die
Rezeptorregulation eingegriffen wird (siehe Abbildung 13). Die nach einer
chronischen Morphinbehandlung beobachtete verstarkte Aktivierung von ERK-1
und -2 ist deshalb als erhdhte Empfindlichkeit der &-Opioidrezeptoren zu
interpretieren. Die nachste Frage war nun, wie die direkte Assoziation von G-Protein
Untereinheiten mit ihren entsprechenden Effektoren in den Ablauf der

Internalisierung des 3-Opioidrezeptors eingreifen kann.

Ein mdglicher Ort fur die Interaktion zwischen G-Protein vermittelter
Effektorregulation und den Mechanismen der Rezeptorfunktion stellt der G-Protein
Zyklus dar. Zum einem existiert eine Familie von Proteinen mit so genannter PH
Doméne, die freie Gg,-Untereinheiten binden und die Reassoziation zum
Heterotrimer verhindern kénnen. Zum anderen kann durch Bindung so genannter
GAP-Proteine an die aktivierte G,-Untereinheit die GTPase-Aktivitat erhoht und die
SignalUbertragung beeinflusst werden. Eine mdgliche Wechselwirkung kdénnte
dadurch entstehen, dass die wahrend einer chronischen Morphinbehandlung
kontinuierlich freigesetzten Gg,-Untereinheiten mit regulatorischen Proteinen mit PH
Domane interagieren. Ein solches Protein stellt die GRK2 dar (Touhara et al., 1994),
die nach der G-Protein Aktivierung freigesetzte Gg,-Untereinheiten als
Bindungspartner zur Umverteilung an die Plasmamembran und Phosphorylierung

des 8-Opioidrezeptors bendtigt (Guo et al., 2000). In der Tat konnte gezeigt werden,
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dass die chronische Morphinbehandlung bei Anwesenheit einer funktionell
regulierten Adenylylzyklase mit einer deutlichen Anreicherung von GRK2 an der
Plasmamembran einher geht (siehe Abbildung 22). Zum gegenwartigen Zeitpunkt
kann noch nicht gesagt werden, ob es sich um eine vermehrte GRK2 Umverteilung
aus dem Zytosol oder um eine Hochregulation des Gesamtproteins handelt.
Letzteres konnte in Neuronen des Locus coerulerus der Ratte nach einer
chronischen Morphinadministration beobachtet werden (Terwilliger et al., 1994).
Weiterhin geht aus Abbildung 22 hervor, dass die akute Stimulation von
d-Opioidrezeptoren mit DADLE nach chronischer Morphinbehandlung eine
verstarkte Rekrutierung von GRK2 an die Plasmamembran zur Folge hat. Hierdurch
konnte sich eine im Vergleich zu unbehandelten Zellen gesteigerte
Phosphorylierung und Internalisierung des 3-Opioidrezeptors erklaren. Obwohl aus
den vorliegenden Untersuchungen keine direkte Aussage Uber die Aktivitat der
GRK2 durch Bestimmung der Rezeptorphosphorylierung moglich ist, weist die
vermehrte Umverteilung von B-Arrestin 1 indirekt auf einen solchen Mechanismus
hin (siehe Abbildung 23). Eine solche Interpretation erscheint plausibel, da
B-Arrestin 1 den phosphorylierten Rezeptor als Stimulus fur die
Membranumverteilung bendétigt (Ferguson et al., 1996b). Eine vermehrte Bindung
phosphorylierter Rezeptoren an ,clathrin coated pits* mit nachfolgender
Sequestrierung und Internalisierung ist die Folge (Kovoor et al., 1997; Law et al.,
2000).

Obwohl 3-Opioidrezeptoren in Abwesenheit einer funktionell regulierten
Adenylylzyklase kontinuierlich ihre assoziierten G-Proteine aktivieren, reicht dies
nicht zur Ausbildung chronisch Morphin induzierter Adaptationen auf Ebene der
Rezeptorinternalisierung aus. Hierfur ist offensichtlich die Interaktion zwischen
aktivierten G,-Untereinheiten und einer Adenylylzyklase essentiell. In diesem
Zusammenhang kann durch die Bindung einer aktivierten G,-Untereinheit an ihren
Effektor die Geschwindigkeit des G-Protein Zyklus beeinflusst werden. So kdnnen
beispielsweise die ACV und Phospholipase C zur Familie der GAP (GTPase

activating protein) oder RGS (regulators of g-protein signaling) Proteine gezahlt
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werden (Berstein et al., 1992; Wittpoth et al., 2000; Hollinger und Heppler, 2002),
die eine beschleunigte Hydrolyse von GTP zu GDP bewirken und somit die
Reassoziation des Heterotrimers fordern (Markby et al., 1993). Dies resultiert in
einer Abschwachung des G-Protein abhangigen Signals, was in der Regel zur
Desensibilisierung von Rezeptoren beitragt (Hunt et al., 1996; Watson et al., 1996).
In der vorliegenden Arbeit fuhrt die Co-Expression eines Effektors mit GAP-Funktion
allerdings zur Sensibilisierung von &-Opioidrezeptoren. Dies kdnnte durch eine
vermehrte Bereitstellung heterotrimerer G-Proteine oder einem pro Zeiteinheit
haufiger ablaufenden G-Protein Zyklus erklart werden. Als Konsequenz beider
Erklarungsmadglichkeiten resultiert eine verstarkte Kopplung der Rezeptoren an ihre
G-Proteine, was einerseits mit einer Zunahme der Funktion hoch affiner Rezeptoren
fur Deltorphin Il und andererseits mit einer vermehrten Aktivitat und Internalisierung
von J-Opioidrezeptoren nach DADLE Stimulation korreliert. Die Expression eines
direkt regulierten Effektors bewirkt offenbar eine positive Rickkopplung (,feedback®)
zwischen Rezeptor und G-Protein. Derartige Regulationsmechanismen sind in der
Physiologie nicht unbekannt. Positive ,feedback“-Mechanismen verstarken die
Antwort des ursprunglichen Signals und wurden fur G-Proteine und der cGMP
abhangigen Phosphodiesterase in Stdbchenzellen der Retina beschrieben
(Arshavsky und Bownds, 1992).

Nach einer langerfristigen Schmerztherapie mit Opioiden kann es zur Ausbildung
einer gesteigerten Schmerzempfindung kommen, ein paradoxes Phdnomen das als
Hyperalgesie oder Allodynie bezeichnet wird (Koppert, 2004). An der erhéhten
Schmerzempfindung sind NMDA-Rezeptoren ursachlich beteiligt, die nach PKC
vermittelter Phosphorylierung fur ihre endogenen Liganden hypersensibilisiert
werden (Woolf und Thompson, 1991; Célérier et al., 2000; Guo et al., 2002). Die
Sensibilisierung von NMDA-Rezeptoren geht mit der Entwicklung von Toleranz
gegenlber Opioiden einher und tritt zeitlich verzdgert sowie mit ansteigender
Intensitat auf. Auf zellularer Ebene wird eine Beteiligung der Adenylylzyklase
diskutiert, die im Opioidentzug zur Freisetzung exzitatorischer Neurotransmitter fuhrt
(Fairbanks und Wilcox, 2000). Die in dieser Arbeit beschriebene Sensibilisierung

von 6-Opioidrezeptoren nach einer chronischen Morphinbehandlung kénnte tber
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eine vermehrte Aktivierung der PLC und nachfolgender Freisetzung von Calzium
eine erhOhte Aktivitdt der PKC bewirken. Hieriber kdnnte eine madgliche
Wechselwirkung zwischen Opioidrezeptoren und NMDA-Rezeptoren hergestellt
werden. Die Beobachtung, dass bei Verwendung von Morphin im Gegensatz zu
anderen Opioiden die Hyperalgesie bereits wahrend der Schmerztherapie auftritt

kann als weiteres Beispiel fir die Sonderstellung des Morphin gelten (Ali, 1986).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass in transient transfizierten
COS-7 Zellen die chronische Aktivierung von 8-Opioidrezeptoren mit Morphin in
Anwesenheit einer funktionell regulierten Adenylylzyklase zur Ausbildung
intrazellularer Adaptationen fuhrt, die mit der Entstehung von Abhangigkeit
einhergehen. Diese auBern sich bei Anwesenheit einer durch inhibitorische
G.-Untereinheiten regulierbaren Adenylylzyklase in einer Sensibilisierung der cAMP
Produktion. Die intrazellularen Adaptationen gehen in COS-7 Zellen zudem mit
einer Sensibilisierung des &-Opioidrezeptors und einer verstarkten Agonist
vermittelten Rezeptorinternalisierung einher. Als Voraussetzung fir die Induktion
intrazellularer Adaptationen nach einer chronischen Morphinbehandlung ist das
Vorliegen eines funktionell intakten G-Protein Zyklus zu nennen, der eine feedback-
Regulation mit dem Effektor erfordert. Somit kann die verstarkte Internalisierung des
d-Opioidrezeptors nach chronischer Morphinbehandlung als Indikator fur

intrazellulare Adaptationen im Stadium der Abhangigkeit angesehen werden.
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5. Zusammenfassung

Opioidrezeptoren sind membranstandige, an inhibitorische G-Proteine gekoppelte
Rezeptoren, deren langerfristige Aktivierung zur Ausbildung von Toleranz und
Abhangigkeit flhrt. Auf zellularer Ebene geht Toleranz haufig mit einer
Desensibilisierung der Rezeptorfunktion einher, wahrend Abhangigkeit durch eine

Sensibilisierung der Adenylylzyklase gekennzeichnet ist.

Morphin nimmt unter den Opioiden eine Sonderstellung ein, da es Opioidrezeptoren
selbst nicht zu internalisieren vermag. Hieraus resultiert eine uneingeschrankte
inhibitorische Signaltransduktion mit der Md&glichkeit zur verstarkten Ausbildung

intrazellularer Adaptationen nach chronischer Morphinbehandlung.

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb untersucht, ob die chronische
Morphinbehandlung zu Adaptationen in der Agonist vermittelten Regulation der
Rezeptorfunktion fiihrt und ob diese an die Sensibilisierung der Adenylylzyklase
gebunden sind. Als Zellmodell dienten COS-7 Zellen, die endogen keine durch
inhibitorische G-Proteine regulierbare Adenylylzyklase besitzen. Zur Beantwortung
der Fragestellung wurde der 6-Opioidrezeptor entweder alleine oder zusammen mit
verschiedenen Konstrukten der Adenylylzyklase in COS-7 Zellen co-exprimiert. Die
Ergebnisse zeigen, dass die chronische Morphinbehandlung in Gegenwart
funktionell regulierbarer Adenylylzyklasen (ACV, VI) zu einer Sensibilisierung der
Funktion des &-Opioidrezeptors flhrt. Die gesteigerte Empfindlichkeit des
d-Opioidrezeptors aulert sich in einer erhdhten Affinitat gegentber Deltorphin |l
sowie in einer verstarkten Aktivierung der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen ERK-1
und -2. Als Ausdruck der gesteigerten Rezeptorfunktion konnte zudem eine
verstarkte Internalisierung des 6-Opioidrezeptors nach kurzzeitiger Stimulation mit
[D-Ala®, D-Leu’]Enkephalin identifiziert werden. Diese geht mit einer erhdhten
Umverteilung der G-Protein gekoppelten Rezeptorkinase 2 und von B-Arrestin 1

einher.
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Durch Substitution der ACV mit ACIlI oder dem enzymatisch inaktiven HA-ACV-C;
Fragment sowie nach Unterbrechung der ACVI Regulation durch Pertussis Toxin
konnte zudem nachgewiesen werden, dass die Regulation der Rezeptorfunktion
weder an die katalytische Aktivitdt noch an die Sensibilisierung der Adenylylzyklase
gebunden ist. Vielmehr scheint eine direkte Interaktion inhibitorischer
Gg-Untereinheiten mit der Adenylylzyklase essentiell fir die Ausbildung
intrazellularer Adaptationen nach einer chronischen Opioidbehandlung zu sein. Die
Sensibilisierung der Adenylylzyklase sowie die gesteigerte Internalisierung des
d-Opioidrezeptors nach chronischer Morphinbehandlung kdnnen somit beide als
Ausdruck intrazellularer Adaptationen im Stadium der Abhangigkeit aufgefasst

werden.
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6. Summary

Sensitisation of 8-Opioid Receptor Function by Chronic Morphine Treatment

Chronic activation of inhibitory G protein-coupled opioid receptors results in the
development of tolerance and dependence. On a cellular level, tolerance is often
accompanied by desensitisation of opioid receptor function, whereas dependence is

characterized by sensitisation of adenylyl cyclase activity.

Morphine displays unique functional properties, as it fails to induce agonist mediated
receptor internalisation. Due to an unimpeded inhibitory signalling, chronic morphine
treatment is prone to induce intracellular adaptations associated with opioid

dependence.

The aim of this thesis was to investigate whether chronic morphine treatment might
produce adaptational changes in the regulation of opioid receptor function and
whether these are associated with regulatory changes at the level of adenylyl
cyclase. COS-7 cells were used as a model system, as they lack an adenylyl
cyclase isoform that is susceptible to regulation by inhibitory G protein-coupled
receptors. These cells were transiently transfected with cDNAs either for the
d-opioid receptor alone or together with different adenylyl cyclase isoforms. The
results obtained show that in the presence of functionally regulated adenylyl cyclase
isoforms (ACV, VI) chronic morphine treatment results in sensitisation of &-opioid
receptor function. The enhanced sensitivity of 5-opioid receptors is accompanied by
an increased affinity of the receptor towards Deltorphin Il as well as an enhanced
activation of mitogen-activated protein kinases ERK-1 and -2. As a consequence of
enhanced receptor activity, short-term agonist treatment with [D-Ala?,
D-Leu’]enkephalin resulted in a more profound internalisation of the receptor. The
enhanced receptor internalisation is associated with an increased agonist induced
redistribution of G protein-coupled receptor kinase 2 and B-arrestin 1 from the

cytosol to the plasma membrane.

Substitution of ACV by ACII or the enzymatically inactive HA-ACV-C4 fragment as
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well as disruption of ACVI regulation by pertussis toxin treatment provided evidence
that the induction of alterations in receptor function are unlikely to require catalytic
activity or sensitisation of adenylyl cyclase. In contrast, the results obtained suggest
that direct interaction of inhibitory G, subunits and their respective adenylyl cyclase
is essential for the induction of cellular adaptations associated with dependence.
They also suggest that sensibilization of adenylyl cyclase as well as the increase in
agonist induced receptor internalisation may originate from common intracellular

adaptations in G protein-coupled signal transduction.
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