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l. PUBLIKATIONEN

Teile der vorliegenden Arbeit sind bereits Gegenstand folgender Publikation

gewesen:

Jens Reese, Ming Yang, Susanna Cotecchia and Martin C. Michel (1998):
Characterization of murine a;-adrenoceptor subtypes.
Naunyn-Schmiedeberg's Archive of Pharmacology 357 (Suppl): R28

Ming Yang, Jens Reese, Susanna Cotecchia and Martin C. Michel (1998):
Murine ai-Adrenoceptor subtypes. I.Radioligand binding studies.

Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics 286: 841-847



Il EINLEITUNG

ai-Adrenozeptoren vermitteln viele physiologische Wirkungen der
sympatho-adrenalen Transmitter Adrenalin und Noradrenalin sowie ihrer
Derivate [Ruffolo und Hieble, 1994]. Aus diesem Grund sind sie wichtige
pharmakologische Angriffspunkte, zum Beispiel im Herz-Kreislauf- und im
Urogenitalsystem [Ruffolo et al, 1995; Guimaraes et al.,, 2001]. Es existieren
mindestens drei ai;-Adrenozeptor-Subtypen, die aj;a, 01 und ai;p genannt
werden [Hieble et al., 1995; Michel et al., 1995]. Die Gene und/oder cDNA'’s,
die fur diese drei Subtypen codieren, wurden bei Ratten und Menschen [Hieble
et al.,, 1995; Michel et al., 1995] und kurzlich auch bei Hunden [Chang et al.,
2000; Lagu et al., 2000] kloniert. AuBerdem wurden artverwandte Homologe
einiger Subtypen bei Hamstern, Rindern und Mausen kloniert [Alonso-
Llamazares et al., 1995; Cottecchia et al., 1988; Schwinn et al., 1990]. Die
pharmakologische Darstellung von a;-Adrenozeptor-Subtypen in Geweben fand
bis jetzt hauptsachlich bei der Ratte statt [Michel et al., 1995]. Einige Daten
Uber die Charakterisierung von a;-Adrenozeptor-Subtypen in Geweben liegen
aulBerdem fur Menschen [Gross et al., 1989; Lepor et al., 1993: Michel et al.,
1996], fur Meerschweinchen [Buscher et al., 1996; Garcia-Sainz et al., 1992;
Hayes und Pennefather, 1993] und fir Rinder [Buscher et al., 1996] vor, jedoch
existierten bei Beginn der Erstellung der vorliegenden Arbeit nur sehr wenige

Daten fur Mause [Garcia-Sainz et al., 1994].

Transgene Techniken sind zu einem wirksamen Werkzeug der
molekularen Pharmakologie geworden, da sie es erlauben, Phanotypen zu
untersuchen, die von genau definierten Genotypen hervorgebracht werden
[Chien et al., 1994]. Die gebrauchlichste Spezies unter den transgenen Tieren
ist die Maus. Im Bereich der a;-Adrenozeptoren-Forschung wurden transgene
Mause gezuchtet, die an ihrem Myokard a,g-Adrenozeptoren Uberexprimierten,
oder Knock-Out-Mause, denen der aj;g-Adrenozeptoren fehlt [Brodde und

Michel, 1999]. Die Interpretation der an solchen Mausen erhobenen Befunde



war aber nur begrenzt moglich ist, da ein fundiertes Wissen in Bezug auf die
physiologischen Eigenschaften der a;-Adrenozeptoren der Maus im Vergleich
mit denen anderer Spezies fehlte. Aus diesem Grund habe ich bei einer
Auswahl von Mausgeweben die aj-Adrenozeptoren charakterisiert. Hierzu
wurden Sattigungsbindungsexperimente und Kompetitionsbindungsversuche
mit verschiedenen subtypenselektiven Pharmaka, sowie

Rezeptorinaktivierungsstudien mit Chloroathylclonidin durchgefuhrt.



Il. METHODEN

1. Gewebepraparation

Die fur die Versuche bendétigten weiblichen und méannlichen Mause vom
Stamm HLG, Gewicht 25-35 g, wurden aus dem Zentralen Tierlaboratorium des
Universitatsklinikums Essen bezogen. In einigen Versuchen wurden op-
Adrenozeptor-Knock-Out-Mause (C57 x 129-Hybride) verwendet, die bereits in
vorherigen Studien beschrieben wurden [Cavalli et al.,, 1997]. Die Mause
wurden dekapitiert und die bendétigten Organe sofort enthommen. Herz, Leber,
Milz, Nieren und Lungen wurden makroskopisch von umliegendem
Bindegewebe befreit, zerebraler Kortex und Kleinhirn wurden sorgfaltig vom
Stammbhirn freiprapariert. Nach Schockgefrierung in flissigem Stickstoff wurden

die Gewebe bei -80° C bis zu drei Monaten gelagert.

Zur  Membranpraparation wurden die Gewebe in eiskaltem
Praparationspuffer (5 mM Tris, 5 mM EDTA, pH 7,4) aufgenommen und mit
einem Ultra-Turrax (Janke und Kunkel, Staufen) fur 10 s bei voller
Geschwindigkeit und danach zweimal fur je 20 s bei 2/3 Geschwindigkeit
homogenisiert. Die Homogenate wurden zweimal fur 20 min bei 4° C und
10.000 g zentrifugiert; die Sedimente wurden danach in eiskaltem
Bindungspuffer (50 mM Tris, 0,5 mM EDTA, pH 7,5) resuspendiert.

2. Radioligandenbindung

Die Anzahl und Affinitit der aj;-Adrenozeptoren wurden in
Sattigungsbindungsversuchen und  Kompetitionsbindungsversuchen  mit
[3H]Prazosin als Radioligand nach einer publizierten Methode bestimmt [Michel
et al., 1993a]. Dazu wurden bei Sattigungsbindungsversuchen aliquote Anteile
der Membransuspension (100 pl) mit sechs Konzentrationen von [3H]Prazosin

(10 - 300 pM) in einem Gesamtvolumen von 1000 pl Bindungspuffer (50 mM



Tris, 0,5 mM EDTA, pH 7,5 fir 45 min bei 25° C inkubiert. Bei
Kompetitionsbindungsversuchen wurden ebenfalls aliquote Anteile von 100 ul
Membransuspension mit je 200 ul des entsprechenden Kompetitors und einer
maoglichst konstanten Konzentration von [3H]Prazosin in 1000 pl Bindungspuffer
fur 45 min bei 25° C inkubiert. Bei Versuchsansatzen mit a;-Adrenozeptor-
Agonisten wurde aufRerdem noch jeweils 100 uM GTP zugesetzt, um die
Entwicklung von hochaffinen, GDP-abhé&ngigen Bindungszustanden zu
minimieren. Die Inkubationen wurden durch rasche Vakuumfiltration Uber
Whatman GF/C-Filter beendet, und jeder Filter wurde zweimal mit jeweils 10 ml
Bindungspuffer gewaschen. Danach wurden die Filter fir eine Stunde bei 60° C
getrocknet, mit jeweils 4 ml Szintillatorflissigkeit (Quickszint 1, Zinsser,
Frankfurt) bedeckt und kraftig geschuttelt. Die auf den Filtern verbliebene
Radioaktivitat wurde mit Hilfe eines Flussigszintillationszahlers mit 42 %
Ausbeute bestimmt. Unspezifische Bindungen wurden als Bindung in
Gegenwart von 10 uM Phentolamin definiert. In einigen Versuchen wurden die
Membranpréaparate mit verschiedenen Konzentrationen von Chloroathylclonidin
(0,1 - 10 puM) far 30 min bei 37° C inkubiert, zweimal gewaschen und

zentrifugiert und erst danach mit dem Radioliganden inkubiert.

3. Chemikalien

Farbreagenz fir die Proteinbestimmung wurde von BioRad (Minchen)
bezogen, Methoxamin-HCI und (-)-Noradrenalin-Bitartrat von Sigma (Minchen).
Chloroathylclonidin-HCI, 5-Methylurapidil, (+)-Niguldipin-HCI und BMY 7378 (8-
[2-[4-(2-methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl]-8-azaspiro[4,5]decan-7,9-dion
Dihydrochlorid) waren von Research Biochemicals Inc. (Natick, MA, USA) und
[3H]Prazosin (spezifische Aktivitat: 80 Ci/mmol) von New England Nuclear
(Dreieich).

Die folgenden Substanzen wurden freundlicherweise von den jeweiligen
Firmen zur Verfugung gestellt: (-)-Tamsulosin-HCI (friher bekannt unter der

Bezeichnung YM 617, Yamanouchi Pharmaceutical Co., Tokyo, Japan), SB



216469 (N-(3-[4-(2-methoxyphenyl)-I-piperazinyl]-propil)-3-methyl)-4-oxo-2-
phenyl-4H-I-benzopyran-8-carboxamid Monoethan-sulfonat Monohydrat (friher
bekannt unter der Bezeichnung Rec 15/2739, Recordati, Mailand, Italien) und

Phentolamin-HCI (Novartis, Basel, Schweiz).

4. Datenanalyse

Die Daten werden dargestellt als Mittelwert + Standardfehler von n
Experimenten. Sattigungsbindungsexperimente wurden analysiert durch
Anpassung von rechtwinklig hyperbolischen Funktionen an die experimentellen
Daten. Kompetitionsbindungsexperimente wurden analysiert durch die
Anpassung von mono- und biphasischen sigmoiden Funktionen an die
experimentellen Daten; eine zweiseitige Anpassung wurde nur dann akzeptiert,
wenn sich daraus eine signifikante Verbesserung im Gegensatz zur einseitigen
Anpassung ergab, was mit einem F-Test bestimmt wurde. Die Ki-Werte wurden
aus den experimentell bestimmten ICso-Werten mit Hilfe folgender Gleichung

berechnet:

Ki= ICso/1+(L/Ky),

wobei L fur die Konzentration des Liganden und Kq fur seine Affinitat steht. Alle
Kurvenberechnungen wurden mit Hilfe des InPlot-Programmes (GraphPAD
Software, San Diego, CA, USA) durchgefuhrt. Die statistische Signifikanz von
Unterschieden wurde mit zweiseitigen, gepaarten t-Tests bestimmt, die mit Hilfe
des InStat-Programmes (GraphPAD Software, San Diego, CA, USA)

durchgefuhrt wurden; ein P < 0,05 wurde als signifikant angesehen.



V. ERGEBNISSE

Mit [3H]Prazosin wurden bei der Maus spezifische, sattigungsféhige und
hochaffine Bindungsstellen in zerebralem Kortex, Kleinhirn, Leber, Lunge, Niere
und Herz identifiziert (Tab. 1), in der Milz wurden jedoch keine quantifizierbaren
spezifischen Bindungen entdeckt (Daten nicht dargestellt). Die Kq —Werte flr
[3H]Prazosin waren in allen Geweben &hnlich und beliefen sich im einzelnen
auf 54 £+ 14 pM beim zerebralen Kortex, 87 + 15 pM beim Kleinhirn, 78 £ 11 pM
bei der Leber, 67 £ 10 pM bei der Lunge, 73 £ 11 pM bei der Niere und 66 + 12

pM beim Herzen (die Zahlen gelten jeweils fir n = 4-5 Versuche).

Die a;-Adrenozeptoren der Maus wurden pharmakologisch mit Hilfe von
Kompetitionsbindungsexperimenten  charakterisiert. Hierzu wurden die
subtypenselektiven Agonisten Noradrenalin und Methoxamin sowie die
Antagonisten 5-Methylurapidil, BMY 7378, (+)-Niguldipin, SB 216469 und
Tamsulosin verwendet. Bei der Leber ergaben sich fur alle Agonisten und
Antagonisten steile, monophasische Kurven von niedriger Affinitat (Tab. 2, Abb.

1-7), was auf eine homogene a;g-Adrenozeptorenpopulation hinweist.

Beim zerebralen Kortex waren alle Kompetitionskurven fur die aip-
selektive Substanz BMY 7378 steil, monophasisch und niederaffin (Tab. 3,
Abb. 2). Die Kurven fur 5-Methylurapidil, Methoxamin, (+)-Niguldipin und
Tamsulosin lieBen sich dagegen meist besser mit zweiphasigen als mit
einphasigen Modellen darstellen; der Anteil der hochaffinen Bindungsstellen lag
fur diese Substanzen zwischen 14 und 43 % (Tab. 3, Abb. 1, 3, 4 und 7).
Obwohl die Kompetitionskurven flr Noradrenalin und SB 216469 eher flach
waren, lielRen sie sich bei der Halfte aller Versuche nicht signifikant besser
durch zweiphasige als durch einphasige Modelle darstellen; die berechneten
Affinitaten fur beide Substanzen waren niedrig (Tab. 3, Abb. 5-6).

Im zerebralen Kortex von aig-Adrenozeptor-Knock-Out-Mausen waren

die Kompetitionskurven fir (+)-Niguldipin und Tamsulosin bedeutend steiler als
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bei den Mausen der Kontrollversuche. Sie lielen sich in den meisten Fallen
nicht mehr besser durch ein zweiphasiges Modell darstellen. Die berechneten
Affinitdten beider Komponenten waren hoch; die -log Ki-Werte beliefen sich fur
(+)-Niguldipin auf 9,40 + 0,18 und fur Tamsulosin auf 10,29 £+ 0,27 bei einer
Versuchsanzahl von n = 4 (Abb. 8).

Beim Kleinhirn der Maus wurden die Kompetitionskurven fir
Methoxamin, (+)-Niguldipin, Noradrenalin und SB 216469 in wenigstens der
Halfte aller Versuche ebenfalls besser mit einem einphasigen Modell dargestellt
und die berechneten Affinitaten waren ebenfalls niedrig (Tab. 4, Abb. 3-6). Im
Gegensatz dazu waren die Kurven fur Tamsulosin flacher und in allen Féallen

wesentlich besser mit zweiphasigen Modellen darzustellen (Tab. 4, Abb. 7).

In der Mauseniere zeigten BMY 7378 und Noradrenalin in fast allen
Féllen steile und monophasische Kurven, die berechneten Affinitaten waren
hier ebenfalls niedrig (Tab. 5, Abb. 2 und 5). Im Gegensatz hierzu zeigten 5-
Methylurapidil, Methoxamin, (+)-Niguldipin und SB 216469 flache und
biphasische Kurven. Der Anteil der hochaffinen Bindungsstellen war fir alle
Substanzen &hnlich und schwankte zwischen 48 und 55 % (Tab. 5, Abb. 1, 3, 4
und 6). Obwohl die Kurven fir Tamsulosin ebenfalls flach waren, wurden sie
nur in zwei von vier Experimenten signifikant besser durch ein zweiphasiges als

durch ein einphasiges Modell dargestellt (Tab. 5, Abb. 7).

In der Mauselunge ergaben sich in der Mehrzahl der Falle fir BMY 7378,
Methoxamin, (+)-Niguldipin, Noradrenalin und SB 216469 steile und
monophasische Kurven, die errechneten Affinitaten waren fur alle Substanzen
niedrig (Tab. 6, Abb. 2-6). Im Gegensatz dazu hatten 5-Methylurapidil und
Tamsulosin flache und biphasische Kurven, die Versuche ergaben 54 bis 59 %
hochaffine Bindungsstellen (Tab. 6, Abb. 1 und 7).

Die Behandlung mit Chloroathylclonidin (10 puM, 30 min, 37° C)
reduzierte die Dichte der darstellbaren a;-Adrenozeptoren signifikant in allen
Geweben (Tab. 1). In Leber und Niere wurde eine fast vollige Inaktivierung

beobachtet, in zerebralem Kortex und Herz nahezu 90 % und in Kleinhirn und
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Lunge ungefahr 75 bis 80 %. Obwohl bei Experimenten mit einer massiven
Inaktivierung und/oder kleiner Kontrollrezeptordichte eine K4-Berechnung nicht
genau moglich ist, wurden in den restlichen Versuchen keine wesentlichen
Veranderungen der Kyq-Werte fur [3H]Prazosin beobachtet (die Daten werden

hier nicht gezeigt).

Um die Unstimmigkeiten in der Bewertung von aig-Adrenozeptoren in
den Kompetitionsbindungs- und Chloroathylclonidinexperimenten zu Kklaren,
wurde die konzentrationsabhangige Inaktivierung von a;-Adrenozeptorsubtypen
in Mausgeweben mit Chloroathylclonidin untersucht. Bei diesen Experimenten
diente Leber von Kontrollmausen als Quelle von a.g-Adrenozeptoren,
wohingegen zerebraler Kortex von a;g-Adrenozeptor-Knock-Out-Mausen als
Quelle fur a;a-Adrenozeptoren verwendet wurde. Chloroathylclonidin (0,1 — 10
puM) inaktivierte in beiden Versuchsanordnungen konzentrationsabhangig die
a1-Adrenozeptoren (Abb. 9). Obwohl der Anteil der Inaktivierung, bezogen auf
die jeweils getestete Chloroathylclonidinkonzentration, flr aia-Adrenozeptoren
signifikant kleiner war als der fir a;g-Adrenozeptoren, waren die Unterschiede
in der Gesamtschau nur gering weil bei 10 uM Chloroéthylclonidin auch ca. 90

% der a;a-Adrenozeptoren inaktiviert wurden.
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V. DISKUSSION

Die gewebe- und zelltypenspezifische Verteilung von ;-
Adrenozeptorsubtypen kann auf der Ebene der mRNA, der Proteine und der
biochemischen Funktion untersucht werden. Bei der Maus wurden Studien auf
der Ebene der mRNA mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) nach
reverser Transkription [Alonso-Llamazares et al., 1995; Cavalli et al., 1997] und
des Northern-Blottings [Garcia-Sainz et al., 1994] durchgefihrt. Diese Studien
ergaben, dass aj;a-Adrenozeptor-mRNA in Herz, Lunge, Leber, Milz, Niere,
Aorta, Fettgewebe und mehreren Hirnregionen, einschliel3lich zerebralem
Kortex und Kleinhirn zu finden ist. a;g-Adrenozeptor-mRNA wurde ebenfalls in
all diesen Geweben gefunden, wenngleich auch in etwas geringerer Menge in
Milz und Fettgewebe. aip-Adrenozeptor-mRNA wurde auch in allen oben
genannten Geweben entdeckt, in der Leber ist sie jedoch nur in einer der
Studien [Alonso-Llamazares et al., 1995] gefunden worden, in einer anderen
[Cavalli et al., 1997] aber nicht. Meine Daten zeigen, dass mit Hilfe von
[3H]Prazosin-Bindungsstudien ai-Adrenozeptoren auf der Proteinebene in
Mausgeweben zu finden sind, und zwar in folgender quantitativer Rangfolge:
zerebraler Kortex > Kleinhirn > Leber > Lunge > Niere > Herz >> Milz, wobei

sich in letzterer keine Rezeptoren entdecken liel3en.

Weitere Experimente wurden durchgefiihrt, um eventuelle qualitative
Unterschiede zwischen den einzelnen Spezies zu erforschen, das heif3t, um die
Subtypen der a;-Adrenozeptoren in verschiedenen Mausgeweben zu
bestimmen. Hierzu wurden Kompetitionsbindungsversuche mit verschiedenen
subtypenselektiven Agonisten und Antagonisten sowie Inaktivierungsstudien
mit Chloroathylclonidin angewandt. Meine Ergebnisse zeigen, dass Mauseleber
eine  homogene Population von ajs-Adrenozeptoren exprimiert. Ahnliche
Resultate erhielten auch andere Forschungsgruppen [Garcia-Sainz et al.,
1994]. Obgleich die Situation in anderen Geweben ein wenig komplizierter

erscheint, zeigen die Daten aus den Kompetitionsbindungsversuchen mit
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subtypenselektiven Pharmaka, dass Mausekleinhirn und -lunge ebenfalls
vornehmlich ajg-Adrenozeptoren exprimieren, wahrend zerebraler Kortex und
Niere der Maus eine gemischte aia- und a;g-Adrenozeptorenpopulation im
Verhaltnis 30:70 % bzw. 50:50 % aufweisen.

Die Darstellung von ajp-Adrenozeptoren auf der Proteinebene wurde
lange Zeit erschwert durch das Fehlen von selektiven Antagonisten. Inzwischen
wurde aber BMY 7378 als Antagonist mit nahezu 100-facher Selektivitat fur
O1p- gegenuber a;a- und aig-Adrenozeptoren vorgestellt [Goetz et al., 1995]. In
der vorliegenden Studie waren die Kompetitionkurven far BMY 7378 in
Mauseleber, -niere, -lunge und zerebralem Kortex steil und monophasisch. Sie
wiesen ca. 100-fach niedrigere Affinitat auf als bei klonierten Ratten-aip-
Adrenozeptoren [Goetz et al., 1995; Yang et al., 1997a]. Obwohl eine niedrige
Affinitat von BMY 7378 zum aip-Adrenozeptor der Maus nicht ausgeschlossen
werden kann, zeigen diese Daten, dass aip-Adrenozeptorprotein in den
entsprechenden Geweben nicht vorhanden ist, obwohl korrespondierende
MRNA existiert [Alonso-Llamazares et al., 1995; Cavalli et al., 1997]. Wéahrend
a1p-Adrenozeptoren auf der Proteinebene in der Rattenaorta entdeckt wurden,
ahneln die vorliegenden Daten denen in einigen Rattengeweben [Deng et al.,
1996; Yang et al., 1997a] und in menschlicher Prostata [Michel et al., 1996] und
im menschlichen Penis [Goepel et al., 1999], wo in
Radioligandenbindungsstudien kein aip-Adrenozeptorprotein gefunden werden
konnte, obwohl korrespondierende mRNA nachgewiesen wurde. Dass man
diese mMRNA bei allen drei Spezies gefunden hat, zeigt, dass aip-Adrenozeptor-
MRNA entweder nur schlecht in ein funktionierendes Protein translatiert wird,
oder dass ein funktionierendes Protein sehr schnell wieder abgebaut wird.
Studien mit klonierten menschlichen aip-Adrenozeptoren haben gezeigt, dass
Agonistenexposition bei a;p-Adrenozeptoren eine geringere Downregulation
erzeugt, als bei aia- oder aig-Adrenozeptoren [Yang et al., 1997b]. Diese
Tatsache spricht eher fiur eine ineffiziente Translation der a;p-mRNA als flr
einen schnellen Abbau des Rezeptorproteins. Weitere Nachforschungen zu

dieser Frage waren im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht méglich. Nach
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Abschlu? der vorliegenden Studie ist aber gezeigt worden, dass dip-
Adrenozeptoren sich primar nicht auf der zellularen Plasmamembran sondern
vielmehr in einem intrazellularen Kompartiment aufhalten, wo sie der Detektion
durch Standardmethoden nur bedingt zugéanglich sind [McCune et al., 2000].
Desweiteren konnten Studien in jingster Zeit zeigen, dass a;p-Adrenozeptoren
funktionell auch in mehreren anderen Blutgeféaf3en sowohl der Ratte [Filippi et
al., 2001] als auch des Hundes [Willems et al., 2001; Yang und Chiba, 2001]
nachgewiesen werden kénnen. Der verbleibende Teil meiner Diskussion wird
sich jedoch auf die Verteilung von aia- und a;g-Adrenozeptoren in

Mausgeweben auf der Proteinebene beschranken.

Die vorliegende Studie erbrachte schlissige Affinitatswerte fur alle
eingesetzten Substanzen in allen untersuchten Geweben. Diese Werte weisen
eine gute Ubereinstimmung mit denjenigen auf, Gber die unter Verwendung der
gleichen Methoden zuvor berichtet wurde. Hierbei wurden menschliche
Prostata [Michel et al.,, 1996], zerebraler Kortex vom Rind [Buscher et al.,
1996], verschiedene Ratten- [Buscher et al., 1996; Michel et al., 1993a], und
Meerschweinchengewebe [Blscher et al.,, 1996] sowie klonierte Ratten- und
Rinder-a;-Adrenozeptoren [Chess-Williams et al., 1996; Michel et al., 1996;
Michel und Insel, 1994] untersucht. Sie stimmen ebenfalls gut mit den
vertffentlichten Werten anderer Forschergruppen fur hepatische Maus-0ig-
Adrenozeptoren Uberein [Garcia-Sainz et al., 1994]. Berlcksichtigt man die
gro3en Schwankungen in Bezug auf die von verschiedenen Forschergruppen
veroffentlichten Affinitatswerte, liegen die vorliegenden Werte auch im Bereich
derer fur klonierte Subtypen aus anderen Spezies, die von anderen
Forschungsgruppen vero6ffentlicht worden sind [Michel et al., 1995]. Folglich
scheinen Maus-a;-Adrenozeptoren, zumindest, was die hier untersuchten
Pharmaka anbelangt, ein qualitativ ahnliches pharmakologisches Profil wie die

von Ratten, Meerschweinchen, Rindern und Menschen aufzuweisen.
Die Mdglichkeit, Mause als Modellsystem einzusetzen, hangt nicht nur
von der Ahnlichkeit der pharmakologischen Rezeptorprofile ab, sondern auch

von der qualitativen und quantitativen Expression der Rezeptorsubtypen im
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Vergleich zu der anderer Spezies. Die vorliegenden Daten belegen, dass die
Unterschiede zwischen einzelnen Spezies in Bezug auf die Expression von
gewebespezifischen ai-Adrenozeptoren bedeutend gro3er zu sein scheinen,
als die der pharmakologischen Affinititen eines vorgegebenen (klonierten)
Subtypen. Zum Beispiel war es mir nicht mdglich, a;-Adrenozeptorbindungen in
der Mausemilz darzustellen, jedoch ist dies bei Ratten [Michel et al., 1993a]
und Meerschweinchen [Bischer et al., 1996] mit derselben Methode sehr gut
gelungen; hierbei handelt es sich mehrheitlich um den a;z-Rezeptorsubtypen.
Qualitativ zeigte die Mauseleber sowohl in der vorliegenden, als auch in einer
friheren Studie [Garcia-Sainz et al., 1994] eine homogene Population von a;g-
Adrenozeptoren. Wahrend dies auch fur Ratten- [BUscher et al., 1996; Garcia-
Sainz et al., 1994] und Hamsterleber zutrifft, wurden in menschlicher [Garcia-
Sainz et al., 1995] und in Meerschweinchenleber [Garcia-Sainz und Romero-
Avila, 1993] homogene a;a-Adrenozeptorpopulationen und in Kaninchenleber
gemischte a;a- und aig- Rezeptorpopulationen gefunden [Garcia-Sainz et al.,
1992; Taddei et al., 1993; Torres-Marquez et al., 1991]. Im zerebralen Kortex
ahnelt die Verteilung der a;a-Adrenozeptoren bei Mausen (vorliegende Studie)
der von Meerschweinchen [Buscher et al.,, 1996]. lhre Dichte ist jedoch
niedriger als bei Ratten [Han und Minnemann, 1991; Michel et al., 1993a] und
bei Menschen [Gross et al., 1989], und deutlich niedriger als bei Rindern
[Buscher et al., 1996]. In der Niere weist die Maus (vorliegende Studie)
ahnliche Rezeptordichten fir aia- und a1g-Rezeptoren auf wie die Ratte [Han et
al., 1990; Michel et al., 1993a], beim Meerschweinchen Uberwiegen jedoch ap-
Rezeptoren [Buscher et al., 1996]. Folglich ergeben sich bei der Betrachtung
der qualitativen und quantitativen Expression von oi-Adrenozeptorsubtypen
erhebliche Unterschiede zwischen den einzelnen Spezies. Es lal3t sich daher
auch nicht genau sagen , ob ein gegebener a;-Adrenozeptor, den man bei der
Maus als Mediator einer bestimmten Funktion identifiziert hat, bei einer
anderen Spezies auf die selbe Art und Weise reagiert. Dieser Vorbehalt setzt

auch dem Einsatz von Knock-Out-Mausen als Modellsystem Grenzen.
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In einigen Mausgeweben verhielt sich Tamsulosin anders als andere a;a-
selektive Pharmaka. Eigentimlicherweise differenzierte Tamsulosin zwei Arten
von Bindungsstellen in M&auselunge und -kleinhirn, die von verschiedenen
anderen Pharmaka, z.B. (+)-Niguldipin, trotz ihrer gré3eren Subtypenselektivitat
nicht unterschieden wurden. Das kodnnte bedeuten, dass die hoch- und
niederaffinen  Bindungsstellen fir Tamsulosin  nicht mit den aia-
beziehungsweise aig-Adrenozeptoren (bereinstimmen. Uber ein &hnlich
abweichendes Verhalten far Tamsulosin wurde bereits in
Meerschweinchengeweben berichtet [Blscher et al., 1996]. Hierbei wurde mit
einer Palette von sieben subtypenselektiven Pharmaka in der
Meerschweinchenniere  eine  homogene  aig-Adrenozeptorenpopulation
aufgezeigt, wahrend mit Tamsulosin 39 % hochaffine Bindungsstellen entdeckt
wurden. Im zerebralen Kortex des Meerschweinchens zeigten diese sieben
subtypenselektiven Pharmaka ein Verhdaltnis von 2575 % fir .-
beziehungsweise aig-Adrenozeptoren an, Tamsulosin jedoch eines von 51:49
%. Diese Tatsache wirft die Mdglichkeit auf, dass die hoch- und niederaffinen
Bindungsstellen far Tamsulosin in manchen Maus- und
Meerschweinchengeweben nicht unbedingt mit a;a- beziehungsweise Qjg-
Adrenozeptoren Ubereinstimmen mussen. Auf jeden Fall sollte beachtet
werden, dass sich Noradrenalin in den Meerschweinchengeweben [Bluscher et
al., 1996] ahnlich wie Tamsulosin verhalt; gleiches gilt fur 5-Methylurapidil in
der Mauselunge (vorliegende Studie). Um die Eigenschaften der niederaffinen
Bindungsstellen fir Tamsulosin in einigen Mausgeweben zu untersuchen,
wurden Kompetitionsbindungsexperimente mit Tamsulosin in zerebralem
Kortex von aj;g-Adrenozeptor-Knock-Out-Mausen durchgefihrt; parallel hierzu
wurde (+)-Niguldipin als Referenzsubstanz eingesetzt. Laut vorausgegangenen
Studien ist der zerebrale Kortex dieser Knock-Out-Mause eine Quelle fir
homogene a;a-Adrenozeptoren [Cavalli et al., 1997]. Da mit Tamsulosin und
(+)-Niguldipin hier nur hochaffine Bindungsstellen gefunden werden konnten,
deuten diese Daten tatsachlich darauf hin, dass die hoch- und niederaffinen
Bindungsstellen fir Tamsulosin aia- beziehungsweise aig-Adrenozeptoren

darstellen. Warum jedoch mit Tamsulosin im Gegensatz zu anderen aja-
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selektiven Pharmaka quantitativ unterschiedliche Verhéaltnisse der beiden
Subtypen entdeckt wurden, konnte nicht geklart werden. Ein Grund hierfar
konnte sein, dass [*H]Tamsulosin in manchen Geweben und sogar bei
klonierten Rezeptorsubtypen andere Mengen an ai-Adrenozeptoren markiert
als [3H]Prazosin [Hein et al., 2000; Michel und Goepel, 1998; Yazawa et al.,
1992]. Folglich ist es moglich, dass a;-Adrenozeptor-Liganden aus
unterschiedlichen chemischen Klassen ai-Adrenozeptorsubtypen in quantitativ
unterschiedlicher Art und Weise markieren. Die Grinde hierfur aufzuklaren,
liegt jedoch aul3erhalb des Rahmens dieser Studie. Die Daten zeigen jedoch,
dass man aus Verhdltnissen fir hoch- und niederaffinen Bindungsstellen, die
man mit nur einer einzigen aia-selektiven Substanz erarbeitet hat, nur mit
Vorsicht Riuckschlisse auf die wirkliche quantitative Verteilung dieser Subtypen

ziehen sollte.

Die alkylierende Substanz Chloroathylclonidin war, historisch gesehen,
beim Nachweis der a;-Adrenozeptoren-Heterogenitat sehr nitzlich [Han et al.,
1987]. Bei manchen Studien an Rattengeweben stimmte das Verhaltnis von
Chloroathylclonidin-sensitiven und -nichtsensitiven Bindungsstellen sehr gut mit
dem Verhéltnis von a;g- beziehungsweise aia-Adrenozeptoren Uberein, das
man in Kompetitionsbindungsversuchen mit subtypenselektiven Antagonisten
entdeckt hatte [Feng et al., 1991; Minneman et al., 1988; Wilson und
Minneman, 1989]. Im Gegensatz dazu alkylierte Chloroathylclonidin problemlos
klonierte aia-Adrenozeptoren [Bischer et al., 1996; Han et al., 1995; Schwinn
et al., 1995]; dies fuhrte zu dem anfanglichen MiRerfolg, den klonierten aia-
Adrenozeptor des Rindes richtig zu klassifizieren [Schwinn et al., 1995].
Mittlerweile  hatte  sich  herausgestellt, dass die Fahigkeit von
Chloroathylclonidin, aj-Adrenozeptorsubtypen zu alkylieren, von der
Inkubationstemperatur, der -dauer und der Osmolaritat des Puffersystems
abhangt. Halt man all diese Bedingungen konstant, kann man in der Tat eine
gewisse Subtypenselektivitat der alkylierenden Effekte von Chloroathylclonidin
beobachten [Schwinn et al., 1990]. Es wurde kirzlich gezeigt, dass eine

Inkubation mit 10 uM Chloroathylclonidin fur 30 min bei 37 ° C in einem
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niederosmolaren Puffer nétig und zugleich ausreichend ist, um 0p-
Adrenozeptoren in Rattengeweben vollstandig zu inaktivieren. Diese
Versuchsanordnung hat jedoch nur geringe Auswirkungen auf die Qja-
Adrenozeptoren der Ratte [Michel et al., 1993b]. In der vorliegenden Studie
inaktivierte Chloroathylclonidin unter diesen Bedingungen in hohem Ausmalie
die a;-Adrenozeptoren in allen Mausgeweben. Im Bezug darauf wurden keine
gro3en Unterschiede zwischen Geweben mit (zerebraler Kortex, Niere) oder
ohne (Leber) bedeutender a;a-Adrenozeptorenfraktion erkennbar. Dies stimmt
mit einigen Studien an klonierten a;-Adrenozeptorsubtypen tberein [Hirasawa
et al., 1997], steht aber in deutlichem Gegensatz zu den oben genannten
Studien an aj;-Adrenozeptorsubtypen in Rattengeweben. Aus diesem Grund
wurde die konzentrationsabhangige Inaktivierung von a;g-Adrenozeptoren
(Leber) und aia-Adrenozeptoren (Zerebraler Kortex von aj;g-Adrenozeptor-
Knock-Out-Mausen [Cavalli et al., 1997]) in Mausgeweben erforscht. Obwohl
diese Versuche zeigten, dass Chloroathylclonidin in statistisch signifikantem
Mal3e die beiden Subtypen zu unterscheiden vermag, waren die gefundenen
Unterschiede letztlich gering, da die aj-Adrenozeptoren durch 10 pM
Chloroathylclonidin bereits vollstandig inaktiviert wurden. Diese Beobachtungen
sind denen &hnlich, die unter identischen Bedingungen bei Meerschweinchen
gemacht wurden [Blscher et al., 1996]. Folglich hebt die vorliegende Studie
mogliche Fehlerquellen beim Gebrauch von Chloroathylclonidin - zur
Identifikation von a;-Adrenozeptorsubtypen hervor und liefert weitere Hinweise
darauf, dass Daten, die mit Chloroathylclonidin erhoben wurden, mit aul3erster

Vorsicht zu interpretieren sind.

Zusammengefal3t wurden in der vorliegende Studie in einer Vielzahl von
Mausgeweben a;-Adrenozeptorsubtypen auf der Proteinebene entdeckt und
charakterisiert. Insgesamt scheint das pharmakologische Profil der ajs-
Adrenozeptorsubtypen der Maus denen anderer Spezies ahnlich zu sein.
Gleichwohl scheint es aber in der quantitativen und qualitativen as-
Adrenozeptorsubtypen-Expression eines gegebenen Gewebes erhebliche

Unterschiede zu geben. Deshalb durfte der Nutzen von Mausen bei der
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Identifizierung von aj-Adrenozeptorsubtypen, die bestimmte physiologische

Antworten vermitteln, begrenzt sein.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

In Mausgeweben wurden a;-Adrenozeptoren mit Hilfe von [3H]Prazosin-
Sattigungsbindungsversuchen identifiziert. Die Rezeptordichten stellten sich in
folgender Reihenfolge dar: Zerebraler Kortex >Kleinhirn> Leber > Lunge >
Niere > Herz > Milz, wobei in der Milz keine Rezeptorexpression nachgewiesen
werden konnte. Kompetitionsbindungsversuche wurden mit 5-Methylurapidil,
BMY 7378, Methoxamin, (+)-Niguldipin, Noradrenalin, SB 216469 und
Tamsulosin durchgefihrt. Basierend auf den monophasischen niederaffinen
Kompetitionskurven von BMY 7378 wurden keine aip-Adrenozeptoren auf der
Proteinebene gefunden. Die Kompetitionsstudien mit den aa/01p-
diskriminierenden Pharmaka zeigten, dass der a;g-Adrenozeptor der
vorherrschende, wenn nicht sogar einzige Subtyp in Mauseleber, -lunge und -
kleinhirn zu sein scheint; zerebraler Kortex und Niere der Maus enthielten
hingegen ca. 30 bzw. 50 % aia-Adrenozeptoren. Die Affinitaten der
verschiedenen Kompetitoren in den Mausgeweben waren denen anderer
Spezies sehr &hnlich. Die Substanz Tamsulosin verhielt sich jedoch anders als
die Ubrigen Kompetitoren: das Verhaltnis von hoch- bzw. niederaffinen
Bindungsstellen fur diese Substanz wich in einigen Féllen von denen der
anderen Pharmaka ab. Die Behandlung mit Chloroathylclonidin (10 uM, 30 min,
37° C) inaktivierte die a;-Adrenozeptoren in allen Geweben um mehr als 75 %.
Beim Vergleich der konzentrationsabhangigen Inaktivierung von ag- (aus der
Mauseleber) und aja-Adrenozeptoren (aus zerebralem Kortex von aig-Knock-
Out-Mausen) ergab sich, dass a;g-Adrenozeptoren nur geringfugig sensibler
gegenuber Chloroathylclonidin waren als a;a-Adrenozeptoren. Aus diesen
Befunden l&R3t sich schlie3en, dass Mausgewebe a;a- und a;5- Adrenozeptoren
exprimieren, die denen anderer Spezies ahnlich sind; die gewebespezifische

Verteilung der Subtypen unterscheidet sich jedoch von der anderer Arten.
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VIIl. TABELLEN

Tabelle 1:

a1-Adrenozeptordichte

Behandlung mit Chloroathylclonidin

in  Mausegeweben:

Wirkungen einer

Gewebe

Kontrolle

Chloroathylclonidin-
behandlung

fmol/mg Protein

fmol/mg Protein

% der Kontrolle

zerebraler Kortex 109,5+ 12,3 11,1 +2,3* 11+2
Kleinhirn 70,0+54 14,5 +7,8* 21+12
Leber 50,1+4.0 0,8 + 0,8*** 1+1
Lunge 39,2+ 3,2 10,6 + 5,3** 26 +12
Niere 30,0+2,2 0,4 +0,2** 1+1
Herz 49+0,3 0,5 +0,2** 11+4
Milz nicht mef3bar

Die Daten sind Mittelwerte + SEM aus 4-5 Experimenten und angegeben als

fmol/mg

Protein

oder als

der gepaarten

Kontrollen. Die

Chloroathylclonidinbehandlung erfolgte mit 30 min Inkubation mit 10 uM bei 37°

C gefolgt von 2 Auswaschzentrifugationen. *, ** und ***:

0,001 vs. Kontrolle in einem gepaarten, zweiseitigen t-Test.

29

P < 0,05, 0,01 und




Tabelle 2: Kompetitionsbindung in der Mauseleber

Hill-Steigungsfaktor -log K;
5-Methylurapidil 3 1,05 £ 0,02 6,36 = 0,05
BMY 7378 3 1,08 £ 0,03 6,61 + 0,06
Methoxamin 5 1,40 £ 0,08 3,95 +0,08
(+)-Niguldipin 4 1,19 + 0,06 7,41 + 0,07
Noradrenalin 4 0,89 + 0,04 5,57 +0,12
SB 216469 3 0,95 + 0,05 7,80 = 0,06
Tamsulosin 5 0,88 + 0,06 9,24 + 0,05
Die Daten sind Mittelwerte SEM von n Experimenten. Keine der

Kompetitionskurven wurde signifikant besser durch ein biphasisches Modell

erklart.
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Tabelle 3: Kompetitionsbindung im zerebralen Kortex der Maus

n Hill- -Iog Ki high -Iog Ki low %
Steigungs- hochaffine
faktor Bindungs-
stellen
5-Methylurapidil | 3/3 0,49 £ 0,03 9,62 £ 0,45 6,80 + 0,03 35+3
BMY 7378 3/0 1,00 £ 0,01 - 7,02 £ 0,02 -
Methoxamin 715 0,79 £ 0,05 582+0,28 | 4,18 +0,09 304
(+)-Niguldipin 6/4 0,83 + 0,05 9,56 + 0,17 7,56 £ 0,22 14+4
Noradrenalin 6/3 0,82 £ 0,05 - 5,67 + 0,06 -
SB 216469 5/0 0,82 + 0,03 - 8,15+ 0,13 -
Tamsulosin 5/5 0,61 £ 0,05 10,76 £ 0,26 | 9,04 £ 0,26 43+ 8

Die Daten sind Mittelwerte + SEM von n Experimenten, wobei die erste Zahl die

Anzahl der Versuche und die zweite die der biphasischen Kurven angibt.
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Tabelle 4: Kompetitionsbindung im Kleinhirn der Maus

n Hill- -Iog Ki high -Iog Ki low %
Steigungs- hochaffine
faktor Bindungs-
stellen
Methoxamin 6/3 0,73+ 0,08 - 4,50+0,18 -
(+)-Niguldipin 5/1 0,80 + 0,05 - 7,81 +0,09 -
Noradrenalin 4/1 0,88 + 0,09 - 534 +0,12 -
SB 216469 5/2 0,62 + 0,04 - 7,85+ 0,32 -
Tamsulosin 6/6 0,51 +£ 0,07 11,05+ 0,31 | 9,10+0,21 56 +4

Die Daten sind Mittelwerte + SEM von n Experimenten, wobei die erste Zahl die

Anzahl der Versuche und die zweite die der biphasischen Kurven angibt.
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Tabelle 5: Kompetitionsbindung in der Mauseniere

n Hill- -log K high -log K iow % hochaffine
Steigungs- Bindungsstell
faktor en
5-Methylurapidil | 3/3 | 0,48 +0,03 | 8,78+0,12 | 6,74 + 0,05 55+4
BMY 7378 3/0 | 1,07 +0,10 - 6,86 + 0,03 -
Methoxamin 7/5] 0,83+0,16 | 6,21+0,28 | 4,48+ 0,19 48 + 7
(+)-Niguldipin 6/5| 0,59+0,10 | 8,82+0,23 | 6,72+0,11 49+5
Noradrenalin 4/1| 0,93 +0,04 - 6,00 £ 0,13 -
SB 216469 4/4 | 0,47 +0,08 | 9,13+0,15 | 6,87 +£0,24 51+5
Tamsulosin 4/2 | 0,58 £0,11 - 9,21+ 0,19 -

Die Daten sind Mittelwerte + SEM von n Experimenten, wobei die erste Zahl die

Anzahl der Versuche und die zweite die der biphasischen Kurven angibt.
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Tabelle 6: Kompetitionsbindung in der Mauselunge

n Hill- -Iog Ki high -Iog Ki low %
Steigungs- hochaffine
faktor Bindungsst
ellen
5-Methylurapidil | 3/3 | 0,42 £ 0,05 8,95+ 0,22 6,71 +£0,14 59+3
BMY 7378 3/0 | 1,563+0,37 - 6,94 + 0,04 -
Methoxamin 6/2 | 1,56 +0,75 - 4,62 + 0,26 -
(+)-Niguldipin 5/2 | 0,78 +£0,20 - 7,35+0,42 -
Noradrenalin 3/0 | 1,05+0,10 - 5,61 +0,27 -
SB 216469 3/0 | 0,85+0,04 - 8,12 + 0,09 -
Tamsulosin 5/4 | 0,49+0,10 | 10,49+0,26 | 7,86 +0,52 54 +12

Die Daten sind Mittelwerte + SEM von n Experimenten, wobei die erste Zahl die

Anzahl der Versuche und die zweite die der biphasischen Kurven angibt.
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IX.  ABBILDUNGEN
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Abbildung 1: Ergebnisse der 5-Methylurapidil-Kompetitionsbindung mit
[3H]Prazosin in zerebralem Kortex der Maus (offene Quadrate), Niere
(ausgefullte Quadrate), Lunge (offene Kreise) und Leber (ausgefiillte Kreise).
Die Daten sind dargestellt als Mittelwert der Gesamtanzahl der Experimente,
die in den Tabellen 2-3 und 5-6 aufgefiihrt sind. Die Tabellen enthalten auch

die quantitative Analyse der Daten.
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Abbildung 2: Ergebnisse der BMY 7378-Kompetitionsbindung mit [3H]Prazosin
in zerebralem Kortex der Maus (offene Quadrate), Niere (ausgefillte
Quadrate), Lunge (offene Kreise) und Leber (ausgefillte Kreise). Die Daten
sind dargestellt als Mittelwert der Gesamtanzahl der Experimente, die in den
Tabellen 2-3 und 5-6 aufgefuhrt sind. Die Tabellen enthalten auch die

guantitative Analyse der Daten.
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Abbildung 3: Ergebnisse der Methoxamin-Kompetitionsbindung mit
[3H]Prazosin in zerebralem Kortex der Maus (offene Quadrate), Kleinhirn
(ausgefullte Dreiecke), Niere (ausgeflllte Quadrate), Lunge (offene Kreise) und
Leber (ausgeflillte Kreise). Die Daten sind dargestellt als Mittelwert der
Gesamtanzahl der Experimente, die in den Tabellen 2-6 aufgefiihrt sind. Die

Tabellen enthalten auch die quantitative Analyse der Daten.
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Abbildung 4: Ergebnisse der (+)-Niguldipin-Kompetitionsbindung mit
[3H]Prazosin in zerebralem Kortex der Maus (offene Quadrate), Kleinhirn
(ausgefullte Dreiecke), Niere (ausgeflllte Quadrate), Lunge (offene Kreise) und
Leber (ausgeflillte Kreise). Die Daten sind dargestellt als Mittelwert der
Gesamtanzahl der Experimente, die in den Tabellen 2-6 aufgefiihrt sind. Die

Tabellen enthalten auch die quantitative Analyse der Daten.
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Abbildung 5: Ergebnisse der Noradrenalin-Kompetitionsbindung mit
[3H]Prazosin in zerebralem Kortex der Maus (offene Quadrate), Kleinhirn
(ausgefullte Dreiecke), Niere (ausgeflllte Quadrate), Lunge (offene Kreise) und
Leber (ausgeflillte Kreise). Die Daten sind dargestellt als Mittelwert der
Gesamtanzahl der Experimente, die in den Tabellen 2-6 aufgefiihrt sind. Die

Tabellen enthalten auch die quantitative Analyse der Daten.
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Abbildung 6: Ergebnisse der SB 216469-Kompetitionsbindung mit
[3H]Prazosin in zerebralem Kortex der Maus (offene Quadrate), Kleinhirn
(ausgefullte Dreiecke), Niere (ausgeflllte Quadrate), Lunge (offene Kreise) und
Leber (ausgeflillte Kreise). Die Daten sind dargestellt als Mittelwert der
Gesamtanzahl der Experimente, die in den Tabellen 2-6 aufgefiihrt sind. Die

Tabellen enthalten auch die quantitative Analyse der Daten.
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Abbildung 7: Ergebnisse der Tamsulosin-Kompetitionsbindung mit
[3H]Prazosin in zerebralem Kortex der Maus (offene Quadrate), Kleinhirn
(ausgefullte Dreiecke), Niere (ausgeflllte Quadrate), Lunge (offene Kreise) und
Leber (ausgeflillte Kreise). Die Daten sind dargestellt als Mittelwert der
Gesamtanzahl der Experimente, die in den Tabellen 2-6 aufgefiihrt sind. Die

Tabellen enthalten auch die quantitative Analyse der Daten.
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Abbildung 8. Ergebnisse der (+)-Niguldipin- (ausgefillte Quadrate) und
Tamsulosin- (offene Kreise) Kompetitionsbindungen mit [3H]Prazosin in
zerebralem Kortex von a;g-Adrenozeptor-Knock-Out-Méusen. Die Daten sind

dargestellt als Mittelwert von vier Experimenten.
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Abbildung 9: Konzentrationsabhangige Inaktivierung von o3a- und dgp-
Adrenozeptoren der Maus durch Chloroathylclonidin. Membranpraparate
normaler Mauselebern wurden als Quelle reiner a;g-Adrenozeptoren verwendet
(ausgefillte Quadrate), zerebraler Kortex von aig-Adrenozeptor-Knock-Out-
Mausen diente als Lieferant fur aj;a-Adrenozeptoren (offene Kreise). Sie
wurden in  An- und Abwesenheit (Kontrolle) der aufgefuhrten
Chloroathylclonidinkonzentrationen fir 30 min und 37° C inkubiert; es folgten je
zweimaliges Waschen und Zentrifugieren. Danach wurde die 0q3-
Adrenozeptorendichte durch Kompetitionsbindungsexperimente mit
[3H]Prazosin bestimmt. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert aus vier
Versuchen. Die a;-Adrenozeptorendichte belief sich unter Kontrollbedingungen
in Leber und zerebralem Kortex auf 92 + 17 beziehungsweise 59 + 4 fmol/mg
Protein. * und ** bedeuten ein P < 0,05 und 0,01 in einem zweiseitigen t-Test

im Vergleich zur Leber.
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