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1 Einleitung

1.1 CRH (Corticotropin releasing hormone)

Das Corticotropin releasing hormone (CRH), erstmals 1981 von Vale et al. (1981) isoliert, ist
ein 41-Aminoséure-Polypeptid, welches unter Stress, z.B. durch eine Schmerzbelastung aus
dem Hypothalamus freigesetzt wird und die Hypophysen-Nebennierenrindenachse stimuliert
(HPA-Achse) (Dunn and Berridge, 1990; Fisher, 1989; Habib et al., 2000; Lytras et al., 1984,
Rivier et al., 1982b). CRH bindet an CRH-Rezeptoren corticotropher Zellen des Hypophy-
senvorderlappens (Wynn et al., 1983; Chen et al., 1993) und induziert Synthese und Freiset-
zung von Fragmenten des Proopiomelanocortins (POMC), wie Adrenocorticotropem Hormon
(ACTH), B-Lipotropin (B-LPH) und B-Endorphin (Dunn and Berridge, 1990; Grossman et al.,
1982; Guillemin et al., 1977; Holsboer, 1995; Lytras et al., 1984; McLoughlin et al., 1984;
Orth et al., 1983; Rivier et al., 1982a, Vale et al., 1981; Wynn et al., 1983). Unter Ruhebedin-
gungen wird CRH in zirkadianem Rhythmus sezerniert, mit Maximalwerten in den friihen
Morgenstunden, was zur Freisetzung von ACTH und Cortisol in das kardiovaskuldre System
im gleichen Rhythmus fuhrt (Chrousos et al., 1998; Horrocks et al., 1990).

Experimentelle Studien haben gezeigt, dass gesunden Menschen unter akuten Stressbelastun-
gen eine verminderte Schmerzsensibilitat aufweisen (al’Absi and Rokke, 1991; al’Absi and
Petersen, 2003; Amit and Galina, 1986; Janssen et al., 2001, Willer et al., 1981). Diese unter
Stress beobachtete Analgesie wurde auf die analgetische Wirkung des aus der Hypophyse

freigesetzten B-Endorphins zuriickgefihrt (Hargreaves et al., 1983).

Besteht nun ein kausaler Zusammenhang zwischen CRH-induzierter Freisetzung endogenen
B-Endorphins und einer verminderten Schmerzsensibilitat unter Stressbelastung? Verschiede-
ne Studien, in denen intravends CRH verabreicht und somit eine Stresssituation simuliert
wurde, konnten, sowohl im Tiermodell als auch bei Menschen, eine analgetische Wirkung
nachweisen (Ayesta and Nikolarakis, 1989; Hargreaves et al., 1987a, 1990; Kita et al., 1993,
Poree et al, 1989; Wei et al., 1986). Der analgetische Effekt von CRH kdnnte z.B. uber
B-Endorphin oder andere Fragmente des POMC, uber Cortisol oder direkt tiber CRH hervor-
gerufen werden. Im folgenden Abschnitt werden mdgliche Wirkmechanismen von CRH dis-
kutiert.



1.2 Mogliche analgetische Wirkungsmechanismen von CRH

1.2.1  Wirkung des CRH via Freisetzung von $-Endorphin?

B-Endorphin, das aus 31 Aminosauren bestehende C-terminale Fragment von POMC, wurde
vor etwa 30 Jahren isoliert und als Opioidpeptid identifiziert (Chreétien et al., 1976; Li et al.,
1977). B-Endorphin bindet mit seinem N-Terminus (Tyr-Gly-Gly-Phe-Met) an Opioidrezep-
toren (Lee and Smith, 1980). Auf diesen Informationen basiert die Vorstellung, dass
B-Endorphin ein aus der Hypophyse in das kardiovaskuldre Kompartiment freigesetztes endo-
genes Analgetikum sei (Cohen et al., 1982; Dubois et al., 1981; Dunn and Berridge, 1990;
Hargreaves et al., 1983; Hargreaves et al., 1986; Pickar et al., 1983).

Zweifel an der analgetischen Wirkung von B-Endorphin hypophyséren Ursprungs kamen al-
lerdings auf, als die intravendse Gabe von B-Endorphin bei Patienten keinen analgetischen

Effekt zeigte (Foley et al., 1979; Lacoumenta et al., 1987).

Nur wenige Studien zeigten nach intravendser Applikation von CRH Anhaltspunkte fiir eine
B-Endorphin-vermittelte analgetische Wirkung. Hargreaves et al. (1990) konnten am Tiermo-
dell der Ratte eine CRH-induzierte Analgesie durch Hypophysektomie, Gabe der Opioidre-
zeptorantagonisten Naltrexon und Naloxon-Methyl-Bromid, passive Immunisierung mit Anti-
B-Endorphin-Antiserum und Vorbehandlung mit Dexamethason aufheben. Hierbei wurden
hohe Konzentrationen von CRH intravends verabreicht (120 ug/kg KG), so dass eine zentrale

Wirkung nicht ausgeschlossen werden kann (Lariviere and Melzack, 2000) (siehe 1.2.5).

1.2.2  Wirkung des CRH via Freisetzung von Cortisol?

Cortisol und andere Glucocorticoide werden in der Nebennierenrinde synthetisiert, ihre Syn-
these und Freisetzung wird durch ACTH induziert. Im Gegenzug regulieren Glucocorticoide
uber eine negative Riickkopplung die Synthese und Freisetzung von POMC-Derivaten (Birn-
berg et al., 1983).

Es ist nicht auszuschlieBen, dass die analgetische Wirkung von CRH Uber Glucocorticoide
vermittelt wird, da Glucocorticoide antiinflammatorische Eigenschaften haben, die zu Anal-
gesie fuhren kénnten (Cato und Wade, 1996). McLennan et al. (1982) wiesen auf die Bedeu-

tung von Cortisol in der stressinduzierten Analgesie hin: stressinduzierte Analgesie konnte

2



durch Hypophysektomie aufgehoben werden und war durch Therapie mit Glucocorticoiden
reversibel.

Des Weiteren wurden niedrige Cortisolkonzentrationen bei verschiedenen chronischen
Schmerzsyndromen beschrieben (Heim et al., 1998, Morrison et al., 2000; Valdes et al.,
1989). Lautenbacher et al. (1997) fanden hingegen keinen Einfluss der Cortisolkonzentration
auf die Schmerzwahrnehmung und schlossen daraus, dass keine kausale Verbindung zwi-
schen Stress-induzierter Analgesie und Stress-induzierter Freisetzung von Hypophysen-

Achsen-Hormonen besteht.

1.2.3  Direkte periphere Wirkung von CRH?

Es gibt Hinweise auf eine direkte periphere antiinflammatorische und analgetische, via CRH-
Rezeptoren vermittelte Wirkung von CRH. So wurden am Rattenmodell auch nach Hypo-
physektomie antiinflammatorische und analgetische Wirkungen von systemisch verabreich-
tem CRH beschrieben (Wei et al., 1986; Poree et al., 1989; Hargreaves et al., 1989), die durch
Vorbehandlung mit a-helikalem CRH, einem CRH-Antagonisten, welcher an CRH-
Rezeptoren bindet ohne eine Wirkung zu entfalten, gehemmt werden konnte (Poree et al.,
1989). Hier war eine Antagonisierung der Wirkung von CRH durch Naloxon nicht méglich
(Ayesta und Nikolarakis, 1989, Wei et al., 1986).

Eine analgetische Wirkung durch eine direkte Applikation von CRH in entziindetes Gewebe
wurde beobachtet (Hargreaves et al., 1989; Schéfer et al., 1997; Schafer et al., 2003), wobei
Schéfer et al. eine CRH-getriggerte Freisetzung von Opioiden aus Immunzellen als Ursache
dieser Analgesie betrachteten. Diese Opioide binden an Opioidrezeptoren afferenter periphe-
rer sensorischen Neurone und hemmen so die Schmerzwahrnehmung (Schéafer et al., 1996 und
1997). Dieser Mechanismus erklart aber nicht die CRH-induzierte Analgesie, die mit dem
tail-flick-test (Ayesta and Nikolarakis, 1989) und dem hot-plate-test (Hargreaves et al.,
1987a, 1990), zwei Tests auf Schmerzen ohne Bezug zu Entzlindungsprozessen, gezeigt wer-

den konnte.



1.2.4  Wirkung von peripher verabreichtem CRH im Zentralnervensystem?

Ein spezifischer Mechanismus fir den Transport von CRH aus dem Zentralen Nervensystem
(ZNS) in das Blut ist bereits bekannt (Martins et al., 1996). Umgekehrt kann ein Ubertritt
geringer Mengen von CRH aus dem Blut in das ZNS dabei nicht ausgeschlossen werden
(Martins et al., 1996). So ist es moglich, dass peripher verabreichtes CRH die Blut-Hirn-
Schranke tberwindet und zentral analgetisch wirken kénnte. Da bereits gezeigt werden konn-
te, dass intrakraniale CRH-Konzentrationen im Nanogrammbereich analgetisch wirken (Bian-
chi et al., 1991; Bianchi and Panerai, 1995; Kita et al., 1993), konnte bereits die Uberwindung
der Blut-Hirn-Schranke durch einen kleinen Anteil des intravends verabreichten CRH fir eine
zentrale analgetische Wirkung ausreichend sein. In den Studien am Tiermodell wurden intra-
vends sehr hohe CRH-Dosen (bis zu 100 pg/kg Koérpergewicht) appliziert (Hargreaves et al.,
1987a; Hargreaves et al., 1990; Kiang and Wei, 1987; Wei et al., 1986), so dass in diesen

Studien eine zentrale Wirkung des CRH nicht ausgeschlossen werden kann.

1.3 Ansatzpunkte fiir weiterfithrende Untersuchungen

1.3.1  Liicken im Konzept von Studien mit CRH am Menschen

In vielen Tierstudien wurde eine analgetische Wirkung von CRH belegt und verschiedene
Wirkmechanismen diskutiert. Nur wenige Arbeitsgruppen haben die analgetische Wirkung
von systemisch verabreichtem CRH auf den Menschen untersucht (Lautenbacher et al., 1999;

Hargreaves et al., 1987a).

Lautenbacher et al. (1999) priften den Einfluss von 100 ug intravends verabreichtem CRH
auf Temperaturschmerzschwellen gesunder Probanden, sowohl mit als auch ohne Vorbehand-
lung mit Dexamethason. Die Vorbehandlung mit Dexamethason hatte zum Ziel, Synthese und
Freisetzung von POMC-Derivaten zu hemmen (Birnberg et al., 1983; Beaulieu et al., 1988),
so dass eine Applikation von CRH zu keiner addaquaten Freisetzung von p-Endorphin fiihren
konnte; auf diese Art sollte ein Hinweis auf eine direkte analgetische Wirkung von CRH bzw.
auf eine uber B-Endorphin und andere POMC-Derivate vermittelte analgetische Wirkung er-
halten werden. Eine mdgliche analgetische Wirkung von Dexamethason wurde in diesem Stu-

dienkonzept nicht berticksichtigt (siehe 1.2.2). Lautenbacher et al. konnten keinen analgeti-
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schen Effekt von CRH nachweisen, obwohl die Konzentrationen von Cortisol und
B-Endorphin im Blutplasma nach alleiniger Gabe von CRH deutlichen anstiegen. Des Weite-
ren erfolgte die Auswertung der Studie von Lautenbacher et al. mit dem ¢-Test, der einerseits
normalverteilte Messdaten voraussetzt, andererseits waren in der Studie von Lautenbacher et
al. die interindividuellen Unterschiede der gemessenen Temperaturschmerzschwellen und
damit der Standardabweichungen derart hoch, dass Anderungen eines Messparameters zwi-
schen zwei benachbarten Abnahmezeitpunkten bei n = 18 Probanden vom ¢-Test nicht erkannt
werden konnen. Es blieb also unklar, ob eine ungeeignete Statistik, eine inaddquate Schmerz-
schwellenmessung (welche nach Lautenbacher et al. zu ungenau ist, um kleine Anderungen
der Schmerzschwellen zu erfassen), eine zu niedrige CRH-Dosis oder eine nicht vorhandene
analgetische Wirkung von CRH beim Menschen zu den gefundenen Ergebnissen gefihrt ha-

ben.

In der Studie von Hargreaves et al. (1987a) wurden 1 ug/kg Koérpergewicht (KG) CRH 60
Minuten nach Zahnextraktion intravends appliziert. 90-120 Minuten spater konnte eine an-
algetische Wirkung nachgewiesen werden. Die Halbwertszeit von B-Endorphin im Blutplas-
ma (37°C) betragt nach Foley et al., (1979) etwa 37 Minuten. Nach etwa zwei bis drei Halb-
wertszeiten ist die PB-Endorphinkonzentration im Blutplasma somit sehr gering (siehe
Hargreaves et al., 1987a). Es scheint also unwahrscheinlich, dass die Schmerzreduktion in der
Studie von Hargreaves et al. durch systemisches B-Endorphin bedingt gewesen ist. Eine lokal
analgetische Wirkung von CRH in entzindetem Gewebe (Schéfer et al., 1997) kann nicht
ausgeschlossen werden, da nach Zahnextraktion von einer entziindlichen Komponente ausge-
gangen werden muss. Des Weiteren ist eine Zahnextraktion mit Stress verbunden, der die
Freisetzung von endogenem CRH wahrscheinlich macht. Die analgetischen Effekte kdénnten
auf einer Addition der Wirkungen von endogenem und exogenem CRH beruht haben. Ein
Hinweis auf eine analgetische Wirkung von B-Endorphin beim Menschen konnte aus einer
Studie von Hargreaves et al., 1987b, hervorgehen: Patienten, die 10 Minuten nach Zahnex-
traktion Dexamethason (0,1 mg i.v.) erhalten haben, womit der postoperative Anstieg von
B-Endorphin im Plasma unterdriickt wurde, gaben im Vergleich zur Placebogruppe starkere
Schmerzen an. Ursachen daftir kdnnten jedoch auch eine Hemmung der Freisetzung von en-
dogenem CRH oder weiteren POMC-Derivaten auBRer -Endorphin gewesen sein. Hargreaves
et al. (1987a und 1987b) setzten in ihren Studien entweder CRH (Hargreaves et al., 1987a)
oder Dexamethason (Hargreaves et al., 1987b) ein, um die Freisetzung von POMC-Derivaten

aus der Hypophyse zu stimulieren bzw. zu hemmen. Bei einem Patienten wurden jedoch in
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derselben Studie nie beide Medikamente verabreicht, jeder Proband wurde zuféllig einer
Gruppe (Dexamethason oder Placebo) zugeordnet; intraindividuelle Unterschiede in der
Schmerzwahrnehmung, die betréchtlich sind (siehe Ergebnisteil) beriicksichtigen die Studien-

konzepte von Hargreaves et al. (1987b) nicht.

Die hier vorliegende Studie ist das erste Experiment an Menschen, in dem versucht wurde,
die vermutete analgetische Wirkung von CRH (via B-Endorphin-Freisetzung) mit Naloxon zu
antagonisieren. Es handelt sich um eine doppelt verblindete L&ngsschnittstudie mit einem
cross-over design, bei der alle Probanden placebokontrolliert CRH, und anschlieRend, wie-
derum placebokontrolliert den Opioidrezeptor-Antagonisten Naloxon erhalten haben. Vorteil
dieses Studiendesigns war, dass sich die Wirkungen von CRH und Naloxon auf die Schmerz-
schwellen an ein und demselben Probanden miteinander vergleichen lieRen. Die Auswirkun-
gen der intra- und interindividuellen Unterschiede der Schmerzwahrnehmung auf die Messer-

gebnisse wurden somit minimiert.

1.3.2  Probleme beim Nachweis von authentischem B-Endorphin

Ein weiterer Grund fiir die widersprichlichen Ergebnisse einer analgetischen Wirkung von
B-Endorphin koénnten die verwendeten Nachweisverfahren sein. Die in zahlreichen Studien
verwendeten Nachweisverfahren (Hargreaves et al. 1987a, 1987b, Lautenbacher et al., 1999)
erfassten nicht nur B-Endorphin (1-31), sondern auch dessen Derivate B-Endorphin (1-16),
B-Endorphin (1-17), B-Endorphin (1-27) sowie deren N-acetylierte Derivate und B-LPH. In
diesen Studien wurde also nicht nur authentisches B-Endorphin (B-Endorphin (1-31)), sondern
auch B-Endorphin-immunoreaktives Material (IRM) bestimmt.

Harbach et al. entwickelten einen Two-Site-Assay fur B-Endorphin (1-31) ohne jegliche
Kreuzreaktivitdten mit anderen POMC-Derivaten (Harbach et al., 2000) und konnten zeigen,
dass es sich bei dem in bisherigen Studien nachgewiesenen (-Endorphin-IRM nur zu einem
geringen Anteil um B-Endorphin (1-31) handelt.

In der hier vorliegenden Studie wurden sowohl die Konzentrationen von B-Endorphin-IRM
als auch diejenigen von authentischem B-Endorphin mit Hilfe des von Harbach et al. entwi-

ckeltem Assays bestimmt.



1.3.3  Frage der Funktion von B-Lipotropin

Nach intravendser Gabe von CRH werden aus der Hypophyse neben -Endorphin auch weite-
re POMC-Derivate mit noch weitgehend unbekannter Funktion freigesetzt. Fraglich ist der
Einfluss dieser Fragmente auf die Schmerzwahrnehmung. Insbesondere ist die Funktion von
B-LPH, dem direkten Vorlaufer von p-Endorphin, zu kléren. Da B-LPH, im Gegensatz zu
B-Endorphin, den an Opioidrezeptoren bindenden N-Terminus nicht in freier Form enthélt,
kann nicht von einer direkt analgetischen Wirkung des B-LPH ausgegangen werden; wohl
aber konnte B-Endorphin in der Peripherie aus 3-LPH abgespalten werden, so dass in der Pe-
ripherie B-Endorphin in ausreichend hoher Konzentration zur Verfugung stehen kdnnte. Stu-
dien zeigen, dass die Konzentrationen von 3-LPH im kardiovaskuldren System deutlich (etwa
3 bis 5 fach) hoher sind als von authentischem B-Endorphin (Gibson et al., 1994; Matejec et
al., 2006). Im Blut ist B-LPH sehr stabil; es wird nicht enzymatisch gespalten, sondern nur in
der Niere abgebaut (Kuhn et al., 1984). Die Freisetzung von B-Endorphin aus B-LPH durch
Spaltung in peripherem Gewebe konnte so die Konzentration von B-Endorphin im Gewebe
und damit an Opioidrezeptoren im Gewebe erheblich erhéhen.

Um einen moglichen Einfluss des B-LPH auf die Schmerzwahrnehmung zu prifen, wurde

auch dessen Konzentration im Blutplasma in der hier vorliegenden Studie bestimmt.

1.3.4  Frage der Funktionen von Interleukin-1p und Tumornekrosefaktor-o

Neben CRH stimulieren auch proinflammatorische Zytokine, wie Interleukin-1p (IL-1p) und
Tumornekrosefaktor-a. (TNF-o) die HPA-Achse und fuhren so zur Freisetzung von POMC-
Derivaten und Cortisol (Bernton et al., 1987; Fagarasan et al., 1989; Besedovsky et al., 1991).
Sogar eine analgetische Wirkung von IL-1B und TNF-a wurde beschrieben (Besedovsky and
Del Ray, 1987; Sacerdote et al., 1992; Ricciardi-Castagnoli et al., 1990, Bianchi et al., 1991)
Um den Einfluss der Zytokine IL-1p und TNF-o auf die Schmerzwahrnehmung zu untersu-
chen und um eine eventuelle Wirkung von CRH via IL-1p oder TNF-a auf die Freisetzung
von POMC-Derivaten und damit auf die Schmerzwahrnehmung zu erkennen, wurden auch
die Konzentrationen der beiden Zytokine im Blutplasma in der hier vorliegenden Arbeit be-
stimmt und die Korrelationen mit den Schmerzschwellen und den Konzentrationen der
POMC-Derivate berechnet.



1.3.5 Gezielter Einsatz von Tests zur Schmerzschwellenbestimmung

Die in den bisherigen Studien verwendeten Tests zur Bestimmung von Schmerzschwellen
jeglicher Art variierten stark (Lariviere and Melzack, 2000). Besonders wichtig erscheint die
Unterscheidung zwischen entziindungsauslosenden und nicht entziindungsauslésenden Tests,
um zwischen einer analgetischen und einer antiinflammatorischen Wirkung von CRH diffe-
renzieren zu kdnnen. Die Bestimmung von Temperaturschmerzschwellen in Form von kurzen
Temperaturreizen, vergleichbar dem “hot-plate-test®, gelten als wenig bis nicht entziindungs-
auslésend (Lautenbacher et al., 1999; Lariviere and Melzack, 2000), auch die Induktion eines
Druckschmerzes scheint nicht mit einer Entziindungsreaktion einherzugehen. Beide
Schmerzmodelle sind demnach geeignet, um eine entziindungsunabhangige Wirkung von
CRH zu untersuchen. Eine analgetische Wirkung von CRH in entziindetem Gewebe ist bereits
untersucht und gezeigt worden (Schéfer et al. (1996, 1997)).

Studien haben gezeigt, dass verschiedene afferente Nervenfasern durch thermische, mechani-
sche und chemische Reize unterschiedlich stimuliert werden (Meyer et al., 1991; Schmidt et
al., 1995). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Mduse, denen die p-Opioidrezeptoren
fehlen (u-Opioidrezeptormutanten), im Vergleich zum Wildtyp eine hdhere Temperatur-
sensibilitat aufweisen (Matthes et al., 1996, 1998; Qiu et al., 2000). Im Gegensatz dazu wie-
sen p-, 6-, und x-Opioid-Rezeptor-defiziente Mause keine veranderte Druckschmerzsensibili-
tat auf (Filliol et al., 2000; Fuchs et al., 1999; Simonin et al., 1998). Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass Uber pu-Opioid-Rezeptoren die Temperaturschmerzsensibilitét, nicht jedoch die
Druckschmerzsensibilitat reguliert wird.

Um die Moglichkeit einer Opioid- (via p-Rezeptor) und somit B-Endorphin-vermittelten An-
algesie von CHR zu prifen, wurden deshalb in der hier vorliegenden Studie Veradnderungen
von Schmerzschwellen mit Hilfe zwei verschiedener nicht entziindungsausldsender
Schmerzmodelle bestimmt: Temperaturschmerz, der scheinbar tiber Opioidrezeptoren beein-

flusst wird, sowie Druckschmerz, der offenbar nicht Gber Opioidrezeptoren beeinflussbar ist.



2 Aufgabenstellung

Unter Stress, z.B. bei einer Schmerzbelastung, induziert CRH die Freisetzung von -LPH und
B-Endorphin aus der Hypophyse in den Blutkreislauf. -Endorphin wurde kurz nach seiner
Isolation als endogenes Opioidpeptid identifiziert, das mit seinem N-Terminus an Opioidre-
zeptoren bindet. Die unter Stress zu beobachtende Analgesie wurde deshalb auf die analgeti-
sche Wirkung des freigesetzten B-Endorphins zuruckgefihrt. In spateren Studien wurde in der
Tat eine analgetische Wirkung von CRH nachgewiesen und wiederum auf die Freisetzung
von B-Endorphin zuriickgefuhrt. Zweifel an der analgetischen Wirkung kamen auf, als intra-
venos zugefuhrtes B-Endorphin keinen analgetischen Effekt zeigte. Weitere Studien lieferten
widerspriuchliche Ergebnisse. Damit erscheint auch der Wirkmechanismus von CRH wieder-
um unklar. Die hier vorliegende Studie wurde durchgefiihrt, da bisher in keinem Experiment
am Menschen versucht wurde, die vermutete analgetische Wirkung von CRH (via f-
Endorphin Freisetzung) mit Naloxon zu antagonisieren.

Hierzu sollte in einer kontrollierten, doppelblind randomisierten Studie mit cross-over design
der Einfluss von i.v. verabreichtem CRH (100 pg) bzw. Placebo gefolgt von Naloxon (1,2
mg) bzw. Placebo auf das Temperatur- und Druckschmerzempfinden von 16 gesunden Pro-
banden untersucht werden. Die Konzentrationen der POMC-Derivate B-LPH, B-Endorphin
und ACTH und des Cortisols im Blutplasma sowie die Temperatur- und Druckschmerz-
schwellen sollten vor sowie 15 und 30 Minuten nach Gabe von CRH (oder Placebo) und flnf
Minuten nach Gabe von Naloxon (oder Placebo) gemessen werden. Zusétzlich sollten jeweils
die Konzen-trationen von Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a) und Interleukin-1p (IL-1B) be-
stimmt werden. Die Verénderungen der Temperatur- und Druckschmerzschwellen sowie der
Konzentrationen der untersuchten Peptide bzw. Proteine im Blutplasma nach CRH- und Na-
loxon-Gabe sollten bestimmt werden. Weiterhin sollte untersucht werden, inwieweit die Kon-
zentrationen der untersuchten POMC-Derivate, des Cortisols, des TNF-o und des IL-1f mit
den Temperatur- und Druckschmerzschwellen korrelieren, um Informationen Gber den Ein-

fluss der untersuchten Peptide bzw. Proteine auf die Schmerzempfindung zu erhalten.



3 Material

3.1 Substanzen

3.1.1 Chemikalien
Aktivkohle
Dinatriumhydrogenphosphat
Essigsdure

Ethylendiamintetraessigsaure

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Gelatine Merck, Darmstadt
Harnstoff Merck, Darmstadt
Methanol Baker, Deventer

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat

Normal Rabbit Serum Peninsula, Heidelberg

1-Propanol Merck, Darmstadt
Salzséure Merck, Darmstadt
Thiomersal Merck, Darmstadt
Triton X-100 Serva, Heidelberg

3.1.2  Antikorper

Antikorper 3E7 (monoklonal) Gramsch Laboratories, Dachau

Antiserum 84E (polyklonal) Arbeitsgruppe Teschemacher, JLU Giel3en
Antiserum 93E (polyklonal) Arbeitsgruppe Teschemacher, JLU Gielien
Antiserum 11P (polyklonal) Arbeitsgruppe Teschemacher, JLU Giel3en

Goat-Anti-Rabbit-Immunglobulin G Peninsula, Heidelberg

Maus-1gG Peninsula, Heidelberg
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3.1.3  Proteine und Peptide

B-Endorphin (1-31), human Peninsula, Heidelberg

B-Lipotropin, human Dr. Parlow, NHPP, Torrance, CA, USA
B-Melanozyten-stimulierendes Hormon Saxon Biochemicals, Hannover
Rinderserumalbumin Sigma, Miinchen

Thyreoglobulin, porcine Serva, Heidelberg

3.1.4  Pufferlosungen

Natriumphosphatpuffer: 0,02 M Natriumdihydrogenphosphat
0,02 M Dinatriumhydrogenphosphat
eingestellt auf pH 7,4

Puffer-C: Zusammensetzung:
0,02 M Natriumphosphatpuffer
0,15 M Natriumchlorid
0,1 %" Gelatine
0,01%" Rinderserumalbumin
0,01%" Thiomersal
eingestellt auf pH 7,4

Puffer-D: Puffer-C + 0,1 %7 Triton X-100

3.2 Gerite und Materialien

3.2.1 Geriite

Druckschmerzschwellenmessgerét Rudolf-Buchheim-Institut fir Pharmakologie

(Entwurf und Anfertigung: R. Matejec)

Gamma-Zéahler 1282 Compugamma CS, LKB Wallac,
Turku, Finnland
EKG-Monitor Sirecust 311, Siemens, Munchen
Eppendorf-Zentrifuge Eppendorf, Hamburg
Kihlzentrifuge Sorvall, RC 5B, 5C Du Pont Company, Newtown, Connecticut, USA
Rotoren: SM-24, SS-34
Kihlzentifuge (mobil) Leybold Heraeus, Kéln
Lyophilisator Leybold Heraeus, Kéln
Magnetruhrer Jahnke und Kunkel, Staufen

! Gewichtsprozente
2 Volumenprozente
11



Speed Vac Concentrator SVC-100 H

Gerat zur Bestimmung der
Temperaturschmerzschwelle

Tischruttler

3.2.2 Materialien

Einmalspritzen, Kanilen, etc.
Glasmaterialien (Becherglaser etc.)
Multipette

Pipetten (verstellbar, 10ul bis 5 ml)
Pipettenspitzen

Reaktionsgeféasse Nr. 2810 (1,5 ml)
Reaktionsrohrchen aus Polypropylen
Reaktionsrohrchen aus Polystyrol
Sep-Pak C;g-Cartidges (Classic)

3.3 Verwendete Medikamente

CRH (Corticotropin releasing hormone)

Naloxon

NaCl (0,9 %)

34 Verwendete Software
Excel, Version 2002

Origin, Version 3,5

Word, Version 2002

Savant, New York, USA

Rudolf-Buchheim-Institut fir Pharmakologie

(Entwurf: R. Matejec; Anfertigung: Ch. Zimmermann)

Heidolph, Kelheim

Braun, Melsungen

Schott, Mainz

Eppendorf, Hamburg

Abimed, Langenfeld

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Nurmbrecht

Sarstedt, Nurmbrecht

Waters, Milford, USA

CRH Ferring®, 100 ug,
Ferring Arzneimittel GmbH, Kiel

Naloxon-ratiopharm®, 0,4 mg Injektionslésung,
ratiopharm GmbH, Ulm

Braun, Melsungen

Microsoft®
Microcal®

Microsoft®
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4 Methodik

4.1 Studiendesign

4.1.1  Gruppeneinteilung

In der hier vorliegenden prospektiven Studie wurde untersucht, inwieweit ein Zusammenhang
zwischen dem Schmerzempfinden und den Plasmakonzentrationen der POMC-Derivate
B-Endorphin (1-31), B-Endorphin-IRM, B-Lipotropin (B-LPH)-IRM, Cortisol, IL-1 und
TNF-o besteht.

Hierzu wurde bei 16 gesunden Probanden doppelblind randomisiert die Hypophyse entweder
mit 100 ung CRH (Corticotropin releasing hormone) i.v. als Verum zur Freisetzung der
POMC-Derivate stimuliert, oder es wurde ein Placebo (physiologische Kochsalzldsung
(NaCl 0,9 %)) verabreicht. Zu einem spateren Zeitpunkt wurde, ebenfalls doppelblind rando-
misiert, entweder 1,2 mg Naloxon als Verum oder wiederum physiologische Kochsalzlésung
als Placebo i.v. appliziert.

Bei allen Probanden wurden zwei Typen der Schmerzempfindung untersucht: Druckper-
zeption und Temperaturperzeption. Dabei diente die Hohe der jeweiligen Schmerzschwelle
als Mal} fur das Schmerzempfinden der Probanden.

Jeder Proband wurde insgesamt an vier verschiedenen Studienterminen jeweils einmal dop-

pelblind randomisiert einer Gruppe zugeordnet und untersucht.

Gruppe I: intravendse Gabe von 100 ug CRH
intravendse Gabe von 1,2 mg Naloxon

Gruppe II: intravendse Gabe vom 100 ug CRH
intravendse Gabe von NaCl 0,9 %

Gruppe I11: intravendse Gabe von NaCl 0,9 %
intravendse Gabe von 1,2 mg Naloxon

Gruppe 1V: intravendse Gabe von NaCl 0,9 %
intravendse Gabe von NaCl 0,9 %

Zwischen den Versuchsterminen lagen mindestens fiinf Tage. Die Versuche begannen jeweils
zwischen 14:00 Uhr und 19:00 Uhr und dauerten etwa 90 Minuten.
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4.1.2 Bestimmung der Schmerzschwellen

Die Schmerzschwelle wurde definiert als Ubergang eines unangenehmen Gefiihls in Schmer-
zen. Besonderer Wert wurde auf die intraindividuelle Reproduzierbarkeit der Schmerzschwel-
len der Probanden bei allen vier Studienterminen gelegt. Ein interindividueller Vergleich der

Schmerzschwellen war nicht Ziel dieser Studie.

4.1.2.1 Bestimmung der Temperaturschmerzschwelle

Mit Hilfe einer am ventralen Unterarm befestigten, sich kontinuierlich erwarmenden Metall-
platte (2,5 cm=#2,5 cm) wurde die Temperaturschmerzschwelle eines jeden Probanden be-
stimmt. Zunéachst wurde die Anfangstemperatur der Metallplatte Uber einen Regelkreis kon-
stant bei 311,15 K (38,0°C) gehalten; die Bestimmung der Temperaturschmerzschwelle be-
gann indem sich die Temperatur der Metallplatte etwa um 0,25 K pro Sekunde erhdhte. So-
bald die Schmerzschwelle des Probanden erreicht war, stoppte er die Erwdrmung der Metall-
platte durch Knopfdruck, worauf die Platte sofort abkihlte. Das Temperaturmaximum wurde
digital mit einer Genauigkeit von 0,05 K angezeigt und abgespeichert. Sowie der Schmerz
abgeklungen war wurde die Messung wiederholt. VVon insgesamt drei Messungen wurde der

Mittelwert gebildet, dieser wurde als Temperaturschmerzschwelle definiert.

4.1.2.2 Bestimmung der Druckschmerzschwelle

Die Druckschmerzschwelle eines jeden Probanden wurde mit Hilfe einer am Oberarm ange-
brachten Blutdruckmanschette bestimmt, deren Druck sich per Knopfdruck kontinuierlich mit
einer Geschwindigkeit von etwa 1 kPa pro Sekunde erhohte. Bei Erreichen der Schmerz-
schwelle stoppte der Proband durch Knopfdruck die Druckerhéhung, der in der Manschette
herrschende Druck wurde digital gemessen und abgespeichert, daraufhin entleerte sich die
Manschette sofort. Der maximale Druck, den das Gerat aufbauen konnte lag bei 56 kPa (420
mmHg). Eine neue Messung wurde nach Abklingen der Schmerzen gestartet. Insgesamt fan-
den pro Messdurchgang funf Messungen statt. Zur Bestimmung der Druckschmerzschwelle

wurde aus den funf Messungen der Mittelwert gebildet.
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4.1.3 Probandenauswahl

Je acht ménnliche und weibliche Probanden im Alter zwischen 22 und 40 Jahren meldeten
sich auf Aushénge im Universitatsklinikum GieBen zur Teilnahme an dieser Studie. Aus-
schlusskriterien fir die Studienteilnahme waren akute oder chronische Erkrankungen, akute
oder chronische Schmerzsyndrome, die Einnahme von Medikamenten in der Woche vor und
wahrend der Studie sowie eine bestehende Schwangerschaft oder Stillzeit. Alle Probanden
wurden tber Inhalt und Verlauf der Studie informiert und gaben ihr schriftliches Einverstand-
nis zur Teilnahme. Die Studie war von der Ethikkommission des Universitatsklinikums Gie-

Ren genehmigt (Aktenzeichen 64/02).

4.1.4  Versuchsablauf

Der Versuchsablauf ist in Abbildung 4.2.4-1 schematisch dargestellt:

E K Ba Ta Da Med.1 Bg Tg Dg BcTe De Med.2 Bp Tp Dp
L1 1 1 1 L1 | 1 1 1 L1 |
(I | | I . | I | I | I
15 min
20 min 30 min 5 min
—> > -

Abb. 4.2.4-1:  Schema des Versuchsablaufs

E: Eintreffen des Probanden im Versuchsraum; K: Legen der
Venenverweil-kaniile (Versuchsbeginn); Ba-Bp: Blutentnahmen zu den
Zeitpunkten A bis D; Ts-Tp: Bestimmung der Temperaturschmerzschwelle
zu den Zeit-punkten A bis D; Da-Dp: Bestimmung der
Druckschmerzschwelle zu den Zeitpunkten A bis D; Med. 1: Stimulation
der Hypophyse (mit CRH) oder Verabreichung eines Placebos (NaCl 0,9%);
Med. 2: Verabreichung von Naloxon oder Placebo (NaCl 0,9 %)

Nach Eintreffen des Probanden im Versuchsraum (E) wurde dieser aufgefordert, sich ent-
spannt auf eine Liege mit erhohtem Kopfteil zu legen. Es wurden drei EKG-Elektroden zur
Kontrolle der Herzfrequenz und die Apparaturen zur Schmerzschwellenbestimmung ange-
bracht. Die Blutdruckmanschette zur Bestimmung der Druckschmerzschwelle wurde am
Oberarm und die Metallplatte zur Bestimmung der Temperaturschmerzschwelle am Unterarm

derselben Seiten befestigt. In die V. cephalica oder die V. basilica der Ellenbeuge des anderen
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Arms wurde nun zur Gabe der Medikamente sowie zur Blutentnahme eine Venenverweilka-
nile (1,3 x 4,5 mm) gelegt (K). Nach einer Ruhephase von 20 Minuten erfolgte die erste Blut-
entnahme von 30 ml (Ba). Sofort im Anschluss wurden dreimal in Folge die Temperatur-
schmerzschwellen (TA) und finfmal in Folge die Druckschmerzschwellen (Da) bestimmt. Fir
die Auswertung wurden jeweils die Mittelwerte berechnet. Nach Beenden dieses ersten Mess-
durchgangs wurde doppelblind CRH oder physiologische Kochsalzldsung verabreicht (Med.
1). Jeweils 15 und 30 Minuten nach Gabe von CRH bzw. physiologischer Kochsalzldsung
folgten ein zweiter und ein dritter Messdurchgang, d.h. Blutabnahme, Bestimmung der Tem-
peratur- und der Druckschmerzschwellen. Im Anschluss an den dritten Messdurchgang wur-
de, wiederum doppelblind randomisiert, Naloxon oder physiologische Kochsalzlésung gege-
ben (Med. 2). Nach finf Minuten erfolgte der vierte und letzte Messdurchgang. Wahrend des

gesamten Messzeitraumes wurde die Herzfrequenz (iber die EKG-Ableitungen bestimmt.
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4.2 Untersuchungsschritte zur Bestimmung der Konzentrationen von B-LPH-IRM,
p-Endorphin-IRM, B-Endorphin (1-31), ACTH, Cortisol, TNF-o. und IL-1f im

Blutplasma der Probanden

Gewinnung von Plasmaproben von 16 Probanden von jeweils vier
Untersuchungstagen mit jeweils vier Messzeitpunkten
(16*4*4 = 256 verschiedene Proben)

v

l

Vorbereitung des Plasmas auf die Bestim-
mung von B-Endorphin-IRM (Nichols®),
TNF-a, IL-18, Cortisol und ACTH

Vorbereitung des Plasmas auf
die Extraktion
(Abschnitt 4.3.1)

(Abschnitt 4.3.1)

v

Herstellung von

Assays zur Bestimmung von
) _ o Plasmastandardproben
B-Endorphin-IRM (Nichols™), - o
_ Extraktion zur Kalibrierung des
TNF-a., IL-1p, Cortisol und (Abschnitt 4.3.2) <— Messsystems
ACTH :
(Abschnitt 4.4)
\ \/ V%
RIA zur Bestimmung von RIA zur Bestimmung von RIA zur Bestimmung von
B-LPH-IRM B-Endorphin-IRM (84E) B-Endorphin (1-31)
(Abschnitt 4.5.1.3) (Abschnitt 4.5.1.4) (Abschnitt 4.5.2.2)

Auswertung der Radioimmunoassays (Abschnitt 4.6)
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4.3 Probengewinnung und Probenverarbeitung

4.3.1 Gewinnung und Verarbeitung der Proben bis zur Extraktion bzw. bis zur Be-
stimmung von IL-18, TNF-q, Cortisol, ACTH und p-Endorphin-IRM (Nichols®)

Jeweils 30 ml Blut wurden zu vier verschiedenen Zeitpunkten abgenommen. Das Blut wurde
unverziglich bei 4°C gekuhlt und mit Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) vermischt
(150 ul EDTA/10 ml Blut) und sofort bei 4°C fir 15 Minuten mit 1000g zentrifugiert. An-
schlieRend wurde das Plasma abpipettiert.

Zur spateren Bestimmung von ACTH, Cortisol, TNF-a, IL-1p und B-Endorphin-IRM (Ni-
chols®) wurde je 1 ml des Plasmas in vier vorgekiihlte Eppendorf-Reaktionsgefasse pipettiert
und bei -80°C eingefroren.

Fur die Messungen der Gbrigen POMC-Derivate wurden 10 ml des Plasmas in vorgekihlte
Probenrdhrchen pipettiert und mit 1 ml 1N-Salzsdure angesduert, um den enzymatischen Ab-
bau der POMC-Derivate zu verhindern und um die Proben auf die Extraktion (s. u.) vorzube-

reiten. Diese Proben wurden bis zur Extraktion bei -20°C gelagert.

4.3.2 Extraktion

Die Plasmaproben der Probanden und die Standardproben (s. u.) wurden vor der radioimmu-
nometrischen Bestimmung der POMC-Derivate (s. u.) mit Hilfe eines Octadecasilyl-Silica-
Kartuschen-Extraktionsverfahrens iber Sep-Pak Cig-Kartuschen (Waters, Milford, USA) vor-
gereinigt.

Die Extraktion von POMC-Derivate aus angesauertem Plasma wurde von Wiedemann und
Teschemacher (1986) beschrieben.

Die Extraktion fand bei einer Temperatur von 4°C statt, die verwendeten Losungen waren auf
4°C gekuhlt. Die Losungen und die Plasmen wurden durch Unterdruck, welcher durch eine
Wasserstrahlpumpe erzeugt wurde, mit einer Geschwindigkeit von ca. 1 ml pro Minute durch
die Kartuschen gesaugt. Zunachst wurden die Kartuschen mit je 5 ml Methanol, 5 ml Harn-
stoff (8 M) und 10 ml bidestilliertem Wasser (Aqua bidest.) aktiviert. Das bei -20°C eingefro-
rene Plasma wurde auf ca. 4°C aufgetaut und 5 min bei 4°C und 10000g zentrifugiert, je 5 ml
des Uberstands wurden auf die Kartuschen aufgegeben. Die an die Kartuschen adsorbierten

POMC-Derivate wurden nach zwei Waschvorgangen mit 10 ml bidestilliertem Wasser und
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10 ml Essigsdure (4 %) durch je 10 ml Propanol-Essigsaure (96 %/4 % = V/V) eluiert und in
Probenrohrchen gesammelt. In der Tabelle 4.3.2-1 sind die Schritte des Extraktionsvorgangs

zusammengefasst.

Tab. 4.3.2-1:  Schritte des Extraktionsvorgangs
Phase: Aufgeben von:
1. Aktivieren 5ml Methanol
5 mi Harnstoff (8M)
10 ml  Aqua bidest.

2. Probenaufgabe 5mi Plasma
3. Waschen 10 ml  Aqua bidest.
10 ml  Essigséure (4%)
4. Elution 2*5 ml Propanol-Essigsdure (96 %/4 % = V/V)

Die Loésungsmittelbestandteile des Eluats wurden nun durch Vakuumzentrifugation im Speed-
Vac-Concentrator bei ca. 18°C verdampft. Die verbleibenden Ruckstdnde wurden in 500 ul
bidestilliertem Wasser gel6st, bei -20°C eingefroren und nach ein bis zwei Tagen in einem
Lyophilisator gefriergetrocknet. Das Lyophilisat wurde in 500 ul Puffer-C geldst. Vier Ali-
quots zu je 100 ul — bei der Beschreibung der Radioimmunoassays als ,,Probenextrakte® be-

zeichnet - wurden bis zur radioimmunometrischen Analyse bei -20 °C gelagert.

4.4 Standardwerte

Zur Kalibrierung des Messsystems wurden Plasmaproben mit bekannten Konzentrationen der
zu untersuchenden POMC-Derivate hergestellt.

Dazu wurden zundchst gesunden weiblichen und mannlichen Spendern je 120 ml Blut ent-
nommen. Das Blut wurde in auf 4°C gekiihlte EDTA-R6hrchen gegeben (250 ul EDTA/20 ml
Blut) und anschliefend 15 min bei 4 °C mit 1000g zentrifugiert. Das Plasma wurde abpipet-
tiert und nochmals 5 min bei 4°C mit 10000g zentrifugiert.

Aus dem Uberstand wurden POMC-Derivate, sofern sie vorhanden waren, mittels ,,Filtrati-
on“® entfernt. Die Filtration erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie die Extraktion (s. 0.). Die
Kartuschen wurden aktiviert und 5 ml Plasma wurden durch jede Kartusche gesaugt (siehe

Tabelle 4.3.2-1). Das damit gewonnene Filtrat wurde im Gegensatz zur Extraktion jedoch

® die Bezeichnung ,,Filtration* trifft nicht exakt auf die dargestellte Technik zu, wird jedoch hier im Hinblick auf
die Verwendung in bereits publizierten Arbeiten beibehalten
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nicht verworfen, sondern in Reaktionsréhrchen aufgefangen und auf Aliquots zu je 5 ml ver-
teilt.

Sieben dieser Aliquots wurden mit verschiedenen Mengen des zu untersuchenden Peptids
versehen, so dass folgende Konzentrationen vorlagen: 1000 pmol/Il, 100 pmol/l, 33 pmol/l, 10
pmol/l, 3,3 pmol/l, 1 pmol/l und 0,3 pmol/l. Die restlichen Aliquots dienten als Leerwerte.
Sowohl Standardproben als auch Leerproben wurden mit 500 ul 1 N HCI pro Ansatz verse-
hen. Die Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert.

In den nachfolgenden Arbeitsschritten wurden die Leer- und Standardproben wie die Plas-
maproben der Probanden behandelt, es folgten also die Extraktion und die Einschleusung der

sog. ,,Leerextrakte* und ,,Standardextrakte in die radioimmunometrische Analyse.

4.5 Radioimmunometrische Analysen

Fur die Bestimmung von B-Endorphin-IRM (mit Hilfe des Antiserums 84E) und $-LPH-IRM
(mit Hilfe des Antiserums 93E) wurden Fluid-Phase One-Site-Radioimmunoassays durchge-
fuhrt. Die Konzentrationen von f-Endorphin (1-31) wurde mit einem Fluid-Phase-
Immunoprecipitation-Two-Site-Radioimmunoassays (mit Hilfe der Antiseren 11P und 3E7)
bestimmt. Zusétzlich wurde die Konzentration von B-Endorphin-IRM mit einem kauflichen

Radioimmunoassay der Firma Nichols® bestimmt.
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4.5.1 Fluid-Phase One-Site-Radioimmunoassay
4.5.1.1 Prinzip

Eine konstante Menge eines radioaktiv markierten Peptids und die unbekannte Menge eines
zu bestimmenden Peptids konkurrieren in einer Serie von Reaktionsgefassen um die Bin-
dungsstellen einer konstanten Antikérpermenge. Je hoher die Konzentration des zu bestim-
menden Peptids ist, desto weniger radioaktiv markiertes Peptid wird an die Antikorper ge-
bunden. Nach Entfernung des nichtgebundenen markierten und nichtmarkierten Peptids kann
von der Radioaktivitat in der Probe auf die Konzentrationen des zu bestimmenden Peptids

geschlossen werden.

i o [ 2 - N
e © -+ . ¢ e . Y
Zu bestimmendes Radioaktiv markiertes Antikorper
Peptid in unbekannter Peptid in bekannter in bekannter
Konzentration Konzentration Konzentration
N i J
® *Q
S e
b
* o s

[ NG °
\”_/ i i
Entfernung des markierten und nichtmar-

Kierten, nichtgebundenen Peptids nach
\L deren Adsorption an Aktivkohle durch
Zentrifugation der Aktivkohle

@
/ —— > | Gammazahler

Abb. 4.5.1.1-1: Schematische Darstellung eines Fluid-Phase One-Site Radioimmunoassays
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4.5.1.2 Durchfiihrung

Die fiir den Fluid-Phase One-Site-Radioimmunoassay benétigten Inkubationsansétze sind im

Folgenden beschrieben. Das Pipettierschema ist in der Tabelle 4.5.1.2-1 dargestellt.

Inkubationsansitze:
Ci-Wert: ,, Total counts” (sechs Inkubationsansdtze)

Dieser Wert dient der Bestimmung der Gesamtradioaktivitat im Inkubationsansatz.

Bi-Wert: ,,Blank-Wert" bzw. ,,Leerwert” (zwei Inkubationsansdtze)
Der Leerwert dient der Bestimmung der Radioaktivitat im Uberstand, die nicht auf die Bin-
dung an Komponenten des Antiserums zuruckzufthren ist. Der Leerwert schlielt den Gerate-

leerwert des Gammazéhlers mit ein und wird von den Gbrigen Werten subtrahiert.

Bo-Wert: ,,Nullstandard® (acht Inkubationsansditze)
Der Nullstandard dient der Bestimmung derjenigen Menge an radioaktiv markiertem Peptid,

die in Abwesenheit des zu bestimmenden Peptids an Antikoérper gebunden werden kann.

Standardwerte: (zwei Inkubationsansdtze pro Standardwert)
Die Plasmastandardwerte sind Plasmaproben mit vorgegebenen Peptidkonzentrationen, die

der Kalibrierung des Messsystems dienen (siehe Abschnitt 4.4)

Probenwerte: (zwei Inkubationsansdtze pro Probenwert)
Mit diesen Inkubationsansatzen wurden die Konzentrationen der POMC-Derivate in den Pro-

bandenproben ermittelt.

Tab. 4.5.1.2-1: Zusammensetzung der Inkubationsansatze des Fluid-Phase One-Site Ra-
dioimmunoassay (Angaben in ul)
C; B, By Standard- Proben
werte

Puffer-C (P-C) 500 100 50 50 50
Puffer-D (P-D) 20 20 20 20 20
Leerextrakt (in P-C) - 100 100 - -
Standardextrakt (in P-C) - - - 100 -
Probenextrakt (in P-C) - - - - 100
Antiserum (in P-C) - - 50 50 50
Radioaktiv markiertes Peptid (in P-D) 20 20 20 20 20
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Nach Herstellung der Inkubationsansatze wie in Tabelle 4.5.1.2-1 beschrieben, wurden diese
20 Sekunden geschittelt und anschliefend 20 Stunden bei 4 °C inkubiert.

Danach erfolgte die Trennung der ungebundenen Peptide von den an Antikdrper gebundenen
Peptiden. Dazu wurden allen Inkubationsansatzen, mit Ausnahme der C-Ansétze, 300 ul ei-
ner Kohlesuspension, bestehend aus Puffer-C mit 1 % Aktivkohle und 0,5 % BSA, zugesetzt.
Die Inkubationsansatze wurden anschliefend 20 Sekunden geschuttelt, 15 Minuten bei 4°C
inkubiert und vier Minuten bei 8000 g zentrifugiert. 450 ul des Uberstands wurden nun von
allen Inkubationsansétzen, einschlieflich der C-Ansétze, in Sarstedt-Reaktionsgefasse pipet-

tiert. Die Radioaktivitat der Inkubationsanséatze wurde mit einem Gammazahler gemessen.

4.5.1.3 Bestimmung des B-Lipotropin-immunoreaktiven Materials

Zur Bestimmung des B-Lipotropin-IRM wurde ein Fluid-Phase One-Site-Radioimmunoassay
eingesetzt (Matejec, 2002).

Das verwendete polyklonale Kaninchen-Antiserum (93E) enthélt Antikorper, die lateral an
B-LPH binden. Es wurde in einer Verdiinnung von 1:1500 eingesetzt. Das Kaninchenantise-
rum 93E besitzt folgende Kreuzreaktivitaten: f-MSH (100 %), B-LPH (32,3 %). In den Stan-
dardproben diente B-LPH als Standardpeptid. Als radioaktiv markiertes Peptid wurde 3-MSH

eingesetzt.

4.5.1.4 Bestimmung des B-Endorphin immunoreaktiven Materials

Die Bestimmung des B-Endorphin-immunoreaktiven Materials erfolgte mit Hilfe eines von
Kramer (1988) entwickelten Fluid-Phase One-Site-Radioimmunoassays.

Das polyklonale Kaninchen-Antiserum 84E wurde in einer Verdiinnung von 1:10000 einge-
setzt. Das Antiserum enthélt Antikorper, die gegen die Aminosauresequenz 17-26
(-LFKNAIIKNA-) des B-Endorphins gerichtet sind. Es bestehen Kreuzreaktivitaten mit allen
Substanzen, die dieses Epitop besitzen, also mit B-Endorphin (1-31), p-Endorphin (1-26) und
deren N-acetylierten Fragmenten sowie mit B-LPH. Als Standardpeptid und radioaktiv mar-

Kiertes Peptid diente humanes B-Endorphin (1-31).
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4.5.2  Fluid-Phase-Immunoprecipitation-Two-Site-Radioimmunoassay

4.5.2.1 Prinzip

Zwei verschiedene Antikorper von verschiedenen Spezies (Maus, Kaninchen) binden an C-
und N-Terminus des zu bestimmenden Peptids und bilden einen so genannten Sandwich-
Komplex (Antikorper-Peptid-Antikorper-Komplex). Aus diesem Grund werden nur komplette
Peptide erkannt, und nicht etwa Fragmente dieses Peptids. Der zweite Antikoper ist radioaktiv
markiert. Ein dritter Antikorper bindet an den ersten Antikorper und fuhrt zur Prazipitation
der Sandwich-Komplexe. Das Prazipitat wird abzentrifugiert, der Uberstand wird abgesaugt

und die Radioaktivitat des Zentrifugats wird gemessen.
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Peptid mit zwei Epito- Erster Antikorper Radioaktiv markierter
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Abb. 4.5.2.1-1:

Two-Site-Radioimmunoassay
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4.5.2.2 Durchfiihrung des Fluid-Phase-Immunoprecipitation-Two-Site-Radio-
immunoassay zur Bestimmung von $-Endorphin (1-31)

Der Fluid-Phase-Immunoprecipitation-Two-Site-Radioimmunoassay zur Bestimmung der
Konzentration von B-Endorphin (1-31) wurde von Hell (2000) und Harbach et al. (2000) ent-
wickelt.

Der Assay setzt sich aus folgenden Inkubationsansatzen zusammen, das Pipettierschema ist in
Tabelle 4.5.2.2-1 dargestellt.

Inkubationsansitze:
C-Wert: ,, Total counts” (zwei Inkubationsansditze)

Dieser Wert dient der Bestimmung der Gesamtradioaktivitat im Inkubationsansatz.

Bo-Wert: ,,Nullstandard® (sechs Inkubationsansdtze)
Der Nullstandard dient der Bestimmung derjenigen Menge an radioaktiv markiertem Antikor-
per, die in Abwesenheit des nachzuweisenden Peptids prazipitierte. Der Nullstandard schlief3t

den Gerateleerwert des Gammazahlers ein.

Standardwerte: (zwei Inkubationsansdtze pro Standardwert)
Die Standardwerte sind Plasmaproben mit vorgegebenen Peptidkonzentrationen, die der Ka-

librierung des Messsystems dienen (siehe Abschnitt 4.2)

Probenwerte: (zwei Inkubationsansdtze pro Probenwert)

Mit den Ansétzen der Probenwerte wurden die Konzentrationen der zu bestimmenden Peptide
ermittelt.

Tab. 4.5.2.2-1: Zusammensetzung der Inkubationsansétze des Fluid-Phase Immunoprecipi-

tation-Two-Site-Radioimmunoassay zur Bestimmung der Konzentrationen
von B-Endorphin (1-31) (Angaben in ul)

C; By Standardwerte Proben

Puffer-C (P-C) - 50 50 50
Puffer-D (P-D) 20 20 20 20
Leerextrakt (in P-C) - 100 - -

Standardextrakt (in P-C) - - 100 -

Probenextrakt (in P-C) - - - 100
1. Antikorper (11P) (in P-C) - 50 50 50
Maus-1gG (in P-C) - 10 10 10
Thyreoglobulin (in P-C) - 20 20 20
2. Antikorper (3E7) (in P-D) 20 20 20 20
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Die Antikorper eines polyklonalen Kaninchenantiserums (11P), die gegen den C-Terminus
des B-Endorphins (1-31) gerichtet waren, und ein ***Jod-markierter monoklonaler Antikérper
der Maus (3E7), gegen den N-Terminus des B-Endorphins (1-31) gerichtet, bildeten mit
B-Endorphin (1-31) einen Sandwichkomplex. Die Jodierung des monoklonalen Antikdrpers
der Maus erfolgte nach einem von Hunter und Greenwood beschriebenen Verfahren (1962)
mit Modifikationen (Harbach et al., 2000).

Das Antiserum des ersten Antikdrpers (11P) und das Antiserum des dritten Antikdrpers (Anti-
Kaninchen-Immunglobulin) (s.u.) kénnen Antikérper gegen das Fc-Fragment des zweiten,
von der Maus stammenden Antikdrpers (3E7) enthalten. Um eine Bindung dieser Antikorper
mit dem Fc-Fragment des zweiten Antikorpers (3E7), und somit eine Prazipitation mit der
Folge falsch positiver Werte zu vermeiden, wurden den Inkubationsansatzen Maus-1gG im
Uberschluss (0,5g/1 in Puffer-C) zugefiigt. Die moglicherweise storenden Antikorper gegen
das Fc-Fragment des Antikorpers 3E7 konnten so gebunden werden.

Zur Herstellung des polyklonalen Antiserums (11P) gegen den C-Terminus des 3-Endorphins
(1-31) wurde Thyreoglobulin als Trégermolekul fur B-Endorphin (27-31) verwendet (Wiede-
mann und Teschemacher, 1986). Folglich enthielt das Antiserum 11P nicht nur Antikdérper
gegen B-Endorphin, sondern auch Antikdrper gegen Thyreoglobulin. Da diese Antikorper das
Messsystem storen, wurde jedem Ansatz Thyreoglobulin (0,5 g/l in Puffer-C) hinzugefigt,
um diese Antikdrper abzufangen.

Alle Inkubationsansatze wurden bei 4°C in Eppendorfgefalien angesetzt, 20 Sekunden ge-
schuttelt und 24 Stunden bei 4°C inkubiert. Anschlieend wurden 100 ul des dritten Antikor-
pers, Anti-Kaninchen-1gG-AK (Goat-Anti-Rabbit-IgG, GARGG, 10 g/l, in Puffer-D), der
gegen die C-terminalen Antikdrper gerichtet war, den B,-Werten, den Standardwerten und
den Proben hinzugefiigt. Dann erfolgte die Zugabe von Normal-Kaninchenserum (NRS, 4 g/l,
in Puffer-D) zu den Inkubationsansatzen der Bj,-Werte, der Standardwerte und der Proben.
AnschlieRend wurden die Ansétze 15 Sekunden geschdittelt und zwei Stunden bei Raumtem-
peratur inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden je 500 ul Puffer-C den Inkubati-
onsansatzen der B,-Werte, der Standardwerte und der Proben hinzugegeben. Die Ansétze
wurden wieder 15 Sekunden geschdittelt und anschlieBend zehn Minuten bei 8000g zentrifu-
giert. Die prazipitierten Sandwich-Komplexe waren als Pellets sichtbar. Der Uberstand wurde

abgesaugt und die Radioaktivitat in den Pellets wurde in einem Gammazahler gemessen.
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4.6 Auswertung der Radioimmunoassays

Die Auswertung der Radioimmunoassays erfolgte mit Hilfe einer Standardkurve, die aus den
Zahlraten der Standardwerte konstruiert wurde. Dazu mussten die Zahlraten zunéchst in Bin-
dungsprozente, d.h. in den Anteil des gebundenen radioaktiv markierten Peptids an der Ge-
samtmenge des radioaktiv markierten Peptids im Ansatz umgerechnet werden.

Die Umrechnung erfolgte nach folgenden Gleichungen (Fluid-Phase One-Site-Radio-
immunoassays nach 4.6-1; Fluid-Phase Immunoprecipitation-Two-Site-Radioimmunoassay
nach 4.6-2):

z—B,
B(z) = — Lloo 4.6-1
@t (4.6-1)
B(z) = —Ci .100 (4.6-2)

t

Hierbei sind B(z) die Bindungsprozente, z die Zahlrate der Proben, Standardwerte oder
By-Werte, adas arithmetische Mittel der Zahlraten der C-Werte und Edas arithmetische

Mittel der B-Werte.

Mit Hilfe des Computerprogramms Origin® (Version 3,5) wurde aus den bekannten Peptid-
Konzentrationen der Standardwerte und den zugehdrigen Bindungsprozenten eine Standard-

kurve konstruiert.

Aus den Zahlraten der Proben wurden ebenfalls die Bindungsprozente errechnet. Mit Hilfe
der Standardkurve konnten nun von den Bindungsprozenten ausgehend die entsprechenden

Peptidkonzentrationen an der Abszisse abgelesen werden.

Fur die Fluid-Phase One-Site-Radioimmunoassays wurden jeweils zwei Standardreihen, flr
die Fluid-Phase Immunoprecipitation-Two-Site-Radioimmunoassays wurden drei Standard-
reihen hergestellt. Jede Plasmastandardreihe stammte aus dem Plasma nur eines Spenders. Fur
die Bestimmung der Konzentrationen in den Proben der Probanden wurden ,,Mittelwert-
standardkurven® errechnet. Diese sind in den Abbildungen 4.6-1 bis 4.6-6 dargestellt. Die
Nachweisgrenze ist hier definiert als diejenige Konzentration von B-Endorphin (1-31),
B-Endorphin-IRM bzw. B-LPH-IRM, die dem Schnittpunkt der Fitkurve mit der Parallelen zur
Abszisse, die durch die Standardabweichung der Nullstandards (B, — s) bestimmt ist, zuge-

ordnet ist.
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Abb. 4.6-1: Standardkurve zur Bestimmung der Konzentration des B-Endorphins (1-31) im
Plasma der Probanden 1-8
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Abb. 4.6-2: Standardkurve zur Bestimmung der Konzentration des B-Endorphins (1-31) im
Plasma der Probanden 9-16
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Abb. 4.6-4: Standardkurve zur Bestimmung der Konzentration des 3-Endorphin immuno-

reaktiven Materials (84E) im Plasma der Probanden 9-16
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Abb. 4.6-6: Standardkurve zur Bestimmung der Konzentration des 3-Lipotropin immuno-
reaktiven Materials im Plasma der Probanden 9-16
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4.7 Bestimmung des Adrenocorticotropen Hormons, des Cortisols, des Tumor-
nekrosefaktors-o, des Interleukins-1f und des B-Endorphins-IRM (Nichols®)

4.7.1 Bestimmung des Adrenocorticotropen Hormons

ACTH wurde mit Hilfe eines kduflichen Two-Site-Immunometric-Chemilumineszenz-Assays
(Nichols® Institute, San Juan Capistrano, USA) bestimmt. Fiir diesen Assay werden ein mo-
noklonaler Antikorper, gerichtet gegen den N-Terminus des ACTH, und ein polyklonaler An-
tikorper, gerichtet gegen den C-Terminus des ACTH, verwendet. Die Nachweisgrenze der

Assays betrug 0,11 pmol/I.

4.7.2  Bestimmung des Cortisols

Die Bestimmung des Cortisols erfolgte mit einem Enzymimmunoassay (DSL Deutschland

GmbH, Sinsheim). Die Nachweisgrenze lag bei 27,6 nmol/I.

4.7.3  Bestimmung des Tumornekrosefaktors-o

Tumornekrosefaktor-a. wurde ebenfalls mit einem Enzymimmunoassay (Biosource Europe

S.A.) bestimmt. Die Nachweisgrenze dieses Assays lag bei 3 pg/ml.

4.7.4  Bestimmung des Interleukins-1[3

Die Bestimmung des IL-1B erfolgte mit einem kauflichen Immunoassay (Quantikine®HS
High Sensitivity, R&D Systems, Minneapolis, USA). Die Nachweisgrenze lag bei
< 0,1 pg/ml.

47.5 Bestimmung des B-Endorphin-IRM (Nichols®)

Die Konzentration des B-Endorphin-IRM wurde zusatzlich zu den oben beschriebenen Nach-
weisverfahren mit einem kauflichen Radioimmunoassay (B-Endorphin Directional Insert,
Nichols® Institute, San Juan Capistrano, USA) bestimmt. Es handelt sich hierbei um einen
Solid Phase Two-site Radioimmunoassay. Die Nachweisgrenze lag bei 4 pmol/I.
Vergleichend sind die verschiedenen, in dieser Arbeit verwendeten Nachweismethoden fir
B-Endorphin-IRM (One-site RIA, Two-site RIA und RIA nach Nichols®) in Abschnitt 5.2
dargestellt.

31



4.8 Berechnung der Fliche unter der Plasmaspiegelkurve (AUC)

Als MaR fir die Menge eines POMC-Derivats, welches in das kardiovaskuldare Kompartiment
freigesetzt wurde, diente die Flache unter der Plasmaspiegelkurve (AUC) zwischen den Zeit-
punkten ¢4 und ¢p (Abbildung 4.8-1).

Die Berechnung der Teilflacheninhalte erfolgte mit dem Computerprogramm Origin®. Die

Summe der einzelnen Flachen ergibt eine gute N&herung der AUC (Poch and Juan, 1990).

/

Konzentration (c)

. i Zeit (1)

1y i tc Ip

Abb. 4.8-1:  Ermittlung der AUC (area under the curve): Die Flacheninhalte der einzelnen
Trapeze werden errechnet und addiert.

4.9 Statistische Auswertungsverfahren

4.9.1 Hodges-Lehmann-Schiitzer

Bei der vorliegenden Studie wurden die Daten explorativ gewonnenen; da von einer Normal-
verteilung der Daten nicht ausgegangen werden konnte, mussten zur Berechnung von Diffe-
renzen zweier benachbarter Messdaten parameterfreie Methoden eingesetzt werden. Der Vor-
teil der Anwendung parameterfreier Testmethoden (z.B. Berechnung von Hodge-Lehmann-
Schétzern) besteht darin, dass hinsichtlich der Form der Verteilung der gewonnenen Messda-
ten keinerlei Voraussetzungen vorliegen missen.

Es war nun von Interesse zu untersuchen, ob sich die zu bestimmten Abnahmezeiten gewon-

nenen Messdaten (z.B. Messdaten zu den Zeitpunkten ¢, und ) signifikant unterscheiden
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oder nicht. Aus diesem Grund wurde aus den Paardifferenzen zeitlich benachbarter Messda-

ten so genannte Hodges-Lehmann-Schatzer 6 berechnet - ein aus den Stichproben (z.B.
Messdaten zu den Zeitpunkten ¢, und ¢z) ermittelter Schéatzwert. Dieser gibt eine Verschie-
bung ¢ der H&ufigkeitsverteilungen von Messdaten zu benachbarten Abnahmezeitpunkten
an, fur deren Differenz (hier Konzentrationsdifferenz) er zugleich Schéatzer ist (Abbildung
4.9.1-1).

Zu jedem Schatzer lasst sich ein Konfidenzintervall angeben, dessen Grenzen aus den Diffe-
renzen der Messdaten berechnet wurden. Das Konfidenzintervall beinhaltet die ,,wahre aber
unbekannte Differenz* mit einer vorgegebenen Wahrscheinlichkeit, der Vertrauenswahr-
scheinlichkeit. Als Vertrauenswahrscheinlichkeit wurde hier 95 % gewahlt. Das bedeutet,
dass in 95 % der Falle das Konfidenzintervall die wahre Differenz einschliet. In 5 %
(0 <0,05) aller Falle wird die Behauptung, die wahre Wahrscheinlichkeit liege im Vertrau-

ensbereich, falsch sein. Die GroRe o wird als Irrtumswahrscheinlichkeit bezeichnet.

Zur Berechnungen des Hodges-Lehmann-Schatzers 6 und des Konfidenzintervalls siehe Hol-
lander and Wolfe (1973).

Héaufigkeitsverteilung

/ zum Messzeitpunkt 5
Haufigkeitsverteilung
/ zum Messzeitpunkt z,

Konfidenzintervall )
» Messwert-Range

Anzahl der Messwerte

Abb. 4.9.1-1:  Haufigkeitsverteilung von Messwerten zu zwei verschiedenen Messzeit-
punkten. Die Verschiebung ¢ entspricht der Differenz der Maxima der dar-

gestellten Haufigkeitsverteilungen. Der Hodges-Lehmann-Schatzer & st
ein Schétzer flr diese Verschiebung.

33



4.9.2 Rangkorrelation nach Spearman

Die Messdaten der vorliegenden Studie wurden explorativ gewonnen und waren somit nicht
zwingend normalverteilt. Aus diesem Grund wurde fiir die Prifung auf Korrelationen zwi-
schen zwei Reihen von Messwerten ebenfalls ein parameterfreier Test, in dieser Arbeit der
Rangkorrelations-Koeffizient nach Spearman, eingesetzt.

Die Berechnung des Spearmanschen Rangkorrelationskoeffizienten erfolgt nach folgender
Gleichung (Sachs, 1984):

Gi D!

i=1

o=l-—L
n(n® -1

(4.9.2-1)

Hierbei ist r, der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman, D; sind die Differenzen der

Rangplétze x; — y; und » ist der Stichprobenumfang.

Aus den auf Korrelation zu uberpriufenden Messreihen werden, durch Zuordnung von Rang-

zahlen, Rangreihen gebildet und es werden die Differenzen D, der Rangplétze berechnet. Die

Differenzen werden quadriert; die Summe der Quadrate wird gebildet (in) und in Glei-
i=1

chung 4.9.2-1 eingesetzt.

Bei gleicher Rangordnung sind alle Differenzen gleich Null, 7, wird 1, es liegt also eine starke

positive Korrelation vor. Bei genau entgegengesetzter Rangordnung ergibt sich ein r; von -1,

es liegt also eine starke negative Korrelation vor. »,= 0 bedeutet, dass keine Korrelation zwi-

schen den beiden Messreihen vorliegt.

Die Signifikanz von r, ist abhangig von der Anzahl der Wertepaare. Tabelle 4.9.2-1 gibt fur

16 Wertepaare (n = 16), mit einer zweiseitigen Fragestellung und bei vorgegebenem Signifi-

kanzniveau die Grenze an, ab der eine signifikante Korrelation zwischen den Messgréiien

besteht (Sachs, 1984).

Tab. 4.9.2-1:  Signifikanzniveau « und zugehdériger Grenzwert des Korrelationskoeffizien-
ten r, (flir 16 Wertepaare und zweiseitige Fragestellung), ab dem eine signi-
fikante Korrelation zwischen den Messgrofien besteht

Signifikanzniveau o 0,002 0,01 0,02 0,05 0,1

Korrelationskoeffizient r, 0,7265 0,6324 0,5824 0,5000 0,4265
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5 Ergebnisse

5.1 Charakteristika der Probanden

Die Verteilung der Quartile von Alter, GréRe, Gewicht und Body-Mass-Index (BMI) der 16

Probanden sind in Tabelle 5.1-1 dargestellt. Die Grundgesamtheiten der weiblichen und

mannlichen Probanden wurde mit dem U-Test von Wilcoxon, Mann und Whitney auf signifi-
kante Unterschiede hinsichtlich Alter, GroRe, Gewicht und BMI geprift (Sachs, 1984). Die
Ergebnisse sind in Tabelle 5.1-1 dargestellt. Die mannlichen und weiblichen Probanden un-
terschieden sich signifikant in der GréRze (P < 0,05), nicht jedoch in Alter, Gewicht und BMI.

Tab. 5.1-1: Quartile, Minimal- und Maximalwerte von Alter, GroRe, Gewicht und BMI der
16 Probanden und Geschlechtsunterschiede (NS = nicht signifikant)

Probanden Geschlechts-
(n=16) unterschiede
Minimum 1. Quartil Median 3.Quartil  Maximum P
Alter (a) 22,6 25,9 27,3 28,7 40,5 NS
Grolke (cm) 164 171 175 180 196 <0,05
Gewicht (kg) 50 61 70 78 109 NS
BMI (kg/m?) 18,6 20,4 22,8 23,7 35,2 NS
5.2 B-Endorphin Radioimmunoassays

Die Konzentrationen von B-Endorphin-IRM, authentischem B-Endorphin (B-Endorphin
(1-31)) und B-LPH-IRM aller 256 Plasmaproben (16 Probanden, vier Gruppen, vier Mess-

zeitpunkte) wurden mit folgenden Radioimmunoassays bestimmt:

Fluid-Phase One-Site RIA (-Endorphin-IRM), Antikorper 84E

Fluid-Phase One-Site RIA (-LPH -IRM), Antikérper 93E

1
2
3. Fluid-Phase Immunoprecipitation Two-Site RIA ([}-Endorphin 1-31), Antikorper 11P und 3E7
4

Solid-Phase Two-site RIA (-Endorphin-IRM) entwickelt vom Nichols® Institute
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Die Konzentrationen von p-Endorphin-IRM (Nichols®) und von B-LPH-IRM (93E) siamtlicher

untersuchter Plasmaproben korrelierten positiv (» = 0,51 mit P <0,01). Die Berechnung der

Korrelationen zu einzelnen Messzeitpunkten ergab folgendes Ergebnis (Abbildung 5.2-1):

Basalwerte (t4; Gruppen I und I1I):
Werte 15 min nach Applikation von CRH (tg; Gruppen I und I1):
Werte 30 min nach Applikation von CRH (t¢; Gruppen [ und II):

r=-0,27 mit P= 0,14
r=064mit P <001
r=058mitP <001

8, 25 - ®
=
: . .
Z. 20
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2 & 3 *%
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o
!
=
M
=X 5 : | % % % I l
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Abb. 5.2-1: Beziehung zwischen der Konzentration von 3-LPH-IRM und der Konzentra-

tion von B-Endorphin-IRM (Nichols®) bestimmt in Plasmaproben, die zu
drei verschiedenen Zeitpunkten abgenommen wurden ( O : Basalwerte
(n=32); @: Konzentrationen 15 min nach intravendser Applikation von
CRH (n = 32); @ : Konzentrationen 30 min nach intravendser Applikation

von CRH (n = 32).

Die Konzentrationen von B-Endorphin-IRM (Nichols®) und von ACTH simtlicher untersuch-

ter Plasmaproben korrelierten positiv (» = 0,79 mit P < 0,01). Die Berechnung der Korrelatio-

nen zu einzelnen Messzeitpunkten ergab folgendes Ergebnis (Abbildung 5.2-2):

Basalwerte (t4;, Gruppen I und II):
Werte 15 min nach Applikation von CRH (tg; Gruppen I und I1):

Werte 30 min nach Applikation von CRH (tc; Gruppen I und I1):
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Abb. 5.2-2: Beziehung zwischen der Konzentration von B-Endorphin-IRM (Nichols®)

und der Konzentration von ACTH bestimmt in Plasmaproben, die zu drei
verschiedenen Zeitpunkten abgenommen wurden (O: Basalwerte (n = 32);
@: Konzentrationen 15 min nach intravendser Applikation von CRH (n =
32); @ : Konzentrationen 30 min nach intravendser Applikation von CRH
(n =32).

Zwischen den mit dem Nichols®-Assay und den mit den RIA-Systemen 84E und 3E7 gemes-
sen Konzentrationen lagen keine signifikanten Korrelationen vor (rwic; enp-irvp = 0,10 mit
P=0,22; ¥ (Nic; END-(1-31)) = 0,16 mit P = 005)
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5.3 Konzentrationen der POMC-Derivate und des Cortisols im kardiovaskulidren
Kompartiment

5.3.1 Quartile, Minimal- und Maximalwerte der Plasmakonzentrationen

Die Konzentrationen von B-LPH-IRM, B-Endorphin-IRM (84E), B-Endorphin-IRM (Ni-
chols®), B-Endorphin (1-31), ACTH und Cortisol im Blutplasma der Probanden wurden in
Gruppen | (CRH/Naloxon), Il (CRH/Placebo), IllI (Placebo/Naloxon) und IV (Place-
bo/Placebo) zu den Messzeitpunkten ¢4 (Basalwert), ¢z (15 Minuten nach Gabe von CRH oder
Placebo), 7¢ (30 Minuten nach Gabe von CRH oder Placebo) und ¢, (finf Minuten nach Gabe
von Naloxon oder Placebo) bestimmt. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 5.3-1 bis 5.3-6
in Form von box- und whisker-plots dargestellt. Fiir jeden Messzeitpunkt sind Minima und
Maxima (untere und obere Linie), sowie das erste, zweite (Median) und dritte Quartil (untere
Begrenzung des Kastens, Linie innerhalb des Kastens und obere Begrenzung des Kastens)

erkennbar. Die Konzentrationsdnderungen von Messdaten zweier benachbarter Messzeitpunk-

te wurden mit Hilfe von Hodges-Lehmann-Schétzern 6 und ihren jeweiligen 95 % Konfi-
denzintervallen berechnet und sind ebenfalls in den Abbildungen 5.3-1 bis 5.3-6 dargestellt.
Der Konzentrationsunterschied benachbarter Messwerte ist signifikant, wenn das 95 % Kon-
fidenzintervall komplett oberhalb oder komplett unterhalb der Abszisse, diese als Minimum
oder Maximum mit eingeschlossen, liegt. Quartile und Hodges-Lehmann-Schatzer mit ihren

95 % Konfidenzintervallen sind tabellarisch im Anhang aufgeftihrt.

Aus den Abbildungen 5.3.1 bis 5.3.6 ist zu entnehmen, dass 15 Minuten nach Verabreichung
von 100 pg CRH, zum Messzeitpunkt 75, die Konzentrationen von [-LPH-IRM,
B-Endorphin-IRM (84E), B-Endorphin-IRM (Nichols®), B-Endorphin (1-31), und ACTH im
Vergleich zum Basalwert (z,) signifikant angestiegen sind. Die Konzentrationen von Cortisol
stiegen nach Gabe von CRH sowohl zwischen den Messzeitpunkten ¢4 und ¢z als auch zwi-
schen ¢ und ¢¢ signifikant an (Abbildungen 5.3-1 bis 5.3-6, | und II).

Funf Minuten nach Verabreichung von Naloxon, zum Messzeitpunkt 75, kam es zu keiner
signifikanten Anderung der Konzentrationen der bestimmten POMC-Derivate und des Corti-
sols (Abbildungen 5.3.1 bis 5.3.6, 1 und I11).

Nach intravendser Injektion physiologischer Kochsalzlésung wurden ebenfalls keine signifi-
kanten Anderungen der Konzentrationen der bestimmten POMC-Derivate und des Cortisols
beobachtet (Abbildungen 5.3-1 bis 5.3-6).
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B-Lipotropin-IRM in pmol/I
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Abb. 5.3-1: Box- und whisker-plots der Quartile, Minimal- und Maximalwerte der Konzentrationen

von B-Lipotropin-IRM im Blutplasma in den Gruppen | bis IV zu den Messzeitpunkten ¢,

bis 7, sowie Hodges-Lehmann-Schatzer 054 O c. und 0p. c mit den 95 % Konfidenzin-
tervallen (Erklarung im Text)
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Abb. 5.3-2:  Box- und whisker-plots der Quartile, Minimal- und Maximalwerte der Konzentrationen
von B-Endorphin-IRM (84E) im Blutplasma in den Gruppen | bis IV zu den Messzeit-

punkten ¢4 bis ¢p sowie Hodges-Lehmann-Schatzer QBA, 0 c.z und HD c mit den 95 %
Konfidenzintervallen (Erklarung im Text)
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B-Endorphin (1-31) in pmol/l
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Abb. 5.3-3;

Box- und whisker-plots der Quartile, Minimal- und Maximalwerte der Konzentratio-
nen von B-Endorphin (1-31) im Blutplasma in den Gruppen I bis IV zu den Messzeit-

punkten #4 bis #p sowie Hodges-Lehmann-Schétzer 0 Bods 0 c.pund 0 p.c mit den 95 %
Konfidenzintervallen (Erklarung im Text)
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Abb. 5.3-4: Box- und whisker-plots der Quartile, Minimal- und Maximalwerte der Konzentrationen
von B-Endorphin-IRM (Nichols®)im Blutplasma in den Gruppen I bis IV zu den Mess-

zeitpunkten ¢4 bis 7p sowie Hodges-Lehmann-Schatzer 6 5.4, 6 csund O pc mit den
95 % Konfidenzintervallen (Erklarung im Text)
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CRH/Naloxon II: CRH/Placebo
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Abb. 5.3-5:

Box- und whisker-plots der Quartile, Minimal- und Maximalwerte der Konzentratio-
nen von ACTH im Blutplasma in den Gruppen | bis IV zu den Messzeitpunkten z4

bis 7p sowie Hodges-Lehmann-Schéatzer 0 pa, GCB und 6 p. ¢ mit den 95 % Konfi-
denz-intervallen (Erklarung im Text)
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Abb. 5.3-6: Box- und whisker-plots der Quartile, Minimal- und Maximalwerte der Konzentratio-

nen von Cortisol im Blutplasma in den Gruppen | bis IV zu den Messzeitpunkten z4 bis

tp sowie Hodges-Lehmann-Schétzer 6 5.4, O c.5 und O p.c mit den 95 % Konfidenzin-
tervallen (Erklarung im Text)
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5.3.2  Flichen unter den Plasmaspiegelkurven (AUC)

Die Flachen unter den Plasmaspiegelkurven (AUC), als Mal? fur die freigesetzten Mengen der
untersuchten POMC-Derivate, waren in den Gruppen | (CRH/Naloxon) und Il (CRH/Placebo)
signifikant groRer als in den Gruppen 11l (Placebo/Naloxon) und IV (Placebo/Placebo). Als
Beispiel sind in der Abbildung 5.3.1-1 die AUC des ACTH im Blutplasma eines Probanden

dargestelit.
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Abb. 5.3.1-1:  AUC der Konzentrationen des ACTH im Blutplasma am Beispiel eines Probanden;
111 und 1V: Die Berechnung einer Flache machte keinen Sinn, da die Plasmakonzentra-
tionen des ACTH zu den Zeitpunkten #3, zc und ¢p Kleiner waren als der Ausgangswert
zum Zeitpunkt ¢4
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5.4 Korrelationen zwischen den Plasmakonzentrationen der POMC-Derivate

5.4.1 Korrelationen der Konzentrationen der POMC-Derivate untereinander

Es ergaben sich keine signifikanten Korrelationen zwischen den Konzentrationen von
B-Endorphin-IRM, B-Endorphin (1-31) und B-LPH-IRM, weder bei der Betrachtung aller Mess-
zeitpunkte, noch bei der getrennten Untersuchung der Basalwerte und der Werte nach Verabrei-
chung von CRH.

Die Konzentrationen von (-LPH-IRM und von ACTH samtlicher untersuchter Plasmaproben kor-
relierten positiv (» = 0,65 mit P < 0,01). Die Berechnung der Korrelationen zu einzelnen Mess-

zeitpunkten ergab folgendes Ergebnis (Abbildung 5.4.1-1):

Basalwerte (t4; Gruppen I und Il): r=029mit P=0,11
Werte 15 min nach Applikation von CRH (tg; Gruppen [ und Il): r=0380mit P <001
Werte 30 min nach Applikation von CRH (tc; Gruppen lund Il): v = 0,74 mit P < 0,01
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Abb. 5.4.1-1:  Beziehung zwischen der Konzentration von -LPH-IRM und der Konzentration
von ACTH bestimmt in Plasmaproben, die zu drei verschiedenen Zeitpunkten
abgenommen wurden ( O: Basalwerte (n = 32); @: Konzentrationen 15 Minuten
nach intravendser Applikation von CRH (n = 32);®: Konzentrationen 30 Minu-
ten nach intravendser Applikation von CRH (n = 32)
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5.4.2 Korrelationen der Konzentrationen der POMC-Derivate mit der Konzentration des
Cortisols

Ohne vorherige Applikation von CRH bestanden signifikante Korrelationen zwischen den Kon-
zentrationen von ACTH und Cortisol (¢4 der Gruppen | und Il sowie Gruppen Il und 1V; » = 0,48
mit P < 0,01). Eine Korrelation ergab sich jedoch nicht fur die Konzentrationen 15 und 30 Minu-
ten nach intravendser Applikation von CRH (» = 0,15 mit P = 0,24). Die Konzentrationswerte sind
in Abbildung 5.4.2-1 graphisch dargestellt.

1800 +
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Cortisol (nmol/l)

300 -

ACTH (pmol/l)

Abb. 5.4.2-1:  Beziehungen zwischen der Konzentration von ACTH und der Konzentration von
Cortisol; © : Konzentrationen ohne vorherige intraventse Applikation von CRH
(z4 der Gruppen | und 11 sowie Gruppen Il1 und IV; »n = 150); @ : Konzentration
15 und 30 Minuten nach intravenéser Applikation von CRH (¢ und ¢ der Grup-
pen | und II; n = 64))

47



5.5 Einfluss von CRH und Naloxon auf die Temperatur- und Druckschmerzschwellen

In jeder der Gruppen | bis IV wurden die Temperatur- und Druckschmerzschwellen zu den
Messzeitpunkten ¢, bis 7, bestimmt.

Die Schmerzschwellen zu den vier Messzeitpunkten der vier Gruppen sind in Form von box-
und whisker-plots in den Abbildungen 5.5-1 und 5.5-2 dargestellt. Die jeweiligen Hodges-
Lehmann-Schatzer mit ihren 95 % Konfidenzintervallen sind ebenfalls abgebildet.

Die Quartile der Temperatur- und Druckschmerzschwellen sowie die Hodges-Lehmann-
Schéatzer mit ihren 95 % Konfidenzintervallen sind in tabellarischer Form im Anhang darge-

stellt.

In den Gruppen | (CRH/Naloxon) und Il (CRH/Placebo) ist 15 Minuten nach Verabreichung
von 100 ul CRH (zum Zeitpunkt ¢5) ein signifikanter Anstieg der Druckschmerzschwellen
erkennbar (Abbildung 5.5-2). In den Gruppen Il (Placebo/CRH) und IV (Placebo/Placebo)
kommt es nach Applikation des Placebos nicht zu einer Veradnderung der Druckschmerz-
schwellen.

Die Temperaturschmerzschwellen dndern sich weder nach Applikation von CRH noch nach
Applikation von Placebo signifikant (Abbildung 5.5-1).

Weder die Temperatur- noch die Druckschmerzschwellen &nderten sich finf Minuten nach

intravendser Verabreichung von Naloxon, zum Messzeitpunkt #p, signifikant.
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Abb. 5.5-1: Box- und whisker-plots der Quartile, Minimal- und Maximalwerte der Tempera-

turschmerzschwellen in den Gruppen I bis IV zu den Messzeitpunkten ¢4 bis #p

sowie Hodges-Lehmann-Schitzer ] B-As ] c.g und 0 p-.c mit den 95 % Konfidenz-
intervallen
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Abb. 5.5-2:  Box- und whisker-plots der Quartile, Minimal- und Maximalwerte der Druck-
schmerzschwellen in den Gruppen I bis IV zu den Messzeitpunkten ¢, bis #p

sowie Hodges-Lehmann-Schitzer 6 B-As 0 c.5 und 0 p.c mit den 95 % Konfi-
denzintervallen
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5.6 Korrelationen zwischen den Plasmakonzentrationen der POMC-Derivate bzw. des
Cortisols und den Temperatur- und Druckschmerzschwellen

Die Korrelationen zwischen den Druck- und Temperaturschmerzschwellen und den Konzen-
trationen von POMC-Derivaten, Cortisol, TNF-o; und IL-1f wurden mit Hilfe des Spearman-
Rangkorrelationskoeffizienten fir jeden Messzeitpunkt berechnet (siehe 4.9.2). Alle Korrela-

tionen mit den zugehdrigen Wahrscheinlichkeiten sind im Anhang dargestellt.

5.6.1 Korrelationen der Konzentrationen der POMC-Derivate mit den Temperatur-
und Druckschmerzschwellen

Zwischen den Konzentrationen der bestimmten POMC-Derivate (B-LPH-IRM, B-Endorphin-
IRM (84E), B-Endorphin-IRM (Nichols®), B-Endorphin (1-31), ACTH) und den gemessenen
Temperatur- und Druckschmerzschwellen konnten zu keinem Messzeitpunkt signifikante

Korrelationen nachgewiesen werden.

5.6.2 Korrelationen der Konzentration von Cortisol im Blutplasma mit den Tempera-
tur- und Druckschmerzschwellen

Zwischen den Druckschmerzschwellen und den Konzentrationen von Cortisol wurde keine
signifikante Korrelation gefunden.

Eine signifikante Korrelation konnte zwischen den Temperaturschmerzschwellen und der
Konzentration von Cortisol in den Gruppen 111 (Placebo/Naloxon) und IV (Placebo/Placebo)
beobachtet werden (Tabelle 5.6.2-1).

Tab. 5.6.2-1:  Korrelationskoeffizienten nach Spearman (r,) zwischen Temperatur-
schmerzschwellen und Cortisolkonzentrationen in den Gruppen Ill und 1V
zu den Messzeitpunkten ¢, bis zp

ty 15:) tc ip
Il ry=0,44 rys = 0,68 ry = 0,63 ry = 0,65
P =0,09 P =0,00 P=0,01 P=0,01
v rs = 0,39 rs = 0,48 re = 0,45 ry = 0,52
P=0,14 P =0,06 P =0,08 P =0,04
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In Abbildung 5.6.2-1 sind die Temperaturschmerzschwellen der 16 Probanden gegen die je-
weiligen Konzentrationen von Cortisol, ermittelt vor Beginn der Schmerzschwellenbestim-

mung, abgebildet (Gruppen I11 und 1V).
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Abb. 5.6.2-1:  Beziehung zwischen der Temperaturschmerzschwelle und der Konzentration

von Cortisol in den Plasmaproben der 16 Probanden in den Gruppen 11 und
IV (n = 128) zu den Messzeitpunkten z, bis ¢y

Die getrennte Betrachtung der Korrelationen zwischen den Temperaturschmerzschwellen und
den Konzentrationen von Cortisol der weiblichen und ménnlichen Probanden zeigte, dass die
positiven Korrelationen ausschlielich auf Korrelationen in der Gruppe der weiblichen Pro-

banden zurlickzufiihren waren (Tabelle und Abbildung 5.6.2-2).

Tab. 5.6.2-2: Korrelationskoeffizienten nach Spearman (r,) zwischen den Temperatur-
schmerzschwellen und den Konzentrationen von Cortisol der weiblichen (w)
und mannlichen (m) Probanden in den Gruppen Il1 und IV zu den Messzeit-
punkten ¢4 bis tp

tA tB tC tD
w m w m w m w m
m,| »=085| =024\ »,=0,78| »,=0,29| »,=061| »,=0,24 | »,=0,72 | »,=0,55
P=001]| P=056| P=004| P=049| P=0,15| P=057| P=0,07| P=0,16
IV | »=036|r=008| r=075| r=021| r=0,71| r=057| r,=0,68]| r,=0,26
P=043| P=084| P=005| P=062| P=0,07| P=0,14| P=0,09| P=0,54
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Abb. 5.6.2-2: Beziehung zwischen der Temperaturschmerzschwelle und der Konzentration
von Cortisol fur weibliche (A, n = 64) und mannliche (B, » = 64) Probanden in
den Gruppen 111 und IV zu den Messzeitpunkten z4 bis #p

In den Gruppen | (CRH/Naloxon) und Il (CRH/Placebo) wurden keine signifikanten Korrela-
tionen zwischen Temperaturschmerzschwellen und den Konzentrationen von Cortisol beo-
bachtet.
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5.7 Plasmakonzentrationen der Zytokine und Korrelationen der Zytokinkonzentra-
tionen mit den Konzentrationen der POMC-Derivate und des Cortisols sowie
mit den Schmerzschwellen

In keiner der Gruppen | bis IV und zu keinem der Messzeitpunkte ¢4 bis ¢, konnten signifi-

kante Veranderungen der Konzentrationen von TNF-o oder IL-1 beobachtet werden.

Des Weiteren ergaben sich weder signifikante Korrelationen zwischen den Konzentrationen
von TNF-o und IL-1p und den Konzentrationen der untersuchten POMC-Derivate und des

Cortisols noch mit den Temperatur- und Druckschmerzschwellen.

5.8 Verinderungen der Herzfrequenzen und Korrelationen zwischen den Herzfre-
quenzen und den Temperatur- und Druckschmerzschwellen

Die Herzfrequenzen der Probanden wurden parallel zu den Schmerzschwellen gemessen. Die
Quartile, Minimal- und Maximalwerte sowie die Hodges-Lehmann-Schéatzer mit ihren 95 %
Konfidenzintervallen der parallel zu den Temperaturschmerzschwellen gemessenen Herzfre-
guenzen sind in der Abbildung 5.8-1 dargestellt. In den Gruppen I (CRH/Naloxon) und Il
(CRH/Placebo) ist zwischen den Messzeitpunkten ¢z, und ¢z ein signifikanter Anstieg der
Herzfrequenzen, gefolgt von einem signifikanten Abfall zwischen den Messzeitpunkten ¢

und ¢¢, zu verzeichnen.

54



100 . I CRH/Naloxon 100 ¢ M CRHFaceho
90 -+ 0T
"."c: 'TC:
é 80 | é 80 4
g =
N 70 H y 071
Q - g
=3 | ; e
LE 4 & LE 50 - -+ 4
5 50 + N ) ]
T % 2 ¢ I ~
40 T 0 40
t4 I te i tp fz & ty I tc ALL tp f
{ 4 3 -
Op4 Ocp Opc
Op4 Ocp Opc
100 - I Placebo/Naloxon 100 + [V: Placebo/Placebo
g N7 - 07
5 80+ E 80+ -
e H
5 70+ N 70+
= &
& 60 - £ E 60 -
N £ N 4
2 50 + I %‘21 : & 50+ T - %2
{4 tg:t tc. tp fz 4 tet g j te™ Ip fz
-4 ©
Op4 Ocp Opc 9;_'/1 Ocs  Opc
Abb. 5.8-1: Box- und whisker-plots der Quartile, Minimal- und Maximalwerte der Herzfre-

quenzen in den Gruppen I bis IV zu den Messzeitpunkten ¢4 bis 75 sowie Hodges-
Lehmann-Schitzer BAs 0 c.p und 0 p.c mit den 95 % Konfidenzintervallen
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5.8.1 Korrelation der Herzfrequenz mit der Temperaturschmerzschwelle

In den Gruppen 11l (Placebo/Naloxon) und IV (Placebo/Placebo) liegen zu allen Messzeit-
punkten negative Korrelationen zwischen der Herzfrequenz und der Temperaturschmerz-
schwelle vor (r; (I11; z4) =-0,53 mit P = 0,04; r, (I11; tg) = -0,52 mit P = 0,04; r, (Ill,¢¢) = -
0,49 mit P = 0,05; r (I11,zp) = -0,49 mit P = 0,05; r, (IV; t4) = -0,48 mit P = 0,06; r, (1V; t5) =
-0,60 mit P =0,01; r, (1V,tc) = -0,55 mit P = 0,03; r, (IV,zp) = -0,35 mit P = 0,18). Abbildung
5.8.1-1 veranschaulicht die Korrelation zwischen Temperaturschmerzschwelle und Herzfre-
quenz zu den Messzeitpunkten ¢4 bis ¢, der Gruppen 11l (Placebo/Naloxon) und IV (Place-
bo/Placebo). Die Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman und die Wahrscheinlichkeiten

P fiir das Zutreffen der Null-Hypothese sind im Anhang dargestellt.
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5.8.1-1: Beziehung zwischen Temperaturschmerzschwelle und Herzfrequenz (Grup-

pen Il und V)

5.8.2 Korrelation der Herzfrequenz mit der Druckschmerzschwelle

In den Gruppen I, 1l und 11l ergaben sich keine Korrelationen zwischen Herzfrequenz und
Druckschmerzschwelle (P > 0,10). In der Gruppe IV (Placebo/Placebo) bestehen schwach
negative Korrelationen zu allen vier Messzeitpunkten (P < 0,10). Die Ergebnisse der statisti-

schen Auswertung sind im Anhang dargestellt.
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6 Diskussion

Die hier vorliegende Studie ist das erste Experiment an Menschen, in dem unter kontrollierten
Bedingungen der Einfluss von Verénderungen der Plasmakonzentrationen von B-Endorphin-
IRM, B-Endorphin (1-31) und B-LPH-IRM nach intravendser Applikation von CRH auf zwei
verschiedene Schmerzmodalitaten, den Druck- und den Temperaturschmerz, untersucht wur-
de. Diese Studie wurde durchgefiihrt, da bisher in keinem Experiment am Menschen versucht
wurde, die vermutete analgetische Wirkung von CRH (via B-Endorphinfreisetzung) mit Nalo-

X0n zu antagonisieren.

6.1 Diskussion zum Studienkonzept

6.1.1  Auswahl der Tageszeit

Die Freisetzung von CRH aus dem Hypothalamus unterliegt einem zirkadianen Rhythmus mit
Maximalwerten in den frihen Morgenstunden (gegen 6 Uhr). Um Interferenzen zwischen
pharmakologischer und endogener Stimulation der HPA-Achse moglichst gering zu halten,

erfolgten die Versuche nachmittags zu vergleichbaren Tageszeiten (14-19 Uhr).

6.1.2 Auswahl der Medikamente

CRH (Corticotropin releasing hormone)

Im Studienkonzept der hier vorliegenden Studie war urspriinglich die intravendse Applikation
von 300 ug CRH vorgesehen. Wegen eines deutlichen Anstiegs der Herzfrequenz und einer
Gesichtsrotung war eine Verblindung nicht méglich. Aus diesem Grund wurde die Dosierung
von CRH auf 100 pg reduziert und liegt damit in der gleichen GrélRenordnung wie in bisheri-

gen Studien (Lautenbacher et al., 1999; Hargreaves et al., 1987a; Schirmeyer et al., 1984).
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Naloxon

B-Endorphin bindet mit hoher Affinitat sowohl an p- als auch an -Opioidrezeptoren (Pater-
son et al.,, 1983; Holaday et al., 1989). Naloxon, ein potenter Antagonist an u- und
d-Opioidrezeptoren, ist somit geeignet, einen Einfluss von B-Endorphin auf die Schmerz-
wahrnehmung zu untersuchen.

Um den Einfluss von Naloxon an k-Opioidrezeptoren maoglichst gering zu halten, sollte des-
sen Dosis nicht zu hoch gewahlt werden. Aus diesem Grund wurde eine Naloxon-Dosis von

1,2 mg (i.v.) gewahlt.

6.1.3  Auswahl der Messzeitpunkte

Die Konzentrationen von pB-LPH-IRM, B-Endorphin-IRM (84E), B-Endorphin (1-31),
B-Endorphin-IRM (Nichols®), ACTH, Cortisol, TNF-a und IL-1p wurden zu folgenden Mess-

zeitpunkten bestimmt:

ty: Basalwerte (nach einer Entspannungsphase von 20 Minuten)
15 15 Minuten nach Applikation des ersten Medikaments (CRH oder Placebo)
tc: 30 Minuten nach Applikation des ersten Medikaments

tp: 5 Minuten nach Applikation des zweiten Medikaments (Naloxon oder Placebo)

Da die Konzentrationen von ACTH und B-Endorphin im Blutplasma etwa 30 Minuten und die
Konzentrationen von Cortisol etwa 45 Minuten nach intravendser Applikation von 100 pg
CRH ansteigen (Stalla et al., 1984; Lautenbacher et al., 1999; Gibson et al., 1994), wurden die
Messzeitpunkte auf 15 und 30 Minuten nach CRH-Applikation festgesetzt.

Die Blockade der Opioidrezeptoren nach intravendser Injektion von Naloxon tritt bereits nach

ein bis zwei Minuten ein. Die Bestimmung der Konzentrationen der untersuchten Peptide und

der Schmerzschwellen finf Minuten nach Gabe von Naloxon schien deshalb sinnvoll.
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6.2 B-Endorphin-Radioimmunoassays

In vielen bisherigen Studien war eine Unterscheidung zwischen B-Endorphin (1-31) und
B-Endorphin-IRM im Blutplasma mit Hilfe von Radioimmunoassays aufgrund des Fehlens
spezifischer, ausschlieBlich B-Endorphin (1-31) nachweisender Radioimmunoassays lange
Zeit nicht moglich. Bisherige RIA-Systeme, wie der vom Nichols®-Institut entwickelte
B-Endorphin-IRM-RIA, wiesen hohe Kreuzreaktivitaten mit anderen POMC-Derivaten, wie
B-LPH oder N-Acetyl-B-Endorphin auf.

In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass die Konzentrationen von B-LPH (93E RIA)
positiv mit den Konzentrationen von B-Endorphin-IRM (Nichols®) korrelieren. B-LPH stellt

also den groRten Anteil des mit dem Nichols®-RIA gemessenen p-Endorphin-IRM dar.

6.3 Konzentrationen der POMC-Derivate und des Cortisols im kardiovaskularen
Kompartiment

6.3.1 Einfluss von CRH auf die Plasmakonzentrationen der POMC-Derivate und des Cortisols

Wie erwartet stiegen die absoluten Konzentrationen und die Fldchen unter den
Plasmaspiegelkurven (AUC) von -LPH-IRM, [-Endorphin-IRM, -Endorphin (1-31), ACTH
und Cortisol nach intravenoser Applikation von CRH signifikant an. Der Anstieg der
Konzentrationen zwischen den Abnahmezeitpunkten t4 und tg (15 Minuten nach intravenoser
Applikation von CRH) war signifikant. Die Cortisolkonzentrationen stiegen auch, wie
erwartet zeitverzogert zwischen tgz und tc (30 Minuten nach intravenoser Applikation von

CRH) signifikant an.

Da die Freisetzung von Cortisol durch ACTH stimuliert wird, folgte wie erwartet der Anstieg
der Konzentrationen des Cortisols dem des ACTH.

Die Ergebnisse stimmen mit der in der Literatur beschriebenen Freisetzungskinetik von
POMC-Derivaten und Cortisol im Blutplasma von Gesunden nach Injektion von 100 ug CRH
uberein (Stalla et al., 1984; Lautenbacher et al., 1999; Hargreaves et al., 1987a).
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6.3.2 Einfluss von Naloxon auf die Plasmakonzentrationen der POMC-Derivate und des Cortisols

Die Applikation von Naloxon (1,2 mg i.v.) fiihrte zum Messzeitpunkt tp (5 Minuten nach Ap-
plikation von Naloxon) zu keiner signifikanten Verdnderung der Konzentrationen von

[-LPH-IRM, f-Endorphin-IRM, p-Endorphin (1-31), ACTH und Cortisol.

Es wurde beschrieben, dass Naloxon die HPA-Achse durch Hemmung der inhibitorischen
Wirkung der Opioide auf die CRH-Freisetzung im Hypothalamus stimuliert und somit zu ei-
nem Anstieg der Konzentrationen von POMC-Derivaten und Cortisol im Plasma fiihrt (Deli-
tala et al. 1994; Schluger et al., 1998; Wand et al., 1998). Die Konzentrationen von ACTH im
Blutplasma erreichten jedoch erst 30 Minuten nach Injektion von Naloxon Maximalwerte, die
Cortisolkonzentrationen sogar erst nach 60 Minuten (Wand et al., 1998). 5 Minuten nach Ga-

be von Naloxon (¢p) ist demnach nicht mit einem signifikanten Anstieg der Konzentrationen

zu rechnen.
6.4 Beziehungen zwischen den Plasmakonzentrationen der POMC-Derivate und des
Cortisols

6.4.1 Korrelationen der Plasmakonzentrationen der POMC-Derivate untereinander

Die Konzentrationen von -LPH-IRM und ACTH korrelierten nach intravenoser Applikation
von CRH positiv miteinander. Unter Ruhebedingungen (zum Zeitpunkt t4) lagen keine signifi-

kanten Korrelationen zwischen den Konzentrationen von -LPH-IRM und ACTH vor.

Diese Ergebnisse stimmen mit den von Kuhn et al., 1984, beschriebenen Befunden Uberein.
Das Fehlen einer signifikanten Korrelation zwischen den Konzentrationen von -LPH-IRM
und ACTH zum Zeitpunkt ¢4 war wahrscheinlich dadurch bedingt, dass zu diesem Zeitpunkt

ein Teil der Peptidkonzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze lag.

Es lagen keine signifikanten Korrelationen zwischen den Konzentrationen von [~Endorphin-

IRM, -Endorphin (1-31) und [f-LPH-IRM vor.
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Das Fehlen von Korrelationen zwischen den Konzentrationen von B-LPH-IRM,
B-Endorphin-IRM und B-Endorphin (1-31) zum Zeitpunkt ¢, lasst sich dadurch erklaren, dass
hier ein Teil der Peptidkonzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze lag.

Nach intravendser Applikation von CRH konnten die unterschiedlichen Halbwertszeiten von
B-LPH und B-Endorphin bewirkt haben, dass keine signifikanten Korrelationen nachgewiesen
werden konnten (Foley et al., 1979). AulRerdem wurde nach intravendser Applikation von
CRH eine bevorzugte Freisetzung von B-Endorphin beschrieben (Watson et al., 1988; Gibson
etal., 1994).

6.4.2 Korrelationen der Plasmakonzentrationen der POMC-Derivate mit der Kon-
zentration des Cortisols

Da ACTH die Konzentration von Cortisol im Blutplasma reguliert, lag, wie erwartet, eine
positive Korrelation zwischen den Konzentrationen von ACTH und Cortisol zum Zeitpunkt t

vor.

15 und 30 Minuten nach intravendser Applikation von CRH bestanden keine signifikanten
Korrelationen zwischen den Konzentrationen von ACTH und Cortisol. Die Ausschiittung von
ACTH nach CRH-Stimulation erfolgt relativ schnell mit Maximalwerten nach ca. 30 Minu-
ten, gefolgt von einem relativ schnellen Abfall der ACTH Konzentrationen; die Konzentrati-
onen von Cortisol hingegen erreichen erst 45 bis 60 Minuten nach CRH-Stimulation Maxi-

malwerte und fallen relativ langsam wieder ab (Stalla et al., 1984).

6.5 Einfluss von CRH und Naloxon auf die Temperatur- und Druckschmerzschwellen

6.5.1 Einfluss von CRH auf Temperatur- und Druckschmerzschwellen

Nach intravenoser Applikation von 100 ug CRH konnte zum Messzeitpunkt tg ein signifikan-
ter Anstieg der Druckschmerzschwellen beobachtet werden. Hingegen blieben die Tempera-

turschmerzschwellen zu allen Messzeitpunkten unverdndert.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass durch Temperatur- und Druckreize unterschiedli-

che Mechanismen aktiviert werden (siehe Treede et al., 1992). So scheint mechanisch indu-
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zierter Schmerz Uber zentrale Mechanismen verarbeitet zu werden (Sang et al., 1996; Voer-
man et al., 2000), wohingegen periphere Mechanismen eine wichtige Rolle in der Verarbei-
tung thermischer Schmerzreize spielen sollen (Kuraishi et al., 1985; Koppert et al., 1999).

CRH konnte an verschiedenen Stellen des zentralen und des peripheren Nervensystems in die
Schmerzverarbeitung eingreifen (Lariviere and Melzack, 2000) und dort die Druckschmerz-

schwelle beeinflussen.

Wirkung des CRH auf das periphere Nervensystem

Auf den peripheren Enden subkutaner sensorischer Neurone konnten keine CRH-Rezeptoren
nachgewiesen werden (Mousa et al., 1996), so dass eine lokale Wirkung von CRH auf die
Temperaturschmerzsensibilitat ohnehin ausgeschlossen werden kann. Es wurden jedoch
CRH-Rezeptoren auf sensorischen (Schéfer et al., 1997) und sympathischen (Dunn and Ber-
ridge, 1990) Ganglien nachgewiesen. Im Blutkreislauf zirkulierendes CRH kdnnte somit den

afferenten Input ins ZNS und dadurch die Schmerzwahrnehmung beeinflussen.

Wirkung des CRH auf das zentrale Nervensystem

Viele Autoren behaupten, CRH konne nach intravendser Applikation nur auBerhalb des ZNS
wirksam sein (Wei et al., 1986; Poree et al., 1989; Ayesta and Nikolarakis, 1989). Studien
weisen jedoch darauf hin, dass CRH die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden kann und zentral
wirksam ist (s.u.). Ein Transportmechanismus fur CRH vom ZNS in das kardiovaskulare Sys-
tem wurde beschrieben (Martins et al., 1996), und Martins et al. schlieBen nicht aus, dass ein
kleiner Anteil von CRH die Blut-Hirn-Schranke in der Gegenrichtung passieren kann. In der
Tat konnte ein Ubertreten von CRH vom kardiovaskularen System in das ZNS bereits gezeigt
werden (Kastin and Akerstrom, 2002). So kann angenommen werden, dass im Nanogamm-
Bereich liegende Mengen von CRH, deren Wirkung nach direkter Applikation ins ZNS nach-
gewiesen wurde (Kita et al., 1993; Bianchi et al., 1991 and 1995), die Blut-Hirn-Schranke
uberwinden kénnen und zu einer zentralen Wirkung fiihren. Ein kleiner Anteil des in der vor-
liegenden Studie intravends verabreichten CRH konnte somit die Blut-Hirn-Schranke tber-
winden und auf Riuckenmarksebene oder in anderen Regionen des ZNS Einfluss auf die
Druckschmerzsensibilitat nehmen.

In der Literatur wird ein modulierender Effekt von CRH auf die Schmerzsensibilitat auf RU-
ckenmarksebene beschrieben. Immunhistologische Studien wiesen das Vorhandensein von
CRH in Nervenfasern im Hinterhorn des Riickenmarks nach (Puder and Papka, 2001), wo die

Mehrzahl der schmerzleitenden, primér afferenten C-Fasern endet.
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In den Nervenendigungen dieser priméar afferenten C-Fasern konnte CRH sowie Substanz P
und exzitatorische Aminosauren nachgewiesen werden. Sowohl Substanz P als auch exzitato-
rischen Aminosauren werden durch schmerzhafte Stimuli in das Hinterhorn freigesetzt (Ur-
ban et al., 1994). In verschiedenen Studien wird beschrieben, dass CRH und Neurokinine wie
Substanz P zusammen mit exzitatorischen Aminosduren die Erregbarkeit auf Ruckenmarks-
ebene modulieren (Urban et al., 1994; Liu et al., 2004), und es wird angenommen, dass CRH
die Freisetzung von Substanz P aus den primaren Afferenzen moduliert. Ubereinstimmend
mit diesen Ergebnissen konnte ein analgetischer Effekt von CRH im Hinterhorn gezeigt wer-
den (Amit and Galina, 1986).

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie zeigen, dass CRH eine Wirkung auf die Druck-
schmerzschwelle, nicht jedoch auf die Temperaturschmerzschwelle hat. In der Literatur wird
beschrieben, dass die Freisetzung von Substanz P im Hinterhorn des Riickenmarks durch me-
chanische, nicht jedoch durch thermische Reize stimuliert wird (Kuraishi et al., 1985). Es
konnte bereits gezeigt werden, dass Substanz P- und Neurokinin (NK)-1-Rezeptoren wichtige
Mediatoren in der Verarbeitung mechanischer Schmerzreize sind (Pitcher and Henry, 2004).
Aullerdem scheinen NK-1-Rezeptoren zur mechanischen, nicht jedoch zur thermischen
Schmerzsensibilitdt im Fall von verletzungsbedingtem neuropathischem Schmerz beizutragen
(Mansikka et al., 2000). Die Wirkung von CRH auf Riickenmarksebene kénnte so die in der
vorliegenden Studie beobachtete Verminderung des Druckschmerzes und den fehlenden Ein-

fluss auf den Temperaturschmerz erklaren.

6.5.2  Einfluss von Naloxon auf die Temperatur- und Druckschmerzschwellen

Naloxon (1,2 mg i.v.) fiihrte fiinf Minuten nach Applikation (tp) weder zu Verdnderungen der

Temperatur- noch der Druckschmerzschwellen.
Die Druckschmerzschwellen werden durch Gabe von CRH erhoht. Dieser Effekt ist nicht

durch Naloxon antagonisierbar. Eine B-Endorphin-vermittelte Verénderung der Druck-

schmerzschwellen kann somit ausgeschlossen werden.
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6.6 Korrelationen der Plasmakonzentrationen der POMC-Derivate bzw. des Corti-
sols mit den Temperatur- und Druckschmerzschwellen

6.6.1 Korrelationen der Konzentrationen der POMC-Derivate im Blutplasma mit den
Temperatur- und Druckschmerzschwellen

Zwischen den Konzentrationen der POMGC-Derivate ([-LPH-IRM, [-Endorphin-IRM,
P-Endorphin (1-31), ACTH) und den Temperatur- und Druckschmerzschwellen konnten zu
den Abnahmezeitpunkten ty, tp, tc und tp keine signifikanten Korrelationen nachgewiesen

werden.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie zeigen, dass die intravendse Gabe von 100 pg
CRH zu einem Anstieg der Druckschmerzschwellen fiihrt. Die Verédnderungen der Konzentra-
tionen der POMC-Derivate korrelierten jedoch nicht mit den Veranderungen der Druck-
schmerzsensibilitdt. AufRerdem stieg die Druckschmerzsensibilitdt nach intravendser Verab-
reichung von Naloxon nicht an. Die Freisetzung von B-Endorphin und der anderen hier unter-
suchten POMC-Derivate in das kardiovaskuldre Kompartiment kann demzufolge die Erhoh-
ung der Druckschmerzschwelle nach CRH-Gabe nicht erklaren. Andere Mechanismen mis-

sen demnach flr den analgetischen Effekt verantwortlich sein.

Nach intraventser Gabe von CRH wurden nur geringe Konzentrationen von B-Endorphin
(1-31) im Blutplasma gemessen (kleiner als 50 pmol/l). Die Bindung von p-Endorphin (1-31)

an Opioidrezeptoren erfolgt nach dem Massenwirkungsgesetz (6.6.1-1)

c, -C, . .
KD — Opioid Opioidrezeptor (661-1)

COpioid | Opioid —Re zeptor—Komplex

Die Gleichgewichtskonstante K, fiir die Bindung von p-Endorphin (1-31) an geklonte p- oder
§-Opioidrezeptoren liegt im Nanomol-Bereich (Kp~ 10 mol/l) (Kieffer, 1995).
Von einer B-Endorphin-Konzentration von 50 pmol/l ausgehend ergibt sich nach Gleichung
(6.6.1-2):

C

~0,05-C (6.6.1-2)

Opioid | Opioid—Re zeptor—Komplex Opioid—Re zeptor

Demzufolge kann B-Endorphin (1-31), das sich im kardiovaskul&ren System befindet, nur mit

etwa 5 % der peripheren Opioid-Rezeptoren interagieren. Es kann also angenommen werden,
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dass die hier gemessenen Plasmakonzentrationen von B-Endorphin (1-31) zu gering sind, um
analgetisch wirksam zu sein. Diese Annahme stimmt mit dem Ergebnis einer Studie tberein,
in der nach Gabe von CRH vergleichbare Konzentrationen von B-Endorphin-IRM im Blut-
plasma nachgewiesen wurden und in der keine analgetische Wirkung beobachtet wurde (Lau-
tenbacher et al., 1999). Ebenfalls stimmt diese Annahme mit der Tatsache (iberein, dass weder
nach Infusion von B-Endorphin, die, im Vergleich zur intravendsen Applikation von CRH, zu
einem 100fach hoherem B-Endorphin Plasmaspiegel fuhrte (Lacoumenta et al., 1987), noch
bei Patienten unter postoperativem Schmerz (Matejec et al., 2003 and 2006) eine analgetische
Wirkung von B-Endorphin gezeigt werden konnte.

Jedoch l&sst die Konzentration von B-Endorphin (1-31) im Blutplasma keine Rickschlisse
auf die Konzentration von B-Endorphin (1-31) im peripheren Gewebe zu. Hohe lokale
B-Endorphin (1-31)-Konzentration im Bereich von Opioidrezeptoren im peripheren Gewebe
sind moglich. So kann eine analgetische Wirkung von B-Endorphin (1-31) im peripheren Ge-
webe, wie schon beschrieben (Janson et al., 2003; Schéfer et al., 1994), nicht ausgeschlossen

werden.

6.6.2 Korrelationen der Konzentration von Cortisol im Blutplasma mit den Tempera-
tur- und Druckschmerzschwellen

Zwischen den Konzentrationen von Cortisol und den Temperaturschmerzschwellen konnten
zu allen Messzeitpunkten in den Gruppen III (Placebo/Naloxon) und 1V (Placebo/Placebo)

bei den weiblichen Probanden signifikante Korrelationen nachgewiesen werden.

Die Cortisolkonzentrationen im Blutplasma scheinen Einfluss auf die Temperaturschmerz-
schwellen zu haben. Eine Erhéhung der Cortisolkonzentrationen durch die Temperatur-
schmerzschwellenmessungen kann ausgeschlossen werden, da die Blutabnahmen stets vor der
Schmerzschwellenbestimmung erfolgten.

Cortisol wirkt antiinflammatorisch; eine leichte Entziindung, ausgel6st durch die wiederhol-
ten Messungen der Temperaturschmerzschwellen an der selben Stelle, kdnnte die unterschied-
lichen Einflusse von Cortisol auf die Temperatur- bzw. Druckschmerzschwellen erklaren.
CRH scheint die Korrelationen zwischen Cortisolkonzentrationen und Temperaturschmerz-
schwellen zu storen. Ursache dafir konnte ein von Cortisol unabhangiger Einfluss von CRH

auf die Temperaturschmerzwahrnehmung sein.
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Unklar bleibt, warum nur bei den weiblichen Probanden eine Korrelation zwischen der Tem-

peraturschmerzschwelle und der Cortisolkonzentration beobachtet wurde.

Al’Absi et al. beobachteten positive Korrelationen zwischen Konzentration von Cortisol und
Temperaturschmerzschwellen bei mannlichen Probanden unter Ruhebedingungen (al’Absi
und Petersen, 2002, 2003). In der Studie von al’Absi et al., 2002, wurden die Korrelationen
mit Hilfe der Methode der linearen Regression bestimmt. Da die Messdaten der Probanden
nicht auf eine Normalverteilung Uberprift wurden, ist das Ergebnis dieser erhaltenen Konzen-
trationen fragwirdig.

In anderen Studien wurden Korrelationen zwischen Konzentrationen von Cortisol und

Schmerzsensibilitaten bei Frauen beschrieben (Heim et al., 1998; Theorell et al., 2000).

6.7 Plasmakonzentrationen der Zytokine und Korrelationen der Zytokinkonzentra-
tionen mit den Konzentrationen der POMC-Derivate und des Cortisols sowie
mit den Schmerzschwellen

Weder nach CRH- noch nach Naloxongabe verdinderten sich die Konzentrationen von IL-1f
und TNF-o. im Blutplasma signifikant. Des Weiteren ergaben sich keine signifikanten Korre-
lationen der Konzentrationen von IL-1§ und TNF-a mit den Konzentrationen der POMC-

Derivate oder den Temperatur- und Druckschmerzschwellen.

Da keine Korrelationen zwischen den Konzentrationen von IL-1 und TNF-a und POMC-
Derivaten beobachtet wurden, konnte die in der Literatur beschriebene Stimulation der HPA-
Achse durch proinflammatorische Zytokine in der vorliegenden Studie nicht gezeigt werden.
Die Konzentrationen der Zytokine waren wahrscheinlich zu gering, um eine Wirkung auf die
HPA-Achse zu haben, ebenso schienen die untersuchten Zytokine weder die Temperatur-

noch die Druckschmerzschwellen zu beeinflussen.
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6.8 Verinderungen der Herzfrequenzen wihrend der Versuche und Korrelationen
der Herzfrequenz mit den Temperatur- und Druckschmerzschwellen

In den Gruppen I (CRH/Naloxon) und II (CRH/Placebo) stieg von Messzeitpunkt t4 bis tg die
Herzfrequenz signifikant an, von tz nach tc fiel die Herzfrequenz wieder signifikant ab. In der
Gruppe Il (Placebo/Naloxon) fiel die Herzfrequenz zwischen t4 und tp signifikant ab. In der
Gruppe 1V (Placebo/Placebo) lag keine signifikanten Anderung der Herzfrequenz vor.

Es wurde beschrieben, dass hohe Dosen von CRH (5 pg/kg KG) zu einer Erhéhung der Herz-
frequenz fihren (Schirmeyer et al., 1984). In der hier vorliegenden Studie wurde durch die
intravendse Applikation von 100 ug CRH ein wenige Minuten andauernder Anstieg der Herz-
frequenz hervorgerufen.

Der Abfall der Herzfrequenz von ¢, nach ¢z in der Gruppe Il kdnnte durch eine stressbedingte
Erh6hung der Herzfrequenz zum Zeitpunkt 74 bedingt sein. Auch in der Gruppe IV kam es

zwischen ¢, und 7z zu einem Abfall der Herzfrequenz, der jedoch nicht signifikant war.

In den Gruppen Il (Placebo/Naloxon) und 1V (Placebo/Placebo) korrelierten die Herzfre-

quenzen signifikant negativ mit den gemessenen Temperaturschmerzschwellen.

Al’Absi et al. (2002) erhielten ein ahnliches Ergebnis, indem sie eine negative Korrelation
zwischen den Ruheherzfrequenzen und den Schmerzschwellen (Kéltereize) von Probanden
nachweisen konnten.

Unklar bleibt, ob eine Abh&ngigkeit zwischen den Temperaturschmerzschwellen und den
Herzfrequenzen besteht oder ob beide GréRen von einer dritten GroRe gleichermalien beein-
flusst werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Verabreichung von CRH zu einem kurzzei-
tigen Anstieg der Herzfrequenz flhrt, dies jedoch keinen Einfluss auf die Temperaturschwel-
len hat. CRH konnte durch seine Wirkung auf die Herzfrequenz die Korrelationen zwischen

Herzfrequenz und Temperaturschmerzschwelle stéren.
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7 Zusammenfassung

Die Stressantwort des Organismus beinhaltet u.a. die Freisetzung von CRH (Corticotropin
releasing hormone) aus dem Hypothalamus, welche die Expression von Proopiomelanocortin
(POMC) und die Sekretion von POMC-Derivaten wie Adrenocorticotropin (ACTH),
B-Lipotropin (B-LPH) und B-Endorphin aus der Hypophyse in das kardiovaskuldre System
stimuliert. Es wurde gezeigt, dass Stress zu Analgesie fuhrt. Dieses wurde auf die Wirkung
des B-Endorphins als Opioidpeptid zuriickgefuhrt. Die nach Applikation von CRH beobachte-
te Analgesie wurde mit demselben Mechanismus erklart, jedoch wurde bisher in keiner Studie
am Menschen versucht, die analgetische Wirkung des CRH durch einen Opioidantagonisten

aufzuheben.

Deshalb untersuchten wir die Wirkung von 100 pg intravends verabreichtem CRH mit bzw.
ohne nachfolgende intravendse Gabe von 1,2 mg Naloxon auf die Temperatur- und Druck-
schmerzsensibilitat von 16 gesunden Probanden in einer doppelblind randomisierten, place-
bokontrollierten Studie. Um weiterhin die Mdglichkeit eines analgetischen Effekts von CRH
Uber die Freisetzung von POMC-Derivaten zu prifen, wurden die Konzentrationen von
B-Endorphin-immunoreaktivem Material (IRM), authentischem B-Endorphin (B-Endorphin
(1-31)) und B-LPH-IRM zusammen mit Temperatur- und Druckschmerzschwellen vor, 15
und 30 Minuten nach intravenoser Applikation von CRH (oder Placebo) und finf Minuten
nach intravenoser Applikation von Naloxon (oder Placebo), welches 40 Minuten nach CRH-

Injektion verabreicht wurde, gemessen.

CRH fiihrte zum Anstieg der Konzentrationen von B-Endorphin-IRM, B-Endorphin (1-31),
ACTH und B-LPH-IRM im Blutplasma. Die Applikation von CRH war ohne Auswirkung auf
die Temperaturschmerzschwellen, wohingegen die Druckschmerzschwellen durch CRH signi-
fikant erhéht wurden. Durch Naloxon konnte dieser Effekt nicht beeinflusst werden. Weder
die Konzentrationen von B-Endorphin-IRM noch von -LPH-IRM, ACTH oder p-Endorphin
(1-31) korrelierten mit den Temperatur- und Druckschmerzschwellen. Wir schlossen aus die-
sen Ergebnissen, dass CRH den Druckschmerz, nicht jedoch den Temperaturschmerz beein-
flusst; POMC-Derivate wie B-Endorphin-IRM, B-Endorphin (1-31) oder B-LPH sind nicht fur

diesen Effekt verantwortlich.
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Abstract

Mammalian stress response includes the hypothalamic release of corticotropin releasing hor-
mone (CRH), which stimulates pituitary proopiomelanocortin (POMC) gene expression and
secretion of POMC derivatives such as adrenocorticotropic hormone (ACTH), B-lipotropin
(B-LPH) or p-endorphin into the cardiovascular system. Stress has been shown to provoke
analgesia, which has been interpreted as an opioid effect elicited by p-endorphin. Analgesia
observed upon CRH administration has been explained by the same mechanism; this, how-
ever, has not been confirmed by reversal of CRH-induced analgesia by an opioid antagonist in

humans.

Therefore, we studied the effects of 100 pg intravenously administered CRH followed by sub-
sequent administration of 1.2 mg naloxone on heat and pressure pain sensitivity in 16 healthy
volunteers, using a double blind, crossover and placebo-controlled design. To further evaluate
analgesic effects of CRH via release of POMC derivatives, we determined plasma concentra-
tions of B-endorphin immunoreactive material (IRM), authentic B-endorphin
(B-endorphin(1-31)), B-LPH IRM, in parallel with heat and pressure pain thresholds before,
15 and 30 minutes after treatment with CRH (or placebo) and 5 minutes after naloxone (or

placebo) administration which was administered 40 minutes after CRH (or placebo) injection.

CRH increased levels of B-endorphin-IRM, B-endorphin(1-31) and p-LPH-IRM. Furthermore,
CRH did not induce increases of heat pain thresholds, but increases of pressure pain thres-
holds, which, however, were not decreased by naloxone. Neither B-endorphin-IRM nor (-
LPH IRM or p-endorphin(1-31) levels correlated with heat or pressure pain thresholds. We
conclude that CRH does not modulate heat, but pressure pain sensitivity; POMC derivatives
like B-endorphin IRM, B-endorphin(1-31), ACTH or B-LPH do not mediate this effect.
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8 Anhang

8.1 Hiufigkeitsverteilung der gemessenen Plasmakonzentrationen der POMC-
Derivate, des Cortisols, des TNF-a und des IL-1p sowie der Temperatur- und
Druckschmerzschwellen

Konzentration von $-LPH-IRM in pmol/l

Gruppe Zeit Minimum 1. Quartil Median 3. Quartil Maximum
¢ 1,15 6,95 8,46 12,32 30,88
CRH/ tp 6,42 10,58 15,33 23,07 61,84
Naloxon te 6,93 10,64 19,77 25,34 52,72
p 2,87 10,30 16,14 21,61 70,87
ty 3,36 9,24 12,10 19,90 44,02
CRH/ 1z 4,93 13,60 18,86 21,77 53,36
Placebo te 5,18 14,00 26,12 31,45 73,73
p 2,75 13,58 22,67 29,18 50,45
ty 2,59 11,59 17,56 21,03 26,42
Placebo/ tp 0,96 7,31 13,12 18,77 29,68
Naloxon te 3,63 7,61 11,19 17,69 22,41
tp 0,00 5,11 9,92 11,94 18,12
1y 0,67 3,69 9,94 15,12 36,35
Placebo/ tp 1,05 8,30 10,58 17,03 38,05
Placebo te 2,75 9,58 15,24 20,42 37,04
p 1,71 8,90 12,27 18,52 37,33

Konzentration von $-Endorphin-IRM in pmol/l

Gruppe Zeit Minimum 1. Quartil Median 3. Quartil Maximum
ty 0,00 0,00 0,00 0,98 3,27
CRH/ tp 0,00 1,59 3,08 4,14 7,79
Naloxon te 0,00 1,39 2,81 4,79 18,52
tp 0,00 0,00 2,96 3,71 8,32
1 0,00 0,00 0,00 0,69 3,31
CRH/ tp 0,00 0,81 1,90 2,84 8,12
Placebo te 0,67 1,93 2,54 4,48 7,18
p 0,00 0,68 1,22 2,33 3,79
t4 0,00 0,00 0,99 1,87 6,47
Placebo/ tp 0,00 0,00 0,06 1,24 5,40
Naloxon te 0,00 0,00 0,00 0,93 5,58
h 0,00 0,00 0,00 1,24 3,88
ty 0,00 0,00 0,00 0,62 5,37
Placebo/ tp 0,00 0,00 0,00 1,22 6,45
Placebo te 0,00 0,00 0,27 2,70 5,59
h 0,00 0,00 1,10 2,62 4,60
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Konzentration von $-Endorphin (1-31) in pmol/l

Gruppe Zeit Minimum 1. Quartil Median 3. Quartil Maximum
14 0,23 4,90 8,49 14,39 28,14
CRH/ tp 3,75 7,57 15,34 20,86 38,80
Naloxon te 0,00 5,10 11,32 16,49 27,04
p 0,00 5,97 10,44 19,42 45,18
1y 1,50 4,61 7,65 16,42 32,69
CRH/ tp 2,55 8,84 12,84 24,33 34,14
Placebo te 4,33 7,60 14,22 14,90 41,98
p 2,54 7,12 8,54 13,92 35,61
t4 2,44 8,37 10,31 16,53 47,09
Placebo/ 5 0,00 6,30 11,31 13,40 36,82
Naloxon te 0,00 4,80 8,68 16,20 33,18
p 2,74 6,88 8,26 16,34 34,88
t4 0,00 411 9,09 13,11 17,90
Placebo/ tz 0,00 4,96 8,42 14,21 26,26
Placebo te 0,00 5,59 7,48 12,78 24,44
h 0,00 5,62 12,60 14,50 16,54
Konzentration von B-Endorphin-IRM (Nichols®) in pmol/l
Gruppe Zeit Minimum 1. Quartil Median 3. Quartil Maximum
14 9,86 10,64 11,52 12,17 32,67
CRH/ tp 11,12 11,93 13,39 18,36 33,73
Naloxon te 9,39 12,93 14,17 19,38 36,26
p 9,85 13,57 14,84 17,94 28,89
1y 9,565 10,84 11,57 12,75 27,54
CRH/ tp 8,94 13,67 14,57 16,14 29,71
Placebo te 11,53 12,15 14,46 17,22 31,05
p 11,15 12,93 13,33 16,34 36,96
1 8,563 10,26 10,99 12,56 26,12
Placebo/ 5 8,67 10,06 10,90 11,33 25,43
Naloxon te 7,84 9,83 10,71 11,82 25,48
p 9,14 10,11 11,16 12,14 30,98
t4 9,52 10,94 11,45 12,64 35,46
Placebo/ tz 8,81 10,39 11,34 11,55 29,13
Placebo te 8,51 10,58 10,89 12,33 33,92
h 9,19 10,71 11,11 11,64 25,09
Konzentration von ACTH in pmol/l
Gruppe Zeit Minimum 1. Quartil Median 3. Quartil Maximum
1y 1,69 3,21 3,70 4,39 10,27
CRH/ tp 4,73 6,22 7,78 9,45 21,86
Naloxon tc 5,21 7,67 8,51 10,37 26,51
p 4,36 6,49 8,75 10,09 27,99
t4 2,77 3,67 4,36 5,29 6,97
CRH/ 5 4,97 6,56 9,29 11,41 20,32
Placebo te 5,91 7,50 9,05 13,10 20,53
p 4,68 7,63 10,23 11,48 20,09
t4 1,84 3,04 3,94 5,26 6,43
Placebo/ tp 2,03 2,86 3,39 3,74 5,34
Naloxon te 2,16 2,52 3,35 3,78 4,26
h 1,55 2,26 3,24 3,97 5,15
14 1,79 4,09 4,72 4,99 8,10
Placebo/ tp 1,55 2,62 3,91 4,90 10,39
Placebo te 0,43 2,76 3,31 3,82 8,59
p 1,08 2,46 3,34 3,81 7,70
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Konzentration von Cortisol in nmol/l

Gruppe Zeit Minimum 1. Quartil Median 3. Quartil Maximum
17 168,28 236,55 292,41 378,62 1089,66
CRH/ tp 245,52 325,52 388,97 535,86 1506,21
Naloxon te 347,59 436,55 506,21 700,00 1655,17
p 397,24 467,59 624,83 731,03 1293,79
t 195,86 271,03 318,62 363,45 515,86
CRH/ tp 286,90 413,79 445,52 475,17 551,72
Placebo te 358,62 446,90 569,66 827,59 1655,17
h 411,03 507,59 537,93 716,55 1655,17
ty 115,86 233,10 271,72 314,48 438,62
Placebo/ tp 88,28 175,86 219,31 298,62 485,52
Naloxon te 140,69 173,10 200,00 278,62 433,10
h 85,52 160,69 180,69 232,41 438,62
ty 140,69 262,07 324,14 383,45 579,31
Placebo/ tp 121,38 204,14 257,93 333,10 477,24
Placebo te 113,10 193,79 228,97 288,28 606,90
tp 96,55 159,31 208,28 244 83 573,79
Konzentration von TNF-q in pg/ml
Gruppe Zeit Minimum 1. Quartil Median 3. Quartil Maximum
1 2,63 5,83 7,93 15,96 77,44
CRH/ tp 3,15 7,44 9,27 18,75 98,04
Naloxon te 3,66 7,32 8,54 13,86 87,52
p 3,15 7,44 8,60 16,27 83,08
t4 3,11 5,80 9,26 15,13 73,82
CRH/ tp 3,15 7,93 10,59 13,78 84,69
Placebo te 5,35 7,79 9,14 12,94 56,12
h 5,35 7,87 9,51 13,16 77,44
ty 3,13 4,92 7,22 10,43 73,82
Placebo/ tp 2,84 5,89 10,04 10,69 76,64
Naloxon te 3,41 6,97 8,83 13,48 71,81
h 1,62 7,65 9,13 11,92 71,81
ty 3,15 5,73 7,59 9,48 90,75
Placebo/ tp 1,62 4,80 10,49 16,99 95,61
Placebo te 5,35 7,76 9,65 13,30 82,28
tp 5,36 8,30 10,97 13,00 112,77
Konzentration von IL-1 in pg/ml
Gruppe Zeit min. 1. Quart. 2. Quart. 3. Quart. max
1y 0,00 0,16 0,28 0,35 0,47
CRH/ tp 0,04 0,19 0,31 0,43 2,19
Naloxon te 0,02 0,15 0,35 0,65 4,20
p 0,02 0,19 0,34 0,50 2,35
t4 0,08 0,10 0,20 0,41 4,02
CRH/ tp 0,02 0,17 0,22 0,33 1,02
Placebo te 0,02 0,13 0,22 0,46 1,88
p 0,04 0,10 0,25 0,50 4,77
ty 0,00 0,16 0,23 0,43 1,45
Placebo/ tz 0,01 0,07 0,14 0,27 1,13
Naloxon te 0,00 0,14 0,25 0,37 0,65
h 0,00 0,10 0,26 0,40 3,19
ty 0,01 0,12 0,22 0,38 1,48
Placebo/ tp 0,04 0,17 0,39 0,90 2,03
Placebo te 0,03 0,11 0,27 0,45 5,48
tp 0,06 0,25 0,40 0,47 1,79
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Temperaturschmerzschwellen in °C

Gruppe Zeit Minimum 1. Quartil Median 3. Quartil Maximum
t4 41,5 44 3 44.6 454 46,3
CRH/ tp 40,7 44.4 44.8 455 47,1
Naloxon tc 41,0 442 449 455 46,7
p 41,1 44.0 44.8 45,5 46,2
t4 39,7 44,3 448 45,6 47.0
CRH/ tp 40,0 44,1 44,6 45,7 47,5
Placebo te 39,9 44.0 44.6 45,6 47,3
h 40,5 44.0 44,7 45,5 47,5
ty 43,1 44,1 44,7 45,6 46,0
Placebo/ tz 42,6 43,9 448 457 46,4
Naloxon te 42,2 43,9 44.8 45,6 45,9
h 42,5 43,9 44.8 45,4 45,9
ty 43,3 44,4 45,0 45,7 47,2
Placebo/ tp 42,7 441 45,0 45,4 46,5
Placebo te 42,7 44,2 449 45,3 46,7
tp 40,9 443 45,0 45,4 46,6
Druckschmerzschwellen in kPa
Gruppe Zeit min. 1. Quart. 2. Quart. 3. Quart. max
t4 5,7 29,1 37,3 44,0 53,5
CRH/ tp 8,5 34,3 37,3 45,4 54,4
Naloxon tc 11,5 32,3 38,9 46,3 52,3
p 11,3 31,6 39,1 44 .4 52,5
t4 6,8 31,3 36,4 42,9 50,3
CRH/ tp 5,3 32,6 41,4 44,7 51,6
Placebo te 5,7 35,7 41,6 45,4 52,9
h 51 33,0 42,7 48,8 53,2
ty 14,9 34,6 38,5 44,6 48,5
Placebo/ tz 16,3 32,7 41,4 46,8 52,1
Naloxon te 14,5 29,9 41,0 47,6 54,5
h 13,3 30,1 42,3 441 55,1
ty 16,0 33,1 38,0 43,2 48,9
Placebo/ tp 16,7 34,8 39,2 42,7 50,8
Placebo te 18,1 35,0 40,5 45,4 50,7
tp 21,5 32,6 40,4 46,9 53,5
Herzfrequenzen in min
Gruppe Zeit min. 1. Quart. 2. Quart. 3. Quart. max
t4 58,3 66,3 72,7 76,8 91,0
CRH/ tp 61,3 69,9 74,8 83,0 93,3
Naloxon te 56,3 65,8 71,7 77,4 87,3
p 54,0 63,8 70,2 72,2 87,7
ty 54,0 64,7 69,0 76,4 79,7
CRH/ iz 57,0 65,2 72,3 78,2 87,3
Placebo te 52,3 61,3 65,5 74,8 82,3
h 51,7 61,3 65,3 71,9 76,3
ty 55,0 62,0 67,5 71,3 83,7
Placebo/ tp 51,0 60,3 66,2 68,7 81,0
Naloxon te 51,3 61,5 63,8 69,1 73,3
tp 50,0 60,3 64,5 68,3 79,0
t 58,0 64,8 67,8 75,8 84,0
Placebo/ tp 50,7 62,6 69,0 75,0 83,3
Placebo te 49,7 61,3 67,3 72,0 79,7
p 56,0 62,2 68,0 71,7 79,0
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8.2 Hodges-Lehmann-Schiitzer und 95 % Konfidenzintervall

B-LPH-IRM
B-A C-B D-C
CRH/ Hodges-Lehmann-Schatzer 6,01 0,77 -2,78
Naloxon 95 % Konfidenz- untere Grenze 2,22 -4,32 -9,67
intervall obere Grenze 20,39 5,69 5,10
CRH/ Hodges-Lehmann-Schatzer 5,34 6,07 -4,50
Placebo 95 % Konfidenz- untere Grenze 0,30 -1,43 -10,36
intervall obere Grenze 11,61 12,85 3,11
Placebo/ Hodges-Lehmann-Schatzer -3,53 -1,49 -2,83
Naloxon 95 % Konfidenz- untere Grenze -9,49 -6,93 -6,46
intervall obere Grenze 4,24 3,86 0,57
Placebo/ Hodges-Lehmann-Schatzer 3,27 2,91 -1,57
Placebo 95 % Konfidenz- untere Grenze -3,98 -2,27 -6,00
intervall obere Grenze 6,81 7,56 1,76
B-Endorphin-IRM
B-A C-B D-C
CRH/ Hodges-Lehmann-Schatzer 2,28 0,79 -0,48
Naloxon 95 % Konfidenz- untere Grenze 0,65 -1,52 -2,81
intervall obere Grenze 3,70 1,96 1,25
CRH/ Hodges-Lehmann-Schatzer 1,56 0,84 -1,59
Placebo 95 % Konfidenz- untere Grenze 0,72 -0,64 -2,59
intervall obere Grenze 3,29 2,30 -0,87
Placebo/ Hodges-Lehmann-Schatzer -0,41 0,00 0,01
Naloxon 95 % Konfidenz- untere Grenze -1,27 -1,61 -0,71
intervall obere Grenze 0,93 0,75 0,72
Placebo/ Hodges-Lehmann-Schatzer 0,20 0,20 0,00
Placebo 95 % Konfidenz- untere Grenze -0,14 -1,02 -1,17
intervall obere Grenze 0,77 1,75 1,20
B-Endorphin (1-31)
B-A C-B D-C
CRH/ Hodges-Lehmann-Schatzer 5,19 -4,36 0,84
Naloxon 95 % Konfidenz- untere Grenze 2,61 -10,10 -3,78
intervall obere Grenze 7,99 1,63 6,40
CRH/ Hodges-Lehmann-Schatzer 4,22 -1,95 -2,35
Placebo 95 % Konfidenz- untere Grenze 1,28 -6,01 -6,50
intervall obere Grenze 7,98 2,54 0,79
Placebo/ Hodges-Lehmann-Schatzer -2,82 -1,13 1,46
Naloxon 95 % Konfidenz- untere Grenze -6,03 -3,99 -1,48
intervall obere Grenze 1,00 1,14 4,63
Placebo/ Hodges-Lehmann-Schatzer 0,61 -0,95 0,52
Placebo 95 % Konfidenz- untere Grenze -2,20 -3,35 -1,85
intervall obere Grenze 3,77 1,79 3,73
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B-Endorphin-IRM (Nichols®)

B-A C-B D-C
CRH/ Hodges-Lehmann-Schatzer 2,08 1,14 -0,01
Naloxon 95 % Konfidenz- untere Grenze 0,91 -0,10 -1,62
intervall obere Grenze 456 2,39 0,92
CRH/ Hodges-Lehmann-Schatzer 2,77 0,45 -0,09
Placebo 95 % Konfidenz- untere Grenze 1,48 -0,88 -2,00
intervall obere Grenze 4,38 1,58 1,63
Placebo/ Hodges-Lehmann-Schatzer -0,43 -0,29 1,05
Naloxon 95 % Konfidenz- untere Grenze -0,91 -0,93 0,15
intervall obere Grenze 0,14 0,37 2,39
Placebo/ Hodges-Lehmann-Schatzer -0,53 0,14 -0,04
Placebo 95 % Konfidenz- untere Grenze -1,48 -0,54 -1,13
intervall obere Grenze -0,09 1,03 0,81
ACTH
B-A C-B D-C
CRH/ Hodges-Lehmann-Schatzer 3,89 1,17 -0,10
Naloxon 95 % Konfidenz- untere Grenze 2,35 -0,39 -1,29
intervall obere Grenze 6,29 2,92 1,16
CRH/ Hodges-Lehmann-Schatzer 4,58 1,09 0,09
Placebo 95 % Konfidenz- untere Grenze 2,83 0,00 -1,23
intervall obere Grenze 6,70 1,93 0,93
Placebo/ Hodges-Lehmann-Schatzer -0,61 -0,16 -0,08
Naloxon 95 % Konfidenz- untere Grenze -1,06 -0,49 -0,36
intervall obere Grenze -0,18 0,11 0,42
Placebo/ Hodges-Lehmann-Schatzer -0,66 -0,52 -0,14
Placebo 95 % Konfidenz- untere Grenze -1,30 -1,23 -0,54
intervall obere Grenze 0,05 0,18 0,40
Cortisol
B-A C-B D-C
CRH/ Hodges-Lehmann-Schatzer 95,17 121,38 34,48
Naloxon 95 % Konfidenz- untere Grenze 44,14 56,55 -188,97
intervall obere Grenze 179,31 317,24 153,10
CRH/ Hodges-Lehmann-Schatzer 119,31 192,41 -38,62
Placebo 95 % Konfidenz- untere Grenze 48,28 75,86 -208,28
intervall obere Grenze 176,55 372,41 186,21
Placebo/ Hodges-Lehmann-Schatzer -41,38 -8,97 -22,07
Naloxon 95 % Konfidenz- untere Grenze -66,21 -26,21 -45,52
intervall obere Grenze -11,03 20,69 -6,90
Placebo/ Hodges-Lehmann-Schatzer -50,34 -18,62 -28,97
Placebo 95 % Konfidenz- untere Grenze -89,66 -38,62 -40,00
intervall obere Grenze -12,41 -5,52 -20,69
TNF-o
B-A C-B D-C
CRH/ Hodges-Lehmann-Schatzer 1,09 -1,21 -0,02
Naloxon 95 % Konfidenz- untere Grenze -3,01 -10,52 -3,43
intervall obere Grenze 10,18 1,81 3,44
CRH/ Hodges-Lehmann-Schatzer 1,44 -1,23 0,50
Placebo 95 % Konfidenz- untere Grenze -0,69 -19,68 -2,11
intervall obere Grenze 18,91 1,53 3,76
Placebo/ Hodges-Lehmann-Schatzer 1,14 0,00 -0,18
Naloxon 95 % Konfidenz- untere Grenze -1,10 -3,12 -3,12
intervall obere Grenze 3,02 5,02 1,23
Placebo/ Hodges-Lehmann-Schatzer 0,84 0,96 1,29
Placebo 95 % Konfidenz- untere Grenze -2,12 -3,54 -1,21
intervall obere Grenze 6,95 3,48 4,32

76




1L-18

B-A C-B D-C
CRH/ Hodges-Lehmann-Schatzer 0,06 -0,01 -0,03
Naloxon 95 % Konfidenz- untere Grenze -0,03 -0,32 -0,73
intervall obere Grenze 0,43 0,69 0,36
CRH/ Hodges-Lehmann-Schatzer 0,02 0,07 0,05
Placebo 95 % Konfidenz- untere Grenze -1,10 -0,12 -0,20
intervall obere Grenze 0,17 0,42 0,52
Placebo/ Hodges-Lehmann-Schatzer -0,07 0,03 0,04
Naloxon 95 % Konfidenz- untere Grenze -0,26 -0,20 -0,15
intervall obere Grenze 0,11 0,17 0,75
Placebo/ Hodges-Lehmann-Schatzer 0,17 -0,09 0,09
Placebo 95 % Konfidenz- untere Grenze -0,10 -0,51 -0,52
intervall obere Grenze 0,57 0,24 0,53
Temperaturschmerzschwelle
B-A C-B D-C
CRH/ Hodges-Lehmann-Schatzer 0,0 0,0 -0,1
Naloxon 95 % Konfidenz- untere Grenze -0,3 -0,3 -0,3
intervall obere Grenze 0,3 0,2 0,1
CRH/ Hodges-Lehmann-Schatzer -0,1 -0,1 0,1
Placebo 95 % Konfidenz- untere Grenze -0,3 -0,2 -0,1
intervall obere Grenze 0,2 0,1 0,3
Placebo/ Hodges-Lehmann-Schatzer -0,1 0,0 -0,1
Naloxon 95 % Konfidenz- untere Grenze -0,5 -0,2 -0,2
intervall obere Grenze 0,2 0,1 0,1
Placebo/ Hodges-Lehmann-Schatzer -0,3 0,0 0,0
Placebo 95 % Konfidenz- untere Grenze -0,6 -0,1 -0,3
intervall obere Grenze 0,1 0,1 0,1
Druckschmerzschelle
B-A C-B D-C
CRH/ Hodges-Lehmann-Schatzer 1,8 -0,1 -0,1
Naloxon 95 % Konfidenz- untere Grenze 0,7 -1,8 -2,0
intervall obere Grenze 3,6 1,7 1,8
CRH/ Hodges-Lehmann-Schatzer 1,8 0,5 0,4
Placebo 95 % Konfidenz- untere Grenze 0,4 -0,5 -0,9
intervall obere Grenze 3,4 2,4 1,6
Placebo/ Hodges-Lehmann-Schatzer 0,5 -0,2 -0,4
Naloxon 95 % Konfidenz- untere Grenze -1,8 -1,8 -1,7
intervall obere Grenze 3,0 1,1 0,6
Placebo/ Hodges-Lehmann-Schatzer 1,1 1,0 0,3
Placebo 95 % Konfidenz- untere Grenze -0,7 -0,2 -1,6
intervall obere Grenze 3,0 2,1 2,3
Herzfrequenzen
B-A C-B D-C
CRH/ Hodges-Lehmann-Schatzer 47 -5,2 -1,7
Naloxon 95 % Konfidenz- untere Grenze 2,2 -7.,8 -4,3
intervall obere Grenze 7,5 -2,7 0,8
CRH/ Hodges-Lehmann-Schatzer 2,3 -3,9 -2,0
Placebo 95 % Konfidenz- untere Grenze 0,2 -6,7 -5,0
intervall obere Grenze 5,7 -0,7 1,0
Placebo/ Hodges-Lehmann-Schatzer -2,5 -1,0 1,0
Naloxon 95 % Konfidenz- untere Grenze -5,2 -3,2 0,8
intervall obere Grenze -0,3 0,8 3,3
Placebo/ Hodges-Lehmann-Schatzer -1,9 -1,8 0,3
Placebo 95 % Konfidenz- untere Grenze -6,5 -4.5 -1,7
intervall obere Grenze 3,2 0,3 2,3
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8.3

Korrelationskoeffizienten nach Spearman

B-LPH-IRM - Temperaturschmerzschwelle

ta s tc to
C/N C/p C/N C/P C/N C/P C/N C/P
Is -0,06 -0,24 -0,45 -0,11 -0,34 -0,71 -0,06 -0,51
P 0,84 0,37 0,08 0,67 0,19 0,00 0,82 0,05
ta s tc [15)
P/N P/P P/N P/P P/N P/P P/N P/P
Is 0,43 -0,39 -0,29 -0,15 0,34 0,09 0,29 0,15
P 0,09 0,13 0,28 0,58 0,20 0,75 0,27 0,59
-LPH-IRM - Druckschmerzschwelle
ta ts tc to
C/N C/pP C/N C/P C/N C/P C/N C/P
Is -0,22 -0,04 -0,25 0,41 -0,08 -0,08 -0,02 0,02
P 0,41 0,89 0,36 0,11 0,77 0,76 0,93 0,94
A s tc to
P/N P/P P/N P/P P/N P/P P/N P/P
Is 0,29 -0,36 -0,22 0,23 0,23 0,16 -0,28 -0,16
P 0,27 0,16 0,42 0,40 0,39 0,55 0,29 0,55
B-Endorphin-IRM - Temperaturschmerzschwelle
ta tg tc tp
C/N C/pP C/N C/P C/N C/P C/N C/P
Is 0,19 -0,19 -0,03 0,22 0,12 -0,44 -0,31 -0,07
P 0,49 0,48 0,92 0,42 0,66 0,09 0,24 0,79
ta tg tc tp
P/N P/P P/N P/P P/N P/P P/N P/P
Is 0,15 -0,15 -0,08 -0,19 -0,20 0,10 -0,43 0,17
P 0,57 0,59 0,78 0,48 0,46 0,72 0,10 0,52
B-Endorphin-IRM - Druckschmerzschwelle
A | fc %)
C/N C/P C/N C/P C/N C/P C/N C/P
Is 0,40 0,11 0,12 0,16 0,14 0,08 0,12 0,40
P 0,13 0,68 0,66 0,56 0,61 0,77 0,66 0,12
ta s tc [15)
P/N P/P P/N P/P P/N P/P P/N P/P
Is -0,25 0,13 0,16 0,60 -0,01 -0,11 -0,10 0,34
P 0,36 0,64 0,54 0,02 0,97 0,68 0,72 0,20
B-Endorphin (1-31) - Temperaturschmerzschwelle
ta ts tc to
C/N C/pP C/N C/P C/N C/P C/N C/P
Is 0,03 0,23 0,01 0,31 0,29 -0,24 0,31 0,01
P 0,91 0,40 0,96 0,25 0,28 0,37 0,24 0,97
ta ts tc o
P/N P/P P/N P/P P/N P/P P/N P/P
Is 0,00 0,30 0,43 0,62 0,16 0,38 0,04 0,11
P 0,99 0,26 0,09 0,01 0,55 0,14 0,90 0,67
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B-Endorphin (1-31) - Druckschmerzschwelle

tc
C/N C/p C/N C/p C/N C/p C/N C/p
-0,16 0,14 -0,07 0,00 -0,36 -0,01 -0,27 -0,08
0,55 0,60 0,80 1,00 0,17 0,97 0,31 0,78
tc
P/N P/P P/N P/P P/N P/P P/N P/P
-0,32 0,06 0,12 0,01 0,12 -0,01 -0,06 0,08
0,22 0,83 0,66 0,96 0,67 0,96 0,82 0,78
B-Endorphin-IRM (Nichols®) - Temperaturschmerzschwelle
tc
C/N C/p C/N C/p C/N C/p C/N C/p
-0,01 0,34 -0,24 -0,30 -0,29 0,04 -0,11 -0,12
0,97 0,20 0,36 0,27 0,28 0,88 0,70 0,67
tc
P/N P/P P/N P/P P/N P/P P/N P/P
0,08 0,01 -0,16 0,32 -0,04 0,15 0,05 0,09
0,78 0,97 0,56 0,23 0,87 0,58 0,86 0,75
B-Endorphin-IRM (Nichols®) - Druckschmerzschwelle
tc
C/N C/P C/N C/p C/N C/p C/N C/P
0,24 0,06 0,03 0,00 0,14 0,33 0,24 -0,06
0,38 0,81 0,91 0,99 0,59 0,21 0,37 0,82
tc
P/N P/P P/N P/P P/N P/P P/N P/P
0,19 0,15 -0,29 0,30 -0,23 0,15 -0,08 0,21
0,48 0,57 0,27 0,25 0,40 0,57 0,78 0,43
ACTH - Temperaturschmerzschwelle
tc
C/N C/P C/N C/p C/N C/p C/N C/P
0,34 -0,01 -0,04 -0,39 -0,26 -0,35 -0,55 -0,48
0,19 0,98 0,88 0,14 0,32 0,19 0,03 0,06
tc
P/N P/P P/N P/P P/N P/P P/N P/P
0,41 0,02 0,43 0,12 0,37 0,13 0,14 0,08
0,12 0,94 0,10 0,65 0,16 0,64 0,62 0,76
ACTH - Druckschmerzschwelle
tc
C/N C/p C/N C/p C/N C/p C/N C/p
0,14 0,08 -0,26 0,13 0,31 -0,11 0,21 -0,16
0,61 0,77 0,33 0,64 0,24 0,68 0,42 0,55
tc
P/N P/P P/N P/P P/N P/P P/N P/P
-0,17 0,18 -0,17 -0,29 -0,29 -0,16 -0,61 -0,09
0,53 0,50 0,53 0,28 0,27 0,54 0,01 0,75
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Cortisol - Temperaturschmerzschwelle

ta tg tc tp
C/N C/p C/N C/p C/N C/p C/N C/p
rs -0,16 0,44 0,09 0,45 0,18 0,33 0,15 0,10
P 0,56 0,09 0,74 0,08 0,52 0,21 0,59 0,70
ta tg tc tp
P/N P/P P/N P/P P/N P/P P/N P/P
rs 0,44 0,39 0,68 0,48 0,63 0,45 0,65 0,52
P 0,09 0,14 0,00 0,06 0,01 0,08 0,01 0,04
Cortisol - Druckschmerzschwelle
A is fc %)
C/N C/P C/N C/P C/N C/P C/N C/P
rs 0,08 0,11 -0,21 0,03 -0,13 0,16 -0,11 0,13
P 0,77 0,70 0,44 0,91 0,63 0,55 0,68 0,62
ta tg tc tp
P/N P/P P/N P/P P/N P/P P/N P/P
rs 0,25 0,46 0,11 0,26 0,18 0,17 -0,03 0,20
P 0,35 0,07 0,68 0,33 0,50 0,52 0,91 0,46
TNF-0. - Temperaturschmerzschwelle
ta ts tc %)
C/N C/P C/N C/P C/N C/P C/N C/P
rs -0,19 0,02 -0,14 -0,15 0,06 -0,13 -0,03 -0,16
P 0,47 0,93 0,60 0,59 0,84 0,64 0,91 0,57
ta tg tc tp
P/N P/P P/N P/P P/N P/P P/N P/P
rs 0,07 0,14 0,15 0,50 0,11 0,34 0,19 0,12
P 0,81 0,60 0,57 0,05 0,67 0,20 0,48 0,65
TNF-a. - Druckschmerzschwelle
ta ts tc tp
C/N C/p C/N C/p C/N C/p C/N C/p
rs 0,38 -0,39 0,41 -0,17 0,04 0,24 0,24 0,41
P 0,15 0,13 0,12 0,54 0,89 0,37 0,38 0,11
A ts tc tp
P/N P/P P/N P/P P/N P/P P/N P/P
rs -0,07 -0,10 0,25 0,12 -0,07 0,16 0,04 -0,15
P 0,79 0,72 0,36 0,65 0,81 0,55 0,88 0,59
IL-1P - Temperaturschmerzschwelle
ta tg tc tp
C/N C/p C/N C/p C/N C/p C/N C/p
rs -0,46 -0,39 -0,23 -0,20 -0,11 -0,04 0,40 0,30
P 0,07 0,13 0,40 0,46 0,68 0,88 0,12 0,27
ta tg tc tp
P/N P/P P/N P/P P/N P/P P/N P/P
rs -0,02 -0,52 0,09 0,07 0,08 -0,29 0,05 -0,07
P 0,95 0,04 0,73 0,80 0,78 0,28 0,87 0,79
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IL-1f - Druckschmerzschwelle

ta tg tc tp
C/N C/p C/N C/p C/N C/p C/N C/p
rs -0,62 -0,74 -0,54 0,06 -0,63 -0,09 -0,35 0,04
P 0,01 0,00 0,03 0,82 0,01 0,74 0,19 0,90
ta tg tc tp
P/N P/P P/N P/P P/N P/P P/N P/P
rs -0,16 -0,56 -0,21 -0,58 0,37 -0,64 -0,24 -0,81
P 0,56 0,03 0,44 0,02 0,16 0,01 0,36 0,00
Cortisol - Temperaturschmerzschwelle (ménnliche Probanden)
A | fc %)
C/N C/P C/N C/p C/N C/P C/N C/P
rs -0,24 0,16 -0,60 0,24 -0,26 0,21 -0,48 -0,17
P 0,57 0,70 0,11 0,57 0,53 0,62 0,23 0,68
ta ts tc %)
P/N P/P P/N P/P P/N P/P P/N P/P
rs 0,24 0,08 0,29 0,21 0,24 0,57 0,55 0,26
P 0,56 0,84 0,49 0,62 0,57 0,14 0,16 0,54
Cortisol - Temperaturschmerzschwelle (weibliche Probanden)
ta tg tc tp
C/N C/p C/N C/p C/N C/pP C/N C/p
rs 0,00 0,43 0,46 0,43 -0,07 0,54 0,32 0,14
P 1,00 0,34 0,29 0,34 0,88 0,22 0,48 0,76
ta tg tc tp
P/N P/P P/N P/P P/N P/P P/N P/P
rs 0,85 0,36 0,78 0,75 0,61 0,71 0,72 0,68
P 0,01 0,43 0,04 0,05 0,15 0,07 0,07 0,09
Herzfrequenz - Temperaturschmerzschwelle
ta ts tc tp
C/N C/p C/N C/p C/N C/p C/N C/p
rs -0,72 -0,20 -0,47 -0,42 -0,30 -0,33 -0,27 -0,29
P 0,00 0,45 0,07 0,10 0,26 0,22 0,31 0,28
ta tg tc tp
P/N P/P P/N P/P P/N P/P P/N P/P
rs -0,53 -0,48 -0,52 -0,60 -0,49 -0,55 -0,49 -0,35
P 0,04 0,06 0,04 0,01 0,05 0,03 0,05 0,18
Herzfrequenz - Druckschmerzschwelle
ta ts tc to
C/N C/P C/N C/p C/N C/P C/N C/P
rs -0,38 0,00 -0,32 -0,09 -0,40 -0,11 -0,08 -0,33
P 0,15 1,00 0,23 0,75 0,13 0,70 0,78 0,21
ta tg tc tp
P/N P/P P/N P/P P/N P/P P/N P/P
rs -0,25 -0,56 -0,12 -0,44 -0,11 -0,43 0,00 -0,43
P 0,35 0,02 0,66 0,09 0,68 0,10 0,99 0,10
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