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Wie blockieren Lokalaniasthetika den Schmerz?'

Molekulare Mechanismen neuronaler Blockade

Von Michael Briiu, Werner Vogel und Gunter Hempelmann

Die értliche Betidubung, die Lokalaniisthesie, ist heute ein wesentlicher Bestandteil der
Schmerz ausschaltenden MaBnahmen in der Humanmedizin und Veteriniirmedizin. Neben
der Vollnarkose hat sie ihren Stellenwert nicht nur behauptet, sondern in den letzten Jah-
ren deutlich verbessern kénnen, was sowohl durch verfeinerte Techniken, wie z.B. Kathe-
tertechniken, und verbesserte Materialien, z.B. Einmalartikel, als auch durch spezifische-
re Wirkungen der verwendeten Substanzen, der Lokalaniisthetika, bedingt wurde. Seit der
Entdeckung der értlichen Betiubung fiir klinische Zwecke durch C. Koller 1883 hat die
Lokalaniisthesie nach zwischenzeitlich herber Kritik bis Ablehnung dennoch weite Ver-
breitung gefunden, zumal durch die heute zur Verfiigung stehenden Substanzen ein diffe-
renzierter Einsatz unter geringer Patientengefiihrdung moglich geworden ist. Erst in den
letzten Jahren gelang es, die zur Schmerzausschaltung fithrenden molekularen Mechanis-
men auf Zellebene zu erforschen. Der wissenschaftliche Aspekt der lokalanisthetischen
Wirkung hat nicht zuletzt durch die 1991 mit dem Nobelpreis ausgezeichnete Methodik der
Einzelkanalmessung von Neher und Sakmann in jiingster Zeit besondere Aktualitiit ge-
wonnen. Im GieBlener Fachbereich Humanmedizin wird in einer Zusammenarbeit zwi-
schen Aniisthesisten und Physiologen die blockierende Wirkung klinisch verwendeter Lo-
Kkalanisthetika mit Hilfe dieser biophysikalischen Technik der Fleckklemme oder ,,Patch-
clamp“-Methode (Abb. 1) studiert.

Zahnschmerz zum Beispiel wird wie die mei- .
Sten Bioinformationen in unserem Korper in A
Nerven geleitet, genauer gesagt, in den einzel- -
nen Nervenfasern, den Axonen (Abb. 2). i
Diese sind unterschiedlich diinne (1 bis 15 Mi-
krometer) und zum Teil sehr lange schlauch-
formige Ausliufer einer Nervenzelle, des _/“‘"w

Ionenkanal

genannten Schniirringen (siche Abb. 2) unter-
brochen. Je nach Grad der Myelinisierung und
Durchmesser der Nervenfaser werden Fortlei-
tungsgeschwindigkeiten der Aktionspotentia-
le von 1 bis 120 Meter pro Sekunde erreicht.
Die Intensitiit einer Information, hier die Stiir-
ke des Schmerzes, ist in der Zahl von Aktions-
potentialen pro Zeit kodiert.

Wie wirken
Lokalanisthetika?

Bespiilt man in elektrophysiologischen Unter-
suchungen die Nervenmembran mit einer
Badlosung, die ein Lokalanisthetikum enthiilt,
so werden sowohl Na Einstrom wie auch K

Verstdrker

Neurons. Aufgrund unterschiedlicher Tonen- Seal
verteilung — innerhalb des Zellplasmas viele \‘
Kaliumionen (K) und im Extrazellulirraum
viele Natriumionen (Na) — besteht unter Ruhe-
bedingungen eine Potentialdifferenz von 70 \ ' &
Millivolt, wobei die Innenseite der Zellmem- e )

bran negativ ist. Durch einen Reiz, hier den —

Schmerz, entsteht ein Aktionspotential, das
Grundelement eines neuronalen Biosignals,
Wobei die Zellmembran fiir eine Millisekunde
durchldssiger fiir Na Ionen wird. Hierbei off-
Nen sich potentialgesteuert sogenannte Natri-

. Oszilloskop
Reizgenerator

JL

Umkaniile, und Na Ionen stromen, dem Kon-
Zentrations- und Potentialgefille folgend, von
der AuBenseite der Zellmembran an die Innen-

Seite, wodurch es zu einer Umpolarisierung
des Membranpotentials von =70 mV auf +50
mV kommt. Durch diese Depolarisation der

Membran 6ffnen sich auBerdem mit kurzer
Verzogerung  potentialabhiingige  Kalium-
kaniile, durch die in entgegengesetzter Rich-
tung K Ionen flieen und damit zu der Beendi-
8ung des Aktionspotentials beitragen.

Dieses elektrische Signal wird entlang der
Nervenfaser fortgeleitet. Eine vielschichtige
L.Jmschcidung mit lipidhaltigem Myelin iso-
liert die Axonmembran nach auBen und ist im
Abstand von 1 bis 2 Millimetern nur an den so-

Abb. 1: Schema eines ,, Patch-clamp “-Experiments. In die Spitze einer vorn glattgeschmolzenen
Glaspipette wird ein Fleck (,,patch”) der Zellmembran leicht angesaugt, so daf} ein hoher Wi-
derstand (,,seal”, iiber 5 Giga Ohm) zwischen Pipetteninnenseite und Badlésung entsteht (Ha-
mill et al. 1981). Die Potentialdifferenz zwischen der Innen- und der Aufienseite eines Mem-
branflecks kann elektrisch festgeklemmt (,,clamp*) und durch eingespeiste Reize variiert wer-
den. Offnet nach einem Spannungssprung von -90 mV nach -40 mV z.B. ein einziger potenti-
alabhiingiger Na Kanal, so kann das als mehr oder weniger rechteckige Zunahme des Ein-
wdrtsstromes auf einem Oszilloskop beobachtet werden. Nach dem Ansaugen des ,,patch* kann
dieser aus dem Axon herausgerissen werden, so daf3 die Innenseite der Membran auf der Bad-
seite zu liegen kommt und so wahlweise mit Testlosungen bespiilt werden kann (,,inside-out “-
Konfiguration, vergrofiert im Kreis abgebildet).
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Abb. 2: Nervenaxon nach enzymatischer Behandlung mit Collagenase und Protease, die zu
einem Zuriickweichen der Myelinhiille vom Schniirring — dem in der Mitte auf etwa 3 Mikrome-
ter verengten Teil des Axons — gefiihrt hat. An diesen gereinigten Membranbereichen kann die
. Patch“-Elektrode angesetzt werden.

Ausstrom unterdriickt, und Aktionspotentiale
konnen nicht ausgebildet werden. Nach Aus-
waschen mit Badlosung ohne Lokalanistheti-
kum wird die Erregung im Nerven wieder nor-
mal fortgeleitet, die Wirkung ist also — anders
als manche Nervenvergiftung — rasch und
vollstiindig reversibel. Die chemische Bin-
dung des Lidocainmolekiils an den Rezeptor,
also den Bindungsort am Ionenkanal, scheint
nur von Kkurzer Dauer zu sein. Sie kommt
immer wieder so lange zustande, wie das Lo-
kalanisthetikum in ausreichender Konzentra-
tion am Nerven vorliegt. Die Diffusionseigen-
schaften eines Lokalandsthetikums im Gewe-
be bestimmen damit wesentlich seine Wir-
kungsdauer. Fiir die Art der Wirkung sind die
Rezeptorenverteilung an den verschiedenen
Ionenkaniilen und die Ausstattung der ver-
schiedenen Typen von Nervenfasern mit den
verschiedenen Tonenkanilen von Bedeutung.
TIonenkaniile finden sich allerdings nicht nur in
Nervenfasern, sondern sie haben als ,Tau-
sendsassa‘ (Siemen, 1991) auch mannigfalti-
ge Funktionen in unserem Korper, insbeson-
dere auch in allen Zellen des Herzens. Das
macht die Gefahr von Kreislaufkomplikatio-
nen nach Verabreichung hoherer Dosen von
Lokalanisthetika verstindlich.

Die ,,Patch-clamp‘‘-Methode

Die Einzelkanalanalyse wurde durch die in der
Abbildung 1 dargestellte ,,Patch-clamp*-Me-

thode von Neher (Géttingen) und Sakmann
(Heidelberg) moglich.

Im letzten Jahrzehnt wurde eine Vielzahl von
lonenkanilen nicht nur an sogenannten erreg-
baren Membranen von Herz-, Muskel- und
Nervenzellen, sondern eigentlich an allen bio-
logischen Zellen — auch vielen pflanzlichen —
entdeckt. Allerdings waren die lonenkaniile
der peripheren Nervenaxone der Einzelkanal-
analyse bislang nicht zugiinglich, da hier eng-
umkleidendes Myelin die Membran bedeckt.
Im GieBener Physiologischen Institut gelang
es, diese Myelinschicht durch eine enzymati-
sche Behandlung (Jonas et al. 1989) teilweise
zu entfernen. Dazu wird ein Nerv in eine Bad-
losung mit Collagenase gelegt. Diese verdaut
die bindegewebige Struktur aus Collagen,
welche die einzelnen Axone miteinander ver-
spannt. Anschlieffend wird mit einer Protease
behandelt, wodurch die Anheftungspunkte des
Myelins an das Axon im Bereich des Schniir-
rings aufgebrochen werden und die erregbare
Membran freigelegt wird. Mit der so gereinig-
ten Axonmembran kann die Offnung der
Patchpipette den nétigen engen Kontakt auf-
nehmen (Abb. 2).

Bei Amphibiennerven gelingt diese enzymati-
sche Aufbereitung leichter als bei Sdugerner-
ven. Deren Bindegewebe ist deutlich stirker
ausgebildet und weist eine grofiere Variations-
breite auf. Nerven vom Menschen sind deswe-
gen besonders schwierig enzymatisch aufzu-
bereiten, und es standen bis heute keine Daten
tiber lonenstrome an menschlichen Nerven zur
Verfiigung. Darum diente als Modell die Ner-

venfaser des Krallenfrosches Xenopus. Die
mit der hier beschriebenen Methode erhobe-
nen Mefdaten von Nerven aus Amphibien,
Ratten und vom Menschen lassen nur gering-
fligige Unterschiede erkennen.

Das iiberraschende Ergebnis solcher ,,Patch-
clamp“-Untersuchungen war weniger die hohe
Dichte von lonenkaniilen besonders im
Schniirringbereich als vielmehr deren Vielfalt:
Neben einem Natriumkanal und einem Chlo-
ridkanal konnten bislang sieben verschiedene
Typen von Kaliumkanilen identifiziert wer-
den. Die Physiologie der Modulation der ein-
zelnen Kanalaktivititen ist teilweise sehr
komplex und wird gegenwiirtig in vielen La-
bors intensiv beforscht. Auch die K Kaniile der
myelinisierten Nervenfasermembran werden
auf sehr verschiedene Weise gesteuert, zum
Beispiel durch die Membranpotentialdiffe-
renz, durch die intrazelluliire Konzentration an
Calcium- oder Natriumionen oder durch
Adenosintriphosphat.

Blockade des Natriumkanals

Bei den Untersuchungen wurden in erster
Linie die beiden weit verbreiteten Loka-
lanidsthetika Lidocain und Bupivacain verwen-
det. Dabei war zuniichst die blockierende Wir-
kung auf die Na Kanile von Interesse, ohne
die Aktionspotentiale nicht erzeugt werden.
Da Lokalaniisthetika von der Innenseite der
Membran wirken, wurden die Substanzen in
der sogenannten inside-out"-Konfiguration
angewendet (siche Abb. 1), so daf die sonst
notigen Diffusionswege des Lokalaniistheti-
kums von der AuBienseite durch die Membran
zunichst ausgeschaltet waren.

In der Abbildung 3 sind Registrierungen eines
wpatch® mit mindestens zwei Na Kanilen
unter Kontrollbedingungen gezeigt. Die Ka-
naloffnungen treten gehiuft beim Potential-
sprung von -90 mV nach -40 mV am Beginn
der Registrierungen auf. Bei einer Konzentra-
tion von 10 Mikromol Bupivacain pro Liter an
der Innenseite der Membran nimmt die Offen-
wahrscheinlichkeit ab. Die Wahrscheinlich-
keit, daB sich Na Kanile 6ffnen, wird durch
Bupivacain offensichtlich vermindert. An den
Registrierungen der Abbildung 3 ist jedoch
auch zu beobachten, daB die Stromamplituden
der immer noch eintretenden Offnungsereig-
nisse unbeeinfluft bleiben. Durch Bupivacain
kommt es also nicht zu einer Verinderung der
Leitfihigkeit des einzelnen Na Kanals, son-
dern zu einer Verhinderung der Kanaloffnung
des sogenannten ,,gating". Es bleibt zu unter-
suchen, wie ein Bupivacainmolekiil an dep
Rezeptorteil des Kanalproteins bindet, wi€
lange die Bindung bestehen bleibt, welcher
Teil des Kanalproteins als Rezeptor operieft
und insbesondere, wie das ,,gating* des Kanals
verhindert wird. Jedenfalls resultiert aus der
verminderten Anzahl der Kanaloffnungen einé
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Abnahme des Einstromes von Na Ionen, die
Umpolarisierung der Axonmembran kann
nicht erfolgen, die Ausbildung des Aktionspo-
lentials unterbleibt, und damit ist die Leitung
des Biosignals, z.B. Schmerz, unterbunden.
Bespiilt man im Anschluf an dieses Experi-
ment die Membran wieder mit einer Kon-
trollosung ohne Lokalaniisthetikum (in Abb. 3
nicht gezeigt), so wird die urspriingliche Ka-
nalaktivitéit schnell wieder erreicht. Die Wir-
kung des Lokalaniisthetikums ist also voll re-
versibel.

In der Abbildung 4 ist die zunehmende Blok-
kade (,,inhibition*) mit zunehmender Konzen-
tration des Lokalanisthetikums dargestellt.
Zur Blockade von 50 Prozent der Na Kaniile
erweist sich Bupivacain achtmal potenter als
Lidocain.

Kaliumkaniile

Die blockierende Wirkung beider Loka-
landsthetika wurde auch an anderen lonen-
kanilen der peripheren Nervenmembran gete-
Stet. Interessant ist der stark inhibierende Ef-
fekt von Bupivacain auf den Flickerkanal
(Abb. 5). Dieser wegen seines besonders ra-
schen Offnens und Schliefens so benannte K
Kanal vermittelt aufgrund seiner stiindigen er-
heblichen Aktivitit auch unter Ruhebedingun-
gen einen K Strom. Dadurch ist der Flickerka-
Nal an der Generierung des oben erwiihnten
RUhepolenlials der Nervenfaser beteiligt (Koh
¢t al, 1991). Durch die Blockade des Flicker-
kanals kommt es zu einer Depolarisation der

Kontrolle

Membran. Dies wiederum fiihrt zu einer hier
nicht niher zu erlduternden Inaktivierung von
Na Kaniilen, was wiederum zu einer Dimp-
fung der Erregbarkeit fiihrt.

Flickerkanille wurden am hiufigsten in diin-
nen Nervenfasern beobachtet. Schmerz wird
in diinnen Fasern geleitet. Ob das die den
Anisthesisten bekannte besonders schmerz-
blockierende Wirkung des Bupivacains er-
kldrt? Lidocain dagegen hat auf Flickerkaniile
eine deutlich schwiichere Wirkung (Abb. 5).
Bupivacain wirkt andererseits nicht auf die am
hiufigsten in Nervenfasern auftretenden po-
tentialabhiingigen K Kaniile. Offensichtlich
bindet Bupivacain spezifischer, und es sind
geringere Wirkungen auf andere Ionenkaniile
Zu erwarten.

Ausblick

In einer Kooperation von Membranelektro-
physiologen und Aniisthesisten wird die
blockierende Wirkung von Lokalaniisthetika
an Nervenfasern von Amphibien auf Einzelka-
nalniveau beobachtet. Die Ubertragbarkeit der
Daten auf menschliche Nerven ist wahrschein-
lich, muf} aber experimentell gepriift werden.
In wenigen Jahren ist ein vollstindigeres Bild
von der molekularen Interaktion der Loka-
lanésthetika mit Ionenkanilen besonders hin-
sichtlich der Art und Lage der Rezeptoren zu
erwarten, und es ist auf spezifischer wirkende
Pharmaka zu hoffen. Sobald die gegenwiirtig
in vielen Arbeitsgruppen intensiv untersuchte
»~Kartographie* der lonenkaniile an Nerven-

10

und anderen Geweben insbesondere von Herz
und Kreislauf vervollstindigt sein wird, kon-
nen Nebenwirkungen von Lokalanisthetika
besser abgeschitzt und vermieden werden.
Aus der Biophysik der Erregungsleitung kon-
nen wir ein Beispiel dafiir erwarten, daf ur-
spriinglich zweckfreie Grundlagenforschung
praktisch nutzbar wird.
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Abb, 3.: wPatch-clamp “-Ableitungen von einzelnen Natriumkandilen. Untereinander dargestellt sind je fiinf Registrierungen von einem ,,inside-
out patch*, der mindestens zwei Na Kandile enthielt. Potentialsprung von —90 mV nach —40 mV jeweils direkt vor Beginn einer Registrierung. Off-
Nungen von Na Kandilen sind als Ablenkungen nach unten zu erkennen. Links Kontrollbedingung mit Normallosung an der Innenseite der Mem-
bran, rechts nach Zusatz von 10 wmol/l Bupivacain.
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Abb. 4.: Inhibitions — Konzentrationskurve fiir den Na Kanal.

Inhibition des Na Stroms in Abhingigkeit von der Konzentration von Bupivacain und Lidocain.
Die Kurven entsprechen der Funktion I = 100 x C/C + ICy,)) und wurden durch Anpassung an
Mittelwerte (Fehlerbalken = £ Standardfehler des Mittelwertes) aus je fiinf Experimenten mit
einer Methode kleinster Fehlerquadrate erhalten, wobei C = Konzentration, IC,, = Konzentra-
tion zur Inhibition von 50 Prozent der Na Stréme. ICy, = 8,3 wnol/l Bupivacain und IC,, = 65

wmol/l Lidocain.
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Abb. 5.: Inhibitions — Konzentrationskurve fiir den Flicker K Kanal. IC, = 2,2 wmol/l Bupiva-
cain und 1200 pmol/l Lidocain, aus Kurvenanpassung erhalten wie in Abb. 4. Mittelwerte aus

fiinf Experimenten.
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