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1 Einleitung

1.1 Opioiderge Systeme: Komponenten

1.1.1 Opioidrezeptorliganden

1.1.1.1 Exogene Opioide: Opiate

Opium, der aus unreifen Fruchtkapseln des Schlafmohns Papaver somniferum

gewonnene, an der Luft getrocknete Milchsaft, wurde bereits im 3.Jahrtausend v.Chr.

von den Sumerern im Zweistromland zwischen Euphrat und Tigris eingesetzt. In der

„De Materia medica“, dem pharmakologischen Lehrbuch des Arztes Pedanicus

Dioscorides (1.Jhd.n.Chr.), wurde es zum erstenmal beschrieben. Aureolus

Theophrastus Bombastus von Hohenheim, auch Paracelsus benannt, machte das

Opium als  Bestandteil des „Laudanum“ bekannt. Erst Anfang des 19.Jhd. wurde der

wichtigste Wirkstoff des Opiums, das Morphin, als erstes Alkaloid von dem Apotheker

Friedrich Wilhelm Sertürner isoliert (Sertürner,1805). 1923  erfolgte die Aufklärung

der chemischen Strukur des Morphins (Gulland and Robinson,1923) und 1952 die

erste de-novo-Synthese (Gates and Tschudi,1952).

Opium enthält insgesamt 25 Alkaloide, von denen die pharmakologisch

bedeusamsten die Phenanthrene (Morphin, Codein, Thebain) und Benzylisochinoline

( Papaverin, Noscapin) sind. Je nach erwünschter Wirkung wurden sie zur

Schmerzstillung, als Relaxantien der glatten Muskulatur oder als Antitussiva

eingesetzt. Opium konnte als Pulver (Opii pulvis normatus; 10% Morphin) oder als

Tinktur ( Opii tinctura normata; 1% Morphin) verabreicht werden.

Zur Klasse der exogenen Opioide gehören auch die synthetischen Opiate, wie

Heroin, Pethidin und Methadon. Aufgrund der Vielzahl der Wirkungen und

Nebenwirkungen (z.B. Atemdepression, Obstipation, Übelkeit, Erbrechen) der

exogenen Opioide wurde in den fünfziger Jahren der erste Opioidantagonist

Nalorphin entwickelt und als Antidot bei Morphinvergiftungen verwendet.
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1.1.1.2 Endogene Opioide: Opioidpeptide

Die Entdeckung der ersten Opiatrezeptoren 1973 (Pert and Snyder, 1973; Simon et

al.; 1973; Terenius; 1973) induzierte die Suche nach den dazugehörigen Liganden,

den endogenen Opioiden. Im tierischen Organsmus entdeckten John Hughes und

Hans Kosterlitz 1975 die ersten Vertreter dieser Substanzklasse, identifizierten sie

als Peptide und benannten sie nach ihrer Herkunft aus dem Gehirn „Enkephaline“

(Hughes; 1975). Weitere Opioidpeptide wurden nur wenig später entdeckt: 1976 das

ß-Endorphin (Li et al.;1976) und 1979 das Dynorphin (Goldstein et al.; 1979).

Opioidpeptide sind im Organismus weit verbreitet und sind offenbar unter anderem

an der Steuerung des Immunsystems beteiligt (Sibinga and Goldstein, 1988;

Teschemacher et al., 1990).

Sie werden allesamt aus nur drei Vorstufen, dem Prä-Pro-Opiomelanocortin (Prä-

POMC), dem Prä-Pro-Enkephalin (Prä-PENK) und dem Prä-Pro-Dynorphin (Prä-

PDYN) durch graduelle Proteolyse gebildet. ß-Endorphin, sowie auch Nicht-Opioide

wie das adrenocorticotrope Hormon (ACTH), das ß-Lipotropin (ß-LPH) und die

Melanozyten-stimulierenden Hormone (MSH), entstehen aus POMC. Aus dem PENK

entstehen u.a. Met-Enkephalin und Leu-Enkephalin, aus dem PDYN die Dynorphine

und die Neo-Endorphine.

POMC und seine Spaltprodukte kommen außerhalb des Gehirns hauptsächlich in der

Adenohypophyse vor; Pro-Enkephalin und seine Derivate sind u.a. in Zellen des

Nebennierenmarks, in Nervenzellen der Darmwand und des ZNS enthalten, und Pro-

Dynorphin und seine Derivate kommen u.a. in der Darmwand und in Interneuronen

im ZNS vor. Alle typischen Opioidpeptide besitzen die N-terminale Sequenz Tyr-Gly-

Gly-Phe-X, wobei X entweder Methionin oder Leucin ist. Mit dieser Sequenz treten

die endogenen Opioide mit den Opioidrezeptoren in Wechselwirkung.

Eine weitere Möglichkeit, mit Opioidrezeptoren zu interagieren, ist der Kontakt über

eine abgeänderte N-terminale Sequenz ( Tyr-X-X-X); atypische Opioidpeptide wie die

α- und β-Casomorphine, Spaltfragmente des Milchproteins β-Casein (Brantl and

Teschemacher, 1983), oder die Dermorphine, die in der Haut von Amphibien

entdeckt wurden, (Broccard et al., 1981) interagieren mit Opiatrezeptoren über diese

Terminalsequenz.
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Die Ergebnisse von in-vivo Studien auf dem Gebiet der Opiat-Rezeptor-

Pharmakologie (Martin et al.,1976) wurden von nachfolgenden Bindungsversuchen

und Bioassays komplementiert und führten zur Klassifizierung der Opioidrezeptoren

in die drei Subtypen: µ, κ und δ (Lord et al., 1977).

1.1.2 Opioidrezeptoren

1.1.2.1 Einteilung der Opioidrezeptoren

Obwohl spezifische Rezeptoren für Opioide lange vermutet wurden (Beckett and

Casy, 1954), wurden die Opioidrezeptoren erst anfang der 70er Jahre identifiziert

(Pert and Snyder, 1973; Simon et al., 1973; Terenius, 1973). Chemiker und

Pharmakologen nahmen die Existenz multipler Opioidrezeptoren an (Portoghese,

1965; Gilbert and Martin, 1976, Martin et al., 1976) und durch die Ergebnisse von

Radioligand – Bindungsversuchen konnten die Opioidrezeptoren in drei

verschiedene Typen eingeteilt werden (Goldstein, 1987; Pasternak, 1993).

Molekulare Klonierungstechniken ermöglichten die Identifizierung der

Nukleotidsequenzen von drei unterschiedlichen Opioidrezeptoren, den µ-, κ- und δ-

Opioidrezeptoren (Minami and Satoh, 1995). Da die Diskussion um die

Neubezeichnung dieser drei Rezeptoren, basierend auf der Reihenfolge, in der diese

zum ersten Mal kloniert wurden, in OP1, OP2 und OP3 (Dharwan et al.,1996) noch

nicht abgeschlossen ist, wird in dieser Arbeit die etablierte Nomenklatur der µ-, κ-

und δ-Opioidrezeptoren beibehalten. Aufgrund neuer Erkenntnisse durch

pharmakologische Studien sind die µ-, κ- und δ- Opioidrezeptoren in

Rezeptorsubtypen weiter unterteilt und klassifiziert worden (Zukin et al., 1988; Paul et

al.,1989; Sofuoglu et al.,1991; Mattia et al., 1991, Satoh and Minami, 1995); dennoch

ist die molekulare Klonierung von Opioidrezeptorsubtypen bisher nicht gelungen.

Ein vierter Opioidrezeptor, der ε-Opioidrezeptor, wurde postuliert, um die ß-

Endorphin-vermittelte Hemmung einer elekrisch induzierten Kontraktion des Vas

deferens der Ratte zu erklären (Wüster et al., 1979; Schulz et al., 1981). Ein ß-

Endorphin-bindender Rezeptor im Vas deferens der Ratte, nicht identisch mit δ- und
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µ-Opioidrezeptoren, war vermutet worden. Als mögliche Bindungsstelle des ß-

Endorphins im Vas deferens der Ratte entfiel nämlich der κ-Opioidrezeptor, da

verschiedene Benzomorphane, κ-selektive Agonisten, kompetitiv antagonistisch

wirkten (Gillan et al., 1981). Die ß-Endorphin-Aktivität im Vas deferens der Ratte

konnte durch Naloxon, einem generellen Antagonisten an allen Opioidrezeptoren,

antagonisiert werden (Huidobro-Toro et al., 1982). Weitere ß-Endorphin-

Bindungsstellen wurden im Gehirn beobachtet (Law et al., 1979; Johnson et al.,

1982) und eine Bindung des ß-Endorphins an Bindungsstellen, die sich von denen

des Morphins und des Enkephalins unterschieden, vermutet (Chang et al, 1984). Im

Gegensatz zu  Agonisten an anderen Opioidrezeptoren, wird ß-Endorphin-vermittelte

Analgesie nicht durch Pertussistoxin-sensitive G-Proteine vermittelt (Tseng and

Collins, 1996). Andere Versuchsdaten weisen auf eine Beteiligung von δ-

Opioidrezeptoren an der ε-Opioidrezeptor vermittelten Analgesie hin (Suh and Tseng,

1990). Eine mögliche cDNA des ε-Opioidrezeptor wurde durch Klonierung aus der

menschlichen Genombibliothek gefunden (O`Dowd et al., 1995). Der ε-

Opioidrezeptor bleibt Gegenstand der pharmakologischen Forschung (Narita and

Tseng, 1998).

Im Rahmen der Suche nach Opioidrezeptoren wurde auch eine Opioidrezeptor-

ähnliche Spezies kloniert, der „opioid–receptor–like protein1“- (ORL1-) Rezeptor

(Bunzow et al., 1994; Chen et al., 1994; Fukuda et al., 1994; Mollereau et al., 1994;

Nishi et al., 1994; Wang et al., 1994; Wick et al., 1994; Halford et al., 1995;

Lachowicz et al., 1995). Der klonierte ORL1-Rezeptor ist ein G-Protein gekoppelter

Rezeptor mit sieben transmembranären Domainen genauso wie die µ-, κ- und δ-

Opioidrezeptoren, zu denen eine 50-60% Sequenzhomologie besteht. Dieser

natürlich vorkommende Rezeptor ist im Gehirn weit verbreitet und reagiert auf das

neu-entdeckte Peptid Orphanin FQ, auch Nociceptin genannt (Meunier et al., 1995;

Reinscheid et al., 1995; Rossi et al., 1997). Weitere Untersuchungen zeigten, das der

ORL1-Rezeptor sowohl Analgesie, die durch Opiodantagonisten antagonisierbar ist,

wie auch Hyperalgesie,  die nicht durch Opioide antagonisierbar ist, vermitteln kann

(Rossi et al., 1996; Meunier, 1997).



5

1.1.2.2 Struktur und Interaktionen

Die µ-, κ- und δ-Opioidrezeptoren zeigen einen hohen Grad an Homologie und alle

drei interagieren mit heterotrimären G-Proteinen (Gilman, 1987; Childers, 1991). Die

Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren, die sowohl Neurotransmitter- wie

auch Hormonrezeptoren beinhaltet, weist eine gemeinsame drei-dimensionale

Strukur auf, die die Zellmembran siebenmal durchzieht und dabei drei intrazelluläre

und drei extrazelluläre Schleifen formt. Das Amino-terminale Ende ragt in den Extra-,

das Carboxy-terminale Ende in den Intrazellulärraum (Strosberg, 1991). Die

Aminosäuresequenzen der drei Opioidrezeptoren sind hochgradig homolog. Die

transmembranären Strukturen und die intrazelluären Schleifen zeigen einen hohen

Grad an Homologie, während die extrazellulären Schleifen und die Amino-und

Carboxyl-Enden die Regionen darstellen, die sich am meisten unterscheiden

(Reisine and Bell, 1993; Probst et al., 1992).

Die Opioidrezeptoren werden an inhibitorische G-Proteine (Gi) gekoppelt und

hemmen somit die Adenylatcyclase und sekundär die cAMP-aktivierte Proteinkinase

A, was zur Hemmung von Phosphorylierungsreaktionen führt (Childers, 1991).

Andere Effekte, wie die Öffnung von K+--Kanälen oder die Schließung von Ca2+-

Kanälen, werden ebenfalls durch G-Proteine vermittelt (North, 1993). Die daraus

resultierenden Änderungen der Ionenströme vermindern die Erregbarkeit von

Neuronen und die Transmitterfreisetzung aus Nervenendigungen.

Durch die Aktivierung von µ-Rezeptoren entstehen Analgesie, überwiegend auf

supraspinaler Ebene, Euphorie, Abhängigkeit, Miosis, Atemdepression,

Hustendämpfung und Obstipation. Für die Vermittlung von Analgesie (µ1) könnte ein

anderer Rezeptor-Subtyp verantwortlich sein als für die anderen Effekte (µ2). κ-und

δ-Rezeptoren vermitteln Analgesie vorwiegend auf Rückenmarksebene. Durch die

Aktivierung von κ-Rezeptoren entsteht zudem Sedierung und Dysphorie.
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1.1.3 δδ-Opioidrezeptoren und ihre Liganden

1.1.3.1 δδ-Opioidrezeptoren

Die δ-Opioidrezeptoren wurden das erste Mal in Erwägung gezogen als man die

unterschiedlichen Effekte des Morphins und des gerade entdeckten Enkephalins auf

die elektrisch-induzierten Kontraktionen des Meerschweinchenileums und des Vas

deferens der Maus beobachtete. Die größere Wirkung des Morphins im

erstgenannten Bioassay und die stärkere Wirkung des Enkephalins im

letztgenannten Testsystem schienen auf verschiedene Opioidrezeptoren hin zu

weisen (Hughes et al., 1975). Den Opioidrezeptoren des Vas deferens der Maus

wurde die Bezeichnung „δ-Opioidrezeptoren“ gegeben. Somit entwickelte sich der

Name der δ-Opioidrezeptoren aus unterschiedlichen Opioidwirkungen in isolierten

Geweben in vivo (Lord et al., 1977), während die Namensgebung der κ- und µ-

Opioidrezeptoren auf unterschiedlichen Wirkungen von Opioiden in vivo beruht

(Gilbert and Martin, 1976; Martin et al., 1976). Autoradiographische Untersuchungen

zeigten deutliche Unterschiede in der Verteilung der Opioidrezeptoren im Gehirn

(Sharif and Hughes, 1989; Mansour et al., 1995). Die Dichte der δ-Opioidrezeptoren

variierte zwischen den verschiedenen Regionen des Gehirns, wobei die höchsten

Konzentrationen im Bereich des Bulbus olfactorius entdeckt wurden (Kitchen et al.,

1997).

Verglichen mit den anderen Opioidrezeptoren und dem „opioid receptor-like protein“-

Rezeptor (ORL1) stellen die δ-Opioidrezeptoren ein herausforderndes Ziel für die

Entwicklung neuer Schmerzmedikamente dar. Die κ-Opioidrezeptoren vermitteln

Dysphorie (Pfeiffer et al., 1986), ORL1-Rezeptoren vermittleln Hyperalgesie

zusätzlich zur Analgesie (Rossi et al., 1997) und ε-Opioidrezeptoren sind noch

unzureichend charakterisiert. Neue δ-selektive Medikamente könnten deutliche

klinische Vorteile gegenüber den zur Zeit angewandten µ-selektiven Analgetika

besitzen. Diese Vorteile könnten bestehen in einer besseren Schmerzminderung von

neuropathischen Schmerzen (Dickenson, 1997), verminderter Atemdepression

(Cheng et al., 1993), geringerer Obstipation (Sheldon et al., 1990), sowie in einer

minimierten Wahrscheinlichkeit der Entwicklung körperlicher Abhängigkeit (Cowan et

al., 1988).
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1.1.3.2 δδ-Opioidrezeptorliganden

Met-enkephalin und Leu-enkephalin zählen zu den endogenen Liganden der δ-

Opioidrezeptoren seit deren Entdeckung (Hughes et al., 1975). Durch die

Entdeckungen und Entwicklungen neuer Substanzen  mit zunehmender Selektivität,

z.B. [D-Ala2,D-Leu5] DADLE (Beddell et al., 1977; Belluzzi et al., 1978) zyklischem

[D-PEN2,D-PEN5) (DPDPE) (Mosberg et al., 1983), den Deltorphinen (Erspamer et

al., 1989; Kreil et al., 1989) und anderer neuer synthetischer Liganden (Chang et al.,

1993; Calderon et al., 1994) konnte der Befund der δ-Opioidrezeptor-vermittelten

Analgesie weiter erhärtet werden. Mit der Entwicklung von selektiven δ-

Opioidrezeptorantagonisten, z.B.Naltriben (Portoghese et al., 1988) und Naltrindole

(Takemori and Portoghese, 1992) konnten die δ-Opioidrezeptoren weiter

charakterisiert werden und durch den pharmakologischen Nachweis distinkter

Subtypen, δ1und δ2 (Vaughn et al., 1990; Negri et al., 1990), konnten δ-

Opioidrezeptoragonisten und –antagonisten mit erhöhter Subtyp-Selektivität

entwickelt werden (Portoghese et al., 1992).

Aufgrund verschiedener pharmakolgischer Studien und der Klonierung der δ-

Opioidrezeptoren sind mehrere δ-spezifische Liganden bekannt (Masamichi and

Masabumi, 1995). DPDPE, DADLE, [D-Ala2, Leu5, Cys6]enkephalin and 7-

benzylidenenaltrexon binden mit hoher Affinität an δ1-Bindungsstellen, während [D-

Ser2, Leu5, Thr6]enkephalin (DSLET), [D-Ala2]deltorphin II, naltrindol 5`-isothiocyanat

(NTII), [D-Ala2,Glu4]-deltorphin und Naltriben mit hoher Affinität an δ2-

Opioidrezeptoren binden (Malmberg, 1992, Portoghese et al.,1990; Takemori and

Portoghese,1992, Vanderah et al.,1994).

Naltrindol (NTI) ist ein nicht-selektiver δ1-/δ2-Opioidrezeptorantagonist (Malmberg,

1992).
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1.2 Opioiderge Systeme: Vorkommen

1.2.1 Opioiderge Systeme im Endokrinium, im Nervensystem und im

Immunsystem

Opioidpeptide und Opioidrezeptoren des Organismus können als opioiderge

Systeme aufgefaßt werden. Einige dieser System seien hier erwähnt.

Seit dem Nachweis von Opioidrezeptoren 1973 gelang es im Laufe der

darauffolgenden Jahre, viele verschiedene endogene Opioide nachzuweisen, zu

klassifizieren und zu lokalisieren. Die Verteilung der drei großen Gruppen der

endogenen Opioide - Endorphine, Enkephaline und Dynorphine - ist unterschiedlich.

Endorphine befinden sich in besonders hohen Konzentrationen in der Hypophyse

(Vorderlappen und, soweit vorhanden, im Bereich des Zwischenlappens) und im

Zentralnervensystem (Hypothalamus). Enkephaline befinden sich im ZNS

hauptsächlich im Striatum und im Hypothalamus und in der Peripherie vorwiegend im

Gastrointestinaltrakt (im Plexus myentericus bzw. submucosus) und im

Nebennierenmark. Dynorphine sind vorwiegend im Hypothalamus lokalisiert.

Eine Reihe von Befunden spricht dafür, daß bestimmte Opioidpeptide die Rolle von

Hormonen oder Neurotransmittern spielen. Ein Beispiel hierfür ist die

Elektrostimulationsanalgesie, bei der analgetischen Effekte nach direkter elektrischer

Stimulation bestimmter Bereiche des Gehirns durch spezifische Opiatantagonisten

(z.B. Naloxon) blockiert werden können. Der physiologische Stimulus zur Freisetzung

von ß-Endorphin ist „Streß“. Durch körperliche, intelektuelle oder emotionale

Belastung können aus der Hypophyse und offenbar auch aus bestimmten Bereichen

des ZNS Proopiomelanocortinderivate wie ß-Endorphin freigesetzt werden

(Teschemacher et al., 1985). Die Funktion des ß-Endorphins und anderer

Opioidpeptide in der Perpherie ist nicht bekannt, jedoch ist es inzwischen bewiesen,

daß eine Vielfalt von Opioid-Effekten auf Zellen des Immunsytem besteht. Folgende

Wirkungen endogener Opioide via Opioidrezeptoren sind bekannt: Chemotaxis

polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten, erhöhte Superoxidproduktion durch

Monozyten, eine erhöhte Bindung von Kalzium an Plasmamembranen von

Mastzellen, eine Hemmung der Antikörperproduktion in Lymphozyten und eine
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erhöhte zytotoxische Zellaktivität (Sibinga and Goldstein, 1988). Opioidpeptide

werden jedoch auch von Zellen des Immunsystems selbst gebildet ( Teschemacher

et al., 1990).

1.2.2 Opioiderge Systeme in der Haut

Die Haut ist ein Flächenorgan des menschlichen Körpers, das die Außenseite des

Organismus überzieht und schützt. Die Gesamtfläche der Haut des Erwachsenen

beträgt ca.1,6 - 2m2, die Dicke liegt zwischen 1,5 und 4mm. Die Haut besteht aus

drei Hauptschichten: der Epidermis (mehrschichtig verhornendes Plattenepithel), der

Dermis (faserreiches Bindegewebe) und der Subkutis (subkutanes Fettgewebe). Die

Epidermis besteht zu etwa 90% aus Keratinozyten, die sich in Hornzellen

umwandeln. Zusätzlich enthält die Epidermis die melaninbildenden Zellen des

Pigmentsystems (Melanozyten), dendritische Zellen des Immunsystems

(Langerhans-Zellen) und Zellen des peripheren Nervensystems (Merkel-Zellen).

Die Dermis, eine fibroelastische Schicht aus kollagenem Bindegewebe, verleiht der

Haut mechanische Festigkeit und ist Trägerin des Gefäß- und Nervensystems der

Haut. Die Subkutis besteht aus Fettzellen und Bindegewebe.

Die Funktionen des Hautorgans sind vielseitig: Schutz gegen Infektionen, Schutz

gegen mechanische, chemische und thermische Noxen, Schutz gegen

Strahlungsschäden, Abgrenzung gegenüber dem Körperinneren, sensorische

Funktionen für Wärme, Schmerz und Tastreiz und Speicher- und

Stoffwechselfunktion sowie thermoregulatorische Funktionen.

In den letzten Jahren sind die Funktion von Neuropeptiden und die Expression ihrer

Rezeptoren in humanen Keratinozyten untersucht worden, z.B. von Substanz P

(Eedy et al., 1991) oder von POMC-Fragmenten (Slominski et al., 1993).

Neurotransmitterrezeptoren, wie die für die Substanz P (Pincelli et al., 1993),

Adrenocorticotropin (Slominski et al., 1996) und α-MSH (Chakraborty and Pawelek,

1993) und nicotinerge, cholinerge Rezeptoren (Grando et al., 1995) wurden in

normalen und pathologischen Hautzellen gefunden. Nachdem bereits das

Vorläufermolekül POMC des ß-Endorphins in normaler, menschlicher Haut entdeckt

worden war, entdeckte man ß-Endorphin in kultivierten Epidermiszellen

(Keratinozyten) (Nagahama et al., 1998; Slominski et al., 1998) und beschrieb

dessen Freisetzung aus diesen (Wintzen et al., 1996). Weiterhin wurden der µ-
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Opioidrezeptor (Bigliardi et al., 1998) sowie spezifische Bindungsstellen für ß-

Endorphin auf Keratinozyten nachgewiesen (Egeling et al., 1999). In Melanozyten

der Melanomzellinie G-361 wurden mittels RT-PCR und Bindungsversuchen ein δ-

Opioidrezeptor nachgewiesen und eine Mutante dieses Rezeptors entdeckt (Mayer et

al., 2000).

1.3 Melanozyten

1.3.1 Native Melanozyten

Das Pigmentsystem der Haut wird von der Gesamtheit der Hautmelanozyten mit

ihren funktionellen Beziehungen und Regulationsmechanismen gebildet.

Lebensraum der Hautmelanozyten ist das Stratum basale der Epidermis. Eine der

wichtigsten Eigenschaften der Melanozyten ist die kontinuierliche Synthese von

Melaninen, die als Melaningranula an umgebende Keratinozyten abgegeben werden.

Ein Melanozyt und 36 Keratinozyten bilden eine epidermale Melanineinheit. Weitere

Eigenschaften sind Mitose-und Wanderungsfähigkeit auf der Basalmembran. Die

wichtigste bekannte Aufgabe der Hautmelanozyten ist der Lichtschutz der Haut.

Zur Pathologie: Da die Entwicklung des Melaninsystems der Haut und seine Funktion

durch zahlreiche Einzelgene kontrolliert wird, sind entsprechende genetische

Störungen möglich. Nicht-genetische Krankheitsursachen sind vor allem spezifische

Lichtreize, chemische Noxen, humorale Faktoren und unspezifische Einbeziehung in

krankhafte lokal-epidermale Prozesse. Dabei können adaptive Veränderungen wie

Bräunung und Hypermelanosen durch Melaninsynthesesteigerung entstehen.

Zellschädigungen können zur Störung der Melaninsynthese, bei starker Schädigung

zum Untergang der Melanozyten führen. Bösartige Wachstumsstörungen sind meist

UV-bedingt. Bis heute sind die Möglichkeiten der konservativen, lokal-

medikamentösen Behandlung gering und daher ist die operative Therapie häufig die

einzige Alternative.
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1.3.2 Melanozytenzellinie G-361

Die Melanozytenzellinie G-361 ist eine humane, melaninproduzierende, maligne

Melanomzellinie. Melanozyten sind häufiger Gegenstand verschiedenster

Forschungsansätze, besonders in der Melanomforschung (Krull et al., 1997; Oka et

al.,1996).

Mittels RT-PCR und Bindungsstudien wurde in der Melanomzellinie G-361 der bisher

bekannte δ-Opioidrezeptor und eine bislang unbekannte Mutante dieses Rezeptors

nachgewiesen (Mayer et al., 2000). Der Mutante fehlte die dritte intrazelluläre

Schleife des Rezeptorproteins, die für die G-Protein-Kopplung und somit

Signaltransduktion verantwortlich ist. Während andere Melanomzellinien die Mutante

ebenfalls aufwiesen, wurde sie in normalen Melanozyten nicht exprimiert.
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2 Aufgabenstellung

Die Melanozyten der Melanomzellinie G-361 exprimieren sowohl den bereits

bekannten („wild type“) δ-Opioidrezeptor als auch eine Mutante davon (Mayer et al.,

2000). Beide wurden gentechnologisch nachgewiesen und mit Bindungsversuchen

ihre Expression und Membranlokalisation unter Beweis gestellt. Hierzu wurde ein δ1-

selektiver Agonist, DPDPE, eingesetzt, mit dem sich jedoch aufgrund geringer

Affinität keine detaillierte Bindungscharakeristik erstellen ließ.

Versuche, wild-type und Mutante getrennt, in für Bindungsversuche ausreichenden

Mengen in NIH-3T3-Zellen hineinzuklonieren, schlugen bisher fehl.

In dieser Arbeit sollte versucht werden, die Bindungseigenschaften des δ-

Opioidrezeptors und seiner Mutante auf Melanozyten der Melanomzellinie G-361

durch Bindungsversuche mit einem hochaffinen, nicht-selektiven δ1/δ2-Antagonisten

(Naltrindol) zu charakterisieren.
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3 Material

3.1 Geräte und Materialien

Beta-Counter Wallac 1410 Pharmacia, Turku, Finnland

Brutschrank Heraeus Instruments, Inc.

Dispenser-Tips Nerbe plus Gmbh, Winsen, Luhe

(0,5; 2,5; 5; 12,5 ml)

Glasfaserfilter Whatman, Biometra

Glashomogenisationskolben Braun, Melsungen

Glasmaterialien:

Meßkolben Schott, Mainz

Erlenmeyerkolben Schott, Mainz

Glasbecher Schott, Mainz

Heizblock Eppendorf, Hamburg

Magnetrührer Heidolph, Kehlheim

Mikroproberöhrchen (400 ìl) Beckmann, Palo Alto

Mikroskop Wilovert S Hund, Wetzlar

Mischer 5432 Eppendorf, Hamburg

Multipette Eppendorf, Hamburg

Petrischalen (100er; 145er) Greiner, Frickenhausen

Neubauer-Zählkammer Kalensee, Giessen

pH-Meter 761 Calimatic Knick, Berlin

Pipetten verstellbar Abimed, Düsseldorf

Pipettenspitzen Radiolab, Dreieich

Pipettierhilfe Pipetus Akku Hirschmann Laborgeräte

Polypropylen Sarstedt, Nümbrecht

Reaktionsgefäß (1,5; 2,0ml) Sarstedt, Nümbrecht

Sarstedtröhrchen (3,5; 4,5; 13ml) Sarstedt, Nümbrecht

Schüttelinkubator Varishaker AM169 Dynatech, Denkendorf, BRD

Spannungsquelle Elektrowerkstatt, MZI, Giessen

Taumler Heidolph, Kehlheim

Teflonschaber Greiner, Frickenhausen
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Tischrührer (Vortexer) REAX 1 DR Heidolph, Kehlheim

Ultraschallbad Sonorex RK 102 Bandelin

Varishaker Dynatech, Denkendorf

Waagen:

Feinwaage M5 Mettler, Zürich

Tischwaage AT 250 Mettler, Zürich

Wasserbad Köttermann, Hänigsen

Zentrifugen:

Sorvall RC-5C PLUS Du Pont, Bad Homburg

Heraeus Labofuge 400e Heraues Instruments, Inc.

Microfuge B Beckmann, Palo Alto

3.2 Substanzen, Peptide, Enzyme

Albumin aus Rinderserum (BSA) Sigma, München

Aquasafe 300 plus Zinsser, Frankfurt

Enzymhemmer:

Aprotinin Bayer, Leverkusen

Bacitracin Serva Feinbiochemica, Heidelberg

Leupeptin N-1000 Bachem, Heidelberg

PEFA-Block SC Biomol Feinchemikalien, Hamburg

Phenylmethylsulfonyl fluoride

(PMSF) Boehringer, Mannheim

Trypsininhibitor T-9003 Sigma, München

Ethanol (70%) Merk, Darmstadt

Fetales Kälberserum (FCS) PAA, Cölbe/Marburg

Glukose Merck, Darmstadt

Naltrindol RBI,Natick, MA, USA

(3H)Naltrindol NEN, Boston, MA, USA

(3H)(D-Pen2, D-Pen5) enkephalin

(3H) (DPDPE) NEN, Boston, MA, USA

Peptide:

Met-Enkephalin Sigma, Deisenhofen

Dynorphin A (1-13) Bachem, Heidelberg
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ß-Endorphin (1-31) Novabiochem, Läufelingen, CH

(D-Ala2,N-Me-Phe4,glycinol5)-Enkephalin

(DAMGO) Bachem, Heidelberg

(D-Pen2, D-Pen5) enkephalin

(DPDPE) Bachem, Heidelberg

Naltriben Sigma, Deisenhofen

U 69593 Sigma, Deisenhofen

Polyethylenimin Sigma, Deisenhofen

Saccharose Merck, Darmstadt

Sodium-Dodeocylsulfat (SDS) Serva, Heidelberg

Tris-HCl Boehringer, Mannheim

Triton X-100 Serva, Heidelberg

3.3 Lösungen

Lösungen für Membranbindungsversuche:

PBS defic:

2,7 mM KCl, 140 mM NaCl, 1,5 mM KH2HPO4, 8,1 mM Na2HPO4

Membranpuffer (MP):

10 mM Tris-HCl-Puffer, pH 7,4; 320 mM Saccharose

Homogenisationspuffer (HGP):

10 mM Tris-HCl-Puffer, pH 7,4, 320 mM Saccharose, 0,01% Aprotinin, 1 mM

PMSF, 10 ìg/ml Leupeptin, 10 ìg/ml Trypsininhibitor, 50 ìg/ml Bacitracin

Inkubationspuffer (IKP):

0.5 mM MgCl2, 2,7 mM KCL, 140 mM NaCl, 1,5 mM KH2PO4, 8,1 mM

Na2P04, 0,1% BSA, 1 mM PMSF, 10 ìg/ml Leupeptin, 10 ìg/ml Trypsininhitor

50 ìg/ml Bacitracin

Kompensationspuffer (KOP):

1 mM MgCl2, 5,4 mM KCl, 280 mM NaCl, 3 mM KH2P04, 16,2 mM Na2HPO4,
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0,1% BSA, 0,02% Aprotinin, 2 mM PMSF, 20 ìg/ml Leupeptin, 20 ìg/ml

Trypsininhibitor, 100 ìg/ml Bacitracin

Waschpuffer 1 (WP1):

0,5 mM MgCl2, 2,7 mM KCl, 140 mM NaCl, 1,5 mM KH2PO4, 8,1 mM

Na2HPO4

Waschpuffer 2 (WP 2):

0,5 mM MgCl2, 2,7 mM KCl, 140 mM NaCl, 1,5 mM KH2PO4, 8,1 mM

Na2HPO4

0,01% Triton X-100

Polyethylenimin-Lösung:

0,1% Polyethylenimin

Lösungen für Proteingehaltbestimmung in Membranpräparaten:

Lösung A:

2% Na2CO3 in 0,1n NaOH

Lösung B:

0,5% CuSO4 x 5H2O in 1% Natrium-oder Kalium-Tartrat

Folinlösung:

2ml Folin + 2ml H20dest

3.4 Zellinie

Humane Melanomzellinie:

G-361 ATCC-CRL 1424 (American Type

Culture Collection) bezogen über

ECACC (European Collection of Cell

Cultures), Salisbury, UK
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3.5 Computerprogramme:

Ligand Elsevier-Biosoft, Cambridge

ORIGIN 3.5 und 5.0 Microcal (Microsoft)

Word for Windows 97 Microsoft
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4 Methoden

4.1 Zellkultur

Die Zellen der humanen Melanomzellinie G-361 wurden in McCoy`s 5A Medium mit

10% fetalem Kälberserum (FCS), 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin bei

5% CO2 und 37°C kultiviert. Sechs Tage vor dem Experiment wurden die Zellen mit

einer Dichte von 250000 Zellen in 20ml Medium auf einer Zellkulturschale von

145mm Durchmesser ausgesät. An den letzten beiden Tagen vor einem Versuch

wurden 10ml Medium pro Schale pro Tag hinzugefügt. Am Versuchstag wurden die

Zellen einer Schale in einer Neubauer Zählkammer ausgezählt. Im Durchschnitt

wurden 3 x 106 Zellen in einem Mediumvolumen von 4ml bestimmt.

4.2 Untersuchungen zur Bindung des δδ-Opioidrezeptorliganden (3H)Naltrindol

an Membranen von Melanozyten der Melanomzellinie G-361

4.2.1  Liganden: markierte und nicht-markierte Opioidrezeptorliganden

4.2.1.1  Radioaktiv markierte Liganden

Bei den Versuchen zur Charakterisierung der δ-Opioidrezeptoren der Zellinie G-361

sind zwei mit Tritium markierte Liganden eingesetzt worden: Der δ-selektive Agonist

(3H)DPDPE und der δ-selektive Antagonist (3H)Naltrindol.

Die markierten Liganden wurden mit Inkubationspuffer (IKP) verdünnt.

Die spezifische Aktivität von (3H)DPDPE betrug 45 Ci/mmol. Die Originallösung mit

50µCi/50µl (3H)DPDPE und wurde auf Aliquots à 0,5µCi/500 ìl IKP-Puffer verdünnt.

Ein Aliquot von 500µl wurde pro Versuch verwendet. Pro Versuchsansatz wurden

davon 10µl eingesetzt, dies entsprach gemessenen Werten von ca. 22000 dpm. Die

Konzentration im Inkubat betrug 2,2 nM.
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Die spezifische Aktivitat von (3H)Naltrindol betrug 33 Ci/mmol. Es wurde 1µl von der

Originallösung (25µCi/25µl) mit 5ml IKP verdünnt. Diese auf 5ml verdünnte

Orginallösung wurde auf 10 Aliquots à 0,5 ml aufgeteilt. Pro Versuchsansatz wurden

von einem Aliquot 10µl eingesetzt; dies entsprach gemessenen Werten von ca.

3600dpm. Die Konzentration von (3H)Naltrindol im Inkubat betrug 0,6nM.

4.2.1.2  Nicht markierte Liganden

Die bei den Versuchen als Verdränger eingesetzten Liganden Naltrindol, Naltriben,

DPDPE, DAMGO, U 69593, ß-Endorphin, Dynorphin A, [Met]Enkephalin wurden in

einer Konzentration von 10-4 M als Aliquots von 20 µl 0,1/% BSA eingesetzt, was

einer Konzentration von 2 x 10-5 M im Inkubat entsprach.

4.2.2  Membranen der Melanozytenzellinie G-361

4.2.2.1  Herstellung von Membransuspensionen

Bei der Herstellung der Membransuspensionen wurden bereits publizierte Verfahren

mit Modifikation eingesetzt (Repp, 1993; Woods et al., 1997; Wheatley et al., 1997).

Die G-361-Zellen wurden am Versuchstag dem 37°C Brutschrank entnommen. Das

Nährmedium wurde Schale für Schale mit Hilfe der Pipettierhilfe Pipetus Akku

abpipettiert. Anschließend wurde jede Schale einmal mit 10ml PBSdefic bei

Raumtemperatur gespült. Alle nachfolgenden Schritte wurden bei 4°C vollzogen.

Zunächst wurden alle Schalen 7ml Membranpuffer (MP) zugesetzt, die Schalen sanft

bewegt und der MP wieder abpipettiert. Dieser Vorgang wurde ein Mal mit MP

wiederholt. Im Anschluß wurde jeder Schale 1,0 ml Homogenisationspuffer (HGP)

hinzugefügt und durch Schalenbewegung auf der Schale verteilt. Nun wurden die

Zellen mit einem Teflonschaber von der Schale abgeschabt und in einen

Homogenisationskolben transferiert. Um die noch an der Schale klebenden Zellen zu

gewinnen, wurde anschließend die Schale mit 1,5 ml HGP gespült  und das

gewonnene Volumen wurde ebenfalls dem Homogenisationskolben hinzugefügt.
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Die so gewonnenen Zellsuspensionen von je 10 Schalen wurde bei 800

Umdrehungen/min mit einem rotierendem Teflonstempel, der langsam 20mal auf und

ab bewegt wurde, im Homogenisationskolben homogenisiert. Das Homogenat wurde

in 50ml Sarstedt-Röhrchen transferiert und 5 Minuten bei 200 x g in der

Sörvallzentrifuge mit einem SS34-Rotor abzentrifugiert.

Der Überstand wurde abpipettiert auf 13ml Sarstedt-Röhrchen gleichmäßig verteilt

und 20 Minuten bei ca. 38000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert und

die Pellets in HGP resuspendiert, gepoolt und nochmals 20 Minuten bei ca.

38000 x g zentrifugiert.

Das so gewonne Membranpellet wurde entweder sofort in Inkubationspuffer (IKP)

resuspendiert und bei einer Proteinkonzentration von ca.13 mg/ml in Radioligand-

Bindungsversuchen eingesetzt, oder sofort bei –80°C eingefroren und aufbewahrt,

um es an einem anderen Versuchstag einzusetzen.

Pro Ansatz wurden Membranen von 3 x 107 Zellen eingesetzt.

4.2.2.2  Proteinbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen der Membransuspensionen wurde die

Methode nach Lowry angewandt (Lowry et al., 1951).

Die Reste der zu Versuchen genutzten Membransuspensionen wurden bei –80°C

gelagert. Zur Proteinbestimmung wurden sie aufgetaut und es wurden

Verdünnungen à 200µl von 1:50, 1:100, 1:200 und 1:400 mit Aquadest hergestellt.

Anschließend wurde diesen Verdünnungen 1000µl eines Gemisches, welches aus

3,0ml Lösung A und 0,3ml Lösung B bestand, zugefügt und 10 Minuten geschüttelt.

Nach Hinzufügung von 100µl Folinlösung wurden die Verdünnungen kurz geschüttelt

und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In einem Photometer wurden die

einzelnen Ansätze nun bei 750nm gegen einen Leerwert (IKP) gemessen. Der

Leerwert wurde dabei von jedem Einzelwert abgezogen.

Zusätzlich wurden Proteinverdünnungen (Ovalbumin) von 2,5 µg/ml bis 400µg/ml

angefertigt. Aus diesen Verdünnungen wurden Extinktionswerte bei 750nm ermittlelt

und ein Standardkurve hergestellt. Anhand dieser Standardkurve konnten den

Extinktionswerten der Testlösungen und damit den Membransuspensionen

Proteinkonzentrationen zugeordnet werden.
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Der Proteingehalt der einzelnen eingesetzten Membransuspensionen lag bei 12-

13,5mg/ml.

4.2.3  Durchführung des Bindungsversuchs

Alle Bindungsversuche wurden bei 4°C im Kühlraum oder auf Eis und mit auf 4°C

gekühlten Lösungen durchgeführt. Die Inkubationsansätze wurden in normalen

Laborräumen fertiggestellt, der radioaktiv-markierte Ligand wurde als letztes unter

Einhaltung der erforderlichen Sicherheitsmaßnahmen im Isotopen-Labor hinzugefügt.

4.2.3.1 Inkubationsansätze

Beim Radioliganden-Bindungsversuch mit Zellmembranen wurden 100µl

Inkubationsansätze in 2ml Eppendorfgefäßen bei 4°C für 180 Minuten inkubiert.

Direkt nach der Zugabe des radioaktiv-markierten Liganden (3H)Naltrindol („Tracer“) ,

bzw. (3H)DPDPE,  wurden die Inkubationsansätze für 10sec auf einem Eppendorf-

Rüttler geschüttelt. Während der gesamten Inkubationszeit wurden die

Inkubationsansätze auf einem Varishaker bei 4°C in einem Kühlschrank bewegt.

Alle Ansätze wurden zweifach oder dreifach angesetzt. Die einzelnen Ansätze

wurden nach folgendem Schema pipettiert:

BO VD BL CT

Membransuspension (in IKP) 50µl 50µl - -

Inkubationspuffer (IKP) - - 50µl -

0.1% BSA 20µl - 20µl -

Verdränger (unmarkierter Ligand)

(in 0,1% BSA)

- 20µl - -

Kompensationspuffer 20µl 20µl 20µl -

Tracer (in Inkubationspuffer) 10µl 10µl 10µl 10µl

Tab.1: Inkubationsansätze des Zellmembranbindungsversuch
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Die in der Tabelle verwendeten Abkürzungen werden nachfolgend erläutert:

• Standard(kontroll)ansätze (BO):

Zur Bestimmung der (spezifischen und unspezifischen) Gesamtbindung des

Tracers an die Zellmembranen

• Kompetitions-/Verdrängungsansatz (VD):

Zur Bestimmung des Anteils des Tracers, der sich durch Zugabe eines nicht

radioaktiv-markierten Liganden von seiner Bindungsstelle verdrängen ließ. Waren

radioaktiv markierter und nicht markierter Ligand bis auf die Markierung identisch,

so konnte bei Zugabe einer extrem hohen Konzentration an kaltem Liganden der

verdrängte Anteil als Maß für die spezifische Bindung des Tracers angesehen

werden, der nicht verdrängte Anteil repräsentierte die unspezifische Bindung des

Tracers.

• Blank-Ansätze (BL):

Zur Bestimmung der an den Filter (s.u.) gebundenen Menge an Tracer in

Ansätzen ohne Zellen, die aber sonst genau wie Standardansätze behandelt

worden waren. Auch der Geräte-Leerwert des Beta-Counters konnte hiermit

erfaßt werden.

• Total-Counts-Ansätze (CT):

Zur Bestimmung der für jeden Einzelansatz zur Verfügung stehenden Gesamt-

Radioaktivität. 10µl Tracervolumen (wie in allen anderen Inkubationsansätzen)

wurden wie die anderen Proben im Beta-Counter gemessen.

4.2.3.2 Trennmethode: Filtration

Nach der Inkubation wurden die Ansätze in einer Filtrationanlange weiterverarbeitet.

Dabei wurde der membrangebundene von dem freien radioaktiv markierten Liganden

getrennt.

In jeden Ansatz wurde 1 ml eisgekühlter Waschpuffer 1 (WP1) schnell einpipettiert

und für ca. 3 Sekunden auf einem Tischrührer (Vortexer) durchmischt. Der Inhalt des

Eppendorfgefäßes wurde anschließend sofort auf einen Glasfilter GFB, der zuvor 3
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Stunden lang bei Raumtemperatur in 0,1% Polyethyleniminlösung inkubiert und der

direkt vor der Filtration einmal mit 3 ml eisgekühltem Waschpuffer 2 (WP2)

gewaschen worden war, dekantiert (Bruns et al., 1983). Die beiden zuletzt genannten

Schritte wurden zweimal ohne Vortexen wiederholt. Anschließend wurden alle Filter

zweimal mit 3 ml eisgekühltem WP2 nachgewaschen. Die GFB-Filter wurden in 20 ml

Szintillationsröhrchen transferiert, denen 2 ml 0,1% Triton X-100 hinzugefügt wurde

und die über Nacht bei Raumtemperatur auf einem Rundschüttler geschüttelt

wurden. Nach Zugabe von 10 ml Aquasafe 300 plus am nächsten Tag wurden die

Röhrchen erneut über Nacht auf dem Rundschüttler bei Raumtemperatur geschüttelt.

4.2.3.3 Bestimmung der Radioaktivität

Am darauffolgenden Tag wurden die Proben in den Beta-Counter gestellt. Die

Radioaktivität (dpm) wurde 10 Minuten pro Probe gemessen. Externe Eichung und

zuvor erstellte Quenchkurve ermöglichten die Ausgabe der Daten in dpm.

4.2.4 Auswertung der Bindungsdaten

Bei der Auswertung wurden die gemessenen Daten mit verschiedenen Formeln

ausgewertet, mit dem Ziel, die Bindung des Tracers an die Zellmembranen in

Abwesenheit und in Anwesenheit von Verdrängern zu quantifizieren.

Der Wert Bindung (B) des Tracers in Abwesenheit von Verdrängern errechnete sich

aus dem Wert des Standardansatzes (BO) abzüglich des Blank-Wertes (BL), der den

Wert der Filteradsorption des Tracers ohne Zellmembransuspension angab.

B = BO – BL  [dpm]

In den meisten Experimenten war nicht die Bindung des Tracers in Abwesenheit,

sondern in Anwesenheit von Verdrängern, von Interesse, und zwar jeweils bezogen

auf den BO als Kontrollwert. Berechnet wurde dann der Wert der Bindung (BVD) des

Verdrängungsansatzes (VD) in % des Standardwertes (BO) („in Prozent des

Kontrollwertes“).
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BVD = [(VD – BL)/(BO – BL)] x 100    [%]

Bei einigen anderen Experimenten, z.B. den On/Off-Kinetiken, wurden die

Bindungsdaten auf eine andere Art berechnet: Die im Versuchsansatz gemessenen

Werte (BO oder VD) wurden als prozentuale Anteile (BO/CT oder VD/CT) der

Gesamtmenge des in den Inkubationsansatz eingebrachten Tracers dargestellt

(ausgedrückt als; „in % von (3H)Naltrindol im Ansatz“).

BO/CT = [(BO – BL)/(CT – BL)] x 100   [%]

VD/CT = [(VD – BL)/(CT – BL)] x 100   [%]

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwerte +/- Standardabweichungen angegeben. Die

meisten der einzelnen Versuche wurden dreifach, in wenigen Ausnahmen, auf die

gesondert hingewiesen wird, zweifach durchgeführt.

4.2.5 Bestimmung der Bindungscharakteristika

Die Charakteristika der Bindung des δ-Opioidrezeptorliganden (3H)Naltrindol an

Membranen von Melanozyten der Melanozytenzellinie G-361 wurden nach den in der

Literatur postulierten Kriterien einer spezifischen Ligand-Binder-Interaktion in

Radioligand Binding Assays (RBAs) untersucht (Burt, 1978). Neben

Strukturspezifität, Sättigbarkeit, Zeitabhängigkeit und Reversibilität wurden zusätzlich

die Abhängigkeit von der Konzentration des Binders, die Bindungsparameter KD und

BMAX und die Ionenabhängigkeit bestimmt.

Charakteristisch für „spezifische“ Bindungsstellen sind eine begrenzt hohe

Konzentration, eine hohe Affinität des Liganden zu dieser Bindungsstelle und

demnach die „Sättigbarkeit“ dieser Bindungsstellen. Hieraus resultiert ein innerhalb

eines begrenzten Beobachtungszeitraums ablaufender Bindungs- und

Assoziationsprozeß („ON-Kinetik“), ein ebenso zeitgebundener Lösungs- und

Dissoziationsprozeß („OFF-Kinetik“) und die Möglichkeit der Verdrängung eines

Liganden aus dieser Bindungsstelle durch einen zweiten Liganden. Solche

Bindungsstellen finden sich auf Rezeptoren. Liganden, welche nicht nur binden,

sondern aufgrund der Bindung über eine Konfigurationsänderung ein Wirkung
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erzielen, bezeichnet man als Agonisten; Liganden, welche keine oder eine

Konfigurationsänderung im Sinne einer Inaktivierung des Rezeptors erzielen,

bezeichnet man als Antagonisten.

(3H)Naltrindol ist ein Antagonist an δ-Opioidrezeptoren.

4.2.5.1 Abhängigkeit von der Konzentration des Binders

Bei konstanter Menge des markierten Liganden werden ansteigende Mengen des

Binders (Membransuspension) eingesetzt. Wenn es sich um eine spezifische

Bindungsstelle handelt, nimmt ab einer bestimmten Konzentration des Binders die

spezifische Bindung des Liganden nicht mehr linear proportional zur Konzentration

des Binders zu. Die Bindungskurve verläuft demnach nicht schon ab Einsatz kleinster

Binderkonzentrationen linear, sondern nicht linear.

Die Membransuspension aus Zellen wurde so verdünnt, daß aufsteigende

Konzentrationen entsprechend 5.6 x 106 bis 1.2 x 108 Zellen in 50µl

Membransuspension pro Ansatz erreicht wurden.

4.2.5.2 Zeitabhängigkeit

Der Bindungs-oder Assoziationsprozeß („ON-Kinetik“) ist zeitgebunden, d.h. daß

innerhalb eines Beobachtungszeitraums die Bindung des Liganden an den Rezeptor

mit der Zeit zunimmt. Bei einer spezifischen Bindung läßt sich dieser Prozeß in Form

einer asymptotisch auf einen Grenzwert zulaufenden Kurve darstellen, da nach einer

gewissen Zeit bei einer begrenzten Menge des Liganden ein dynamisches

Gleichgewicht erreicht wird, bei dem Bindungs- und Ablösungprozesse des Liganden

an den Rezeptor mit der gleichen Geschwindigkeit ablaufen.

Über die Dauer von 180 Minuten wurden Membransuspensionen der Zellen der

Melanomzellinie G-361 mit (3H)Naltrindol inkubiert. Einzelne Proben wurden zu

Beginn, nach 10, 30, 60, 120 und 180 Minuten entnommen und die Menge an

gebundenem tritiierten Liganden gemessen. Allen gemessenen Werten wurde der

gemessene Leerwert „Blank“ (Menge an gebundenem Tracer ohne Zellmembranen,

s.o.) abgezogen.
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4.2.5.3 Reversibilität

Die Reversibilität der Bindung des Liganden an seinen Rezeptor ist Bestandteil der

Charakteristik einer spezifischen Bindung. Hiermit ist die Möglichkeit eines

zeitgebundenen Loslösungs-oder Dissoziationsprozesses gemeint, bei dem der

Ligand aus der Bindung an einen Rezeptor durch Zugabe eines zweiten Liganden

verdrängt werden kann.

Bei dem Versuch wurde zunächst eine konstante Menge an Membransuspension mit

einer konstanten Menge an Tracer über 180 Minuten inkubiert, bis das

pharmakokinetische Gleichgewicht sich eingestellt hatte (s.o.). Anschließend wurde

durch Zugabe eines 2 x 10-5 M kalten Liganden versucht, den Tracer aus seiner

Bindung zu verdrängen. Über einen bestimmten Zeitraum wurden regelmäßig Proben

entnommen und die Abnahme der Bindung des markierten Liganden festgehalten.

4.2.5.4 Sättigbarkeit

Die Sättigbarkeit einer spezifischen Bindungsstelle kann durch

Sättigungsexperimente - unter Vorgabe konstanter Binderkonzentrationen werden

variable Konzentrationen an markiertem Liganden eingesetzt – oder durch

Verdrängungsexperimente – unter Vorgabe konstanter Binderkonzentrationen und

konstanter Konzentration an markiertem Liganden werden variable Konzentrationen

an nicht-markiertem Liganden eingesetzt - bestimmt werden. Im Rahmen der Arbeit

wurden Verdrängungsexperimente durchgeführt: Trägt man steigende

Konzentrationen an nicht-markiertem Liganden gegen die jeweils erhaltenen

Konzentrationen an gebundenem markiertem Liganden in einem Graphen auf, so

bekommt man eine Verdrängungskurve, bei der die Konzentration an gebundenem

markiertem Liganden mit steigender Konzentration an kaltem Liganden sinkt.

Es wurden Konzentrationen von 2 x 10-6 M – 2 x 10-11 M im Inkubat an kaltem

Naltrindol (NTI) bei gleichbleibender Konzentration an (3H)Naltrindol (0.6nM)

eingesetzt.
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4.2.5.5 Bindungsparameter KD und BMAX

Aus den Daten der Sättigungsexperimente wurden die Bindungsparameter KD

(Dissoziationskonstante KD, Gleichgewichts- oder Equilibrium-Konstante des

Bindungsprozesses) und BMAX (Bindungskapazität) bestimmt. Bei einer spezifischen

Bindung hat der Ligand in der Regel eine hohe Affinität zu seiner Bindungsstellle.

Der KD - Wert  ist dementsprechend niedrig. KD und BMAX wurden im

Computerprogramm LIGAND (Munson and Rodbard, 1980, in EBDA, McPherson,

1986) durch iterative Anpassung des jeweilig gewählten Bindungsmodells an die

gemessenen Daten der Verdrängungsexperimente bestimmt. Es erlaubt zusätzlich

den statistischen Vergleich der Wahrscheinlichkeit von Modellen unterschiedlicher

Komplexität, z.B. mit mehreren Bindungsstellen.

4.2.5.6 Strukturspezifität der Bindungsstelle

Die Strukturspezifität der Bindungsstelle wurde bestimmt: Als markierter nicht-

selektiver δ1-/δ2-Opioidrezeptor-Ligand wurde (3H)Naltrindol eingesetzt. In

Radioligand Binding Assays (RBAs) wurde versucht, diesen Liganden von seinem

Rezeptor durch verschiedene kalte Liganden zu verdrängen. Hierbei wurden als kalte

Liganden der µ-selektive Opioidrezeptoragonist [D-Ala2, MePhe4, Gly-ol5] enkephalin

DAMGO, der κ-selektive Opioidzrezeptoragonist U 69593, der δ1-selektive

Opioidrezeptoragonist [D-Pen2, D-Pen5] Enkephalin (DPDPE), der δ2-selektive

Opioidrezeptorantagonist Naltriben und der nicht-selektive δ1-/δ2-

Opioidrezeptorantagonist Naltrindol (NTI) verwendet. Des weiteren wurde versucht,

den tritiierten Liganden durch die endogenen Opioide ß-Endorphin(1-31), Dynorphin

A(1-13) und Met-Enkephalin aus der Bindungsstelle zu verdrängen.

Im Rahmen der Arbeit wurden Verdrängungsexperimente durchgeführt: unter

Vorgabe konstanter Binderkonzentrationen und konstanter Konzentration an

markiertem Liganden wurden variable Konzentrationen an nicht-markiertem Liganden

eingesetzt. Als markierter, mit konstanter Konzentration eingesetzter Ligand wurde

0,6nM (3H)Naltrindol verwendet. Die eingesetzten nicht-markierten Liganden

U69593, [D-Ala2, MePhe4, Gly-ol5] enkephalin DAMGO; [D-Pen2, D-Pen5] Enkephalin

DPDPE, Naltriben, Dynorphin A (1-13), Met-Enkephalin und ß-Endorphin(1-31)
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dienten der Bestimmung der δ-, µ- und κ-Selektivität der Bindungsstellen. Die

eingesetzten δ1-bzw. δ2-selektiven Liganden DPDPE und Naltriben sowie der im

Vergleich dazu eingesetzte nicht-selektive Opioidrezeptorligand Naltrindol dienten

der Bestimmung der δ1-/δ2-Selektivität der Bindungsstellen. Die nicht-markierten

Liganden wurden in Konzentrationen von 2 x 10-11 M bis 2 x 10-6 M eingesetzt.

Trägt man steigende Konzentrationen an nicht-markiertem Liganden gegen die

jeweils erhaltenen Konzentrationen an gebundenem markiertem Liganden in einem

Graphen auf, so bekommt man eine Verdrängungskurve, bei der die Konzentration

an gebundenem markiertem Liganden mit steigendender Konzentration an kaltem

Liganden sinkt.

Aus den Daten dieser Verdrängungsexperimente wurden die Bindungsparameter KD

für die eingsetzten Liganden im Computerprogramm LIGAND durch iterative

Anpassung des jeweils gewählten Bindungsmodells an die gemessenen Daten

bestimmt.

4.2.5.7 Ionenabhängigkeit

Verschiedene RBAs wurden durchgeführt, um eine Ionenabhängigkeit der Bindung

von (3H)Naltrindol an die Membranen von Melanozyten der Zellinie G-361 zu

überprüfen. So wurden RBAs mit markiertem Naltrindol bei verschiedenen

Konzentrationen von K+ und Ca2+ durchgeführt. Die Ionen wurden in Konzentrationen

von 2 x 10-1 bis 2 x 10-4M (Ca2+)  bzw. in Konzentrationen von 2 x 10-1 M, 2,4 x 10-2

M und 6,2 x 10-3 M (K+) eingesetzt.

4.2.6 Untersuchungen zur Bestimmung des δδ-Opioidrezeptor-Subtyps

Um zu prüfen, inwieweit es sich bei den auf den Membranen von Melanozyten der

Melanomzellinie G-361 lokalisierten δ-Opioidrezeptoren um δ1-und/oder δ2-

Rezeptoren handelte, wurden Verdrängungsexperimente mit einem hochselektiven

δ1-Rezeptorliganden (DPDPE) und einem hochselektiven δ2-Rezeptorliganden

(Naltriben) durchgeführt.Der nicht-selektive δ1-/δ2-Rezeptorligand Naltrindol wurde
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zum Vergleich ebenfalls eingesetzt. Die Konzentrationen der Opioide lagen zwischen

2 x 10-6 M und 2 x 10-11 M.

5 Ergebnisse

5.1  Nachweis der Bindung des δδ-Opioidrezeptorliganden (3H)Naltrindol  an δδ-

Opioidrezeptoren auf Membranen von Melanozyten der Melanomzellinie

G-361

Der δ-Opioidrezeptor der Melanomzellinie G-361 ist bereits durch PCR und

Radioligandbindingassays erfasst worden (Mayer et al., 2000). Bei dieser Arbeit

konnten jedoch nur Werte für die spezifische Bindung gemessen werden, die bei 1%

der Gesamtradioaktivität im Ansatz lagen. Abweichend von dem in dieser Arbeit

verwendeten Liganden (3H)DPDPE wurde versucht, die Rezeptoren durch einen

Liganden wesentlich höherer Affinität, nämlich Naltrindol (NTI), genauer zu

charakterisieren.

(3H)Naltrindol ist von verschiedenen Arbeitsgruppen zum Nachweis von δ-

Opioidrezeptoren in Membranhomogenaten, z.B: von Nerven- und

Intestinalgeweben, eingesetzt worden (Lever and Scheffel, 1998). Die in den

Veröffentlichungen angegebenen Konzentrationen von (3H)Naltrindol befanden sich

im Bereich 0.1 – 3.0 nM. Da es noch keine Erfahrung bei der Anwendung dieses

Liganden bei Membransuspensionen von Hautzellen gab, waren Vorversuche zur

Sondierung der optimalen Konzentration von (3H)Naltrindol notwendig.

Im Vergleich zu (3H)DPDPE ergaben sich für (3H)Naltrindol wesentlich höhere Werte

für die spezifische Bindung (siehe Abb.1). Um eine vollständige Verdrängung des

spezifisch gebundenen markierten durch den nicht-markierten Liganden zu

gewährleisten, wurde das nicht markierte Naltrindol in einer Konzentration von

2 x 10-5 M eingesetzt. Im Vergleich zu 3.0nM (3H)Naltrindol konnten mit 0.6nM

(3H)Naltrindol wesentlich höhere Werte für die spezifische Bindung erzielt werden

(siehe Abb.1 ).
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Abb.1: Bindung von (3H)DPDPE bzw. (3H)Naltrindol an Membranen von

Melanozyten der Melanomzellinie G-361. Die Konzentration der

Verdränger im Inkubat betrug 2 x 10-5 M. Die Konzentration von

(3H)DPDPE betrug 2.2 nM, die von (3H)Naltrindol 3.0 bzw. 0.6nM im

Inkubat. Angabe in Prozent der Gesamtmenge des jeweils eingesetzten

Tracers im Ansatz. Mittelwerte und Standardwerte aus den Mittelwerten

der Daten aus 3 Experimenten.

Kon1 = (3H)DPDPE TV1= (3H)DPDPE + DPDPE

Kon2 = 3.0nM (3H)Naltrindol TV2= 3.0nM (3H)Naltrindol + Naltrindol

Kon3 = 0.6nM (3H)Naltrindol TV3= 0.6nM (3H)Naltrindol + Naltrindol

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde bei allen Versuchen zur Charakterisierung der δ-

Opioidrezeptoren (3H)Naltrindol in einer Konzentration von 0.6nM eingesetzt.
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1.2 Charakteristika der Bindung des ä-Opioidrezeptorliganden (3H)Naltrindol

an δδ-Opioidrezeptoren auf Membranen von Melanozyten der

Melanomzellinie G-361

Nach µ- oder κ-Opioidrezeptoren auf den Membranen der G-361-Zellen wurde

aufgrund früherer Arbeiten nicht mehr gesucht (Mayer et al., 2000). Die

Charakterisierung der Bindung des δ-Opioidrezeptorliganden an δ-Opioidrezeptoren

auf Membranen von Melanozyten der Melanomzellinie G-361 erfolgte unter

Berücksichtigung der Kriterien einer spezifischen Liganden-Binder-Interaktion nach

Burt (1978). Zusätzlich wurde die Strukturspezifität der Bindung und ihre

Ionenabhängigkeit untersucht.

5.2.1 Abhängigkeit von der Konzentration des Binders

Bei den Versuchen zur Abhängigkeit der Bindung von der Konzentration des Binders

wurde die Menge des markierten Liganden konstant gehalten und die Menge des

Binders variiert (siehe Abb.2).
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Abb.2: Abhängigkeit der Bindung von der Konzentration des Binders:

(3H)Naltrindol (gebunden) bei steigenden Konzentrationen an

Membranmaterial. Die Menge an eingesetzten Zellen bewegte zwischen

5.6 x 106 und 1.2 x 108 Zellen. Angaben in Prozent der Gesamtmenge von

(3H)Naltrindol (0.6nM) im Ansatz. Mittelwerte und Standardabweichungen

aus den Mittelwerten der Daten aus 3 Experimenten.

Die Membransuspension aus Zellen wurde so verdünnt, daß aufsteigende

Konzentrationen entsprechend 5.6 x 106 bis 1.2 x 108 Zellen in 50µl

Membransuspension pro Ansatz erreicht wurden. Es konnte festgestellt werden, daß

die Bindung von (3H)Naltrindol an Membranen der Melanomzellinie G-361 abhängig

von der Konzentration des Binders war. Die Menge des eingesetzten Tracers war

begrenzt und so näherte sich die Menge an gebundenem (3H)Naltrindol mit

zunehmender Menge an Binder einem Grenzwert (siehe Abb.2).
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5.2.2 Zeitabhängigkeit

Die Bindung des δ-selektiven Opioidrezeptorliganden (3H)Naltrindol an Membranen

der Melanomzellinie G-361 erwies sich als zeitabhängig. Über einen Zeitraum von

180 Minuten stieg die in Abständen gemessene, gebundene Menge des tritiierten

Liganden an, um sich schließlich dem Grenzwert eines Assozistions-

Dissoziationsgleichgewichts anzunähern. Nach 180 Minuten betrug die Menge an

gebundenem (3H)Naltrindol ca. 37 Prozent der gesamten Menge des eingesetzten

Tracers (Abb.3).
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Abb.3: Zeitabhängigkeit der Bindung: Bindung von (3H)Naltrindol an

Membranen von Melanozyten der Melanomzellinie G-361 in Abhängigkeit

von der Zeit (ON-KINETIK). Angabe der Bindungen als Prozent der

Gesamtmenge des zugefügten Tracers. Die Konzentration des Tracers im

Inkubat betrug 0.6nM. Mittelwerte und Standardabweichungen aus den

Mittelwerten der Daten aus 3 Experimenten.
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5.2.3 Reversibilität

Über die Dauer von 180 Minuten wurden Membransuspensionen der Zellen der

Melanomzellinie G-361 mit (3H)Naltrindol inkubiert. Nach 180 Minuten wurde ein

Überschuß an kaltem Naltrindol hinzugefügt. Die Proben wurden dann über

unterschiedlich lange Zeiträume inkubiert. Anhand der gemessenen Ergebnisse ließ

sich feststellen, daß die Bindung von (3H)Naltrindol an die Bindungsstellen partiell

reversibel war. Dies bedeutete, daß der markierte gebundene Ligand nicht

vollständig durch einen Überschuß an kaltem Liganden aus der Bindung verdrängt

werden konnte. Die Menge an gebundenem (3H)Naltrindol wurde jedoch so weit

reduziert, daß man von einer partiellen Reversibilität der Bindung sprechen konnte.

Der Anteil an gebundenem (3H)Naltrindol an der Gesamtmenge des eingesetzten

Tracers fiel von ca. 37 % nach 180 Minuten auf ca. 25 % nach 360 Minuten (Abb.4).

180 210 240 270 300 330 360
24

26

28

30

32

34

36

38

40

42

(3 H
)N

al
tr

in
do

l s
pe

zi
fis

ch
 g

eb
un

de
n

(in
 %

 v
on

 (3 H
)N

al
tr

in
do

l i
m

 A
ns

at
z)

Inkubationszeit (min)

Abb.4: Reversibilität der Bindung: Bindung von (über 180 Minuten

vorinkubiertem) (3H)Naltrindol an Membranen von Melanozyten der

Melanomzellinie G-361 nach Zugabe von 2 x 10-5 M nicht-markiertem

Naltrindol (OFF-KINETIK). Die Konzentration von (3H)Naltrindol im

Inkubat betrug 0.6/nM. Angabe in Prozent der Gesamtmenge an

eingesetztem Tracer im Ansatz. Mittelwerte und Standardabweichungen

aus den Mittelwerten der Daten aus 3 Experimenten.
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5.2.4 Sättigbarkeit

Zur Überprüfung der Sättigbarkeit der Bindung wurde ein Verdrängungsversuch

durchgeführt. Bei konstant gehaltenen Konzentrationen an Binder und markiertem

Liganden wurden lediglich die Konzentrationen an unmarkiertem Liganden variiert.

Die graphische Darstellung des Ergebnisses entsprach einer Verdrängungskurve,

d.h. die Konzentration an gebundenem markiertem Liganden sank mit steigender

Konzentration an kaltem Liganden. Es wurden Konzentrationen von 2 x 10-6 M –

2 x 10-11 M im Inkubat an kaltem Naltrindol (NTI) bei gleichbleibender Konzentration

an (3H)Naltrindol (0.6nM) eingesetzt. Durch Erhöhen der Konzentration an NTI

konnte die prozentuale Bindung von (3H)NTI bezogen auf die Gesamtmenge des im

Ansatz eingesetzten Tracers von ca. 47 % bei 2 x 10-11 M NTI auf ca. 12 % bei

2 x 10-6 M NTI verdrängt werden (siehe Abb.5).
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Abb.5 Sättigbarkeit der Bindung: Bindung von (3H)Naltrindol an

Membranen von Melanozyten der Melanomzellinie G-361 in Anwesenheit

unterschiedlicher Konzentrationen (2 x 10-6 M bis 2 x 10-11 M) von nicht-

markiertem Naltrindol. Inkubationszeit 180min. Die Konzentration von

(3H)Naltrindol betrug 0.6nM im Inkubat. Angabe in Prozent der

Gesamtmenge an (3H) NTI im Ansatz. Mittelwerte und

Standardabweichungen aus den Mittelwerten der Daten aus 3

Experimenten.

5.2.5 Bindungsparameter KD und BMAX

Die mit dem Computerprogramm LIGAND aus den Daten der

Verdrängungsexperimente berechneten Bindungsparameter waren:

KD= 7.7 x 10-10 M und BMAX= 1.0 x 10-9 M. Der somit erhaltene KD-Wert lag im Bereich

der aus der Literatur zu entnehmenden Werte zwischen 0,5 x 10-10 M und

 5,0 x 10-10 M überein (Kieffer, 1995).
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5.2.6 Strukturspezifität der Bindung

Zur Bestimmung der Strukturspezifität der Bindung von (3H)Naltrindol an Membranen

von Melanozyten der Melanomzellinie G-361 wurde die Bindung von (3H)Naltrindol in

Anwesenheit verschiedener, nicht markierter endogener (ß-Endorphin(1-31),

Dynorphin A (1-13), Met-Enkephalin) und exogener (Naltrindol (NTI), Naltriben,

[D-Ala2, MePhe4, Gly-ol5 ]enkephalin (DAMGO), U 69593) Opioide in einem

Konzentrationsbereich von 2 x 10-6 M bis 2 x 10-11 M gemessen (siehe Abb.6).

Die Verdrängerversuche erbrachten lückenlose, detaillierte Information zur

Strukturspezifität der Bindung über den gesamten geprüften Konzentrationsbereich

der Verdränger hinweg – einschließlich KD, BMAX und Anzahl der Bindungsstellen,

von denen das (3H)Naltrindol verdrängt werden könnte. Die Verdrängbarkeit des

(3H)Naltrindols durch Verdränger in 10-5 M Konzentration ergab den Überblick über

die Strukturspezifität der Bindung.

Zur Darstellung der letztgenannten Ergebnisse wurde die Bindung des markierten

Liganden in Abwesenheit von Verdrängern gleich 100% gesetzt. Die Bindung des

markierten Liganden in Anwesenheit verschiedener Verdränger wurde als

prozentualer Anteil der Kontrolle aufgetragen (Abb.6).
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Abb.6: Strukturspezifität der Bindung: Bindung von (3H)Naltrindol an

Membranen der Melanomzellinie G-361 in Abwesenheit (Kontrolle: CON)

und in Anwesenheit verschiedener endogener (ß-Endorphin(1-31),

Dynorphin A (1-13), Met-Enkephalin) und exogener (Naltrindol (NTI), [D-

Ala2, MePhe4, Gly-ol5 ]enkephalin (DAMGO), U 69593) Opioide. Im Inkubat

betrug die Konzentration des Tracers  0.6nM und die der Opioide

2 x 10-5 M. Angabe der Bindung in Prozent der Kontrolle. Mittelwerte und

Standardabweichungen aus den Mittelwerten der Daten aus 3

Experimenten.

Die eingesetzten Opioide konnten (3H)Naltrindol großenteils aus der Bindung an die

Membranen verdrängen, der δ-selektive Opioidrezeptorligand Naltrindol natürlich am

meisten. Da Naltrindol nicht nur an δ-Opioidrezeptoren, sondern auch an – mit

geringer Affinität- µ-Rezeptoren bindet (Kieffer, 1995), konnte auch der hochselektive

µ-Opioidrezeptorligand DAMGO einen Verdrängungseffekt erzielen. Dies würde

allerdings bedeuten, daß (3H)Naltrindol an µ-Rezeptoren gebunden hatte, die auf G-

361-Zellen überhaupt nicht vorhanden sind – es sei denn, die

δ-Opioidrezeptormutante auf diesen Zellen verhielte sich gegenüber Naltrindol und

DAMGO wie ein µ-Rezeptor. Der Verdrängungseffekt durch DAMGO ist jedenfalls

nicht wegzudiskutieren.
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Der hochselektive κ-Opioidrezeptorligand U69593 verdrängte nicht, was sich mit der

Tatsache deckt, daß Naltrindol nicht an κ-Rezeptoren bindet. Auch die starke

Verdrängung des (3H)Naltrindols durch β-Endorphin wäre mit einer Vedrängung des

(3H)Naltrindols von µ-Rezeptoren kompatibel. Auch β-Endorphin hat, ebenso wie

Naltrindol, hohe Affinität zu µ- und δ-Rezeptoren. Dynorphin A (1-13) verdrängt das

(3H)Naltrindol weniger als β-Endorphin, was damit übereinstimmt, daß es nur Affinität

zu κ- und δ-Rezeptoren, dagegen keine zu µ-Rezeptoren hat. Met-Enkephalin hat,

wenn auch geringere, so doch Affinität zu µ- und δ-Rezeptoren wie β-Endorphin –

warum es in diesen Versuchen so wenig inhibitorisch wirksam war, bleibt zu klären.

Wie beschrieben wurden auch Verdrängungsexperimente mit den endogenen

Opioiden ß-Endorphin(1-31), Dynorphin A (1-13) und Met-Enkephalin als nicht

markierte Liganden in Konzentrationen von 2 x 10-6 M bis 2 x 10-11 M eingesetzt. Die

graphische Darstellung der Ergebnisse entsprach Verdrängungskurven, d.h. die

Konzentration an gebundenem markiertem Liganden sank mit steigender steigender

Konzentration an kaltem Liganden (siehe Abb.7).
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Abb.7: Bindung von (3H)Naltrindol an Membranen der Melanomzellinie G-

361 in Anwesenheit von Naltrindol (NTI), Met-Enkephalin, Dynorphin A (1-

13) und ß-Endorphin(1-31). Im Inkubat betrug die Konzentration des

Tracers 0.6nM und die der nicht-markierten Liganden im Bereich von 2 x

10-6 M bis 2 x 10-11 M. Angaben in % der Kontrolle, die als Bindung von

(3H)Naltrindol in Abwesenheit von Verdrängern definiert war. Mittelwerte

aus Mittelwerten der Daten aus drei Experimenten mit Zweifachwerten.

Die mit dem Computerprogramm Ligand aus den Daten der Verdrängungs-

experimente berechneten Bindungsparameter waren:

Naltrindol (NTI) KD: 7.7 x 10-10 M und ß-Endorphin(1-31) KD: 8.77 x 10-9 M.

Für Met-Enkephalin und Dynorphin A (1-13) konnte aus den Daten der

Verdrängungsexperimente keine KD-Werte berechnet werden.

Weiterhin wurden auch Verdrängungsexperimente mit den exogenen Opioiden [D-

Ala2, MePhe4, Gly-ol5] enkephalin (DAMGO), einem µ-selektiven

Opioidrezeptorliganden und  U 69593, einem hochselektiven κ-

Opioidrezeptorliganden, durchgeführt. Naltrindol (NTI), ein nicht-selektiver δ1/δ2-
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Opioidrezeptorligand, wurde zum Vergleich mitgeführt. Die nichtmarkierten Liganden

wurden in aufsteigenden Konzentrationen von 2 x 10-6 M bis 2 x 10-11 M eingesetzt.

Die graphische Darstellung der Ergebnisse entsprach wiederum

Verdrängungskurven, d.h. die Konzentation an gebundenem markiertem Liganden

sank mit steigender steigender Konzentration an kaltem Liganden (siehe Abb.8).

Abb.8: Bindung von (3H)Naltrindol an Membranen von Melanozyten der

Melanomzellinie G-361 in Anwesenheit von Naltrindol (NTI), [D-Ala2,

MePhe4, Gly-ol5 ]enkephalin (DAMGO) und U 69593. Im Inkubat betrug die

Konzentration des Tracers 0.6nM und die der nichtmarkierten Liganden

lag im Bereich von 2 x 10-6 M bis 2 x 10-11 M. Angaben in % der Kontrolle,

die als Bindung von (3H)Naltrindol in Abwesenheit von Verdrängern

definiert war. Mittelwerte aus Mittelwerten der Daten aus drei

Experimenten mit Zweifachwerten.

Die mit dem Computerprogramm LIGAND aus den Daten der Verdrängungs-

Experimente berechneten Bindungsparameter waren:
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Naltrindol (NTI): 7.7 x 10-10 M und [D-Ala2, MePhe4, Gly-ol5 ] Enkephalin (DAMGO)

KD: 1.47 x 10-6 M. Für den κ-selektiven Opioidrezeptorliganden U69593 ließ sich

keine KD-Wert berechnen.

5.2.7 Ionenabhängigkeit

Bei den Versuchen zur Ionenabhängigkeit der Bindung von (3H)Naltrindol an

Membranen der Melanomzellinie G-361 wurden Ca2+ - Ionen in Konzentrationen von

2 x 10-1 bis 2 x 10-4M  und  K+ - Ionen in Konzentrationen von 2 x 10-1 M, 2,4 x 10-2 M

und 6,2 x 10-3 M eingesetzt. Das Volumen von  100 µl  pro Ansatz setzte sich

zusammen aus 10 µl (3H)Naltrindol-lösung, 20µl Ionenlösung, 20 µl Inkubationspuffer

(IKP) und 50 µl Membransuspension. Wie in den Diagrammen dargestellt, veränderte

sich der Prozentsatz an gebundenem markiertem Naltrindol bei unterschiedlichen

Ionenkonzentrationen nur gering. Bei den Versuchen mit 2 x 10-1 M

Ionenkonzentration waren die Inkubationsansätze sehr zähflüssig; es ist mögich, daß

deshalb eine erhöhte Bindung bei diesen Werten gemessen wurde.

Bei den Versuchen zur Abhängigkeit der Bindung von (3H)Naltrindol von der

Kalziumionenkonzentration fiel die Menge an gebundenem (3H)NTI – in % von

(3H)Naltrindol im Ansatz – von 72 % bei 2 x 10-1 M Ca2+-Konzentration auf 52 % bei

2 x 10-4 M Ca2+-Konzentration. Die Streuung der gemessenen Werte war jedoch so

groß, daß der Abfall der Bindung von (3H)NTI nicht signifikant war (siehe Abb.9). Mit

steigenden Konzentrationen von Kalium stieg die gebundene Konzentration an

(3H)NTI gering, aber statistisch signifikant an (siehe Abb.10). Insgesamt zeigte sich

die Bindung von (3H)Naltrindol an die Membranen der Melanomzellinie G-361 durch

unterschiedliche Ionenkonzentrationen im Bereich von 2 x 10-1M bis 2 x 10-4M (Ca2+)

bzw.  2 x 10-1 M, 2,4 x 10-2 M und 6,2 x 10-3 M (K+) bei Berücksichtigung der

statistischen Signifikanzen nur geringfügig beeinflußbar.
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Abb.9: Ionenabhängigkeit der Bindung: Bindung von (3H)Naltrindol an

Membranen der Melanomzellinie G-361 bei unterschiedlichen Ca2+-

Konzentrationen. Angabe der Bindung in Prozent der Gesamtmenge des

zugefügten Tracers. Die Konzentration des Tracers im Inkubat betrug

0.6nM. Mittelwerte und Standardabweichungen aus den Mittelwerten der

Daten aus 3 Experimenten.

10
-4

10
-3

10
-2

10
-1

0

20

40

60

80

100

(3 H
)N

al
tr

in
do

l g
eb

un
de

n

(in
 %

 v
on

 (3 H
)N

al
tr

in
do

l i
m

 A
ns

at
z)

 

Ca2+(M)



44

Abb.10: Ionenabhängigkeit der Bindung: Bindung von (3H)Naltrindol an

Membranen der Melanomzellinie G-361 bei unterschiedlichen K+-

Konzentrationen (2 x 10-1 M, 2,4 x 10-2 M und 6,2 x 10-3 M). Angabe der

Bindung als Prozent der Gesamtmenge des zugefügten Tracers. Die

Konzentration des Tracers im Inkubat betrug 0.6nM. Mittelwerte und

Standardabweichungen aus den Mittelwerten der Daten aus 3

Experimenten.

5.3 Untersuchungen zur Identifizierung des δδ-Opioidrezeptorsubtyps, δδ1 bzw.

δδ2, auf Membranen von Melanozyten der Melanomzellinie G-361

Um zu prüfen, inwieweit es sich bei den auf den Membranen von Melanozyten der

Melanomzellinie G-361 lokalisierten δ-Opioidrezeptoren um δ1-und/oder δ2-

Rezeptoren handelte, wurden Verdrängungsexperimente mit einem hochselektiven

δ1-Rezeptorliganden (DPDPE) und einem hochselektiven δ2-Rezeptorliganden

(Naltriben) durchgeführt.
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Der nicht-selektive δ1-/δ2-Rezeptorligand Naltrindol wurde zum Vergleich ebenfalls

eingesetzt. Die Konzentrationen der Opioide lagen zwischen 2 x 10-6 M und

 2 x 10-11 M.

Die Ergebnisse wurden graphisch in Verdrängungskurven dargestellt (siehe Abb.13):

Steigende Konzentrationen an nicht markiertem Liganden wurden gegen die jeweils

erhaltenen Konzentrationen an gebundenem markierten Liganden aufgetragen. Aus

den Daten der Verdrängungskurven konnte im Computerprogramm LIGAND der

Bindungsparameter KD für die jeweiligen Liganden (Verdränger) berechnet werden.
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Abb.11: Bindung von (3H)Naltrindol an Membranen der Melanomzellinie

G-361 in Anwesenheit von Naltrindol (NTI), Naltriben und [D-Pen2, D-

Pen5] (DPDPE). Im Inkubat betrug die Konzentration des Tracers 0.6nM

und die der nicht-markierten Liganden lag im Bereich von

 2 x 10-6 M bis 2 x 10-11 M. Angaben in % der Kontrolle, die als Bindung

von (3H)Naltrindol in Abwesenheit von Verdrängern definiert war.

Mittelwerte aus Mittelwerten der Daten aus drei Experimenten.
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Die mit dem Computerprogramm LIGAND aus den Daten der Verdrängungs-

experimente berechneten Bindungsparameter waren:

Naltriben KD: 4.06 x 10-11 M; Naltrindol (NTI) KD: 7.7 x 10-10 M und [D-Pen2, D-Pen5]

DPDPE KD: 3.2 x 10-8 M.

Der hochselektive δ2-Opioidrezeptorligand Naltriben verdrängte (3H)Naltrindol somit

mit der höchste Affinität zu den Bindungsstellen und außerdem fast vollständig. Dies

läßt darauf schließen, daß es sich bei den δ–Opioidrezeptoren auf G-361-Zellen –

zumindest zu hohem Prozentsatz – um δ2-Opioidrezeptoren handelt. Der

zweiphasige Verlauf der DPDPE-Verdrängungskurve läßt vermuten, daß DPDPE mit

hoher Affinität und somit hoher Verdrängungspotenz bei niedrigen Konzentrationen

(3H)Naltrindol aus δ1–Rezeptoren verdrängte und mit geringer δ2–Affinität, aber im

hohen Konzentrationsbereich doch mit ausreichender Verdrängungskapazität

(3H)Naltrindol aus δ2–Rezeptoren verdrängte.
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6 Diskussion

6.1 Methodik

6.1.1 Wahl der Zellinie: Melanozyten

Im Bestreben, die Haut als Teil des opioidergen Systems, in dem Opioidpeptide an

Opioidrezeptoren wirken, zu erfassen, sind in der Vergangenheit viele Befunde

erhoben worden. Zunächst wurden verschiedene POMC-Fragmente in Keratinozyten

entdeckt. Die Entdeckung des µ-Opioidrezeptors auf Keratinozyten durch

Polymerase Chain Reaction (PCR) (Bigliardi et al., 1998) wies auf das Vorkommen

opioiderger Systeme in der Haut hin. Weiterhin wurden spezifische Bindungsstellen

für ß-Endorphin auf Keratinozyten nachgewiesen (Egeling et al., 1999). Der

Nachweis weiterer Opioidrezeptoren auf Keratinozyten wird diskutiert.

Melanozyten sind ebenfalls Bestandteil der Epidermis der Haut. Da die Entartung

dieser Zellen im Sinne von Melanomen ein häufig beobachteter Prozess ist, stellte

die Entdeckung des δ-Opioidrezeptors auf Melanozyten und einer offenbar nur auf

Melanomzellinien vorkommenden Mutante einen wichtigen Beitrag zur Erforschung

dieses Gebietes in Aussicht (Mayer et al., 2000).

Ziel dieser Arbeit war es, durch Charakterisierung der Bindung eines hochaffinen

Liganden zum δ-Opioidrezeptor der Melanozytenzellinie G361 genauere

Erkenntnisse über diesen Rezeptor zu erhalten.

6.1.2 Bindungsversuche

In dieser Arbeit wurde versucht, mittels Radioligandbindingassays die δ-

Opioidrezeptoren der Melanomzellinie G-361 mittels eines hochaffinen Liganden

(Naltrindol) zu charakterisieren.
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6.1.2.1 Liganden

(3H)Naltrindol ist von verschiedenen Arbeitsgruppen zum Nachweis von δ-

Opioidrezeptoren in Membranhomogenaten, z.B: von Nerven- und

Intestinalgeweben, eingesetzt worden (Lever and Scheffel, 1998). Die in den

Veröffentlichungen angegebenen Konzentrationen von (3H)Naltrindol befanden sich

im Bereich 0.1 – 3.0nM. Im Vergleich zu 3.0nM (3H)Naltrindol konnten mit 0.6nM

(3H)Naltrindol wesentlich höhere Werte für die spezifische Bindung, die in Prozent

der Gesamtradioaktivität im Ansatz gemessen wurden, erzielt werden (siehe 5.1).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde bei allen Versuchen zur Charakterisierung des δ-

Opioidrezeptors (3H)Naltrindol in einer Konzentration von 0.6nM eingesetzt.

6.1.2.2 Membranpräparation

Die Herstellung der für die Versuche verwendeten Membransuspensionen erfolgte

u.a. nach dem Verfahren von Repp, 1993 (siehe 4.2.2.1). Bei diesem Vorgang

wurden die Zellen von den Schalen, in denen sie kultiviert worden waren, mit einem

Teflonschaber abgekratzt bzw. abgeschabt. Durch diesen Prozeß wurden die Zellen

zerstört und autolytische Enzyme freigesetzt. Um intakte, nicht-zersetzte

Zellmembranen zu gewährleisten, wurden alle Schritte nach dem Abpipettieren des

Zellkulturmediums bei 4°C im Kühlraum durchgeführt. Bei der Durchführung dieser

Prozedur bei 4°C, die für 40 x 145mm Zellkulturschalen ca. vier Stunden betrug,

wurde ein Homogenisationspuffer, der verschiedene Enzymhemmer, wie Bacitracin,

Leupeptin, PMSF und Trypsin-Inhibitor enthielt (nach Shababi et al., 1992),

verwendet. Alternative Durchführungsversuche der Herstellung von

Membransuspensionen für Radioligandbindingassays, z.B. bei Raumtemperatur auf

Eis und alternative Zellablösungsmethoden, zeigten weniger Bindung und mehr

Streuung und wurden daher verworfen.
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6.1.2.3 Inkubationsansätze

Alle Inkubationsansätze wurden auf Eis hergestellt (siehe 4.2.3.1). Der Tracer wurde

erst im Isotopenlabor unter den erforderlichen Sicherheitsmaßnahmen hinzugefügt.

Die Inkubation auf einem Varishaker im Kühlschrank bei 4°C ermöglichte eine

gleichbleibende Durchmischung der Inkubate bei Temperaturen, die autolytische

Prozesse verhinderten. Die Inkubationsansätze enthielten 0.1% Rinderserumalbumin

(BSA-Lösung), um die potentiellen Adsorptionsmöglichkeiten der

Eppendorfgefäßwände abzusättigen.

6.1.2.4 Filtration

Durch die Filtration der Inkubationsansätze sollten die gebundenen Liganden

(3H)Naltrindol bzw.(3H)DPDPE von den freien Liganden getrennt werden. Dazu

wurden Glasfaserfilter verwendet, die 180 Minuten in 0.1% Polyethyleniminlösung

inkubiert wurden, um eine Adsorption des freien Liganden an die Glasfaserfilter zu

blockieren (siehe 4.2.3.2). Die unspezifische Bindung des freien Liganden,

gemessen als Blank-Wert ohne Membransuspension, betrug in allen Versuchen

weniger als 5 % der gemessen Gesamtradioaktivität.

6.1.2.5 Bestimmung der Radioaktivität

Nach der Filtration wurden die Glasfaserfilter in Szintillationsgefäße transferiert, 2ml

0.1% Triton X-100 hinzugefügt und auf einem horizontalen Rundschüttler über Nacht

bei Raumtemperatur stetig bewegt. Nach Hinzufügung von 10ml Aquasafe 300plus

am darauffolgenden Tag wurden die Szintillationsgefäße erneut 24h auf einem

horizontalen Rundschüttler bei Raumtemperatur bewegt.

Dieser Prozeß ermöglichte die Desorption der radioaktiv markierten Substanzen vom

Filter und ihren Kontakt mit den Komponenten des Szintillators, wodurch eine

Messung erst ermöglicht wurde.

Durch das kontinuierliche Bewegen auf einem Rundschüttler sollte eine geringe

Streuung der Meßwerte der Radioaktivität erzielt werden.
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6.2 Ergebnisse

6.2.1 Nachweis einer spezifischen Bindungsstelle

Die Bindung des δ-Opioidrezeptorliganden (3H)Naltrindol (NTI) an Membranen von

Melanozyten der Melanomzelllinie G-361 erfüllte die in der Literatur postulierten

Kriterien (Burt, 1978) einer spezifischen Ligand-Binder-Interaktion. Charakteristisch

für eine „spezifische“ Bindungsstelle sind eine begrenzte Konzentration der

Bindungstellen, eine hohe Affinität des Liganden zu diesen Bindungsstellen und

demnach die „Sättigbarkeit“ dieser Bindungsstellen. Hieraus resultieren ein innerhalb

eines begrenzten Beobachtungszeitraums ablaufender Bindungs- und

Assoziationsprozeß (ON-Kinetik), ein ebenso zeitgebundener Lösungs- und

Dissoziationsprozeß (OFF-Kinetik) und die Möglichkeit der Verdrängung eines

Liganden aus dieser Bindungsstelle durch eine zweiten Liganden.

Die Bindung von (3H)Naltrindol an Membranen von Melanozyten der

Melanozytenzellinie G-361 erwies sich als abhängig von der Konzentration der

eingesetzten Membranen. Bei konstantgehaltener Menge an eingesetztem

(3H)Naltrindol und ansteigenden Membrankonzentrationen näherte sich die

gemessene Bindung einem Grenzwert (siehe 5.1.1).

Des weiteren erwies sich die Bindung als zeitabhängig und reversibel. Über einen

Zeitraum von 180 Minuten stieg die in Abständen gemessene, gebundene Menge an

(3H)NTI bis zu einem Gleichgewicht der Assoziation und Dissoziation an (siehe

5.1.2). Durch Zugabe von nicht-tritiiertem NTI konnte die Menge an gebundenem

(3H)Naltrindol nach weiteren 180 Minuten so weit reduziert werden, daß man die

Bindung zumindest als partiell reversibel bezeichnen konnte (siehe 5.1.3).

Die Sättigbarkeit der Bindung wurde in einem Verdrängungsexperiment bewiesen:

Mit steigenden Mengen an zugeführtem nicht-markiertem Liganden bei konstanten

Mengen an (3H)Naltrindol fiel die gemessene Menge an gebundenem (3H)NTI

sigmoidal ab (siehe 5.1.4). Dieses Ergebnis stellte ein weiteres Merkmal einer

spezifischen Bindung unter Beweis.

 Aus den Daten des Sättigungsexperiments wurden die Bindungsparameter KD und

BMAX  bestimmt. Bei einer spezifischen Bindung hat der Ligand eine hohe Affinität zu



51

seiner Bindungsstelle, die Dissoziationskonstante KD  ist dementsprechend niedrig.

Die im Computerprogramm LIGAND errechnete KD für die Bindung von (3H)NTI an

Membranen von Melanozyten der Melanomzellinie G-361 lag bei 7.75 x 10-10 M

(siehe 5.2.5). Diese niedrige Dissoziationskonstante ist Ausdruck der hohen Affinität

von (3H)Naltrindol an den Binder und Zeichen einer spezifischen Bindung.

Aufgrund der aufgeführten Ergebnisse kann die Bindung von (3H)Naltrindol an

Membranen von Melanozyten der Melanomzellinie G-361 als eine spezifische

Ligand-Binder-Interaktion bezeichnet werden.

6.2.2 Bestimmung der Dissoziationskonstante (Gleichgewichtskonstante) KD

Die aus den Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation (ka) und Dissoziation (kd)

zusammengezogene Gesamtdissoziationskonstante oder Equilibrium-Konstante KD

(kd / ka= KD) ist ein Charakteristikum des Interaktionsprozesses.

Die Bindungsparameter KD und BMAX wurden aus den Daten des

Verdrängungsexperiments mittels des Computerprogramms LIGAND ermittelt. Die

iterative Anpassung des jeweilig gewählten Bindungsmodells an die gemessenen

Daten des Sättigungsversuchs im LIGAND erlaubt den statistischen Vergleich der

Wahrscheinlichkeit von Modellen unterschiedlicher Komplexität, z.B. mit mehreren

Bindungsstellen. Die im LIGAND für die Interaktion von (3H)Naltrindol mit der

Bindungsstelle berechnete KD von 7.7 x 10-10 M weist auf eine hohe Affinität des

Liganden zu dieser Bindungsstelle hin.

Eine Bindungsstelle mit geringer Affintität (KD : 6,2 x 10-9M) wurde bereits auf

Membranen der Melanozytenzelllinie G-361 für den δ-selektiven

Opiodrezeptorliganden  [D-PEN2,D-PEN5] Enkephalin (DPDPE) entdeckt (Mayer et

al., 2000). Die Ursache für die geringe Affinität von DPDPE dürfte jedoch die

geringere Affinität dieses δ1–Rezeptorliganden zu den δ2–Rezeptoren gewesen sein,

die in der vorliegenden Arbeit erst nachgewiesen wurden. In der Arbeit von Mayer et

al. (2000) wurde mittels Polymerase-chain-reacton (PCR) außer dem „wild type“ δ-

Opioidrezeptor eine Mutante dieses Rezeptors mit einer im Bereich der dritten

intrazellulären Schleife um 48 Aminosäuren verkürzten Sequenz identifiziert. Der δ-

Opioidrezeptor besteht aus sieben transmembranären Domainen, drei intrazellulären
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und drei extrazellulären Schleifen. Die dritte extrazelluläre Schleife dieses Rezeptors

wird als die über die Selektivität von δ-Opioidrezeptorliganden entscheidende Region

interpretiert (Wang et al., 1995; Meng et al., 1995; Valiquette et al., 1996; Li et al.,

1996; Varga et al., 1996; Meng et al., 1996). Des weiteren sind die

transmembranären Domainen des δ-Opioidrezeptors an der Bindung von δ-

selektiven Liganden beteiligt (Belfort et al.; 1996; Kong et al., 1993). Es ist

anzunehmen, daß die Verkürzung der dritten intrazellulären Schleife Auswirkungen

auf die Ligandenselektivität und die Signaltransduktion der Mutante des δ-

Opioidrezeptors hat. Mehr Information zu dieser Fragestellung könnte die getrennte

Expression von „wild type“ und Mutante des δ-Opioidrezeptors, beispielsweise in NIH

3T3 - Zellen, bieten.

6.2.3 Berechnung der Bindungskapazität BMAX

Die Bindungskapazität BMAX wurde im Computerprogramm LIGAND aus den Daten

des Sättigungsexperiments mit (3H)Naltrindol berechnet : BMAX= 1.0 x 10-9 mol/l.

Ausgehend von der im LIGAND berechneten Bindungskapazität konnte die

Konzentration an Bindungsstellen berechnet werden. Der ermittelt Wert von 4100-

10000 Bindungsstellen pro Zelle, umgerechnet 36 fmol Bindungsstellen pro 1 mg

Protein, bei einer (3H)NTI –Konzentration von 0,6nM und einer KD von 7.75 x 10-10 M,

liegt im Bereich der in der Literatur angegebenen Werte: 1800 (Mayer et al., 2000)

bzw. 18000 Bindungsstellen pro Zelle (Prater et al., 1994) und 10 fmol / mg Protein

(Mayer et al., 2000) bzw. 45 fmol / mg Protein (Bernard et al., 1983).

Bei der Berechnung der Bindungsstellen wurde ein Korrekturfaktor von 2 – 5

angewendet, da nur 20 – 50 % der Bindungskapazität der Zellmenge, die für einen

Ansatz verwendet wurde (3 x 107 Zellen / Ansatz), in der „crude membran fraction“

gesammelt wurden und somit im Ansatz präsent waren.

6.2.4 Strukturspezifität der Bindungsstelle

Zur Bestimmung der Strukturspezifität der Bindung von (3H)Naltrindol an Membranen

von Melanozyten der Melanomzellinie G-361 wurde die Bindung von (3H)NTI in
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Anwesenheit veschiedener endogener (ß-Endorphin(1-31), Dynorphin A (1-13), Met-

Enkephalin) und exogener (Naltrindol (NTI), [D-PEN2,D-PEN5] Enkephalin (DPDPE);

Naltriben, [D-Ala2, MePhe4, Gly-ol5 ] Enkephalin (DAMGO), U69593) Opioide

gemessen.

Für die Melanomzelline G-361 sind außer dem „wild type“ und der Mutante des δ-

Opioidrezeptors keine weiteren Opioidrezeptoren bekannt (Mayer et al., 2000). Fast

alle eingesetzten Opioide konnten (3H)NTI zu gewissem Prozentsatz aus der

Bindung verdrängen (siehe 5.2.6).

6.2.4.1 Strukturspezifität der Bindungsstelle: Endogene Opioide

Von den eingesetzten endogenen Opioide, Met-Enkephalin, Dynorphin A (1-13) und

ß-Endorphin(1-31), konnten lediglich die beiden letztgenannten (3H)Naltrindol

eindeutig aus der Membranbindung verdrängen. Bei den eingesetzten Opioiden

handelt es sich um Mischliganden, d.h. daß diese Liganden keine ausschließliche

Selektivität für einen bestimmten Opioidrezeptortyp besitzen, sondern unterschiedlich

hohe Affinitäten zu allen.

Aus den Daten der Verdrängungsexperimente wurden mit dem Computerprogramm

LIGAND die Bindungsparameter KD berechnet. Von den eingsetzten endogenen

Opioiden konnte lediglich für ß-Endorphin(1-31) dieser Wert bestimmt werden: ß-

Endorphin(1-31) KD: 8.77 x 10-9 M. Für Met-Enkephalin und Dynorphin A (1-13)

konnte aus den Daten der Verdrangungsexperimente keine KD berechnet werden.

Met-Enkephalin ist ein hochselektiver δ- und ein geringselektiver µ-

Opioidrezeptorligand (Kieffer et al., 1995). Im Vergleich zu Naltrindol ein

niedrigaffiner δ-Opioidrezeptorligand (Takasaki et al., 1999). Das Ergebnis der

Strukturspezifitätsversuche zeigt, das Met-Enkephalin trotz seines hohen δ-

Selektivitätsprofils (3H)Naltrindol nur geringfügig aus der Bindung an die Membranen

von Melanozyten der Melanomzellinie G-361 verdrängt.

Dynorphin A (1-13) ist ein hochaffiner κ-, ein mittelgradig-affiner δ- und ein

niedrigaffiner µ-Opioidrezeptorligand (Kieffer et al.; 1995). Die vielseitigen Aktivitäten

und Interaktionen von Dynorphin A (1-13) im menschlichen neuroendokrinen System
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sind bewiesen, aber noch unzureichend in ihrer Funktion aufgeklärt (Zhang et al.,

1998). Im Versuch verdrängte Dynorphin A (1-13) (3H)NTI signifikant aus der

Bindung an die δ-Opioidrezeptoren der Membranen von Melanozyten der

Melanomzellinie G-361. Diese deutliche Verdrängung bestätigt die mittelgradige

Affinität von Dynorphin A (1-13) zu δ-Opioidrezeptoren. Zum Teil könnte diese

Verdrängung auch durch die niedrigaffine µ-Selektivität von Dynorphin A (1-13)

bedingt sein, da die Ergebnisse der Versuche mit den exogenen Opioiden auf eine µ-

Selektivität der Mutante des δ-Opioidrezeptors hinweisen.

Am deutlichsten konnte ß-Endorphin(1-31) (3H)NTI von den δ-Opioidrezeptoren der

Membranen von Melanozyten der Melanomzellinie G-361 verdrängen. ß-

Endorphin(1-31), ein Peptid, das aus dem Vorläufermolekül Proopiomelanocortin

(POMC) entsteht und das an alle drei Opioidrezeptoren binden kann (Teschemacher,

1987), hat eine hohe Affinität zu µ-und δ-Opioidrezeptoren (Selley et al.; 1992). Die

hohe Affinität des ß-Endorphin(1-31) (KD: 8.77 x 10-9 M) für die δ-Opioidrezeptoren

der Melanomzellinie G-361 könnte u.a. in einer möglichen µ-Selektivität der Mutante

begründet sein.

Aufgrund der Affinität zu δ-Opioidrezeptoren, ist ß-Endorphin(1-31) als „screening“-

Substanz zur Entdeckung von δ-Opioidrezeptoren eingesetzt worden (Cone et al.;

1992). ß-Endorphin(1-31) ist im Blut nachgewiesen worden und ß-Endorphin(1-31) –

Bindungsstellen sind auf Keratinozyten entdeckt worden (Egeling et al.; 1999). Die

Entdeckung der δ-Opioidrezeptoren auf Melanomzellen (Mayer et al.; 2000) und die

in dieser Arbeit nachgewiesene Bindung von ß-Endorphin(1-31) an δ-

Opioidrezeptoren auf Membranen von Melanozyten der Melanomzellinie G-361

eröffnen weitere Perspektiven in der Aufklärung der physiologischen Prozesse des

Systems der Haut.

6.2.4.2 Strukturspezifität der Bindungsstelle: Exogene Opioide

Bei den eingesetzten exogenen Opioiden [D-Pen2, D-Pen5] Enkephalin (DPDPE) ,

einem selektven δ1-Opioidrezeptoragonisten, [D-Ala2, MePhe4, Gly-ol5] Enkephalin

(DAMGO), einem µ-selektiven Opioidrezeptorliganden, U 69593, einem

hochselektiven κ-Opioidrezeptorliganden und Naltrindol (NTI), einem nicht-selektiven

δ1/δ2-Opioidrezeptorliganden, reduzierten der hochaffine δ-selektive Antagonist
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Naltrindol und der δ-selektive Agonist [D-PEN2,D-PEN5] Enkephalin (DPDPE) die

Menge an gebundenem (3H)NTI an Membranen von Melanozyten der

Melanomzellinie G-361 deutlich um über 50 %. Das nicht-markierte δ1-/δ2-selektive

Naltrindol hat eine höhere Affinität zu den δ-Opioidrezeptoren als δ1-selektive DPDPE

und verdrängte (3H)Naltrindol deutlicher als DPDPE aus der Bindung an die

Membranrezeptoren.

Die aus den Daten der Verdrängungsexperimente berechneten Bindungsparameter

waren: Naltrindol (NTI) KD= 7.7 x 10-10 M, [D-Pen2, D-Pen5] Enkephalin (DPDPE) KD=

3.2 x 10-8 M und [D-Ala2, MePhe4, Gly-ol5 ] Enkephalin (DAMGO) KD= 1.47 x 10-6 M.

Für den hochselektiven κ-Opioidrezeptorliganden U69593 konnte aus den Daten der

Strukurspezifitätsversuche der Bindungsparameter KD nicht berechnet werden.

[D-Ala2, MePhe4, Gly-ol5 ]enkephalin (DAMGO) ist ein µ-selektiver Ligand (Leslie,

1987; Goldstein and Naidu, 1989; Wollemann, 1994 and Kieffer, 1995), die deutliche

Verdrängung von (3H)NTI aus der Bindung an Membranen der Melanomzelllinie G-

361 war daher unerwartet. Der aus den Daten der Verdrängungsexperimente

berechnete Bindungsparameter KD : 1.47 x 10-6 M für [D-Ala2, MePhe4, Gly-

ol5]enkephalin (DAMGO) zeigt die niedrige Affinität dieses Liganden für die

Opioidrezeptoren der Melanomzellinie G-361. Die Melanomzellinie G-361 exprimiert

sowohl den „wild-type“- δ-Opioidrezeptor als auch eine Mutante davon (Mayer et al.,

2000). Die Existenz einer Mutante des δ-Opioidrezeptors läßt die Vermutung zu, daß

die Verdrängung des δ-selektiven Opioidrezeptorliganden Naltrindol durch einen µ-

selektiven Opioidrezeptorliganden (DAMGO) in einer veränderten Selektivität der

Mutante begründet sein könnte.

Die dritte extrazelluläre Schleife des δ-Opioidrezeptors ist entscheidend für die

Ligandenselektivität von Naltrindol (Li et al., 1996). Durch Punktmutationen im

sechsten und siebten transmembranären Bereich des κ-und des µ-Opioidrezeptors

konnte die Affinität des δ-selektiven Naltrindols für κ- und µ-Opioidrezeptoren

deutlich erhöht werden (Metzger et al., 2001). Bei Melanozyten der Melanomzellinie

G-361 ist eine Mutante des δ-Opioidrezeptors, mit einer um 44 Aminosäuren

verkürzten dritten intrazellulären Schleife, bekannt (Mayer et al., 2001). Sollte sich

diese Verkürzung auch auf einen Teil des sechsten transmembranären Bereichs der

Mutante des δ-Opioidrezeptors auswirken, so könnte dies die Verdrängung von
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(3H)Naltrindol aus der Bindung an einen mutierten δ-Opioidrezeptor durch einen µ-

selektiven Liganden erklären.

U69593 ist ein hochselektiver κ-Opioidrezeptorligand und die sehr geringe

Verdrängung von gebundenem (3H)NTI entspricht der extrem geringen Affinität

dieses Liganden für δ-Opioidrezeptoren.

6.2.5 Ionenabhängigkeit

Bei den Versuchen zur Ionenabhängigkeit der Bindung von (3H)Naltrindol an

Membranen der Melanomzellinie G-361 wurden wurden Ionenkonzentrationen im

Bereich von 2 x 10-1 bis 2 x 10-4M (Ca2+)  bzw. 2 x 10-1 M, 2,4 x 10-2 M und 6,2 x 10-3

M (K+) eingesetzt. Die Bindung war unter Berücksichtigung der statistischen

Signifikanzen kalziumionenunabhängig und kaum kaliumionenabhängig (siehe

5.1.7).

Die Freisetzung von Neurotransmittern ist abhängig von der intrazellulären

Kalziumkonzentration (Starke, 1977). Die Regulation des intrazellulären

Kalziumniveaus durch δ-selektive Opioidrezeptorliganden ist ein komplexes Thema

der Forschung. Der δ-selektive Agonist [D-Ala2, D-Leu5 ] Enkephalin (DADLE) hemmt

Kalziumströme in Neuroblastomzellen (Hescheler et al., 1987). Kalziumkanäle der

Zellinie NG108-15 werden durch δ-selektive Opioidrezeptoren reguliert (Taussig et

al., 1992). Der δ-selektive Opioidrezeptorligand [D-PEN2, D-PEN5] Enkephalin

(DPDPE) hemmte die Kalziumkanäle in einer Zellinie des kleinzelligen

Lungenkarzinoms (Sher et al., 1996). Im Gegensatz zu diesen Arbeiten bewirkt das

δ-selektive [D-Ser5, Leu5, Thr6] Enkephalin (DSLET) einen Anstieg des

intrazellulären Kalziumniveaus in ND8-47 Neuroblastomzellen (Tang et al., 1995).

Dieser Anstieg wird durch Verapamil und Nifedipin geblockt (Tang et al., 1994). Die

molekulare Ursache dieser widersprüchlichen Ergebnisse ist ungeklärt. Die δ-

Opioidrezeptor-vermittelte Hemmung der Kalziumkanäle ist wichtig, da das

Kalziumniveau die Freisetzung von Neurotransmittern beeinflußt und die Funktion

verschiedener Proteinkinasen ändert (Quock et al., 1999).

In dieser Arbeit waren die Ligand-Binder-Interaktionen an Membranen der

Melanomzellinie G-361 kalziumionenunabhängig. Möglicherweise können Ligand-



57

Binder-Interaktionen an intakten Melanomzellen die Wirkung unterschiedlicher

Konzentrationen an extrazellulären Kalzium auf die Bindung von (3H)Naltrindol an δ-

Opioidrezeptoren sichtbar machen.

Eine Zunahme des Kaliumstroms wurde durch Agonisten an δ-Opioidrezeptoren

bewirkt (North et al., 1987). In DRG Neuronen und Neuroblastomen wurde ein

biphasischer Effekt von DPDPE auf die Kaliumströme beobachtet. Bei

Konzentrationen von x < 1nM wurde der Kaliumstrom gehemmt (Fan et al.,1991), bei

höheren Konzentrationen wurde der Kaliumstrom erhöht (Fan and Crain, 1995). Die

Abnahme des Kaliumstroms konnte durch Cholera-Toxin (Fan et al., 1993) und die

Zunahme des Kaliumstroms konnte durch Pertussis-Toxin blockiert werden. Die

weist auf eine Beteiligung verschiedener G-Proteine bei der Vermittlung von Signalen

zwischen Kaliumkanälen und δ-Opioidrezeptoren. Die physiologische Bedeutung der

biphasischen Kontrolle der Kaliumkanäle durch DPDPE ist unklar (Fan and Crain,

1995). Die Wirkung von δ-Opioidrezeptoren auf die Kaliumleitfähigkeit ist von

Bedeutung, da der Kaliumfluß Neuronen sowohl hyperpolarisieren kann, wodurch

diese weniger empfindlich auf Neurotransmitter reagieren, als auch das

Membranpotential nach einer neuronalen Entladung wiederherstellen kann. In dieser

Arbeit war die Bindung von (3H)Naltrindol an δ-Opioidrezeptoren auf Membranen der

Melanomzellinie G-361 relativ kaliumunabhängig. Versuche an Melanozyten in toto

sollten mehr Aufschluß über die Abhängigkeit dieser Bindung von der

Kaliumionenkonzentration geben.

6.2.6 Nachweis von δδ2-Opioidrezeptoren

Um zu überprüfen, ob der nicht-selektive δ1-/δ2-Opioidrezeptorligand (3H)Naltrindol

an δ1- oder δ2-Opioidrezeptoren band, wurden Verdrängungsexperimente mit den

nicht-markierten Liganden Naltriben, einem selektiven δ2-

Opioidrezeptorantagonisten, [D-Pen2, D-Pen5] Enkephalin (DPDPE), einem selektven

δ1-Opioidrezeptoragonisten, und Naltrindol (NTI), einem nicht-selektiven δ1/δ2-

Opioidrezeptorantagonisten durchgeführt (siehe 5.3). Die graphische Darstellung

dieser Experimente zeigte, daß der δ2-selektive Opioidrezeptorligand Naltriben in

ansteigenden Konzentrationen den konstant 0.6 nM eingesetzten markierten Tracer
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(3H)NTI am deutlichsten aus dessen Bindungsstellen verdrängen konnte (siehe

Abb.11). Dies wurde durch die berechneten Werte der Gesamtdissoziationskonstante

(Equilibrium-Konstante) KD, die Ausdruck der Affinität eines Liganden für eine

Bindungsstelle ist, bestätigt (Naltriben KD : 4.06 x 10-11 M, Naltrindol (NTI) KD: 7.7 x

10-10 M und [D-Pen2, D-Pen5] DPDPE KD: 3.2 x 10-8 M).

Die höhere Affinität des δ2-selektiven Opioidrezeptorliganden Naltriben für die

Bindungstellen der Membranen der Melanomzellinie G-361 läßt die Vermutung zu,

daß es sich bei der Mehrzahl der nachgewiesenen δ-Opioidrezeptoren dieser Zellinie

(Mayer et al., 2000) um δ2-Opioidrezeptoren handelt. Diese Vermutung wird durch

die deutlich geringere Affinität des δ1-selektiven Opioidrezeptorliganden [D-Pen2, D-

Pen5] DPDPE für diese Bindungsstellen gestützt.
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7 Zusammenfassung

Die Melanozyten der Melanomzellinie G-361 exprimieren sowohl den bereits

bekannten („wild type“) δ-Opioidrezeptor als auch eine Mutante davon (Mayer et al.,

2000). Beide wurden gentechnologisch nachgewiesen und mit Bindungsversuchen

ihre Expression und Membranlokalisation unter Beweis gestellt.

Mittels unterschiedlicher Opioidrezeptorliganden, vor allem aber durch Einsatz von

(3H)Naltrindol, Naltriben, [D-Ala2, MePhe4, Gly-ol5]enkephalin (DAMGO), [D-Pen2, D-

Pen5] Enkephalin (DPDPE) und ß-Endorphin (1-31), konnten in dieser Arbeit

erstmals die Bindungseigenschaften der δ-Opioidrezeptoren auf Membranen von

Melanozyten der Melanomzellinie G-361 detailliert charakterisiert und eine

differenzierte Betrachtung der δ1-/δ2-Rezeptorsubtypen ermöglicht werden.

Die Bindung des δ-Opioidrezeptorliganden (3H)Naltrindol (NTI) an Membranen der

Melanomzellinie G-361 erfüllte die Kriterien einer spezifischen Ligand-Binder-

Interaktion: die Bindung erwies sich als abhängig von der Konzentration der

eingesetzten Membranen, als zeitabhängig und partiell reversibel und als sättigbar.

Der aus den Sättigbarkeitsversuchen berechnete Bindungsparameter

KD  (7.75 x 10-10 M) belegt die hohe Affinität von (3H)Naltrindol zu den

Opioidrezeptoren dieser Zellinie.

Die Bindung erwies sich als unabhängig von der Konzentration des Kalziums im

Bereich von 2 x 10-4 bis 2 x 10-1 M und war nur geringfügig abhängig von der

Konzentration des Kaliums im Bereich von  6,2 x 10-3 bis 2,0 x 10-1 M .  Die Bindung

des (3H)Naltrindols an Melanozytenmembranen scheint vorwiegend über δ2-

Opioidrezeptoren vermittelt zu werden. Dies wurde durch Verdrängungsversuche mit

dem nichtmarkierten Opioidrezeptor-Liganden Naltriben (KD : 4.06 x 10-11 M), einem

selektiven δ2-Opioidrezeptorantagonisten, und dem nicht markierten Liganden [D-

Pen2, D-Pen5] Enkephalin (DPDPE) (KD: 3.2 x 10-8 M), einem selektven δ1-

Opioidrezeptoragonisten, wahrscheinlich gemacht.

Mittels Bindungsversuchen mit dem hochaffinen nicht-selektiven δ1/δ2-

Opioidrezeptorantagonisten (3H)Naltrindol und Membranen von Melanozyten der

Melanomzellinie G-361 konnten somit die δ-Opioidrezeptoren dieser Zellinie
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detailliert charakterisiert werden. Dies bedeutet einen weiteren Schritt in der

Aufklärung der Funktion von Melanozyten – ermöglicht durch Untersuchungen am

Modell der Melanomzellinie des Menschen, G-361.
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