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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Durch Experimente sowohl mit audioradiographischen und immunhistochemischen
Methoden als auch mit Membranbindungstechniken wurde das Vorkommen von
Opiaten und Opiatrezeptoren im Gastrointestinaltrakt der Ratte, des Schweines und des
Menschen nachgewiesen (Bagnol et al. 1997, S. 579-591, Nishimura et al. 1986, S.
1084-1094, Polak et al. 1977, S. 972-974). Sie sind Teil des peptidergen
Neurotransmittersystems und zum einen an der Regulation der exokrinen und
endokrinen Funktion des Gastrointestinaltraktes (Bueno and Fioramonti 1988, S. 123-
139, Burks et al. 1988, S. 2177-2181, Esplugues et al. 1992, S. 33-38, Madaus et al.
1990, S. 201-203) und zum anderen an der Regulation der gastrointestinalen Motilitét
beteiligt (Fioramonti et al. 1988, S. 123-139, Jimenez et al. 1993, S. 71-83, Mittal et al.
1986, S. 936-942, Shea et al. 1983, S. G196-G200, Sullivan et al. 1981, S. 86-87).

Im Magen sind Opiate neben Somatostatin in den D-Zellen zu finden (Polak et al. 1977,
S. 972-974). Durch Versuche am isoliert perfundierten Rattenmagen hat sich gezeigt,
dass Opiate die Sekretion von Somatostatin hemmen. Diese Inhibition wird liber OP;
Opiatrezeptoren vermittelt (Chiba et al. 1980b, S. 145-149, Mclntosh et al. 1990, S.
(G922-G927), welche im Rattenmagen ansissig sind (Fickel et al. 1997, S. 1-8). Die
Opiatrezeptoren werden in OP; (frither 8), OP; (frither k) und OP; (frither pn) Rezeptoren
unterteilt. Bis vor kurzem war jedoch kein spezifischer endogener OP; Rezeptoragonist
bekannt. Die bisher bekannten Opiate Dynorphin-A, Endorphin und Enkephalin sind
spezifische OP; und OP, Opiatrezeptoragonisten. Zwar wirken Endorphin und
Enkephalin auch auf die OP; Opiatrezeptoren, doch eine selektive Aktivierung des OPs
Opiatrezeptors wurde nur mit den synthetischen Agonisten DAMGO (Tyr-D-Ala-Gly-
N-Me-Phe-Gly-ol), Sufentanil und PLO17 (N-Me-Phe3-D-Pr04-m0rphiceptin) erzielt.
1997 jedoch isolierten Hackler et al. und Zadina et al. zwei neue endogene
Opiattetrapeptide aus dem Gehirn von Rindern und Menschen: Endomorphin-1 (Tyr-
Pro-Trp-Phe-NH;) und Endomorphin-2 (Tyr-Pro-Phe-Phe-NH;) (Hackler et al. 1997,
S. 1635-1639, Zadina et al. 1997, S. 499-502). Fiir diese endogenen Liganden konnte
eine hohe Affinitit und Selektivitdt beziiglich des OP; Opiatrezeptors im ZNS gezeigt
werden. Durch immunhistochemische Methoden konnte die Anwesenheit von

Endomorphin in mehreren Gehirnregionen nachgewiesen werden, so zum Beispiel im
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Thalamus, Hypothalamus, Striatum und im frontalen Kortex (Martin-Schield et al. 1999,
S. 450-471, Zadina et al. 1997, S. 499-502). Im Gastrointestinaltrakt findet man die
Endomorphine im Plexus myentericus des Schweinediinndarms (Tonini et al. 1998, S.
686-689), wo sie fiir die selektive Aktivierung der OP3; Rezeptoren verantwortlich sind.
Weiterhin wird ihnen ein inhibitorischer Effekt auf die Acetylcholinausschiittung aus
dem  Plexus myentericus  zugeschrieben,  welcher durch den  OP;
Opiatrezeptorantagonisten Cyprodime abgeschwicht werden kann (Nishiwaki et al.
1998, S. 83-86). Neben der Spezie Schwein dienten auch Ratten als Versuchstiere. So
stellten Hahn et al. eine Wirkung von Endomorphin auf den auf- und absteigenden
Reflex im Rattendiinndarm fest; dieser Effekt kann mittels des spezifischen OP;
Opiatrezeptorantagonisten CTOP aufgehoben werden (Hahn und Allescher 1998, S.
A759). Die Wirkung von Endomorphin-1 und —2 auf die endokrine Funktion des

Magens ist jedoch bis heute unbekannt.

Neben den oben genannten OP;, OP, und OP; Rezeptoren existiert ein zum Opioid-
System gehorender Rezeptor, der erst kiirzlich entdeckt wurde und wegen seiner
strukturellen Verwandtschaft OP4 Rezeptor bzw. NOP Rezeptor (Nociceptin/Orphanin
FQ Peptid) genannt wurde. Der endogene Ligand ist das Heptadecapeptid N/OFQ, das
aus Schweine- und Rattenhirn isoliert wurde. Die Bezeichnung dieses Liganden setzt
sich aus den zwei urspriinglich verwendeten Namen zusammen: Nociceptin und
Orphanin FQ (Meunier et al. 1995, S. 532-535, Reinscheid et al. 1995, S. 792-794).
Weiterhin wurde N/OFQ in Mausen sowie im Menschen nachgewiesen (Reinscheid et
al. 1995, S. 792-794). Zentral wurde es vor allem in Neuronen des Gehirns und des
Riickenmarks gefunden, wo es die Adenylatcyclase und Ca®" Kanile inaktiviert,
wihrend die Tyrosinphosphatase und K" Kanile aktiviert werden. Peripher wurde es im
Gastrointestinaltrakt, im Vas deferens und in der Milz nachgewiesen (Schulz et al.
1996, S. 3021-3025, Schuligoi et al. 1997, S. 136-138, Riedl et al. 1996, S. 1369-1372,
Yazdani et al. 1997, S. A1201, Osinski et al. 1999a, S. G125-G131, Wang et al. 1994,
S. 75-79, Mollereau et al. 2000, S. 907-917). Mittels in vivo Experimenten wurde
gezeigt, dass N/OFQ zahlreiche biologische Funktionen beeinflusst, wie z.B. Schmerz,
Angst, die Neurotransmitterausschiittung, die Nahrungsaufnahme, das Herz-
Kreislaufsystem, die Nierenfunktion und die Magen-Darm-Motilitét. (Calo et al. 2000b,
S. 1261-1283, Meis et al. 2003, S. 158-168). Im Zentralen Nervensystem ist N/OFQ an

der Schmerziibermittlung und Schmerzverarbeitung beteiligt. Nach i.v. Verabreichung
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ist N/OFQ in der Lage, die durch Opiate induzierte Analgesie aufzuheben. Im
Riickenmark besitzt N/OFQ sowohl analgetische als auch hyperalgetische Wirkung
(Darland et al. 1998, S. 215-221). AuBlerdem stimuliert N/OFQ nach zentraler
Applikation das Futterverhalten von sedierten Ratten (Pomonis et al. 1996, S. 396-371).
In der Maus inhibieren i.c.v. Injektionen von N/OFQ dosisabhingig die Darmaktivitit,
die Magenentleerung und den intestinalen Transport (Osinski et al. 1999a, S. G125-
131).

Neben den oben genannten Wirkungen im ZNS besitzt N/OFQ auch im peripheren
Gewebe zahlreiche Funktionen. So inhibiert N/OFQ elektrisch ausgeloste
Kontraktionen im Nierenbecken des Schweines und im Vas deferens der Maus (Giuliani
et al. 1996, S. 1567-1569, Berzetei-Gurske et al. 1996, S. R1-R2, Calo et al. 1996a, S.
R3-R5). AuBerdem beeinflusst N/OFQ konzentrationsabhingig die gastrointestinale
Motilitét durch Inhibition der neurogenen Kontraktion im Diinndarm (Zhang et al. 1997,
S. 102-106, Osinski et al. 1999b, S. 281-289, Yazdani et al. 1999, S. 108-117, Guerrini
et al. 1997, S. 1789-1793, Gintzler et al. 1997, S. 29-34). Der Effekt beruht auf einer
Abnahme der Acetylcholinausschiittung. Diese Wirkung kann aber nicht durch den
Opiatrezeptorantagonisten Naloxon beeinflusst werden, was den NOP-Rezeptor als
opiatunabhéngigen Rezeptor definiert (Meunier 1997, S. 1-15). Auflerdem vermag
N/OFQ in isolierten Muskelstiicken des Rattenkolons konzentrationsabhingig
Kontraktionen hervorzurufen. Dies kann auf inhibitorische Mechanismen im Plexus
myentericus zuriickgefiihrt werden (Osinski et al. 1999a, S. G125-G131, Yazdani et al.
1999, S. 108-117, Takahashi et al. 2000, S. 1054-1063). Ahnliche Ergebnisse wurden in
Versuchen mit isoliertem MAiusekolon und mit narkotisierten Ratten erzielt, sofern
N/OFQ intravends oder subkutan appliziert wurde. AuBerdem steigert N/OFQ in vivo
den Magendruck und die Kontraktionskraft des Magens. (Osinski et al. 1999a., S.
G125-G131, Taniguchi et al. 1998, S. 265-271). Dagegen inhibiert N/OFQ im Magen
und Diinndarm durch EFS (electrical field stimulation) hervorgerufene Kontraktionen.
AuBerdem  hemmt es die durch  Elektrostimulation  hervorgerufene
Acetylcholinsekretion des Magens (Osinski et al. 1999a, S. G125-G131, Yazdani et al.
1999, S. 108-117). N/OFQ und seine Rezeptoren zeigen eine hohe Ahnlichkeit zu den
Opiaten und deren Rezeptoren. Daher nimmt man an, dass neben der strukturellen
Ahnlichkeit eine physiologische Ahnlichkeit besteht. So wurde N/OFQ aus

Rattenmégen isoliert und seine Wirkung auf die Magenmotilitit genauestens untersucht.
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Der Effekt von N/OFQ auf die neuroendokrine Funktion des Magens, speziell auf die
Somatostatinsekretion, ist jedoch bis jetzt noch nicht untersucht worden und ist somit

noch unbekannt.

Da der Einfluss sowohl von Endomorphin-1 und -2 als auch von N/OFQ auf die
neuroendokrine Sekretion des Magens noch unbekannt war, war es deshalb von
Interesse, in der vorliegenden Arbeit die Wirkung von exogen verabreichtem
Endomorphin-1 und —2 und N/OFQ auf die Ausschiittung von Somatostatin, vasoactive
intestinal polypeptide (VIP), Gastrin und Bombesin aus dem isoliert perfundierten

Rattenmagen zu untersuchen.
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2. Material und Methoden
2.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere werden ménnliche Wistarratten mit einem Gewicht von 200 bis 400 g
verwendet (Charles River Wiga GmbH, Sulzfelden, Deutschland). Diese werden unter
standardisierten Bedingungen im Veterindrbereich des Instituts flir Experimentelle

Chirurgie der Technischen Universitidt Miinchen gehalten.

Die standardisierten Bedingungen sind :

- kiinstlicher Tag/Nacht Rhythmus

- Luftfeuchtigkeit 60-70%

- Raumtemperatur 20-23° C

- Erndhrung mit Wasser und Spezialfuttermitttel fiir Ratten (ssniff
Spezialdidten GmbH, Guest)

Die Versuchstiere werden 12 Stunden vor Versuchsbeginn niichtern gesetzt, Zugang zu

Wasser ist aber moglich.

2.2 Préaparationsbeschreibung

Ziel der Priparation des isolierten perfundierten Magens ist es, den Magen {iber einen in
den Truncus coeliacus implantierten Katheter selektiv zu perfundieren und das Perfusat
iiber einen in die V. portae implantierten Katheter in vorgeschriebenen Zeitrdumen zu

sammeln.

Nach einer Kohlenmonoxidinhalation werden die Versuchstiere durch eine
intraperitoneale Pentobarbitalinjektion (60 mg/kg) narkotisiert (Narcoren® Rhone
Merieux, Koln, Deutschland). Nach Eintritt der Narkose werden die Ratten in
Riickenlage fixiert.

Zu Beginn der Priparation wird das Abdomen durch einen Schnitt in der Medianlinie

eroffnet. Nach Darstellung des Magenantrums und des proximalen Duodenums, sucht
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man den Lobus caudatus auf und mobilisiert diesen. Aullerdem erfolgt die Freilegung
des Lig. hepatoduodenale. Anschlieend stellt man die Milz dar und entfernt sie unter

Schonung der gastroepiploiischen Gefdlle an der groen Kurvatur.

Als nichstes wird das Pankreas entfernt. Dieses liegt zum grofiten Teil im Mesenterium
des Duodenums. Die Entfernung erfolgt durch Ligatur der im Mesenterium des
Duodenums liegenden Gefdle. Circa einen Zentimeter distal des Pylorus wird das

Duodenum doppelt ligiert und durchtrennt.

Die Aorta abdominalis wird vom Truncus coeliacus nach distal bis zum Abgang der

Arteria renalis sinistra stumpf freiprapariert und vierfach angschlungen.

1. Anschlingung: proximal des Truncus coeliacus
2.+ 3. Anschlingung: zwischen Truncus coeliacus und A. mesenterica superior

4. Anschlingung: distal der Arteria mesenterica superior

Die Arteria mesenterica superior wird ligiert. Nachdem der Blutfluss nach distal durch
Ligatur der Aorta abdominalis distal der Arteria mesenterica superior (4.
Umschlingung) unterbunden wurde, wird die Aorta proximal des Truncus coeliacus
abgeklemmt. Nach Inzision proximal der 4. Umschlingung erfolgt die Kaniilierung der
Aorta mit einem Katheter (Silastic-Katheter, @ 1.5mm, Portex, Hythe, England). Mit
der 2. und 3. Umschlingung wird der Katheter mit der Spitze am Abgang des Truncus
coeliacus fixiert. Um eine Thrombosierung zu verhindern, wird der Katheter mit 2-3ml
heparinisierter 0,9% isotonischer Kochsalzlosung (25000 L.E./1 NaCl 0,9%) geblockt.
AnschlieBend wird die proximal des Truncus coeliacus gelegene Klemme entfernt, so

dass der Magen wihrend der restlichen Priaparation gut perfundiert ist.

Als ndchstes wird die V. portae katheterisiert. Nach Inzision einer Mesenterialvene wird
ein Katheter (@ 1.3mm, Portex) bis zur Einmiindung der V. gastroepiploica dextra
vorgeschoben und das umliegende Diinn- und Dickdarmgewebe entfernt.

Der Osophagus wird nun subdiaphragmal durchtrennt. AnschlieBend werden die Aorta
abdominalis proximal des Truncus coeliacus (1. Umschlingung) und die V. portae im
Ligamentum hepatoduodenale ligiert. Nachdem beide Gefédlle ligiert wurden, ist der

Magen nicht mehr perfundiert und oxygeniert. Um eine Thromosierung der Gefdlle zu
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vermeiden, wird der Magen iiber den Aortenkatheter mit 10ml heparinisierter isotoner
Kochsalzlosung gespiilt. Der Magen wird mit samt seiner Gefa3versorgung aus dem

Situs entnommen.

Zur Aufrechterhaltung eines konstanten intragastralen pH-Wertes wihrend des
Versuchs, wird der Magen iiber einen 6sophagealen Katheter (Perfusor-Leitung Typ N,
Braun Melsungen) und iiber einen duodenalen Katheter (Infusomat-Leitung Typ sec/Il,
Braun Melsungen), welche in das Magenlumen eingefiihrt und fixiert werden,
perfundiert. Das Magenlumen wird anschlieBend mit 20ml NaCIl-Lésung pH 2 gespiilt,
um eventuell vorhandene Nahrungsreste zu entfernen. Der Magen wird nun in ein
Organbad mit auf 37°C temperiertem Krebs-Ringer-Puffer gehingt. Uber eine
Rollerpumpe (STA Schlauchpumpe, Desaga GmbH, Heidelberg, Deutschland) wird der
Magen luminal und vaskuldr mit einem Flow von 1.5ml/min koninuierlich perfundiert.
Die luminale Perfusion erfolgt mit einer auf pH 2 eingestellten isotonen NaCl Lésung.
Fiir die vaskulédre Perfusion wird ein auf pH 7,35 eingestellter und mit 95% O, und 5%
CO, gesittigter modifizierter Krebs-Ringer-Puffer verwendet, in dem die zu
untersuchenden Substanzen gelost werden. Dieser Puffer setzt sich aus folgenden
Komponenten zusammen: 154 mM NaCl, 4.5 mM KCI, 2.5 mM CaCl,, 1.2 mM
KH,PO4, 1.2 mM MgSO4, 21.1 mM NaHCO;, 55 mM Glucose, 2g/l
Rinderserumalbumin (Serva Heidelberg, Deutschland) und 40g/l Dextran T70
(Pharmacia, Uppsala, Schweden). Das vaskulédre Perfusat wird iiber den Portalkatheter
in einminiitigen Intervallen mittels eines Fraktionssammlers aufgefangen und bis zur

Durchfiihrung des Radioimmunassay bei -20° C tiefgefroren.

Die Operationszeit betrdgt im Durchschnitt circa fiinfunddreilig Minuten, wobei die
Zeit der Ischdmiephase von der Ligatur der Aorta bis zum Anschluss des Magens an das

Perfusionssystem bei circa zehn Minuten liegt.
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2.3 Versuchsprotokolle

2.3.1 Unstimulierte Versuche

Zunichst wird der Einfluss von Endomorphin-1 in den Konzentrationen 10" M, 107
M, 10 M, 10° M auf die basale Freisetzung von Bombesin, Gastrin, VIP und
Somatostatin untersucht. Dazu wird der Magen withrend einer Aquilibrationsphase von
fiinfzehn Minuten und einer basalen Phase von zehn Minuten mit modifiziertem Krebs-
Ringer-Puffer perfundiert. AnschlieBend folgt eine zehnminiitige Stimulationsphase, in
der Endomorphin-1 in den Konzentrationen 1012 M, 10710 M, 10® M und 10° M dem
vaskuldren Perfusat beigefiigt wird. Auf diese Stimulationsphase folgt eine
Nachlaufphase von fiinfzehn Minuten, in der der Magen mit modifiziertem Krebs-
Ringer-Puffer perfundiert wird. Luminal wird {iber die gesamte Versuchsdauer isotone
NaCl Losung (pH 2.0) infundiert (Abbildung 1). Das Perfusat der Aquilibrationsphase
wird am Versuchsende verworfen und nicht radioimmunologisch untersucht. In den
folgenden Versuchsbeschreibungen wird auf die Nennung der fiinfzehnminiitigen
Aquilibrationsphase sowohl im Text als auch in den Graphiken verzichtet, wogegen die
luminale Perfusion mit NaCl pH 2 wiéhrend der gesamten Versuchsdauer in den

Graphiken, jedoch nicht mehr im Text, erwdhnt wird.

Luminale
NaCl pH 2 )
Perfusion
Krebs-Ringer- Krebs-Ringer- Vaskuldre
Endomorphin-1
Puffer Puffer Perfusion
I T I T I T

-10 0 10 20 Zeit (min)

Abbildung 1: Versuchsschema der unstimulierten Endomorphin-1 Versuche
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Im zweiten unstimulierten Versuchsansatz wird statt Endomorphin-1 N/OFQ in den
Konzentrationen 1072 M, 10710 M, 10 M, 10 M infundiert. Dabei wird der Magen in
einer basale Phase von zehn Minuten zuerst mit Krebs-Ringer-Puffer perfundiert. In der
darauffolgenden fiinfzehnminiitigen Stimulationsphase wird nun N/OFQ in den
Konzentrationen 107 M, 101° M, 10°® M, 10° M infundiert. Die Nachlaufphase mit
Krebs-Ringer-Puffer betrigt zwanzig Minuten (Abbildung 2).

Luminale
NaCl pH 2 .
Perfusion
Krebs-Ringer- Krebs-Ringer- Vaskulire
N/OFQ
Puffer Puffer Perfusion
T T T T T T T T . .
-10 0 10 20 30 Zeit (min)
Abbildung 2: Versuchsschema der unstimulierten N/OFQ Versuche

2.3.2 Prastimulierte Versuche

In diesem Versuchsansatz wird die Wirkung von Endomorphin-1 in den
Konzentrationen 107 M und 10° M und Endomorphin-2 10 M auf die mit GIP 10’ M
prastimulierte Somatostatinsekretion getestet. Nach einer basalen Phase von fiinf
Minuten, in der modifizierter Krebs-Ringer-Puffer infundiert wird, wird der Magen die
gesamte Versuchsdauer iiber mit GIP 10° M pristimuliert. DreiBig Minuten nach
Beginn der Infusion mit GIP 10° M wird dem vaskuliren Perfusat Endomorphin-1 in
den Konzentrationen 10 ' M bzw. 10 ° M bzw. Endomorphin-2 in der Konzentration
10° M fiir fiinfzehn Minuten beigefiigt (Abbildung 3). In einem 2. Versuchsansatz wird
nach der basalen Phase von fiinf Minuten der OPs selektive Rezeptorantagonist CTOP
in den Konzentrationen 107 M, 10° M und 10° M zusammen mit GIP 10° M iiber die
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gesamte Versuchsdauer infundiert. Wie bisher, wird nach dreifig Minuten dem
vaskuldren Perfusat Endomorphin-1 fiir einen Zeitraum von flinfzehn Minuten beigefiigt
(Abbildung 3). Analog wird in einer 3. Versuchsgruppe anstelle von CTOP der
unselektive Opiatrezeptorantagonist Naloxon in der Konzentration 10° M infundiert
(Abbildung 3).

Luminale
NaClpH 2 Perfusion
KRP| GIP10™ M bzw. GIP 10° M + CTOP bzw. GIP 10° M + Naloxon | Y 2Skuldre
Perfusion
Endomorphinl
Endomorphin2
i T I T I T T T T T I T I T i
-30 -20 -10 0 10 20 30 Zeit (min)

Abbildung 3:  Versuchsschema der prastimulierten Endomorphin-1 und -2 Versuche

In einer neuen Versuchsreihe wird die Wirkung von N/OFQ in den Konzentrationen 10
®M und 10° M auf die mit GIP 10 M pristimulierte Somatostatinsekretion getestet.
Der Versuchsaufbau ist analog zu den pristimulierten Endomorphin Versuchen
(Abbildung 4).

In einer weiteren Versuchsreihe wird die Wirkung des spezifischen kompetitiven
N/OFQ-Repzeptorantagonisten [Nphe'[Noc-(1-13)NH, 10° M bzw. 10° M und des
Opiatrezeptorantagonisten Naloxon 10 M auf die N/OFQ 10® M und 10 M induzierte
Hemmung der Somatostatinsekretion getestet. Hierbei wird nach der fiinfminiitigen
Basalphase der jeweils verwendete Antagonist zusammen mit GIP 10° M iiber den
gesamten Versuchszeitraum infundiert. Nach dreiBig Minuten wird N/OFQ 10® M und
10 M iiber einen Zeitraum von fiinfzehn Minuten hinzugefiigt (Abbildung 4).
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NaCl pH 2
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Abbildung 4:  Versuchsschema der prastimulierten N/OFQ Versuche

2.3.3 Kontrollversuche

Luminale
Perfusion

Vaskulare
Perfusion

Zeit (min)

In diesen Kontrollversuchen wird der Effekt von GIP 10° M und CTOP 107 M und 10°®

M auf die basale Somatostatinsekretion untersucht. Hierbei soll gekldrt werden, ob die

prastimulierte Somatostatinsekretion unter GIP {iber sechzig Minuten konstant ist bzw.

ob CTOP per se ecinen Effekt auf die Somatostatinsekretion hat. Nach einer

flinfminiitigen Perfusion, in der der Magen mit modifiziertem Krebs-Ringer-Puffer

perfundiert wird, wird GIP bzw. CTOP iiber sechzig Minuten infundiert (Abbildung 5).

Kontrollen mit Naloxon werden nicht durchgefiihrt, da bekannt ist, dass Naloxon per se

keinen Effekt auf die gastrale Somatostatinsekretion hat (Madaus et al. 1990).
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Versuchsschema der Kontrollversuche mit GIP 10° M bzw. CTOP 107 M, 10°* M
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2.4 Versuchsauswertung

2.4.1 Bestimmung der Somatostatin, Gastrin, Bombesin und VIP

Perfusatkonzentration

Die Perfusatkonzentrationen werden mit einer radioimmunologischen Methode
bestimmt. Das Prinzip des kompetitiven Radioimmunassays besteht darin, dass das zu
messende Hormon in einer Plasmaprobe mit radioaktiv markierten Molekiilen (Tracer)
um die Bindungsstellen an spezifischen Antikdrpern konkurriert. Der Anteil an
gebundener Radioaktivitdt verhdlt sich umgekehrt proportional zur Konzentration des
zu bestimmenden Hormons. Die Somatostatinkonzentration wird mit einem von Harris
et al. beschriebenen Radioimmunassay ermittelt (Harris et al. 1978, S. 275-283). Zur
Bestimmung der Gastrinperfusatkonzentration wird ein im Handel erhiltlicher Gastrin
Kit verwendet (Becton und Dickinson, Heidelberg, Deutschland) (Yalow und Berson
1970, S. 1-14). Die Bombesin-like-immunoreactivity (BLI) wird mit einem
Radioimmunassay untersucht, der Antikrper gegen Lys'-Bombesin enthlt
(Schusdziarra et al. 1983a, S. 21-29).

Die Reaktivitit des vasoactive intestinal polypeptide (VIP) wird mit einem
Radioimmunassay bestimmt, erhdltlich bei S.R. Bloom (Hammersmith Hospital

London, England), der Schweine VIP Antikorper enthédlt (Willis et al. 1996, S. 59-64).

2.4.2 Substanzen

N/OFQ, [Nphel]Noc—(1—13)NH2 und Naloxon (Biotrend Chemikalien GmbH, Kéln,
Deutschland), gastric inhibitory polypeptide (Schweine GIP, Bachem Biochemica
GmbH, Heidelberg, Deutschland) Endomorphin-1 und -2 (Peninsula Laboratories
europe LTD, St. Helens, England), CTOP (Peninsula Laboratories, Belmont, California,
USA).
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2.4.3 Statistische Auswertung

Die Daten aus der radioimmunologischen Bestimmung von Somatostatin werden EDV
gerecht erfasst und mit dem Statistikprogramm Sigma Stat ausgewertet. Die Hohe des
gemessenen Somatostatin-, Bombesin-, und Gastrinspiegels wird als Mittelwert £ SEM
angegeben sowie in picogramm/min. Die Anzahl der Versuche wird mit n bezeichnet.

Zur statistischen Auswertung innerhalb der Versuchsgruppen wird der vergleichende t-
Test verwendet. Zur Bestimmung der Werteunterschiede zwischen den
Versuchsgruppen wird der one-way-analysis of variance (ANOVA) Test verwendet,

gefolgt vom Dunnett post hoc Test. Werte mit p<0,05 werden als signifikant angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1 Effekt von Endomorphin auf die basale neuroendokrine Sekretion

Die Infusion von Endomorphin-1 in den Konzentrationen 1012 M, 10710 M, 10® M und
10° M zeigt keinen signifikanten Einfluss auf die basale Freisetzung von Gastrin,
Bombesin und VIP. Auch auf die basale Somatostatinsekretion hat Endomorphin-1 in
den Konzentrationen 10> M und 10™"° M keine signifikante Wirkung. Bei der Infusion
von Endomorphin-1 10® M zeigt sich eine geringe Inhibition, die jedoch keine
Signifikanz erreicht. Bei der Infusion von Endomorphin-1 10° M ist eine signifikante
Reduktion der Somatostatinsekretion von 73 £ 3 pg/min auf 27 £+ 3 pg/min zu erkennen
(entsprechend einer integrierten Reduktion von 458 + 86 pg/10min auf 179 + 28
pg/10min, p<0.05; n = 5) (Abbildung 6).

10'8M.

100
80
60 |
40
20 |

SRIF (pg/min)

100 +
80
60 |
40 |
20 1

SRIF (pg/min)

-5 0 5 10 15 20 25
time (minutes)
Abbildung 6:  Inhibitorischer Effekt von Endomorphin-1 in den Konzentrationen 10 M (n=5) und 10"

® M (n=5) auf die basale Somatostatinsekretion aus dem isoliert perfundierten
Rattenmagen. Mittelwert £ SEM
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3.2 Effekt von Endomorphin auf die prastimulierte
Somatostatinsekretion

GIP hat keinen Effekt auf die basalen Spiegel von Bombesin und Gastrin und VIP.
Dagegen wirkt GIP auf die Somatostatinsekretion stimulierend. Die alleinige Infusion
von Endomorphin-1 zeigt keinen Einfluss auf die oben genannten Neuropeptide. Wie
aus der Abbildung 7 ersichtlich wird, vermag Endomorphin-1 107 M die mit GIP
vorstimulierte  Somatostatinsekretion — signifikant zu hemmen. So fillt die
Somatostatinsekretion wihrend der fiinfzehnminiitigen Infusion von Endomorphin-1
von 469 £ 65 pg/min auf 184 + 12 pg/min ab (entspricht einem integrierten Abfall von
3503 + 327 pg/15min auf 2401 + 468 pg/15min, n=6; p< 0.05).

Endomorphin-1 in einer Konzentration von 10° M hemmt nahezu vollstindig die
prastimulierte Somatostinsekretion von 1146 + 270 pg/min auf 111 £ 14 pg/min.
(entspricht einem Abfall der integrierten Sekretion von 11391 + 44645 pg/15min auf
1363 + 447 pg/15min, n=6; p<0.05).

Neben Endomorphin-1 wird auch die Wirkung von Endomorphin-2 10°M auf die
prastimulierte Somatostatinsekretion untersucht. Auch hierbei ldsst sich eine
signifikante Hemmung der Somatostatinsekretion von 514 + 15 pg/min (7999 + 864
pg/15min) auf 204 + 45 pg/min (4961 + 537 pg/15min) nachweisen (n=6; p<0.05).
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Abbildung 7:  Inhibitorischer Effekt von Endomorphin-1 in den Konzentrationen 10”7 M (n=6) und 10"
® M (n=6) und Endomorphin-2 in der Konzentration 10 (n=6) auf die mit GIP 10° M
vorstimulierte Somatostatinsekretion aus dem isoliert perfundierten Rattenmagen.
Mittelwert + SEM

3.3 Effekt von Naloxon auf die durch Endomorphin-1 und
Endomorphin-2 induzierte Hemmung der prastimulierten
Somatostatinsekretion

In Versuchen mit dem unspezifischen Opiatrezeptorantagonisten Naloxon zeigt sich,
dass die Infusion von Naloxon 10°® M den Effekt von Endomorphin-1 10”7 M auf 16 +
7.9% (n=6, p<0.05) reduziert. Bei Endomorphin-1 10° M wird der inhibitorische Effekt
auf 35 + 8.2% (n=4, p<0.05) abgeschwicht. Der verbleibende inhibitorische Effekt von
Endomorphin-1 wihrend der Infusion von Naloxon ist signifikant verschieden,

verglichen mit der vorangegangen Préstimulationsphase. In dieser Versuchsreihe wird
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auch die Wirkung von Naloxon auf den inhibitorischen Effekt von Endomorphin-2 107
M untersucht. Dabei schwicht Naloxon den inhibitorischen Effekt von Endomorphin-2

10° M von 42 + 5.0% auf 20 +5.0% (n=13; p<0.05) (Abbildung 8), was immer noch

signifikant verschieden von der vorangegangenen Prastimulationsphase ist.
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Abbildung 8:
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Effekt von Naloxon 10 M auf die Endomorphin-1 107 M (n=6) und 10° M (n=4),

sowie Endomorphin-2 10 M (n=13) induzierte Hemmung der mit GIP 10° M
préastimulierten Somatostatinsekretion. Mittelwert + SEM
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3.4 Effekt von CTOP auf die durch Endomorphin-1 und Endomorphin-2
induzierte Hemmung der prédstimulierten Somatostatinsekretion

Zur Uberpriifung der Frage, iiber welchen Subtyp von Opiatrezeptoren Endomorphin-1
seine Wirkung entfaltet, wird der spezifische OP; Rezeptorantagonist CTOP in
verschiedenen Konzentrationen (107 M, 10° M und 10” M) mit zwei Konzentrationen
von Endomorphin-1 (107 M und 10° M) getestet. Die als Kontrollversuch
durchgefiihrte alleinige Infusion von CTOP hat keinen Einfluss auf die
Somatostatinsekretion. Die Infusion von CTOP schwicht den inhibitorischen Effekt
sowohl von Endomorphin-1 10”7 M als auch 10" M signifikant ab. CTOP schwicht den
inhibitorischen Effekt von Endomorphin-1 10”7 M von 67 + 4% auf 34 + 5% (107 M,
n=6, p<0.05), 33 + 3% (10° M, n=5, p<0.05) bzw. 30 £ 9% (10° M, n=6, p<0.05) ab
(Abbildung 9). Der inhibitorische Effekt von Endomorphin-1 10° M wird durch CTOP
von 94 £ 2% auf 60 £ 11% (107 M, n=6, p<0.05), 61 £ 5.5% (10" M, n=7, p<0.05) bzw.
51 £ 13% (10 M, n=4, p<0.05) reduziert (Abbildung 10).

I GIP 10 9m —

EM-1 +EM-1 +EM-1 +EM-
+CTOP +CTOP +CTOP
10'M 10°'M 10M 10°M

0

-20 - -
40 -

60 -

-80 -

Inhibition der SRIF Sekretion (%)

-100

Abbildung 9:  Effekt von CTOP 107 M, 10° M und 10° M auf die Endomorphin-1 10”7 M induzierte
Hemmung der mit GIP 10" M pristimulierten Somatostatinsekretion
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Abbildung 10: Effekt von CTOP 107 M, 10 M und 10 M auf die Endomorphin-1 10 M induzierte
Hemmung der mit GIP 10" M pristimulierten Somatostatinsekretion
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3.5 Effekt von N/OFQ auf die basale neuroendokrine Sekretion

Die Infusion von N/OFQ in den Konzentrationen 102 M, 10" M, 10® M, und 10° M
zeigt keine signifikante Wirkung auf die basale Freisetzung der Neuropeptide
Bombesin, Gastrin, Substanz P und vasoactive intestinal polypeptide (VIP). Allerdings
zeigt N/OFQ in der Konzentration 10° M eine inhibitorische Tendenz auf die basale
Somatostatinfreisetzung, die von 60+3 auf ein Minimum von 31+6 pg/min (n=4) abfillt.
Nach Beendigung der N/OFQ Infusion tritt ein Rebound auf, der den initialen

Basalsomatostatinspiegel signifikant tibersteigt (106+2 pg/min, p<0.05) (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Effekt von N/OFQ auf die basale Somatostatinsekretion. Mittelwert £ SEM
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3.6 Effekt von N/OFQ auf die prastimulierte Somatostatinsekretion

Um den inhibitorischen Effekt von N/OFQ auf die Somatostatinfreisetzung niher zu
untersuchen, wird die Somatostatinsekretion analog zu den Endomorphin Versuchen
mit gastric inhibitory polypeptide (GIP) 10 M vorstimuliert. N/OFQ 10" M verursacht
eine vorriibergehende Inhibition der vorstimulierten Somatostatinsekretion. Es kommt
innerhalb der ersten sieben Minuten zu einem Abfall der Werte von 241439 auf 162433
pg/min, danach steigen die Pristimulationswerte aber wieder auf 246+21 pg/min an.
Dies entspricht einem Abfall von 45+11% (n=4; p<0.05 vs GIP). In der hoheren Dosis
von 10 M inhibiert N/OFQ die pristimulierte Somatostatinsekretion von 463+51 auf

301440 pg/min (n=6; p<0.05 vs GIP). Dies entspricht einem Prozentwert von 58+6%
(Abbildung 12).
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Abbildung 12: Effekt von N/OFQ 10®* M (n=4) und 10° M (n=6) auf die mit GIP 10 M préstimulierte
Somatostatinfreisetzung. Mittelwert =+ SEM
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3.7 Effekt von [Nphe']N/OFQ(1-13)NH; bzw. Naloxon auf die durch
N/OFQ induzierte Hemmung der prédstimulierten
Somatostatinsekretion

Der spezifisch kompetitive NOP Antagonist [Nphe'IN/OFQ(1-13)NH, hemmt in einer
Konzentration von 10° M die Wirkung von N/OFQ 10™® M vollstindig (6+11%, n=8,
p<0.05 vs GIP und N/OFQ) (Abbildung 14). Dagegen wird der Effekt von N/OFQ in
der Konzentration 10° M nicht durch [Nphe'IN/OFQ(1-13)NH, 10° M beeinflusst (-
49+9%; n=3, ns vs GIP und N/OFQ) (Abbildung 13). Auch unter Verwendung einer
hoheren Konzentration von [Nphe'IN/OFQ(1-13)NH, (10° M) wird der inhibitorische
Effekt von N/OFQ auf die vorstimulierte Somatostastinfreisetzung nicht beeinflusst (-
69+£10%, n=6, ns vs GIP und N/OFQ) (Abbildung 13). Der Opiatrezeptorantagonist
Naloxon in der Konzentration 10® M vermag die durch Infusion von N/OFQ 10® M
induzierte Hemmung der Somatostatinsekretion nicht signifikant zu beeinflussen (-
3249%, n=8, ns vs GIP und N/OFQ) (Abbildung 14). Unter begleitender Infusion von
Naloxon 10° M kann der Effekt von N/OFQ 10° M auf die prastimulierte
Somatostatinsekretion allerdings inhibiert werden (-21+£6%, n=8, p<0.05 vs GIP and
N/OFQ) (Abbildung 15).
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Abbildung 13:  Effekt von [Nphe'[Noc-(1-13)NH, 10 M (n=3) und 10 M (n=6) auf die N/OFQ 10° M
induzierte Hemmung der mit GIP 10° M pristimulierten Somatostatinsekretion.
Mittelwert = SEM
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Abbildung 14:  Effekt von Nphe'[Noc-(1-13)NH, 10° M (n=8) und Naloxon 10°M (n=8) auf die durch
N/OFQ 10® M induzierte Hemmung der mit GIP 10° M pristimulierten
Somatostatinsekretion. Mittelwert + SEM
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Abbildung 15:  Effekt von Naloxon 10° M (n=8) auf die N/OFQ 10® M induzierte Hemmung der mit
GIP 10” M pristimulierten Somatostatinsekretion. Mittelwert £ SEM
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4. Diskussion

4.1 Regulation der Somatostatinsekretion

4.1.1 Struktur

1968 wurde wihrend Studien zur Verteilung des Wachstumshormon-Releasing-Faktors
(GHRF) ein Peptid im Hypothalamus der Ratte entdeckt, das die
Wachstumshormonsekretion hemmt (Krulich et al. 1968, S. 783-790). Guillemin
beschrieb 1973 dieses zyklische Peptid, bestehend aus 14 Aminosduren, erstmals als
Somatostatin-14. Die fiir die biologische Wirkung verantwortliche Aminosiuresequenz
liegt im Zentrum des Molekiils und besteht aus den Aminosduren Phenylalanin,
Tryptophan, Lysin und Threonin (Abbildung 17). Kurze Zeit spater wurde deutlich, dass
das native Somatostatin-14 nur ein Vertreter einer Gruppe von verwandten Peptiden
darstellt, die u.a. das erweiterte Somatostatin-28, einige artspezifische Varianten und
groBere Prohormone umfasst. Heute weil man, dass Somatostatin in drei
Molekularformen existiert. Somatostatin-14 (SS 14), bestehend aus 14 Aminoséduren,
wurde aus dem Hypothalamus Gewebe von Schafen isoliert (Brazeau et al. 1973, S. 77-
79, Burgus et al. 1973, S. 684-688). Die zweite Molekularform, das Somatostatin-28
(SS 28), wurde dagegen aus Schweinedarm isoliert (Pradayrol et al. 1980, S. 55-58).
Diese Molekularform von Somatostatin, die als Vorstufe des SS 14 angesehen werden
kann und somit eine Funktion als Prohormon besitzt, setzt sich aus 28 Aminosduren
zusammen, wobei die ersten 14 Aminosduren identisch mit denen von SS 14 sind,
gefolgt von den Aminosduren Ser-Ala-Asn-Ser-Asn-Pro-Ala-Met-Ala-Pro-Arg-Glu-
Arg-Lys. SS 28 ist auch unter dem Namen somatotropin release-inhibiting factor (SRIF)
bekannt. Eine dritte Molekularform wurde aus den Inselzellen des Pankreas des
Katzenfisches isoliert. Dieses Peptid besteht aus 22 Aminosdureresten, wobei davon 7
identisch mit dem C-terminalen 14-Aminoséurerest des SS 14 sind (Oyama et al. 1980a,
S.  2251-2254). Mittlerweile ist auch die Gensequenz des menschlichen
Praprosomatostatin sowie die Lage des Gens auf der DNA bekannt (Shen und Rutter
1984, S. 168-171). Das menschliche Somatostatingen ist auf Chromosom 3 lokalisiert
(NAYLOR et al. 1983, S. 2686-2689) und besteht aus 116 Aminosduren. Dieses

Priaprosomatostatin kann durch Abspaltung von 24 Aminoséduren in das Prosomatostatin
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iibergehen, welches aus 92 Aminosduren besteht. Von diesem Prohormon kann das
oben genannte SS 28 abgespalten werden, was wiederum selbst ein Prohormon darstellt,
da sich hiervon SS 14 abspaltet. Bei Ratten gibt es jedoch im Gegensatz zum Menschen
zwel verschiedene Wege, wie SS 14 gebildet werden kann. Im Gehirn wird der oben
beschriecbene Weg gewihlt. Im Pankreas jedoch wird das SS 14 direkt aus dem
Prosomatostatin gebildet, ohne Bildung der Zwischenform SS 28 (Abbildung 16)
(Walsh 1987, S. 213).

[ 2e ] o4

64

SS14

Abbildung 16: Darstellung des menschlichen Praprosomatostatin und seiner aktiven Molekularformen

/Phe —Phe — Asn— Lys — Cys — Gly — Ala—H

Trp

Lys

Thr — Phe — Thr — Ser — Cys — OH

Abbildung 17: Chemische Struktur von Somatostatin, Aminoséuren von essentieller Bedeutung fiir die
Rezeptorbindung
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4.1.2 Vorkommen

Somatostatin kommt sowohl in Neuronen des Zentralnervensystems, des extrinsischen
und intrinsischen  Nervensystems als auch in endokrinen Zellen des
Gastrointestinaltraktes und des Pankreas, den so genannten D-Zellen, vor. Aullerdem
wurde Somatostatin in zahlreichen anderen Organen wie z.B. Schilddriise, Niere,
Nebenniere, Prostata, Placenta und Unterkieferdriise nachgewiesen. Die prozentuale
Verteilung von Somatostatin  im menschlichen Korper lautet wie folgt:
Gastrointestinaltrakt 65%, Gehirn 25%, Pankreas 5%, andere Organe 5% (Patel 1980, S.
1297-1301, Reichlin 1983, S. 1495-1501, Patel et al. 1981, S. 1943-1949). Im
Zentralnervensystem findet man die hochste Konzentration an Somatostatin vor allem in
der anterioren periventrikuldren Region des Hypothalamus (Finley et al. 1981, S. 2173-
2192, Johansson et al. 1984, S. 265-339, Krisch 1979, S. 1389-1390, Patel und Reichlin
1978, S. 523-530, Merchenthaler 1989, S. 2812-2821). Im peripheren Nervensystem
sind Somatostatin enthaltende Neurone hauptsdchlich im Plexus myentericus der
Muskulatur des Magenantrums und des Darms nachgewiesen worden (Keast et al. 1984,
S. 299-308). Versuche haben gezeigt, dass diese Neurone vor allem Somatostatin-14
enthalten (Penman et al. 1983, S. 53). Im endokrinen bzw. parakrinen Bereich wird
Somatostatin in den sogenannten D-Zellen des Gastrointestinaltraktes und des Pankreas
synthetisiert, welche im Magen in Nachbarschaft der Gastrin produzierenden und
speichernden G-Zellen in der Lamina propria des Magenantrums lokalisiert sind.
AuBlerdem kommen D-Zellen im Magenfundus vor, wo sie benachbart zu den
Parietalzellen sind. Die D-Zellen des Magenantrums gehdren histologisch zum ,,open-
cell type”, im Gegensatz zu den D-Zellen des Fundus, die keinen Kontakt zum
Magenlumen haben und daher dem ,,closed-cell type* zugeordnet werden. Im Pankreas
wird Somatostatin in den D-Zellen der Langerhans’schen Inseln gebildet (Loffler 1997,
S. 788-811). Studien an Schweinen haben gezeigt, dass im Magen und im Pankreas vor
allem Somatostatin-14 ausgeschiittet wird, wéhrend im Darm hauptsidchlich

Somatostatin-28 sezerniert wird (Baldissera et al. 1985, S. 251-262).
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In hoher Dichte:

e Im zentralen und peripheren
Nervensystem
(Zelltyp: Neuronen)

e Im Pankreas
(Zelltyp: D-Zellen)

e Im Darm
(Zelltyp: D-Zellen, Neuronen)

e [m Magen
(Zelltyp: D-Zellen, Neuronen)

In geringer Dichte:

Schilddriise
(Zelltyp:  Subpopulation der C-
Zellen, in Koexistenz mit Calcitonin)

Nebennieren
(Zelltyp: medulédre Zellen)

Unterkieferdriise
(Zelltyp: D-Zellen)

Niere
Prostata

Placenta

Abbildung 18: Vorkommen von Somatostatin in verschiedenen Koérperorganen

4.1.3 Somatostatinrezeptoren

An der Vermittlung des vorwiegend inhibitorischen Effekts von Somatostatin sind

hochaffine Plasmamembranrezeptoren beteiligt. Es gelang die Charakterisierung von

fiinf Subtypen von humanen Somatostatin Rezeptoren, deren Aminoséuresequenz eine

Homologie von 42 bis 60 Prozent aufweist. Die Gene fiir diese Subtypen sind auf

verschiedenen Chromosomen lokalisiert, was auf unterschiedliche Funktionen der

Rezeptoren in verschiedenen Organen hinweist. Alle fiinf Subtypen sind iiber einen G-

Protein-abhédngigen Kopplungsmechanismus funktionell an intrazelluldre Second-

messenger Systeme gebunden. In den verschiedenen Organen sind distinkte, aber auch

tiberlappende Muster der Rezeptorsubtypen nachweisbar.
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So sind fiinf rezeptorvermittelte membrangekoppelte Wirkungsmechanismen von

Somatostatin bekannt:

1. Hemmung der Adenylatcyklase
SchlieBen von Calcium-Kanélen
Offnen von Kalium-Kanilen

Aktivierung der Tyrosin-Phosphatase

A

Hemmung der vesikulidren Exozytose

4.1.4 Wirkungsmechanismen

Somatostatin vermittelt seine Wirkung iiber parakrinem, neurokrinem und endokrinem
Weg. Larsson et al. postulierten als erste den parakrinen Wirkungsmechanismus von
Somatostatin. Sie zeigten, dass D-Zellen zytoplasmatische Ausldufer haben, iiber die sie
mit den Parietalzellen des Fundus bzw. den G-Zellen des Antrums Kontakt herstellen
(Larsson et al. 1979, S. 1393-1395). Jedoch kann nicht jede D-Zelle mit einer
Parietalzelle tber einen solchen Ausldufer verbunden sein, da die Anzahl der
Parietalzellen viel hoher als die der D-Zellen ist. Daher wird angenommen, dass
Somatostatin liber Regulationskanile oder generalisierte Diffusion in die Parietalzellen
gelangt (Tadataka 1987, S. 138). Die D-Zellen des Antrums und des Fundus
beeinflussen aufgrund ihrer Lokalisation sowohl die S&dure- als auch die
Gastrinsekretion. Die Ausschiittung von Somatostatin in das Interstitium kann neben
dem oben beschriebenen parakrinen Weg auch iiber den neurokrinen Weg erfolgen.
Dabei erfolgt die Somatostatinausschiittung aus Nervenzellen des peripheren und
zentralen Nervensystems. Somatostatin kann seine Wirkung auch endokrin {iber
Ausschiittung in die Blutbahn entfalten. Dadurch kann Somatostatin eine grofere
Zellzahl innerhalb eines Organs beeinflussen und auBerdem kdnnen verschiedene
Organe erreicht werden. Von grofler Bedeutung ist auch die Tatsache, dass ein
Zusammenwirken von mehreren Somatostatin produzierenden Organen an einem

Zielgewebe moglich ist (Schusdziarra 1996, S. 35-53). Bei Hunden und Menschen wird
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Somatostatin iiberwiegend iiber den endokrinen und parakrinen Weg ausgeschiittet,
wihrend bei Ratten die Somatostatinausschiittung hauptsichlich iiber den parakrinen
Weg erfolgt (Chayvialle et al. 1980, S. 844-852, Wass et al. 1980, S. 569-574,
Berelowitz et al. 1978, S. 1410-1414).

4.1.5 Biologische Effekte

4.1.5.1 Inhibition der Magensiure- und Gastrinsekretion

Die zwei Hauptfunktionen von Somatostatin im Magen sind die Hemmung der
Magensdure- und der Gastrinsekretion. Somatostatin inhibiert sowohl die basale
Gastrinsekretion als auch die durch Nahrung und neuronale Einfliisse stimulierte
Gastrinsekretion (Chiba et al. 1980a, S. 67-71).

Eine interessante Entdeckung machten Seal et al.. Sie untersuchten bei Hunden die
Wirkung der Somatostatinsekretion auf die Magensduresekretion nach einer Mahlzeit.
Dabei kamen sie zu dem Ergebnis, dass die durch eine Mahlzeit stimulierte
Magenséuresekretion sowohl durch geringe Konzentrationen an Somatostatin-14 als
auch Somatostatin-28 gehemmt wird, wahrend diese Konzentrationen auf die Hemmung
der durch eine Mahlzeit stimulierten Gastrinsekretion keinen Effekt haben (Seal et al.
1982, G97-G102). Colturi et al. zeigten am Menschen, dass Somatostatin in
physiologisch zirkulierenden Konzentrationen die Magenséduresekretion zu hemmen
vermag, wihrend die Inhibition der Gastrinsekretion davon jedoch unbeeinflusst bleibt
(Colturi et al. 1984, S. 417-423). Die hemmende Wirkung von Somatostatin auf die
Magenséduresekretion wurde in spéteren Studien von Colturi et al.,, Loud et al. und
Uvnas-Wallensten et al. erneut belegt. So fiihrte die Infusion von physiologischen
Somatostatinkonzentrationen, die einem postprandialen Plasmaspiegel entsprachen, zu
einer deutlichen Reduktion der Magensdurekonzentration bei den untersuchten Hunden
und beim Menschen, so dass man daraus den Schluss zog, dass Somatostatin ein
wirksamer hormoneller Regulator der Parietalzellfunktion ist. (Colturi et al. 1983, S. 60-
65, Loud et al. 1985, S. 445-449, Uvnas-Wallensten et al. 1981, S. 397-408).

Diesen oben genannten Studien von Colturi et al., die besagen, dass Somatostatin seine
Wirkung tiber Zirkulation vermittelt, steht die Studie von Short et al. entgegen. In dieser

Studie wurde Antisomatostatin-Antiserum in einen isolierten Rattenmagen infundiert
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und es resultierte daraus ein starker Anstieg der Magenséduresekretion. Es wurde somit
vermutet, dass Somatostatin auch eine direkte zellulire Wirkung besitzt, welche
wahrscheinlich durch parakrine Beeinflussung der Parietalzelle im Corpus vermittelt
wird (Short et al. 1985, S. 984-988). Erwédhnenswert ist die Tatsache, dass Unterschiede
zwischen den fiir die Inhibition der Magensduresekretion verantwortlichen
Somatostatinrezeptoren und anderen Somatostatinrezeptoren bestehen. So vermdgen
synthetische Somatostatin Analoga die Magenséduresekretion nicht zu hemmen, wihrend
sie aber sehr wirksame Antagonisten beziiglich der Wachstumshormon-, Insulin- und
Glukagonsekretion sind (Vale et al. 1978, S. 1391-1401).

Zu den Wirkungsmechanismen der Hemmung der Gastrinsekretion durch Somatostatin
wurden auch zahlreiche Studien durchgefiihrt. Chiba et al. zeigten, dass die Infusion
von Anti-Somatostatin-Antiserum sowohl bei anésthesierten Ratten als auch am isoliert
perfundierten Magen den Gastrinspiegel nicht beeinflusst, so dass eine endokrine
Wirkung unwahrscheinlich erscheint. Erst nachdem das Antiserum einem Medium
zugefiigt wurde, in dem antrale Magenmukosa inkubiert wurde, stieg die
Gastrinfreisetzung signifikant an. Man nahm nun an, dass Somatostatin seine Wirkung
auf die Gastrinsekretion auch iiber parakrinem Weg entfaltet (Chiba et al. 1981, S. 321-
326).

Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den Experimenten von Saffouri et al. Sie
infundierten isolierten und perfundierten Rattenmégen Somatostatin und beobachteten
dabei, dass die Gastrinspiegel absanken, wogegen bei vendser Infusion von
Antisomatostatin-Antiserum die Plasmagastrinspiegel anstiegen. Damit hatten sie die
reziproke Sekretion von Gastrin und Somatostatin nachgewiesen (Saffouri et al. 1979,
S. 1749-1754). Weitere Experimente beziiglich dieser Thematik wurden von DuVal et
al. durchgefiihrt. Diese Arbeitsgruppe zeigte, dass sowohl die basale als auch die
stimulierte Gastrinsekretion durch zirkulierendes Somatostatin supprimiert wird (DuVal
et al. 1981, S. 242-247).

In Untersuchungen an Patienten mit Gastrin produzierenden Tumoren zeigten Bloom et
al., dass nach Infusion von Somatostatin die Magensdurekonzentration und auch die
Serumgastrinsekretion abnahmen. Nachdem die Infusion von Somatostatin gestoppt
wurde, konnte ein deutlicher Wiederanstieg der Serumgastrinsekretion verzeichnet
werden (Bloom et al. 1974, S. 1106-1109).

Somatostatin ~ beeinflusst  die Gastrinsekretion ~ tiber  einen  direkten

Wirkungsmechanismus. Dies zeigten Ergebnisse aus einer Rezeptorbindungsstudie an
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isolierten G-Zellen (Park et al. 1987, S. 14190-14196). Endogenes Somatostatin
blockiert sowohl die Freisetzung von Gastrin aus den sekretorischen Granula der G-
Zelle als auch die Gastrinsynthese, in dem es direkt auf das zustindige Gen Einfluss
nimmt (Karnik et al. 1989, S. 3367-3372). Umgekehrt kann durch die Gabe von
Somatostatinantikorpern die Gastrinsekretion gesteigert werden (Saffouri et al. 1979, S.
1749-1754). Die Applikation in vivo hat, wie oben schon erwdhnt, keinen Einfluss auf

die Gastrinsekretion (Chiba et al. 1981, S. 321-326).

4.1.5.2 Andere biologische Effekte

Neben der oben beschriebenen Wirkung auf die Magensiure- und Gastrinsekretion hat
Somatostatin auch Wirkung auf das Zentralnervensystem, auf den Hypothalamus, die
Hypophyse, Schilddriise, Niere und Nebenniere sowie auf den gesamten
Gastrointestinaltrakt und auf das Pankreas. Auflerdem besitzt Somatostatin wirksame
himodynamische Effekte (Patel 1980, S. 1297-1301, Reichlin 1983, S. 1495-1501,
1556-1563, Patel et al. 1981, S. 1943-1949). In der Hypophyse hemmt Somatostatin
unter anderem die Ausschiittung des Wachstumhormons (STH) und des thyreotropen
Hormons (TSH) aus dem Vorderlappen (Patel und Srikant 1985, S. 551-567, Oyama et
al. 1980, S. 993-1002). Erwdhnenswert ist, dass gastrointestinales Somatostatin, das
iiber den Blutweg in die Hypophyse gelangt, nicht in der Lage ist, STH zu inhibieren, da
die gastrointestinalen Somatostatinkonzentrationen deutlich geringer sind als die
hypophysédren Somatostatinkonzentrationen (Chihara et al. 1981, S. 2279-2281, Daniels
und Martin 1995, S. 2222-2223). Im Gastrointestinaltrakt inhibiert Somatostatin die
Sekretion von Sekretin, CCK, VIP, GIP, Motilin, Enteroglukagon und Neurotensin
sowie die Sekretion von Pepsin, Intrinsic Factor und Kolonfliissigkeit. Weiterhin hemmt
Somatostatin  die  Magenentleerung, die Gallenblasenkontraktion und die
Diinndarmsegmentierung. AuBBerdem ist Somatostatin fiir die Steigerung der Resorption
von Elektrolyten und Wasser verantwortlich. Im endokrinen Pankreas hat Somatostatin
eine hemmende Wirkung auf die Insulin- und Glukagonsekretion. Im exokrinen Bereich
inhibiert es die Bikarbonat und Enzymsekretion. Diese Wirkungen werden {iber
parakrinem Weg vermittelt. Uber endokrinem Weg wird die hemmende Wirkung auf
die Magenséure- und Gastrinsekretion vermittelt. Die neurokrin vermittelte Wirkung auf

die Durchblutung &uflert sich in einer Verminderung der Mesenterialdurchblutung und
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Erhohung des GefaBwiderstandes. Im Blut ist sowohl Somatostatin-14 als auch
Somatostatin-28 nachweisbar. Thre biologischen Wirkungen sind qualitativ
vergleichbar, allerdings scheint Somatostatin-28 beziiglich der Hemmung der GH-,
TSH-, Insulin-, CRF- und Vasopressinsekretion potenter zu sein, wéihrend
Somatostatin-14 effektiver die Glukagon- und Magensaftsekretion hemmt sowie die
Splanchnikusdurchblutung und intestinale Motilitét beeinflusst und auf zerebrokortikale
Neurone wirkt. Im Pankreas dagegen konnen Somatostatin-28 und Somatostatin-14 in
Bezug auf die Hemmung der exokrinen Sekretion als gleichwertig angesehen werden

(Daniels und Martin 1995, S. 2222-2223, Walsh 1987, S. 181-253).

Hypothalamus
A
ZNS Hypophyse

Schilddriise <€—— Somatostatin ——» Pankreas

Nebenniere Gastrointestinaltrakt

Niere

Abbildung 19: Zielorgane des physiologischen Somatostatins

4.1.6 Basale Somatostatinfreisetzung

Die basalen Somatostatinspiegel im Blut sind hauptséchlich durch die Freisetzung aus
den vom N. splanchnicus versorgten Organen bedingt. Beziiglich der basalen
Somatostatinsekretion wurden zahlreiche Studien an Hunden, Ratten und am Menschen
durchgefiihrt, in denen man zu dhnlichen Ergebnissen kam. So fand man bei Hunden die
hochsten Basalspiegel in den Magen- und Pankreasvenen. Geringere Konzentrationen

lieBen sich in der Pfortader, in den Leberarterien und in der V. cava inferior feststellen.
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Vergleichbare Ergebnisse fanden sich bei Ratten und beim Menschen (Berelowitz et al.
1978, S. 1410-1414, Schusdziarra et al. 1978, S. 509-518). In weiteren Versuchen mit
Hunden hat sich gezeigt, dass die basale Somatostatinsekretion durch adrenerge und
cholinerge sowie hautséchlich durch vagale Mechanismen beeinflusst wird. Eine
wichtige stimulierende Rolle spielen aulerdem Prostaglandine, wogegen histaminerge
H; Rezeptoren keinen Einfluss auf den basalen Somatostatinspiegel haben (Schusdziarra

1983, 69-84).

4.1.7 Regulationsmechanismen

Der Weg einer Mahlzeit kann in drei verschiedene Stadien eingeteilt werden, die
ineinander Ubergreifen. So unterscheidet man die cephale, gastrale und intestinale
Phase. In der cephalen Phase wird sowohl durch Geschmacks- und
Geruchsempfindungen als auch durch optische Reize Somatostatin ausgeschiittet. In der
darauffolgenden gastralen Phase wird die Somatostatinsekretion durch die
Magendehnung und durch die Anwesenheit bestimmter Substanzen gesteigert. In der
intestinalen Phase kommt es zur Entleerung des Speisebreis in das Duodenum und

durch den damit verbundenen intraduodenalen Reiz zu einer Somatostatinsekretion.

4.1.8 Cephale Phase

In der cephalen Phase werden durch den Geschmack der Nahrung, den Geruch und
durch den Anblick der Mahlzeit Nervenzellen im periventrikuldren und medialen
praoptischen Bereich des vorderen Hypothalamus und im Hirnstamm erregt, was
wiederum zu einer Aktivierung von Vagusfasern im hinteren motorischen Kerngebiet
und Nukleus ambiguus fithrt. Danach folgt eine Aktivierung von efferenten

Vagusfasern, die den Gastrointestinaltrakt innervieren (Schusdziarra 1992, S. 43-54).

4.1.8.1 Somatostatinfreisetzung

Versuche an Hunden und am Menschen haben gezeigt, dass es nach einer

Nahrungsaufnahme zu einem Anstieg der gastralen, intestinalen und pankreatischen
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Somatostatinsekretion sowie zu einem Anstieg des Somatostatinspiegels im peripher
venosen Plasma kommt (Schusdziarra et al. 1978, S. 509-518, Schusdziarra et al. 1980c,
S. 1572-1576, Wass et al. 1980, S. 569-574, Polonsky et al. 1983, S. 1514-1518,
Schusdziarra et al. 1984b, S. 65-71, Baldissera et al. 1983, S. 63-69, D"Alessio und
Ensinck 1990, S. 1198-1202, Ensinck et al. 1989, S. 1580-1589, Ensinck et al. 1990, S.
633-638, Schusdziarra et al. 1986, S. 595-601, Polonsky et al. 1983, S. 1514-1518,
Penman et al. 1981, S. 692-699). Verantwortlich dafiir sind parakrine und endokrine
Mechanismen. In Versuchen mit Ratten hat sich gezeigt, dass sich bei diesen Tieren nur
ein Anstieg des Somatostatinspiegels in der Pfortader und nicht in der peripheren
Blutbahn findet. (Berelowitz et al. 1978, S. 1410-1414, Schusdziarra 1985, S. 425-445).
Der Grund dafiir ist, dass bei Ratten die Somatostatinausschiittung hauptsichlich, wie
schon unter Punkt 4.3 aufgefiihrt, iliber parakrine und nicht iiber endokrine
Mechanismen lduft. Eine Steigerung der Somatostinsekretion tritt allerdings nicht nur
postprandial auf, sondern auch nach ,,sham feeding* (Scheinfiitterung), was sowohl in
Tierversuchen als auch an menschlichen Probanden gezeigt wurde (De Graef und
Woussen-Colle 1985, S. G1-G7, Befrits et al. 1990, S. 9-18). Dabei wird der Anstieg
der Somatostatinsekretion iiber cholinerge Mechanismen vermittelt (De Graef und
Woussen-Colle 1985, S. G1-G7), im Gegensatz zur durch vagale Stimulation
induzierten Steigerung der Somatostatinsekretion, die durch nikotinerge Mechanismen
bedingt ist (Ahrén et al. 1986, S. E212-E217). Da die Fasern des N. Vagus und die
intrinsischen Neurone des Gastrointestinaltraktes nicht ausschlieBlich iiber klassische
Neurotransmitter wie Acetylcholin, Noradrenalin und Serotonin, sondern auch iiber
peptiderge Transmitter verfligen, kann die durch Vagusreizung bedingte Wirkung auf
exo- und endokrine Zellen iiber verschiedene Mechanismen vermittelt werden. So wird
im Rattenmagen und im Menschen der inhibitorische Effekt der Vagusstimulation auf
die Somatostatinsekretion iiber cholinerge muscarinerge Effekte vermittelt (Madaus et
al. 1990, S. 179-192, Mclntosh et al. 1981a, S. 468-472, Wass et al. 1983, S. 12). Im
Schweinemagen sind die beiden Peptide GRP und Neuromedin C die Haupttransmitter
und flihren bei Vagusstimulation zur Steigerung der Somatostatinsekretion (Holst et al.
1983, S. G515-G522, Holst et al. 1987, S. G767-G774). Die Wirkung der cephalen
Phase wird hauptsédchlich durch vagale Mechanismen vermittelt. Die Stimulation der
Splanchnikusnerven hat keinen Einfluss auf die cephale Somatostatinsekretion des
Ratten- und Schweinemagens (McIntosh et al. 1981b, S. 1477-1483, Olesen et al. 1987,
S. 24-35).
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419 Gastrale Phase

Wesentliche physiologische Stimuli in der gastralen Phase sind zum einen die
Magendehnung durch die aufgenommene Nahrung, wobei vagovagale und intramurale

Reflexe ablaufen und zum anderen die chemische Zusammensetzung der Nahrung.

4.1.9.1 Somatostatinfreisetzung

Nahrungssubstanzen

Einfluss auf die Somatostatinfreisetzung hat auch die Zusammensetzung der
aufgenommenen Nahrung. Zwar steigt die Somatostatinkonzentration im peripheren
Blut beim Menschen bei Aufnahme aller drei Nahrungsbestandteile (Fette,
Kohlenhydrate  und  Proteine)  signifikant an, doch  die  hochsten
Plasmasomatostatinkonzentrationen lassen sich bei der Aufnahme von protein- und
fettreicher Nahrung feststellen (Penman et al. 1981, S. 692-699, Schusdziarra et al.
1978, S. 509-518, Schusdziarra et al. 1983b, S. 355-361, Elwin 1974, S. 239-247,
Schusdziarra et al. 1984a, S. 189-198, Schusdziarra et al. 1980c, S. 1572-1567).

Im isolierten Magenfundus von Hunden fiihrt die Aufnahme von Proteinen,
Kohlenhydraten und Fetten zur Freisetzung von Somatostatin aus den D-Zellen,
wéhrend jedoch im Magenantrum Fette keinen Einfluss auf die Somatostatinfreisetzung

haben (Schusdziarra et al. 1978, S. 509-518, Schusdziarra et al. 1979b, S. 555-560).

Magenséaure

Die Magensédure spielt eine grofle Rolle bei der Somatostatinfreisetzung aus dem
Gastrointestinaltrakt von Hunden und Menschen. So kommt es nach Ansduerung einer
Mabhlzeit zu einem signifikanten Anstieg der peripheren Somatostatinsekretion. Wird
die Somatostatinsekretion aus dem Magenfundus durch inhibitorische cholinerge
Mechanismen gehemmt, so ist der Anstieg der Somatostatinsekretion allein auf die
Ausschiittung aus dem Magenantrum zuriickzufiihren (Schusdziarra et al. 1978, S. 509-

518, Schusdziarra et al. 1979a, S. 658-663). In vivo und in vitro Versuche mit Ratten
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haben gezeigt, dass die Ansduerung des Mageninhalts im Gegensatz zu Hunden und
Menschen keinen Einfluss auf die gastrale Somatostatinsekretion hat (Schusdziarra et

al. 1984a, S. 189-198, Schusdziarra 1985, S. 425-445).

Prostaglandine

Der wichtige Einfluss der Prostaglandine auf die Somatostatinsekretion wurde durch
Versuche an Hunden und Ratten nachgewiesen. So stimulieren Prostaglandine die
basale Somatostatinsekretion, wihrend bei Verwendung des
Prostaglandinsyntheseantagonisten Indometacin die Somatostatinsekretion im Magen
und Pankreas abgeschwécht wird (Alino et al. 1986, S. 1-8, Schusdziarra et al. 1980, S.
1620-1626). Versuche von Ligumsky et al. zeigten, dass Prostaglandine nicht nur
Einfluss auf die Somatostatinsekretion haben, sondern auch auf seine Wirksamkeit,
denn sobald die Prostaglandinsynthese unterbunden wird, besitzt Somatostatin keinen

inhibierenden Effekt auf die Magensduresekretion (Ligumsky et al. 1983, S. 301-303).

Peptide

Zahlreiche Studien zeigten, dass die Peptide Bombesin, Gastrin, GIP und Sekretin in der
Lage sind, die Somatostatinsekretion des Magens zu stimulieren. Substanz P dagegen
wirkt inhibierend auf die Somatostatinfreisetzung (Chiba et al. 1980a, S. 67-71, Chiba et
al. 1980b, S. 145-149, DuVal et al. 1981, S. 242-247, MclIntosh et al. 1981a, S. 1477-
1483).

Histamin

In Versuchen mit Hunden wurde der Einfluss von Histamin H, Rezeptoren auf die
Somatostatinsekretion untersucht. Der Hj-Rezeptoragonist Impromidin stimuliert die
postprandiale Somatostatinsekretion (Schusdziarra et al. 1982, S. 111), wéihrend der H,-
Rezeptorantagonist Cimetidin unabhéngig vom intragastralen pH-Wert eine Reduktion

der gastralen und der pankreatischen postprandialen Somatostatinsekretion bewirkt.
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Diese Tatsachen lassen den Schluss zu, dass an der postprandialen Stimulation der
Somatostatinsekretion H, Rezeptoren beteiligt sind (Schusdziarra et al. 1981, S. 353-
363). Am isoliert perfundierten Rattenmagen bewirkt Histamin dagegen eine

Inhibierung der Somatostatinsekretion (Mclntosh et al. 1987, S. 253-263).

Opiate

Versuche am Menschen und am isoliert perfundierten Rattenmagen haben gezeigt, dass
Opiate und opiataktive Peptide wie Met- und Leu-Enkephalin und B-Endorphin
inhibierend auf die Somatostatinsekretion wirken (Schusdziarra et al. 1983b, S. 355-
361, Chiba et al. 1980b, S. 145-149).

Bei in vivo durchgefiihrten Versuchen an Hunden mit Morphin, Leu-Enkephalin und
Casomorphin kommt es zu einer Reduktion der basalen Somatostatinsekretion
(Schusdziarra et al. 1983d, S. 407-408). Die postprandiale Somatostatinfreisetzung wird
dagegen durch Morphin nicht beeinflusst, durch Enkephalin inhibiert und durch
Casomorphin stimuliert (Schusdziarra et al. 1983c, S. 1948-1951). Dies ldsst sich damit
erkldren, dass die Wirkung von Morphin, Enkephalin und Casomorphin {iber

verschiedene Opiatrezeptoren vermittelt wird.

4.1.10 Intestinale Phase

Die intestinale Phase beginnt mit dem Ubertritt der Nahrung aus dem Magen in das
Duodenum. Dort wird der Speisebrei durch Enzyme aus dem exokrinen Pankreas in
seine Bestandteile wie Fette, Proteine und Glukose aufgeldst. In vivo Versuche haben
gezeigt, dass intraduodenale Proteine die Somatostatinsekretion des Pankreas und
Magenantrums, aber nicht die des Magenfundus beeinflussen. Aminoséuren dagegen
stimulieren die Somatostatinsekretion des Pankreas, jedoch haben sie keinen Effekt auf
die gastrale Somatostatinausschiittung (Schusdziarra et al. 1979b, S. 555-560). Dies
lasst die Schlussfolgerung zu, dass die D-Zellen des Magens nur durch intragastrale
Nahrungsbestandteile zur Somatostatinsekretion angeregt werden, wéhrend die
pankreatischen D-Zellen durch intraduodenale Nahrungsbestandteile stimuliert werden.

Eine wichtige Rolle spielen auch neuronale Faktoren. So fiihrt zum einen trunkale
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Vagotomie und zum anderen die Infusion von Atropin zu einer Zunahme der
Somatostatinsekretion wihrend der Aufnahme einer proteinreichen Mahlzeit, was
vermuten ldsst, dass eine enge Beziehung zwischen den vagalen und muscarinerg
cholinergen Mechanismen und den D-Zellen des Magens und des Pankreas besteht

(Schusdziarra et al. 1979b, S. 555-560).
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4.2 Opiate und Opioide

Opiate und Opioide sind stark wirkende Schmerz- und Betdubungsmittel mit einem
hohen Sucht- und Abhéngigkeitspotenzial. Als Opiate im engeren Sinne werden jene
Mittel bezeichnet, die Opium oder Opiumalkaloide - insbesondere Morphin - enthalten.
Opium ist ein seit Jahrtausenden bekanntes Alkaloidgemisch des Schlafmohns (Papaver
somniferum), dessen Hauptwirkungen die Analgesie, Sedierung und Atemdepression
sind. Das Hauptalkaloid des Opiums ist das Morphin, welches erstmals 1806 von dem
deutschen Apotheker Friedrich Wilhelm Sertiirner isoliert wurde. Die sedierende und
analgetische Wirkung der Opiate machten sich bereits 4.000 v. Chr. Babylonier und
Agypter zunutze. Galen beschrieb ca. 100 v. Chr. die atemdepressive Wirkung der im
Rom der Kaiserzeit verwendeten opiumhaltigen Arzneimittel, die bei missbrauchlicher
Dosierung auftritt. In chinesischen Medizinalschriften wurde Opium erstmals um 100 n.
Chr. zur Behandlung von Diarrhoe und Husten erwihnt. Im europdischen Mittelalter
wurde Opium als Bestandteil des Allheilmittels ,,Theriak®, ein Gemisch aus tiber 60-80
Bestandteilen u.a. Drogen, Gewiirze und Schlangenfleisch, verwendet. Nach Isolierung
des Morphins durch Sertiirner kam es im 19. Jhd. als stark wirkendes Schmerzmittel auf
den Markt und wurde beispielsweise im deutsch-franzosischen Krieg 1870/71 in
grolem Umfang bei der Behandlung von Verwundeten eingesetzt. In Asien filihrte vor
allem das Opiumrauchen zur Abhdngigkeit und Sucht, so dass es 1840 verboten wurde.
Mit dem Ziel, ein dhnlich schmerzstillendes, nicht aber abhéngigkeitserzeugendes
Mittel zu schaffen, wurde 1874 erstmals das so genannte Diamorphin (3,5-
Diacetylmorphin) synthetisiert. Knapp 25 Jahre spdter wurde es von den Farbenfabriken
Bayer in Elberfeld in groBem Maf3stab hergestellt und als Hustenmittel und Ersatzstoff
fiir Morphin unter dem Namen Heroin auf den Markt gebracht. Es stellte sich jedoch
schnell heraus, dass dieses Mittel nicht nur um ein Vielfaches stérker ist als Morphin,
sondern auch ein noch wesentlich hoheres Abhidngigkeitspotenzial als dieses besitzt. Im
Unterschied zu GroBbritannien, wo Heroin gelegentlich noch zur Schmerzbehandlung
krebskranker Patienten eingesetzt wird, wird es in Deutschland nicht mehr als
Arzneimittel verwendet.

Angesichts der starken suchterzeugenden Wirkung des Morphins hat man immer wieder
nach neuen Substanzen mit dhnlich schmerzstillender Wirkung geforscht, die jedoch

keine euphorisierende und suchterzeugende Wirkung besitzen. Vor diesem Hintergrund
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wurden im Laufe der Zeit zahlreiche voll- oder teilsynthetische Opioide entdeckt bzw.
entwickelt. Dazu zdhlt auch das 1940 erstmals in Deutschland hergestellte Methadon
bzw. Levomethadon, das beispielsweise unter dem Produktnamen L-Polamidon sowohl
als starkes Schmerzmittel als auch seit 1987 in der Opiat- und Opioidentgiftung und in

der Heroinsubstitution bei intravends Abhidngigen eingesetzt wird.

4.2.1 Wirkungen der Opiate

Opiate besitzen sowohl zentrale als auch periphere Effekte. Zu den zentralen gehdren
Analgesie, Sedierung, Atemdepression, Euphorie, Miosis, Ubelkeit, Erbrechen und
Hustensupression. Peripher wirken Opiate an unterschiedlichen Organsystemen. Am
Gastrointestinaltrakt wirken Opiate inhibierend auf die propulsive Aktivitét, ausgelost
zum einen durch Hemmung der Acetylcholinfreisetzung und zum anderen durch Angriff
an Opiatrezeptoren an der glatten Muskulatur (Zhang et al. 1992, S. G461-G469).
Kardiovaskuldre Wirkungen sind Hypotension und periphere Geféalldilatation sowie
Erhohung des Tonus im Gallengangsystem (Gefahr einer Gallenkolik) und Reduktion
des Plasmaflusses in der Niere. Allergische Reaktionen, Asthmaanfille durch
Bronchokonstriktion und das Flush-Phdnomen werden durch Ausschiittung von

Histamin aus Mastzellen verursacht.

4.2.2 Opiatrezeptoren

Opiatrezeptoren finden sich beim Menschen und bei anderen Spezies sowohl im ZNS
als auch in der Peripherie. Im ZNS sind die Rezeptoren vor allem im limbischen
System, in der Medulla oblongata und im Hinterhorn des Riickenmarks lokalisiert
(Hiller et al. 1973, S. 1052-1062, Lonergan et al. 2003, S. 165-178, Mennicken et al.
2003, S. 349-360, Besse et al. 1991, S. 1341-1352, Abbadie et al. 2002, S. 150-162, Ray
und Wadhwa 1999, S. 11-18). In der Peripherie finden sich Rezeptoren u.a. in
vegetativen Nerven, im Plexus myentericus und im Plexus submucosus der glatten
Muskulatur  des  Gastrointestinaltraktes. ~ Aufgrund  der  Ergebnisse  von
Rezeptorbindungsstudien mit dem Opiatrezeptorantagonisten Naloxon unterscheidet

man drei Rezeptortypen. Die prd- und postsynaptisch lokalisierten und G-Protein
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gekoppelten Opiatrezeptoren werden in OP; (frither o), OP, (frither k) und OP; (friiher
1) Rezeptoren unterteilt. Versuche an Ratten und Meerschweinchen zeigten, dass im
Vergleich zum Gehirn die Rezeptorenanzahl im Gastrointestinaltrakt deutlich geringer
ist und dass im Plexus submucosus vor allem OP; Rezeptoren und im Plexus
myentericus hauptsédchlich OP, und OP; Rezeptoren vorhanden sind. Auflerdem haben
die im Magen und Kolon in grof3er Zahl vorhandenen OP, und OP; Rezeptoren Einfluss
auf die neuronale Kommunikation aber nicht auf die glatten Muskelzellen, wéihrend
dagegen die OP; Rezeptoren direkten Einfluss auf die gastrointestinale Motilitét
ausiiben (Nishimura et al. 1984, S. 73-78, Nishimura et al. 1986, S. 1084-1094, Tonini
et al. 1998, S. 686-689, Fickel et al. 1997, S. 1-8). Bemerkenswert ist die von Wittert et
al. durchgefiihrte Studie. Sie versuchten mit Hilfe der Reversen Transkriptase
Polymerasekettenreaktion und Southern Blot die Expression der Opiatrezeptoren in
peripheren Geweben der Ratte darzustellen. Dabei kamen sie zu dem Ergebnis, dass die
drei Opiatrezeptoren (OP;, OP,, OP3;) zwar in Lunge, Niere, Milz, Hoden und
Ovargewebe zu finden waren, jedoch fanden sie im Gegensatz zu Fickel et al. im Magen
keine OP; Rezeptoren, obgleich sie dieselbe Tierspezies untersucht hatten. Eine
mogliche Erkldrung konnten die unterschiedlichen Untersuchungstechniken sein
(Wittert et al. 1996, S. 877-881). Die drei Rezeptoren sind auf unterschiedlichen Genen
lokalisiert. So liegt der OP; Rezeptor auf Chromosom 1, der OP, Rezeptor auf
Chromosom 8 und der OP; Rezeptor ist auf Chromosom 6 lokalisiert (Evans 1994, S.
1796). Die spezifischen Agonisten sind fiir den OP; Rezeptor N-Allylnormetazocin, fiir
den OP, Rezeptor Ketocyclazocin und fiir den OP; Rezeptor Morphin (Martin et al.
1976, S. 517-532). Naloxon und Naltrexon wirken an den drei Opiatrezeptoren als
spezifische Antagonisten. Pentazocin und Nalorphin sind dagegen nur am OP3 Rezeptor
als Antagonisten wirksam, an den anderen beiden Rezeptoren wirken sie als Agonisten

bzw. partielle Agonisten.

1994 wurde von verschiedenen Forschungsgruppen ein zum Opioid-System gehdrender
Rezeptor gefunden, der zuerst ORL,; (opioid receptor like) genannt wurde (Bunzow et
al. 1994, S. 284-288, Fukuda et al. 1994, S. 42-46, Mollereau et al. 1994, S. 33-38,
Nishi et al. 1994, S. 1353-1357, Wang et al. 1994, S. 75-79). Wegen seiner strukturellen
Verwandtschaft zu den anderen drei Opiatrezeptoren wurde er, nachdem 1996 eine neue
Nomenklatur fiir die Opiatrezeptoren eingefiihrt wurde, in OP; Rezeptor umbenannt

(Dhawan et al. 1996, S. 567-592, Hamon 1998, SA 5.3). Der OP4 Rezeptor zeigt nahezu
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50% Identitdt mit den OP;, OP,, OP; Rezeptoren (Mollereau et al. 1994, S. 33-38). Der
spezifische Agonist ist NC(1-13)NH,. Der OP4 Rezeptor unterscheidet sich jedoch
funktionell deutlich von den drei klassischen Opiatrezeptoren. So wird er nicht durch
Opioide aktiviert und seine Affinitdt zum Opiatrezeptorantagonisten Naloxon ist
vernachléssigbar gering (Calo et. al. 2000b S.1261-1283). Mittlerweile wird der OP4
Rezeptor als ein Nicht-Opioid Zweig der OP Rezeptorfamilie definiert und wurde daher
in NOP Rezeptor (Nocicpetin/Orphanin FQ Peptid) umbenannt. Dieser Rezeptor wurde
in allen Regionen der untersuchten Rattenhirne gefunden. Hochste Konzentrationen
lieBen sich im paraventriculdren und ventromedialen Kern des Hypothalamus, im
piriformen Kortex und in den dorsalen Raphe Kernen sowie im Locus Coeruleus
feststellen. Geringe Expression des NOP Rezeptors findet sich im Kortex, Thalamus,
Hippocampus, periaqueductalem Grau und im Riickenmark (Fukuda et al. 1994, S. 42-
46, Bunzow et al. 1994, S. 284-288, Lachowicz et al. 1995, S. 34-40, Wick et al. 1994,
S. 37-44, Houtani et al. 2000, S. 489-508, Neal et al. 1999a, S. 563-605, Neal et al.
1999b, S. 503-547). Im Gegensatz zu den OP;_; Rezeptoren wurden im Striatum keine
NOP Rezeptoren entdeckt (Bunzow et al. 1994, S. 284-288, Wang et al. 1994, S. 75-79,
Lachowicz et al. 1995, S. 34-40, Wick et al. 1994, S. 37-44). Ahnliche Ergebnisse
zeigten die Untersuchungen an Maiusehirnen (Mollereau et al. 1994, S. 33-38). Im
peripheren Gewebe wurde der NOP Rezeptor im Darm, in der Leber und Milz sowie im

Vas deferens gefunden (Wang et al. 1994, S. 75-79).

4.2.3 Struktur und Rezeptoraffinitat der Opiatrezeptorliganden

Die ersten endogenen Liganden der Opiatrezeptoren wurden 1975 durch Hughes
entdeckt. Er zeigte in seinen mit Schweinehirnextrakten durchgefiihrten Versuchen,
dass bestimmte Substanzen in Rezeptorbindungsassays Aktivitdt an Opiatrezeptoren
zeigen. Als erstes konnten die beiden Enkephaline Met- und Leu-Enkephalin
nachgewiesen werden, welche sich nur in ihrem C-terminalen Aminosiurerest

unterscheiden (Hughes et al. 1975, S. 577-580).
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H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-OH Struktur von Met-Enkephalin

H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-OH Struktur von Leu-Enkephalin

Als weitere endogene Liganden wurden Dynorphin (OP;) sowie 3-Endorphin (OP,) und
Endomorphin-1 und Endomorphin-2 (OP3) entdeckt (Chavkin et al. 1982, S. 413-415,
Goldstein et al. 1980, S. 6207-6210, Goldstein et al. 1979, S. 6666-6670, Li und Chung
1976, S. 1145-1148, Zadina et al. 1997, S. 499-502, Wang et al. 2003, S. 107-110).

H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle-Arg-Pro-Lys-Leu-Lys-Trp-Asp-Asn-Gln-OH

Struktur von Dynorphin

H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-GIn-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu-
Phe-Lys-Asn-Ala-Ile-Ile-Lya-Asn-Ala-His-Lys-Lys-Gly-GIn-OH

Struktur von B-Endorphin

H-Tyr-Pro-Trp-Phe-NH;

Struktur von Endomorphin-1

H-Tyr-Pro-Phe-Phe-NH;

Struktur von Endomorphin-2

Die endogenen Liganden unterscheiden sich in ihrer Rezeptoraffinitit. So haben die

Enkephaline eine hohe Affinitdt zum OP; Rezeptor. Dynorphin dagegen besitzt eine
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grolle OP, Rezeptoraffinitit. B-Endorphine sind Agonisten an allen drei Rezeptoren,
jedoch ist die Affinitdt zum OP; und OP; Rezeptor hoher als zum OP; Rezeptor.
Endomorphin-1 und -2 sind endogene Liganden des OP3; Rezeptors, besitzen aber auch
eine sehr geringe Affinitdt zum OP; und OP, Rezeptor (Zadina et al. 1997, S. 499-502,
Goldberg et al. 1998, S. 1007-1013).

Neben endogenen Liganden der Opiatrezeptoren gibt es auch exogene Liganden. Diese
sog. Exorphine kommen in Nahrungsmitteln vor. Zioudrou et al. beschrieben 1979
Peptide, die vom Weizengluten und Alpha-Casein der Milch abstammen und
opioiddhnliche Aktivitit zeigen (Zioudrou et al. 1979, S. 2446-2449). In der Milch
wurden Opiatrezeptorliganden gefunden, von denen einige als Agonisten und andere als
Antagonisten fungieren. Agonistische Eigenschaften haben folgende Peptide: Alpha-
Casein Exorphin, Casoxin D, Beta-Casomorphin, Beta-Casorphin, Casoxin A, B, C,
Alpha-Lactorphin und Beta-Lactorphin. Antagonistische Aktivitdt zeigen Casoxin und
Lactoferroxin (Teschemacher und Koch 1991, S. 147-150, Teschemacher et al. 1997, S.
99-117). Gluten Exorphin A5, A4, B5, B4 und C sind Fragmente des Weizengluten, die
opiatagonistische Aktivitit zeigen. Neben Milchproteinen und Weizengluten enthalten
auch Reisalbumin, Rinderalbumin und -hdmoglobin sowie Spinatproteine Fragmente,
die als exogene Liganden der Opiatrezeptoren agieren (Teschemacher 2003, S. 1331-
1344, Fukudome et al. 1993, S. 17-19, Fukudome und Yoshikawa 1992, S. 107-111,
Fanciulli et al. 2003, S. 53-58).

4.2.4 Lokalisation endogener Opioide im Organismus

Das Vorkommen von endogenen Opioiden im Zentralnervensystem und im
Gastrointestinaltrakt gilt als gesichert (Leander et al. 1984, S. 521-531, Sakamoto et al.
1983, S. 81-84, Schultzberg et al. 1980, S. 249-270, Tari et al. 1985, S. 670-674). So
finden sich Enkephaline im ZNS in Kerngebieten des N. vagus und in sympathischen
Ganglien (Lundberg et al. 1979, S. 468-471, Schultzberg al. 1979, S. 249-270).
AulBlerdem wurden sie in hohen Konzentrationen im Striatum, in der Substantia nigra
und im Hypothalamus nachgewiesen (Pittius et al. 1984, S. 127-136). Auch Dynorphine
zeigen eine weite Verbreitung im ZNS. Des Weiteren sind sie im
Hypophysenhinterlappen zu finden (Cone et al. 1983, S. 2146-2152). B-Endorphine
kommen dagegen hauptsidchlich im Hypothalamus und in der Hypophyse vor. Die
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Tetrapeptide Endomorphin-1 und Endomorphin-2, die vor einigen Jahren aus
menschlichem Gehirn sowie aus dem Gehirn von Rindern als auch aus dem
Riickenmark von Ratten isoliert wurden, kommen vor allem im Thalamus,
Hypothalamus, Striatum, in der Medulla oblongata, im frontalen Kortex und im
Hinterhorn des Riickenmarks vor (Hackler et al. 1997, S. 1635-1639, Martin-Schild et
al. 1997, S. 1641-1649, Zadina et al. 1997, S. 499-502, Zadina et al. 1999, S. 136-144).
Im Gastrointestinaltrakt sind endogene Opioide einerseits in endokrinen Zellen
nachweisbar; sie finden sich in groBer Menge in der Mucosa des Magenantrums und in
Koexistenz mit Gastrin in G-Zellen und mit Somatostatin in D-Zellen (Forsmann et al.
1977, S. 488-499, Ito et al. 1979, S. 238-245, Larsson und Stengaard-Pederson 1981, S.
1088-1098).  Andererseits finden sie sich in den Nervenplexus des
Gastrointestinaltraktes. Enkephaline kommen in endokrinen Zellen der Mucosa des
Gastrointestinaltraktes vor, die neben Enkephalinen auch Serotonin enthalten kdnnen.
Des Weiteren finden sich Enkephaline im Plexus meyentericus (Miller und Pickel 1980,
S. 903-917). Versuche an Schweinen haben gezeigt, dass Enkephaline auch in geringer
Menge im Plexus submucosus vorkommen. In der zirkuldren Muskelschicht sind sie im
gesamten Verdauungstrakt zu finden, wéihrend sie in der longitudinalen Muskelschicht
nur im Osophagus, Magen, Rektum und Analsphinker nachweisbar sind (Porcher et al.
2000, S. 333-344). Dynorphine wurden mit Hilfe von Radioimmunassays in hoher
Konzentration im Magen nachgewiesen. Dort finden sie sich in gleicher Menge in der
Mucosa, Submucosa und Muscularis, wogegen im Kolon die Konzentration in der
Muscularis hoher als in den anderen Schichten ist (Spampinato et al. 1988, S. 101-105).
Hahn und Allescher sowie Tonini et al. zeigten durch ihre Studien, dass Endomorphine
im Plexus myentericus des Diinndarms des Meerschweinchens und der Ratte
vorkommen (Hahn und Allescher 1998, S. A759, Tonini et al. 1998, S. 686-689, Storr et
al. 2002, S. 428-434, McConalogue et al. 1999, S. 1051-1059), wo sie eine
Abschwichung der Acetylcholinausschiittung bewirken (Nishiwaki et al. 1998, S. 83-
86).
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4.2.5 Funktionelle Bedeutung der Opioide im Gastrointestinaltrakt

Wie schon mehrfach beschrieben sind endogene Opioide im extrinsischen und im
intrinsischen Nervensystem sowie in endokrinen Zellen des Gastrointestinaltraktes
lokalisiert und haben daher sowohl Einfluss auf die gastrale, pankreatische und
intestinale Sduresekretion als auch auf die neuroendokrine Funktion des Magens. So
sind Opioide in der Lage, in Abhéngigkeit von der Konzentration, die
Magenséuresekretion zu hemmen oder zu stimulieren (Konturek 1978, S. 257-261).
Diese Ergebnisse wurden durch Versuche an Hunden und am Menschen bekriftigt.
Morphin in  hoher Dosis bewirkt beim Menschen eine Hemmung der
Magensduresekretion (Feldman et al. 1980, S. 294-298), wihrend bei Hunden die
Magenséduresekretion durch niedrige Morphindosen stimuliert werden kann.
Enkephaline iiben einen stimulierenden Effekt auf die basale und mit Pentagastrin
stimulierte Magenséuresekretion bei Hunden aus (Konturek et al. 1980, S. 294-300).
Beim Menschen dagegen inhibieren die Enkephaline und auch Naloxon die Freisetzung
der Magenséure (Feldman et al. 1980, S. 294-298, Konturek et al. 1983, S. 740-745).
Canfield et al. arbeiteten mit isoliert perfundierten Rattenmégen und kamen zu dem
Schluss, dass die Ausschiittung der Magensdure iiber zentrale Mechanismen gesteuert
werden muss, da weder Morphin noch Naloxon einen Effekt auf die
Magenséduresekretion hat (Canfield und Spencer 1981, S. 135-138). Diese Ergebnisse
wurden durch die Versuche von Schepp et al. widerlegt. Sie zeigten, dass endogene
opiataktive Peptide an isolierten Parietalzellen der Ratte eine Steigerung der
Sauresekretion durch direkte Wirkung an Rezeptoren bewirken (Schepp et al. 1986, S.
885-890).

Opioide beeinflussen nicht nur die Magensiuresekretion, sondern auch die Gastrin- und
Somatostatinsekretion. So stimulieren Enkephaline sowohl beim Menschen als auch bei
Hunden die Gastrinsekretion. Dagegen wird die durch Vagusstimulation induzierte
Gastrinfreisetzung weder bei in vivo Versuchen am Menschen noch an Hunden und
Ratten durch endogene Opioide beeinflusst (Allescher et al. 1987, S. 309-323, Feldman
et al. 1980, S. 294-298, Kostritsky-Pereira et al. 1984, S. 167-173, Stapelfeldt et al.
1988, S. 13-20). Die Erklarung dafiir ist, dass cholinerge Mechanismen die Aktivierung
endogener Opioide wihrend der Vagusstimulation verhindern.

In in vitro Versuchen am isoliert perfundierten Rattenmagen haben die endogenen

Opioide Met-Enkephalin und Met-Enkephalin Arg6Phe7 keine Wirkung auf die
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Gastrinsekretion (Madaus et al. 1990, 201-203). Andere Studien zeigen jedoch eine
Beeinflussung der Gastrinsekretion durch endogene Opioide (Nishi et al. 1987, S. 1787-
1793, Rouiller et al. 1980, S. 524-529, Saffouri et al. 1981, S. 1267). Diese
kontroversen Ergebnisse kommen durch die unterschiedlichen Versuchsbedingungen
zustande. So untersuchten Nishi et al. im Gegensatz zu Madaus et al. den Einfluss
endogener Opioide auf die durch Vagusstimulation induzierte Gastrinsekretion. Die
durch Vagusstimulation induzierte Gastrinsekretion wird durch endogene Opioide dann
beeinflusst, wenn der cholinerge Einfluss, der wie schon oben aufgefiihrt, die
Aktivierung endogener Opioide verhindert, geblockt wird und adrenerge Mechanismen
die endogenen Opioide stimulieren konnen (Allescher et al. 1987, S. 309-323).

Auch die Somatostatinsekretion wird durch Opioide in in vitro Versuchen an Ratten
beeinflusst (Madaus et al. 1990, S. 201-203, Nishi et al. 1987, S. 1787-1793). Bei in
vivo Versuchen am Menschen und an Hunden wird die basale Somatostatinsekretion
durch Opioide gehemmt. Die postprandiale Somatostatinsekretion wird allerdings durch
Opiate und Exorphine stimuliert (Schusdziarra et al. 1983b, S. 355-361, Schusdziarra et
al. 1983c, S. 1948-1951).

4.2.6 Struktur und Rezeptoraffinitat des NOP Rezeptorliganden

Der endogene Ligand des NOP Rezeptor ist das Heptadecapeptid N/OFQ. Es wurde
1995 gleichzeitig durch zwei Forschungsgruppen identifiziert. Die Franzdsische Gruppe
nannte den Liganden Nociceptin (Meunier et al. 1995, S. 532-535), wihrend die
Schweizer Gruppe ihn als Orphanin FQ betitelte (Reinscheid et al. 1995, S. 792-794).
Dieser Name leitet sich von der chemischen Struktur ab. So besitzt Orphanin FQ am N-
terminalen Ende die Aminosdure Phenylalanin (F) und am C-terminalen Ende Glutamin
(Q). Heute wihlt man fiir den endogenen Liganden die Bezeichnung

Nociceptin/Orphanin FQ (N/OFQ), eine Kombination aus beiden existierenden Namen.

H-Phe-Gly-Gly-Phe-Thr-Gly-Ala-Arg-Lys-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Ala-Asn-GIn-OH
Chemische Struktur von N/OFQ
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Reinscheid et al. kamen zu dem Schluss, dass sich das Orphanin FQ System im Zuge
der Evolution vom Opioid System abgespalten hat. Diese Schlussfolgerung zogen sie
aus Versuchen, die sie mit CHO (Chinese hamster ovary) Zellen durchfiihrten. Sie
entdeckten, dass N/OFQ, obgleich seiner hohen Strukturidentitit mit Opiaten, nicht in
der Lage ist, Opiatrezeptoren zu aktivieren und dass auch Opiate keine Wirkung am
NOP Rezeptor zeigen. Dies ldsst sich mit der Entdeckung begriinden, dass N/OFQ eine
bestimmte Doméne besitzt, die die spezielle pharmakologische Selektivitit bestimmt
und somit die Aktivierung von Opiatrezeptoren verhindert (Reinscheid et al. 1998, S.
1490-1495). Dies ist hauptsichlich durch die unterschiedliche Aminoséure an Position 1
begriindet. So besitzt N/OFQ an erster Stelle die Aminosdure Phenylalanin, wéihrend
dagegen die Aminosdurenreihenfolge der Opiate immer mit Tyrosin beginnt. Dieser
Unterschied ist dafiir verantwortlich, dass N/OFQ keine Opiatrezeptoren aktiviert und
Opiate keine Wirkung am NOP Rezeptor haben (Salvadori et al. 1999, S. 810-825).
Diesen Versuchen stehen die Versuche von Hawkonson et al. entgegen. Sie kamen zu
dem Ergebnis, dass einige Opiatrezeptorantagonisten nicht nur an Opiatrezeptoren
binden, sondern auch Affinitit zum NOP Rezeptor zeigen, was durch die hohe
Ahnlichkeit zwischen NOP Rezeptor und Opiatrezeptoren bedingt ist (Hawkinson et al.
2000, S. 107-114). Ursédchlich fiir diese unterschiedlichen Ergebnisse sind

wahrscheinlich die experimentellen Bedingungen.

4.2.7 Lokalisation von endogenem N/OFQ im Organismus

Das Vorkommen von N/OFQ im zentralen und peripheren Nervensystem sowie im
peripheren Gewebe, besonders im Magen-Darm-Trakt, wurde durch zahlreiche in vivo
und in vitro Versuche belegt (Schulz et al. 1997, S. 3021-3025, Schulidori et al. 1997,
S. 136-138, Riedl et al. 1996, S. 1369-1372, Yazdani et al. 1997, S. A1201, Wang et al.
1994, S. 75-79, Lachowicz et al. 1995, S. 34-40, Bunzow et al. 1994, S. 284-288,
Mollereau et al. 1994, S. 33-38). Im ZNS wurde N/OFQ vor allem im Hypothalamus,
Claustrum, Hippocampus, Thalamus, ventralen Tegmentum, Locus coeruleus, zentralen
Grau, Trigeminus Kern, in der Substantia nigra, im Bereich der Raphe Kerne, in der
Formatio reticularis und im Vorder- und Hinterhorn des Riickenmarks gefunden

(Houtani et al. 2000, S. 489-508, Neal et al. 1999b, S. 503-547, Riedl et al. 1996, S.
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1369-1372). Im peripheren Nervensystem ist N/OFQ in den prevertebralen Ganglien
des sympathischen Nervensystems zu finden (Kummer und Fischer 1997, S. 35-38).
O'Donnell et al. zeigten mit immunhistochemischen Versuchen N/OFQ-
immunoreaktive Neurone und Nervenfasern im Duodenum, Ileum, Caecum, distalen
Kolon und im Sphinkter Oddi (O'Donnell et al. 2001, S. 1-11). Die Gruppe um Wei
zeigte N/OFQ Vorldaufer mRNA in der Aorta, A. pulmonalis, A. und V. renalis sowie in
den Ovarien und Testes von Ratten. In der Leber, Lunge und Niere wurde dagegen

keine N/OFQ Vorldufer mRNA nachgewiesen (Wei et al. 1999, S. 67-70).

4.2.8 Funktionelle Bedeutung von N/OFQ im Gastrointestinaltrakt

Die Wirkung von N/OFQ im Gastrointestinaltrakt wurde durch Experimente an
verschiedenen Tierspezies untersucht.

So zeigt N/OFQ inhibitorische Effekte auf die elektrisch ausgelosten Kontraktionen des
Magens und des Diinndarms von Meerschweinchen, Schweinen und Ratten, dhnlich der
Wirkung der Opiate (Calo et al. 1996b, S. 713-718, Zhang et al. 1997, S. 102-106,
Osinski et al. 1999b, S. 281-289, Yazdani et al. 1999, S. 108-117). AuBlerdem kann der
inhibitorische Effekt von N/OFQ nicht durch den Opiatrezeptorantagonisten Naloxon
abgeschwicht werden, was flir den opiatunabhingigen Mechanismus des NOP
Rezeptors spricht (Meunier 1997, S. 1-15).

In isolierten Muskelsticken des Kolons von Ratten vermag N/OFQ
konzentrationsabhéngig Kontraktionen auszulésen. Dies kann auf inhibitorische
Mechanismen im Plexus myentericus zuriickgefiihrt werden. Dagegen bleiben Magen
und Diinndarm unbeeinflusst. Werden jedoch die Muskelkontraktionen durch EFS
(electrical field stimulation) ausgeldst, so inhibiert N/OFQ diese im Rattenmagen und -
diinndarm aber nicht im -kolon. AuBlerdem hemmt N/OFQ auch die elektrisch
stimulierte Acetylcholinausschiittung (Osinski et al. 1999a, S. G125-G131, Yazdani et
al. 1999, S. 108-117, Takahashi et al. 2000, S. 1054-1063). Ahnliche Ergebnisse
wurden in Versuchen mit isoliertem Mausekolon und mit narkotisierten Ratten erzielt,
sofern N/OFQ intravends oder subkutan appliziert wurde (Osinski et al. 1999a, S.
G125-G131, Taniguchi et al. 1998, S. 265-271). AuBerdem steigert N/OFQ bei

intravendser Verabreichung den Magendruck und die Kontraktionskraft des Magens
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(Yazdani et al. 1999, S. 108-117). Weiterhin inhibiert N/OFQ den aktiven
Ionentransport in der intestinalen Mukosa des Schweineileums (Osinski et al. 1999a, S.
G125-G131). Diese Studien lassen die Tatsache vermuten, dass die Wirkungen von
N/OFQ regionsspezifisch sind. So beeinflusst N/OFQ die Muskelkontraktionen im
Magen und Diinndarm iiber Hemmung cholinerger Transmitter, im Kolon dagegen tiber
die Hemmung neuronaler Mechanismen im Plexus myentericus (Yazdani et al. 1999, S.

108-117).
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4.3 Diskussion eigener Ergebnisse

Die Bedeutung von Endomorphin-1 und Endomorphin-2 sowie von N/OFQ auf die
neuroendokrine Sekretion des Magens ist bisher noch nicht hinreichend geklért. In der
vorliegenden Arbeit wurde deshalb die Wirkung der beiden Endomorphine und die
Wirkung von N/OFQ auf die neuroendokrine Sekretion am isoliert perfundierten
Rattenmagen untersucht. Die Versuche wurden mit einem konstanten pH-Wert von 2
durchgefiihrt, um den intraluminalen pH-Wert wihrend der interdigestiven Phase zu

imitieren.

4.3.1 Bedeutung von exogenem Endomorphin-1 und Endomorphin-2 auf die
Sekretion von Somatostatin

Aus den vorliegenden Ergebnissen geht hervor, dass Endomorphin-1 sowohl die basale
als auch die mit GIP vorstimulierte Somatostatinsekretion hemmt, was die These stiitzt,
dass diese Wirkung iiber OP; Opiatrezeptoren vermittelt wird. Dass OP3
Opiatrezeptoren eine wichtige Rolle fiir Regulationsprozesse im Magen spielen, wurde
durch die Studien von Nishimura et al. 1984 und 1986 gezeigt (Nishimura et al. 1984, S.
73-78, Nishimura et al. 1986, S. 1084-1094). Sie entdeckten mit Hilfe
audioradiographischer Methoden, dass OP3 Opiatrezeptoren sowohl in der Submukosa,
im muskulédren Plexus als auch in der Mukosa vorkommen, was die Vermutung zulésst,
dass die endogenen Opiatpeptide, die an diese Rezeptoren binden, an der Kontrolle der
gastrointestinalen Motilitdt, an endokrinen und exokrinen Sekretionsvorgingen und

auch an Fliissigkeits- und Elektrolyttransporten beteiligt sein kdnnten.

Mclntosh et al. filhrten Versuche an perfundierten Rattenmédgen mit den OPs selektiven
Agonisten DAMGO und Metorphamid (Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Arg-Val-NH2)
durch, wobei sich ebenfalls eine Inhibition der Somatostatinsekretion zeigte. Dagegen
hatten die OP; Opiatrezeptoragonisten Metenkephalin Arg6 Gly7 Leu8, DADLE und
DPDPE keinen bzw. nur einen geringen Einfluss auf die Somatostatinsekretion. Daraus
zogen sie die Schlussfolgerung, dass die Inhibition der Somatostatinsekretion des
Magens iiber OP; Opiatrezeptoren vermittelt wird und dass weder OP; noch OP;

Rezeptoren eine Rolle spielen (Mclntosh et al. 1990, S. G922-G927). Diese These
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wurde durch Untersuchungen der Forschungsgruppe um Madaus bestitigt. Sie fiihrte
Versuche mit den OP; Opiatrezeptoragonisten Metenkephalin und Metenkephalin Arg6
Phe7 durch, in denen sie die Wirkung dieser oben genannten Opiate auf die
Somatostatinsekretion untersuchte. Dabei konnte sie keinen signifikanten Effekt auf die
Inhibition der Somatostatinsekretion feststellen, auBer bei einer Konzentration von 10
M (Madaus et al. 1990, S. 201-203). Versuche von Green et al. und Mclntosh et al.
zeigten, dass der OP, Opiatrezeptorligand Dynorphin keinen Einfluss auf die
Somatostatinsekretion in Rattenmigen hat (Green et al. 1983, S. 685-690, Mclntosh et
al. 1990, S. G922-G927).

Der inhibitorische Effekt von Endomorphin-1 und -2 auf die Somatostatinsekretion des
Magens wird zum Teil iiber OP; Opiatrezeptoren vermittelt, was sowohl durch die
vorliegende Arbeit als auch durch die oben genannten Studien bekréftigt wird. Diese
Entdeckung konnte eine Rolle in Bezug auf physiologische Regulationsvorginge
spielen, obgleich man anmerken muss, dass es bisher keinen Beweis fiir das

Vorhandensein von Endomorphin im Magen gibt.

Fir die antagonistischen Experimente wurde das cyklische Oktapeptid CTOP

verwendet.

H-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Orn-Thr-Pen-Thr-NH;
Struktur von CTOP

Durch den selektiven OP3; Antagonisten CTOP (Goldstein et al. 1989, S. 265-272,
Gulya et al. 1986, S. 2221-2229) konnte gezeigt werden, dass die Blockade von OP3
Rezeptoren eine deutliche Abschwichung des inhibitorischen Effekts von
Endomorphin-1 bewirkt. Es konnte noch ein geringer inhibitorischer Effekt trotz hoher
Konzentrationen des Antagonisten festgestellt werden, was die Vermutung zuldsst, dass
Endomorphin-1 seine Wirkung nicht ausschlieBlich iiber OP; Rezeptoren vermittelt.

Deshalb wurden Versuche mit dem unselektiven Opiatantagonisten Naloxon
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durchgefiihrt. Diese zeigten eine komplette Inhibition der Wirkung von Endomorphin

auf die Somatostatinsekretion.

Daraus folgt der Schluss, dass nicht nur OP; Opiatrezeptoren an der Inhibition der
Somatostatinsekretion beteiligt sind, sondern auch andere Opiatrezeptoren aktiv sind.
Die Tatsache, dass Naloxon nicht in der Lage ist, Endomorphin-1 und Endomorphin-2
in der Konzentration 10°® M zu antagonisieren, mag daran liegen, dass
Nichtopiatrezeptormechanismen eine Rolle spielen. Die Frage, ob die Wirkung von
Endomorphin-1 und Endomorphin-2 10° M durch Verwendung von Naloxon in hoherer
Konzentration inhibiert werden konnte, ist nicht endgiiltig zu beantworten, da hohere

Konzentrationen von Naloxon toxisch wirken (Schepp et al. 1986, S. 885-890).

4.3.2 Bedeutung von exogenem N/OFQ auf die Freisetzung von Somatostatin

Neben Endomorphin-1 und -2 wurde auch die Wirkung von N/OFQ auf die
Somatostatinsekretion des isoliert perfundierten Rattenmagens untersucht. Die dieser
Arbeit zugrundeliegenden Versuche zeigen, dass N/OFQ dosisabhingig die mit GIP
vorstimulierte Somatostatinsekretion hemmt. Die basale Somatostatinsekretion wird
dagegen nicht wesentlich abgeschwicht. Auch hat N/OFQ keinen Einfluss auf die
basale Sekretion von Gastrin, Bombesin, VIP und Substanz P. Daher wurde die
Ausschiittung dieser Peptide im Magen unter vorstimulierten Bedingungen nicht
untersucht. N/OFQ vermindert die Ausschiittung von Substanz P aus isolierter Trachea
als Reaktion auf elektrische Stimulation (Helyes et al. 1997, S. 613-615, Inoue et al.
1998, S. 10949-10953).

Fiir die antagonistischen Versuche wurde der vor kurzem entdeckte spezifische und

kompetitive N/OFQ Antagonist [Nphel]N/OFQ(1-13)NH, verwendet.

H-Nphe-Gly-Gly-Phe-Thr-Gly-Ala-Arg-Lys-Ser-Ala-Arg-Lys-NH,
Struktur von [NPhe' IN/OFQ(1-13)NH,
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Die N/OFQ antagonistische Wirkung von [Nphel |]N/OFQ(1-13)NH, wurde durch
Experimente von Pheng et al. beschrieben. Diese Forschungsgruppe fiihrte Versuche
mit isoliertem Kaninchenileum durch und entdeckte dabei, dass die durch N/OFQ
ausgeldste Inhibition der Spontanaktivitdt des Kaninchenileums mit [Nphel [N/OFQ(1-
13)NH, antagonisiert werden kann. [Nphel]N/OFQ(1-13)NH, ist auBerdem in der
Lage, weitere NOP Liganden zu antagonisieren. Daraus zogen Pheng et al. die
Schlussfolgerung, dass [Nphel]N/OFQ(1-13)NH, ein NOP Rezeptorantagonist ist.
Diese Wirkung wurde nicht nur am Kaninchenileum festgestellt, sondern auch am
Maiuse und Ratten Vas deferens und Miusekolon (Rizzi et al. 1999, S. R3-R5, Pheng et
al. 2001, S. 383-388, Calo et al. 2000a, S. 1183-1193).

In in vivo Versuchen zeigte [Nphel]N/OFQ(1-13)NH, ebenfalls antagonistische
Wirkung. So verhinderte es die pronociceptiven Aktionen von intrazerebral appliziertem
N/OFQ (Calo et al. 2000a, S. 1183-1193). AuBerdem inhibiert es die durch N/OFQ
induzierte Nahrungsaufnahme bei Ratten (Polidori et al. 2000, S. 430-437). In der
vorliegenden Studie wurde dieser Antagonist zur Klidrung der Frage, ob der
inhibitorische Effekt von N/OFQ {iber NOP Rezeptoren vermittelt wird, verwendet. Der
kompetitive Antagonist [Nphel [N/OFQ(1-13)NH; ist in niedriger Konzentration in der
Lage, den inhibitorischen Effekt von N/OFQ zu antagonisieren, wogegen der
Opiatrezeptorantagonist Naloxon keinen signifikanten Einfluss besitzt. Im Gegensatz
dazu steht die Tatsache, dass [Nphel]N/OFQ(1-13)NH, in hoherer Konzentration (10
M, 10° M) nicht in der Lage ist, den inhibitorischen Effekt von N/OFQ aufzuheben,
wogegen Naloxon sehr wohl eine antagonistische Wirkung zeigt. Wie schon oben
erwéhnt, ist [Nphel]N/OFQ(1-13)NH, ein selektiver Rezeptorantagonist mit geringer
Potenz (Calo et al. 2000a, S. 1183-1193). Es ist daher erstens moglich, dass der
fehlende Effekt des spezifischen Antagonisten auf die niedrige Potenz zuriickzufiihren
ist, im Gegensatz zum starken Agonisten N/OFQ (Calo et al. 2000a, S. 1183-1193,
Pheng et al. 2001, S. 383-388, Sbrenna et al. 2000, S. 425-433). Zweitens besteht die
Moglichkeit, dass N/OFQ in hoheren Dosen seinen inhibitorischen Effekt auf die
Somatostatinsekretion iiber Opiatrezeptoren vermittelt. Diese Vermutung liegt nahe, da
eine strukturelle Ahnlichkeit zwischen den Opiatezeptoren und dem NOP Rezeptor
besteht. Diese These wird dadurch bekréftigt, dass Naloxon am NOP Rezeptor keine
Wirkung besitzt und seine Wirkung ausschlieBlich iiber Opiatrezeptoren vermittelt.
Gintzler et al. zeigten, dass N/OFQ und das Tyr'* Analog eine geringe Affinitit zu den

Opiatrezeptorsubtypen besitzen, besonders zu den OP, und OP; Rezeptoren. Diese
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Interaktion von N/OFQ mit Opiatrezeptoren hingt von der lokalen Konzentration ab. So
wird die exzitatorische Aktivitit von N/OFQ in den Konzentrationen 107 M und 10° M
auf die elektrisch stimulierte Encephalinausschiittung im Plexus myentericus des
Meerschweinchenileums durch Naloxon 10° M signifikant inhibiert, wihrend bei
Verwendung von N/OFQ 10® M Naloxon keine Wirkung zeigt (Gintzler et al. 1997, S.
29-34). In vivo Experimente zeigten denselben Effekt. So wurden Versuche mit Ratten
durchgefiihrt, bei denen sich gezeigt hat, dass die Stimulation der Nahrungsaufnahme
durch i.c.v. Injektion von N/OFQ durch s.c. Injektion von Naloxon verhindert werden
kann. Dabei wird auch ein Opiatrezeptor vermittelter Ubertragungsweg vermutet

(Pomonis et al. 1996 S396-371).

Die Daten aus der vorliegenden Arbeit zeigen, dass N/OFQ die vorstimulierte
Somatostatinsekretion am isoliert perfundierten Rattenmagen zu inhibieren vermag.
Dabei vermittelt N/OFQ seine Wirkung in niedriger Konzentration iiber NOP

Rezeptoren, dagegen bei Verwendung hoherer Konzentrationen iiber Opiatrezeptoren.
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5. Zusammenfassung

Die Bedeutung opioider Peptide als peptiderge Neurotransmitter und Modulatoren fiir
die Regulation der exokrinen und endokrinen Funktion des Gastrointestinaltraktes
wurde in verschiedenen Studien nachgewiesen. Die Grundlagen iiber dieses System
wurden allerdings erheblich erweitert. Zum einen wurden kiirzlich die endogenen
Agonisten des OP; Rezeptors entdeckt: Endomorphin-1 und Endomorphin-2. Auflerdem
wurde ein weiteres Rezeptorsystem nachgewiesen, welches strukturell eng verwandt mit
den Opiatrezeptoren ist und deshalb in Anlehnung an die Opiatrezeptorklassifikation
NOP (Nociceptin/Orphanin FQ Peptid) genannt wird. Dessen endogener Ligand N/OFQ
(Nociceptin/Orphanin FQ) wurde ebenfalls erst kiirzlich isoliert. Sein Einfluss auf
einige Funktionen des Gastrointestinaltraktes wurde bereits in mehreren Studien
dargestellt. Charakteristisch fiir den Effekt von N/OFQ ist, dass er nicht durch den
klassischen Opiatrezeptorantagonisten Naloxon inhibiert werden kann. Da bekannt ist,
dass exogene und endogene Opioide auch Wirkung auf die Magenfunktion haben, war
es deshalb von Interesse zum einen den Effekt von Endomorphin-1 und —2 sowie zum
anderen des strukturverwandten N/OFQ auf den isoliert perfundierten Rattenmagen zu
untersuchen, zumal die Wirkung auf die neuroendokrine Funktion des Magens noch

unbekannt war.

Die vorliegende Arbeit zeigt nun zum ersten Mal die Bedeutung von Endomorphin-1
und -2 sowie N/OFQ fiir die Regulation der Somatostatinsekretion am isoliert

perfundierten Rattenmagen.

Die Ergebnisse unserer Versuche haben gezeigt, dass alle drei Peptide Inhibitoren der
gastralen Somatostatinsekretion am isoliert perfundierten Rattenmagen sind, jedoch
wird dieser Effekt substanz- beziehungsweise konzentrationsabhingig iiber

verschiedene Rezeptoren vermittelt.

Die endogenen OP; Rezeptoragonisten Endomorphin-1 und Endomorphin-2 hemmen
die basale und mit GIP prastimulierte Somatostatinsekretion. Dieser inhibierende Effekt
konnte durch den OP; Rezeptorantagonisten CTOP signifikant abgeschwiécht werden.

Dennoch resultierte noch ein signifikanter inhibitorischer Effekt, der darauf schlieen
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lasst, dass die Wirkung von Endomorphin-1 nicht ausschlieBlich iiber OP; Rezeptoren
vermittelt wird. Die komplette Inhibition der niedrigeren Konzentration von
Endomorphin-1 durch Naloxon ldsst darauf schlieen, dass Endomorphin-1 auch andere
Opiatrezeptoren  aktiviert. Endomorphin-1 und Endomorphin-2 in hoheren
Konzentrationen werden dagegen durch Naloxon nicht komplett antagonisiert. Dafiir
kann es verschiedene Griinde geben. Zum einen kénnen tliber Nichtopiatrezeptoren
vermittelte Effekte eine Rolle spielen, zum anderen koénnte eine zu geringe
Wirkungspotenz von Naloxon die Ursache sein. Die Frage, ob die Wirkung von
Endomorphin-1 und Endomorphin-2 in der Konzentration 10° M durch Verwendung
von Naloxon in hoherer Konzentration inhibiert werden konnte, ist jedoch schwer zu
beantworten, da hohere Konzentrationen von Naloxon toxisch wirken. Der exakte

Mechanismus bedarf noch weiterer Kldrung.

Der endogene NOP Agonist N/OFQ inhibiert ebenfalls die mit GIP prastimulierte
Somatostatinsekretion. Der Mechanismus ist allerdings offensichtlich ein anderer. In der
niedrigeren Konzentration konnte der inhibitorische Effekt von N/OFQ durch den
kompetitiven Antagonisten [Nphel]N/OFQ(1-13)NH, erwartungsgemill geblockt
werden. Der Opiatrezeptorantagonist Naloxon hingegen zeigte keinen Effekt. Im
Gegensatz dazu, konnte der inhibitorische Effekt der hoheren Konzentration von
N/OFQ durch [Nphel IN/OFQ(1-13)NH; nicht antagonisiert werden, wahrend Naloxon
einen hemmenden Effekt zeigte. Das konnte zum einen an der niedrigen Potenz des
Antagonisten [Nphel ]N/OFQ(1-13)NH; liegen. Zum anderen wire es allerdings auch
moglich, dass der Effekt in héheren Konzentrationen von N/OFQ zumindest teilweise

iber Opiatrezeptoren vermittelt wird.
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