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1 EINLEITUNG

1.1 Opioiderge Systeme: Komponenten

1.1.1 Opioidrezeptorliganden

1.1.1.1 Exogene Opioide

Die Opiumgewinnung erfolgt durch Trocknen des Milchsaftes der Schlafmohnkapsel
(Papaver somniferum). Schon in Schriften der griechischen und rémischen Antike,
wie zum Beispiel in denen des THEOPHRASTUS, werden die analgetische und
bewusstseinsverandernde Wirkung des Opiums beschrieben. Opium enthalt 25
Alkaloide, wovon Morphin das medizinisch wichtigste darstellt; 1804 gelang es
Friedrich SERTURNER, das Morphin daraus zu isolieren.

Die Klarung der Morphinstruktur erfolgte 1923 durch GULLAND und ROBINSON;
bestatigt wurde sie 1952 durch de- novo Synthese von GATES und TSCHUDI.

Als Opiate bezeichnet man Morphin und alle natirlichen sowie synthetisch
hergestellten Alkaloide mit morphinartiger Wirkung. In der Regel handelt es sich
dabei um exogene Opioide.

In der Klinik findet Morphin vor allem als Analgetikum Anwendung. Als unerwlnschte
Nebenwirkungen sind Obstipation, Atemdepression, Ubelkeit und Erbrechen zu
nennen.

Die spezifischen Wirkungen der Opiate sowie die antagonistische Wirkung des
Opioidantagonisten Naloxon gaben Anlass zur Suche nach opiatspezifischen
Rezeptoren.

Diese Opiatrezeptoren konnten 1973 unabhangig voneinander von mehreren
Arbeitsgruppen nachgewiesen werden (PERT und SNYDER,1973; SIMON et
al.,1973; TERENIUS,1973).

Der Nachweis spezifischer Opiatrezeptoren gab Anlass zur Suche nach endogenen
Liganden, da es unwahrscheinlich erschien, dass nur exogene Opioide mit diesen
hochspezifischen Bindungsstellen interagieren sollten.



1.1.1.2 Endogene Opioide

Zu den Opioiden zahlt man einerseits Opioide mit Alkaloidstruktur, die Opiate (in der
Regel exogene Opioide) und andererseits Opioide mit Peptidstruktur, die
Opioidpeptide (in der Regel endogene Opioide). Beiden Gruppen ist eine
agonistische Wirkung an den Opioidrezeptoren, die zu Beginn als Opiatrezeptoren
bezeichnet wurden, gemeinsam.

Die ersten endogenen Opioide wurden 1975 von HUGHES und KOSTERLITZ
entdeckt. Es handelte sich dabei um die Gruppe der Enkephaline. Wenig spéter
wurden weitere Opioidpeptide, wie das B-Endorphin 1976 durch LI et al. und das
Dynorphin 1979 durch GOLDSTEIN et al., gefunden. Es handelt sich hierbei um
Peptide mit der N-terminalen Aminosduresequenz Tyr-Gly-Gly-Phe, Gber die sie mit
Opioidrezeptoren in Verbindung treten. AuBer diesen sogenannten ,typischen®
Opioidpeptiden kennt man einige ,atypische“ Opioidpeptide wie z.B. die B-
Casomorphine, Fragmente des Milchproteins B-Casein (BRANTL and
TESCHEMACHER, 1983) oder die Dermorphine, die in der Haut von Amphibien
gefunden wurden (BROCCARDO et al., 1981). Sie binden und wirken ebenfalls an
Opioidrezeptoren, verfigen jedoch mit Ausnahme des N- terminalen Tyrosinrestes
nicht Ober die typische N- terminale Aminosauresequenz der Opioidpeptide. Es
handelt sich um eine Gruppe von Peptiden, welche aus verschiedensten Proteinen
freigesetzt werden kénnen (TESCHEMACHER, 1993).

Alle typischen Opioidpeptide stammen von ausschlieBlich drei verschiedenen
Precursormolekilen ab: Proopiomelanocortin (POMC), Proenkephalin (PENK) und
Prodynorphin (PDYN) (HOLLT,1983). Durch enzymatische Freisetzung werden aus
diesen Molekuilen die verschiedenen typischen Opioidpeptide abgespalten.

Von dem wohl bekanntesten Precursormolekul, dem Proopiomelanocortin, leiten sich
das B-Endorphin (1-31) sowie die durch weitere Spaltung entstehenden Peptide o-
und y- Endorphin ab. Neben den Endorphinen werden auch die Hypophysenhormone
ACTH (Adrenocorticotropes Hormon), a-,B- und y- MSH (Melanozyten-stimulierendes
Hormon) und B-LPH (Lipotropin) aus POMC freigesetzt. Die héchste Konzentration
an POMC findet man im Hypophysenvorderlappen.

Aus dem Proenkephalin gehen die Enkephaline Met- und Leu- Enkephalin hervor.



Die Dynorphine A und B sowie o- und B-Neoendorphin werden aus dem
Prodynorphin herausgespalten. Die Peptide beider Gruppen lassen sich in
verschiedenen Regionen des ZNS, im Nebennierenmark und im Plexus myentericus
und submukosus nachweisen.

Mit Hilfe dieser hochspezifischen Liganden konnte gezeigt werden, dass es mehrere
Rezeptortypen und —subtypen geben muss, an die die einzelnen Opioide mit
unterschiedlicher Affinitat binden (PATERSON et al.,1983).

1.1.2 Opioidrezeptoren

1.1.2.1 Einteilung

Nachdem 1973 Opiatrezeptoren im Nervensystem von Vertebraten nachgewiesen
werden konnten (PERT und SNYDER,1973; SIMON et al., 1973; TERENIUS,1973),
gelang 1980 erstmals die Isolierung dieser Rezeptoren aus Membranen (RUEGG et
al., 1980).

Erkenntnisse aus Bindungsversuchen zeigten bald, dass mehrere Rezeptortypen
existieren. Definiert wurden sie Uber ihre spezifische Affinitdt zu unterschiedlichen
Liganden. Wie viele und welche Opioidrezeptoren es wirklich gibt, wird bis heute
kontrovers diskutiert.

Als Opioidrezeptoren wurden 1976 die u-, k- und o- Rezeptoren beschrieben
(MARTIN et noch al., 1976) ; der o- Rezeptor wurde zum erstenmal erst 1977
nachgewiesen (LORD et al., 1977). Zwei Jahre spater entstand das Modell der p-, o-
und e- Rezeptoren (WUSTER et al., 1979).

Der - Rezeptor wird in der neueren Literatur nicht mehr der Opioidrezeptorfamilie
zugerechnet, weil seine Wirkungen nicht durch den Opioidantagonisten Naloxon
aufzuheben sind (QUIRION et al., 1987).

Nachdem die These eines e- Rezeptors wiederholt verworfen wurde, legen es neuere
Arbeiten nahe, den e- Rezeptor als eigenstandigen Rezeptortyp anzuerkennen
(HERZ, 1986; SHOOK et al., 1988; NOCK et al., 1993).



Allgemein akzeptiert und am besten untersucht sind die u-, k- und 6-Rezeptoren, die
auch OP3 (MOR), OP, (KOR) und OP { (DOR) genannt werden. Die Bezeichnung
OP 4, OP, und OP; basiert auf die Reihenfolge, in der die drei Rezeptoren geklont
wurden (DHAWAN et al., 1996).

Diese Rezeptortypen lassen sich wiederum in Subtypen, die sogenannten s -,us -,
K1a-, K1b-, K 2, K3-, 01- und 82 — Rezeptoren aufgliedern (ZUKIN et al., 1988; PAUL et
al., 1989; SOFUOGLU et al., 1991; MATTIA et al., 1991; JIANG et al, 1991; ZAKI et
al., 1996).

Eine neuere Entdeckung ist der ORL;- Rezeptor (opioid receptor-like protein;
receptor), der aufgrund seiner strukturellen Homologie (50-60%) zu den
Opioidrezeptoren gezahlt wird (MOLLEREAU et al., 1994).

Ein groBer Fortschritt in der Entwicklung der Opioidrezeptor- Forschung konnte durch
die Klonierung des Maus- 6- Opioidrezeptors 1992 durch zwei unabhangig
voneinander arbeitende Gruppen erzielt werden (KIEFFER et al., 1992; EVANS et
al.; 1992).

Die Sequenzanalyse der 372 Aminosauren des entschlisselten Maus- -
Opioidrezeptorproteins ergab, dass der geklonte Rezeptor der G-Protein-
gekoppelten Rezeptorenfamilie angehért (PROBST et al., 1992) und demnach den
typischen Aufbau G-Protein- gekoppelter Rezeptoren aufweist.

1993 erfolgte die Klonierung des p- und des k- Rezeptors von Ratten (CHEN et al,
1993a,b).

Heute sind DNA-Klone der humanen pu-, 8- und k -Rezeptoren verflgbar.

1.1.2.2 Struktur und Interaktionen

Durch die Kenntnis der Aminosauresequenz der Rezeptoren und die Mdglichkeit, die
Rezeptoren in geeigneten Zellen in gréBerer Menge zu exprimieren, konnte das
Wissen Uber Bau und Funktion der Opioidrezeptoren schnell erweitert werden.

Die Opioidrezeptoren gehéren zu der Gruppe der G- Protein-gekoppelten
Rezeptoren. lhre Struktur entspricht somit dem einheitlichen Bauprinzip dieser
Rezeptoren: der N-Terminus der Aminos&urekette liegt im Extrazellularraum, der C-
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Terminus im Intrazellularraum. Die etwa vierhundert Aminosauren lange Peptidkette
durchquert siebenmal die Zellmembran (EVANS et al., 1992), wodurch auBer den N-
und C- terminalen Sequenzen sieben transmembrandre Domé&nen sowie drei
extrazellulare und drei intrazellulare Doméanen (Schleifen) entstehen.

Der Vergleich der verschiedenen Opioidrezeptortypen zeigt, dass diese in sechs
transmembranaren sowie in den drei intrazelluldren Dom&nen und der ersten
extrazelluldren Schleife weitgehend Ubereinstimmen (65%). Im Gegensatz dazu
findet man weder in der vierten transmembranaren Doméane noch in der zweiten und
dritten extrazellularen Schleife oder im N- bzw. C- Terminus der Rezeptortypen eine
ausgepragte Homologie (35%). Man schlieBt daraus, dass diese Teile der
Opioidrezeptoren wahrscheinlich fir die unterschiedlichen Bindungscharakteristika
der verschiedenen Rezeptortypen verantwortlich sind und so unterschiedliche
Funktionen bedingen kénnen (KONG et al., 1994). Die dritte intrazelluldre Schleife
hingegen soll die Bindung des G-Proteins an den Rezeptor beeinflussen kénnen.

Alle Opioidrezeptoren inhibieren G-Protein- vermittelt die cAMP- Bildung durch
Hemmung der Adenylatcyclase. AuBerdem kommt es =zur Aktivierung von

Kaliumkanélen und zur Inaktivierung von Calciumkanalen.

Grundsatzlich treten Opioidpeptide mit Opioidrezeptoren Uber ihren N-Terminus in
Verbindung. Wie schon erldutert unterscheiden sich die einzelnen Liganden in ihrer
Affinitdt zu dem jeweiligen Rezeptortyp. Dennoch beschrénkt sich die Affinitat der

Opioidpeptide nicht selektiv auf einen einzigen Rezeptortyp.

So zeigen Proopiomelanocortin- und Proenkephalinderivate hohe Bindungsaffinitat
zu den &- und u-Opioidrezeptoren. Im Gegensatz zu Prodynorphinpeptiden binden
sie aber nicht an den x-Opioidrezeptor.

Infolgedessen bindet B-Endorphin bevorzugt an pu- Rezeptoren, die Enkephaline an
0- Rezeptoren und die Dynorphine an k- Rezeptoren (CHAVKIN et al., 1982; SIMON
und GIOANNINI, 1993).

Das Bindungsprofil der synthetischen Opioidpeptide entspricht vorangegangenen
Charakterisierungen an Membranpraparationen:
(D-Ala?, N-Me-Phe*, Gly-ol®)- Enkephalin (DAMGO) ist wie Morphin ein hochpotenter



u- Opioidrezeptoragonist, (D-Pen®?)- Enkephalin (DPDPE) zeigt hdchste Affinitat
gegenlber dem 6- Opioidrezeptor und (5a, 7a, 8B)-(+)-N-Methyl-N-(7-[1-Pyrrolidinyl]-
1-Oxaspiro[4,5] Dec-8-yl)— Benzeneacetamide (U69 593) bindet hochselektiv an den
k- Opioidrezeptor.

Die Bindungspotenz ausgedrickt als Dissoziationskonstante (Kp) liegt bei allen drei
Opioidrezeptorliganden zwischen 10 und 10® M (KIEFFER et al., 1995)

Die durch verschiedene Liganden ausgel6sten Wirkungen lassen sich nicht eindeutig
bestimmten Opioidrezeptoren zuordnen.

Es werden Uber den p -Rezeptor, zum Teil jedoch auch Uber den 8- Rezeptor, auf
supraspinaler Ebene Analgesie, Euphorie, Miosis, Atemdepression, Hustenblockade,
Nausea und Emesis hervorgerufen. Agonisten an k- Rezeptoren wirken vorwiegend
auf spinaler Ebene analgetisch. Zusétzliche Uber den x- Rezeptor vermittelte
Wirkungen sind ebenso Analgesie, Miosis, Dysphorie, Atemdepression und
Anxiolyse (REISINE and PASTERNAK, 1996).

Opioidrezeptoren und Opioidpeptide aus den drei Precursurmolekulen finden sich an
vielen Stellen im Organismus mit charakteristischen Unterschieden in der Verteilung.

1.1.2.3 §- Opioidrezeptoren

Der erste Opioidrezeptor, der geklont wurde, war der - Opioidrezeptor. Die
Arbeitsgruppen EVANS und KIEFFER haben 1992 unabh&ngig voneinander den
Maus- o- Opioidrezeptor kloniert. Der Ratten- o- Opioidrezeptor wurde durch
FUKUDA et al. (1993) und der menschliche - Opioidrezeptor ein weiteres Jahr
spater durch KNAPP et al. (1994) und SIMONIN et al. (1994) geklont.

Das menschliche 8- Opioidrezeptorprotein bestehend aus 372 Aminosauren stimmt
zu 97% mit dem Maus- und dem Ratten- &- Opioidrezeptorprotein Uberein. Die

Unterschiede liegen vor allem im N- und. C- Terminus der Aminosaurenkette.

Das Gen des menschlichen §- Opioidrezeptors wurde mittels in-situ-Hybridisierung

auf Chromosom 1, an der Position p34,3-p36,1, lokalisiert (BEFORT et al.,1994).
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Die Struktur des o&- Opioidrezeptor- Gens wurde 1994 durch SIMONIN et al.
aufgeklart. Demnach ist der kodierende Bereich des o- Opioidrezeptors Uber drei
Exons verteilt, die wiederum durch zwei Introns, von der Lange 46,3 kbp bzw. 3,4
kbp, voneinander getrennt sind (AUGUSTIN et al.,1995). Die Introns liegen zum
einen hinter der ersten und zum anderen hinter der vierten transmembrandren
Domane.

Die Struktur des Rezeptormolekiils entspricht dem in 1.1.2.2 beschriebenen
Bauprinzip G-Protein- gekoppelter Rezeptoren.

G- Protein gekoppelte Rezeptoren sind auf ihre Struktur und Funktion hin gut
untersucht worden. Verschiedene Untersuchungen (QUOCK et al.,1999) zeigen,
welche Abschnitte des 8- Opioidrezeptors flr die selektive Bindung eines Liganden
von Bedeutung sind. Dabei soll die dritte extrazellulare Schleife zusammen mit
einigen Regionen der transmembranadren Domédnen fur die Selektivitdt des 6-
Opioidrezeptors flr seine Liganden verantwortlich sein. Hingegen scheinen der N-
Terminus als auch die erste und zweite extrazellulare Schleife keinen Einfluss auf die

Bindung von selektiven - Opioidliganden zum - Opioidrezeptor zu nehmen.

Die Rolle der p- Opioidrezeptoren in der opioid- vermittelten Analgesie ist schon
langer bekannt. Anhand selektiver o- Opioidrezeptor- Agonisten konnte gezeigt
werden, dass auch diese Rezeptoren an der Vermittlung der Analgesie beteiligt sind.
Sowohl die Entdeckung selektiver 8- Opioidrezeptor- Antagonisten wie Naltriben und
Naltrindol (PORTOGHESE et al., 1988; TAKEMORI and PORTOGHESE, 1992) als
auch die Einfihrung hochselektiver - Opioidrezeptor- Agonisten wie z.B. von
DPDPE (MOSBERG et al., 1983a,b) erméglichten den Nachweis §- Opioidrezeptor-
vermittelter Antinozizeption.

Die selektiven 6- Opioidrezeptor- Agonisten scheinen den Vorteil zu haben, dass die
unerwlnschten Nebenwirkungen, wie z.B. Atemdepression (CHENG et al., 1993),
Obstipation (SHELDON et al., 1990) und die Ausbildung einer physischen
Abhéangigkeit (COWAN et al., 1988) geringer ausgepragt sind als bei den u-
Opioidrezeptor- Agonisten, die momentan in der Schmerztherapie eingesetzt
werden. Das o- Opioidsystem erregt daher zunehmend Aufmerksamkeit bei der
Entwicklung neuer Schmerzmedikamente, ferner in der Therapie der Kokain- und
Alkoholabhangigkeit und in der Diagnostik und Therapie des Lungenkarzinoms
(COOP and RICE, 2000).



MATTHES et al. (1998) konnten bei Gen- mutierten M&usen, in denen die
Expression des p- Opioidrezeptors gestdrt war, zeigen, dass selektive o-
Opioidrezeptor- Agonisten den p- Opioidrezeptor nicht bendtigen, um Antinozizeption
zu vermitteln. Im Gegensatz dazu wurde von SORA et al. (1997a,b) beschrieben,
dass die antinozizeptive Wirkung von DPDPE in p- Opioidrezeptor- knockout Mausen
geringer ausgepragt war als in der Kontrollgruppe. Demnach scheint zumindest die
antinozizeptive Wirkung des &- Opioidrezeptor- Agonisten DPDPE doch von einem

intakten u- Opioidrezeptor abhdngig zu sein.

1.2 Opioiderge Systeme : Verteilung

1.2.1 Opioiderge Systeme im Organismus

Opioidrezeptoren und Opioidpeptide lassen sich unter funktionellem Gesichtspunkt
als opioidpeptiderge Systeme beschreiben.

Opioidrezeptoren sind in den verschiedensten Geweben und Zellen entdeckt worden.
Im Gehirn findet man eine hohe Dichte an u- Rezeptoren, die vor allem im Thalamus
und Hypothalamus vorzufinden sind. 8- Rezeptoren und x- Rezeptoren sind
hauptséachlich im Bereich des Cortex lokalisiert, k- Rezeptoren auBerdem in héherer
Konzentration im limbischen System (ATWEH und KUHAR,1983; MANSOUR und
WATSON, 1993; PFEIFFER et al.,1982).

Endorphine lassen sich in hohen Konzentrationen im hypothalamisch-hypophysaren
Bereich nachweisen. Enkephaline und Dynorphine sind dagegen Uber viele
Regionen des ZNS verteilt (DORES et al., 1984; KHACHATURIAN,1985).

AuBerhalb des ZNS werden opioidpeptiderge Systeme im Herzen (ARCHELOS et
al.,, 1987; PITTIUS et al., 1987; SPAMPINATO et al.1991; WEIHE et al.,1983) im
Gastrointestinaltrakt (CHAMOUARD et al., 1993; INTORRE et al., 1993; ORWOLL
und KENDALL, 1980), im Nebennierenmark (LUNDBERG et al., 1979) und im
Immunsystem (SIBINGA und GOLDSTEIN,1988) beschrieben.

Opioiderge  Systeme greifen u.a. in Leitung und Verarbeitung der

Schmerzempfindung ein, sind an der Regulation der Kérpertemperatur beteiligt,
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kontrollieren die Hormonsekretion, beeinflussen immunregulatorische sowie
gastrointestinale Funktionsablaufe und sind an der Regulation des emotionalen

Erlebens beteiligt, um nur einige physiologische Funktionen zu nennen.

1.2.2 Opioiderge Systeme in der Haut

Die Haut ist mit einer Oberflache von 1,8 m? eines der umfangreichsten Organe des
Kérpers. Sie macht ca. 16% des Kdérpergewichts aus. Ihre Hauptaufgabe besteht in
der Bildung einer Barriere, die den Koérper vor schadlichen &uBeren Faktoren
schitzen und das innere Gleichgewicht intakt halten soll. Die Haut ist aus drei
Schichten aufgebaut: der Epidermis, der Dermis und der Subkutis.

Die Epidermis als Oberflachenepithel ist ein mehrschichtiges, verhornendes
Plattenepithel mit vier Schichten (Ubersicht Abb.1). Die Anordnung der Schichten
von innen nach auBen: Basalzellschicht, Stachelzellschicht, Granularzellschicht,
Hornschicht . Die Epidermis besteht zu 90% aus den eigentlichen Epidermiszellen,
den Keratinozyten. Sie enthdlt auBerdem Langerhanszellen (Immunsystem),

Melanozyten (Pigmentsystem) und Merkel- Zellen (Nervensystem).

?_“': — =1
Stratum cormeum fr— _—-"——'I:'

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale ’ - L i

hlelanozyt

Langerhanszelle

Bazalmembran
Feratinozyt

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Epidermis

Differenzierung der Keratinozyten vom Stratum basale tber Stratum spinosum in das
Stratum granulosum. Abrupter Ubergang der Keratinozyten in die Hornzellen des
Stratum corneum. Die Melanozyten liegen in der dermoepithelialen Grenzzone
zwischen den Basalzellen der Epidermis. (Modifiziert nach Gawkrodger, D.J., 1997)
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Die intensive Suche nach opioidergen Systemen in der Haut begann, nachdem die
ersten Opioidrezeptorliganden in der Froschhaut nachgewiesen werden konnten. Es
handelte sich dabei um hochselektive 8- Opioidrezeptorliganden, die man als
Deltorphine und Dermorphine bezeichnete (KREIL et al., 1989; MONTECUCCI et al.,
1981; LAZARUS et al., 1999).

Untersuchungen von BHARDWAJ und LUGER (1994) zeigten, dass das
Precursormolekil POMC in nativen Keratinozyten exprimiert wird und seine Derivate
ACTH, a-MSH (SCHAUER et al., 1994) und B- Endorphin (WINTZEN et al., 1996)
aus diesen Zellen freigesetzt werden kénnen.

Spater ergaben sich weitere Hinweise auf ein opioiderges System in der
menschlichen Haut. Es wurden sowohl Opioidbindungsstellen auf Keratinozyten
(BIGLIARDI et al., 1998) als auch Effekte durch Opioidrezeptorliganden an
Keratinozyten beschrieben (NISSEN et al., 1997). Die Arbeitsgruppe BIGLIARDI
wies den p-Opioidrezeptor auf humanen Keratinozyten nach und war damit die erste,
die einen Rezeptor fir den POMC-Abkédmmling B-Endorphin, welches mit hoher
Affinitdt an den u-Opioidrezeptor bindet, in der menschlichen Haut beschreiben
konnte.

Diesen Befunden entsprechend wurden in weiteren Untersuchungen spezifische
Bindungsstellen fir B- Endorphin in Keratinozyten gefunden (EGELING et al.,1999).

Uber die physiologischen Funktionen opioiderger Systeme in der Haut gibt es nur
wenige Arbeiten.

Opioiderge Systeme in der menschlichen Haut scheinen fir die Regulation der
Zelldifferenzierung und Pathogenese einiger Hauterkrankungnen von Bedeutung zu
sein.

Berichten zufolge werden im Plasma von Patienten mit atopischer Dermatitis,
Psoriasis (GLINSKI et al., 1994 und 1995) und Vitiligo (MOZZANICA et al., 1992)
erhéhte B-Endorphin- Konzentrationen beobachtet, was mit einer mdglichen
Beteiligung der Opioidpeptide an der Regulation und Pathogenese dieser
Krankheiten kompatibel ware.

Ferner gibt es Hinweise, dass opioiderge Systeme in die Regulation der
Keratinozytendifferenzierung und des epithelialen Wachstums involviert sind und so

eine SchlUsselfunktion in der Wundheilung einnehmen kénnten.
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Es wurden in der WundflUssigkeit (CEPEDA et al., 1993) und im Plasma (XUE et al.,
1991) von Patienten mit Verbrennungswunden erhdhte Konzentrationen von B-
Endorphin gefunden. Opioidpeptide, die in Wunden exprimiert werden, sollen nicht
nur den Schmerz lindern, sondern zusétzlich durch Stimulation der Migration und
Chemotaxis von Keratinozyten (BIGLIARDI et al., 2002) und Leukozyten (VAN EPPS
et al.,, 1993) die Reepithelialisierung im Rahmen der Wundheilung verbessern

kdnnen.

Als eine weitere Funktion der Opioidpeptide in der Haut wird die Beteiligung an der
Regulation der Sinneswahrnehmung beschrieben. Diese These konnte anhand von
Versuchen mit dem Opioidantagonisten Naloxon unterstitzt werden. Naloxon konnte
den auftretenden Juckreiz bei Uramiepatienten aufheben (PEER et al., 1996). Somit
kann eine Beteiligung der Opioide an der Entstehung bzw. Wahrnehmung des

Juckreizes nicht ausgeschlossen werden.

Die physiologische Bedeutung der opioidergen Systeme in der Haut bedarf weiterer

Abklarung.

1.3 Melanozyten

Melanozyten wandern aus der Neuralleiste, die aus Zellen des Ektoderms hervorgeht
aus und dringen in die basale Lage der Epidermis ein. Sie werden zu den
neuroepithelialen Zellen gerechnet.

Die regionale Verteilung der Melanozyten erfolgt nach der Geburt. Melanozyten sind
am haufigsten im Gesicht und anderen exponierten Kérperpartien lokalisiert.
Melanozyten liegen in der Basalzellschicht in Kontakt mit der Basalzellmembran. Sie
machen etwa 5-10% der Basalzellpopulation aus.

Ein Melanozyt versorgt ca. 36 Keratinozyten (,Epidermale Melanineinheit) mit
Melanin.

Melanozyten synthetisieren das braun-schwarze Pigment Melanin in sogenannten
Melanosomen. Das Melanin wird in Granula eingebaut und UGber dendritische
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Auslaufer an die benachbarten Keratinozyten weitergegeben, die es durch
Phagozytose aufnehmen.

Die Zahl der Melanozyten ist bei allen Menschen gleich, unterschiedlich dagegen
sind Anzahl und Gr6Be der gebildeten Melaningranula, was die unterschiedliche
Pigmentierung bei der Bevoélkerung bedingt.

Die Pigmentierung stellt einen Schutz gegendber UV Strahlen dar.

Das maligne Melanom ist eine maligne Entartung der Melanozyten, die zunachst mit
einer melanozytéren Proliferation in der Epidermis beginnt und sich spater in die
Dermis ausbreitet. Dieser Hauttumor zeichnet sich durch aggressives und infiltratives
Wachstum sowie durch seine Neigung zur lymphogenen und hamatogenen
Metastasierung aus und ist infolgedessen durch eine hohe Letalitat gekennzeichnet.
Maligne Melanome kommen vorwiegend bei Menschen weiBer Rassen vor, bei
Schwarzen sind sie sehr selten. Menschen mittleren Alters sind bevorzugt betroffen,
das weibliche Geschlecht haufiger als das mannliche. Die Atiopathogenese des
malignen Melanoms ist noch nicht bis ins Detail aufgeklart, von Bedeutung sind eine
genetische Disposition und UV Belastung. Vor allem massive Sonnenbrande in der
Kindheit werden in der Entstehung maligner Melanome Bedeutung beigemessen.

Die Inzidenz des malignen Melanoms nimmt weltweit jahrlich zu. Sie betragt derzeit
in Europa 6-14 Neuerkrankungen pro Jahr und 100000 Einwohnern (BRAUN-
FALCO et al., 1996).
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2 FRAGESTELLUNG

Opioidpeptide und Opioidrezeptoren, zusammengefasst als opioiderges System,
kommen vorwiegend im peripheren und zentralen Nervensystem vor. Daneben
existieren weitere opioiderge Systeme, z.B. im Herzen, im Gastrointestinaltrakt, im

Immunsystem und in der Haut.

Hinweise auf die Existenz opioiderger Systeme in der Haut erbrachte u. a. die
Entdeckung hochselektiver - Opioidrezeptorliganden, der Deltorphine und
Dermorphine. Spatere Befunde zeigten zum einen, dass POMC in Keratinozyten
exprimiert und zum anderen, dass Derivate hiervon aus diesen Hautzellen freigesetzt
werden kdnnen. Desweiteren konnte mit dem Nachweis des pu- Opioidrezeptors auf
menschlichen Keratinozyten die Existenz opioiderger Systeme in der Haut bestétigt

werden.

Die menschliche Epidermis besteht zu etwa 90% aus Keratinozyten. Zusétzlich
beherbergt die Epidermis unter anderem die melaninbildenden Zellen des
Pigmentsystems, die Melanozyten.

Nachdem sich die Suche nach opioidergen Systemen in der menschlichen Haut
bisher im wesentlichen auf Keratinozyten beschrénkt hatte, entstand die vorliegende
Arbeit in dem Bestreben, nach den drei Opioidrezeptortypen u, k¥ und & auf
Melanozyten der menschlichen Haut zu suchen.

Um den flr die Versuche hohen Bedarf an Zellen decken zu kénnen, sollten fir die
Experimente Melanozyten der menschlichen Zellinien G-361 und COLO 679

eingesetzt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte sowohl nach der mRNA als auch nach dem
exprimierten Protein der Opioidrezeptoren gesucht werden. Hierzu sollten zwei
Methoden eingesetzt werden:

Zuerst sollten die Melanomzelllinien G-361 und COLO 679 mittels RT- PCR auf die

Expression von mRNA der drei Opioidrezeptortypen p, x und & untersucht werden.
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AnschlieBend sollte mittels Radioligand- Bindungsversuchen Uberprift werden,
welcher der drei Opioidrezeptortypen gegebenenfalls auch auf Membranen der
Melanomzellen nachgewiesen werden kdnnte.

Als Liganden sollten die radioaktiv markierten Opioidrezeptorliganden (*H)-DPDPE
(8-Opioidrezeptoragonist), (*H)-DAMGO (u-Opioidrezeptoragonist) und (°H)-U69 593
(x-Opioidrezeptoragonist) und die betreffenden Opioidrezeptorliganden in nicht
markierter Form in Radioligand- Bindungsversuchen eingesetzt werden.
Membranpréparate der Melanomzellinie G-361 waren als Binder vorgesehen. Mit
dieser Methode sollte nach  spezifischen  Bindungstellen  fir  die
Opioidrezeptorliganden gesucht werden.

Wir fanden m-RNA des &- Opioidrezeptors in der Melanomzellinie G-361 mittels RT-
PCR und konnten fiir (*H)-DPDPE in den Bindungsversuchen eine spezifische
Bindung auf den Membranen der G-361 Zellen aufzeigen.

Deshalb sollten in weiteren Versuchen die Bindungscharakteristika wie
Zeitabhangigkeit, Reversibilitdt und  Sattigbarkeit untersucht sowie die
Bindungsparameter Kp und Bwuax, als MaB far die Affinitdt der Bindung, bestimmt

werden .
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3 MATERIAL

3.1 Materialien und Geréate

a) Gentechnologie und Zellkultur :

Absaugpumpe
Autoklav

Brutschrank

Einmalpipette (50ml)

Falcon Réhrchen (50ml)
Flowbank
Gelelektrophoresekammer

Gene Amplification PCR System 2400
Glasmaterialien (autoklaviert)
Heizblock

Mikroskop Wilovert S

Neubauer- Zdhlkammer
Nylon-Membran (Nytran NY 13N)
PCR-Cycler“Crocodile*

Pipetten, verstellbar
(5ml,1ml,200ul,100ul,20ul,10ul)
Pipettenspitzen

ReaktionsgefaBe (2ml, 1.5ml, 0,5ml)
Rattler

Spannungsquelle

Sterilisator

Tischzentrifuge, Biofuge Fresco
UV-Lampe ,Eagle Eye”

UV Lampe Micro Bio Tec
Waage- Feinwaage M5

Leybold, KéIn

H+P Labortechnik GmbH,
OberschleiBheim bei Minchen
Heraeus Instruments, Hanau
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Heraeus, Hanau

Werkstatt des MZG, GieBen
Perkin Elmer, Uberlingen
Schott, Mainz

Eppendorf, Hamburg

Helmut Hund GmbH, Wetzlar
Kalensee, GieBen

Schleicher und Schiill, Dassel
Appligene, Heidelberg
Abimed, Dusseldorf

Ratiolab, Dreieich

Sarstedt, Niombrecht
Heidolph, Kehlheim
Elektrowerkstatt MZI, Giessen
Heraeus, Hanau

Heraeus Instruments, Hanau
Stratagene, Heidelberg
Brand, GieBen

Mettler, Zlrich
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Waage-Tischwaage AT 250

Wasserbad

Mettler, Zirich

Kéttermann, Hanigsen

b) Radiorezeptorbindungsversuche und Proteinbestimmung:

Beta-Counter, Wallac1410
Dispenser Tips
Filtrationskammer
Glasfaserfilter (GFB)
Glasmaterialien
Glaspipetten (10ml, 20ml)
Homogenisator
Horizontalschuttler
Magnetrihrer

Multipette

Parafilm

Petrischalen (100er; 145er)
pH-Meter 761 Calimatic
Photometer Biochrom 4060
Pipetten(1ml, 5ml)
Pipettenspitzen

Pipetus

Polystyrolréhrchen
ReaktionsgefaBe (1,5ml ; 2ml)
Rundschattler

Rattler

Sarstedt-Réhrchen (13ml; 50ml)
Teflonschaber
Unterdruckpumpe

Vortexer

Zentrifuge:Sorvall RC-5C PLUS

Pharmacia Biotech, Freiburg
Nerbe, Winsen/Luhe
Werkstatt des MZG, GieBen
Whatman-Biometra, Géttingen
Schott, Mainz

Brand, Wertheim/Main

Braun, Melsungen

Edmund Buhler, TUbingen
Heidolph, Kelheim

Eppendorf, Hamburg
American Can Company, Dixie/Marathon,
USA

Greiner, Frickenhausen

Knick, Berlin

Pharmacia- LKB, Freiburg
Abimed, Dusseldorf

Ratiolab, Dreieich

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Sarstedt, Niombrecht
Sarstedt, Niombrecht
Heidolph, Kehlheim
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Niombrecht

Greiner, Frickenhausen
Leybold, KéIn

Heidolph, Kehlheim

Du Pont, Bad Homburg
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3.2 Chemikalien und Substanzen

a) Gentechnologie und Zellkultur:

10x True 1-Puffer
8-Hydroxy-Chinolin

10x PCR- Puffer

Agarose

Aqua-Roti-Phenol

Bio Ladder TM 100 (100-1000bp)
Bromphenolblau

Chloroform

DMSO

DNA Molecular Weight Marker 8
(0,013-1,11kbp)

dNTP-Mix

d N6 1:300 (pol (N)s Sodium Salt)
DTT

EDTA

Essigsaure

Ethanol (70%; 100%)
Ethidiumbromid

Fetales Kalberserum (FCS)
Glycerol

Glyoxal

Guanidinthiocyanat
Isoamylalkohol

Mc Coy 5a, Nahrmedium
Mercaptoethanol

Methylenblau

MgCly

Mineraldl

Hybaid AGS, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Appligene, Heidelberg
Seakem/Biozym, Oldendorf
Roth, Karlsruhe

Hybaid AGS, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim

Hybaid AGS, Heidelberg
Pharmacia Biotech, Freiburg
Hybaid AGS, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen; Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen; Fluka, Buchs CH
Merck, Darmstadt; Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Hybaid AGS, Heidelberg
Sigma , Deisenhofen
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Na-acetat

NaOH

Na-Citrat

NaCl

Na-H,PO4

Na-HPO4
N-Laurylsarcosin
PBS-Tabletten

PCR- Primer

Penicillin

Reverse Transkriptase (M-MuLV)
RNase freies Wasser
RNase-Inhibitor

RPMI 1640, Nahrmedium
Streptomycin
Taqg-Polymerase

Trypsin

Xylene cyanol

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Gibco, Karlsruhe

NAPS, Géttingen

Serva, Heidelberg
Hybaid AGS, Heidelberg
Fluka Buchs CH

Hybaid AGS, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Hybaid AGS, Heidelberg
Biochrom KG, Berlin

Sigma, Deisenhofen; Serva, Heidelberg

b) Radiorezeptorbindungsversuche und Proteinbestimmung:

(*H)- U69593
(°*H)-DAMGO
(*H)-DPDPE
Aprotinin
Aquasafe 300 plus
Bacitracin

Bovines Serumalbumin(BSA)
DAMGO

DPDPE

Folin

Leupeptin

NEN, Boston

NEN, Boston

NEN, Boston

Bayer, Leverkusen
Zinsser, Frankfurt
Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Bachem, Heidelberg
Bachem, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Bachem, Heidelberg
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PMSF

Polyethylenimin
Saccharose

Salze der Pufferlésungen
SDS

Tris-HCI

Triton X-100
Trypsininhibitor

U 69 593

3.3 Ldsungen

a) Gentechnologie und Zellkultur:

2% Agaroseldésung flir DNA-Analyse:

Agarose; Laufpuffer fir DNA-Analyse

2% Agaroseldsung flir RNA-Analyse:

Agarose, 0,01M Na-POq.Puffer

Denaturierungsldsung, pH 6.5:

Glyoxal, 1M Na-PO4-Puffer, DMSO

Extraktionspuffer, pH 7:

Roche Diagnostics, Mannheim

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt oder Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Boehringer, Mannheim

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

4M  Guanidinthiocyanat; 25mM Na-Citrat; 0,5% N-Laurylsarcosin; 0,1

Mercaptoethanol

Férbelbsung:

0,5 M Na-Acetat, 0,04% Methylenblau in 100% Essigsaure

Ladungspuffer flir DNA-Analyse:

0,25% Bromphenolblau; 0,25% Xylene cyanol in 50% Glycerol (Glycerol+Wasser)
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Ladungspuffer flir RNA-Analyse:

0,25% Bromphenolblau; 0,25% Xylene cyanol in 50% Glycerol (Glycerol+Laufpuffer)

Laufpuffer flir DNA-Analyse:

Laufpufferstocklésungs-Verdinnung: 1:50

Laufpuffer flir RNA-Analyse:
0,01M Na-PQOg4.Puffer

Laufpufferstocklésung ftir DNA-Analyse:
242 g Tris base, 57,1ml Eisessig und 18,61 g (0,5M) EDTA gelést in 11 Wasser

Natrium-Phosphatpuffer, pH 6,5 (Na-PO.Puffer/ Laufoufferstocklosung flir RNA-

Analyse):
1M NazHPO4;1 M Na-H2P04

PBS-L&sung:
0,5 mM MgCL;, 2,7mM KCI, 140mM NaCl, 1,5 mM KH2POy4, 8,1 mM NaxHPO4

PBS defic, pH 7 ,4:
2,7mM KCI, 140mM NacCl, 1,5 mM KH>PO4, 8,1 mM NasHPO4

Transferpuffer, pH 7( Na-Citratpuffer):
3M NacCl, 0,3M Na-Citrat

Trysin/EDTA-LSsung, pH 7,4:
0.02% EDTA und 0,05% Trypsin (1:50 verd. aus 2,5% Stocklésung) in PBS defic

b) Radiorezeptorbindungsversuche und Proteinbestimmung:

Folinldsung:
1 Teil Folin-Ciocalteus Phenolreagenz + 1 Teil a. bidest.
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Homogenisationspuffer, pH 7.4 (HGP):
10mM Tris-HCI-Puffer; 320mM Saccharose; 0,01% Aprotinin; 1mM PMSF;
10ug/ ml Leupeptin; 50ug/ ml Bacitracin; 10ug/ml Trypsininhibitor

Inkubationspuffer, pH 7,4 (IKP):
0,5mM MgCly,, 2,7mM KCI, 140mM NaCl, 1,5 mM KH2PO,4, 8,1 mM NasHPO4 0,1%
BSA, 0,01% Aprotinin; TmM PMSF;10ug/ ml Leupeptin; 50ug/ ml Bacitracin; 10ug/ml

Trypsininhibitor

Kompensationspuffer (KOP):
1mM MgClz, 5,4mM KCI, 280mM NaCl, 3 mM KH2PO4, 16,2 mM NaHPO40,1% BSA,
0,02% Aprotinin; 2mM PMSF;20ug/ ml Leupeptin; 100ug/ ml Bacitracin; 20ug/ml

Trypsininhibitor

Lésung A:
2% Na>COg; 0,4% NaOH, 0,16% Na-Tartrat (C4HsNa>Oex 2H20), 1% SDS

Lésung B:
4% CUSO4X 5 H20

Membranpuffer, pH 7,4 (MP):
10mM Tris-HCI-Puffer; 320mM Saccharose

Waschpuffer 1 (WP1):
0,5mM MgCly, 2,7mM KCI, 140mM NaCl, 1,5 mM KH2PO48,1 mM NaHPO,4

Waschpuffer 2 (WP2):
0,5mM MgCly, 2,7mM KCI, 140mM NaCl, 1,5 mM KH2PO48,1 mM NaHPO,4
und 0,01% Triton X-100
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3.4 Computerprogramme

LIGAND Elsevier-Biosoft; Cambridge
ORIGIN 3,5 Microcal, USA

Word far Windows 2000 Microsoft, USA

Corel Draw Corel, USA

Photoshop Adobe, USA
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4 METHODEN

Im Rahmen dieser Arbeit wurden teilweise englische Bezeichnungen fir die
Methoden verwendet, weil deren schlagwortartige Charakterisierung damit besser
gelang als mit deutschen Begriffen.

4.1 Zellkultur

4.1.1 Melanom- Zellinien: G-361 und COLO 679

Die humane Melanomzellinie G-361 bezogen wir von der ,American Type Culture
Collection* (ATCC) und die humane Melanomzellinie COLO 679 von der ,European
Collection of Cell Cultures®, Salisbury, UK (ECACC).

4.1.2 Kultivierung

Zellen der Melanomzellinie G-361 wurden in McCoy’s 5A Medium und Zellen der
Melanomzellinie COLO 679 wurden in RPMI 1640 Medium mit 10% fetalem
Kélberserum (FCS), 100U/ml Penicillin und 100 pug/ ml Streptomycin bei 37°C mit 5%
COs; kultiviert.

Die G-361-Zellen wurden sechs Tage vor dem Experiment mit einer Dichte von
250000 Zellen in 20 ml Medium in einer Zellkulturschale mit 145 mm Durchmesser
ausgesat. Es wurden je 10 ml Medium an den zwei Tagen vor dem Versuch den
Zellkulturen zusatzlich zugegeben.

Am Versuchstag wurden die Zellen einer Zellkulturschale gezahlt. Dazu wurden nach
Abnahme des Kulturmediums 4 ml Trypsin/EDTA- LOsung auf die in einer
Zellkulturschale gezichteten Zellen gegeben. Es folgte eine dreiminitige Inkubation
im Brutschrank. AnschlieBend wurden die abgelésten Zellen resuspendiert und in
einer Neubauer Zahlkammer ausgezahlt. Im Durchschnitt wurden 3x 10° Zellen in

einem Mediumvolumen von 4 ml bestimmit.
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4.2 Gentechnologische Methoden: Suche nach mRNA von
Opioidrezeptorgenen in Melanomzellinien mittels RT- PCR

4.2.1 RNA- Extraktion

Zuerst wurde das Zellkulturmedium aus den Zellkulturschalen abpipettiert und die
Zellen mit 5ml PBS-L&sung gewaschen.

Durch Zugabe von 1ml Extraktionspuffer (4M Guanidinthiocyanat, 25mM Na-Citrat,
pH 7, 0,5% N-Laurylsarcosin, 0,1 M Mercaptoethanol) wurde die Lyse der Zellen und
die RNA-Denaturierung erreicht. Es folgte eine Inkubation von 15 min auf Eis.
AnschlieBend wurde das Gemisch aus jeder Zellkulturschale in 2 ml
EppendorfgefaBe Uberfihrt und jeder Probe 70ul 2 M Na-acetat (pH 4), 140ul
Chloroform-Isoamylalkohol (49+1) und 0,7 ml Phenol zur Proteinfallung zugegeben.
Die EppendorfgefaBe wurden gevortext, 10 min bei Raumtemperatur stehen
gelassen und dann bei 11200 U und 15°C 30 min im Winkelrotor zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues GefaB abpipettiert, und die Proteine erneut mit 0,7 ml
Chloroform-Isoamylalkohol (49+1) ausgefallt. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt bei 11200 U und 15°C Giber 30 min wurde dieser Uberstand in
ein 1,5 ml EppendorfgefaB pipettiert , mit 1 ml 100%-igem Ethanol versetzt und zur
Fallung der Nukleinsduren eine Stunde lang bei — 70°C gelagert.

Durch Zentrifugation der Proben bei 11200 U und 4°C fir 30 min wurde die RNA
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und die RNA mit 1 ml 70%-igem
Ethanol gewaschen. Nach einer Zentrifugation bei 4°C und 11200 U dber 20 min und
darauffolgendem Dekantieren des Ethanols wurden die Proben im Heizbock bei 37°C
getrocknet.

Das Nukleinséaurepellet wurde in 20 ul RNase-freiem Wasser gel6st, gevortext, kurz
abzentrifugiert und dann fir 10 min im Wasserbad bei 60 °C inkubiert.

Die RNA-Praparate konnten gleich weiterbehandelt oder bei -70°C bis zur

Weiterverarbeitung gelagert werden.
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4.2.2 Uberpriifung der extrahierten Gesamt- RNA

6 ul der extrahierten RNA-Probe wurden mit 12 ul einer Denaturierungslésung
(Glyoxal, 1M NaPOQOu(pH 6,5), DMSO) versetzt, eine Stunde bei 50°C denaturiert und
dann auf Eis gestellt.

Nach Zugabe von 2 ul Ladungspuffer wurden die Proben auf einem 2% Agarosegel
(Agarose geldst in Laufpuffer:0,01 M Na-PO, , pH 6.5) bei 70 V/cm 22 Stunden
aufgetrennt und die RNA anschlieBend mit Transferpuffer (3M NaCl, 0,3 M Na-
Citrat), pH 7, auf eine Nylon-Membran (Nytran NY 13 N, Schleicher und Schiill)
geblottet. Der RNA-Transfer vollzog sich Gber Nacht.

Am néachsten Tag wurde die Membran getrocknet, in 1 M Essigsaure bei
Raumtemperatur 15 min inkubiert und danach in Farbelésung (0,5 M Na-Acetat,
0,04% Methylenblau in 100% Essigsaure) angefarbt. Es folgte die Entfarbung in
Wasser und die Betrachtung der Blotting Membran unter Tageslicht.

4.2.3 Transkription extrahierter RNA in DNA

Fir die Synthese der komplementaren DNA (cDNA) wurden folgende Komponenten
gemischt: 3,8 ul Aqua dest., 2 ul 10x TRUE 1-Puffer, 4,8 ul 25 mM MgCl,, 2 ul 10
mM dNTP-Mix, 0,4 ul 500 mM DTT und 1 pl dNg-Primer 1:300.

Dieser Mix wurde mit 4 ul (1-3ug) der Gesamt-RNA-Probe beziehungsweise in einem
Ansatz mit 4 ul Wasser (RT-blank) versetzt, zur Denaturierung der mRNA 3 min bei
70°C inkubiert und dann auf Eis abgkuhlt. Danach wurden sowohl dem RNA- als
auch dem Blank-Ansatz 0,5 ul RNase-Inhibitor und 1,5 ul Reverse Transkriptase (M-
MuLV, Fa. AGS, oder Superscript 2, Fa. Gibco BRL) zugegeben. Einem RNA-Ansatz
wurde anstelle der Reversen Transkriptase 1,5 ul Wasser (Probe ohne Enzym zur
Kontrolle einer eventuellen Kontamination) zugesetzt. Das Reaktionsvolumen betrug
dann 20 pl.

Nach 10 min Vorinkubation bei 18°C erfolgte die cDNA-Synthese bei 42°C in zwei
Stunden.

AnschlieBend konnten die RNA-Transkripte (cDNA) sofort fir eine PCR-Reaktion

verwendet oder bei -20°C bis zur Weiterverarbeitung eingefroren werden.
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4.2.4 PCR

4.2.4.1 cDNA- Sequenz des humanen &- Opioidrezeptors

Der menschliche 6- Opioidrezeptor wurde zeitgleich durch KNAPP et al. (1994)und
SIMONIN et al. (1994) geklont. .Der kodierende Bereich des &- Opioidrezeptors ist

Uber drei Exons verteilt, die wiederum durch zwei Introns voneinander getrennt sind.

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

ATGGAACCGG
GACGCCTACC
CGGAGCGCCT
GCCGTGGGGC
AAGACGGCCA
ACGCTGCCTT
TGCAAGGCTG
ATGATGAGTIG
ACGCCTGCCA
GTGCCCATCA
CAGTTCCCCA
GCCTTCGTGG
CGCAGTGTGC
CGCATGGTGC
GTCATCGTCT
CACCTGTGCA
CTCGACGAGA
GACCCCAGCA
ACCCCGTCCG
CGCCCCTCCC
TGGAGTGGGG
GACGGGACCG
ACAGATCAAT
GGGAAAGCCA
ACAGGGCATC
AGCCGGACTT
CACAGCGCTC
GGCAGGCGGA
GGCCGGCCTC
AGAGGGACGC

CCCCCTCCGC
CTAGCGCCTG
CGTCCCTCGC
TGCTGGGCAA
CCAACATCTA
TCCAGAGTGC
TGCTCTCCAT
TTGACCGCTA
AGGCCAAGCT
TGGTCATGGC
GCCCCAGCTG
TGCCCATCCT
GCCTGCTGTC
TGGTGGTTGT
GGACGCTGGT
TCGCGCTGGG
ACTTCAAGCG
GCTTCAGCCG
ATGGTCCCGG
TAGTGACCCG
CAGTAGAAGG
GGCCGCTAGA
GGCGCAGTGC
GTGACTCCAG
TCCAGGAAGG
TCGGAGTTGG
CGGGCGAGGA
CGAGGCGCAG
TGCCTTGCCG
GGCGGACGCC

CGGCGCCGAG
CCCCAGCGCT
CCTGGCAATC
CGTGCTTGTC
CATCTTCAAC
CAAGTACCTIG
CGACTACTAC
CATCGCTGTC
GATCAACATC
TGTGACCCGT
GTACTGGGAC
CATCATCACC
GGGCTCCAAG
GGGCGCCTTC
GGACATCGAC
TTACGCCAAT
CTGCTTCCGC
CGCCCGCGAA
CGGTGGCGCT
GAGGCCACAT
TCGGAGGCTT
TGGGCATGGG
CTCTGGTCTG
GAGAGGAGCG
CGGGGCTTCA
GGGGTCCGGG
GAGCGGGCGG
AGACAGCGGG
CTCCCCTCGC
GGCAGCC

CTGCAGCCCC
GGCGCCAATG
GCCATCACCG
ATGTTCGGCA
CTGGCCTTAG
ATGGAGACGT
AATATGTTCA
TGCCACCCTG
TGTATCTGGG
CCCCGGGACG
ACGGTGACCA
GTGTGCTATG
GAGAAGGACC
GTGGTGTGTT
CGGCGCGACC
AGCAGCCTCA
CAGCTCTGCC
GCCACGGCCC
GCCGCCTGAC
GAGTCCCAGT
GGGACCGCCA
GTGGGCCTCT
GGTGCCCCCG
GGACCTIGTGG
ACCTTGAGAC
GCCCCCGAGG
ACCGGGGGGC
GCGGCCGGGG
GTCGGATCCC
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CGCTCTTCGC
CGTCGGGGCC
CGCTCTACTC
TCGTCCGGTA
CCGATGCGCT
GGCCCTTCGG
CCAGCATCTT
TCAAGGCCCT
TCCTGGCCTC
GGGCAGTGGT
AGATCTGCGT
GCCTCATGCT
GCAGCCTGCG
GGGCGCCCAT
CGCTGGTGGT
ACCCCGTGCT
GCAAGCCCTG
GCGAGCGTGT
CAGCCATCCG
GGGAGGCGCG
GATGGGGCCT
GGTTTGGGGC
TCCACGGCTC
CTCTACAACT
AGCTTCGGTT
AGCCTGCGCT
TGGGCCGGTG
CGCGGCACGC
CGCGCCCAGG

CAACGCCTCG
GCCAGGCGCG
GGCCGTGTGC
CACTAAGATG
GGCCACCAGC
CGAGCTGCTC
CACGCTCACC
GGACTTCCGC
AGGCGTTGGC
GTGCATGCTC
GTTCCICTIC
GCTGCGCCTG
GCGCATCACG
CCACATCTTIC
GGCTGCGCTG
CTACGCTTTIC
CGGCCGCCCA
CACCGCCTGC
GCCCCCAGAG
AGCCATGATG
CTGTTTCGGA
GAGGCAGAGG
TAGGTGGGGC
GAGTCCTTAA
TCTAACTTGG
GCTCCTGGCT
CGGGCGGCGA
GGCGGGTCGG
CAGCCGGTGG



Abbildung 2: cDNA- Sequenz des humanen & Opioidrezeptors

Die Sequenz umfasst 1767 bp (Genidentifikationsnummer 27734716, modifiziert nach
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide). Start und Stopkodon sind
fettgedruckt abgebildet. Die Nummerierung der Basen ist so gewahlt, dass die
Basenposition 1 dem ersten Nukleotid des Startcodons ATG entspricht.

4.2.4.2 Eingesetzte Primer

Da die extrahierte RNA mit genomischer DNA kontaminiert sein konnte, hétte letztere
anstelle der cDNA amplifiziert werden kénnen.

Um eine Fehlinterpretation der PCR- Ergebnisse infolge genomischer Amplifikation
auszuschlieBen, wurden Primerpaare ausgewahlt, die mindestens ein Intron
Uberspannten.

Es wurden folgende drei Primerpaare fur unsere PCR-Reaktionen verwendet (die
Nummerierung der Basen ist so gewahlt, dass die Basenposition 1 dem ersten
Nukleotid des Startcodons ATG entspricht):

Primer 1: 5°- CAA GGC CCT GGA CTT CCG CA ; bp Position 462- 481 der &-
Opioidrezeptor- cDNA

Primer 2: 5- TCC CAA GCC TCC GAC CTT CTA CTG; bp Position 1234- 1211 des
komplementaren Stranges der 6-Opioidrezeptor- cDNA

Die ,annealing” Temperatur fir dieses Primerpaar betrug 66°C.

Primer 3: 5°- GCC AAG CTG ATC AAC ATC TG ; bp Position 493- 512 der &-
Opioidrezeptor- cDNA

Primer 4: 5- AAG CAG CGC TTG AAG TTC TC ; bp Position 986- 967 des
komplementaren Stranges der 6-Opioidrezeptor- cDNA

Die ,annealing® Temperatur fir dieses Primerpaar betrug 58°C.

Primer 5: 5°- GTT GGC GTG CCC ATC ATG GT ; bp Position 535- 554 der &-
Opioidrezeptor- cDNA

Primer 6: 5°- GAA GTT CTC GTC GAG GAA AGC GTA G ; bp Position 975- 951 des
komplementaren Stranges der 6-Opioidrezeptor- cDNA

Die ,annealing” Temperatur fir dieses Primerpaar betrug 68°C.
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Das Primerpaar 5/6 wurde auch far die Reamplifikation der Amplifikate des
Primerpaars 3/4 eingesetzt.
Eine schematische Darstellung der Primerpositionen ist in Abbildung 3 zu sehen.

Deletion
Exon 1 Exon 2 | 144 bp Exon 3
START (673-816) STOP
Primer 3 Primer 4

(493) | (986)
Primer 1 Primer 5 Primer 6 < <« Primer 2
(462) (535) (975) (1234)

Nuklgptid— | H

Po(f;'“)on| 11 1 1 11 1 1 |
P 1 200 400 600 800 1000 1200 1400

I
Ampilifikat Pr.5/Pr.6 (441 bp)

| |
[ I
Ampilifikat Pr.3/Pr.4 (494 bp)

Ampilifikat Pr.1/Pr.2 (773 bp)

Abbildung 3: Schematische Darstellung der - Opioidrezeptor- cDNA mit den Primerpositionen

Die Abbildung zeigt die &- Opioidrezeptor- cDNA mit Exon 1, 2 und 3 sowie die
Primerpositionen und die Positionen und Langen der durch die Primerpaare
amplifizierten cDNA- Fragmente (PCR- Produkte). Ebenfalls angegeben ist die
Basenpaardeletion, welche die cDNA einer im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesenen
8- Opioidrezeptorvariante enthielt. Die Nummerierung der Basen ist so gewahlt, dass
die Basenposition 1 dem ersten Nukleotid des Startcodons ATG entspricht.

4.2.4.3 Durchfiihrung der PCR

Fir alle PCR- Reaktionen wurde Tag-Polymerase der Firma Hybaid AGS und der
PCR—Puffer von Appligene, Heidelberg, verwendet. Die PCR- Reaktionen wurden im
Gene Amplification PCR System 2400 der Firma Perkin Elmer bzw. im PCR- Cycler
,Crocodile“ der Firma Appligene durchgefihrt.
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a) Amplifikation

Einzelstrangige cDNA diente als Matrize fir die Amplifikation mittels PCR. Da der
PCR- Reaktion eine Umschreibung von RNA in einzelstrdngige cDNA mittels einer
Reversen Transkriptase (RT) vorausging, spricht man hier von einer RT-PCR.

Fir die PCR wurden 4 ul cDNA- Lésung eingesetzt. Nach Zugabe eines
Reaktionsgemisches in ein 0,5ml EppendorfgefaB betrug das gesamte PCR-
Volumen 20 ul. Es wurden folgende Komponenten gemischt: 11 ul Aqua dest., 1,8 ul
10x AGS- Puffer, 0,64 W 25 mM MgCl, , 0,4 ul 10 mM dNTP-Mix, je 1 ul
Primerstocklésung (10pmol/ul) und 0,16 pl Tag-Polymerase- Losung.

Es wurden zusatzlich zwei PCR- Blanks ohne DNA- Matrize angesetzt.

Die  Amplifikation des cDNA- Fragmentes erfolgte unter folgenden
Zyklusbedingungen: 3 min Denaturierung bei 95°C, gefolgt von 40 Zyklen der
folgenden Sequenz: 50s Denaturierung bei 95°C, 90s ,Primer-Annealing®
(Temperatur flr die einzelnen Primerpaare siehe unter 4.2.4.2) und 3 bis 6min
(abhangig von der Lange des PCR-Produkts) Synthese bei 72°C. Abgeschlossen

wurde die PCR mit jeweils 10 min Inkubation bei 72°C.

b) Reamplifikation

Zur Reamplifikation wurde das mittels Amplifikation gewonnene PCR- Produkt
zunachst 1:1000 verdinnt und dann einer erneuten PCR mittels eines anderen
Primerpaares unterzogen. Dieses Primerpaar lag innerhalb des PCR- Produktes aus
der ersten Amplifikation (,nested PCR").

Folgende Komponenten wurden hierzu in einem 0,5ml Eppendorfgefd zu einem
Gesamtvolumen von 50 ul gemischt: 33,75 ul Aqua dest., 5ul 10x AGS-Puffer, 4 ul
25 mM MgClz , 1 ul 10 mM dNTP-Mix, je 2,5 pl 10pmol/ul Primer, 0,24 ul Tag-
Polymerase und 1 ul des PCR- Produktes (1:1000) aus der ersten Amplifikation bzw.
1 ul Wasser fir den PCR- Blank.

Ansonsten entsprachen die PCR- Bedingungen der Reamplifikation denen der ersten
Amplifikation.
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4.2.5 Gelelektrophoretische Darstellung der PCR- Produkte

10ul von jedem PCR- Produkt wurden mit 2 ul Ladungspuffer versetzt und auf einem
nicht- denaturierenden 2%igem Agarosegel (Agarose geldst in Laufpuffer: Tris base,
Eisessig, 0,5 M EDTA) bei 90V eine 2 Stunde aufgetrennt .

Zur Analyse des PCR-Amplifikats wurde ein DNA- Langenmarker der Firma Hybaid
AGS (Bio Ladder ™100) neben den PCR-Proben auf dem Gel aufgetragen und mit
aufgetrennt.

Das Gel wurde nach der Elektrophorese fir eine 2 Stunde in eine 1:1000 verdiinnte
Ethidiumbromidlésung (Stocklésung: 0,5 mg/ml in Aqua dest.) gelegt, um die
aufgetrennten Amplifikate darzustellen.

Die Banden wurden unter einer UV- Lampe betrachtet, fotografiert und analysiert.

4.3 Bindungsversuche: Suche nach Opioidrezeptoren auf
Melanozytenmembranen der Melanomzellinie G-361 im Radiorezeptor-
Bindungsversuch

4.3.1 Liganden: markierte und nichtmarkierte Opioidrezeptorliganden

4.3.1.1 (*H)-DPDPE, (*H)-DAMGO, (*H)-U 69593 (Tracer)

FOr unsere Bindungsversuche wurden Tritium-markierte Opioidrezeptorliganden
eingesetzt.

Wir verwendeten als §- Opioidrezeptorliganden (*H)-DPDPE (cyclic[D-Pen? D-Pen°]-
Enkephalin), als u- Opioidrezeptorliganden (*H)-DAMGO ([D-Ala?, N-Me-Phe*, Gly-
ol®]-Enkephalin) und als k-Opioidrezeptorliganden (°H)-U 69593 (( 5a., 7o, 8p)-(+)-N-
Methyl-N-(7-[1-Pyrrolidinyl]-1-Oxaspiro[4,5] Dec-8-yl) — Benzeneacetamide).

Die spezifische Aktivitat des (*H)-DPDPE betrug 45 Ci/ mmol, die fir (*H)-DAMGO
54,5 Ci/ mmol und diejenige fiir (°*H)- U 69593 39,7 Ci/ mmol.

Die Effizienz der Bestimmung der Radioaktivitat im Beta- Counter betrug etwa 45%.
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Fir den Einsatz im Bindungsversuch musste der Tracer mit Inkubationspuffer
verdinnt werden.

In 10 ul der verdiinnten (*H)-DPDPE- Lésung wurden dann 22 000 dpm gemessen.
Im Inkubationsansatz entsprach das einer Konzentration von 2,2 nM.

(*H)-DAMGO wurde in einer Konzentration von 1,8 nM und (*H)-U 69593 in einer
Konzentration von 2,5 nM eingesetzt.

4.3.1.2 DPDPE, DAMGO und U 69593 (Verdranger)

Die nicht radioaktiv markierten Opioidliganden DPDPE und DAMGO wurden von
Bachem, Heidelberg und U 69593 von SIGMA, Deisenhofen bezogen. Sie dienten
zur Bestimmung der unspezifischen Bindung der markierten Liganden in den
Radiorezeptor- Bindungsversuchen und wurden dort in einer Konzentration von
10™M eingesetzt. Im RBA- Ansatz entsprach dies einer Konzentration von 2x 10°M.

DPDPE wurde auBerdem als Verdranger in verschiedenen Konzentrationen den

RBA- Ansatzen der Sattigungsexperimente zugegeben.

4.3.2 Binder: Melanozytenmembranen der Melanomzellinie G-361

4.3.2.1 Herstellung von Membransuspensionen

Die Membranpraparation stitzt sich auf die von REPP et al., (1990), WHEATLEY et
al., (1997) und WOODS et al.,, (1997) beschriebenen Methoden mit geringen
Abweichungen.

Nach Abnahme des Kulturmediums von den bei 37°C in 145mm Durchmesser—
Petrischalen gezichteten G-361- Melanomzellen, erfolgten alle weiteren
Arbeitsschritte bei 4°C.

Als erstes wurden die G-361-Zellen zweimal mit 7 ml Membranpufffer gewaschen.
Die Waschzeit betrug fur eine Zellkulturschale weniger als eine Minute. Nach Zugabe
von 1 ml Homogenisationspuffer wurden die Zellen mit einem Teflon-Schaber von
den Petrischalen abgekratzt und in einen Glashomogenisationskolben transferiert. Es
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wurde versucht, die noch an der Schale klebenden Zellen mit 1,5 ml
Homogenisationspuffer abzulésen und den anderen beizufigen. Dieser
Abldsungsprozess dauerte ungefahr zwei Minuten pro Zellkulturschale.

Die so gewonnene Zellsuspension wurde anschlieBend homogenisiert. Dazu wurde
ein mit 800 Umdrehungen pro Minute rotierender Teflonstempel 20 mal in dem
Glaskolben auf- und abgesenkt.

Das Homogenat wurde in 50 ml Sarstedtréhrchen umgefillt und dann far 5min bei
200 x g (in einer Sorvall- Zentrifuge mit SS34- Rotor) zentrifugiert, um Zellkerne und
gréBere Zelltrtmmer von den Membranen abzutrennen. Der Membranen enthaltende
Uberstand wurde in 13 ml Sarstedtrdhrchen pipettiert und einem zweiten
Zentrifugationsschritt bei 38000 x g fir 20 min unterzogen.

Der Uberstand wurde dekantiert und das Membranen enthaltende Pellet in
Homogenisationspuffer resuspendiert und erneut fir 20 min bei 38000 x ¢
zentrifugiert.

Das entstandene Membranpellet wurde (zu Proteinkonzentrationen von etwa
12mg/ml) in Inkubationspuffer resuspendiert und anschlieBend entweder sofort in
den Radioligand-Bindungsversuchen eingesetzt oder bis zur Weiterverarbeitung bei
— 80°C gelagert.

Es wurden Membranen von 3x 107 Zellen jeweils fiir einen Ansatz eingesetzt.

4.3.2.2 Proteinbestimmung

Die Proteingehaltbestimmung der Membransuspensionen erfolgte nach der Methode
von LOWRY et al., 1951.

Dazu wurden zunachst die Ldésungen A wund B angesetzt und aus
Membransuspension- Resten Verdinnungen in Inkubationspuffer (1:50, 1:100,
1:200; 1:400) hergestellt. Jedem Membranverdinnungsansatz (200 ul) wurden
1000ul eines frisch angesetzten A+B Gemisches (100 Teile Lésung A+ 1 Teil Lésung
B) zugegeben und dann fir 10 min geschuttelt. Nach Zugabe von 100 ul Folinlésung
wurden die Proben kurz geschuttelt und danach fir 30 min stehen gelassen.

Nach der Inkubation wurde die Extinktion der Proben in einem Photometer bei 750

nm gegen einen Leerwert gemessen. (IKP- Extinktion gemessen und abgezogen)
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Daneben wurden Proteinverdiinnungen (Ovalbumin) von 2,5 ug/ml bis 500ug/ml far
eine Standardkurve angesetzt und ihre Extinktion entsprechend der oben
beschriebenen Vorgehensweise bestimmt.

Die bei 750nm gemessene Extinktion wurde dann gegen die Ovalbuminkonzentration
(ug/ml) aufgetragen. Anhand dieser Standardkurve konnten den Extinktionswerten

der Membranverdinnungen Proteinkonzentrationen zugeordnet werden.

Es ergab sich eine Proteinkonzentration zwischen 11 und 14 mg/ ml fir die in den

Radiorezeptor- Bindungsversuchen eingesetzten Membransuspensionen.

4.3.3 Durchfluihrung des Bindungsversuchs

Der Nachweis von Opioidrezeptoren auf Melanozytenmembranen erfolgte in einem
Radiorezeptorbindungsversuch. Das Prinzip besteht darin, daB ein radioaktiv
markierter Ligand, z.B. Opioidligand, mit einem spezifischen Interaktionspartner, in
unserem Fall mit einem Rezeptor (Zellmembranen), inkubiert wird. Nach Abtrennung
des nicht gebundenen Liganden erfolgt die Messung der gebundenen Aktivitat.

Der im folgenden beschriebene Membran-Bindungsversuch beruht im wesentlichen
auf den von REPP et al. (1990), SHAHABI et al. (1992), WOODS et al. (1997) und
WHEATLEY et al. (1997) beschriebenen Filtrationsassays mit geringflgigen

Modifikationen bzw. Erg&nzungen.

4.3.3.1 Inkubationsansatze

Das Inkubationsvolumen betrug einheitlich 100 pl pro Ansatz. Die einzelnen
Komponenten wurden gemaB dem in Tabelle 1 angegebenen Schema in 1,5 ml
EppendorfgefaBe auf Eis einpipettiert.

AnschlieBend wurden die Anséatze auf einem Eppendorf- Ruttler ca. 10 sec.
durchmischt.

Die Inkubation der Ansatze erfolgte fir 2 Stunden auf Eis. Wéhrend dieser Zeit

wurden die Proben alle 20 min fir 10 sek. auf den Ruttler gestellt.
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Bei den kinetischen Experimenten haben die Inkubationszeiten entsprechend

spateren Angaben variiert.

Die Bindungsversuche wurden mit folgenden Anséatzen durchgeftihrt:

Kontrollwert (Bo/KON):

Ermittlung der Gesamtbindung (unspezifische + spezifische Bindung) der
verschiedenen radioaktiv markierten Opioidrezeptorliganden an die G361-
Membranen in Abwesenheit von Inhibitoren.

Blankwert (BL):
Erfassung der Radioaktivitat im Filter, die nicht durch Bindung von radioaktiv
markierten Opioidrezeptorliganden an die Membranen (Rezeptoren) erklart

werden konnte.

Verdrangungswert:

Erméglichung der Bestimmung der spezifischen Bindung der radioaktiv
markierten Opioidrezeptorliganden an die G-361- Membranen durch Bestimmung
ihrer unspezifischen Bindung.

Dazu wurde nicht radioaktiv markierter Ligand als Verdranger
(Totalverdrangunswert, TVD) im UberschuB (2x10°M) dem Ansatz zugegeben
und die nicht verdréangbare (= unspezifische) Bindung gemessen. Der verdrangte
Anteil an der Gesamtbindung Bo entsprach der spezifischen Bindung.

Unter den Ublichen Bedingungen unterschieden sich die Totalverdrangungswerte
nur unwesentlich von den Blankwerten.

In den Sattigungsexperimenten wurde nicht radioaktiv markierter Ligand in
Konzentration zwischen 2x10°M und 2x107'°M M eingesetzt (VD).

Ct-Wert (CT):

Bestimmung der Gesamtmenge an Radioaktivitdt im MeBansatz.

Die Ansatze enthielten nur Inkubationspuffer und radioaktiv markierten Liganden.
Die Ansatze wurden direkt nach der Inkubation ohne Filtration in
SzintillationsgefaBe einpipettiert. Die Bestimmung der Radioaktivitat erfolgte dann

zusammen mit den filtrierten Proben
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Komponenten Bo BL VD CT

Membransuspension
, , 50l - 50ul -
(in Inkubationspuffer)

Inkubationspuffer - 50ul - o0l

Verdranger in 0,1%
BSA-Lésung (nicht
- - 20ul -
radioaktiv markierter

Opioidrezeptorligand)

0,1% BSA-L6sung 20ul 20ul - -

Kompensationspuffer 20ul 20ul 20ul -

Tracer in IKP
(Tritium- markierter 10ul 10ul 10ul 10ul
Opioidrezeptorligand)

Tabelle 1: Inkubationsansétze des Radiorezeptor-Bindungsversuchs
(Verdréanger: 2x10°M- 2x107'°M; Tracer:2,2nM; Membranen aus 3x10’ Zellen/Ansatz)

4.3.3.2 Trennmethode: Filtration

Zur Trennung von membrangebundenen und freien (*H)- Opioidrezeptorliganden
wurde eine Vakuumfiltration durchgefihrt; hierbei wurden die Proben nach Ablauf der
Inkubationszeit auf die Glasfaserfilter (GFB) einer Filtrationskammer aufgebracht und
mittels Vakuum in die Filtrationskammer gesaugt.

Die Glasfaserfilter wurden drei Stunden vor der Filtration der Proben auf die
Filtertrager der Filtrationskammer platziert und wahrend dieser drei Stunden alle 45
min mit 1ml 0,1% Polyethyleniminlésung bei Raumtemperatur benetzt.

Nach Ende der Inkubationszeit wurde auf alle Filter 3 ml Waschpuffer 1 aufgegeben
und abfiltriert. Dann wurde zu den Ansatzen 1 ml eiskalter Waschpuffer 1 pipettiert,
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das EppendorfgeféaB geschuittelt und der Inhalt auf den Glasfaserfilter dekantiert.
Danach wurde sofort Vakuum in die Kammer gelegt und filtriert. Dieser Schritt wurde
wiederholt.

Beim n&chsten Schritt wurde der zugegebene Waschpuffer ohne Schutteln gleich auf
den Filter gekippt und abfiltriert. Die Filter wurden dann innerhalb weniger Sekunden
zweimal mit je 3ml eiskaltem Waschpuffer 2 gewaschen. Die geschilderte Prozedur
wurde fir jeden Ansatz getrennt durchgefihrt.

4.3.3.3 Bestimmung der Radioaktivitat

Die Glasfaserfilter wurden in 20 ml Szintillationsréhrchen Uberflhrt und nach Zugabe
von 2 ml 0,1% Triton X-100 d{ber Nacht bei Raumtemperatur auf einem
Rundschittler geschuttelt. Nach Aufgabe von 10ml Aquasafe 300 plus (Zinsser,
Frankfurt) wurden die Proben erneut einen Tag lang bei RT geschuttelt.

Die aus den Filtern herausgel6ste Radioaktivitdt wurde in einem Fllssigkeits-
Szintillations- Zahler (Beta-Counter) bestimmt.

Jede Probe wurde 10 min lang gemessen. Die Eichung des Gerates erlaubte die
Bestimmung der Radioaktivitat in dpm.

4.3.4 Auswertung der Bindungsdaten

Zur Auswertung der im Beta- Counter gemessenen Radioaktivitat wurden
verschiedene Rechenoperationen durchgefuhrt.

Die Gesamtbindung B errechnete sich als Differenz aus dem Kontrollwert Bo (Bo=

Bs+B,+BL) und dem Blankwert BL.:

B =Bo-BL (dpm)
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Die unspezifische Bindung B, errechnete sich aus der Differenz des

Totalverdréangerwertes TVD und des Blankwertes BL:

B, = TVD - BL (dpm)

Die spezifische Bindung Bs errechnete sich aus der Differenz der Gesamtbindung B
und der unspezifischen Bindung B,

Bs=B - B, (dpm)

In der Regel wurde die spezifische Bindung Bs als prozentualer Anteil Bse, der in den
Anséatzen enthaltenen Gesamtmenge an Radioaktivitat (CT —Wert) ausgedrUckt:

Bs% =Bs x 100/ (CT —BL) (in % der Gesamtaktivitat im Ansatz)

Fir Kompetitionsexperimente wurde die im Verdrangungsansatz gemessene

Bindung (VD- Wert) als prozentualer Anteil Byp der Gesamtbindung B dargestellt:

Bvo= (VD - BL) x 100/ B (in % des Ansatzes

ohne Verdranger)

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert +/- Standardabweichung angegeben.
Es handelte sich meistens um Dreifachwerte aus drei Versuchen. Einige Ergebnisse

wurden auch nur anhand eines Einzelversuchs dargestellt.
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4.4 Bindung des Opioidrezeptorliganden (*H)- DPDPE an §- Opioidrezeptoren:
Charakterisierung

Die Interaktion eines Liganden mit einer Bindungsstelle kann nur dann als spezifisch
bezeichnet werden, wenn sie den Kriterien einer Rezeptor-Liganden-Bindung genlgt
(BURT,1978).

Zur Charakterisierung der Bindung wurden Zeitabhangigkeit, Reversibilitdt und
Sattigbarkeit der Bindung von (*H)-DPDPE an Membranen der G-361-
Melanomzellinie  untersucht.  Weiterhin  wurden die  molekularkinetischen
Bindungsparameter Kp und Bpa fiir die Interaktion von (*H)-DPDPE mit den &-

Opioidrezeptoren bestimmt.

4.4.1 Zeitabhangigkeit

Diese Versuche dienten der Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Bindung von
(*H)-DPDPE an §-Opioidrezeptoren.

Eine spezifische Bindung ware durch eine hyperbolisch ansteigende Kurve
gekennzeichnet. Die Ausbildung eines Plateaus zeigt, dass die Bindungsreaktion
einen Gleichgewichtszustand erreicht hat.

Die Inkubationszeit fir die Bindungsversuche wurde hieraus abgeleitet. Sie sollte
mindestens der Zeit entsprechen, die zur Ausbildung des Gleichgewichtszustandes
bendtigt wird.

Es wurden die RBA- Ansatze, wie unter 4.3.3.1 beschrieben, erstellt und die
Inkubation in verschiedenen Zeitabstanden von 10 min bis 180 min (10, 30, 60, 120
und 180 min) durchgefinhrt.
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4.4.2 Reversibilitat

Die  Reversibilitdt der Bindung im  Rahmen eines  dynamischen
Reaktionsgleichgewichtes ist ein weiteres Kriterium fir das Vorliegen einer
spezifischen Bindung.

Es wurde gepriift, ob nach Einstellung des Bindungsgleichgewichtes (*H)-DPDPE
von den §- Opioidrezeptoren durch nicht radioaktiv markiertes DPDPE im UberschuB3
wieder vollstdndig verdrangbar war.

Es wurde ein RBA nach 4.3.3 durchgeflihrt, in welchem die Inkubationsansatze fir
drei Stunden inkubiert wurden.

Hiernach wurde nicht radioaktiv markiertes DPDPE (10™*M) den Inkubaten zugesetzt
und die Verdrangung des markierten DPDPE nach unterschiedlich langer Zeit (nach
10, 30, 60, 120, und 180 min) bestimmt.

4.4.3 Sattigbarkeit

Eine spezifische Bindung ist charakterisiert durch ihre Sattigbarkeit.

Das bedeutet, dass spezifische Bindungsstellen nur in endlicher Anzahl vorliegen
kénnen. Unspezifische Bindungsstellen hingegen liegen in unendlich hoher Anzahl
vor und sind deshalb nicht sattigbar.

Um zu prifen, ob die Bindung von (°H)-DPDPE séttigbar war, wurden elf
Inkubationsansatze mit steigenden Konzentrationen des nicht radioaktiv markierten
DPDPE (von 2x107° bis 2x107'° M) erstellt, wobei ansonsten ihre Zusammensetzung
nicht veradndert wurde. Jeder Inkubationsansatz enthielt die gleiche Menge an
radioaktiv markiertem Liganden. Da der unmarkierte Ligand im UberschuB vorlag,
sollte es zu einer Verdrangung des Radioliganden von seiner Bindungsstelle
kommen.

Mit steigender Konzentration des DPDPE nimmt erstens der Anteil an (*H)-DPDPE
an der Gesamtmenge des Liganden ab. Je héher zweitens die Gesamtkonzentration
des Liganden wird, desto geringer wird der Anteil an gebundenem Liganden.

Wenn steigende Konzentrationen des unmarkierten Liganden Kkeine weitere
Verdrangung des Radioliganden von der Bindungsstelle bewirken kdnnen, ist eine
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Absattigung der Bindungsstellen anzunehmen, was wiederum bedeutet, dass die

spezifischen Bindungsstellen in endlicher Zahl vorliegen.

4.4.4 Ermittlung der Bindungsparameter Kp und B yax

Eine spezifische Bindung wird auBerdem in der Regel durch eine hohe Affinitat des
Liganden zu seiner Bindungsstelle gekennzeichnet. Je héher die Affinitat, desto
niedriger die Kp.

Um dieses Kriterium fiir die Interaktion des (*H)-DPDPE mit den &- Opioidrezeptoren
zu prufen, wurde die Dissoziationskonstante Kp sowie die Bindungskapazitat Buax
(maximal erreichbare Bindung des Liganden/ Opioidrezeptorenkonzentration) aus
den Daten der Sattigungsexperimente mit Hilfe der Computerprogramme LIGAND
(MUNSON and RODBARD,1980) und ORIGIN ermittelt.

Bei der Datenauswertung Uber LIGAND wurden mittels eines iterativen
Kurvenanpassungsprogramms Kp und Bwmax fUr ein und mehrere Bindungsstellen
unter Berlcksichtigung statistischer Signifikanzen bestimmt.

Bei der Datenauswertung tber ORIGIN wurde zunachst eine Scatchard-Analyse
durchgefihrt. Ausgehend von der Scatchard- Gleichung wurde ein Scatchard-
Diagramm erstellt, wobei der Quotient aus gebundenem zu freiem Liganden gegen
die Konzentration des gebundenen Liganden aufgetragen wird (SCATCHARD,
1949).

Aus den erstellten Scatchard-Diagrammen wurde von Hand eine Kurvenanpassung
an die Punkte vorgenommen und aus den hervorgehenden Tangenten ohne
Berlicksichtigung statistischer Signifikanzen Kp als negativer Reziprokwert der
Geradensteigung (- 1/ Kp ) und Buax als Schnittpunkt der Tangente mit der Abszisse

bestimmt.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Nachweis von §- Opioidrezeptor mRNA in Melanomzellinien

Es wurden in zwei humanen Melanomzellinien, G-361 und COLO 679, mittels RT-

PCR nach m-RNA des ¢- Opioidrezeptors gesucht.

5.1.1 Nachweis von &- Opioidrezeptor mRNA in der Melanomzellinie G-361

Reverse Transkription von extrahierter Total- RNA und PCR- Reaktionen mit zwei
verschiedenen Primerpaaren wurden, wie im Methodenteil beschrieben,
durchgefihrt.

Um eine Kontamination mit genomischer DNA auszuschlieBen, wurden bei den PCR-
Reaktionen Proben mitgefihrt, mit denen keine reverse Transkription durchgefihrt

worden war.

5.1.1.1 Amplifikation des cDNA- Fragments 462 bis 1234 des &-Opioidrezeptors

Es wurden zuné&chst die Primer 1 und 2 fir die RT- PCR eingesetzt. Die Primer
schlossen ungefahr zwei Drittel des kodierenden Abschnitts der §- Opioidrezeptor
cDNA ein, darunter Teile aus Exon 2 und 3 sowie das Stop-Kodon.

Das Ergebnis dieser PCR zeigt Abb.4.

bp Abbildung 4: PCR- Amplifikation eines 773 bp langen cDNA-
Fragments des humanen J-Opioidrezeptors aus G-361-

800 Melanomzellen

600 Mit den Primern 1 und 2 wurde die cDNA der RNA-Transkripte

mittels PCR amplifiziert ( 95 °C 50 s.;66°C 1:30 min.;72°C 6 min).
Auftrennung: Agarosegel 2%

Spur 1: Marker zur Bestimmung der Lange der Nukleotidsequenz
Spur 2: Amplifiziert wurde ein ca. 770 bp langes sowie ein ca 620
bp langes cDNA-Fragment.

Spur 3: PCR-Produkt aus einem Kontrollansatz, dem die Reverse
Transkriptase nicht zugesetzt worden war.
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Zu sehen ist ein PCR- Produkt, dessen Gr6Be der erwarteten Lange von 773 bp
entspricht. AuBerdem ist schwach eine zweite, ca. 150 bp kleinere Bande, zu

erkennen.

5.1.1.2 Amplifikation des cDNA- Fragments 493 bis 986 des &- Opioidrezeptors

Um unser Ergebnis zu verifizieren, wurde das RT- Produkt (die cDNA) einer weiteren
PCR unterzogen. Und zwar diesmal mit den weiter innen liegenden Primern 3 und 4.
Die von den Primern eingegrenzte Sequenz schloB ebenfalls Teile aus Exon 2 und 3
ein.

Abb.5 zeigt das Ergebnis der PCR.

Abbildung 5: PCR-Amplifikation eines 494 bp langen cDNA-

bp Fragments des humanen J-Opioidrezeptors aus G-361-
Melanomzellen
Mit den Primern 3 und 4 wurde die c-DNA der RNA-Transkripte
500 tiber PCR amplifiziert ( 95 0C 50 s.;58°C 1:30 min.;72°C 6 min).
500 Auftrennung: Agarosegel 2%

Spur 1 : Marker zur Bestimmung der Lange der Nukleotidsequenz.
Spur 2 :Amplifiziert wurde ein 500 bp und ca. 350 bp langes cDNA-
Fragment.

Spur 3: PCR-Produkt aus einem Kontrollansatz, dem die Reverse
1 2 3 Transkriptase nicht zugesetzt worden war.

Auf dem 2% Agarosegel, auf dem die Reaktionsprodukte analysiert wurden, sind
zwei Amplifikate zu erkennen.

Es zeigte sich den Erwartungen entsprechend ein 494 bp langes PCR- Fragment.
Zusatzlich erschien eine circa 150 bp klrzere Bande auf dem Gel.

5.1.2 Nachweis von - Opioidrezeptor mRNA in der Melanomzellinie COLO 679

Die cDNA, die durch Transkription der Total- RNA aus den Melanomzellen
gewonnen wurde, setzten wir zunachst in zwei PCR- Reaktionen mit zwei
verschiedenen Primerpaaren ein.
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Auch hier wurden bei den PCR- Reaktionen Proben, die ohne Reverse Transkriptase
angesetzt wurden, zur Kontrolle einer eventuellen Kontamination mitamplifziert.

Zur Abklarung einer zusatzlich zum erwarteten PCR- Fragment erschienenden
Bande, wurden die PCR-Produkte in 1000-facher Verdinnung einer weiteren PCR

unterzogen.

5.1.2.1 Amplifikation des cDNA- Fragments 462 bis 1234 des 3-Opioidrezeptors

Die RT- PCR erfolgte wie in 5.1.1.1 beschrieben mit dem Primerpaar 1 und 2.
4 ul des RT-Transkriptes wurden fir die PCR eingesetzt.
Das Ergebnis dieser PCR zeigt Abb.6.

Abbildung 6: PCR- Amplifikation eines 773 bp langen cDNA-
Fragments des humanen §-Opioidrezeptors aus COLO 679-

bp Melanomzellen
750 Mit den Primern 1 und 2 wurde die cDNA der RNA-Transkripte mittels
500 PCR amplifiziert (95 °C 50 sec.;66°C 1:30 min.;72°C 6 min).

Auftrennung: Agarosegel 2%

Spur 1: Marker zur Bestimmung der Lange der Nukleotidsequenz.
Spur 2: Amplifiziert wurde ein 770 bp langes und ein ca 620 bp
langes cDNA-Fragment.

Spur 3: PCR-Produkt ,dem vorher die Reverse Transkriptase nicht
zugesetzt worden war

Die Auftrennung eines 12 ul Aliquots auf 2% Agarosegel zeigt die Amplifikation eines
ca. 770 bp langen PCR- Produktes (erwartete Lange. 773bp). AuBerdem zeigt sich
eine schwéachere zweite Bande, ca. 150 bp kirzer.

5.1.2.2 Amplifikation des cDNA- Fragments 493 bis 986 des &- Opioidrezeptors

Der codierende Bereich des &- Opioidrezeptorgens wurde in einer PCR mit den

Primern 3 und 4 amplifiziert. Sie setzen an der Basenpaarposition 493 bzw. 986 an
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und verfielfaltigen somit einen 494 bp langen cDNA- Abschnitt. Die Reaktion wurde
durchgeflihrt, wie im Methodenteil beschrieben.
Das Ergebnis ist in Abb.7 dargestellt.

bp Abbildung 7: PCR- Amplifikation eines 494 bp langen cDNA-
Fragments des humanen §-Opioidrezeptors aus COLO 679-
Melanomzellen
500 Mit den Primern 3 und 4 wurde die c-DNA der RNA-Transkripte
Uber PCR amplifiziert (95 0C 50 s.;58°C 1:30 min.;72°C 6 min).
300 Auftrennung: Agarosegel 2%

Spur 1: Marker zur Bestimmung der Lange der Nukleotidsequenz.
Spur 2: Amplifiziert wurde ein 500 bp und ein ca. 350 bp langes
cDNA-Fragment.

Spur 3: PCR-Produkt eines Kontrollansatzes, dem keine Reverse
Transkriptase zugesetzt worden ist.

Zu erkennen ist die Amplifikation von zwei PCR- Produkten. Die Lange der
amplifizierten cDNA- Fragmente entspricht zum einen der erwarteten Lange von 494
bp, das andere PCR- Produkt ist unter Vergleich mit der Markerspur ca. 350 bp lang.

Durch Nukleotidsequenzierung des amplifizierten cDNA- Fragmentes (in Kooperation
mit der AG von Prof. V. Héllt, Magdeburg) wurde bestatigt, das es tatsachlich vom
menschlichen - Opioidrezeptor stammt.

Demnach exprimieren COLO 679- Melanomzellen sowie G-361- Melanomzellen den

d-Opioidrezeptor.

Die weitere Bande , die durch RT- PCR sowohl in G-361- Melanomzellen als auch in
COLO 679- Melanomzellen nachgewiesen wurde, stellt entweder ein unspezifisches
Amplifikat durch aberrantes Anlagern der Primer an eine mit dem &-Rezeptor nicht
verwandte Sequenz dar (,false priming®). Oder es handelt sich um eine neue,
verkurzte Form des menschlichen §-Opioidrezeptors, entstanden zum Beispiel durch
alternatives SpleiBen.

Zur Kléarung dieser Frage wurden die PCR- Proben, die schon gelelektrophoretisch
analysiert wurden, in 1000- facher Verdinnung einer weiteren PCR mit anderen

Primern unterzogen.
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Die Ergebnisse sollten am Beispiel der COLO 679 — Melanomzellen aufgezeigt
werden. An den G-361- Melanomzellen wurden entsprechende Ergebnisse bei dem
folgenden Versuch gefunden.

5.1.2.3 Reamplifikation

Um die cDNA des &- Opioidrezeptors starker zu amplifizieren, wurde das PCR-
Produkt, das mit den Primern 3 und 4 gewonnen wurde, nochmals amplifiziert, und
zwar mit den weiter innen liegenden Primern 5 und 6.

Dieses Primerpaar schnitt einen kirzeren Bereich der cDNA- Sequenz des humanen
d-Opioidrezeptors heraus, als im Rahmen der vorangegangenen PCR mit dem
Primerpaar 3/4 (,genestete PCR*). Man erwartete demnach ein um ebenfalls 150 bp
kleineres PCR- Produkt falls es sich um einen verkirzten 8-Rezeptor handelt und
Uberhaupt kein zusatzliches Produkt im Fall von false priming. Der Bereich, der von
den genesteten Primern eingeschlossen wurde, enthielt das Ende von Exon 2 und
einen Abschnitt von Exon 3. Das Amplifikat des ,Wildtyp“-Rezeptors sollte mit diesen
Primern 441 bp lang sein.

Die PCR-Proben, die aus der RT- PCR mit den Primern 3 und 4 erhalten wurden,
wurden 1:1000 verdinnt und einer weiteren PCR unterzogen. Es wurde 1ul der
verdinnten PCR- Probe flir die Reamplifikation eingesetzt.

Auf einem 2% Agarosegel wurden 10 ul des neuen PCR- Produktes aufgetrennt
(Abb.8):

Abbildung 8: PCR- Reamplifikation eines 440 bp langen cDNA-
Fragments des humanen &-Opioidrezeptors aus COLO 679-
Melanomzellen

Mit den Primern 5 und 6 wurde ein 1:1000 verdinntes cDNA- Amplifikat
tiber PCR reamplifziert (95 °C 50 sec.; 68°C 1:30 min.; 72°C 3 min) .
Auftrennung: Agarosegel 2%

Spur 1: Marker zur Bestimmung der Lange der Nukleotidsequenz.

Spur 2: Amplifiziert wurde ein 450 bp langes und ein ca. 300 bp langes
PCR-Fragment.

Spur 3: PCR-Produkt eines Kontrollansatzes, dem keine Reverse
Transkriptase zugesetzt worden ist.
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Als PCR-Produkt zeigte sich die herausgeschnittene cDNA-Sequenz des o-
Opioidrezeptors mit der korrekten Lange von 441 bp.

Daneben fand man wieder ein um 150 bp verkirztes cDNA- Fragment. Damit scheint
es sich tatsachlich um eine verkurzte 6-Rezeptor-mRNA zu handeln und nicht um ein
unspezifisches Produkt. Dass dieses verkirzte Amplifikat bei allen getesteten
Melanomzelllinien gefunden wurde, widerspricht der Annahme eines zufalligen

SpleiBfehlers in einzelnen Tumorzellinien.

Durch die Amplifikation von genomischer DNA (hier nicht dargestellt) konnte gezeigt
werden, dass die flir den od-Rezeptor kodierenden Gene in den untersuchten
Melanomzellen unveréandert sind. Es handelt sich also tatsachlich um ein verandertes

Prozessieren der mRNA.

5.2 Nachweis von Opioidrezeptoren auf Melanozytenmembranen der
Melanomzellinie G-361

Nachdem mittels RT- PCR die Expression von &- Opioidrezeptor- mRNA in
Melanomzellen nachgewiesen worden war, wurde in
Radiorezeptorbindungsversuchen untersucht, ob diese Zellen tatséachlich auch
intakte o- Opioidrezeptoren exprimieren und letztere auch zur Zellmembran
transportiert werden.

Die Bindungsversuche wurden mit Membranen der G-361- Melanomzellen und mit
fir o-, u- und x-Rezeptoren selektiven Opioidrezeptoragonisten durchgefihrt. Es
handelte sich dabei um die synthetisch hergestellten Opioidrezeptorliganden:
DPDPE, DAMGO und U 69593.
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5.2.1 AusschluB3 der Existenz von p- und x- Rezeptoren in Membranen der
Melanomzellinie G-361 im Bindungsversuch

Es wurden Radiorezeptorbindungsversuche durchgefihrt, um spezifische
Bindungsstellen flr die Tritium- markierten Opioidrezeptoragonisten in G-361-
Membranpréaparaten nachzuweisen.

Weder flr den selektiven p- noch fir den selektiven k- Opioidzeptoragonisten,
konnte eine Bindung nachgewiesen werden. Der hochselektive &-
Opioidrezeptorligand (*H)-DPDPE zeigte in den Bindungsversuchen eine spezifische
Bindung an die Membran der G-361- Zellen.

Der durch hohe Konzentrationen an nicht radioaktiv markiertem Liganden (z.B.,
DPDPE: 2x 10 M) verdréngbare Teil der Bindung von (*H)-DPDPE entsprach der
spezifischen Bindung.

Obwohl die spezifische (*H)-DPDPE— Bindung nicht einmal 1% der
Gesamtradioaktivitdt betrug, konnte sie in allen Versuchen nachgewiesen werden
und war doppelt so hoch wie die unspezifische Bindung.

Abb.9 zeigt eine Zusammenfassung von drei Experimenten.
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Abbildung 9: Spezifische Bindung von Opioidrezeptorliganden an G-361
Melanozytenmembranen

Sperzifische Bindung der Opioidrezeptorliganden (°*H)-DPDPE, (*H)-DAMGO und (°*H)-U
69 593 an Membranen von Melanozyten der Melanomzellinie G-361 in Prozent der
Gesamtradioaktivitat im Ansatz.

Die Daten wurden aus Mittelwerten x + SD von Dreifachwerten aus drei Versuchen
bestimmt.

5.2.2 Bindung des Opioidrezeptorliganden (*H)-DPDPE an §-Opioidrezeptoren
auf Melanozyten der Melanomzellinie G-361: Charakteristika

Der vorangestellte Radiorezeptorbindungsversuch hatte ergeben, daB (*H)-DPDPE
spezifisch, d.h. verdrangbar an eine begrenzte Anzahl von Bindungsstellen auf G-
361- Membranen gebunden wurde. Es war jedoch weiter abzuklaren, ob diese
Bindung den klassischen Kriterien fur eine spezifische Ligand- Binder- Interaktion
nach BURT, (1978) entsprach.

Folgende Kriterien einer spezifischen Bindung waren abzuklaren:

e Zeitabhangigkeit

e Reversibilitat

e Sattigbarkeit

e hohe Affinitat

5.2.2.1 Zeitabhangigkeit

Die Bindung von (*H)-DPDPE an die &-Opioidrezeptoren zeigte einen
zeitabhangigen Verlauf. Das dynamische Gleichgewicht der Assoziations-
Dissoziationsreaktion des Liganden stellte sich erst nach 3 Stunden ein. Deshalb
wurde fir die folgenden Versuche eine Inkubationszeit von 3 Stunden festgelegt.
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Abbildung 10: Zeitabhangigkeit der Bindung von (*H)-DPDPE an die 3-Opioidrezeptoren

Die spezifische Bindung von (*H)-DPDPE an Melanomzellmembranen wurde als
Funktion der Zeit dargestellt. G-361- Membranen wurden im RBA-Ansatz mit (*H)—
DPDPE (2,2 nM) auf Eis inkubiert. Nach zunehmenden Zeitintervallen wurde die
Assoziation des markierten Liganden an die 3-Opioidrezeptoren beendet, und die
membrangebundene Menge an (*H)-DPDPE bestimmt.

Die Punkte entsprechen x +/- SD aus Mittelwerten von Dreifachansatzen eines
Einzelexperiments.

5.2.2.2 Reversibilitat

Die Reversibilitdt der Bindung wurde durch Verdrangung des Tritium- markierten
DPDPE durch Zugabe eines hohen Uberschusses an nicht radioaktiv markiertem
DPDPE (2x 10°M) bestimmt.

(*H)-DPDPE wurde zunéchst iber 180 min im RBA-Ansatz mit G-361- Membranen
inkubiert. Nach Errreichen des Gleichgewichtszustandes wurde der Verdréanger
zugegeben und die Menge an spezifisch membrangebundenem (*H)-DPDPE als
Funktion der Zeit gemessen.

Nach bereits 10 min waren iiber 70 % des spezifisch gebundenen (*H)-DPDPE aus
seiner Bindung verdréngt. Von einer fast vollstandigen Dissoziation konnte man nach

60 min sprechen.
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Der zeitliche Verlauf der Dissoziation ist in Abb.11 dargestellt. Die Inkubationsdauer

wurde von 10 min bis 180 min variiert.

Abbildung 11:
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Reversibilitit der Bindung von (*H)-DPDPE an die 8- Opioidrezeptoren

Die spezifische Bindung von (*H)-DPDPE an Melanomzellmembranen wurde

als Funktion der Zeit dargestellt. G-361-Membranen wurden im RBA- Ansatz mit (*H)—
DPDPE (2,2 nM) auf Eis 180 min inkubiert. Danach wurde durch Zugabe von DPDPE
(2x 10°M) die Dissoziation des markierten DPDPE kenntlich gemacht: Seine Re-
Assoziation wurde durch den Uberschuss an DPDPE verhindert. Der Prozess wurde
nach definierten Zeitintervallen beendet und der zum jeweiligen Zeitpunkt noch
membrangebundene Anteil des (*H)-DPDPE bestimmt.

Die Punkte entsprechen x + SD aus Mittelwerten von Dreifachansatzen eines
Einzelexperiments.

5.2.2.3 Sattigbarkeit

Da spezifische Bindungsstellen ausschlieBlich in begrenzter Konzentration vorliegen,

ergibt sich die Forderung, dass diese durch ihre Liganden sattigbar sind.
Um die Sattigbarkeit der Bindung nachzuweisen, wurden im RBA in einer Serie von

Ansatzen einer konstanten Konzentration an G-361- Membranen eine konstante

Konzentration an (*H)-DPDPE (2,2nM) sowie unterschiedliche Konzentrationen an

nicht radioaktiv markiertem DPDPE zugegeben.

50



DPDPE wurde in einer Konzentration von 1x 10°M bis 1x 10™*M in den Versuch
eingebracht. Dieses entsprach dann Konzentrationen von 2x 107'°M bis 2x 10°M im
Inkubationsansatz.

Die Abb.12 zeigt eine sigmoidal verlaufende Kurve, wie sie fur Verdrangungskurven
typisch ist. Eine Absattigung der Bindungsstellen konnte im Konzentrationsbereich
von 10°®M beobachtet werden.
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Abbildung 12: Sttigbarkeit der Bindung von (*H)-DPDPE an die 8-Opioidrezeptoren

Spezifische Bindung von (°*H)-DPDPE (2,2nM) in Gegenwart steigender
Konzentrationen von DPDPE. G-361- Membranen wurden im RBA- Ansatz mit (*H)—
DPDPE (2,2 nM) und nicht radioaktiv markiertem DPDPE (2x 107'°M bis 2x 10°M im
Ansatz) 120 min auf Eis inkubiert. Die Gesamtbindung B wurde gemessen und als
Bindung in Prozent der Kontrolle (des Ansatzes ohne Verdranger) angegeben.

Die gezeigten Punkte sind x £ SD aus Mittelwerten von Dreifachbestimmungen aus 3
Versuchen.

Fit-Protokoll des Computerprogrammes ORIGIN:

Sigmoidal(Logistic) fit to Data1l_mean
Chisqr = 17,91382

Init(A1) =100,25 3,87
Final(A2) = 30,119 2,06
XatY50(x0) = 1,2328E-8 2,41E-9
Power(p) = 1,1922 0,298

XatY20 = 3,8538E-9
XatY80 = 3,9434E-8
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5.2.2.4 Bindungsparameter Kp und Bpax

Aus den gezeigten Bindungsdaten des Sattigungsexperiments wurden die
Bindungsparameter Kp (Dissoziationskonstante) und Buax (Bindungskapazitat) zum
einen Uber das Computerprogramm LIGAND und zum anderen Uber das technisch-
wissenschaftliche Zeichenprogramm ORIGIN nach Uberfilhrung der Daten in
Scatchard- Plots bestimmt.

Fir die Interaktion des (*H)-DPDPE mit den & Opioidrezeptoren auf den G-361-
Membranen wurde mittels des LIGAND- Programms fur die Kp ein Wert von 6,2 nM
ermittelt , die Buay betrug 2x 107'° mol/l bzw 10 fmol/mg Protein (jeweils Mittelwerte
aus drei Versuchen meantSD).

Die errechnete Kp flir DPDPE entsprach der Kp einer hochaffinen Bindungsstelle
und lag in dem Bereich, der von KIEFFER et al. (1992), EVANS et al. (1992) und
SIMONIN et al. (1994) fir den &- Opioidrezeptor angegeben wurde.

Die Bindungskapazitat hingegen war niedriger als sie bei anderen Zelltypen
festgestellt worden war (ZADINA et al.,1994).

Im Gegensatz zu den Berechnungen des Computerprogramms LIGAND konnten
anhand der Scatchard— Plots zwei geringer affine Bindungsstellen identifiziert
werden: Der Kurvenverlauf im Scatchard- Plot lieB sich in zwei Kurvenbereiche
aufteilen. Daraus ergaben sich zwei Geraden mit unterschiedlicher Steigung,
entsprechend zwei Bindungssstellen mit unterschiedlicher Affinitat zum Liganden.
Die mit dieser Methode ermittelten Bindungsparameter sind als Relativwerte
anzusehen. Die Methode erlaubt die Bestimmung der Bindungsparameter nicht mit
der notwendigen Genauigkeit. Es sollte lediglich geprift werden, ob sich neben der
durch LIGAND aufgefundenen Bindungsstelle Hinweise auf weitere Bindungsstellen

ergaben.

Mit Hilfe des FIT- Programms aus dem ORIGIN- Computerprogramm konnten die
Bindungsparameter fiir beide Bindungsstellen aus den negativen Reziprokwerten der
Geradensteigungen (- 1/Kp ) und den Geradenschnittpunkten mit der Abszisse (Buax)
bestimmt werden.

Die Kp fur die Bindung von DPDPE an die héheraffine Bindungsstelle errechnete sich
zu 1,6x107'M, die Buax zu 4,7 x10° M (beides Mittelwerte aus drei Versuchen).
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Die Kp fur die Bindung von DPDPE an die geringeraffine Bindungsstelle betrug
3,2x10™*M, die Buax 4,2x10°° M (Mittelwerte aus drei Versuchen).

Das Scatchard-Diagramm eines der drei Einzelversuche ist in Abb.13 zu sehen.

2,0x102
1 SCATCHARD PLOT
1,8x102
1,6x102
1,4x102

1,2x102 f

1,0x102

(®H)-DPDPE gebunden / (H)-DPDPE frei

8,0x10° T u

J T T T T T T T T —
o,p 50x108  1,0x107  1,5x107  2,0x107  2,5x107

(*H)-DPDPE gebunden (M)

Abbildung 13: Bestimmung der Bindungsparameter Kp und B« der Interaktion von (3H)-
DPDPE mit §- Opioidrezeptoren auf G-361- Membranen anhand eines Scatchard
— Plots

Scatchard Plot und Bindungsparameter Kp und B fiir (*H)-DPDPE aus einem
Einzelversuch der in Abb. 12 dargestellten Bindungsdaten.

Es wurde der Quotient aus gebundenem zu freiem Liganden gegen die Konzentration
des gebundenen Liganden aufgetragen. Aus den Kurvenpunkten lieBen sich zwei
Geraden konstruieren.

Die Dissoziationskonstanten ergaben sich aus den negativen Reziprokwerten der
Geradensteigungen, die Bindungskapazitaten als Schnittpunkte der Geraden mit der
Abszisse.

Es errechneten sich folgende Bindungsparameter : Kpi= 2,1x107M, Bpaxi= 3,6x10°M
und Kpz= 7,5x10°M, Baxe= 7,7x107M.

Die Korrelationskoeffizienten ri= -1 und r, = -0,85 lieBen sich aus dem ORIGIN Fit-
Programm ableiten.

Die Abbildung zeigt die Auswertung eines Einzelversuchs.
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Fit-Protokolle des Computerprogrammes ORIGIN:

Linear Fit for Data1.bound.free_LINE on linearized scales
yscale(Y) = A + B * xscale(X)
where scale() is the current axis scale function

Param Value sd

A 0,01775 2,5823E-17
B 4832416,9225 2,4205E-10
R =-1

SD =8,213E-17, N=20

P =1,246E-139

Linear Fit for Datal_bound.free on linearized scales
yscale(Y) = A + B * xscale(X)
where scale() is the current axis scale function

Param Value sd

A 0,01033 0,00055

B -13329,23282 5946,84171
R =-0,84573

SD =0,00072, N =4

P =0,15427
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6 DISKUSSION

6.1 Methodik

6.1.1 Melanozyten als Untersuchungsobjekt

Es gibt viele Informationen Uber die Funktion von Hormonen, Neurotransmittern oder
Mediatoren in der Haut.

Es existiert beispielsweise eine Reihe von Arbeiten Uber die Expression von POMC
und seinen Fragmenten in Keratinozyten (SLOMINSKI et al.,1993). Es wurden auch
schon Rezeptoren fir verschiedene POMC- Fragmente wie ACTH (SLOMINSKI et
al.,1996) oder a-MSH (CHAKRABORTY and PAWELEK,1993) in diesen Hautzellen
gefunden.

Im Gegensatz dazu gibt es bisher nur wenige Erkenntnisse Uber Prasenz und
Funktion opioiderger Systeme in der menschlichen Haut.

Bisherige Untersuchungen beschrankten sich hierbei fast ausschlieBlich auf die
Keratinozyten, die den Hauptbestandteil der Haut ausmachen. BIGLIARDLI et al.
waren 1998 die ersten, die die Expression eines Opioidrezeptors, des u-
Opioidrezeptors, auf mRNA- sowie auf Proteinebene in menschlichen Keratinozyten

nachweisen konnten.

Uber opioiderge Systeme in Melanozyten der Haut finden sich nur ganz wenige
Arbeiten.

1998 wird in einer Arbeit von SLOMINSKI die Entdeckung von B-Endorphin-, o-MSH-
und ACTH- immunoreaktivem Material in menschlichen Melanozyten und in
Melanomzellen beschrieben.

Melanozyten kénnten daher durchaus in die Funktionen opioiderger Systeme auf
noch ungeklarte Weise integriert sein, was sie als Untersuchungsobijekt flir unsere
Arbeit interessant gemacht hat.

Im Vordergrund stand die Suche nach Opioidrezeptoren als Zielstrukturen far
Opioidpeptide und im Falle einer Befunderhebung die Charakterisierung dieser
Bindungsstelle.
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Um den fir diese Arbeit notwendigen Bedarf an Zellmaterial decken zu kdnnen,
griffen wir auf in vitro kultivierbare Zellinien zurtck.
Melanozyten der Zellinie G-361 und COLO 679 wurden somit exemplarisch flr die

Suche nach Opioidrezeptoren in Melanozyten in unseren Versuchen eingesetzt.

6.1.2 Bindungsversuche

6.1.2.1 Liganden

Radioaktiv markierte Liganden missen in einer Konzentration eingesetzt werden, die
eine Verdrangung des Liganden von seinem Binder erlaubt.

Man wahlt eine Konzentration in der Gr6Benordnung einer Dissoziationskonstanten
Kp, welche die Interaktion des Liganden mit einem bereits bekannten Binder
charakterisiert.

Fiur DPDPE lag dieser Wert der Literatur zufolge (KIEFFER, 1995) fir DPDPE/s-
Opioidrezeptor- Interaktionen etwa bei 10 ® M. Demnach wurde der Tritium-
markierte Ligand DPDPE in einer Konzentration von 2,2 nM im Inkubationsansatz in
unseren Versuchen eingesetzt.

Die Konzentration des unmarkierten, kalten, Liganden muss in der Regel um zwei bis
drei Zehnerpotenzen hoher liegen als die des markierten Liganden, um eine
vollstdndige Verdrangung des spezifisch gebundenen markierten Liganden durch
den unmarkierten Liganden zu gewahrleisten und dadurch die Bestimmung der
unspezifischen Bindung des radioaktiv markierten Liganden zu ermdglichen.

Das nicht markierte DPDPE wurde als Totalverdranger in einer Konzentration von 2x

10° M eingesetzt.

6.1.2.2 Mempranpraparation

Bei der Membranpraparation wurde nach Abnahme des Kulturmediums darauf
geachtet, dass die Zellen durchgehend bei 4°C oder auf Eis verarbeitet wurden. Es

wurde beabsichtigt, die zelleigenen Enzyme ,einzufrieren“, um die enzymatische
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Zerstérung von Zellbestandteilen zu verhindern und den Energiestoffwechsel der
Zellen herunterzufahren.

Zusatzlich wurden dem Homogenisationspuffer sowie dem Inkubationspuffer
Enzymhemmer zugesetzt, um so einen hdéchstméglichen Schutz der Zellen vor
biochemischen Zerstérungsprozessen zu gewahrleisten. Es wurden die von
SHAHABI et al. (1992) beschriebenen Enzymhemmer in den angegebenen
Konzentrationen Gbernommen und noch durch PMSF und Aprotinin erganzt.

Zum Schutz der Zellen musste die gesamte Membranpréparation beginnend bei der
mechanischen Zellablésung von der Schale bis zur Homogenisation bei 4°C im
Kuhlraum erfolgen. Dies bedeutete bei vierzig Zellkulturschalen (Durchmesser von
145 mm), aus denen Membransuspensionen far einen
Radiorezeptorbindungsversuch gewonnen werden sollten, drei bis vier Stunden
Arbeit bei 4°C.

Um diese Belastung fir den Experimentator zu umgehen, wurde ein Versuch
unternommen, die Zellen alternativ bei Raumtemperatur mit EDTA abzulésen.

Dazu wurden die Zellen nach Abnahme des Nahrmediums einmal mit D-PBS defic
(2,7 mM KCI, 140mM NaCl, 1,5 mM KH;PO4, 8,1 mM NasHPO4 0,1% BSA)
gewaschen, in Ablésungspuffer (D-PBS defic, 0,02% EDTA, 1 mM Pefabloc, 50ug/
ml Bacitracin, 0,01% Aprotinin) bei 37°C 5 bis 10 min inkubiert , danach abgelést und
bei 280 x g 3 min bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann in
Homogenisationspuffer resuspendiert, und wie unter 4.2.2.3 beschrieben in
Homogenisationspuffer homogenisiert und weiterbehandelt.

Da die Ausbeute an bindendem Material bei Einsatz der RT/EDTA- Methode nur die
Halfte der bei Einsatz der 4°C/Schaber- Methode erhaltenen Ausbeute betrug
(Abb.14), wurde schlieBlich die Membranpraparation bei 4°C durchgefihrt.
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Spezifische Bindung von (*H)-DPDPE
(in % der Gesamtradioaktivitat)

4°C/Schaber- Methode RT/EDTA- Methode

Abbildung 14: Darstellung der spezifischen mechanischen Ablésung der Bindung von (3H)-
DPDPE an Membranpraparate: Vergleich der Zellen bei 4°C mit der Ablésung
unter EDTA- EinfluB bei Raumtemperatur.

Saule 1 zeigt die spezifische Bindung von (*H)-DPDPE(2,2nM) an Membranen, die bei
4°C mechanisch abgeldst wurden.

Saule 2 zeigt die spezifische Bindung von (*H)-DPDPE (2,2nM) an Membranen, die
bei RT mit EDTA abgelést wurden.
Es wurden je Radiorezeptorbindungsversuch gleichgroBe Aliquots aus gleichen

Volumina an Membransuspensionen aus 40 Zellkulturschalen & 145mm Durchmesser
eingesetzt.

6.1.2.3 Filtration

Bei dem Filtrationsverfahren stellte die unspezifische Adsorption des freien d.h. nicht
membrangebundenen (*H)-DPDPE an die Filter ein Problem dar. Dieser Blankwert
ist bei der Bestimmung der gebundenen Radioaktivitaitsmenge zu bericksichtigen
und sollte méglichst niedrig sein.

Um besonders niedrige Leerwerte zu erreichen, wurde die von BRUNS et al. (1983)
vorgeschlagene Methode mit leichten Modifikationen gewéhlt. Dazu wurden die Filter
innerhalb von 3 Stunden viermal mit 1 ml 0,1% Polyethyleniminlésung benetzt.
Polyethylenimin als Polykation bindet dabei an die Filter und verhindert so die
Adsorption ebenfalls positiv geladener Molekdle.

Mit dieser Methode wurden Blankwerte von unter 0,5% des CT-Wertes erhalten.
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6.1.2.4 Bestimmung der Radioaktivitat

Nach Zugabe von 0,1% Triton X-100 zu den Filtern sollten diese in
Szintillationsréhrchen Uber Nacht geschittelt werden, um so die gebundenen
Substanzen (Radioaktivitat) aus den Filtern herauszulésen. Durch standige
Bewegung der Proben sollte dies geférdert werden. Zunachst wurden die Proben bei
4°C auf einem Schattler mit eindimensionaler horizontaler Bewegung geschuittelt.
Erste Versuche zeigten eine hohe Streuung der Messwerte und eine geringe
Zahlrate.

Nach weiteren Versuchen erwies sich das Schitteln der Proben auf einem Schttler
mit horizontal geflhrter Kreisbewegung als die Methode mit der geringeren Streuung.
AuBerdem wurden weitere Versuche unternommen, die gebundene Radioaktivitat so
weit wie méglich aus den Filtern herauszuldsen. Die Uberlegung, dass die Loslichkeit
fester Stoffe mit steigender Temperatur gréBer wird, veranlasste uns, das Schutteln
bei Raumtemperatur vorzunehmen; wir erhielten daraufhin eine hdéhere
Zahlausbeute.

So ergab sich das Schitteln auf einem Rundschiittler bei Raumtemperatur als die
Methode der Wahl.

6.2 Ergebnisse

6.2.1 Gentechnologische Ergebnisse

6.2.1.1 Expression des 6-Opioidrezeptors in Melanomzellinien

Mittels RT- PCR gelang es, in beiden untersuchten Melanomzellinien, G-361 und
COLO 679, mRNA des humanen &- Opioidrezeptors nachzuweisen.

Untersuchungen von MAYER et al. (2000) zeigten, dass in diesen Melanomzellinien
keine Expression des u- Opioidrezeptors stattfand und auch die cDNA des x-

Opioidrezeptors in diesen Zellen nicht reproduzierbar amplifiziert werden konnte.
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P. MAYER (persoénliche Mitteilung) gelang in einer weiteren Melanomzellinie, COLO
800, in einer humanen Neuroblastomzellinie, SH-SY5Y, sowie in Kkultivierten
menschlichen Melanozyten den 6-Opioidrezeptor nachzuweisen. Die hier
beschriebene verklrzte Form des Rezeptors war aber nur in den entarteten Zellen
und nicht in den ,normalen® Melanozyten nachweisbar.

Die Bestimmung der Menge an §- Opioidrezeptor- mRNA in den Melanozyten durch
kompetitive semiquantitative PCR ergab, dass Pigmentzellen gréBenordnungsmanig
etwa genauso viel 8- Opioidrezeptor- mRNA exprimieren wie im zerebralen Kortex
gefunden wird. Allerdings ist zu bedenken, dass nicht alle Zellen des zerebralen
Kortex 8-Rezeptoren exprimieren.

In Hinsicht auf die unterschiedliche anatomische Verteilung von Melanozyten und
Nervenzellen im Organismus wird oft vergessen, dass die embryologischen
Vorlauferzellen beider Zellarten aus dem Neuroektoderm entspringen, und sie somit
einen gewissen Verwandtschaftsgrad aufweisen. Obwohl die Melanozyten aus der
Neuralleiste in die Haut auswandern, werden sie dennoch zu den neuroepithelialen
Zellen gerechnet. Die Expression des &-Opioidrezeptors in Neuronen und
Melanozyten legt nahe, dass zwischen beiden Zellarten eine Verbindung besteht und
deutet auf ihre gemeinsame Herkunft .

FOr beide Zellarten ist die Tendenz zur malignen Entartung bekannt. Sowohl
Neuroblastome, die aus Nervenzellen des Gehirns entstehen, als auch Melanome,
die in der Haut entstehen, gehéren zu den malignen Neoplasieformen. Diese
zeichnet sich durch rasches, infiltrierendes und zerstérendes Wachstum mit Neigung
zur Metastasierung aus (letzteres vor allem bei den Melanomen) und hat eine
schlechte Prognose.

Inwieweit die gefundenen opioidergen Systeme in der Haut bei der Pravention oder
der Entstehung und Progression eines Tumors eine Rolle spielen kénnten, muss

weiter untersucht werden.
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6.2.1.2 Entdeckung einer ca. 150 bp kirzeren Sequenz

Bei unserer Suche nach m-RNA des &- Opioidrezeptors in Melanomzellinien stieBen
wir auf ein zuséatzliches PCR- Produkt, das ungefahr 150 bp kirzer war als die
erwartete Lange des ,normalen“ Rezeptors.

Weiterflhrende Untersuchungen ergaben die Entdeckung einer bis dahin noch nicht
beschriebenen Variante des &- Opioidrezeptors, die offenbar durch atypisches
Prozessieren der mRNA hervorgerufen wird und mit Malignitédt assoziiert scheint
(MAYER et al., 2000).

Der Variante fehlte eine Nukleotidsequenz von 144 bp innerhalb der dritten
intrazelluldaren Schleife des Rezeptormolekuls. Es stellte sich naturlich die Frage, ob
es sich bei diesem verklrzten Genprodukt nicht einfach um das Produkt
unspezifischen SpleiBens, einen SpleiBfehler, wie er gelegentlich in pathologisch
veranderten Zellen zu beobachten ist, handeln kénnte.

Die Position und die Lange der Basenpaardeletion stimmte jedoch in allen getesteten
Tumorzellen Uberein, und es wurden in ihnen auch keine anderen Variationen des 6-
Opioidrezeptors gefunden. Weiterhin konnte man anhand der Intensitaten der DNA-
Banden feststellen, dass das Mengenverhdltnis der ,Kurzversion® zur
,Normalversion® des 6-Opioidrezeptors in allen Melanomzellen konstant war. Dieses
betrug etwa 1:3, wie sich aus dem Ergebnis einer durchgefiihrten kompetitiven
semiquantitativen RT- PCR ableiten lieB (MAYER, persénliche Mitteilung).

All diese Beobachtungen lassen die Theorie des fehlerhaften oder unspezifischen
SpleiBens als unwahrscheinlich erscheinen.

Da die Exzision dieser 144 Basenpaare, wie sich herausstellte, zu keiner Zerstérung
einer der sieben transmembranaren Domanen filihrte, blieb das allgemeine
Bauprinzip der G- Protein- gekoppelten Rezeptoren erhalten. Die verklrzte Variante
kénnte also in Prinzip einen intakten und funktionell bedeutsamen Rezeptor
darstellen, dessen physiologische oder pathophysiologische Funktionen abgeklart
werden sollten.

Das Rezeptorprotein wirde eine um 48 Aminosauren verkirzte Kette aufweisen.
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Abbildung 15 zeigt die Position der Deletion eines 144 bp- Fragments der cDNA-

Sequenz der ,Normalversion“ des humanen - Opioidrezeptors.
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121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

ATGGAACCGG
GACGCCTACC
CGGAGCGCCT
GCCGTGGGGC
AAGACGGCCA
ACGCTGCCTT
TGCAAGGCTG
ATGATGAGTIG
ACGCCTGCCA
GTGCCCATCA
CAGTTCCCCA
GCCTTCGTGG
CGCAGTGTGC
CGCATGGTGC
GTCATCGTCT
CACCTGTGCA
CTCGACGAGA
GACCCCAGCA
ACCCCGTCCG
CGCCCCTCCC
TGGAGTGGGG
GACGGGACCG
ACAGATCAAT
GGGAAAGCCA
ACAGGGCATC
AGCCGGACTT
CACAGCGCTC
GGCAGGCGGA
GGCCGGCCTC
AGAGGGACGC

CCCCCTCCGC
CTAGCGCCTG
CGTCCCTCGC
TGCTGGGCAA
CCAACATCTA
TCCAGAGTGC
TGCTCTCCAT
TTGACCGCTA
AGGCCAAGCT
TGGTCATGGC
GCCCCAGCTG
TGCCCATCCT
GCCTGCTGTC
TGGTGGTTGT
GGACGCTGGT
TCGCGCTGGG
ACTTCAAGCG
GCTTCAGCCG
ATGGTCCCGG
TAGTGACCCG
CAGTAGAAGG
GGCCGCTAGA
GGCGCAGTGC
GTGACTCCAG
TCCAGGAAGG
TCGGAGTTGG
CGGGCGAGGA
CGAGGCGCAG
TGCCTTGCCG
GGCGGACGCC

CGGCGCCGAG
CCCCAGCGCT
CCTGGCAATC
CGTGCTTGTC
CATCTTCAAC
CAAGTACCTIG
CGACTACTAC
CATCGCTGTC
GATCAACATC
TGTGACCCGT
GTACTGGGAC
CATCATCACC
GGGCTCCAAG
GGGCGCCTTC
GGACATCGAC
TTACGCCAAT
CTGCTTCCGC
CGCCCGCGAA
CGGTGGCGCT
GAGGCCACAT
TCGGAGGCTT
TGGGCATGGG
CTCTGGTCTG
GAGAGGAGCG
CGGGGCTTCA
GGGGTCCGGG
GAGCGGGCGG
AGACAGCGGG
CTCCCCTCGC
GGCAGCC

CTGCAGCCCC
GGCGCCAATG
GCCATCACCG
ATGTTCGGCA
CTGGCCTTAG
ATGGAGACGT
AATATGTTCA
TGCCACCCTG
TGTATCTGGG
CCCCGGGACG
ACGGTGACCA
GTGTGCTATG
GAGAAGGACC
GTGGTGTGTT
CGGCGCGACC
AGCAGCCTCA
CAGCTCTGCC
GCCACGGCCC
GCCGCCTGAC
GAGTCCCAGT
GGGACCGCCA
GTGGGCCTCT
GGTGCCCCCG
GGACCTGTGG
ACCTTGAGAC
GCCCCCGAGG
ACCGGGGGGC
GCGGCCGGGG
GTCGGATCCC

CGCTCTTCGC
CGTCGGGGCC
CGCTCTACTC
TCGTCCGGTA
CCGATGCGCT
GGCCCTTCGG
CCAGCATCTT
TCAAGGCCCT
TCCTGGCCTC
GGGCAGTGGT
AGATCTGCGT
GCCTCATGCT
GCAGCCTGCG
GGGCGCCCAT
CGCTGGTGGT
ACCCCGTGCT
GCAAGCCCTG
GCGAGCGTGT
CAGCCATCCG
GGGAGGCGCG
GATGGGGCCT
GGTTTGGGGC
TCCACGGCTC
CTCTACAACT
AGCTTCGGTT
AGCCTGCGCT
TGGGCCGGTG
CGCGGCACGC
CGCGCCCAGG

CAACGCCTCG
GCCAGGCGCG
GGCCGTGTGC
CACTAAGATG
GGCCACCAGC
CGAGCTGCTC
CACGCTCACC
GGACTTCCGC
AGGCGTTGGC
GTGCATGCTC
GTTCCICTIC
GCTGCGCCTG
GCGCATCACG
CCACATCTTIC
GGCTGCGCTG
CTACGCTTTIC
CGGCCGCCCA
CACCGCCTGC
GCCCCCAGAG
AGCCATGATG
CTGTTTCGGA
GAGGCAGAGG
TAGGTGGGGC
GAGTCCTTAA
TCTAACTTGG
GCTCCTGGCT
CGGGCGGCGA
GGCGGGTCGG
CAGCCGGTGG

Abbildung 15: Position der Deletion eines 144 bp- Fragments innerhalb der cDNA-Sequenz des
8- Opioidrezeptors

An der Nukleotidposition 673- 816 der cDNA- Sequenz des §- Opioidrezeptors sind die
144 Basenpaare der Deletion der §- Opioidrezeptorvariante fettgedruckt dargestellt.
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6.2.1.3 Entstehung, Vorkommen und Bedeutung der - Opioidrezeptorvariante

Nachdem in der genomischen DNA durch PCR keine neue Variante des &-
Opoidrezeptors gefunden wurde, folgerte man, dass die verklrzte Version des o-
Opioidrezeptors nicht im Genom kodiert sein kann. Die Entstehung der 144 bp-
Deletion ist demnach auf mMRNA- Processing zurtickzufiihren (MAYER et al. 2000).
Bei den Befunden fiel auf, dass die Kurzversion des Rezeptors ausschlieBlich in
malignen Tumorzellinien wie in den Melanom- und Neuroblastomzellen entdeckt
wurde. Weder in ,normalen Melanozyten noch in ,normalen® Nervenzellen wurde
diese Variante des 6- Opioidrezeptors exprimiert. Dieses deutet darauf hin, dass die
d- Opioidrezeptorvariante bei der Entartung von Zellen eine Rolle spielen kdnnte.

G- Protein gekoppelte Rezeptoren, zu denen der &- Opioidrezeptor z&hlt, sind auf
ihre Struktur und Funktion hin gut untersucht worden. Daraus I&sst sich folgern, was
far Auswirkungen der Verlust der dritten intrazelluldren Schleife auf die Funktion des
Rezeptors haben kénnte.

Es ist bekannt, dass die dritte intrazelluldre Schleife eines G- Protein- gekoppelten
Rezeptors an der Bindung des G- Proteins an den Rezeptor und an der
Desensibilisierung des Rezeptors nach chronischer Stimulation durch einen
Liganden beteiligt ist (KOCH et al. 1997). Weiterhin kdnnen Veranderungen
innerhalb der dritten intrazellularen Doméane dazu flhren, dass der mutierte Rezeptor
an einen anderen G- Proteintyp bindet als der ,normale” Rezeptor (MONTMAYEUR
et al.,1993; GUIRAMAND et al.,1995).

Untersuchungen von MENG et al. (1996), BEFORT et al. (1996) und VALIQUETTE
et al. (1996) weisen auf eine mégliche Liganden- Bindungsstelle hin, die direkt an die
dritte intrazellulare  Schleife  angrenzen soll, und es somit durch
Konformationsanderungen der Bindungsstelle beziehungsweise der Schleife zu
Veréanderungen in der Signallbertragung kommen kann.

Diesen Informationen zufolge miuisste die &- Opioidrezeptorvariante trotz der
fehlenden Schleife Liganden binden kénnen, wohingegen die Desensibilisierung und
Adaption des Rezeptors sowie die Ubermittlung von Signalen ins Zellinnere
beeintrachtigt sein kénnten.

Da das Wachstum der Melanozyten stark von Signallbertragungsvorgdngen

beeinflusst wird, ware es denkbar, dass eine Strukturverdnderung des o-
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Opioidrezeptors  Zellteilungsprozesse  induzieren und folgedessen eine

Tumorentwicklung hervorrufen kénnte.

Da es sich bei dieser Variante unseres Wissens nach um einen bis dato
unbekannten §- Opioidrezeptor handelte, tragen Uberlegungen zur funktionellen
Bedeutung dieser o- Opioidrezeptorvariante zum jetzigen Zeitpunkt noch
zwangslaufig einen spekulativen Charakter.

Weiterfiihrende Studien werden sich auf die 8- Opioidrezeptorvariante konzentrieren,
um aufzuklaren, ob es sich um eine Opioidligandenbindungsstelle handelt und

inwieweit sie an der Tumorgenese beteiligt sein kann.

6.2.2 Ergebnisse der Bindungsversuche

6.2.2.1 Nachweis einer spezifischen Bindungsstelle

Bindungen eines Liganden an Zellmembranen kdnnen im Prinzip an unspezifischen
und spezifischen Bindungsstellen stattfinden.

Charakteristisch fir spezifische Bindungsstellen sind eine hohe Affinitdt des
Liganden zu diesen Bindungsstellen, eine begrenzte Konzentration und demnach
eine Sattigbarkeit dieser Bindungsstellen.

AuBerdem wurden ein zeitgebundener Bindungs-/Assoziationsprozess sowie
entsprechend ein Ldsungs-/Dissoziationsprozess und somit die Mdglichkeit der
Verdrangung eines Liganden aus dieser Bindungsstelle durch einen zweiten
Liganden (,chase experiment) als Spezifitdtsmerkmale beschrieben.

Wie aus unseren Ergebnissen hervorgeht, wies die gefundene Bindungsstelle
Bindungscharakteristika, die fir eine spezifische Bindung zutreffen, auf. Mit dem &-
Opioidrezeptorliganden (*H)-DPDPE gelang es uns, diese Bindungsstelle als &-
Opioidrezeptor zu identifizieren und charakterisieren.

Die Bindung wies eine Zeitabhangigkeit auf, die in Form der graphischen Darstellung
des Assoziationsprozesses von (*H)-DPDPE dokumentiert werden konnte. Die
Reversibilitat der  Bindung  konnte  anhand  eines  darauffolgenden
Dissoziationsprozesses (,chase experiment®) aufgezeigt werden.
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Ein weiteres Merkmal einer spezifischen Bindung konnte durch die
Verdrangungskurven geliefert werden. Nach Zusatz von steigenden Mengen an
unmarkiertem DPDPE kam es ab einer bestimmten Konzentration von DPDPE im
Ansatz zu keiner weiteren Verdrangung des Radioliganden von seiner
Bindungsstelle. Diese Versuche bestatigten zum einen das Vorliegen der
Bindungsstelle in einer nur begrenzten Konzentration und erlaubten zum anderen die
Berechnung der Bindungsparameter Kp und Bax.

Die Gleichgewichtskonstante Kp ist definiert als diejenige Ligandenkonzentration, bei
der im Gleichgewichtszustand die Hélfte der verfligbaren Bindungsstellen besetzt ist.
Die KplaBt eine Aussage Uber die Affinitat eines Liganden flr eine Bindungsstelle zu.
Je hoéher die Affinitdt des Liganden zum Binder, desto kleiner ist der Wert der
Gleichgewichtskonstanten Kp.

So errechnete sich die Kp fur DPDPE an der Bindungsstelle zu 6,2 nM. Dieser Wert
spricht fir eine hochaffine Bindung und kann somit als weiteres Merkmal fir eine
spezifische Bindung betrachtet werden.

Mit diesen Befunden haben wir die Bindung von (*H)-DPDPE an den §&-
Opioidrezeptor als eine eindeutig spezifische Ligand- Binder- Interaktion

klassifizieren kbnnen.

6.2.2.2 Berechnung der Dissoziationskonstanten

Der Kp— Wert der Ligand- Binder- Interaktion wurde als MaB flr die Affinitat des
Liganden zum Binder anhand von zwei verschiedenen Methoden bestimmt.

Zum einen wurde ein Ko— Wert mittels eines iterativen
Kurvenanpassungsprogrammes (LIGAND) unter Berucksichtigung statistischer
Signifikanzen berechnet, zum anderen wurden Scatchard- Diagramme unter
Zuhilfenahme des technisch- wissenschaftlichen Zeichenprogramms ORIGIN erstellt,
aus denen die Kp— Werte ohne Berucksichtigung statistischer Signifikanzen
abgeleitet wurden.

Die ORIGIN- Methode wurde Zwecks Suche nach weiteren Bindungsstellen
eingesetzt, der Ungenauigkeit der Methode wegen konnte jedoch kein Absolutwert

fir die Kp ermittelt werden.
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Im Gegensatz zu den Berechnungen des Computerprogrammes LIGAND, die eine
hochaffine (Kp= 6,2x10°M) Bindungsstelle ermittelten, konnten mittels Scatchard-
Analyse im ORIGIN- Programm zwei Bindungsstellen, eine héheraffine (Kp= 1,6x10"
M) und eine niederaffine (Ko= 3,2x10*M) identifiziert werden. Beide Bindungsstellen
wiesen jedoch eine geringere Affinitdt zu DPDPE auf als die mittels LIGAND
ermittelte.

In welcher Beziehung dieses Ergebnis zu den Befunden der Gentechnologie (8-

Opioidrezeptorvariante) in 6.2.2.2 steht, bedarf weiterer Abklarung.

6.2.2.3 Berechnung der Bindungskapazitat

Neben der Kp ist die Konzentration an Bindungsstellen im untersuchten System das
zweite Charakteristikum eines Bindungsprozesses, welches haufig angegeben wird.
Das LIGAND- Programm errechnete aus den erhaltenen Versuchsdaten eine
Bindungskapazitat von 2x 107° mol/l. Die Umrechnung dieses Wertes ergibt unter
Bezug auf Membranmaterial aus 6x 10° Zellen pro Ansatz (100ul) eine Anzahl von
1800 Bindungsstellen pro Zelle; ein Materialverlust bei der Membranpréparation in
der GrdéBenordnung von 50 bis 80% wurde bertcksichtigt. Unter Bertcksichtigung
der mittels LIGAND berechneten Bindungskapazititen von 2x 10™"° mol/l und der im
Ansatz durchschnittlich vorliegenden Proteinkonzentration von 12 mg Protein pro ml
bzw. unter Beriicksichtigung der Bindungskapazitit von 2x 107° mol/l, der Kp von
6,2x10°M und der (°H)-DPDPE- Bindung pro Ansatz errechnet sich eine
Bindungsstellen- Dichte von 10 fmol Bindungsstellen pro 1 mg Protein.

Diese geringe Anzahl an Bindungsstellen pro Zelle ist kompatibel mit den geringen
Ausbeuten, die bei der Bestimmung der spezifischen Bindung von (*H)-DPDPE an
die Membranen der Melanomzellinien beobachtet wurden: Die gemessenen Werte
Uberschritten selten eine spezifische Bindung von 1% der Gesamtradioaktivitat im
Ansatz.

Die berechneten Werte liegen unter den in der Literatur publizierten Werten: 18000
Bindungsstellen pro Zelle (PRATHER et al., 1994) beziehungsweise 43 fmol
Bindungsstellen pro mg Protein (BARNARD et al.,, 1983). Hierbei ist zu
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berlcksichtigen, dass die in der Literatur berichteten Werte mit ganz anderer

Methodik und an ganz anderen Zellsystemen bestimmt wurden.

6.2.3 Existenz und Bedeutung opioiderger Systeme der Haut fir
Melanozytenfunktionen

Mit dem Nachweis des &- Opioidrezeptors auf G-361- und COLO 679- Zellen wurde
zum ersten Mal ein Opioidrezeptor flr Endorphine und Enkephaline auf Melanozyten
nachgewiesen. Es ist der zweite Opioidrezeptor neben dem p- Opioidrezeptor auf
Keratinozyten, der auf Hautzellen gefunden wurde.

Die neuesten Erkenntnisse stammen von der Arbeitsgruppe KAUSER et al. (2003),
die entgegen unseren Untersuchungsergebnissen (MAYER et al., 2000) Uber die
Expression des p- Opioidrezeptors auf mRNA- und Proteinebene in nativen
Melanozyten berichteten. Dabei ist zu berlcksichtigen, dass sie mit Melanozyten
arbeiteten, die aus Hautpraparaten stammten. Kontaminationen mit Keratinozyten,
auf denen p- Opioidrezeptoren nachgeweisen wurden (BIGLIARDI et al., 1998)
kédnnen also nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden.

Erganzend konnte von ihnen gezeigt werden, dass POMC- mRNA in kultivierten
menschlichen Melanozyten und B-Endorphin in Glykoprotein 100- positiven

Melanozyten exprimiert werden.

POMC- Derivate sind bedeutsam bei der Regulation der Melanozytenproliferation,
der Melanogenese und der Haut- und Haarpigmentierung.

Fir die POMC- Derivate a-MSH und ACTH konnte anhand mehrerer Arbeiten
gezeigt werden, dass sie sowohl an der Regulation der Melanozytenproliferation,
Melanogenese und Hautpigmentation (HUNT et al., 1994a,b,c; SUZUKI et al., 1996
und WAKAMATSU et al, 1997) als auch an der Regulation der
Haarfollikelpigmentation (LOGAN and WEATHERHEAD, 1981; BURCHILL et al.,
1993) beteiligt sind.

Laut den Untersuchungen von KAUSER et al. (2003) soll B-Endorphin ebenfalls eine
wichtige Rolle in der Melanozytenproliferation, Melanogenese und Hautpigmentation

spielen. Erganzend konnte TOBIN (2003) die Expression des u- Opioidrezeptors in
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menschlichen Melanozyten der Haarfollikel nachweisen und somit eine Beteiligung
des B-Endorphins an der Haarpigmentation nicht ausschlieBen.

POMC- Derivate, wie a-MSH und ACTH sollen Uber den c-AMP Regulationsweg die
Differenzierung der Melanozyten und die Melanogenese beeinflussen. Die UV-
Strahlung, die u.a. zu Zerstérungen in der Haut fihren kann, ist als ein ,Stressfaktor®
der Haut aufzufassen. In den Melanozyten bewirkt dieser Reiz eine Férderung der
Melanozytenproliferation, Melanogenese und Hautpigmentation entweder direkt
durch eine Veranderung an der DNA durch die UV- Strahlung oder, was neuerdings
diskutiert wird, indirekt durch eine parakrine Regulation mit Beteiligung der
Keratinozyten (BUSCA and BALOTTI, 2000).

In den Keratinozyten wurde nach UV-Bestrahlung eine Erhéhung der POMC- bzw. B-
Endorphin- Produktion verzeichnet (LEVINS et al., 1993; WINTZEN et al., 1995).

Die Expression von POMC- Derivaten konnte sowohl in gesunder als auch in
pathologisch veranderter Haut nachgewiesen werden.

Da B-Endorphin, a-MSH und ACTH in geschadigten Zellen der Haut starker
exprimiert wurden, vermutet man, dass sie an der Regulation verschiedener
Entzindungsreaktionen (SLOMINISKI et al., 1993b) und an der Entstehung von
Hauttumoren und Entwicklung der Tumorprogression beteiligt sein kdnnten

Eine Arbeit von SLOMINSKI (1998) zeigt, dass die POMC- Abkémmlinge B-
Endorphin, ACTH und a-MSH in menschlichen Melanozyten und Melanomzellen
vorkommen. NAGAHAMA et al. (1998) gehen sogar von einer méglichen Beteiligung
der POMC- Derivate a-MSH, ACTH und B-Endorphin an der Regulation der
Melanomentwicklung aus. In ihren Untersuchungen lieBen sich a-MSH, ACTH und B-
Endorphin  verglichen mit benignen Naevuszellen vermehrt in malignen
Melanomzellen darstellen.

Sowohl die Funktion der Opioidrezeptoren als auch diejenige eventuell in den
Melanozyten produzierten Opioidpeptide in der Haut bedirfen insbesondere
hinsichtlich der Tumorpathogenese noch der weiteren Abkl&rung.

Der Mechanismus, der zum Transport der melaninhaltigen Melanosomen aus den
Melanozyten in die Keratinozyten nétig ist, ist noch nicht genau aufgeklart.
Die Tatsache, dass sowohl in Keratinozyten als auch in Melanozyten opioiderge

Systeme exprimiert werden, stellt zumindest die Basis flir einen mdglichen
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autokrinen oder parakrinen Mechanismus zur Regulation der Melanozytenfunktionen
dar. Melanozyten kénnten zum Beispiel Uber Keratinozyten in weitere Funktionen
opioiderger Systeme integriert sein. Opioidpeptide kénnten dabei eine der
funktionellen Verbindungen zwischen Keratinozyten und Melanozyten darstellen,
tber die KIPPENBERGER et al. (1998) berichtet haben.

Ob und inwieweit die opioidergen Systeme funktionelle Bindeglieder zwischen Haut,
Immunsystem und Nervensystem darstellen, kann man noch nicht genau sagen.
Interaktionen zwischen der Haut und dem Immunsystem sowie zwischen dem
Immunsystem und dem Nervensystem sind jedenfalls schon langer bekannt, und die
Nachweise fur eine Interaktion des Nervensystems mit der Haut durch Neuropeptide
nehmen zu.

Opioiderge Systeme nehmen eine wichtige Funktion in der Physiologie und
Pathologie der Haut ein.

Die Expression von Opioidrezeptoren in der Haut spricht flr eine Beteiligung der
Opioidpeptide u.a. in der Pathogenese von Hauterkrankungen, in der
Zelldifferenzierung, in der Entwicklung von Hauttumoren, in der Melanogenese, in
der Haut- und Haarpigmentierung und in der Sinneswahrnehmung. AuBerdem wird
durch derartige Hypothesen eine Kommunikation zwischen den Melanozyten und
Keratinozyten Uber Opioidpeptide nicht ausgeschlossen.

Mit der Entdeckung des 6- Opioidrezeptors in Melanozyten ist es uns gelungen, das
opioiderge System in der menschlichen Haut zu erganzen und einen weiteren

Beitrag zur Interaktion der Haut mit dem Nervensystem zu leisten.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Opioidrezeptoren und endogene Opioide werden auch als opioiderge Systeme

zusammengefaBt, die nach heutigen Erkenntnissen vorwiegend im zentralen und im

peripheren Nervensystem vorkommen. Eine Reihe von Befunden deutet jedoch

darauf hin, dass sowohl Opioide als auch ihre Rezeptoren in der Haut existieren.

Hierzu zahlen insbesondere

e die Entdeckung hochselektiver 6- Opioidrezeptorliganden (Deltorphine) in der
Froschhaut (KREIL et al., 1989)

e die Expression von POMC, dem Precursormolekll einiger Opioidpeptide, in
Keratinozyten (BHARDWAJ et al., 1994)

e Hinweise auf eine Freisetzung von B-Endorphin aus Keratinozyten (WINTZEN et
al., 1996)

e die Expression des u-Opioidrezeptors in Keratinozyten (BIGLIARDI et al.,1998)

e die Entdeckung spezifischer Bindungsstellen fiir - Endorphin auf Keratinozyten
(EGELING et al., 1999)

Dabei beziehen sich die heutigen Erkenntnisse im wesentlichen nur auf die
Keratinozyten. Eine Interaktion anderer Hautzellen mit opioidergen Systemen wurde
noch nicht eingehend untersucht. Die vorliegende Arbeit sollte der Gewinnung neuer
Erkenntnisse Uber opioiderge Systeme in der Haut dienen und bestehende Befunde
weiter aufklaren beziehungsweise erganzen. Wir entschieden uns, die Hautzellen
des Pigmentsystems, die Melanozyten, fir unsere Arbeit heranzuziehen, um so
einen anderen Sektor der Haut in Bezug auf opioiderge Systeme zu erschlieBen. Aus
methodischen Grinden wurden Melanomzellinien fir die Versuche herangezogen.
Die Melanomzellinien G-361 und COLO 679 sollten auf eine Expression von p-, k-

und 6- Opioidrezeptoren geprift werden.

In der Tat konnte mittels RT- PCR die mRNA des 6-Opioidrezeptors in beiden
Melanomzellinien nachgewiesen werden.

Zusatzlich zum PCR- Amplifikat des 8- Opioidrezeptors wurde ein weiteres PCR-
Produkt mit einer um circa 150 bp verklrzten Lange der erwarteten o-

Opioidrezeptorsequenz beobachtet.
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Untersuchungen von MAYER et al. (2000) deuteten darauf hin, dass in diesen
Melanomzellinien weder eine Expression des u- Opioidrezeptors noch des x-

Opioidrezeptors stattfand.

Die Existenz von Translationsprodukten, d.h. von p-, x- und 8- Opioidrezeptoren auf
Membranebene wurde mittels Radiorezeptor- Bindungsversuchen geprift. Die
Versuche wurden mit Membransuspensionen der Melanomzellinie G-361 unter
Einsatz Tritium- markierter, hochselektiver Liganden fir p-, x, und &-
Opioidrezeptoren durchgeflhrt.

Fir den selektiven 8- Opioidrezeptorliganden (°H)-DPDPE konnte eine spezifische
Bindung auf Membranen der Zellinie G-361 aufgezeigt werden. Diese Uberschritt
jedoch nicht 1% der Gesamtradioaktivitat im Ansatz. Den gentechnologischen
Ergebnissen entsprechend konnte weder fiir den p- Opioidrezeptoragonisten (*H)-
DAMGO, noch fiir den k- Opioidrezeptoragonisten (*H)-U 69 593 eine spezifische

Bindung auf Melanomzellmembranen nachgewiesen werden.

Die Bindung von (*H)-DPDPE an den &- Opioidrezeptor entsprach den klassischen
Kriterien einer spezifischen Ligand- Binder- Interaktion. Mittels Radiorezeptor-
Bindungsversuchen gelang die Charakterisierung dieser Bindungsstelle.
Fur die Interaktion zwischen (*H)-DPDPE und den &- Opioidrezeptor konnten zum
einen die Bindungscharakteristika:

e Zeitabhangigkeit

e Reversibilitat und

e Sattigbarkeit
beschrieben werden. Zum anderen konnte aus Verdrdngungsexperimenten eine Kp
berechnet werden, die eine

e Hohe Affinitat

anzeigte.
In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass ein &- Opioidrezeptor in der

menschlichen Haut existiert. Dieses Ergebnis stellt somit einen weiteren Beweis fur

die Existenz opioiderger Systeme in der Haut dar.
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8 SUMMARY

O opioid receptors, along with p and k, belong to the family of neuropeptide receptors
which respond to endogenous opioid peptides. They are mainly found in the central
and in the peripheral nervous system. The skin appears to contain such opioidergic
systems as well. Highly selective & opioid receptor ligands called deltorphins have
been detected in amphibian skin (KREIL et al., 1989) and recently the presence of
opioid receptors in human keratinocytes has been reported (BIGLIARDI et al., 1998)
as well as the release of B- Endorphin from keratinocytes (WINTZEN et al., 1996). In
addition, mRNA for proopiomelanocortin, the precursor of endorphins, was found in
keratinocytes (BHARDWAJ et al., 1994). Furthermore non-opioid binding sites for B-
Endorphin became evident on human keratinocytes (EGELING et al., 1999).

We searched for the expression of the three opioid receptors types, y, & and K in

human melanocytes.

Two melanoma cell lines, G- 361 and COLO 679, were screened by RT- PCR for the
presence of opioid receptor mMRNA. PCR amplification of melanocyte cDNA revealed
the presence of & opioid receptor message in both melanoma cell lines. The two
other classes of opioid receptors, u and k, were absent (MAYER et al., 2000).

In the melanoma cells an additional shorter form of the wild type & opioid receptor
cDNA was detected by RT-PCR.

The presence of functional opioid receptors on pigment cells was demonstrated by
radioligand binding studies. They were performed with membranes of G-361
melanoma cells, and tritium- labeled opioid agonists selective for p, & and k receptors
were employed.
A highly selective & opioid receptor ligand, (*H)- DPDPE, displayed specific binding to
crude membrane preparations of G-361 cells, whereas selective p or kK receptor
ligands (*H)- DAMGO and (*H)- U69593 did not. (*H)- DPDPE binding did not exceed
1% of the total radioactivity present in the incubates.
(°*H)- DPDPE binding to the & opioid receptor on G-361 membranes was time-
dependent, reversible, and saturable. Moreover radioligand competition studies
revealed a dissociation constant Kp showing high- affinity.
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