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1.0 Einleitung

Wihrend die eigentliche Wirkung eines Opioids erst nach Bindung des
Liganden am Rezeptor und eine daran sich anschliefende Aktivierung des
G-Proteins mit seiner o.—, f— und y— Untereinheit eingeleitet wird, kommt
es im Anschluss zu intrazellularen biochemischen Veranderungen, die
schlieBlich in eine Permeabilititssteigerung benachbarter Ionenkanile mit
Verstarkung des Kaliumioneneinstroms und Verminderung des Calziumio-
neneinstroms munden. Es resultiert eine Hyperpolarisation der neuronalen
Zelle, die hierdurch nicht mehr in der Lage ist eine (nozizeptive) Erregung
weiter zu leiten, so dass die Schmerzleitung unterbrochen wird und eine
Analgesie die Folgre ist. Im Rahmen der Verabreichung von Opioiden
werden jedoch auch Mechanismen aktiviert, die der Entwicklung einer
Opioidtoleranz und einer Abhangigkeit Vorschub leisten. Denn es konnte
gezeigt werden, dass nach Gabe eines Agonisten neben einer basalen
Phosphorilisierungsrate eine signifikante Zunahme der Phosphorilierung
bei einer gleichzeitig damit einhergehenden Internalisierung und Toleranz-
entwicklung des Opioidrezeptors auf eine Opioid gesteigert wird [1].

Neben dieser Toleranzentwicklung konnen Opioide aber auch zu einer Ab-
hangigkeitsentwicklung fuhren. Zwar sind die hierbei ablaufenden bioche-
mischen Prozesse im Einzelnen immer noch nicht bekannt. Es gibt es
jedoch dafur mehrere Hinweise, dass das zyklische Aminomonophosphat
(c-AMP) eine zentrale Rolle sowohl bei der Vermittlung einer Opioidab-
héngigkeit [2-4], als auch bei der Ausbildung eines akuten Abstinenzsyn-
droms, so wie es der Opiatabhédngige erfahrt wenn die Droge nicht mehr in
ausreichendem Masse einnimmt, spielt. Obgleich. von den durch Opioide
ausgelosten intrazellularen Veranderungen ist jedoch bekannt, dass als
Antwort auf eine akute Einnahme wirkstarker Opioide und/oder der
langfristigen Konsumierung schwach-wirkender Opioide, es zu einer
Hemmung der Adenelylcyclase (AC) mit kompensatorischer, intrazellulé-
rer Aktivitatszunahme von zyklischem AMP (c-AMP) kommt. Diese
Aktivititszunahme wiederum mundet in eine gesteigerte Aktivierung von
Proteinkinase A (PKA) und Proteinkinase C (PKC). Letztere sind regula-
torische Enzyme, die bei der Aufrechterhaltung der intrazellularen Homo-
ostase eine entscheidende Rolle spielen[5]. Die akute Entfernung eines



Opioids vom Rezeptor fuhrt dann dazu, dass die Uberaktivitit von c-AMP
demaskiert wird und der kompensatorische biochemische Prozess, ur-
sprunglich der entscheidende Mittler eines akuten Entzugssyndroms [6]
[7], jetzt offen zutage tritt.

Bei einem Opioidabhédngigen werden diese im Zellinneren induzierten se-
kundaren biochemischen Prozesse durch die Dauereinnahme der Droge
aktiviert. Und weil sowohl mit der Dauer der Einnahme des Opioids als
auch mit Zunahme der Wirkungsstarke eines Liganden die durch einen
spezifischen Antagonisten wie dem Naloxon ausgelostem Abstinenzsymp-
tome deutlicher zu Tage treten [8], muss an eine mit der Zeit zunehmenden
Sensitivierung des Opioidrezeptors auf den Antagonisten gedacht werden.
Solche akut einsetzenden Phidnomene eines Opioidentzugs sind sowohl
beim Opioidabhidngigen als auch in der Klinik bekannt, wo nach der Gabe
des fur die Narkose wirkpotenten Opioids wie dem Fentanyl oder dem Su-
fentanil, eine am Ende der Narkose gegebene Naloxondosis zu einem
abrupten Erwachen mit allen ihren charakteristischen Symptomen eines
akuten Entzugsphianomens wie Tachykardie, Hypertonie, Ubelkeit, Erbre-
chen und einer inneren Unruhe sowie einer starken Zunahme von Schmer-
zen offenbart [9-11]. Diese erst im Laufe der Zeit zunehmende Sensitivie-
rung des Opioidrezeptors auf den Antagonisten Naloxon stimmt jedoch
nicht mit der ublichen Meinung uberein, dass eine langfristige Opioidein-
nahme zu einer Desensibilisierung des Rezeptor fuhrt, d.h. einer Empfind-
lichkeitsabnahme, wie er im Zustand der Abhangigkeit oder der Gewoh-
nung vorliegen soll.

Um dieses Paradoxon nédher zu untersuchen wurde der Frage nachgegan-
gen, ob durch die wiederholte Gabe eines wirkungstarken Opioids, der im
opioid-naiven Zustand vorliegende ruhende Rezeptor in eine konstitutiv
hochaktive Rezeptorkonformation uiberfuhrt wird, so dass anschlieBend der
Rezeptor in vermehrten Masse auf einen spezifischen Antagonisten in
Form der Auslosung von Abstinenzsymptome reagiert.

Dieses Modell unterschiedlicher Zustandsformen des Opioidrezeptors, je
nachdem ob vorher ein Opioid gegeben wurde oder nicht, wurde urspring-
lich von der Arbeitsgruppe um Sadee entwickelt, die von einer nach
Bindung eines Opioidliganden verstarkten Bildung konstitutiv aktiver
Rezeptoren ausgeht [12]. An diesem Modell lasst sich auch zwanglos eine
unter Opioidgabe bei Patienten ofters zu beobachtende Toleranzentwick-
lung und die Auslosung von abstinenzahnlichen Symptomen bei Gabe ei-



nes Antagonisten am Ende einer opioidgestutzten Narkose, erklaren. Indem
durch das Opioid mehrere Rezeptoren in eine konstitutiv aktivierte Form
uberfuhrt werden, stehen auch weniger Bindestellen fur eine weitere
Bindung mit dem Liganden zur Verfugung. Dieser Zustand der letztlich,
um ahnliche Effekte auszulosen, die Gabe hoherer Dosen notwendig
macht, wird als Toleranzentwicklung bezeichnet. Gestutzt werden solche
Uberlegungen auch durch die Tatsache, dass ein Antagonist alleine gege-
ben bei einem Opiodrezeptor keine Abstinenz auszuldsen imstande ist. Da-
gegen lieBe sich der konstitutiv aktive Rezeptorzustand durch einen
Antagonisten wie z.B. Naloxon oder Naltrexon anhand der anschlieend
ausgelosten systemischen Effekte demaskieren. Durch eine solche Demas-
kierung von Abstinenzeffekten kann letztlich auf die Validitit des vorge-
schlagenen aktivierten Rezeptormodels ruckgeschlossen werden, das als
Vorbedingung zur Auslosung einer Abstinenz vorliegen muss, wahrend die
inaktive Rezeptorform zu keinerlei Reaktionen fuhrt.

Hinweise fur die Vorbedingung eines aktivierten Rezeptormodels bieten
die aus der Praxis bekannten Félle, bei denen sich bei Opioidabhidngigen,
trotz fehlender Einnahme von Heroin und nicht mehr nachweisbaren
Substanzspiegeln im Blut, immer noch eine durch einen Antagonisten
auszulosende Abstinenzsymptomatik nachweisen lasst. Dieser Effekt weist
erst nach mehreren Wochen eine abnehmende Tendenz auf [13], einer
Zeitspanne, in der sich die aktivierte Rezeptorform wieder in ihre eigentli-
che ruhende Form zuriickbildet. Es ist deshalb davon auzugehen, dass die
einmal aktivierte Rezeptorform noch uber der eigentlichen Bindung mit
dem Opioid hinweg weiterhin aktiviert bleibt, so dass die Interaktion mit
einem Liganden scheinbar keine zwingende Vorraussetzung fur die Auslo-
sung von Abstinenzeffekten zu sein scheint. Hier sind andere, sekundare
Prozesse zu diskutieren, die sich intrazellular abspielen, wobei besonders
das Enzym Proteinkinase C als der Teil verantwortlich zu machen ist, der
uber den Prozess der Phosphorilierung die Uberfuihrung eines ruhenden
Rezeptors in eine aktive und reagible Bindestelle zur Folge hat.



2.0 Fragestellung der Arbeit

Am Modell des wachen, nichtnarkotisierten Hundes sollte untersucht
werden, ob eine durch die wiederholte Gabe des hochwirksamen Liganden
Sufentanil ausgeloste Analgesie und eine damit einhergehende Hypoten-
sion und Bradykardie, sich durch die anschlieBende Gabe eines spezifi-
schen Opioidantagonisten umkehren lassen und im welchem Ausmal3
hierbei Abstinenzsymptome auftreten. Im Einzelnen kam es darauf an
folgende Punkte nachzuweisen:

1.

Kann das durch die Antagonisierung gleichzeitig ausgeloste akute
Abstinenzsyndrom dadurch inhibiert werden, dass der zur Uber-
fuhrung des ruhenden Rezeptors in seine konstitutiv aktivierte
Form notwendige Phosphorilisierungsschritt unterbrochen wird.
Hierzu war es notwendig, das an der Uberfuhrung des Rezeptors in
seine aktivierte Form beteiligtes Enzym, die Proteinkinase C, wel-
ches den Phosphorilierungsschritt einleitet, zu unterbrechen. Zu
diesem Zweck wurde ein selektiv wirkender Proteinkinaseinhibi-
tor, das 1-(-5-isoquinolinsulfonyl)-2-methylpiperazine (H7, Fa.
Sigma-Aldrich Chemie Schnelldorf, Deutschland) eingesetzt. Es ist
ein Hemmstoff, der selektiv den Schritt der Phosphorilierung, d.h.
die Uberleitung eines inaktiven in einen aktivierten Rezeptorzu-
stand, blockiert.

Ist der durch die vorangehende Blockade einer Phosphorilierung
wunschenswerter Opioideffekt Analgesie in gleichem oder nur zu
einem verminderten Anteil nachweisbar ?

Und schlieBlich sollte der Nachweis erbracht werden

3.

ob ein weiterer Diesterasehemmer, das Xanthin Theophillin, wel-
ches bei der Auslosung allergischer Symptome im Bronchialtrakt
eine therapeutische Wirkung entfaltet ebenfalls in der Lage ist, eine
gleich starke Hemmung bei der Bildung konstitutiv aktiver Opi-
oidrezeptoren auszulosen wie der Proteinkinaseinhibitor H7 ?



3.0 Material und Methodik

3.1 Die fur den Versuch verwendeten Pharmaka

3.1.1 Das Opioid Sufentanil

Fur die Aktivierung der Opioidrezeptoren wurde der wirkungsstarke
Ligand Sufentanil (Fa. Janssen-Cilag, Neuss) ausgewahlt. Dieser Piperdi-
nabkommling zeichnet sich zum einen durch eine im Vergleich zu Morphin
hohe analgetische Potenz (bis zu 1000 x Morphin) und zum anderen aber
auch durch eine hohe Selektivitat zu dem Opioid u-Rezeptor aus [14]. Da
dieses Opioid (Abb. 1) aufgrund seiner hohen Affinitit zum Opioidrezeptor
auch innerhalb kurzester Zeit die Bildung konstitutiv aktiver Bindestellen
garantierte, wurde Sufentanil in steigenden Dosen von 3-, 6-, und 12 ug/kg
intravenos uber einen Zeitraum von 60 Minuten am wachen und trainierten
Hund verabreicht.

Therapeuti-| Lipophilie; Wirkstarke| Nicht- | Affinitat
Opioid sche Breite | Oktanol/Wasse Zu ionisierte | Kiin
LD, /ED,, | Koeffizient Morphin=1 | Anteile % | nmol/L
Pethidi 6 32 0,1 ? 385
Morphin |71 1,4 1 23 1,8
Alfentanil | 1080 129 40 89 39
Fentanyl |277 816 200-300 8,5 7,0
Sufentanil | 26716 1727 800-1000 |20 1,58
Tabelle 1

Vergleichende pharmakologische Eigenschaften verschiedener Opioide
untereinander. Nach[15-17]



CH,-O-CHj

\ / N'C=O'CH2-CH3

Die chemische Structur von Sufentanil,ein
N-{4-(methoxymethyl)-1-{2-(2-thienyl)ethyl)-4-piperidinyl}-
N-phenylpropanamide

Abb. 1

3.1.2 Der Opioidantagonist Naltrexon

Zur Provokation einer 10 Minuten nach der Gabe des Opioidagonisten
Sufentanil akuten Abstinenzsymptomatik wurde der potente
Opioidantagonist Naltrexon in einer Dosis von 20 ug/kg intravenods
verabreicht. Durch die intravenose Applikation wurde garantiert, dass
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ausreichend hohe Wirkstoffkonzentrationen am Ort der Wir-
kungsvermittlung, den Opioidrezeptoren im zentralen Nervensystem
ankommen, so dass ein gesicherter Umkehreffekt zu erwarten war. Fur die
Provokation einer Abstinenzsymptomatik erschien der Antagonist Naltre-
xon (Fa. Du Pont, Frankfurt) deswegen geeignet zu sein, weil er im Gegen-
satz zu dem sonst gebrauchlichen Antagonisten Naloxon eine um das
doppelt hohere Wirkungsstarke aufweist[18]. Des Weiteren zeigt dieser
Antagonist, im Gegensatz zu Naloxon, eine deutlich geringere Metabolisie-
rungsrate, so dass die Wirkung nicht nach 30 Minuten wieder ab-
nimmt[19].

Die chemische Structur von Naltrexon einem
17-cyclopropylmethyl-7-(2-hydroxybutyl)-6,14-
endoethano-tetrahydronorthebain

Abb. 2
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3.1.3 Der selektive Proteinkinase C Inhibitor H7

Zur Verhinderung eines fur die Auslosung von Abstinenzeffekten notwen-
digen Phosphorilisierungsschrittes, wurde der selektiv wirkende Proteinki-
nase C Inhibitor H7 eingesetzt. Dieser Inhibitor ist chemisch betrachtet ein
1-(5-Isoquinolinesulfonyl)-2-methylpiperazine-hydorchlorid (Fa. Research
Biomedical, Ma, USA; Abb. 2, Tabelle 1) und hat die Summenformel
C,.H,;N;0,S-HCI. H7 wurde in einer Dosis von 250 ug/kg intravenos 10
Minuten vor der Gabe steigender Dosen von Sufentanil verabreicht. Der
wirkungsstarke Hemmer einer zur Phosphorilierung von Rezeptoren
notwendigen Proteinkinase C und der c-AMP abhidngigen Proteinki-
nase[20, 21] musste deshalb in solch hoher Dosis verabreicht werden, weil
er, im Gegensatz zu dem Opioid Sufentanil, ausgesprochen hydrophile Ei-
genschaften aufweist. D.h. als Salz hat es die Tendenz sich gut in Wasser
aber schlecht in fettdhnlichen Strukturen zu 16sen. Und da die schwer zu
durchdringende physiologische Barriere zum ZNS, die Blut-Hirnschranke,
leicht durch lipophile und weniger gut durch hydrophile Substanzen
durchdrungen werden kann, konnte nur durch eine hohe intravenose
Konzentration ein ausreichendes Konzentrationsgefalle dafur sorgen, dass
auch geniigend Wirkstoffmengen im Bereich der Neurone im ZNS anka-
men. Die gewidhlten Wirkstoffmengen wurden anhand vorangehender
Untersuchungen bei intrazerebroventrikuldrer Applikation von H7 hochge-
rechnet [12], wobei im Vergleich zur intraventrikuldren Gabe bei der Maus
ein um den Faktor 1000 hohere Dosis zur intravendsen Wirkstoffvermitt-
lung zum Einsatz kam. Die fur die Blockade der Proteinkinase C hohe Se-
lektivitat von H7 war anhand von Affinitatskonstanten nachgewiesen
worden, wobei ein naher Verwandter von H7, das H8 zusatzlich noch eine
nur anndhernd hohe Selektivitit fur die c-AMP abhédngige Proteinkinase
aufweist (Tabelle 2).
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HA-1004 H-7 H-8 H-9
c-GMP abhangige 1.3 5,8 0,48 0,87

Proteinkinase

c-AMP abhangige 2,3 3,0 1,2 1,9
Proteinkinase

Kurzkettige | 150 97 68 70
Myosinkinase

Proteinkinase C | 40 6,0 6,0 18

Tabelle 1

Die fur unterschiedliche Proteinkinasen differierende Selektivitat von H7
und anderen Proteinkinasehemmern, dargestellt in ihren unterschiedlichen
Verdrangungsaffinititen (Ki). Niedrige Verdrangungswerte (M)
weisen auf eine hohe Selektivitiat und hohe Werte auf
eine niedrige Selektivitat hin. Nach [20] [22, 23]

CH,

SO,N NH

N. HCL

Die chemische Struktur des wirkstarken Inhibitors der Proteinkinase C und
der cAMP-abhangigen Proteinkinase, das H7 ein
1-(5-Isoquinolinesulfonyl)-2-methylpiperazin

Abb. 3
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3.1.4 Das Xanthin Theophillin

Weil das in der Praxis als Broncholytikum gebrauchliche Theophillin
ebenfalls iiber eine Hemmung der c-AMP abhingigen Phosphodiesterase
die Umwandlung von Zellen in eine aktive und damit reaktionsfreudige
Form verhindert (Abb. 4), erschien es als Referenzsubstanz im Rahmen
der vorliegenden Fragestellung von Interesse.

Zwar ist im Gegensatz zu H7 das Xanthinderivat Theophillin nur zu einem
geringeren Masse in der Lage, die Proteinkinase C in ihrer Aktivitit zu
blockieren. Da dieses Pharmakon jedoch in der Praxis zur Verfugung steht
und sich durch einen niedrige Nebenwirkungsrate auszeichnet, erschien
seine praktische Relevanz in Bezug auf eine Hemmung der durch Naltre-
xon ausgelosten Abstinenzsymptome von Bedeutung.

C=0

N / N

\ P /

N-CH,

Die chemische Formel des c-AMP-Phospho-
diesterasehemmers Theophillin

Abb. 4
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In einer separaten Versuchsserie wurde deshalb vor Gabe des Opioids
dieser Phosphodiesterase-Hemmer verabreicht wobei zu erwarten war, dass
aufgrund der unspezifischen Phosphodiesterasehemmung, ein Anstieg der
c-AMP verhindert wurde und die anschlieBende durch den Antagonisten
provozierte Symptomatik, wenn nicht unterbrochen, so doch deutlich
gedampft werden konnte.

4.0 Versuchsablauf und Bestimmung der Messparameter

Nach vorangegangener Zustimmung durch die zustindige Ethikkommis-
sion zur Genehmigung von Versuchen an Wirbeltieren, wurden 10 Fox-
houndbeagelmischlinge aus der Zuchtung der Tierversuchsanlage der
Heinrich-Heine-Universitdt dahingehend trainiert, ohne Zwang in linker
Seitenlage liegen zu bleiben.

Die Messung des Blutdrucks erfolgte hierbei nichtinvasiv iiber einen am
rechten Vorderlauf befestigtes oszillomterisches Messsystem mit Fuzzylo-
gik (Fa. NAIF, Dusseldorf). Dieses System ermoglichte wiederholte
Messungen von sowohl systolischen und diastolischen Blutdruck als auch
der Herzfrequenz.

Die Bestimmung der analgetischen Qualitit vor und nach Gabe des Opioid-
agonisten respektive des Opioidantagonisten Naltrexon erfolgte mit Hilfe
somatosensorisch-evozierter Potentiale (SSEP). Solche ereigniskorrelierten
Potentiale sind in der Lage, Veranderungen in der Verarbeitung afferenter
sensorischer Impulse graphisch darzustellen, wodurch eine Quantifizie-
rung der analgetischer Wirkungen ermoglich wurde. Zu diesem Zweck
wurde intermittierend die rechte Vorderpfote mit Hilfe eines Rechteckim-
pulses von 0.2ms sec Dauer und einer Intensitit von 1 mA oberhalb der
motorischen Schwelle stimuliert (Digi Stim II®, Fa Neuro Technology,
Houston USA). Der durch den elektrische Reiz ausgeloste sensorische Im-
puls wurde, nachdem er uiber den afferente Nervenleitung kontralateral
zum sensorischen Cortexanteil angelangt war, mit Hilfe von Platinstech-
elektroden von den Positionen Nasion (inaktive Elektrode) und einem
Punkt 7 cm lateral der Sagittalebene und 2 cm dorsal einer gedachten
Verbindungslinie zwischen beiden meati acutici externi am Schidel (aktive
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Elektrode) abgleitet. Die kortikale Antwort wurde anschlieBend zur
weiteren Verarbeitung in einen Elektroenzephalographen eingespeist
(Lifescan®, Neurometrics, San Diego, USA), der die spezifische Antwort
auf den elektrischen Reiz aus dem normalen Hintergundrauschen des
Elektroenzephalogramms arithmetisch herausmittelte. Hierdurch konnte
nach einer Aufsummierung von 256 Einzelreizen (5 Hz) das sog. ereig-
niskorrelierte Antwortpotential auf einem Bildschirm dargestellt wer-
den[24]. AnschlieBend wurde das uiber einen Zeitraum von 150 ms sich
darstellende Antwortpotential manuell durch Cursorplazierung ausgemes-
sen, indem die Amplitudenhohe indem das 50 ms nach dem Reiz sich
darstellendes Potential als maBBgebliche Antwort diente. Indem der Abstand
zwischen der maximaler Deflektion und dem maximaler negativen Deflek-
tion im abfallenden Schenkel der Amplitudenwelle bestimmt wurde, lief3
sich eine relevante Messgrofle, die Anzahl der pro Zeiteinheit am Cortex
ankommenden afferenten Impulse, bestimmen. Weil sich im Rahmen der
experimentellen Schmerzmessung ein Amplitudenabfall im SSEP sowohl
beim Menschen [25-28] als auch beim Tier [29, 30] durch eine enge
Beziehung zu einer durch Analgetika ausgelosten Schmerzhemmung
ableiten lasst, wurde dieses Verfahren als ausreichend zuverldssig angese-
hen, die individuelle Schmerzleitung und Schmerzbewertung beim Tier zu
quantifizieren.

Um jedoch eine weitere vom SSEP unabhingige Schmerzbewertung zu
dokumentieren, wurde der von der Arbeitsgruppe um Gebhardt inaugu-
rierte Colon-Dehnungsreiz bestimmt [31]. Hierbei wird ein Ballon in das
Rektum installiert und langsam bis zu dem Punkt aufgeblasen, an dem der
Hund den zunehmenden Dehnungsreiz als unangenehm bis schmerzhaft
empfindet und dies durch objektivierbare Aulerung wie z.B. Drehen des
Kopfes zum Verursacher, Jaulen, bzw. ein Wegziehen des Hinterteils
auBert. Gemessen wurde hierbei der Druck in mmHg bei dem der Deh-
nungsreiz vom Tier als unangenehm empfunden wurde.

Zur Beurteilung der nach dem Antagonisten prazipitierten Abstinenzsymp-
tomatik wurden mehrere Items registriert, die sich an einer von anderen
Arbeitsgruppen entwickelten Skalierung anlehnten [32, 33]. Durch eine
Quantifizierung der Intensitaten einzelner Abstinenzsymptome (0 = keine;
1 = schwach; 2 = mittel; 3 = stark) war es moglich, das Gesamtausmal} des
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akut ausgelosten Entzugssyndroms zu erfassen. Es wurden hierbei unter-
schiedliche Items einer graduellen Skalierung wahrend des Entzugs
unterzogen, wobei im Einzelnen folgende Symptome beruicksichtigt
wurden:

1. Eine offensichtliche Unruhe, wobei das Tier wiederholt versucht
aufzustehen,

2. Hecheln in unterschiedlicher Intensitat und Dauer,

3. Lecken, wobei die Zunge wiederholt iiber Mund und Nustern gefuhrt
wird,

4. Hin und her Werfen des Kopfes,

Vokalisieren in Form von Winseln, wobei in kurzen Abstinden Luft

aus dem Thorax gepresst wird,

6. Giahnen, charakterisiert durch wiederholtes Aufsperren des Rachens
mit tiefen Inspirationszugen,

7. Nagen, wobei das Tier mahlende Bewegungen mit dem Zihnen aus-
fuhrt,

8. eine unterschiedlich starke Salivation und/oder Rhinorrhoe,

9. eine unterschiedlich starke Mydriasis,

10. unwillkuirliches Treten und Stemmen mit den Laufen

1. Ansitze von Erbrechen respektive echtes Erbrechen

N

Hinzu kamen objektivierbare Zeichen von Seiten des Kreislaufsystems und
des sensorischen Nervensystems zur Anwendung, die sich sowohl in Form
eines

12. Blutdrucksanstiegs (systolisch und diastolisch), einer

13. Tachykardie, einer

14. Zunahme der Amplitude im somatosensorisch-evozierten
Potential (SSEP) und schliefllich und in einer

15. Zunahme der Reaktion auf den Colon-Dehnungsreiz

darstellen lieBen.

Nach einer Kontrollmessung gefolgt von der Gabe des PKC-Blockers H7,
wurden jeweils im Abstand von 10 Minuten steigende Dosen (3-, 6-, 12-
ug/kg) des Opioids Sufentanil intravenos verabreicht. Hieran schloss sich
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im Abstand von 10 Minuten zur Provokation eines Entzugs, die Gabe des
Antagonisten Naltrexon an.

Nach einer Auswaschperiode von mindestens 14 Tagen wurden die glei-
chen Tiere anstatt mit H7 mit dem Phosphodiesterase-Hemmer Theophillin
(3,5 mg/kg) vorbehandelt. Hieran schloss sich ebenfalls die Gabe steigen-
der Dosen des Opioids Sufentanil (3-, 6-, 12 ug/kg), gefolgt von der
Provokation der Abstinenzsymptomatik mit Hilfe von Naltrexon an.

5.0 Statistische Analyse der erhobenen Daten

Alle Daten werden im Folgenden als Mittelwerte und ihre Standardabwei-
chungen (xSD) ausgewiesen. Beim SSEP (somatosensorisch-evozierte Po-
tential) wurde die Welle im 50 ms-Bereich bezuglich ihrer Amplituden-
hohe ausgemessen. Nach vorangegangener Cursorplazierung wurde vom
Punkt des hochsten Maximums bis zum Punkt der stirksten negativen
Deflektion im abfallenden Schenkel der Amplitudenwelle, automatisch die
Amplitudendifferenz durch das EEG-Gerit in der Dimension uV berechnet
und angezeigt.

Zur Berechnung der fur den Versuch notwendigen Anzahl und der damit
einhergehenden Wahrscheinlichkeit, dass nach einer statistischen Analyse
die gewonnenen Ergebnisse den vorgegebenen alpa-Wert (im vorliegen-
den Fall 0.05) erreichen, wurde ein a prioiri Power-Test durchgefuhrt. Er
diente dazu, die notwendige StichprobengroBle, unter Beruicksichtigung der
Trennscharfe zwischen den verschiedenen Effekten, mit und ohne H7 zu
definieren. Hierzu wurde, unter Beruicksichtigung der aus Vorversuchen
bekannten Standardabweichungen fur Blutdruck, Herzfrequenz, SSEP und
dem Colondehnungsreiz, eine zur Aussage statistischen Signifikanz mit
einer Macht (Power) von mindestens 80% und einem alpha-Wert von 0.05,
eine notwendige Versuchsanzahl von mindestens 10 errechnet [34].

Bei einer Power von 0.80 war davon auszugehen, dass die Wahrscheinlich-
keit einen Fehler vom Typ II (1.00-0.80) nur 20% betragt, wihrend mit ei-
nem Alphawert von 0.05 ein Fehler vom Typ I (0.20./.0.05 = 4) vier Mal so
schadlich ware wie ein Fehler vom Typ II. Aufgrund der in Vorversuchen
ermittelten EffektgroBen und einem Alphawert von 0.05, konnte bei einer
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Stichprobe von 10 deshalb ein signifikantes Ergebnis mit einer Power
(Macht) von 80% erwartet werden.

Im Vergleich zur Kontrollperiode, wurden alle Werte zu dem Zeitpunkt
nach der letzten Opioidgabe, mit und ohne Provokation durch den Antago-
nisten, einer statistischen Signifikanzberechnung unterworfen. Hierzu
wurde der Wilcoxon-Rangsummentest fur gepaarte Daten angewendet. Da
es sich um wiederholte Messzeiten bei dem gleichen Tier handelte, wurde
in die Signifikanzberechnung zusitzlich die Bonferroni-Korrektur einbezo-
gen. Bei dem gegenuiberstellenden Vergleich der H7-Gruppe gegeniiber der
Gruppe nach Theophillin, kam der zweiseitige Student t-Test zur Anwen-
dung. Eine Signifikanz liegt dann vor, wenn p < 0.05 ist.
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6.0 Ergebnisse
6.1 Opioideffekte gefolgt von Entzugsprovokation durch Naltrexon

Im Vergleich zum wachen Zustand induziert das Opioid unter steigenden
Dosierungen einen nur geringen, jedoch nicht signifikanten Abfall im
systolischen und diastolischen Blutdruck. Dagegen induziert das Opioid in
seiner hochsten Dosierung von insgesamt 21 pg/kg eine im Vergleich zum
Kontrollwert signifikante Verringerung der Herzfrequenz (p < 0.01) und
der Amplitude im somatosensorisch-evozierten Potential (SSEP). Des
Weiteren lasst sich auch eine signifikante Zunahme (p < 0.05) der
Toleranz auf den Colondehnungsdruck nachweisen (Tabelle 3).

Die daran sich anschlieBende Gabe des Antagonisten Naltrexon induziert
einen zum Kontrollwert hochsignifikanten (p < 0.01) Anstieg in allen
Kreislaufparametern (systolisch, diastolisch und Herzfrequenz; Tabelle 3).
So steigt der systolische Blutdruck im Mittel von 137 mmHg auf 160
mmHg, der diastolische Blutdruck im Mittel von 77 mmHg auf 105 mmHg
an und nimmt die Herzfrequenz im Mittel von 106/min auf 157/min zu.

Lediglich die Amplitude im somatosensorisch-evozierten Potential und die
Toleranz auf einen zunehmenden Colondehnungsdruck weisen eine zum
Ausgangswert nur geringe Signifikanz (p < 0.05) auf. Denn mit einem
Ausgangswert im SSEP von im Mittel 10,5 uV steigt die Amplitude nach
dem Antagonisten nur auf einen mittleren Wert von 15,5 ¢V an. Bei dem
Colon-Dehnungsreiz wird, ausgehend von einem mittleren Kontrollwert

von 138,0 mmHg, nach Naltrexon ein Mittelwert von 129,0 mmHg erreicht
(Tabelle 3).
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Zustand | Systolisch | Diastolisch | Herzfrequenz SSEP | Colonreiz
(mmHg) | (mmHg) (Schlage/min) (#V) (mmHg)

Kontrolle | 137 77 106 10,5 138
+17,3 +10,6 +18,5 +4.5 +26

Sufentanil| 117 74 74 1,9 167

21ug/kg | +17,3 +13,3 +6,6 +1,0 +49,8

Naltrexon | 160** 105%* 157+ 15,5* 129*

20 pug/kg | +21,3 +15,8 +28,2 +5,6 +33,8

Tabelle 3

Kreislaufeffekte und die Auswirkungen auf das evozierte Potential (SSEP)
respektive den Colon-Dehnungsreiz nach dem Opioid Sufentanil gefolgt
von der anschlieBenden Provokation durch den Antagonisten Naltrexon

(Mittelwerte £SD). Signifikante Zunahme (**p >0.01; *p >0.05) der
Parameter im Vergleich zum Kontrollwert
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6.2 Effekte auf Kreislauf, SSEP und Colon-Dehnungsreiz - Vorgabe
mit H7 und anschlieBende Provokation

Im Vergleich zur wachen Kontrolle induziert die Vorbehandlung mit H7
keine signifikanten Verdnderungen in allen gemessenen Parametern
(Tabelle 4). Dies trifft auch fur die anschlieBende Opioidgabe zu. Dagegen
ist die Provokation mit Naltrexon durch eine im Vergleich zur Gabe ohne
H7 deutlich geringere Zunahme in allen Parametern charakterisiert, wobei
im Vergleich zum Kontrollwert die Wertzunahme fur die Parameter
systolischer Blutdruck und Herzfrequenz eine nur geringe Signifikanz (p <
0.05) aufweisen (Tabelle 4).

Zustand | Systolisch | Diastolisch | Herzfrequenz | SSEP | Colonreiz
(mmHg) | (mmHg) (Schlage/min) | (#V) | (mmHg)

Vorbe- 133 73 104 12,7 129
handlg H7 | 25,8 +7,3 +15,7 +2.,7 | £33,8
Sufentanil | 139 73 90 7,3 167

20 ug/kg |+24.,9 +6,8 +18.,9 +3,2 | £22,5
Naltrexon | 149%* 84 125* 10,5 [125,0

20 ug/kg | £18,8 +15,5 +22.0 +2,7 1220

Tabelle 4

Vorbehandlung mit H7 und die Auswirkungen auf den Kreislauf, das
evozierte Potential (SSEP) und den Colondehnungsreiz. Durch die an-
schlieBende Gabe von Sufentanil und dem anschlieBenden Opioidantago-
nisten Naltrexon weist nur der systolische Blutdruck
und die Herzfrequenz eine zur Vorbehandlung signifikante
(*p < 0.05) Zunahme auf (Mittelwert £SD).
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Eine graphische Gegenuberstellung der Wirkungen mit und ohne H7
Vorbehandlung verdeutlicht die Abb. 5, wobei insbesondere der geringere
Anstieg im diastolische Blutdruck und die geringere Zunahme der Herz-
frequenz ins Auge fallen.

akutes Abstinenzsymptomatik nach hohen Opioiddosen ; Vorbehandlung mit und ohne H7

(mmHg/Schlige pro Minute)

1801

0O Herzfrequenz
=W gystolisch O iastolisch

1601 A~

= T
) /

1201

1001

801

o
“

o
“u,
0‘&
v,
v,
vy,
.

control post naltrexone plus pretreatment

60

Abb. 5
Gegenuberstellung von systolischem, diastolischem Blutdruck und Herz-
frequenz nach Provokation mit Naltrexon mit und ohne H7 Vorbehandlung
(Mittelwert £SD).
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6.3 Abstinenzskalierung mit und ohne Vorbehandlung mit H7 sowie
anschlieBender Provokation mit Naltrexon

Die Intensitit der im Rahmen einer akuten Umkehr von Opioideffekten
ausgelosten Symptome wie Unruhe, Kopfwerfen, Géhnen, Nagen, Saliva-
tion, Rhinorrhoe, Winseln, Wimmern und Treten waren im Vergleich zum
Zeitraum ohne Vorbehandlung hochsignifikant (p < 0.001) geringer
vorhanden (Abb. 6).

Die Skalierung fur die Items Hecheln und Lecken war, dhnlich wie die ge-
ringere Zunahme im Blutdruck und in der Herzfrequenz, aufgrund der
Vorbehandlung mit H7 ebenfalls signifikant (p < 0.01) niedriger (Abb. 6).

Auch wird unter Berucksichtigung aller Abstinenzsymptome die im
Vergleich ohne Vorbehandlung geringere Gesamtintensitit der Abstinenz-
symptome offensichtlich ein Effekt, der auf eine deutliche Hemmung der
Proteinkinase C mit Hilfe des Inhibitors H7 hinweist (Abb. 7).
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Abstinenzskalierung nach Opioidantagonisierung (3 = stark; 2 = mittel; 1= schwach)
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Abb. 6

Quantifizierung verschiedener, akut auftretender Abstinenzsymptome nach
Naltrexongabe (0 = keine; 1 = schwach; 2 = mittel; 3 = stark) mit und
ohne Vorbehandlung mit dem Proteinkinase C Inhibitor H7
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Gesamtskalierung akuter Abstinenzsymotone nach Naltrexonprovokation (Mittelwert +SD)
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Abb. 7
Gesamtskalierung aller prézipitierter Abstinenzsymptome bei opioidthera-
pierten Hunden ausgelost durch den Opioidantagonisten Naltrexon (Mit-
telwert +SD)
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6.4 Theophillin zur Blockade prazipitierter Abstinenzsymptome beim
opioidvorbehandelten Tier

Das Xanthinderivat Theophillin verursacht, dhnlich wie H7, eine im
Vergleich zur alleinigen Provokation geringere Intensitit innerhalb der ver-
schiedenen Abstinenzsymptome (Tabelle 4). Jedoch ist die Intensitédt der
Hemmung mit Theophillin nicht so ausgepragt wie nach der Vorbehand-
lung mit H7. Dennoch ist auch hier eine Wirkung auf das Ausmal der
Abstinenzsymptomatik bezogen sowohl auf den systolischen, den diastoli-
schen Blutdruck, und der Herzfrequenz, als auch in der Amplitude im

sensorisch-evozierten Potential und im Colondehnungsreiz nachweisbar.

Zustand | Systolisch | Diastolisch | Herzfrequenz | SSEP | Colonreiz

(mmHg) | (mmHg) (Schlage/min) | (#V) | (mmHg)
Vorbehand| 142 70 128 12,8 | 130
lung mit |+14,9 +6,1 +19,0 +39 |+23,0
Theophillin
Sufentanil | 149 71 101 10,9 203
21 uglkg | +22,1 +2.9 +15.9 +3,0 | +30,2
Provoka- | 139 91%* 138%* 13,4 |115%
tion mit
Naltrexon | 20,1 +22.2 +17.4 +3.0 |+20,9
20 ug/kg

Tabelle 4

Vorbehandlung mit Theophillin und die Auswirkungen auf den Kreislauf,
das evozierte Potential (SSEP) und den Colondehnungsreiz (Mittelwert
+SD). Durch die anschlieBende Gabe von Naltrexon kommt es im Ver-
gleich zur Vorbehandlung nur bei einigen Parametern signifikanten Zu-

nahme (*p < 0,05)
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Hierbei wird augenfillig, dass eine zur Vorbehandlung relevante Zunahme
nur des diastolischen Blutdruck, der Herzfrequenz und dem
Colondehnungsreiz nachzuweisen sind.

Ahnlich liegen die Verhaltnisse bei der Beurteilung der anderen subjektiv
erhobenen Items zur Beurteilung der Abstinenzsymptomatik. Hier ldsst
sich zwar eine deutliche Zunahme in den Intensitaten erkennen. Jedoch ist,
aufgrund der Vorbehandlung mit Theophillin, die Intensitidt im Vergleich
zur Gruppe ohne Vorbehandlung signifikant geringer ausgepragt. Dies wird
besonders durch die Ergebnisse im sensorisch-evozierten Potential in Abb.
8 verdeutlicht, wo im Vergleich zum wachen Ausgangswert, die Amplitu-
denhdhe nach Provokation mit Naltrexon, eine zur Vorbehandlung ohne
Theophillin signifikant geringere (p < 0.01) Zunahme aufweist. Dennoch
ist dieser Hemmeffekt weniger stark ausgepragt als nach der Vorbehand-
lung mit H7, was auf die eher unspezifische Wirkungsstirke des zu Unter-
druckung von Abstinenzsymptomen verwendeten Xanthinderivates zu-
ruckzufuhren ist. Ein Hemmeffekt ist jedoch im Vergleich zu den Daten
ohne Vorbehandlung nachweisbar (Abb. 8)..
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Somatosensorisch-evozierte Potentiale (SSEP)

mit Theophillin

mit H7
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Abb. 8
Prézipitierte Abstinenzsymptome bei opioidtherapierten Hunden ausgelost
durch den Opioidantagonisten Naltrexon, wie sie sich in der Amplituden-
hohe des evozierten Potentials darstellen. Verringerung der Abstinenzin-

tensitat durch die Vorbehandlung mit H7 respektive Theophillin
(Mittelwert £SD)
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7.0 Diskussion der Ergebnisse

7.1 Intrazellulare Phosphorilierung - Vorraussetzung fur die Auslo-
sung von Opioidwirkungen

Die vorliegenden Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine der wichtigsten
Vorraussetzungen fur die Prézipitation eines akuten Abstinenzsyndroms,
die Umwandlung ruhender Rezeptoren in eine konstitutiv aktive Form ist.
Diese aktive Form steht dann fur die eigentliche Bindung mit einem
weiteren Liganden nicht mehr zur Verfugung. Dies wird auch durch
Ergebnisse aus der Praxis gestiitzt, indem nachgewiesen werden konnte,
dass unter einer chronischen Opioidapplikation mit der Zeit die Reaktion
auf das Opioid immer geringer wird und die Dosis bis zum Erreichen eines
wilnschenswerten Effektes stetig gesteigert werden muss [35]. Dass es sich
hierbei um eine, wie anfanglich im hypothetischen Modell dargestellte ak-
tivierte Rezeptorform fur Opioide handelt (Abb. 9), wird nicht nur durch
die vorliegenden Ergebnisse sondern auch durch die Daten anderer Unter-
sucher gestiitzt. Denn nicht die alleinige Antagonistengabe, sondern nur die
vorangegangene Umwandlung des ruhenden Rezeptors in seine konstitutiv
aktive Form fuhrt, bei Gabe eines Antagonisten, zur Auslosung von
Abstinenzsymptomen.

Im Folgenden ist dies in Abb. 9 abgebildet, dass das Modell des ruhenden
Rezeptors und die durch Gabe eines Opioids ausgeloste Uberfuhrung in
seine konstitutiv aktivierte Form, darstellt. Hier wirkt der Gegenspieler des
Opioids, der Antagonist Naltrexon als inverser Antagonist, der erst am
konstitutiv aktivierten Rezeptor seine volle Wirkung entfalten kann und
Abstinenzsymptome auslost.

Schematische Darstellung (Abb. 9) des Rezeptormodells wobei die uber
die Proteinkinase C (PKC) konstitutiv aktivierten Rezeptoranteile zuge-
nommen haben und an dem der Opioidantagonist Naltrexon als inverser
Agonist seine eigentliche Wirkung entfaltet.
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Die in der vorliegenden Untersuchung dargestellte Hemmung akut ausge-
loster Abstinenzsymptome wird jedoch auch durch Daten anderer Arbeits-
gruppen gestuitzt. Denn dort war H7 in der Lage, ein nach vorangegangener
Proteinkinase C-Hemmung bei der Ratte prazipitiertes Entzugsspringen zu
blockieren. Dieses Entzugsspringen konnte jedoch nicht in gleichem Malle
durch einen nahen Verwandten von H7, dem H8 vermindert werden [36],
was letztlich auf die hohe Spezifitit des Proteinkinase C Blockers H7
hinweist.

Jedoch konnte in diesen Untersuchungen eine in heilem Wasser mit Hilfe
des Schwanzruckziehreflexes gemessene morphinbedingte Analgesie durch
die vorangegangene intrazerebroventrikularer Injektion von H7 beobachtet
werden [37, 38]. Auch in den vorliegenden Ergebnissen lieB sich eine
Verringerung der Analgesie dann ableiten, wenn die intravendse Vorgabe
von H7 erfolgte. Hieraus kann abgeleitet werden, dass selbst ein wir-
kungsstarkes Opioid wie das Sufentanil dann nicht mehr in der Lage ist,
einen analgetischen Effekt (gemessen mit Hilfe der im SSEP abgeleiteten
Amplitudenreduktion und des Colondehnungsreizes) in dem gleichen
MaBe zu induzieren wie ohne Vorbehandlung. Somit scheint fur die
Auslosung einer nach Bindung des Opioids am Rezeptor ausgeloste
Analgesie erst dann aufzutreten, wenn der hierfur notwendige Phosphorili-
sierungsschritt durchgefuhrt worden ist. Dieser scheinbar notwendige
intermedidre Schritt, auf den die Proteinkinase C einen malBgeblichen
Einfluss hat, stellt auch bei der Ausbildung einer Toleranzentwicklung auf
Opioide einen entscheidenden Faktor dar. Denn es konnte von anderen
Untersuchern gezeigt werden, dass in Abhiangigkeit der Aktivierung der
Proteinkinase C, sowohl die Geschwindigkeit als auch das Ausmal} einer
verminderten Ansprechrate des Opioidrezeptors auf einen Liganden
signifikant zunimmt[39].

Die vorliegenden Ergebnisse konnen dahingehend interpretiert werden,
dass die Aktivitat der Proteinkinase C ebenfalls ein wichtiger Schritt bei
der Ausbildung einer Abstinenzsymptomatik darstellt und dass durch die
Vorgabe des spezifischen Proteinkinase C Inhibitors H7, eine Abstinenz-
symptomatik signifikant verringert werden kann. Letztlich wird diese
Hypothese auch durch Daten anderer Forschungsgruppen unterstrichen, die
unter chronischer Opioidgabe Zunahme in der Aktivitat der Proteinkinase
C beobachteten, ein Effekt der durch die Vorgabe eines gemischt wirken-
den Agonisten/Antagonisten wie dem Butorphanol verhindert werden
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konnte [5]. Letztlich lassen solche Daten vermuten, dass fur die Aktivie-
rung der Proteinkinase C nur ein reiner Agonist und kein gemischt
wirkender Agonist/Antagonist von Bedeutung ist, der uber seinen antago-
nistischen Anteil, die Ausbildung konstitutiv aktiver Rezeptoren verhin-
dert.

7.2 Wirkung des Xanthinabkommlings Theophillin auf Abstinenzsym-
ptome

Die in diesem Zusammenhang abgeleiteten Daten mit dem Xanthinab-
kommling Theophillin weisen darauf hin, dass dhnlich wie unter Hemmung
mit H7, die zur Bildung von c-AMP notwendige Phosphodiesterase
ebenfalls gehemmt wird. Dieser Effekt ist jedoch in einem deutlich ver-
minderten Ausmall nachzuweisen, wobei ursachlich die geringere Selekti-
vitat des Xanthinabkommlings Theophillin zur Blockade der Phospho-
diesterase zu suchen ist. Aus diesen Daten kann jedoch auch abgeleitet
werden, dass bei Bindung eines Opioids mit dem Rezeptor neben einer
Aktivitatssteigerung der Phosphodiesterase auch das aus Adeno-
sintriphosphat (ATP) gebildete zyklische Aminomonophosphat (c-AMP),
wie von mehreren Arbeitsgruppen an klonierten Opioidrezeptoren und am
Ganztier nachgewiesen werden konnte [40] [41, 42], zunimmt.
Andererseits ist jedoch auch zu diskutieren, dass Theophillin seine Wir-
kung intermediar direkt bei der Bildung von zyklischem Aminomo-
nophosphat (c-AMP) uiber eine Hemmung des Adenosinrezeptors entfaltet,
wobei als Folge die Adenelylcyklaseaktivitit (AC) deutlich abnimmt (Abb.
10). Diese von Theophillin induzierte direkte Blockade des Adenosinre-
zeptors, ist im vorliegenden Kontekt insofern naheliegend, weil zwischen-
zeitig der Nachweis erbracht werden konnte, dass Opioide u.a. ithre Wir-
kung auch uber eine Aktivierung des Adenosinrezeptors vermitteln [43].

Nimmt man die vorliegenden Ergebnisse und die der anderen Untersucher
zusammen, so kann daraus gefolgert werden, dass die nach Gabe eines
wirkungsstarken Opioids wie dem Sufentanil ausgeloste physiologische
Aktivierung der Proteinkinase C und einen Hemmung der Adenelylcyclase
die entscheidenden intrazellularen Schritte darstellen, damit es zur
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Ausbildung einer fur den Antagonisten Naltrexon reaktionsfreudigen
Rezeptorkonformation kommit.

Opioidrezeptor Adenosinrezeptor
=
AC AC
l l
c-AMP c-AMP
Biipsimgurcsterase
) Aminomonophosphat
rheopt!" %
Abb. 10

Die postulierten Wirkungsmechanismen von Theophillin, die zum einen in
einer Hemmung der Phosphodiesterase (PDE) und zum anderen in einer di-
rekten Blockade des Adenosinrezeptors munden (AC = Adenelylcyclase;
G = G-Protein, sekundarer Mittler nach Rezeptorbindung; c-AMP =
zyklisches Aminomonophosphat). Nach [43]



34

Letztlich wird die Interpretation der vorliegenden Ergebnisse aber auch da-
durch unterstrichen, dass die nach Gabe eines Antagonisten akut auszulo-
sende Abstinenzsymptomatik mit einer uberschieBenden Bildung von c-
AMP einhergeht, eine Zunahme die, wie Studien an isolierten Zellkulturen
zeigen konnten, nur durch die vorangehende Gabe von H7 verhindert
werden konnte [12, 40]. Deshalb wird die verminderte Bildung konstitutiv
aktivierter Bindungsstellen durch Hemmung einer nach Opioidgabe
induzierten Aktivititssteigerung von Kinasen und Phosphatasen durch den
daraus resultierenden Wirkungsverlust des Antagonisten unterstrichen.

Die Beantwortung der Frage, wann sich die einmal aktivierte konstitutive
Form des Opioidrezeptors wieder in die inaktive Form zurtickbildet, kann
mit den vorliegenden Daten nicht beantwortet werden. Immerhin kann fest-
gehalten werden, dass ein solcher Ruickbildungseffekt erst dann einsetzt,
wenn das Opioid weggelassen wird, und dieser Prozess nur langsam
vonstatten geht. Denn aus der Praxis ist bekannt, dass noch mehrere Tage
nach einer OpioidentwOhnung das Individuum sehr stark mit Abstinenz-
symptomen auf die Provokation mit einem Antagonisten reagiert, und dass
sich ein solcher Effekt erst im Laufe von Wochen verliert [13, 44]. Letzt-
lich werden solche Daten aus der Praxis auch durch tierexperimentelle Er-
gebnisse gestutzt, die darauf hinweisen, dass das Maximum einer provo-
zierten akuten Abstinenzsymptomatik vier Stunden nach Morphingabe
ausgelost werden kann, wéhrend erst in der 12. Stunde die Provokation mit
Naloxon keine Wirkungen mehr zeigte [38].
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7.3 Relevanz der Ergebnisse fur die Praxis

Praktisch lasst sich aus den vorliegenden Daten ableiten, dass eine unter
Opioidgabe konstitutiv aktive Rezeptorbildung durch einen Antagonisten
zur spezifischen Auslosung von Abstinenzsymptomen fuhrt. Hieraus ist
abzuleiten, dass die nach einem Entzug propagierte Dauergabe von
Naltrexon nicht unbedingt zu empfehlen ist. Denn wie aus den
vorangehenden Daten abgeleitet werden kann, scheint ein Opioid,
insbesondere dann wenn es uber einen lingeren Zeitraum eingenommen
wurde oder wenn es sich nur um die kurzfristige Einnahme eines sehr
wirkungsstarken Liganden handelt, den ruhenden Rezeptorzustand rasch in
eine konstitutiv aktivierte Form zu uberfuhren. An dieser aktivierten Form
hat der Antagonist dann die Funktionen eines ,,inversen Agonisten®, d.h.
eines Liganden, der keine verdrangende Funktion inne hat, sondern an dem
Rezeptor vollig gegensitzliche Wirkungen wie das Opioid auslost. Und
schlieBlich wird der Antagonist nur mit dem aktivierten Rezeptorzustand
reagieren, wobel eine Riickentwicklung in die ehemals ruhende Form, wie
auch an isolierten Zellkulturen demonstriert werden konnte, nur sehr
langsam von statten geht [12]. Es sollte deshalb im Rahmen der
Langzeitherapie eines ehemaligen Opioidabhdngigen statt eines
Antagonisten wie dem Naltrexon, schon vor dem Beginn eines Entzugs, die
Therapie mit einem Proteinkinase C Inhibitor eingeleitet werden. Denn
dieser Inhibitor verhindert jede weitere Aktivierung von Rezeptoren ein
Effekt der, wie auch die vorliegenden Ergebnisse bestatigen konnten, sich
letztlich in einer Verringerung der Abstinenzsymptomatik niederschlagt.
Zwar ist die Therapie mit Naltrexon zur Ruckfallprophylaxe nach einem
kontrollierten Entzug, zum gegenwirtigen Zeitpunkt ein mittlerweile
immer noch etabliertes Verfahren[45-47]. Weil jedoch bei solch einem
Vorgehen die Patienten bis uUber mehrere Monate hinweg uber
Schlaflosigkeit, Phasen von Depressionen und intermittierenden
Schmerzen klagen, ist naturgemdB3 Gefahr eines Ruckfalls schon
vorprogrammiert. Zwar lasst sich solch ein Ruckfall durch die langfristige
Antagonistengabe mit dem uber 24 Stunden lang wirkenden und oral
eingenommenen Antagonisten Naltrexon blockieren. Denn die
Opioidbindestellen bleiben langfristig besetzt und es konnen keine Ago-
nisten mehr binden, die eine Wirkung wie z.B. die winschenswerte Eupho-
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rie vermitteln. Lasst jedoch der Ehemalige nur fur einen Tag die Naltrexon-
einnahme weg, so kann das Heroin wieder ungehindert am Rezeptor binden
und der Riuickfall ist perfekt.

Es wire deshalb zu priifen, ob aufgrund der vorliegenden Datenlage es
nicht von praktischer Bedeutung ist, ein Xanthinderivat wie das Theophil-
lin im Rahmen eines Entzugs mit einzusetzen, damit sich der hochreagible
Rezeptorzustand wieder rascher normalisiert und gleichzeitig die Intensitit
der Entzugssymptomatik reduziert werden kann.

8.0 Methodenkritik

Das zur Beurteilung der analgetischen Wirkungsstarke von Sufentanil und
seiner Umkehr durch Naltrexon verwendete somatosensorisch-evozierte
Potential (SSEP) stellt eine anerkannte Methode dar, um die
antinozizeptive Wirkungsstarke von Analgetika beim Tier zu uberprufen
[25, 48, 49]. Andere Forschungsgruppen propagieren u.a. insbesondere
beim Hund, auch das Elektroenzephalogramm (EEG) als eine der
Methoden, die analgetische Wirkungsstirke von Substanzen zu bestimmen.
Bei dem letztgenannten Verfahren werden unter elektrischer Reizung des
N. tibialis die hierdurch induzierten elektroenzephalographischen
Veranderungen in Form einer arousal- oder Weckreaktion abgeleitet, was
sich in einer Akzentuierung in den schnellen Beta-Frequenzen (13-30 Hz)
niederschlagt [50]. Durch den nozizeptiven Reiz ausgelost, kann hiermit
das Ausmal} der Desynchronisierung, d.h. die Zunahme in den schnellen
Frequenzen abgeleitet werden, woraus sich die unterschiedliche
Wirkungsqualititen von Analgetika am Tier bestimmt lassen, ohne dass
hierbei dem Hund unnotigerweise starke Schmerzen zuzufugen.

Unter dem gleichen Gesichtspunkt, dem Tier nicht unnotigerweise
Schmerzen zuzufugen, dabei jedoch gleichzeitig eine klinisch relevante
Aussage zur Analgesie machen zu konnen, wurden im vorliegenden Fall
anstatt Stechelektroden nur mit einem Leitgel bestrichene Klebeelektroden
eingesetzt und zur Stimulation des N. medianus in der Nahe des rechten
Metatarsus plaziert. Hierbei wurde im Abstand zwischen Anode und
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Kathode von 2 cm, einen standardisierte Reizstirke von jeweils 1 mA
oberhalb der motorischen Schwelle verwendet, die auch wahrend des
Versuches immer beibehalten wurde. Hierdurch wurde garantieret, dass
gleiche Reizstirken eingesetzt wurden und ein zum Ausgangswert mogli-
che Veranderung objektiviert werden konnte. Indem das auf den Reiz
induzierte Antwortpotential in der sensorischen Kortexhilfte abgleitet
wurde, konnte die gesamte durch das Opioid im Bereich des sensorischen
Nervenleitung ausgeloste Wirkung auf den peripheren Nerven, den Hirn-
stamm, den tiefen subkortikalen Zentren bis hin zum somatosensiblen
Kortex objektiviert werden.

Auch im vorliegenden Fall wurden die fur tierexperimentelle Untersuchun-
gen von Analgetika 5 notwendigen Kriterien zur Testung voll erfullt
werden[51]:

1. Die Validitat des Tests, d.h, der Test weist einen Bezug zur Klinik
auf. Dies ist durch die Anwendung von SSEPs in der Klinik im Rah-
men der Schmerzforschung gegeben [52] [53].

2. Die Verlasslichkeit des Tests, indem seine Reproduzierbarkeit auch
wiahrend des gesamten Untersuchungszeitlaufs zu fordern ist. Diese
Forderung konnte anlasslich mehrerer Studien mit evozierten Poten-
tialen eindeutig beantwortet werden [48] [49] [54].

3. Die einfache Anwendung des Testverfahrens, das als ein standardi-
sierter nozizeptiver Reiz eingesetzt werden kann.

4. Die Sensitivitat des Tests; sie muss ausreichend hoch sein, dass auch
unterschiedlich wirkstarke und selbst schwache Analgetika im Rah-
men der Diskriminierung eine Wirkung auslosen.

5. Die Quantifizierung der Wirkung, indem mit den Daten eine Daten-
analyse ermoglicht wird.

Da im vorliegenden Fall mit dem SSEP alle Kriterien erfullt werden
konnten, kann dieses Verfahren, ebenso wie der Colondehnungsreiz, zur
Beantwortung der gestellten Fragen als ausreichend valide angesehen
werden.

Obgleich im Rahmen der Messung der sensorisch-evozierten Potentiale die
elektrische Reizung des N. medianus voraussetzt, so werden doch neben
sensorischen auch motorische Fasern gereizt. Es kann deshalb eingewendet
werden, dass eine Differenzierung zwischen den die Nozizeption leitenden
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Ad- und C-Fasern und der motorischen Nervenleitung nicht moglich ist.
Weil jedoch im vorliegenden Fall die im Rahmen der sensorischen Ner-
venleitung induzierte Antwort an dem korrespondierenden sensorischen
Kortexareal abgeleitet wurde und herbei auch die Verarbeitung des nozi-
zeptiven Antwortpotentials durch hohere schmerzverabeitende Zentren,
wie Untersuchungen am Tier [55] Menschen [56] darlegen konnten,
beeinflusst werden, kann von einer spezifischen Messung der Nozizeption
ausgegangen werden.

Bei dem Colondehnungsreiz handelt es sich um ein Reflexverhalten, indem
die durch die Reizung ausgelosten Empfindungen, ein protektives Verhal-
ten beim Tier induzieren. Hierbei handelt es sich um eine von der periphe-
ren sensorischen Empfindung ausgehende unterschiedliche Nozizeption.
Denn hierbei werden die tieferen unspezifischen Nervenimpulse uber C-
Fasern aktiviert, die speziell die schlecht lokalisierbaren und dumpfen
Empfindungen vermitteln. Die Beurteilung dieses Reizes erschien in der
vorliegenden Fragestellung deshalb von Bedeutung, weil er nicht nur beim
Menschen zur Quantifizierung der Wirkung von Analgetika herangezogen
wird [31], sondern auch beim Tier Daten uber seine Spezifitit vorliegen
[57]. Und auBerdem kann neben einer Quantifizierung der
Colondehnungsreiz auch wiederholt verabreicht werden, so dass ein
Vergleich der erhoben Ergebnisse mit der Kontrollperiode ermoglicht
wurde.

Eine weitere wichtige Frage betrifft die Spezifitit der in der vorliegenden
Untersuchung verwendeten Substanzen. Wahrend dem Opioid Sufentanil
und der spezifische Antagonist Naltrexon, aufgrund vorangehender Unter-
suchungen, eindeutig als hoch spezifische Liganden in der Verarbeitung
nozizeptiver Impulse beschrieben identifiziert werden [14, 58] [59, 60],
kann dem selektiven Proteinkinase C Inhibitor H7 ebenfalls eine hohe
Spezifitiat zugeschrieben werden[20] [22, 23].

Anders liegen die Verhdltnisse bei dem Phosphodiesterase-Hemmer
Theophillin, der sowohl die c-AMP Produktion und damit die Media-
torfreisetzung aus Mast- und anderen Entzuindungszellen hemmt. Solche
Mechanismen werden im Rahmen einer Broncholyse genutzt. Des Weite-
ren weist Theophillin aber zusitzlich auch einen Adenosin-Antagonismus
auf, der sich letztlich sich aus der strukturellen Ahnlichkeit des Methyl-
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xanthins mit dem Adenosinmolekul erklaren 143t. Deswegen kann Theo-
phillin auch als Adenosinrezeptorantagonist eingestuft werden kann[43].
Trotz seiner unspezifischen Wirkung erschien die Verwendung von
Theophillin deswegen indiziert zu sein, weil sich hieraus auch eine
praktische Anwendung beim Menschen ableiten lief3.

Die Verwendung der in der vorliegenden Studie verwendeten Items zu Be-
urteilung der Abstinenzsymptomatik und ihrer Intensitdt entspricht ubli-
chen im Rahmen experimenteller Studien zur Beurteilung des Abhédngig-
keitspotentials von Opioiden eingesetzten Verfahren. Wahrend jedoch bei
Nagetieren hauptsichlich Items wie das Entzugsspringen, die Piloerektion
und das "wet-dog-shaking" (Ausschiitteln des nassen Fells) zur Beurteilung
der Intensitit eingesetzt werden, konnen es beim Primaten schon
spezifischere Verhaltensmuster wie z.B. G#dhnen, Blasse, Salivation,
Rhinorrhoe, Lakrimation, Tachypnoe, Tremor, Zittern unprovoziertes
Schreien, respektive eine gegenuber dem Experimentator ausgesprochene
Aggressivitat beobachtet werden. Hierdurch lasst sich eine Beurteilung der
Entzugssymptomatik sowohl besser quantifizieren als auch qualitativ
einordnen [61]. Letztlich gilt dies auch bei einem anderen Vertebraten dem
Hund, bei dem die in der vorliegenden Untersuchung provozierten Absti-
nenzsymptomen denen des Menschen recht nahe kommen [62, 63]. Somit
kann davon ausgegangen werden, dass die von einem Antagonisten ausge-
losten Abstinenzeffekte denen beim Nager, beim Affen, dem opioidabhén-
gigen Menschen und selbst dem isolierten Ileum [64]recht dhnlich sind,
wobei nur die zur Provokation der Abstinenzsymptome notwendigen
Dosen des Antagonisten einen deutlichen Unterschied aufweisen[65-68].
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10.0 Zusammenfassung

In der vorliegenden tierexperimentellen Untersuchung sollte der Nachweis
erbracht werden, ob sich die nach Gabe steigender Dosen des wirkungs-
starken Opioids Sufentanil (3,-6-,12 pug/kg) anschlieBende Provokation mit
dem Opioidantagonisten Naltrexon ausgelosten Abstinenzeffekte durch die
Vorgabe mit dem Proteinkinase-Hemmer H7 (ein Isoquinolinesulfonyl-
Abkommling) verhindern lassen. Im Vergleich zur Blockade der Protein-
kinase C wurden in einer separaten Versuchsserie die Tiere mit dem der
Xanthinderivat Theophillin vorbehandelt und die nach Naltrexon indu-
zierten Abstinenzsymptome bestimmit.

Zur Beurteilung der Abstinenzintensititen wurden die Auswirkungen auf
den Kreislauf (Blutdruck, Herzfrequenz), das somatosensorisch-evozierte
Potential, der Colondehnungsreiz und charakteristische Abstinenzsymp-
tome wie Giahnen, Salivation, Rhinorrhoe, Treten, Winseln, Lecken.
Kopfwerfen in Bezug auf ihre Intensititen (O = keine; 1 = schwach; 2 =
mittel; 3 = stark) beurteilt.

Im Vergleich zur Provokation von Abstinenzeffekten ohne Vorgabe von
H7 fuhrt die Hemmung der zur Phosphorilierung des Opioidrezeptors
notwendigen Proteinkinase C (PKC) zu einer signifikant geringeren
Ausprigung der Abstinenzeffekte auf den Kreislauf, das evozierte Potential
und den Colondehnungsreiz. Letztlich war die Verringerung der Abstinenz
auch in den subjektiv ermittelten Verhaltensweisen beim Tier nachzuwei-
sen, wobei insbesondere die Items Unruhe, Kopfwerfen, Wimmern, Treten,
Nagen und Gahnen eine signifikant geringere Intensitat aufwiesen.
Ahnliche Effekte waren auch unter der Vorbehandlung mit dem Xanthinde-
rivat Theophillin zu beobachten. Hier war jedoch die Signifikanz deutlich
geringer, was auf die geringere Selektivitat auf das Enzym Proteinkinase C
hinweist.

Aus den erhobenen Daten ist abzuleiten, dass der zur Auslosung einer
Abstinenz beim opioidabhidngigen Individuum notwendige Phosphorilisie-
rungsschritt uber die Proteinkinase C erfolgt. Auf die Klinik ubertragen
wiirde dies aber auch bedeuten, dass die ubliche Langzeittherapie zur
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Verhinderung eines Riuickfalls beim ehemaligen Opiatabhangigen langfri-
stig auch immer eine Abstinenzsymptomatik zur Folge haben wird. In
solchen Fallen wiirde die Therapie mit einem selektiven Blocker, der den
zur Auslosung von Abstinenzsymptomen notwendigen Phosphorilisie-
rungsschrittes blockiert, in eine geringere Abstinenzsymptomatik muinden.
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Konstitutive Opioidrezeptoraktivierung; Voraussetzung fur die
Entwicklung einer akuten Opiatentzugssyndroms
- eine experimentelle Untersuchung am wachen Hund —

Zusammenfassung
In der vorliegenden tierexperimentellen Untersuchung sollte der Nachweis erbracht

werden, ob sich die nach Gabe steigender Dosen des wirkungsstarken Opioids
Sufentanil (3,-6-,12 ug/kg) anschlieBende Provokation mit dem Opioidantagonisten
Naltrexon ausgelosten Abstinenzeffekte durch die Vorgabe mit dem Phosphodieste-
rase-Hemmer H7 (ein Isoquinolinesulfonyl-Abkommling) verhindern lassen. Im
Vergleich zur Blockade der Proteinkinase C wurde in einer separaten Versuchsserie
die Tiere mit dem der Xanthinderivat Theophillin vorbehandelt und die nach
Naltrexon induzierten Abstinenzsymptome bestimmt.

Zur Beurteilung der Abstinenzintensititen wurden die Auswirkungen auf den
Kreislauf (Blutdruck, Herzfrequenz), das somatosensorisch-evozierte Potential, der
Colondehnungsreiz und charakteristische Abstinenzsymptome wie Gahnen, Saliva-
tion, Rhinorrhoe, Treten, Winseln, Lecken. Kopfwerfen in Bezug auf ihre Intensita-
ten (0 = keine; 1 = schwach; 2 = mittel; 3 = stark) beurteilt.

Im Vergleich zur Provokation von Abstinenzeffekten ohne Vorgabe von H7 fuhrt die
Hemmung der zur Phosphorilierung des Opioidrezeptors notwendigen Proteinkinase
C (PKC) zu einer signifikant geringeren Auspriagung der Abstinenzeffekte auf den
Kreislauf, das evozierte Potential und den Colondehnungsreiz. Letztlich war die
Verringerung der Abstinenz auch in den subjektiv ermittelten Verhaltensweisen beim
Tier nachzuweisen, wobei insbesondere die Items Unruhe, Kopfwerfen, Wimmern,
Treten, Nagen und Géhnen eine signifikant geringere Intensitat aufwiesen.

Ahnliche Effekte waren auch unter der Vorbehandlung mit dem Xanthinderivat
Theophillin zu beobachten. Hier war jedoch die Signifikanz deutlich geringer, was auf
die geringere Selektivitat auf das Enzym Proteinkinase C hinweist.

Aus den erhobenen Daten ist abzuleiten, dass der zur Auslosung einer Abstinenz
beim opioidabhangigen Individuum notwendige Phosphorilisierungsschritt iiber die
Proteinkinase C erfolgt. Auf die Klinik uibertragen wiirde dies aber auch bedeuten,
dass die uibliche Langzeittherapie zur Verhinderung eines Riuickfalls beim ehemaligen
Opiatabhangigen langfristig auch immer eine Abstinenzsymptomatik zur Folge haben
wird. In solchen Fallen wurde die Therapie mit einem selektiven Blocker, der den zur
Auslosung von Abstinenzsymptomen notwendigen Phosphorilisierungsschrittes
blockiert, in eine geringere Abstinenzsymptomatik miinden.

E. Freye
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