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Zusammenfassung

Hemmung humaner NMDA-Rezeptoren durch Metamizol und dessen Metabolit 4-
Aminoantipyrin

Khodai, Larissa

Einleitung: Obwohl die Peripherie und das zentrale Nervensystem als Wirkorte des Metamizols gesichert sind,
ist der molekulare Wirkmechanismus bis heute nicht eindeutig geklart. Basierend auf dem Wissen, dass NMDA-
Rezeptoren in pathologischen Schmerzprozessen wie zentraler Sensibilisierung und Hyperalgesie entscheidend
sind, wird hier die Hypothese untersucht, ob Metamizol (ber eine Hemmung des NMDA Rezeptorkanals wirkt
und welchen Einfluss dessen Metabolite haben.

Methode: Nach Genehmigung der Experimente durch die Bezirksregierung Minster am 06.06.2000 mit dem
Aktenzeichen tierexp. 23.0835.2.0 (A 40/2000) wurden humane NMDA-Rezeptoren des Subtyps NR1/NR2A in
Xenopus laevis Oozyten exprimiert. Dazu wird in-vitro die Messenger-RNA, kodierend fiir NMDA-Rezeptoren,
prapariert und vermehrt. Anschliefend erfolgt die Injektion in Oozyten. Nach 48stiindiger Inkubationszeit
werden die an der Zelloberflache exprimierten NMDA-Rezeptoren mittels Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-
Technik untersucht. Hierbei wird der durch Metamizol und seine Metaboliten veranderte lonenstrom uber die
gesamte Zellmembran gemessen.

Ergebnisse: Native, defollikulierte Zellen zeigen keine Reaktion auf die physiologischen Agonisten Glutamat
und Glyzin. Messenger-RNA injizierte Zellen reagieren auf Glutaman/Glyzin-Zugabe mit einer NMDA-
Rezeptor-Aktivierung, wodurch ein loneneinwértsstrom entsteht. Eine 10 minutige Inkubation in Metamizol
flihrt zu einer konzentrationsabhangigen Hemmung durch Metamizol. Der Metabolit 4-Aminoantipyrin inhibiert
die Antwort auf die Glutamat/Glyzin. 4-Methylaminoantipyrin zeigt keine inhibierende Wirkung.

Diskussion: Metamizol hemmt die Glutamat/Glyzin induzierten lonenstréme von in Xenopus laevis Oozyten
expremierten humanen NR1/2A NMDA-Rezeptorkanélen. Der Metabolit 4-Aminoantipyrin hemmt diese
Rezeptoren ebenso. Dies bietet eine weitere Erklarung fur die stark analgetische Wirkung des Metamizols und
leistet einen Beitrag zur Identifikation der molekularen Wirkmechanismen des Metamizols. Es kdnnten sich

weitere Ansatzpunkte fir die Behandlung und Vorbeugung von pathologischen Schmerzprozessen wie zentraler

Sensibilisierung und Hyperalgesie ergeben.

Tag der miindlichen Priifung: 29.05.2008






INHALTSVERZEICHNIS

L EINLEITUNG. ...ttt 1
2. METHODIK ...t 3
2.1 XENOPUS LAEVIS L.ttt 3
2,11 HALTUNG . ..ottt 4
2.1.2  OOZYTEN-GEWINNUNG .....c.cccceiiiiiiiiiniiiiienieiteeeeece e 4
2.1.3 GESTALT UND AUFBAU DES OOZYTEN.....ccccociiiiiiiiniiniireene 5
2.1.4 DEFOLLIKULIERUNG .....cccceeitiiiiiiiiniieienieeieesee e 6
2.2 NMDA-REZEPTOR-EXPRESSION .....cccccciiiiiiiiiiiiniiiicienicieceeeceeee e 7
2.2.1 RNA-HERSTELLUNG.......cccciiiiiiiiiiiieieeeeeeee e 7
2.2.2  MIKROINJEKTION ....coiiiiiiiiiiiiniiiieeeeeteeeeeee et 8
2.3 ZWEI-ELEKTRODEN-VOLTAGE-CLAMP-TECHNIK .........cccceviiiiiinnnn. 10
2.3.1 VORBEREITUNG DER GLASKAPILLAREN .....cccccocieiiiniiniinnens 10
2.3.2 APPARATUR-AUFBAU......ccooiiiiiiiiiiiiiiiiccieeeeee 10
2.3.3 ZWEI-ELEKTRODEN-VOLTAGE-CLAMP-TECHNIK .................... 11
2.3.4 MESSPROTOKOLLE ....ccoooiiiiiiiiiiiieeceeeeeeeee e 12
2.4 STATISTIK ..ottt st 12
241 T-TEST e 13
242 KRUSTAL-WALLIS-TEST ...oooiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
243 DESKRIPTIVE STATISTIK .....cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiicceeceee 13
2.5 HERSTELLUNG DER LOSUNGEN .........cococeiiiiiieiieieeeeee et 14
2.5.1 CALCIUMFREIE-TYRODES-LOSUNG .......ccccevemruerrrrreererreneenrenns 14
2.5.2 MODIFIED BARTH SOLUTION, ND 96 ......cccceeviiniiniiniinieiiniene 15
2.5.3 OOCYTES-RINGER-SOLUTION, OR-2 .....ccccooiiiiiiiiiiiieniiiieees 16
2.5.4 GLUTAMAT UND GLYZIN ..ottt 16
2.5.5 METAMIZOL UND DESSEN MATABOLITEN 4-

AMINOANTIPYRIN UND 4-METHYLAMINOANTIPYRIN ........... 17



3. ERGEBNISSE. ...t 17

3.1 NATIVE OOZYTEN ..ot 18
3.2 DIE MIT NMDA-REZEPTOR-RNA INJIZIERTE ZELLEN:
KONTROLLZELLEN.......oiiiiiiiiiiiieeteeeteee et 18
3.3 METAMIZOL HEMMT DIE NMDA-REZEPTORFUNKTION
KONZENTRATIONSABHANGIG.........cooevierieieiieieiesie e 20
3.4 DER METABOLIT 4-AMINOANTIPYRIN HEMMT DIE NMDA-
REZEPTORFUNKTION ...c.ooiiiiiiiiiiieeeceeeeeee e 21
3.5 DER METABOLIT 4-METHYLAMINOANTIPYRIN HEMMT DIE NMDA-
REZEPTORFUNKTION NICHT ....coeiiiiiiiiiiieeceeceeeeeeeeeee e 21
4. DISKUSSION L.ouiiiiiiiiiii i 23
4.1 MODELLEVALUATION .....cooiiiiiiiiiiiieient e 23
4.1.1 VORTEILE DES XENOPUS LAEVIS MODELLS ........cccccecviniinneens 23
4.1.2 NACHTEILE DES XENOPUS LAEVIS MODELLS..........ccccceviennns 24
4.1.3 FEHLERQUELLEN DES XENOPUS LAEVIS MODELLS ............... 25
4.1.4 KLINISCHE RELEVANZ DER KONZENTRATIONEN.................... 29
4.2 METAMIZOL UND DESSEN METABOLITE........cccceiiiiiiiiiiieeeiceeee 29
4.2.1 PHARMAKOKINETIK ......cooiiiiiiiiiieeeeeeeceeceese e 29
4.2.2 PHARMAKODYNAMIK ....cccoiiiiiiiiiitinieneeeeeeeeeeteeiee e 31
4.2.3 NEBENWIRKUNGEN .......ccccooiiiiiiiiiiiiiiecececeeeee e 32
4.3 NMDA-REZEPTOR IM MENSCHLICHEN KORPER .........ccccccovoeviirrerinnnn, 33
4.3.1 AUFBAU UND KINETIK .......ccceooiiiiiiiiiniiiiniiececeee 33
4.3.2 ROLLE IN NOZIZEPTION UND ANDEREN VORGANGEN........... 36

4.3.3  VORKOMMEN UND ZUSAMMENSTELLUNG .....c.ccccooveviiiniannnns 38



4.4 METAMIZOL IN DER SCHMERZTHERARPIE.........ccccooiiiiiiiiiiiieeeee 38

4.4.1 INTERAKTION ZWISCHEN OPIATEN UND METAMIZOL........... 38

4.4.2 EINFLUSS AUF DIE ZENTRALE SENSIBILISIERUNG................... 39

443 ZUKUNFTIGE STUDIEN.......ccccoosiiiririeineersiesiesiesesesee s 40

5. ZUSAMMENFASSUNG .....ccviiiiiiiiiii 40

6. LITERATURVERZEICHNIS ... 42

7. DANKSAGUNG ... .ottt 50

8. LEBENSLAUF ... .ttt 51
ANHANG

ABBILDUNSVERZEICHNIS ..ottt 1

ABKURZUNGSVERZEICHNIS.........cocoiiiiiiieiieeieieieiessie s il

GENEHMIGUNG DER BEZIRKSREGIERUNG MUNSTER .........cccccoevviurverirraanee. v



1. EINLEITUNG

Metamizol wurde 1922 von der Firma Hochst unter dem Handelsnamen Novalgin® auf
den deutschen Arzneimittelmarkt eingefiihrt. Es wird synthetisch hergestellt und gehort
zu der Gruppe der Pyrazolinone. Seit 1987 ist Metamizol verschreibungspflichtig und in
Kombinationspraparaten in Deutschland verboten [85]. Unter den Nicht-Opioid
Analgetika hat Metamizol die hochste analgetische Potenz. Eine intravendse Dosis von
2,5g Metamizol ist vergleichbar mit einer analogen Dosis von 50mg Pethidin. Die
gleiche Dosis Metamizol hat eine hohere analgetische Wirksamkeit als 1000mg
Paracetamol oral [12].

Das Wirkungsprofil von Metamizol ist einzigartig. Neben der analgetischen,
antipyretischen und geringfligig antiphlogistischen Wirkung ist die spasmolytische
Eigenschaft der Substanz besonders hervorzuheben [13]. Diese Effekte erweitern den
Indikationsbereich. Zu den Anwendungsgebieten gehoren akute Schmerzen, chronische
Schmerzen und Tumorschmerzen [61]. Die kombinierte spasmolytische und
analgetische Wirkung ist bei Koliken der Gallen- und ableitenden Harnwegen sehr
effektiv [12]. Seit 85 Jahren wird die Wirksamkeit des Metamizols im klinischen Alltag
geschitzt, ohne die genauen fiir sie verantwortlichen Wirkmechanismen zu kennen. Es
ist bekannt, dass Metamizol sowohl auf peripherer Ebene als auch auf zentral-nervoser
Ebene wirkt [12;6]. Viele Erkenntnisse iiber die molekularen Wirkmechanismen des
Metamizols sind in den letzen Jahren gewonnen worden, aber eine endgiiltige Klarung
konnte bisher nicht erzielt werden. Die Einzigartigkeit des Metamizols beschrinkt sich
nicht nur auf das Wirkungsprofil: das Auftreten einer Agranulozytose als
Nebenwirkung ist der Grund fiir eine vorsichtige Indikationsstellung bei Verwendung
dieser Substanz.

Metamizol ist eine pro-drug, dessen aktive Metaboliten das 4-Aminoantipyrin und
4-Methylaminoanitpyrin sind [61]. Diese Untersuchung leistet einen weiteren Beitrag
zur Kldrung molekularer Wirkmechanismen des Metamizols. Vor dem Hintergrund,
dass der NMDA-Rezeptor eine gewichtige Rolle in Schmerzprozessen wie Hyperalgesie

und zentraler Sensibilisierung hat, werden folgende Fragen gestellt:



. Wie wirkt Metamizol auf den aus NR1- und NR2A-Untereinheiten bestehenden

NMDA-Rezeptor?
. Wie wirken die aktiven Metaboliten 4-Aminoantipyrin und 4-Methylantipyrin
auf den aus NR1- und NR2A-Untereinheiten bestehenden NMDA-Rezeptor?



2. METHODIK

Fiir die wissenschaftliche Arbeit und die Experimente liegt die Genehmigung der

Bezirksregierung Miinster mit der Referenznummer A 40/2000 vor.

2.1 XENOPUS LAEVIS

Xenopus laevis, aus der Gattung der Krallenfrésche, gehort zur Familie der Pipidae. Das
Xenopus-laevis-Expressions-Modell ist ein bewéhrtes Verfahren in der medizinischen
Forschung. Verwendung finden die Weibchen und deren Oozyten. Nach Mikroinjektion
von DNA oder mRNA exprimieren die Oozyten auf der Zellmembran Proteine [4],
deren Funktion mit der -elektrophysiologischen Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-
Messtechnik quantifiziert werden kann. Auf diese Weise konnen unter anderem

Neurotransmitter, Rezeptoren und Ionenkanéle erforscht werden.

Abbildung 1: Xenopus laevis, Weibchen



2.1.1 HALTUNG

Die fiir diese Arbeit bendtigten Oozyten stammen von weiblichen Krallenfroschen, die
iiber die Firma Ké&hler (22453 Hamburg, Deutschland) bezogen werden. Die
Krallenfrosche leben in einer Kolonie von 6-8 Exemplaren in einem Hartkunststoff-
Becken mit einem Volumen von 2501 in einem ruhigen Raum. Ein durchsichtiger
Deckel bedeckt das Becken. Um ein Tag- und Nacht-Rhythmus von 12 Stunden zu
gewihrleisten, wird eine Leuchtrohre (Typ Multilux, Juwel Aquarium GmbH; 27356
Rotenburg/Wiimme, Deutschland) angebracht, die an eine Zeitschaltuhr (Typ 46402,
Unitec; 63450 Hanau, Deutschland) angekoppelt ist.

Bei der Wasseraufbereitung wird in einem Tank Wasser aus der offentlichen
Wasserversorgung fiir 48 Stunden stehen gelassen. Durch das Stehen lassen fliichtet das
Chlor in Form von Gas. Dieser Schritt ist besonders wichtig, da die Frosche gegentiber
Chlor sehr empfindlich sind. Als néchstes erfolgt die chemische Aufbereitung durch das
Hinzufiigen eines chemischen Zusatzes (Aqua-Safe, Tetra GmbH; 43904 Melle,
Deutschland). Um einen wdchentlichen Wasserwechsel zu vermeiden, ist ein
Ionenaustauscher (Klarafilter 77SN, Cillit; 69191 S73779 Schriesheim, Deutschland)
angebracht. Ein zusitzlicher AuBenfilter (Typ 2224, Eheim GmbH; Deizisau,
Deutschland) sorgt fiir eine stindige Zirkulation und zusétzliche Reinigung des
Beckenwassers.

Die Fiitterung der Tiere erfolgt 2 Mal wdochentlich mit Spezialfutter fiir Xenopus
laevis (Firma Kahler; 22453 Hamburg, Deutschland). Die Fiitterung richtet sich nach
der Zahl und Sittigung der Frosche. Nach vier Stunden wird das iibrig gebliebene Futter

eingesammelt, um eine zusitzliche Verunreinigung des Beckenwassers zu vermeiden.

2.1.2 0O0zYTEN-GEWINNUNG

Um die Follikelreifung der Frosche zu beschleunigen und den Ertrag zu erhdhen, wird
zwel Wochen vor der ersten Operation den Froschen das Hormon Gonadotropin (Sigma
Aldrich Laborchemikalien GmbH; 30926 Seelze, Deutschland) injiziert.

Zur Narkotisierung und anschlieender Oozytengewinnung wird ein Frosch in einen
kleinen Tank mit 0,2% 3-Aminobenzoat-Methyl-Ester gesetzt. Das Narkotikum wirkt

iiber die Schleimhdute. Nach 20 Minuten testet man die Schmerzempfindlichkeit mittels



Zehkneifen. Sobald der Frosch schmerzunempfindlich und bewegungslos ist, wird er
auf eine Platte mit zerstoBenem Eis gelegt. Die Kilte fordert die Narkose. Der Schnitt
erfolgt im unteren Abdomen rechts- oder linksseitig. Dabei werden die Haut und die
oberflachlichen Muskeln durchtrennt. Erst nach der Pridparation des Peritoneums wird
dieses ebenfalls erdffnet. Ein Teil des Ovarialgewebes wird vorsichtig herausgezogen
und ein Lappen bestehend aus 200-300 Oozyten entnommen. Nach der Entnahme wird
das Ovarialgewebe zuriickgelagert. Nun erfolgt die Naht des Peritoneums und der Haut;
jeweils einzeln mit resorbierbarem Faden (Vicryl 4-0, Ehticon GmbH; 22851 Nordstedt,
Deutschland) in Einzelknopfnaht. Der operierte Frosch wird in einem separaten Tank
mit frisch zubereitetem Beckenwasser fiir 2-3 Stunden zum Aufwachen gesetzt. Sobald
der Frosch seine volle Beweglichkeit zuriick erlangt hat, wird es in das gro3e Becken zu

seinen Artgenossen gesetzt.

2.1.3 GESTALT UND AuFBAU DES O0zYTEN

Die Stadieneinteilung der Oozyten erfolgt nach Dumont [31], wobei zwischen Stadium
I bis VI unterschieden wird. Die fiir diese Arbeit verwendeten Oozyten befinden sich in
Stadium V und VI nach Dumont. In diesem Stadium sind die Zellen in ihren
Durchmesser Imm bis 1,3mm groB. Ein unpigmentiertes Aquatioralband teilt die Zelle
in einen dunklen (animalischen) und in einen hellen (vegetativen) Pol. Diese
Polarisierung spielt eine wichtige Rolle fiir die Entwicklung des Frosches nach der
Befruchtung [23]. Die dunkle Farbe des animalischen Pols ergibt sich durch das
Vorkommen von Melanin gefiillten Granula in diesem Bereich.

Die Organellenverteilung unterscheidet sich in den Polen. So befinden sich der
Nucleus und das endoplasmatische Retikulum im dunklen Pol und die Ribosomen im
hellen Pol [100]. Die Injektion von mRNA erfolgt in den hellen Pol.

Mehrere Hiillen umgeben den Oozyten. Von innen nach auflen aufgelistet:
Plasmamembran, Vitellinmembran, Follikelzellschicht, Theka wund schlieBlich
einschichtiges Plattenepithel [32]. Die Theka ist durch das in ihr vorkommenden
Kollagenfasern, Blutgefdle, Nerven und glatten Muskulatur gekennzeichnet. Die
Follikelzellen und der Oozyt sind durch Gap-Junctions miteinander verbunden und

enthalten Kalium-Kanéle [71;72]. Diese Kandle konnen die elektrophysiologischen



Messungen beeinflussen. Die Vitellinmembran ist azelluldr und fibrés. Um mdglichst
genau Ergebnisse mit der Zwei-Elektoden-Voltage-Clamp-Technick liefern zu konnen,
werden alle Schichten bis auf die Vitellinmembran mittels Defollikulierung vollstindig

entfernt.

Abbildung 2: Defollikulierte Oozyten

2.1.4 DEFOLLIKULIERUNG

Die Defollikulierung der Oozyten kann mechanisch, enzymatisch oder kombiniert
durchgefiihrt werden.

Die in dieser Arbeit verwendeten Oozyten werden zum Teil enzymatisch und zum
Teil mechanisch defollikuliert. Dadurch wird eine besonders schonende
Defollikulierung erzielt. Zuerst wird der Follikelstrang mit einer Pinzette in Zellhaufen
von 20-30 Zellen getrennt. Die Oozyten legt man in eine Petrischale, gefiillt mit 20ml
OR-2-Losung und dem Enzym Collagenase (Clostridiopeptidase A, EC 3.4.24.3 von
Clostridium histolyticum, Boehringer Mannheim GmbH; 68289 Mannheim,
Deutschland) in einer Konzentration von 1mg/ml. Diese Petrischale wird auf ein IKA-

Schiittler (Modell MTS4; IKA-Werke, 79219 Staufen, Deutschland) fiir 1 bis 1,5



Stunden gelegt. Mittels einer Stereolupe (Stereo-Zoom 4, Leica Microsystem GmbH;
64625 Bernsheim, Deutschland) wird die enzymatische Defollikulierung mehrmals
kontrolliert, bis die Zellhaufen in einzelnen Zellen geldst sind und alle Zellhiillen bis
auf Follikelhaut enzymatisch entfernt sind. Die Follikelhaut erkennt man an einem
graulich-weilllichen Schimmer und an den feinen Blutgefia3en, die in ihr verlaufen. Zu
diesem Zeitpunkt werden die Zellen in ein Becherglas mit OR-2-Losung hinein
pipettiert und mit einer OR-2-Ldsung mehrmals gespiilt. Nach jedem Spiilvorgang wird
der detritushaltige Anteil abgegossen. Die Wiederholung des Spiilvorganges stoppt die
Kollagenasewirkung. Unter der Stereolupe erfolgt nun der mechanische Teil der
Defollkulierung. Dabei wird die Follikelzellschicht mit zwei anatomischen Pinzetten
entfernt. Die defollikulierten Zellen (siche Abbildung 2, S.6) werden in eine Petrischale
mit einer Modifizierten-Barth-Losung gegeben. Diese Zellen sind nun filir eine

Mikroinjektion bereit.

2.2 NMDA-REZEPTOR-EXPRESSION

In diesem Abschnitt werden die einzelnen Schritte vorgestellt, die fiir die Expression
des NMDA-Rezeptors in der Oozyte notwendig sind. Dazu gehdren die Herstellung der
RNA aus DNA und die Mikroinjektion der RNA in die Oozyten.

22.1 RNA-HERSTELLUNG

Der NMDA-Rezeptor, mit der sich diese Arbeit befasst, besteht aus den Untereinheiten
NR1 und NR2A. Die NRI1-Untereinheit besteht aus 3000 Basenpaaren und NR2A-
Untereinheit aus 5500 Basenpaaren. Die humanen Untereinheiten NR1 und NR2A
werden von Dr. P.J. Whiting (Neuroscience Research Center, Merck Sharp & Dohme
Research Labratories, Harlow, GroBbritannien) zur Verfiigung gestellt. Die Unter-
einheiten liegen als komplementidre DNA in einem pcDNAI/Amp Vektor vor. Wahrend
des Vorgangs werden Latexhandschuhe getragen. Vor dem Arbeitsbeginn werden die
Gerite und der Arbeitsplatz mit 90%igem Methanol desinfiziert. Nach der Vermehrung

der Plasmide in einem Ndhrmedium miissen sie linearisiert werden. Spezifische



Nucleasen durchtrennen die Plasmidringe an einer bestimmten Stelle. Die Nuclease fiir
die NR1-Untereinheit ist Xbal und fiir die NR2A-Untereinheit EcoRV. Die RNA-
Injektion erfolgt in den hellen Pol. Dieser Pol enthélt wie bereits erwéhnt Ribosomen,
die fiir die Proteinsynthese notwendig sind. Zu diesem Zweck muss die vorliegende
DNA in die komplementire RNA transkribiert werden. Dazu wird ein RNA
Préparationskit (mMessage mMachine TM T7 Kit; Ambion Inc., Austin Texas, USA)
verwendet. Die Transkription erfolg durch bakteriophage RNA Polymerase T7. 6ng
NR1- zu NR2A-Untereinheiten werden in einem Verhéltnis von 1 zu 5 in 30nl RNAse-
freiem Wasser verdiinnt. Das Verhiltnis von 1 zu 5 verhindert die homomere
Expression des NMDA-Rezeptors. Nach Durchmischung und kurzer Zentrifugation
wird die mRNA in sterile ReaktionsgefdBle (Safe-Lock Reaktionsgefdfle, Eppendorf
AG; 22339 Hamburg, Deutschland) abgefiillt und bei -80°C autbewahrt. Nach kurzer

Auftauung kann die Mikroinjektion erfolgen.

2.2.2 MIKROINJEKTION

Um den NMDA-Rezeptor untersuchen zu konnen, muss der NMDA-Rezeptor an der
Zelloberfliche exprimiert werden (sieche Abbildung 3, S.9). Fiir die Protein-Expression
wird die zuvor durch Transkription gewonnene RNA in die Zelle injiziert. Nur optisch
ungeschédigte Zellen mit einem Durchmesser von Imm bis 1,3mm werden fiir die
RNA-Mikroinjektionen verwendet. Der gesamte Arbeitsplatz und alle Gerdte werden
zuerst mit Methanol (Methanol, 90% in aqua dest) desinfiziert. Wihrend der
Mikroinjektion werden Einweghandschuhe getragen, um eine mogliche Kontamination
der RNA mit RNAse, die auf der Haut vorkommt, zu vermeiden. Eine Glaskapillare
wird mit dem Elektrodenpuller (Modell 773, Campden Instuments Ltd.; Loughborough,
Grofbritannien) gezogen und unter der Stereolupe in einem Wassertropfen
abgebrochen. Die Glaskapillare wird mit Mineraldl (M 5904, Sigma Aldrich
Laborchemikalien GmbH; 30926 Deutschland) gefiillt und auf die Spitze des
Mikroinjektors (Nanoject, Drummond Scientific Company; Broomall, PA, USA)
gesetzt. Die RNA wird auf einen sterilen Laborfilm aufgetragen. Nun wird die Spitze
der Glaskapillare mit einem Mikromanipulator (MN-333, Narishige International USA
INC; East Meadow, NY, USA) unter der Stereolupe in den RNA-Tropfen eingetaucht.



Per Knopfdruck saugt der Mikroinjektor den RNA-Tropfen in die Glaskapillare hoch.
Es entsteht ein optisch erkennbarer Ol-Wasser-Spiegel. Die Oozyten werden mit einer
Pipette in eine Petrischale, gefiillt mit ND-96-Losung, aufgereiht. Mit einer
Mikropinzette werden sie mit dem hellen Pol nach oben positioniert. Per Knopfdruck
injiziert der Mikroinjektor 30nl RNA in den hellen Pol einer Oozyte. Die Mikroijektion
ist erkennbar an dem Sinken des Ol-Wasser-Spiegels und an der leichten Anschwellung
der Zelle nach der Injektion.

Die Zellen ruhen fiir 48 Stunden in der ND-96-Losung in einem Laborkiihlschrank
(Laborkiihlschrank; Modell Labo 100; Philipp Kirsch GmbH; 77608, Offenburg) mit
einer Temperatur von 16°C. Jeden Tag wird die Losung gewechselt und beschidigte
Zellen werden mit einer Einwegpipette beseitigt. Nach 48 Stunden Inkubation kénnen

die Messungen an den Zellen stattfinden.

Kenopus lnevis Oozyte

cDIA
lTranskription

cEITA = CEITA

1Translation

Exogenes Protemn

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Transkription und Translation. Nach in
vitro Transkription der komplementiren DNA (cDNA) erfolgt die
Translation der komplementiren RNA (cRNA) im hellen Pol der
Oozyte. Das aus der Translation hervogegangene Protein wird an der
Zelloberflache exprimiert und dient der physiologischen Untersuchung.



2.3 ZWEI-ELEKTRODEN-VOLTAGE-CLAMP-TECHNIK

Diese Messmethode dient der Strommessung, die durch Ionenbewegung durch Kanile
iiber die gesamte Membran der Xenopus Oozyten entsteht. Die einzelnen Schritte

werden in diesem Abschnitt erlutert.

2.3.1 VORBEREITUNG DER GLASKAPILLAREN

Die Glaskapillaren bestehen aus Silikatglas (Hilgenberg GmbH; 34323 Malsfeld,
Deutschland) und werden in einer Heizspirale mittels Zug durch den Elektrodenpuller
hergestellt. Nach dem Ziehen ist die Spitze der Glaskapillare geschlossen und muss fiir
die bevorstehende Messung gedffnet werden. Dafiir taucht man die Glaskapillare in
einen Wassertropfen unter der Stereolupe. Mit einer Mikropinzette wird die Spitze
abgebrochen. Anschliefend werden die Glaskapillaren mit dreimolarer Kaliumchlorid-

Losung gefiillt.

2.3.2 APPARATUR-AUFBAU

Die fiir die Messung bestimmte Oozyte wird in die Vertiefung des Messbades hinein-
pipettiert. Das Messbad besteht aus Plexiglas und hat ein Fassungsvermdgen von 0,5ml.
In diesem Messbad befinden sich zwei aus Silberdraht bestehende Elektroden. Eine
Elektrode fungiert als Erdungselektrode und die andere als Bezugselektrode fiir die
Spannungselektrode. Uber dem Messbad befinden sich zwei Mikromanipulatoren (MN-
3333, Narishige International USA INC., East Meadow, NY, USA). Sie dienen der
Halterung der Mikroelektroden, die ebenfalls aus Silberdrihten bestehen. Daneben
ermoglichen sie eine prizise Bewegung im mm-Bereich. Eine Elektrode fungiert als
Spannungselektrode mit einem Widerstand von 1 bis 2 Megaohm. Die andere Elektrode
fungiert als Stromelektrode mit einem Widerstand von 0,5 bis 0,7 Megaohm. Diese
Elektroden werden in die zuvor vorbereiteten Glaskapillaren eingetaucht und befestigt.
Auf diese Weise entstehen Glasmikroelektroden. Durch das Eintauchen in die
dreimolare Kaliumchlorid-Losung entsteht eine elektrische Verbindung mit dem

Messgerdt. Um mogliche Storstrome zu verhindern, die durch Oxidation und
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Verunreinigung der Silberdrdhte entstehen, werden diese in regelmifligen Abstdnden
mit DanKlorix R (Colgate Palmolive GmbH; 22113 Hamburg, Deutschland) gechlort.
Eine Zulaufeinrichtung beinhaltet zwei separate Losungen: Calciumfreie-Barium-
Tyodes-Losung als Spiillosung und Glutamat/Glyzin-Losung als Agonisten. Alle ver-
wendeten Losungen beinhalten weder Calcium noch Magnesium. Der Zulauf der
Losungen hat eine Geschwindigkeit von 5ml/min. Eine Ablaufeinrichtung bestehend
aus Sammeltrichter und Pumpe sorgt fiir das Absaugen der Losungen. Der

Versuchsablauf wird unter der Stereolupe beobachtet und koordiniert.

2.3.3 ZWEI-ELEKTRODEN-VOLTAGE-CLAMP-TECHNIK

Das Membranpotential der Oozyte wird bei —70mV gehalten und es herrscht ein
Aquilibrium zwischen Einstrom und Ausstrom von lonen. Fiir die Messung werden
beide Glasmikroelektroden in die Zelle gestochen. Die Glasmikroelektrode, die als
Spannungselektrode fungiert, und die Bezugselektrode messen das Membranpotential
der Zelle. Die andere Glasmikroelektrode, die als intrazelluldre Stromelektrode fungiert,
appliziert den notwendigen Strom fiir die Aufrechterhaltung des Membranpotentials bei
—~70mV. Eine Anderung des Membranpotentials entsteht, wenn sich Ionen durch Kanile
bewegen und dadurch Strom flieit. Unsere gesuchte Grofe ist also die Strommenge,
welche notwendig ist, um das Membranpotential bei —70mV zu halten. Die
kontinuierliche Messung des Membranpotentials und des Stromes lduft {iber eine
elektrische Riickkopplung (Oocyte Clamp, Typ OC-725C, Warner Instruments, LLC;
1125 Dixwell Avenue, Hamden, CT 06514, USA). Die Informationen werden von der
elektrischen Riickkopplung an das Datenaufzeichnungsgerdt (iWorx 118 Research
Grade Recorder, iWorx/CD Sciences, Inc.; One Washington Street, #404, Dover, NH
03820, USA) weitergegeben. In diesem Gerdt werden die eingehenden analogen Signale
in digitale Signale transformiert. Die digitalen Signale werden so vom PC mit
entsprechender Software registriert und optisch dargestellt. Die Aufzeichnung und

Speicherung der Daten dient der Dokumentation.
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2.3.4 MESSPROTOKOLLE

Fiir die Standardmessung wird die Oozyte mit dem dunklen Pol nach oben in das
Messbad pipettiert. Die Glasmikroelektroden werden in die Zelle eingestochen. Nur
Zellen, welche weniger als 1pA Strom fiir die Aufrechterhaltung des Membran-
potentials bendtigen, werden fiir die Messung verwendet. Uber die Zulaufeinrichtung
flieBt fir 5 Sekunden die Spiillosung. Fiir die weiteren 20 Sekunden flieBt die
Agonisten-Losung. AnschlieBend fliet fiir 40 Sekunden nochmals die Spiillosung.
Insgesamt dauert die Standardmessung eine Minute. Dabei wird der maximale
Einwirtsstrom (peak-current) als Strecke zwischen dem Ausgangspotential und dem
Wendepunkt des Graphen ausgewertet.

Nach Inkubation fiir 10 Minuten in Metamizol mit einer Konzentration von
10~ Molar bis 10~ Molar erfolgt die Bestimmung des Spitzenstromes. Hinzukommend

wird der Spitzenstrom nach 10 minutiger Inkubation in 4-Aminoantipyrin oder 4-

Methylaminoantipyrin mit einer Konzentration von 10~* Molar bestimmt.

2.4 STATISTIK

Um die Bedeutung von Wertdifferenzen nicht dem subjektiven Empfinden zu
tiberlassen, miissen Signifikanztests durchgefiihrt werden. Diese bestimmen, ob
Differenzen zufillig oder systematisch entstanden sind und erlauben es, von der
Stichprobe auf die Grundgesamtheit zu schliefen. Daher fallen sie unter die Rubrik der
schlieBenden Statistik bzw. Inferenzstatistik. Allen Signifikanztests gehen Hypothesen
voraus, wobei immer die Giiltigkeit der Alternativhypothese (H 1) tiberpriift wird. Dabei
wird die « — Fehlerwahrscheinlichkeit berechnet: Wie wahrscheinlich ist es, dass man
einen Fehler begeht, wenn davon ausgegangen wird, dass die H, gilt, wenn in der

Grundgesamtheit die Nullhypothese (HO) gilt. Liegt die « — Fehlerwahrscheinlichkeit

unter 5% (p<0,05), spricht man von einem signifikanten Ergebnis und die H, kann
angenommen werden. Liegt sie sogar unter 1%, spricht man von einem sehr

signifikanten Ergebnis. Uberschreitet man die kritische Marke von 5%, muss die H,

angenommen und die H, verworfen werden.
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241 T-TesT

Da in dieser Arbeit Mittelwerte miteinander verglichen werden, mdchte ich kurz auf das
daflir notwendige Verfahren eingehen. Zum Vergleich von Mittelwerten stehen
insgesamt drei t-Test Typen als statistische Verfahren zur Verfligung: im ersten t-Test
werden die Mittelwerte aus einer Stichprobe mit denen der Grundgesamtheit verglichen,
im zweiten werden Mittelwerte aus zwei unabhéngigen Stichproben verglichen und im
dritten t-Test Mittelwerte aus abhéngigen Stichproben. In der vorliegenden Arbeit ist
vor allem der zweite t-Test mit unabhéngigen Stichproben von Bedeutung, denn die
Oozyten stehen in keiner Beziehung zueinander. Zwei Voraussetzungen miissen fiir
diesen Test erfiillt sein: als erstes muss das zu untersuchende Merkmal normalverteilt
sein und als zweites miissen die Varianzen der Stichproben gleich sein.

In dieser Untersuchung werden 20 bis 30 Oozyten aus mindestens drei ver-
schiedenen Xenopus laevis Exemplaren verwendet. Fiir die statistische Auswertung und
graphische Darstellung werden die Softwareprogramme Sigmaplot 5.0 und Sigmastat

(Statistical Solutions; Saugus, MA USA) verwendet.

2.4.2 KRuUSTAL-WALLIS-TEST

Ein weiterer statistischer Test, der hier angewandt wird, ist der Kruskal-Wallis-Test.
Dieses Testverfahren gehort zu den nichtparametrischen Varianzanalysen und wird fiir
den Vergleich von mehr als zwei Stichproben angewandt. Es {liberpriift, ob signifikante
Unterschiede zwischen mehreren Stichproben hinsichtlich der Ausprigungen
ordinalskalierter Variablen bestehen. Dazu bekommt jeder Einzelwert gemal3 seiner
Position in der Reihenfolge einen Rang zugewiesen. Die Rangsummen werden fiir jede

Stichprobe berechnet und miteinander verglichen.

2.43 DESKRIPTIVE STATISTIK

Die deskriptive Statistik dient der Beschreibung von Daten aus einem Datensatz. In der
Regel stellt man diskrete Variablen numerisch oder graphisch dar. Oftmals werden mit

der deskriptiven Statistik absolute oder relative Haufigkeiten veranschaulicht. Moglich
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ist aber auch die Visualisierung von Messzahlen metrischer Variablen, wie z.B.

Mittelwerte oder Standardabweichungen.

2.5 HERSTELLUNG DER LOSUNGEN

Fiir die Herstellung der Losungen wird destilliertes und deionisiertes Wasser verwendet.
Der pH-Wert wird durch das Hinzugeben von einmolarer NaOH bzw. HCI mit einem
pH-Meter (Knick, Typ 507, 48249 Diilmen, Deutschland. ph-Elektrode von Schott,
Blueline 12pH; 55122 Mainz, Deutschland) auf den gewiinschten Wert titriert. Die
Substanzen werden mit einer Analysewaage (Modell Kern ABS 220-4; Kern & Sohn
GmbH, 72336 Balingen) abgewogen. Unter stindiger Durchmischung mit einem
Magnetrithrer (RH basic 2 IKAMAG R, IKA R Werke GmbH & Co. KG; 79219
Staufen, Deutschland) werden die aufgelisteten Substanzen hinzugefiigt. Die fiir die
Losungen benétigten Substanzen werden von den folgenden Firmen bezogen: Tris-
HEPES von Carl Roth GmbH & Co. KG; 76185 Karlsruhe, Deutschland, Natrium-
chlorid von Riedel-de-Haen Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH; 30926
Deutschland, Kaliumchlorid von Merck KGaA; 64271 Darmstadt, Deutschland. Alle
anderen Substanzen werden von Sigma-Aldrich Chemie GmbH; 89552 Steinheim,

Deutschland bezogen.

251 CALCIUMFREIE-TYRODES-LOSUNG

Die Oozytenmembran besitzt calciumabhingige Chloridkandle [71]. Durch die
Verwendung calciumfreier Losungen, wird die Aktivierung der calciumabhingigen
Chloridkanédle verhindert. Barium hat die gleiche Wertigkeit wie Calcium und keinen
Effekt auf die Kanile. Aus diesem Grund wird Calcium durch Barium ersetzt [59]. Der
pH-Wert wird auf 7,4 eingestellt. Tris-hydroxy-methyl-aminomethan-N-hydroxyethyl-
piperazin-N-2-ethan-sulfonat (Tris-HEPES) dient als Puffer.
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Substanz Menge in g/l
Bariumchlorid (BaCl2) 0,439
Kaliumchlorid (KCI) 0,37
Natriumchlorid (NaCl) 8,77
Dextrose 1,8
Tris-HEPES 2,38

Abbildung 4: Calciumfreie-Tyrodes-Lsung

2.5.2 MobIFIED BARTH SoLUTION, ND 96

Als Ausgangssubstanz dient 1 Liter destilliertes und deionisiertes Wasser. Nach
Hinzufiigen der Substanzen wird der pH-Wert dieser Losung auf 7,5 eingestellt. Danach
wird die Losung autoklaviert. Nach Abkiihlen der Losung werden die Antibiotika
Penicillin und Gentamycin zugegeben, welche einen bakteriellen Befall der Oozyten
verhindern sollen. Diese Losung dient der Aufbewahrung der Oozyten nach der mRNA-

Injektion.

Substanz Menge
Caliumchlorid (CaCl2) 0,264¢/1
Gentaycin 0,1 mg/ml
Kaliumchlorid (KCI) 0,149 g/1
Magnesiumchlorid (MgCl2) 0,203 g/1
Natriumchlorid (NaCl) 5,610 g/l
Penicillin 0,1 mg/ml
Tris-HEPES 1,191 g/l

Abbildung 5: Mengenangaben fiir Modified Bath Solution, ND 96
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2.5.3 0OocYTES-RINGER-SoLUTION, OR-2

Der pH-Wert dieser Losung wird auf 7,5 eingestellt. Diese Losung dient der Spiilung
der Oozyten im Defollikulierungsprozess. Die fiir die Defollikulierung notwendige

Kollagenase wird in OR-2 gelost.

Substanz Menge in g/l
Kaliumchlorid (KCI) 0,148
Magnesiumchlorid (MgCl2) 0,203
Natriumchlorid (NaCl) 4,82
Tris-HEPES 1,19

Abbildung 6: Mengenangaben fiir Oocytes-Ringer-Solution, OR-2

2.54 GLUTAMAT UND GLYZIN
Als Basis fiir Glutamat und Glyzin (Sigma Aldrich Laborchemikalien GmbH; 30926

Seelze, Deutschland) dient Calcimfreie-Tyrodes-Losung. Die einzelnen Substanzen

werden in halbmaximaler Effektkonzentration (EC,,) appliziert (Glutamat 10°M,

Glyzin 10°M). Glutamat und Glyzin sind physiologische Agonisten des NMDA-

Rezeptors.

0 0
HgN—CH—g—OH HzN—EH—g—DH
i i
S,
t=o
on
Glutamat Glyzin

Abbildung 7: Molekularer Aufbau des Glutamats und Glyzins; beide sind
physiologische Agonisten des NMDA-Rezeptors.
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255 MeTamizoL UND DESSEN MATABOLITEN 4-AMINOANTIPYRIN UND 4-

METHYLAMINOANTIPYRIN

Eine Verdiinnungsreihe fiir Metamizol von 10~ M bis 10°M wird hergestellt. Des

Weiteren werden 107 M 4-Aminoantipyrin- und 4-Methylaminoantipyrin-Losungen
hergestellt. Sowohl Metamizol als auch 4-AA und 4-MAA stammen von der Firma
Sanofi-Aventis (Sanofi-Aventis; Industriepark Hochst, 65926 Frankfurt, Deutschland).
Fiir die Herstellung der Losungen wird destilliertes und deionisiertes Wasser verwendet.

Die Bezeichnungen Metamizol und Dipyron sind Synonyme.

T T )
H,C N—CH,SO,Na H.C N—H H,C N—H
N N N
H,C” N7 O H,C™ N7 O H,C” "N O
Dipyron 4-Methyl-amino- 4-Amino-antipyrin
antipyrin

Abbildung 8: Molekulare Struktur von Metamizol, 4-Methylaminoantipyrin und 4-Aminoantipyrin.
4-Methylaminoantipyrin entsteht aus der nicht-enzymatischen Hydrolyse des Dipyrons
im Gastrointestinaltrakt. 4-Aminoantipyrin entsteht aus der enzymatischen
Demethylierung des 4-Methylaminoantipyrins in der Leber.

3. ERGEBNISSE

In diesem Kapitel werden die aus dieser wissenschaftlichen Arbeit hervorgegangenen

Ergebnisse vorgestellt.
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3.1 NATIVE OOZYTEN

Die Zugabe von Glutamat und Glyzin fiihren zu keinem Ionen-Einwértsstrom iiber die
Zellmembran defollikulierter, nativer Oozyten. Folglich exprimieren Oozyten keinen

endogenen NMDA-Rezeptor.

3.2 Die MiT NMDA-REZEPTOR-RNA INJIZIERTE ZELLEN:
KONTROLLZELLEN

Zellen, in die NMDA-Rezeptor kodierende RNA injiziert wurden, zeigen eine typische
Reaktion auf die Zugabe der Agonisten Glutamat und Glyzin, wie in Abbildung 9 auf
der folgenden Seite zu sehen ist. Diese Reaktion besteht aus einem schnellen
Einwértsstrom iiber die Zellmembran der Oozyte, ausgelost durch NMDA-Rezeptor-
kanaloffnung. Nach Zugabe der Spiilfliissigkeit (Barium-Tyrodes) erfolgt die Riickkehr
zum Ausgangsniveau. Diese Zellen werden als Kontrollzellen bezeichnet und liefern
Bezugswerte, die flir Vergleiche mit Zellen, die in Metamizol oder Metabolite inkubiert

werden, notwendig sind.
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Abbildung 9:

Zwei reprisentative Antworten von mit mRNA injizierten Zellen auf Glutamat/Glyzin-
Zugabe. Auf den Abszissen ist die Zeit in Sekunden dargestellt. Auf den Ordinaten ist

Strom in (A angegeben. Die obere Grafik zeigt die Antwort der Zelle auf Glutamat/

Glyzin-Zugabe ohne vorherige Inkubation in Metamizol. Die untere Grafik zeigt die
Antwort der Zelle nach 10 minutiger Inkubation in Metamizol-Losung mit einer

Konzentration von 10~ M.
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3.3 MeTAamMIzoL HEMMT DiE NMDA-REZEPTORFUNKTION
KONZENTRATIONSABHANGIG

Nach 10 minutiger Inkubation der NMDA-Rezeptor-RNA injizierten Zellen in
Metamizol, erfolgt die Zugabe der Agonisten Glutamat und Glyzin. Diese injizierten
Zellen zeigen einen deutlich geringeren Einwértstrom iiber die Zellmembran als
Kontrollzellen. Die Abnahme des maximalen Einwirtsstromes (peak-current) erklért
sich durch die Hemmung des NMDA-Rezeptors durch Metamizol. Wie in Abbildung 10
auf Seite 20 zu sehen ist, hemmt Metamizol den NMDA-Rezeptor konzentrations-

abhingig. Eine signifikante Hemmung des NMDA-Rezeptors erfolgt bei

Konzentrationen von 10~ und 107> M.
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Abbildung 10: Auf der Abszisse sind die Konzentrationen des Metamizols dargestellt. Auf der Ordinate
ist der Einwértsstrom in Prozenten des Kontrollwertes (ctrl) dargestellt. Eine Hemmung
des NMDA-Rezeptors durch Metamizol fiihrt zu einer Abnahme des Einwértsstromes.
Diese Hemmung ist konzentrationsabhingig. Eine signifikante Hemmung (*) erfolgt bei

den Konzentrationen von 10 Mund 10~ M.
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3.4 DER METABOLIT 4-AMINOANTIPYRIN HEMMT DIE NMDA-
REZEPTORFUNKTION

Nach 10 minutiger Inkubation der injizierten Zellen in 4-Aminoantipyrin erfolgt — wie
oben bereits beschrieben — die Zugabe der Agonisten. Die Antwort der injizierten Zellen
in Form eines Einwértsstroms liber die Zellmembran ist deutlich geringer im Vergleich

zu den Kontrollzellen. Wie in Abbildung 11 auf Seite 22 dargestellt, erfolgt eine

signifikante Hemmung des NMDA-Rezeptorkanals bei einer Konzentration von 10~* M.

3.5 DER METABOLIT 4-METHYLAMINOANTIPYRIN HEMMT DIE
NMDA-REZEPTORFUNKTION NICHT

Wie aus der Abbildung 11 auf Seite 22 hervorgeht, zeigen die Zellen keine Abnahme
des Einwirtsstromes nach 10 minutiger Inkubation in 4-Methylaminoantipyrin. Die
Schlussfolgerung daraus ist, dass 4-Methylaminoantipyrin keine hemmende Wirkung

auf den NMDA-Rezeptorkanal hat.
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Abbildung 11: Auf der Abszisse sind Kontrollwerte, Metamizol, 4-Aminoantipytin (4-AA) und 4-

Methylaminoantipyrin (4-MAA) in einer Konzentration von 10™* Molar dargestellt.
Auf der Ordinate ist der Einwértsstrom in Prozent des Kontrollwertes dargestellt. 4-
Aminonatipyrin hemmt den NMDA-Rezeptorkanal bei einer Konzentration von

10~ Molar. 4-Aminoantipyrin zeigt im Vergleich zu Metamizol eine etwas geringere
Hemmung des NMDA-Rezeptorkanals. 4-Methylaminoantipyrin hat keine hemmende
Wirkung auf den NMDA-Rezeptorkanal. Der Asterisk (¥*) weist auf signifikante
Unterschiede zu Kontrollwerten (p < 0.05).
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4. DISKUSSION

Was nun folgt, ist die Evaluation des Modells und die Beschreibung des Metamizols
sowie dessen Metabolite auf pharmakologischer Ebene. Zudem werden der Aufbau, die
Funktion des NMDA-Rezeptorkanals und die Verwendung des Metamizols und seiner

Metaboliten in der Schmerztherapie dargestellt.

4.1 MODELLEVALUATION

In diesem Abschnitt sollen zunachst die Vor- und Nachteile des Xenopus laevis Modells

dargestellt werden. AnschlieBend werden mogliche Fehlerquellen kritisch diskutiert.

4.1.1 VoORTEILE DES XENnopPUS LAEVIS MODELLS

Die Xenopus laevis Oozyten eignen sich besonders gut fiir die Forschung von Proteinen,
da sie iiber ein sehr effizientes Translationssystem verfiigen. Gurdon und Mitarbeiter
zeigen, dass die Xenopus laevis Oozyte eine hohe Translationskapazitit fiir fremde
mRNA besitzt [39]. Dieses Translationssystem ermoglicht das Expremieren von
heterologen Proteinen nach mRNA- oder cDNA-Injektion [100;23;108;39]. Die Haltung
und Vermehrung der Frosche in der Gefangenschaft gestaltet sich leicht und
kostengiinstig. Die Vorbereitung und Handhabung der Oozyten fiir die Messung kann
man in kurzer Zeit erlernen [108]. Die Oozyte verfligt liber alle Substrate, welche sie fiir
das Wachstum und fiir die Translation von Proteinen braucht. Aus diesem Grund gibt es
eine kleine Anzahl von endogenen Membran-Transportsystemen, die mit den heterolog
exprimierten Proteinen interagieren konnten. Die posttranslationalen Modifikationen
der Oozyte an heterologen Proteinen, wie Phosphorylierung und Glykosilierung, sind
denen der menschlichen Zelle &hnlich [99]. Zudem sind die Néhr- und
Aufbewahrungslosungen flir die Oozyten leicht herzustellen. Ein weiterer Vorteil ist die
Anwendung verschiedener Messmethoden an den Oozyten, um Ionenkandle und

Transportsysteme zu untersuchen [110]. Zu diesen Messmethoden gehoéren unter
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anderem Patch-Clamp-Technik, intrazelluldre lonenmessungen und die hier angewandte

Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Technik.

4.1.2 NACHTEILE DEs XENopPus LAEVIS MODELLS

Die Oozytenqualitdt variiert saisonal. Besonders bei hohen Aulentemperaturen sind die
Oozyten empfindlich und liefern schwankende Ergebnisse.

Die Vorbereitung und Injektion der Zellen stellt eine starke Beanspruchung der
Zelle dar. Hierbei konnen zelluldre Strukturen beschddigt werden, wodurch
Schwankungen in der Expressionsdichte des NMDA-Rezeptorkanals entstehen. Eine
Schadigung der Organellen und somit des Translationsapparates wihrend der mRNA-
Injektion und des Messverfahrens kann eintreten. In beiden Fillen wird die Zelle
perforiert und Glasmikroelektroden werden in das Zytoplasma der Zelle hineingefiihrt.

Eine mogliche Schwankung der RNA-Menge ergibt sich erstens aus dem
Durchmesser der Glaskapillarspitze wihrend der RNA-Injektion. Zweitens wird ein Teil
der RNA-Menge beim Herausziehen der Glaskapillare herausgeschwemmt. Nach der
Injektion folgt die Inkubationszeit von zwei Tagen. In dieser Zeit erfolgt die Translation
und Regenerationsmechanismen setzen ein, die iiber das Uberleben der Oozyte oder
deren Zelltod entscheiden.

Die mRNA Expression und damit die Proteinbiosynthese unterscheidet sich in
einzelnen Stadien der Oogenese nach Dumont [50;110]. Die in den elekto-
physiologischen Messungen verwendeten Oozyten befinden sich in Stadium V und VI
nach Dumont. Die stadienabhingige Proteinbiosynthese verdeutlicht die Notwendigkeit
der Verwendung von Oozyten im gleichen Reifungsstadium. Die Unterscheidung nach
GroBe und Morphologie ist nicht leicht und schlieB3t nicht aus, dass bei den Messungen
auch Zellen anderen Reifungsgrades verwendet werden.

Nicht nur die gewonnenen Ergebnisse von verschiedenen Froschen konnen sich
unterscheiden, sondern auch die Ergebnisse von Oozyten ein und desselben Frosches.
Griinde fiir diese Schwankungen sind vielféltig und noch nicht eindeutig geklért.
Angenommen werden unter anderem Reste der Follikelzellschicht, die iiber Rezeptoren
verfiigen und damit die Messergebnisse verfialschen [65]. Eine andere Ursache fiir diese

Schwankungen sind Abweichungen in der Expression von Proteinen [110].
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Wie oben geschildert gibt es eine Reihe von Faktoren, die die Messungen und die
anschlieBende  Auswertung der Ergebnisse beeinflussen konnen. Durch
Standardisierung aller Schritte des Experiments und durch die hohe Anzahl der
Messwiederholungen, wird der Einfluss dieser Faktoren minimiert. Messwerte beruhen
auf mindestens 20 Einzelmessungen. Die dafiir notwendigen Oozyten stammen von drei

bis vier Froschen.

41.3 FEHLERQUELLEN DES XENOPUS LAEVIS MODELLS

Das homologe Milieu des exprimierten NMDA-Rezeptorkanals ist die menschliche
Nervenzelle. Um diesen Rezeptor zu untersuchen, wurde die humane mRNA in das
heterologe Milieu der Oozyte injiziert und der Translationsapparat der Oozyte fiir
diesen Zweck genutzt. Durch das Verwenden der Oozyte als Expressionssystem
fremder Proteine konnen mogliche Fehlerquellen entstehen, welche in diesem Abschnitt
beschrieben und diskutiert werden.

Untersuchungen der endogenen Proteine ergeben, dass im zentralen Nervensystem
des Xenopus laevis die Glutamatrezeptor-Untereinheit Xen Ul und die NRI-
Untereinheit Xen NR-1 vorkommen [96;97]. Die Coexpression von Xen Ul und Xen
NR-1 fithren zum Aufbau eines funktionalen Rezeptors mit dhnlichen Eigenschaften
wie die des NMDA-Rezeptorkanals. Um die Moglichkeit der Beteiligung endogener
Untereinheiten beim Aufbau des NMDA-Rezeptorkanals auszuschlieBen, wird eine
bestimmte Menge fremder mRNA in die Zelle injiziert. Dieser Uberschuss an exogener
RNA konkurriert mit der endogenen RNA um das Translationssystem. Das Okkupieren
des Translationssystems bewirkt eine Abnahme der Syntheserate der endogenen
Proteine [23].

Uber die Frage, ob die post-translationalen Modifikationen der Oozyte mit der
menschlichen Zelle zu vergleichen sind, existiert noch kein Konsens. Es besteht
Ahnlichkeit in den einzelnen Schritten der post-translationalen Modifikation wie
Phosphorylierung und Glykosilierung [23;99]. Jedoch gibt es Abweichungen in der
Korrektheit und Vollstdndigkeit der Schritte [99].

Das Temperaturoptimum fiir menschliche Proteine liegt bei einer Korpertemperatur

von 37°C. Allerdings finden die Experimente dieser Untersuchung unter
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Raumtemperatur statt. Das kann die Kinetik des humanen NMDA-Rezeptorkanals und
das temperaturempfindliche Protein-Trafficking verdndern [108]. Die niedrige
Temperatur stellt gleichzeitig die Plasmafluiditit und das Funktionieren des
Translationssystems der Oozyte sicher. Die zuletzt genannten Fakten haben beim
Aufbau und der Durchfithrung des Versuchs hohere Prioritit. Regulationsmechanismen
von exprimierten Proteinen wie Endozytose und Exozytose sind gewebsspezifisch
[108]. Interaktionen zwischen exogenen und endogenen Proteinen konnen das
Expressionsausmal des fremden Proteins in der Zellmembran beeintréchtigen.

Das bei der Injektion der mRNA verwendete Verhéltnis von NR1- zu NR2A-
Untereinheiten ist 1 zu 5. Das ungleiche Verhiltnis sichert den Aufbau eines
heteromeren Rezeptors. Ein homomerer Aufbau des Rezeptors ist durchaus denkbar.
Schwankungen in der Menge der injizierten Untereinheitsverhdltnisse konnen nicht
ausgeschlossen werden.

Die Plasmamembran der Oozyte besitzt zahlreiche endogene Kandle. Die fiir die
Experimente wichtigen Kanéle werden hier vorgestellt und als mogliche Fehlerquellen
diskutiert. Die vorherrschenden Kanidle sind die Chlorid-Kanédle, die durch
intrazelluldren Anstieg der Calcium-Konzentration aktiviert werden [111]. Aus diesem
Grund nennt man sie calciumabhéngige Chlorid-Kanéle. Diese Kanile befinden sich in
zehnfach hoherer Dichte im animalischen Pol der Oozyte. Um eine mdgliche
Aktivierung dieser Kanidle und der daraus resultierenden Verfilschung der Ergebnisse
zu vermeiden, wird in dieser Untersuchung anstelle von Calcium Barium verwendet
[59]. Barium flie8t von extrazellulirem Raum in den intrazelluliren Raum durch den
NMDA-Rezeptorkanal. Ein weiterer Vorteil durch den Austausch von Calcium durch
Barium ist, dass Barium eine hemmende Wirkung auch auf andere endogene
Ionenkanile aufweist, wie z.B. Kalium-Kanéle [110].

Magnesium blockiert die Kanalpore des NMDA-Rezeptorkanals
spannungsabhingig (sieche Kapitel 4.3.1). Um den Durchfluss von Barium als
Ladungstriager durch den NMDA-Rezeptorkanal sicherzustellen, beinhaltet die OR-2-
Losung kein Magnesium. Die Plasmamembran der Oozyte verfiigt iiber Mechano-
rezeptoren, die durch Zug- und Volumeninderung aktiviert werden. Diese Rezeptoren
sind permeabel fiir monovalente Ionen und Calcium. Eine Aktivierung durch mRNA-

Injektion, wodurch eine Volumenzunahme in der Zelle entsteht, ist denkbar. Jedoch ist
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die Permeabilitit des Rezeptors fiir Barium-lonen nicht gesichert. Wie Weber 1999
bereits schildert, bewirkt eine Aktivierung des Rezeptors keine signifikante Anderung in
der Stromamplitude und in der Kanal-Leitfdhigkeit [111].

Die Defollikulierung ist definiert als die Entfernung der Follikelschichten bis auf die
Vitellinmembran auf enzymatischem und mechanischem Weg. Dieses Verfahren wurde
in der Methodik ausfiihrlich dargestellt (siche Kapitel 2.1.4). Die Follikelschichten, die
die Oozyten umhiillen, haben eine stabilisierende und ndhrende Funktion [95]. Die
Follikelschicht kann die elektrophysiologische Messungen verfilschen und zu einer
falschen Interpretation der Ergebnisse fiihren [65]. Bei der Defollikulierung stehen sich
zwel Prinzipien gegeniiber: Schonung der Zelle versus griindliche Defollikulierung.
Eine griindliche Defollikulierung minimiert die Gefahr eine Verfilschung der
Ergebnisse, kann sie aber nicht vollig ausschlieen. Ein Rest von Follikelzellschicht
kann daher erhalten bleiben. Die in dieser Schicht vorhandenen Zellen verfiigen iiber
Rezeptoren, die iiber Gap-Junctions eine elektrische und chemische Verbindung zu der
Zelle herstellen [100]. Die bei der Defollikulierung belassene Vitellinmembran ist
azelluldr und fibros. Sie stellt keine Diffusionsbarriere fiir Pharmaka dar und fiihrt nicht
zu einer Verfalschung von Ergebnissen [65].

Eine weitere Quelle fiir Artefakte ist die Kollagenase, die bei der Defollikulierung
eingesetzt wird. Die kommerziell bezogene Kollagenase kann mit Trypsin verunreinigt
sein [111]. In der Plasmamembran der Oozyte existieren Trypsin-Rezeptoren. Eine
Rezeptor-Substrat-Bindung verdndert den Modus eines Natrium/Calcium-Transporters,
so dass Natrium aus der Zelle und Calcium in die Zelle transportiert wird. Dies bewirkt
eine Zunahme der intrazelluliren Konzentration von Calcium und dadurch eine
Aktivierung calciumabhéngiger Chlorid-Kanile. Im Allgemeinen werden Kollagenasen
mit geringer Trypsin-Aktivitdt bevorzugt. Bei hoher Trypsin-Aktivitit konnen Trypsin-
Inhibitoren eingesetzt werden, wobei die enzymatische Defollikulierungszeit ansteigt.
Die erforderliche Menge ergibt sich aus der von der jeweiligen Produktionsfirma
aufgestellten Tabelle mit Kollagenase- und entsprechender Trypsin-Inhibitor-Menge
[108].

Um sicher zu gehen, dass die erfolgten Messungen tatsidchlich auf das Exprimieren
von NMDA-Rezeptorkandlen beruhen, muss eine Unterscheidung zwischen endogenen

und exogenen Proteinen vorgenommen werden. Dies erfolgt an Hand der
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pharmakologischen und kinetischen Eigenschaften des exprimierten Proteins. Der
NMDA-Rezeptorkanal wird durch die Applikation des synthetisch hergestellten
Agonisten N-Methyl-D-Aspartat mit einer Konzentration von 1mM aktiviert, wodurch
Einwértsstrom {iber die Zellmembram der Oozyte entsteht. Glyzin ist der obligatorische
Co-Agonist von Glutamat. Nur durch die gleichzeitige Applikation des physiologischen
Agonisten Glutamat und Glyzin entsteht Einwirtsstrom iliber die Zellmembran der
Oozyte. Dartiiber hinaus muss eine mogliche Blockade des Rezeptors durch Magnesium
verhindert werden. Der NMDA-Rezeptor ist sowohl fiir Calcium als auch fiir Barium
permeabel. All diese Bedingungen sind in diesem Xenopus laevis Modell gegeben.
Daraus folgt, dass es sich dabei um den in der Oozyte exprimierten NMDA-
Rezeptorkanal handelt.

Um die Frage beantworten zu kdonnen, ob Metamizol oder seine aktiven Metabolite
hemmend auf den NMDA-Rezeptorkanal wirken, werden diese Substanzen separat auf
thre hemmende Wirkung getestet. Sowohl Metamizol als auch 4-Aminoantipyrin
hemmen den NMDA-Rezeptorkanal. Metamizol ist ein instabiles pro-drug und wird im
Magen durch die Magensdure nicht-enzymatisch zu 4-Methylaminoantipyrin
hydrolysiert. In der Leber erfolgt dann die enzymatische Demethylierung zu 4-
Aminoantipyrin [61]. Ergiin und Mitarbeiter zeigen, dass die nicht-enzymatische
Hydrolyse von drei Faktoren beeinflusst wird: Konzentration, Temperatur und pH-Wert
der Metalizollosung [34]. Je kleiner die Konzentration, umso schneller erfolgt die
Hydrolyse. Die optimale Temperatur entspricht der Kdrpertemperatur und betragt 37°C.
Der optimale pH-Wert ist 2,5. Die Verdiinnungsreihen des Metamizols werden mit

destilliertem Wasser hergestellt, welches einen pH-Wert von 7 hat. Die Versuche finden

unter Zimmertemperatur statt und die Verdiinnungsreihe reicht von 10~ bis 10~ Molar.
Unter diesen Bedingungen ist die nicht-enzymatische Hydrolyse zwar
unwahrscheinlich, aber nicht ausgeschlossen. Erglin und Mitarbeiter erwédhnen die
Moglichkeit, dass 4-MAA durch Autokatalyse entstehen konnte. Weiterhin kann ein
spontaner Zerfall des 4-MAA in 4-AA ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. Ein
Beitrag zu der hemmenden Wirkung des Metamizols durch 4-AA st sehr
unwahrscheinlich, jedoch nicht auszuschlieBen. Die separate Untersuchung der
Substanzen ergibt, dass 4-MAA keine hemmende Wirkung auf den NMDA-
Rezeptorkanal hat.
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4.1.4 KLINISCHE RELEVANZ DER KONZENTRATIONEN

In dieser wissenschaftlichen Arbeit konnte eine signifikante Inhibition des NMDA-
Rezeptorkanals bei einer Konzentration von 10~ M fiir 4-AA und bei Konzentrationen
von 10™*M und 10~ M fiir Metamizol ermittelt werden. Nach einer oralen Dosis von 1g
Metamizol betrdgt die maximale Plasmakonzentration (Cmax) des 4-AA im
menschlichen Korper 1,5ug/ml [61]. Die Zeit bis zum Erreichen dieser Konzentration
(tmax) betrdgt 4,4 Stunden. Bei einer Molmasse von 203,5g/mol und einer
Plasmaproteinbindung von 47,9% entspricht dies einer Konzentration von 38,4x107° M.
Erhoht man die orale Dosis auf 3g Metamizol, so betrdgt Cmax nach 6,87 Stunden
(tmax) 4,67ug/ml [107]. Dies entspricht einer Konzentration von 11,9x107*M. Diese
im klinischen Einsatz verwendeten Konzentrationen liegen in einer Grofenordung, die
ausreicht, um den NMDA-Rezeptorkanal in diesem Modell zu inhibieren.
Anders als 4-AA ist Metamizol nach intravendser Applikation im Plasma nur fiir 16
Minuten vorhanden. Nach oraler Einnahme ist Metamizol weder im Urin noch im
Plasma aufspiirbar [61]. Aus diesem Grund konnen die in diesem tierexperimentellen
Modell verwendeten Konzentrationen von 10™*M und 10~ M fiir Metamizol nicht ohne
weiteres auf den Menschen iibertragen werden. Abschlieend soll darauf hingewiesen
werden, dass bei der Ubertragung des Modells auf den Menschen die gemessenen

Ergebnisse vom Expressionslevel des NMDA-Rezeptorkanals abhingig sind.

4.2 MEeTAMIZOL UND DESSEN METABOLITE

In diesem Abschnitt werden die Pharmakokinetik, Pharmakodynamik und das

Nebenwirkungsprofil des Metamizols dargestellt.

421 PHARMAKOKINETIK

Metamizol gehort zu der Gruppe der Pyrazolon-Derivate und wird synthetisch

hergestellt. Synonyme Wirkstoffbezeichnungen fiir Metamizol lauten Novaminsulfon-
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Natrium und Sylpirine. Die korrekte pharmakologische Bezeichnung ist: N-Methl-N-
2,3-dimethyl-5-o0xo-1-phenyl-3-pyrazolin-4-aminome-
thansulfonsdure oder kurz das Natriumsalz des Metamizols [85]. Zu den bekanntesten
Handelsnamen gehdrt Novalgin von der Firma Hochst.

Nach der Demethylierung wird 4-AA anschlieBend in der Leber enzymatisch zu 4-
Acetylaminoantipyrin acetyliert. Dieser Schritt ist abhéngig von Acetylierungsphinotyp
des Patienten. Die Metabolite 4-Methylaminoantipyrin und 4-Aminoantipyrin sind die
biologisch aktiven Metaboliten [12]. Bereits nach 48 Stunden werden 90% der
Metaboliten renal eliminiert [85]. Die Plasmahalbwertszeit von 4-MAA betrigt 2,5
Stunden und fiir 4-AA betrdgt es 3,7 bis 8,1 Stunden, was ihrer analgetischen
Wirkdauer entspricht. Nach oraler Einnahme hat 4-MAA eine Bioverfiigbarkeit von
85% [63]. Das Ausmal} der Proteinbindung ist fiir 4-MAA 57,6% und fiir 4-AA 47,9%
[122]. Metamizol und seine Metaboliten zeigen keine klinisch relevante Interaktion mit
anderen Medikamenten wie Antikoagulantien oder Furosemid [61]. Metamizol ist
weder hepatotoxisch noch nierentoxisch. Die Letaldosis 50 liegt bei 1g/kg und mehr.
Die therapeutische Breite ist sehr hoch. Es existieren keine Berichte liber Todesfdlle
durch eine Uberdosis mit Metamizol. Die empfohlene maximale Tagesdosis betrigt 4
bis 5g. Bei Patienten mit Leberzirrhose ist die Metabolisierungs- und Biotrans-
formationsrate verlangsamt und eine entsprechende Dosisanpassung muss erfolgen.
Eine Nierenerkrankung verdndert die Clearance der Metaboliten. Alle Metaboliten sind
in der Muttermilch nachweisbar [61]. Metamizol und seine Metaboliten passieren die
Blut-Hirn-Schranke und sind in der cerebrospinalen Fliissigkeit nachweisbar [60]. Es
existiert eine signifikante Korrelation zwischen den im Plasma und den in der
cerebrospinalen Fliissigkeit gemessenen Konzentrationen von 4-MAA und 4-AA [20].

Fiir Metamizol existieren mehrere Darreichungsformen: Tropfen, Filmtabletten,
Injektionslésungen und Suppositorien. Diese unterscheiden sich in ihrer Bioverfilig-
barkeit. Eine hohe Bioverfiigbarkeit und ein dadurch schneller Wirkungseintritt erfolgt
nach parenteraler Gabe. Nach oraler Gabe ist der Wirkungseintritt abhidngig von

Magenaktivitidt und Magenfiillungszustand [85].
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4.2.2 PHARMAKODYNAMIK

Das Wirkungsprofil von Metamizol ist facettenreich, denn es wirkt analgetisch,
antiphlogistisch, antipyretisch und spasmolytisch. Diese Effekte lassen sich nicht durch
einen einzigen Wirkmechanismus erkldren, sondern bediirfen zur Erkldrung eines
Spektrums an Wirkmechanismen.

Die bis heute entdeckten Mechanismen basieren sowohl auf einem peripheren als
auch auf einem zentralen Angriffspunkt des Metamizols und seiner Metaboliten.
Metamizol hemmt die Prostaglandin-Synthese in der Peripherie und im zentralen
Nervensystem [1]. Die Prostaglandin-Ausschiittung durch Astrozyten und Makrophagen
wird ebenfalls durch Metamizol gehemmt [45]. Hinz und Mitarbeiter zeigen, dass 4-
MAA nicht selektiv die Cyclooxygenasen 1 und 2 hemmt [45]. Cyclooxygenasen
kommen sowohl im peripheren Gewebe als auch im zentralen Nervensystem vor. Dieser
Wirkmechanismus kann die Hemmung der zentralen und peripheren inflammatorischen
Hyperalgesie durch Metamizol erkldren. Pierre und Mitarbeiter zeigen, dass 4-MAA die
Cyclooxygenase reversibel und indirekt hemmt [82]. Hdm dient als prosthetische
Gruppe in der Prostaglandin-Synthese der Cyclooxygenase. 4-MAA konkurriert nicht
mit Arachidonsdure um die katalytische Stelle der Cyclooxygenase, wie lange vermutet,
sondern bildet mit Hdm einen Komplex, wodurch Radikalfinger entstehen. Diese
Radikalfanger binden Radikale, die fiir die katalytische Aktivitdt der Cyclooxygenase
notwendig sind. Fiir den peripheren anti-nozizeptiven Effekt des Metamizols wird die
Aktivierung der ATP-abhingigen Kalium-Kanile verantwortlich gemacht. In diesem
Sinne wird eine mogliche Beteiligung in der L-Arginin/NO/cGMP- Strecke durch
Metamizol angenommen [3].

Carlsson und Mitarbeiter zeigen in tierexperimentellen Modellen, dass eine
Mikroinjektion von Metamizol im periaquidduktalen Grau (PAG) einen antinozizeptiven
Effekt hat [13]. Metamizol aktiviert die im periaquiduktalem Grau absteigenden
Bahnen, die auf Nozizeption hemmend wirken. Eine intrathekale Injektion von
Metamizol reduziert die Aktividt der nozizeptiven Neuronen in der Substantia nigra.
Beide Effekte — in PAG und Substantia nigra — werden auch nach einer intravendsen
Metamizol-Injektion beobachtet, wodurch das Uberwinden der Bluthirnschranke durch
die Metaboliten gesichert ist. Chandrasekharan und Mitarbeiter beschreiben eine

Hemmung der Cyclooxygenase-3 [17]. Diese Isoform (COX-3) kommt im Kortex,
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Riickenmark und Herz vor. Die COX-3-Hemmung konnte ebenfalls die analgetische
und antipyretische Wirkung des Metamizols erkléren.

Der spasmolytische Effekt bezieht sich sowohl auf die glatte Muskulatur in den
GefaBen als auch auf den Gastrointerstinaltrakt. Im vaskuldren Bereich wird eine direkte
Wirkung der Metabolite angenommen, wodurch die Erregbarkeit der glatten Muskulatur
herabgesetzt wird [85;21].

In experimentellen Epilepsie-Modellen zeigen Doretto und Mitarbeiter, dass
Metamizol einen antikonvulsiven Effekt hat [29]. Welche Wirkmechanismen dafiir
verantwortlich sind, bleiben vorerst unbekannt. Jedoch nehmen diese Forscher analog

zum analgetischem Wirkmechanismus einen multifokalen Wirkmechanismus an.

4.2.3 NEBENWIRKUNGEN

Zu den hidufigsten Nebenwirkungen des Metamizols gehoren Hautreaktionen wie
Juckreiz und Utrikaria [12]. Eine Uberempfindlichkeitsreaktion bis hin zu ana-
phylaktischem Schock treten selten auf. Bei einer zu schnellen intravendsen Injektion
kann die spasmolytische Wirkung zum Widerstandverlustschock fiihren, welches sich
als Kreislaufversagen zeigt [85]. Im Vergleich zur Acetylsalicylsdure zeigt Metamizol
ein deutlich schwicher ausgeprigtes gastrointestinales Nebenwirkungsprofil wie z.B.
die Entstehung von Magenulzera und Ulcusblutungen [85;12]. Die schwerwiegendste
Nebenwirkung, die mit Metamizol in Verbindung gebracht wird, ist die Ausldsung einer
Agranulozytose. In einer internationalen Agranulozytose- und Aplastischen Andmie
Studie wurden zwischen den Jahren 1981 und 1984 22,3 Millionen Menschen
untersucht. Diese Studie ermittelte eine Agranulozytose-Inzidenz von 1,1 pro eine
Million exponierte Patienten pro Behandlungswoche [85;61]. Metamizol 16st eine
allergische Agranulozytose vom Typ I aus; d.h. sie ist zeit- und dosisunabhéngig. Eine
schwedische Forschung wertete ausgestellte Rezepte fiir Metamizol in einem Zeitraum
von 1995 bis 1998 aus und stellte die Zahl der Agranulozytose-Erkrankungen fest.
Diese Studie ergab eine Agranulozytose-Inzidenz von 1 zu 1439 [85]. In dieser Studie
beschriankte sich das Auftreten der Agranulozytose nicht auf einen bestimmten
Zeitpunkt nach Einnahme von Metamizol, womit sich die hohe Inzidenz teilweise

erklaren lasst.
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4.3 NMDA-REZEPTOR IM MENSCHLICHEN KORPER

In diesem Abschnitt werden der Aufbau, die Kinetik und die Aktivierungsbedingungen
des NMDA-Rezeptorkanals dargestellt. Dariiber hinaus werden die Funktion und das
Vorkommen des NMDA-Rezeptorkanals beschrieben.

4.3.1 AurFBauU UND KINETIK

Glutamat-Rezeptoren werden in zwei groBe Gruppen unterteilt: Als erstes sind
Metotrope Rezeptoren zu benennen, die an G-Proteine gekoppelt sind und als Kanile
fungieren. Zu ihnen gehdren der L-AP4 Kanal und der ACPD Kanal [35]. Als zweites
sind die ionotropen Rezeptoren aufzuzdhlen, die als ligandengesteuerte Kanéle
fungieren. Zu ihnen gehoren der AMPA- sowie der NMDA-Rezeptorkanal. Die
Bezeichnung der Rezeptoren erfolgt an Hand der synthetischen Substanz, die als
Agonisten auf den Rezeptor einwirken. So erhédlt der NMDA-Rezeptorkanal seinen
Namen von dem Agonisten N-Methyl-D-Aspartat [35].

Das Vorkommen dieses Rezeptors im zentralen Nervensystem (ZNS) und seine
Beteiligung an vielen physiologischen und pathologischen Prozessen reflektiert seine
herausragende Bedeutung. So spielt dieser Rezeptor eine wichtige Rolle in
Schmerzwahrnehmungsprozessen, Epilepsie und Lernprozessen [120]. Auf die Bedeut-
ung des Rezeptors wird im Abschnitt 4.3.2 niher eingegangen.

Fir den NMDA-Rezeptorkanal existieren 3 Genfamilien, die die Rezeptor-
Untereinheiten codieren [68]. Fiir die Vielfalt des Rezeptors sind nicht nur die
verschiedenen Genfamilien verantwortlich, sondern auch Splicing und RNA-Editierung
[68;49]. Der NMDA-Rezeptorkanal besteht aus einer heteromeren Zusammenstellung
der Untereinheiten NR1 und NR2 oder NR3. Fiir die NR1-Untereinheit existieren
mehrere Splice-Varianten [120] und fiir die NR2-Untereinheiten existieren vier
Subtypen A bis D [105]. Fiir die NR3-Untereinheit existieren zwei Subtypen A und B
[81].

Erst die Coexpresion einer NR1-Untereinheit und einer NR2- oder NR3- Unter-
einheit fithrt zu einer funktionalen Formation des Rezeptors [120]. Die NR1-Unterheit
ist ausschlaggebend fiir den Aufbau und Funktion des Kanals [81]. Die NR2-

Untereinheit ist fiir die biophysikalischen und kinetischen Eigenschaften verantwortlich.
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Uber die Untereinheit-Stdchiometrie wird kontrovers diskutiert. So wird von einigen
Forschern ein tetramerer Aufbau angenommen [35;120]. Hierbei unterscheiden sich 3
Segmente (M1, M3 und M4), die als Transmembransegmente die Zellmembran
durchspannen. Das Segment (M2), welches durch die Membran schleifenartig verlauft,
wird als re-entrent loop bezeichnet [120]. Dieses re-entrent loop bildet die Pore des als
Ionenkanal fungierenden NMDA-Rezeptorkanals. Das M2 Segment ist verantwortlich
fiir die Ionenselektivitdt des Kanals und ist Ort der Magnesium-Blockade. Der in dieser
Untersuchung exprimierte Rezeptor besteht aus NR1- und NR2A- Untereinheiten.

Der NMDA-Rezeptorkanal ist ein ligandengesteuerter und spannungsabhingiger
Ionenkanal (siehe Abbildung 12, S.35). Die Ligandensteuerung spiegelt sich in der
Tatsache wider, dass erst die Bindung des Agonisten Glutamat und des obligatorischen
Co-Agonisten Glyzin den NMDA-Rezeptor aktivieren [68]. Dabei bindet Glutamat an
die NR2-Untereinheit und Glyzin an die NR1-Untereinheit. Die Spannungsabhangigkeit
des Rezeptors spiegelt sich in der Tatsache wider, dass der Rezeptor unter
Ruhemembranpotential (-70mV) von extrazellulirem Magnesium blockiert wird [35].
Das extrazellulire Magnesium ist verantwortlich fiir die spannungsabhingige Blockade
des Kanals. Erst eine Vordepolarisation hebt die spannungsabhingige Magnesium-
Blockade auf. Ein Einwirtsstrom von Ionen kann nun stattfinden. AMPA-Rezeptoren
sind oft mit NMDA-Rezeptorkandlen auf der gleichen Synapse co-lokalisiert [105].
Dieser Rezeptor wird durch Glutamat aktiviert und ist verantwortlich fiir die
Vordepolarisation, welche die Magnesiumblockade authebt [115]. Der NMDA-
Rezeptorkanal ist permeabel fiir monovalente Ionen und fiir bivalente Calcium-Ionen
[81]. Der NMDA-Rezeptorkanal unterliegt der allosterischen Modulation durch
zahlreiche Substanzen und Bedingungen [120]. Eine hemmende Wirkung auf den
Rezeptor haben Zink und eine hohe intrazellulidre Calciumkonzentration. Letzteres stellt
einen Schutzmechanismus gegeniiber einem massiven Calcium-Einstrom in die Zelle
wihrend Ischdmie dar [120]. Eine aktivierende bzw. potenzierende Wirkung auf den
Rezeptor haben Histamin und Arachidonsdure. Der Redox-Status spielt ebenfalls eine
Rolle, wobei eine Reduktion die Kanaloffnung fordert. Ein anderer Mechanismus der
Modulation stellt die Phosphorylierung dar [2]. Proteinkinase C phosphoryliert den
NMDA-Rezeptorkanal indirekt, indem sie eine intrazelluldre Kaskade in Gang setzt.

Am Ende wird Src, ein Enzym aus der Familie der Proteinkinasen, aktiviert. Src ist fiir
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die Phosphorylierung der Untereinheiten verantwortlich [2]. Dieser Prozess fordert
nicht nur die Kanaléffnung an sich, sondern auch die Offnungsdauer. Eine andere
Substanz, die ebenfalls eine modulierende Wirkung auf den NMDA-Rezeptorkanal
ausiibt, ist Substanz-P [26]. 90% der C-Fasern, die Glutamat in ihren Speichervesikeln
haben, verfligen auch iiber Substanz-P. Diese Coexistenz beider Neurotransmitter

verstdrkt den Ionen-Einwértsstrom durch den NMDA-Rezeptorkanal in die Zelle.

ME‘H
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Abbildung 12: Schematische Darstellung des NMDA-Rezeptorkanals; Auszug eines
Querschnitts. N-Methyl-D-Aspartatsdure (NMDA) ist der synthetisch
hergestellte Agonist des Rezeptors. Die Kanalpore ist permeabel fiir

monovalente Ionen wie Kalium (K™), Natrium (Na") und
bivalente Ionen wie Calcium (Ca ™). Eine Depolaristation hebt die

Magnesium- (Mg ™) Blockade auf. Tonen koénnen jetzt die

Kanalpore passieren. Die Bindungsstelle fiir Glutamat liegt auf NR2-
Untereinheit und die fiir Glyzin auf NR1-Untereinheit. Ahnlich wie
Magnesium blockieren auch MK-801 und PCP die Kanalpore. Eine
Phosphorylierung modulliert die Rezeptor-Kinetik. Modullierende
Faktoren sind: Zink (Zn""), Polyamine, pH (Sauren und Basen) und
Redox (reduzierende oder oxidierende Substanzen).
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4.3.2 RoLLE IN NozizepTioN UND ANDEREN VORGANGEN

Der Schmerz hat die biologisch sinnvolle Funktion, den Korper vor mdoglichen
Gewebsschiadigungen zu schiitzen oder sie zu minimieren. Eine Vielzahl von
chemischen, thermischen oder mechanischen Reizen erreicht die Hinterhornzelle des
Riickenmarks iiber C- und Ad-Fasern. Das Riickenmark ist eine der Schaltebenen der
Nozizeption, in der das Vorkommen von NMDA-Rezeptoren gesichert ist. [24]. Wird
ein Schmerzreiz an die Hinterhornzelle des Riickenmarks geleitet, werden AMPA-
Rezeptoren (a-amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolepropionsidure-Rezeptoren)
aktiviert. Bei starken Schmerzreizen werden auch andere Rezeptoren rekrutiert, unter
anderem NMDA-Rezeptoren. Vom Riickenmark werden die Schmerzfasern in den
Thalamus und von dort in den Kortex geleitet. Im Kortex entsteht der Sinneseindruck
"Schmerz" [88].

Verliert der Schmerz seine Schutzfunktion, erlangt er einen Krankheitswert. Der
NMDA-Rezeptorkanal spielt in pathologischen Schmerzprozessen wie der zentralen
Sensibilisierung eine wichtige Rolle. Die zentrale Sensibilisierung ist definiert als eine
gesteigerte Erregbarkeit und erhohte Spontanaktivitdit von Hinterhornneuronen des
Riickenmarks. Klinisch manifestiert sich die zentrale Sensibilisierung in Form von
Allodynie und Hyperalgesie. Allodynie ist ein Zustand, in dem zuvor nicht
schmerzhafte Reize als schmerzhaft wahrgenommen werden. Wird ein Schmerzreiz als
noch intensiver wahrgenommen, wird dies als Hyperalgesie bezeichnet [53]. Im Bereich
der Schiddigung wird dies als primdre Hyperalgesie und in der Umgebung der
Schadigung als sekundidre Hyperalgesie bezeichnet [89]. Um zentrale Sensibilisierung
auf zelluldrer Ebene zu erkldren, bedient man sich eines Modells, welches als long-
term-potentiation (LTP) bezeichnet wird. Bei starken Schmerzreizen wird erstens eine
groBe Menge Glutamat in den synaptischen Spalt der Hinterhornneurone des
Riickenmarks ausgeschiittet. Zweitens bewirkt ein starker Schmerzreiz die Authebung
der spannungsabhingigen Mg>" —Blockade des NMDA-Rezeptorkanals. Die Bindung
des Glutamats an den Mg** —freien Rezeptorkanal fiihrt zur Offnung desselben und
Calcium-Ionen flieBen durch den Kanal. Calcium-lonen fungieren als ein zweiter
Botenstoff und setzen eine Kaskade in Gang, die zu einer Langzeitverdnderung der
Zelle fiihrt. Unter anderen werden phosphorylierende Enzyme wie Calcium-

Calmodulin-abhingige Protein-Kinase II (CaMKII), Protein Kinase A und Protein
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Kinase B aktiviert [89]. Die Phosphorylierung induziert die Transkription von Genen,
die zur Expression neuer Proteinen fiihrt. Aulerdem erh6hen die Phosphorylierung des
NMDA-Rezeptorkanals [22] und des AMPA-Rezeptors [88] die Offnungswahrschein-
lichkeit und Leitfahigkeit beider Rezeptoren. Die darauf folgende Ausschiittung und
Bindung des Glutamats fiihrt zu einer stirkeren Erregung der Hinterhornneurone. In
diesem Sinne konnen bereits schwache Schmerzreize eine weitaus stiarkere Erregung der
Hinterhornneurone ausldésen. Die synaptische Langzeitpotenzierung (LTP) hilft somit,
die Entstehung der zentralen Sensibilisierung zu erkliaren [88].

"Wind-up" bezeichnet urspriinglich die Zunahme der Reizantwort der nozizeptiven
Nervenzelle im Hinterhorn nach einer sukzessiven C-Faser Reizung. Somit ist "wind-
up" ein normales Kodierungsverhalten von einigen Hinterhornzellen des Riickenmarks.
Bleibt die C-Faser Reizung jedoch iiber eine lidngere Zeit bestehen, kdnnen auch
niedrige Schmerzreize zu einer Reizantwort fiihren [87]. Eine konstante C-Faser
Stimulation fiihrt zu einer Enthemmung der spannungsabhidngigen Magnesium-
Blockade des NMDA-Rezeptorkanals [22], wodurch auch niedrige Schmerzreize in der
Lage sind, eine Reaktion auszuldsen. Die Phidnomene "wind-up" und LTP sind nicht
gleichzusetzen. Vielmehr kann "wind-up" die Entstehung des LTPs an der C-Faser-
Synapse fordern, in dem es durch progressive Depolarisationen den Calcium-
Einwértsstrom durch den NMDA-Rezeptorkanal ermdglicht [89]. Gleichzeitig kann ein
bereits bestehendes LTP an der C-Faser Synapse die Entstehung von "wind-up"
begiinstigen und die Stirke des "wind-ups" erhohen [87].

Die synaptische Verdnderungen in Form von LTP werden auch bei kognitiven
Funktionen wie Lernen und Gedichtnis beobachtet [83]. In CAl Neuronen des
Hippocampus initiieren hoch-frequente elektrische Impulse LTP, wodurch synaptische
Ubertragungen langfristig verindert und effektiver werden [115;73]. LTP erklirt auf
zelluldrer Ebene auch die rdumliche Wahrnehmung und Orientierung. Die Bedeutung
des NMDA-Rezeptorkanals liegt nicht ausschlieBlich in seiner Beteiligung in der
Schmerzprozessierung. Dieser Rezeptor spielt eine wichtige Rolle in neuro-
degenerativen Prozessen des zentralen Nervensystems [81] wie Alzheimer Demenz und
Amyotrophe Lateralsklerose [120]. Weiterhin ist dieser Rezeptor in neurotoxischen

Prozessen des akuten ischdmischen Insults und der Epilepsie beteiligt.
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4.3.3 VORKOMMEN UND ZUSAMMENSTELLUNG

Der NMDA-Rezeptorkanal kommt im zentralen Nervensystem des Menschen vor. Es ist
weit verbreitet im Hippocampus, Kortex [57] und Hinterhorn des Riickenmarks [105].
Die Untereinheit-Zusammenstellung ist nicht in allen Phasen der Embryonal-
entwicklung gleich. In der prinatalen Phase besteht der Rezeptor vorwiegend aus der
obligatorischen NR1-Untereinheit und NR2B- oder NR2D-Untereinheit [57;76]. Die
heteromere Zusammenstellung unterliegt einem sehr komplexen System der Endo- und
Exozytose. In der vorgeburtlichen Phase ist die Rate der Endo-, Exozytose und des
Traffickings innerhalb der Zelle sehr hoch. Kurz vor der Geburt nimmt diese Rate ab. In
dieser Phase besteht der Rezeptor vorwiegend aus NR1- und NR2A- oder NR2B-
Untereinheiten. Diese NR1/NR2A-Konstellation spiegelt den Aufbau einer konstanten

Synapse wider und ist im post-synaptischen Bereich lokalisiert.

4.4 MEeTAMIZOL IN DER SCHMERZTHERAPIE

Im kommenden Abschnitt wird die Rolle des Metamizol als NMDA-
Rezeptorkanalblocker in der Schmerztherapie vorgestellt. Zudem wird auf die Frage
eingegangen, welche Interaktionen zwischen Opiaten und Metamizol existieren.
Abschliefend werden die Einflussmoglichkeiten des Metamizols in zentraler Sen-

sibilisierung und zukiinftige Studien dargestellt.

441 INTERAKTION ZWISCHEN OPIATEN UND METAMIZOL

Die zentrale Aussage dieser Untersuchung ist, dass Metamizol und sein Metabolit 4-
Aminoanitpyrin den NMDA-Rezeptorkanal hemmen. Die Tragweite dieser Feststellung
auf den Einsatz des Metamizols in der Schmerztherapie wird an dieser Stelle dargestellt.

Seit dem Jahre 1986 empfiehlt die World Health Organisation (WHO) den Einsatz
einer Kombination bestehend aus einem Opioid und Nicht-Opioid in ihrer letzten Stufe
der Schmerztherapie. Zu den Nicht-Opioiden gehort unter anderem Metamizol.
Hernandez-Delgadillo und Mitarbeiter zeigen, dass die Kombination aus Morphin und

Metamizol eine anti-nozizeptive Potenzierung bewirkt [43]. Die analgetische Wirkung
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der Kombination ist groBer als die Summe der Einzelwirkungen, da sich Morphin und
Metamizol in ihrer Analgesie synergistisch verhalten [44]. Metamizol kann zwar die
Entwicklung einer Morphin-Toleranz nicht verhindern, sie jedoch verzdgern. Diese
toleranzverzogernde Wirkung wird mit NMDA-Rezeptorkanal Antagonismus durch
Metamizol in Verbindung gebracht. Im klinischen Alltag kann eine bestehende
Morphin-Toleranz mit Dosiserh6hung tiberwunden werden. Der Einsatz von Metamizol
bietet eine vorteilhafte Alternative, denn es kann die tibermadfige Dosiserhohung und

damit einhergehenden Morphin-Nebenwirkungen verhindern.

4.4.2 EINFLUSS AUF DIE ZENTRALE SENSIBILISIERUNG

Wie bereits beschrieben ist eine Aktivierung des NMDA-Rezeptorkanals fiir die
zentrale Sensibilisierung und Hyperalgesie entscheidend. Unter Hyperalgesie versteht
man eine verstirkte Antwort auf einen schmerzhaften Reiz. Zentrale Sensibilisierung
bedeutet, dass ein Schmerzreiz bei gleicher Intensitét als schmerzhafter empfunden wird
[10]. Eine NMDA-Rezeptorkanal-Aktivierung wird nicht nur durch eine Gewebs-
verletzung und darauf folgende C-Faser Stimulation initiiert. Eine NMDA-
Rezeptorkanal-Aktivierung wird auch durch Opiate wie Morphin und Fentanyl
angenommen [15;41]. So stehen sich zwei entgegengesetzte Opiat-Effekte gegentiber:
Antinozizeption versus Pronozizeption. In diesem Sinne fiihrt eine durch Opiate
ausgeloste NMDA-Rezeptorkanal-Aktivierung zu einem pronozizeptiven Effekt, der mit
Hyperalgesie und zentraler Sensibilisierung assoziiert wird. Im tierexperimentellen
Modell zeigt eine Vorbehandlung mit dem NMDA-Rezeptorkanal-Blocker MK-801,
dass die durch Opioide induzierte Hyperalgesie verhindert werden kann [15].
Schmerzformen wie zentrale Sensibilisierung sprechen kaum auf Opiate an, da der
Prozess des "wind-ups" bereits stattgefunden hat [26]. Unter diesen Bedingungen ist der
nicht-kompetitive NMDA-Rezeptorkanal-Blocker Ketamin wirkungsvoll und kann die
zentrale Sensibilisierung blockieren. Weiterhin konnten Woolf und Mitarbeiter in
tierexperimentellen Versuchen zeigen, dass die NMDA-Rezeptorkanal-Blocker MK-
801 und D-CCP (3-propyl-1-phosphonic-acid) die Auslosung und Aufrechterhaltung

der zentralen Sensibilisierung blockieren [116].
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443 ZUKUNFTIGE STUDIEN

Zukiinftige Studien sollten die NMDA-Rezeptorkanal blockierende Wirkung des
Metamizols und des 4-Aminoantipyrins in Hinblick auf zentrale Sensibilisierung und
Hyperalgesie priifen. Nahe liegend sind die Annahmen, dass ein praventiver Einsatz von
Metamizol das Entstechen der zentralen Sensibilisierung und der Hyperalgesie
verhindern konnte. Auflerdem konnten sich Metamizol und 4-AA im Zustand der
zentralen Sensibilisierung als wirkungsvoll erweisen. Es gibt wenige Untersuchungen,
die die Metamizol-Toleranzentwicklung thematisieren. Hernandez-Delgadillo und
Mitarbeiter zeigen im tierexperimentellen Modell, dass es nach einer langen
Anwendung des Metamizols zu einer Toleranz gegeniiber thermischen Reizen kommt.

Weitere Forschungen sind auch in diesem Bereich notwendig.

5. ZUSAMMENFASSUNG

Obwohl die Peripherie und das zentrale Nervensystem als Wirkorte des Metamizols
gesichert sind, ist der genaue molekulare Wirkmechanismus, der fiir die analgetische
Wirkung verantwortlich ist, bis heute nicht eindeutig gekldrt. Basierend auf dem
Wissen, dass NMDA-Rezeptorkandle in pathologischen Schmerzprozessen wie der
zentralen Sensibilisierung und der Hyperalgesie beteiligt sind, wird in dieser Arbeit die
Hypothese tiberpriift, ob Metamizol seine Wirkung durch eine Hemmung des humanen
NMDA-Rezeptorkanals entfaltet. Zusdtzlich wird untersucht, welche Einfliisse dessen
Metabolite auf den NMDA-Rezeptorkanal haben.

Zu diesem Zweck werden humane NMDA-Rezeptorkandle des Subtyps NR1/NR2A
in Xenopus laevis Oozyten exprimiert. Dazu wird in-vitro die Messenger-RNA,
kodierend fiir NMDA-Rezeptorkanile, prapariert und vermehrt. AnschlieBend erfolgt
die Injektion in Oozyten. Nach 48 stiindiger Inkubationszeit werden die an der
Zelloberflache exprimierten NMDA-Rezeptorkanile untersucht. Hierzu werden die mit
mRNA injizierten Zellen fiir jeweils 10 Minuten in Metamizol, 4-Aminnoantipyrin oder

4-Methylantipyrin inkubiert. Die Messung des verdnderten Ionenstroms durch
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Metamizol und seine Metaboliten erfolgt mittels Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-
Technik.

Die Untersuchungen fiihren zu folgenden Ergebnissen: Native, defollikulierte Zellen
zeigen keine Reaktion auf die physiologischen Agonisten des NMDA-Rezeptorkanals
Glutamat und Glyzin. Messenger-RNA injizierte Zellen reagieren auf Glutaman/Glyzin-
Zugabe mit einer NMDA-Rezeptorkanal-Aktivierung, wodurch ein loneneinwértsstrom
entsteht. Eine 10 minutige Inkubation in Metamizol fiihrt zu einer konzentrations-
abhingigen Hemmung. Eine signifikante Hemmung findet bei Metamizol in Konzen-
trationen von 10*M und 10°M statt. Der Metabolit 4-Aminoantipyrin inhibiert
ebenfalls die Antwort auf die Glutamat/Glyzin-Zugabe. Hierbei findet eine signifikante
Hemmung bei einer Konzentration von 10™*M statt. 4-Methylaminoantipyrin zeigt
keine inhibierende Wirkung.

Die Befunde, dass sowohl Metamizol als auch 4-Aminoantipyrin den humanen
NR1/2A NMDA-Rezeptorkanal hemmen, bieten eine weitere Erklarung fiir die stark
analgetische Wirkung des Metamizols und leistet einen Beitrag zur Identifikation der
molekularen Wirkmechanismen des Metamizols. Daraus kdnnten sich weitere Ansatz-
punkte fiir die Behandlung und Vorbeugung von pathologischen Schmerzprozessen wie

zentraler Sensibilisierung und Hyperalgesie ergeben.
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Xenopus laevis, Weibchen.

Defollikulierte Oozyten.

Schematische Darstellung der Transkription und Translation.
Nach in vitro Transkription der komplementiren DNA (cDNA)
erfolgt die Translation der komplementiren RNA (cRNA) im
hellen Pol der Oozyte. Das aus der Translation hervogegangene
Protein wird an der Zelloberfliche exprimiert und dient der
physiologischen Untersuchung.

Calciumfreie-Tyrodes-Ldsung.

Mengenangaben fiir Modified Bath Solution, ND 96.
Mengenangaben fiir Oocytes-Ringer-Solution, OR-2.

Molekularer Aufbau des Glutamats und Glyzins; beide sind
physiologische Agonisten des NMDA-Rezeptors.

Molekulare Struktur von Metamizol, 4-Methylaminoantipyrin
und 4-Aminoantipyrin. 4-Methylaminoantipyrin entsteht aus der
nicht-enzymatischen Hydrolyse des Dipyrons im Gastro-
intestinaltrakt. 4-Aminoantipyrin entsteht aus der enzymatischen
Demethylierung des 4-Methylaminoantipyrins in der Leber.

Zwei reprisentative Antworten von mit mRNA injizierten Zellen

auf Glutamat/Glyzin-Zugabe. Auf den Abszissen ist die Zeit in

Sekunden dargestellt. Auf den Ordinaten ist Strom in HA
angegeben. Die obere Grafik zeigt die Antwort der Zelle auf
Glutamat/Glyzin-Zugabe = ohne vorherige Inkubation in
Metamizol. Die untere Grafik zeigt die Antwort der Zelle nach 10

minutiger Inkubation in Metamizol-Losung mit einer

) -4
Konzentration von 10~ M.

Abbildung 10, S. 20 Auf der Abszisse sind die Konzentrationen des Metamizols



Abbildung 11, S. 22

Abbildung 12, S. 35

dargestellt. Auf der Ordinate ist der Einwartsstrom in Prozenten
des Kontrollwertes (ctrl) dargestellt. Eine Hemmung des NMDA-
Rezeptors durch Metamizol fiihrt zu einer Abnahme des
Einwértsstromes. Diese Hemmung ist konzentrationsabhingig.

Eine signifikante Hemmung (*) erfolgt bei den Konzentrationen

von 107 M und 107 M.
Auf der Abszisse sind Kontrollwerte, Metamizol, 4-

Aminoantipytin (4-AA) und 4-Methylaminoantipyrin (4-MAA) in

. . -4 .
einer Konzentration von 10~ Molar dargestellt. Auf der Ordinate
ist der Einwirtsstrom in Prozent des Kontrollwertes dargestellt. 4-

Aminonatipyrin hemmt den NMDA-Rezeptorkanal bei einer

Konzentration von 10~ Molar. 4-Aminoantipyrin zeigt im
Vergleich zu Metamizol eine etwas geringere Hemmung des
NMDA-Rezeptorkanals. 4-Methylaminoantipyrin  hat keine
hemmende Wirkung auf den NMDA-Rezeptorkanal. Der Asterisk
(*) weist auf signifikante Unterschiede zu Kontrollwerten.

Schematische Darstellung des NMDA-Rezeptorkanals; Auszug
eines Querschnitts. N-Methyl-D-Aspartatsdure (NMDA) ist der
synthetisch hergestellte Agonist des Rezeptors. Die Kanalpore ist
permeabel fiir monovalente Ionen wie Kalium (K+), Natrium
(Nat) und bivalente Ionen wie Calcium (Cat). FEine
Depolaristation hebt die Magnesium- (Mg 2+) Blockade auf.
Ionen konnen jetzt die Kanalpore passieren. Die Bindungsstelle
fiir Glutamat liegt auf NR2-Untereinheit und die fiir Glyzin auf
NR1-Untereinheit. Ahnlich wie Magnesium blockieren auch MK-
801 und PCP die Kanalpore. Eine Phosphorylierung modulliert
die Rezeptor-Kinetik. Modullierende Faktoren sind: Zink (Zn2+),
Polyamine, pH (Sduren und Basen) und Redox (reduzierende

oder oxidierende Substanzen).
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‘ 21. Mai 2003

Anderungsanzeige zu Versuchsvorhaben gem. § 8a Abs. 4 Tierschutzgesetz (TierSchG)

fhre Anzeige vom 29.04.2003, hier eingegangen am 21.05,2003
A 40/2000 .

Sehr geehrte Frau Dr. Linck,

Ibre 0.a. Anzeige wird hiermit bestatigr.
Fir den laufenden Tierversuch A 40/2000 sind Sie sls Stellvertreterin und Herr Dr.
Hahnenkamp als Leiter benannt.

Mit freundlichen Griifien
Im Auftrag

S

Stichling
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Bczirksregierung Miinster

Bezirkstegierung Milnster . 48128 Miascer

Herrn Prof. Dr. med. W. Schmitz ' ) g?%ﬁﬁﬁe
Institut fdr Pharmakologie und Toxikologie n;auw5n4“4
der Westf. Wilhelms-Universitat Minster 2mxrﬁfno
Domagkstx. 12 . Frau Mollers
48129 Minster ' Aktenzeichen

23.0835.2.0 ( A 40/2000)
Herrn Prof. Dr. med. H. Van Aken é; . Juni 2000

Klinik und Poliklinik fir Andsthesiologie
und operative Intensivmedizin
Albert-Schweitzer-Str. 33

48129 Mingter

Betr.: Durchfihrung von Versuchen an Wirbeltieren;

hier; Anzeige von Versuchsvorhaben gemaﬁ § 10a Tler-'
schutzgesetz (TierSchG) in der Fassug der Be-
kanntmachung vom 25. Mai 1998 (BGBl. 1. S. 1105)
Versuchgvorhaben:
“Untersuchungen von Membranproteinen (G-Protein
gekoppelte Rezeptoren - GPR, Liganden - und
Spannunges - kontrollierte Ionenkandle) und deren
Beeinflugsung durch Andsthetika”

Bezug: Ihr Antrag auf Genehmigung von Versuchsvorhaben gemaf
§ 8 Abg. 1 TierSchG vom 12.03. 2000, hier eingegangen
am 03.04.2000

Sehr geehrter Hexrr Prof. Dr. Schmitz,
sehr geehrter Herr Prof. Dr. Van Aken,

ich habe Ihren o.a. Antrag geprift und festgestellt, dass das
von Ihen geplante  Versuchsvorhaben pight genehmigungsplichtig
nach § 8 TierSchG ist, sondern unter die Bestimmung des § 10a
TierSchG fallt und somit lediglich anzeigepflichtig ist.

Die geplanten Eingriffe und Behandlungen dirfen jedoch nur
vorgenommen werden, wenn die Voraussetzungen des § 7 Abs. 2 und
3 (zulassiger Verwendungszwedk Unerlasslichkeit, ethische
Vertretbarkeit) vorliegen.

Griines Umwelts:hutztdeﬁm (0251) 411-3300
e-mail: poststelle@bezreg-muenster.nrw.de @ X-400: C=de, A=dbp, P=dvs-nrw, O=bezreg-muenster, S—poststelle @ Telefax (0251) 411-2525
Konten der Regicrungshammpikasse Miinster:
Landeszentralbank Niedertassung Milnster BLZ: 400 000 00 Konto: 40 001 520
Westdeutsche Landeshank Girczentrale Miinster BLZ: 400 500 00 Kounto: 61 820

Offentliche Verkehrsmitte! - Bustinien 1 . 5 . 6 . 17 bis Haltestelle Prinzipalmarkt und2 . 10. 11. 14 . 21 . 64 bis Domplaz



Da nach Ihren Antragsangaben auf das Vorliegen der genannten
Voraussetzungen geschlossen werden kann, bestatige ich gemaf
§ 10a TierSchG das o.a. Versuchsvorhaben.

Das Versuchsvorhaben lauft jetzt unter der Nummer A 40/2000.

Herr Dr. Liicke als zustdndiger Tierschutzbeauftragter und die
Stadt Manster - Veterinar- und Lebensmitteliberwachungsamt -
(Erlaubnisbehdérde gemdR § 11 TierSchG) erhalten jeweils eine
Durchschrift dieser Bestatigung.

Mit freundlichen GriRen
Im Auftrag

@t'.._ (.

Dr. Piontkowski



Postanschrift: Stadt Minster » 48127 Minster

Institut fur Pharmakologie und Toxikologie
z.H. Frau Dr. Bettina Linck
Domagkstr. 12

48149 Miinster

Datum und Zeichen lhres Schreibens:
12.03.2000 an die Bezirksregierung
hier eingegangen am 05.04.2000

Tierschutzgesetz;

Tierversuch G 34/2000

Mein Zeichen (Bitte angeben):

39/401 a)

Antragsteller: Prof. Dr. W. Schmitz und Prof. Dr. H. Van Aken

DER
OBERBURGERMEISTER

B o [l MUNSTER

VETERINAR- UND
LEBENSMITTEL-
UBERWACHUNGSAMT

Schelmenstiege 1
Auskunft erteilt:
Frau Heumann

Zimmer: 106
Telefon:  02534/971 - 301
Telefax:  02534/971 - 399

E-Mail:Amt_39@stadt-
muenster.de
Sprechzeiten:

nach Vereinbarung

Munster,
12.04.2000

Versuchsleiterin: Dr. Bettina Linck, Pharmakologie u. Toxikologie

2. Versuchsleiter: Dr. Ch. Hénemann, Andsthesiologie und op. Inten-

sivmedizin

Stellvertreter:
Prof. Dr. T. Madllhoff,- Andsthesiologie
und op. Intensivmedizin

Prof. Dr. J. Neumann

Sehr geehrte Frau Dr. Linck,

aufgrund § 11 Tierschutzgesetz erteile ich Ihnen die Erlaubnis zur Haltung von

78 afrikanischen Krallenfroschen.

Folgende Auflagen sind einzuhalten:

1. Fur die Pflege und Betreuung sind die Pfleger des Tierstalls Ihres Institutes zustandig.
2. Die medizinische Versorgung hat durch Herrn Prof. Dr. Richter zu erfolgen.

3. Die Kafige sind mit d.er Nummer der Versuchsgenehmigung zu kennzeichnen.

4. Uber die bezogenen Tiere und ihren Verbleib sind Aufzeichnungen zu machen.

5. Anderungen und Erweiterungen im Personalbereich, bei Tierart und -zahl sowie der Un-
terbringung sind umgehend dem Veterindramt der Stadt Minster mitzuteilen. :

Diese Erlaubnis gilt fur die Laufzeit des genehmigten Versuches. Bitte beachten Sie, dass der Versuch
erst begonnen werden kann, wenn lhnen die Genehmigung der Bezirksregierung Miinster vorliegt.

Mit freundlichen GriRRen

Dr. Otto
Stadt. Veterinardirektor

Konten der Stadtkasse

Sparkassa Minster Klo.-Nr. 752 {BLZ 400 501 50)
Landeszentralbank Minster  Klo.-Nr. 40 001 700 (BLZ 400 000 00)
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Bank fir Gemeinwirtschaft
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Kto.-Nr. 0470 005
Kto.-Nr, 808 465 600
Kto.-Nr. 4 200 800
Kto,-Nr, 61 226

Zentrale Verbindungen

@ Hauptvermittiung (0251) 492-0
Telefax (0251) 492-7700
Datex-J *0251492#
E-Mail
Stadtverwallung@stadt-muenster.de
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(BLZ 400 800 40)
(BLZ 401 600 50}
(BLZ 400 500 00)
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12.03.2000 an die Bezirksregierung 39.401 a)

Tierschutz; .

hier.  Versuchsvorhaben: Untersuchungen von Membranproteinen (G-Protein gekoppelte Re-
zeptoren - GPR, Liganden - und Spannungs-kontrollierte lonenkanéle) und deren Beein-
flussung durch Anésthetika
- Antragsteller: Prof. Dr. med. W. Schmitz und Prof. Dr. med. H. Van Aken.

Sehr geehrter Herr Proféssor Schmitz,

beigefugt erhalten Sie die Genehmigung zur Haltung von afrikanischen Krallenfroschen fur obigen
Versuch. Da fur mich Ansprechpartner und Verantwortlicher eines Versuches grundsétzilich der
Leiter eines Versuches bzw. sein Stellvertreter ist, habe ich die Genehmigung auf Frau Dr. Bettina
Linck ausgestellt. Bitte leiten Sie das Schreiben an sie weiter.

Mit freundlichen GriiRen

Stadt. Veterinardirektor

Konten der Stadtkasse Zentrale Verbindungen
Sparkasse Munstar Kto.-Nr, 752 {BLZ 400 501 50) Commarzbank MGnster Kio.-Nr. 393 210 0/00 (BLZ 400 4C0 29) & Hauptvermittiung (0251) 492-0
Landaszenlralbank Milnstar  Kto.-Nr. 40 001 700 {BIZ 400000 C0) Deutsche Bank Manster Kla.-Nr. 0470 005 (BLZ 400700 80) Telefax {0251) 492-7700
Postbank Dotmund Kto-Nr, 21 1 36-481 {BLZ 440 100 48)  Dresdner Bank Minstes Kio,-Nr, 608 465800 (BLZ 400 800 40) E-Mai

Bank fir Gemeinwinschaft Kto.-Nr. 1 010305 100  (BLZ 400 101 11)  Volksbank Minster aG Kto,-Nr. 4 2C0 800 (BLZ 401 600 50)  Stadtverwaltung@stadt-muenster.de

Bankhaus Lampe Minster Kto.-Nr. 3C8 002 {BLZ 480 201 51) Wasldeutscha Landasbank Mdnster  Kto.-Nr. 81 226 {BLZ 400 500 00)





