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1. Einleitung und Fragestellung

Auf der Suche nach einem kurz wirkenden Narkotikum berichteten Greiferettal.
(GREIFENSTEINet al., 1959) zum ersten Mal im Jahr 1959 Uber das Pharmakon Sernyl
(Phencyclidin). Dieser Wirkstoff besal3 sehr gute analgetisapeng&chaften und war
mit geringen Kreislaufwirkungen verbunden. Trotzdem wurde seine Anwendudey |
anasthesiologischen Praxis bald eingestellt, da bei den Patiemens®seins-
spaltungen auftraten.

Anwendung fand jedoch wieder ein Derivat der Ursprungssubstanz mitréakgalien
analgetischen und positiven Kreislaufeigenschaften und geringeren guéyshi
Nebenwirkungen. Es ist seitdem unter dem Namen 2-(o-chlorophenyl)-y(met
amino)cyclohexanon hydrochlorid oder Ketamin (Ketanest®) im klinischdtagAl
gebrauchlich. In Kombination mit Benzodiazepinen wird es Uberwiegend dimekl
chirurgische Eingriffe, in der Notfallmedizin bei Schock und in selte Fallen als
Einleitungsmittel fur die Allgemeinnarkose eingesetzt. Seine nmddevlogischen
Wirkungen bt es hauptséchlich auf das zentrale Nervensystem unddiasdskulare
System aus.

Im zentralen Nervensystem fuhrt es zur sogenannten dissoziativethésia, einer Art
kataleptischem Zustand, in dem der Patient von der Umgebung abgekoppelhzu
scheint, ohne dass ein normaler Schlafzustand vorhanden ist. Mit diass#ioS
konnen eine ausgepragte Analgesie und Amnesie einhergehen. Bekangitestiny
dass unter Ketamineinwirkung bizarre, teils furchterregende Tr&aumae optische
Halluzinationen auftreten.

Auf das Herz-Kreislauf-System kann Ketamin eine stimulierdid&ung ausiben. Es
fuhrt unter anderem zu Tachykardien sowie erhéhtem Blutdruck. Diendraerfir ist
noch nicht eindeutig geklart. In der Forschung stehen ein kokainartitgkt, Efine
zentrale Sympathikusstimulation und eine Beeintrachtigung der Beptoeen-
Funktion zur Diskussion. Die zentrale Sympathikusstimulation scheint Hedeo
Hauptmechanismus darzustellen, da Untersuchungen gezeigt haben, dass Kiber
einen zentral ausgelosten Mechanismus das sympathonervale und dashesympa

adrenerge System aktivieren kanrpgiLet al., 1979).
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Ketamin sollte hingegen nicht bei Patienten mit manifesteziftaiffizienz, erhdhtem
intrakraniellem Druck, perforierten Augenverletzungen, Praeklampskéamipsie,
psychiatrischen Erkrankungen und manifester Hyperthyreose angewendet werden.

Die Applikationsform von Ketamin ist im Kklinischen Alltag vor allatie intraventse

und seltener die intramuskulare. Eine weitere Moglichkeit bestatdriepiduralen oder
intrathekalen Gabe von Ketamin. Verschiedene Erklarungsansatze singenamen
Wirkmechanismus der zuletzt genannten Verabreichungsform bekaBBHARDT,
1994). Der Forschung fehlen allerdings Erkenntnisse im Bezug auf die
lokalanasthetische, riickenmarksnahe Applikation.

Die Anwendung der Patch-Clamp-Methode an der Slice-Préparationidkerfnarks
kann Aufschluss tber die Beeinflussung von lonenkanalen an sensorischen Neuronen
geben. Die Formen der neuronalen Signalverarbeitung kdnnen auf diesesWiteseht
werden. Die vorliegende Dissertation beschaftigt sich deshalb fahifender

Fragestellung:

Welchen Einfluss und welche Auswirkung haben Ketamin und seine Enantiomere auf
die lonenkanéle und Erregbarkeit der Hinterhornneurone neugeborener Ratten unter

Anwendung der Patch-Clamp-Technik?
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2. Spinale Hinterhornneurone

Das Riickenmark (Medulla spinalis) ist ein Teil des zentralervedsystems. Uber
Spinalnerven werden Signale aus der Peripherie aufgenommen. Ankommegnale Si
konnen entweder ins Gehirn weitergeleitet oder bereits auf Ruckiesehane
reflektorisch beantwortet werden. Auf Ruckenmarksquerschnitten sind die de
Zentralkanal umgebende graue und die sie umschlieBende weilRe Substanz
makroskopisch erkennbar. Erstere besteht im wesentlichen aus denryBevika
Neuronen, wahrend letztere Nervenfasern und Gliazellen aufweis¥/ddedlbungen

der grauen Substanz, wie in Abbildung 1C zu sehen ist, stellen diehtimer und die
ventralen Prominenzen die Vorderhdrner dar.

Das Ruckenmark kann zytoarchitektonisch in Laminae gegliedert wdddesnwird in

der Abbildung 1A (vgl. Seite 5) dargestellt. Die Einteilung ist duRexed gepragt
worden, wobei dem Hinterhorn sechs der zehn Laminae zugeordnet wesl@n,(R
1952 und 1954). Die Laminae unterscheiden sich sowohl aufgrund der Form, Gréf3e und
Dichte ihrer Neurone als auch durch die an ihnen endenden afferentemfiissve.

Die Klassifizierung der afferenten Fasern ist unter anderemEviamger und Gasser
(GAsserR und QRUNDFEST, 1939) vorgenommen worden. Die Darstellung der Laminae
I-IV und die daran endenden afferenten Fasern sind in Abbildung 1B (vi. Betu
sehen. In Lamina | enden die dinnen, marklosen C-Fasern, wahrend sich in den
AulBenbezirken der Lamina | und in der Lamina Il die markhaltigénF#@sern
hinziehen (RTHELYI, 1977; LAMOTTE, 1977; UGHT und RERL, 1977; KUMAZAWA und

PERL, 1978; LGHT und RERL, 1979a; LGHT und FERL, 1979b; LGHT et al., 1979;
SUGIURA et al., 1986). Diese Fasern sind fur die Ubertragung der Nozizeption und de
Vermittlung von Thermozeption zustandig. Die dicken markhaltigen Ap— und A~

Fasern leiten wunter anderem Informationen der Muskelspindeln und der
Chemorezeptoren zu den Laminae IlI-VIAMOTTE, 1977; LGHT und ReRL, 1977;

LIGHT und RERL, 1979a; UGHT und RERL, 1979b;GRANT et al., 1979; RLSTON und
RALSTON, 1982).
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A B C

Afferente
Faser Neuron Lamina

500 um

Abbildung 1: Anatomischer Aufbau des Hinterhorns

A. Schematische Zeichnung der grauen Substanz des Rickenmarks, die in zehn
Laminae eingeteilt wird. Die Abbildung zeigt die Laminae I-B¢s flinften
lumbalen Segments einer neugeborenen KaterHl 1952).

B. Darstellung der Laminae I-IV und der daran endenden afferentenrfesseen A—

AB. Die Lamina Il entspricht der Substantia gelatinosav@&ound IGo, 1980).

C. Riuckenmarksquerschnitt aus der intumescentia lumbalis einer fiafaltag Ratte.

Die gestrichelte Linie grenzt die Hinterhornregion ab, aus deruniersuchten
Neurone stammen ABRONOV et al., 1997).

Die spinalen Hinterhornneurone nehmen eine wichtige Rolle in derbésxarg und
Weiterleitung von sensorischen Informationen ein. Die Abbildung 2 (vdie Bgigibt

einen schematischen Uberblick tber den Verlauf aufsteigender undgabdasi
modulierender Bahnen. Auf allen Ruckenmarksebenen kann eine modulierende
Hemmung und Aktivierung stattfinden. Die Nervenzellen missen zusanufestda,
unterschiedliche Afferenzen aus demselben Gebiet oder aus verschigdeyamen
organisieren. FlUr nozizeptive Signale stellen sie die ersteltS§ehla des zentralen
Nervensystems dar. Die Weiterleitung der Signale zum Gehirn lanweder
kontralateral Uber den Tractus spinothalamicus und den Tractus spularetioder

ipsilateral Gber den Tractus spinocervicalis erfolgen.
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Abbildung 2: Schematischer Uberblick uber den Verlauf aszendierender und -
dierender modulierender Bahnen

Links: Die Afferenzen enden im Rickenmark an den Neuronen des Hinterhorr
dort aus werden dimformationen teilweise durch den Tractus spinothalar
weitergeleitet. Auf dem Weg zum Thalamus kommen auch noch einigelea
Nervus trigeminus stammenden Afferenzen des Kopfbereichs
Thalamokortikale Bahnen kénnen ihren Ursprung im laterallemlaius un
ihren Endpunkt im sensomotorischen Kortex haben.

Mitte:  Die eingesetzte Figur zeigt die Lage der Hirnstammschnitte an.

Rechts Die deszendierenden Bahnen modulieren den nozizeptiven Zustrol
Informationen. lhren Einfluss Uben sie Uberwiegend spinaler Ebene a
PAG: periaquaduktales Gebiet; NRM: Nucleus raphe magnusmiST et al.
2000).
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3. Mechanismus der neuronalen Erregbarkeit

Die  Anderung des Membranpotenzials  eines Neurons  dient  zur
Nachrichtentbermittiung im Nervensystem. Obwohl das Membranpotenmal i
Ruhezustand (etwa -70 mV) ein Mischpotenzial des Natrium- (+61 unt)Kalium-
Gleichgewichtspotenzials (-90 mV) ist, kann das Membranpotenziageteind als
Kalium-Gleichgewichtspotenzial interpretiert werden. Es ist ladutin Richtung
Kalium-Gleichgewichtspotenzial verschoben. Mit Hilfe der Nerratatel, d. h. mit der
Gleichung 1 (MRNST, 1888), ist es moglich, das Gleichgewichtspotenzial zu errechnen:

Gleichung 1:

ROT, _[K™linnen
K In 0>—
zOF [K " Jaul3en

Ex" = Spannung des Membranpotenzials [mV]

R = allgemeine Gaskonstante (8,31 3*kol™)

T = absolute Temperatur (hier: 296 K)

z = Wertigkeit des lons (fur Kalium und Natrium gleich 1)
F = Faraday-Konstante (9,648%10*mol™)

[K'] = Konzentration von K-lonen in mmol/l an der Innen-

bzw. AuRenseite der Membran

Das Ruhepotenzial stellt ein Diffusionspotenzial dar. Es entstafgruad der
unterschiedlichen Permeabilitat verschiedener Ilonen. Intrazellulindée sich
Kalium-lonen in einer 40fach hoheren Konzentration als im extrazeulRaum, die
Natrium-Konzentration im Zellinneren ist zwdlffach niedriger dle extrazellulare.
Aufgrund von aktiven Transportmechanismen konnen die auftretenden passiven Strome
von Natrium-lonen in den intrazellularen und von Kalium-lonen in den exubzen
Bereich kompensiert werden. Ein Abbau bestehender Konzentrationsgradieiten
somit des Ruhemembranpotenzials kann dadurch verhindert werden.

Wird eine Zellmembran von ihrem negativen Ruhemembranpotenzial durchRemne

in positive Richtung gelenkt (Depolarisation), so 6ffnen sich ab eingtinbaten
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Schwelle Natrium-Kanale, die zu einer Potenzialumkehr fihren konneerdiids
kommt es schon zeit- und potenzialabhdngig vor dem Erreichen des Natrium
Gleichgewichtspotenzials zu einer Inaktivierung des Natrium-8ystend zu einer
Erhéhung der Kalium-Leitfahigkeit, die zu einem Kalium-Strom ausZigie flhrt.
Sowohl die Inaktivierung der Natrium-Kanéle als auch der zunehmenderk&trom
wirken der Depolarisation entgegen und es kommt zur Wiederherstetlesg
Ruhemembranpotenzials der Zelle (Repolarisation). Diese Potenketlurwird als
Aktionspotenzial bezeichnet und ist die Grundlage der elektrischegbrkeit einer
Zelle. Informationen uber die Reizstarke sind in der die Aktionspoteransiésenden

Frequenz enthalten.
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4. Ketamin als Wirkstoff

Ketamin ist ein Phencyclidinderivat, das in Deutschland seit 1969 vorFidea
Godecke/Parke-Davis (jetzt Pfitzer) unter dem Namen Ketanhesrtrieben wird. Es
ist ein sehr schnell wirkendes Medikament, dessen Effekte abervaedier rasch
abklingen konnen. Die Ruckverteilungen in die Muskulatur und das Fettgewelsnspi
hier eine entscheidende Rolle. In der folgenden Tabelle 1 werden diggtibghen

und chemischen Eigenschaften von Ketamin dargestellt.

Tabelle 1: Physikalische und chemische Charakteristika von Ketamin

Kategorie Ketamin-Hydrochlorid

Chemische Bezeichnung 2-(o-chlorophenyl)-2-

(methylamino)cyclohexanon hydrochlorid

Relatives Molekulargewicht 274,19 g/mol

Beschreibung Weildes, kristallines Pulver mit einem

schwachen, charakteristischen Geruch

Loslichkeit Loslich in Wasser, Methanol und Ethanal
pH 3,0-4,5

pKa 7,5

Log(p) 2,18

Chiralitat Das chirale Zentrum befindet sich am C-2-

Atom des Cyclohexanonrings, so dass|die

zwei enantiomeren Formen S-(+) und R

T
1
N

vorliegen kdnnen.

(nach Analysezertifikat von Godecke/Parke-Davis, Freiburg)

Wie in Tabelle 1 zu sehen, besitzt Ketamin eine chirales Zenkiartellt biochemisch
gesehen ein Razemat dar, welches zu gleichen Teilen aus ziseheptEnantiomeren
besteht, dem rechtsdrehenden S-(+)- sowie seinem linksdrehendeKd®a@in. In

Abbildung 3 (vgl. Seite 10) ist ein Schema dieser Enantiomere dargestellt.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Stereoisomere

Links abgebildet ist das S-(+)-Enantiomer und rechts das R-(ytiénger von
Ketamin. Mit einem Sternchen wird das chirale Zentrum, mit Roe&toff, mit Grin
Stickstoff und mit Blau Chlorid aufgezeigt.

Durch Untersuchungen mit Ketamin haben Corssen und Domino den Begriff der
dissoziativen Anasthesie gepragb@Ssenund DoMINO, 1966). Sie haben festgestellt,
dass unter Ketamineinfluss sensorische Signale zwar kortikalg, aber assoziative
Gehirnareale erreichen. Da somit keine echten sensorischen Blockattegten,
kommt es besonders in der Aufwachphase zu einer veranderten Reaktiomstag
Gehirns, die sich in psychotischen, alptraumhaften und bedrohlichen Empfindungen de
Patienten (Herzrhythmus- und Blutdruckanstieg) &uf3ert. Hierzu habenermehr
Arbeitsgruppen unabhéngig voneinander nachgewiesen, dass S-(+)-Ketamér in
postoperativen  Aufwachphase bezogen auf Amnesie, Kurzzeitgedachtnis,
Konzentrationsfahigkeit und Vigilanz deutlich weniger psychische Stéruhgrvorruft

als sein R-(-)-Enantiomer @WPELMANN und KUHN, 1997; PENNINGER 1994;
DOENICKEet al., 1992).

Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal von R-(-)-Ketamin und S-€ta+Kin besteht in

den verschieden stark ausgepragten pharmakologischen Wirkungen. So bindet zum
Beispiel S-(+)-Ketamin mit einer vierfach héheren Affinitds &-(-)-Ketamin an
NMDA-Rezeptoren an (BEk und WoobDs 1984). S-(+)-Ketamin hat ferner eine
eineinhalb- bis dreifach starkere hypnotische Wirkung als das Eiéiiomer
(RYDER, 1978). Desweiteren besitzt S-(+)-Ketamin eine zweifach hohergetische

Potenz als das Razemat und eine dreifach hohere als R-(-)-Ketarner(R978).
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Seine Wirkung kann Ketamin Uber verschiedene Rezeptorsysteme eantf@izu
gehdren GABA-, NMDA-, non-NMDA-, Opiat-, nikotinische Azetylcholin-,
muskarinische Azetylcholin-, monoaminerge Rezeptoren, Glutamat-NReG
Systeme und spannungsgesteuerte lonenkanéle. An der zentralen Rd\lsIDAr
Rezeptoren (N-Methyl-D-Aspartat) bezlglich der Analgesie, Arenésasthesie und
psychomimetische Wirkungen besteht kein Zweifel REKS 1997). Diese
Bindungsstellen kdnnen als postsynaptische neuronale Wirkorte von Ketanderbei
Verminderung der Erregung im zentralen Nervensystem angesehdenw@RESS
1997; Anis et al., 1983; BOCKMEYER und KENDIG, 1995; Q\RLA und MoRONI, 1992;
DAVIES et al., 1988; GHIMA und RCHARDS, 1988; YAMAMURA et al., 1990). Innerhalb
dieser Rezeptoren stellt ein Phencyclidin-Rezeptor die eidemtBindungsstelle fur
Ketamin dar (WWCENT et al., 1979). Uber ihn findet die nichtkompetitive Hemmung der
NMDA-Agonisten statt (bbGe und DHHNSON 1990). Da aber reine NMDA-
Antagonisten auf spinaler Ebene schlechte Analgetika sind, wircCkieeszlindernde
Wirkung von Ketamin wahrscheinlich Gber andere Mechanismen und zusatzliche
zerebrale Effekte verursacht ¢@bH et al., 1995; IREss 1994; KReEss 1997;
NASSTROMet al., 1992).

Neben seinen allgemeinanéasthetischen Wirkungen weist Ketamin aki&h bzw.
regionalanasthetische Effekte auf. Eine Studie, die wahrend desriBigges in
Kambodscha durchgefiihrt wurde, zeigt eindeutig die lokalanasthetiscHeung/i
(BioNn, 1984). Die intrathekale Gabe von Ketamin fiihrte zu einer sensorischen und
motorischen Blockade. Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe KathrivaH@EL et al.,
2000) geben wieder, dass bei Kombination von Ketamin (25 mg) und Bupivacain
(7,5 mg) die intrathekal applizierte Menge von Lokalanasthetika retiwaseden kann.

Eine intrathekale Applikation einer analgetisch wirksamen Menge vang3Betamin
ergibt eine Liquorkonzentration von 150 pg/ml E@BARDT, 1994). Diese
Konzentration ist allerdings hoher als diejenige, die zur Interaktio®piat- (FNk und

NGAI, 1982) und NMDA-Rezeptoren (@ et al., 1992) verwendet wurde.

Epidural appliziertes Ketamin zeigt in niedrigen Dosierungen (4-1) wider-
spruchliche Ergebnisse beziiglich seiner analgetischen Effekt& HETEEB et al.,
1980; MaNKowITZ et al., 1982; KWANA et al., 1987;dLAS et al., 1985). Eindeutige
schmerzlindernde Wirkungen konnten hingegen mit héheren Mengen (25-30 mg) von

Ketamin erreicht werden @®uiB et al., 1986; &MARYUTEL et al., 1986).
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Brock-Utne et al. untersuchten in ihrer Studie, wie sicher sicariiatbei intrathekaler
Applikation verhalt und ob gewebliche Veranderungen durch diese Technik mit
Ketamin auftreten kdnnen. Sie kamen zu dem Schluss, dass die Gab#demdthne
Konservierungsmittel keine Schaden am Spinalmark von Affen verursBrlick-

UTNE et al., 1982). Eine Studie mit Menschen legte ebenfalls den Schlussdaske
wiederholt intrathekal gespritztes, kein Konservierungsmittel éetidds Ketamin nur
geringe neurotoxische Wirkungen auf das Ruckenmark rerRgBIERGet al., 1994).

Die routinemalRige Anwendung von rickenmarksnaher Applikation in Deutschland
verbietet sich jedoch, solange die Frage einer moglichen Neurt&bxdiirch das
Konservierungsmittel  Benzethoniumchlorid nicht sicher geklart und die
pharmakokinetische Wirkung nach periduraler und intrathekaler Gabe aufgezeigt ist.
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5. Materialien und Arbeitsweisen

5.1 Patch-Clamp-Technik

Die  Patch-Clamp-Technik  (Patch-Clamp:  Membranfleckklemme) isine
elektrophysiologische Methode zur Analyse von lonenstromen durch Membrateen. Al
Experimente dieser Arbeit beruhen auf dieser Technik. Sie ist 1976 &ber Nind
Sakmann (MHER UND SAKMANN, 1976) zum ersten Mal erwahnt und danach
weiterentwickelt worden (KviLL et al., 1981). Ihre Basis stellt die Spannungsklemme
(Voltage-Clamp) von erregbaren Membranen dar. Vereinfacht kann engbidn als
elektrischer Schaltkreis betrachtet werden, in dem die Lipidschishitondensator, die
Pore als Widerstand und das Membranpotenzial als Spannungsquelle amgesehe
werden. Wahrend der Spannungsklemme wird das Membranpotenzial mitils e
elektrischen  Regeleinrichtung konstant gehalten, wobei mit Hilfe des
Kompensationsstroms (Klemmstrom) die Membranstréme spiegelbilalifgezeichnet
werden. Das Prinzip dieser Regeleinrichtung lasst sich anhand lo@tdung 4

darstellen.

Messpipette Strom-Spannungswandler

2
pPraparat [/ / /) — = ————— >—’
\ VOUT = IP ’ Rf

Abbildung 4: Schaltbild einer Voltage-Clamp-Versuchsanordnung

Die wichtigsten Komponenten des Patch-Clamp-Verstarkers sind ifierebzial-
verstarker (2) und der Strom-Spannungs-Wandler. Letzterer besgztHalipt-
bestandteile den Operationsverstarker (1) und den Ruckkopplungswidersfaride(R
Pipettenstrom {) kann durch den Ruckkopplungswiderstand eine Potenzialdifferenz
erzeugen, anhand derer der geflossene Strom berechnet wird. (maeifeildung
nach FAmILL et al., 1981; Grul3, 1989; Wolff, 1999).
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Die in der Messpipette befindliche Elektrode steht in Verbindung emem
Vorverstarker, der alle Messwerte zu einem Differenzial@gtst (2) weiterleitet. Im
Vorverstarker ist ein Schaltkreis eingebaut, der sogenannte Spanm$gs-Wandler,

der hauptsachlich aus dem Operationsverstéarker (1) und dem Ruckkopplundganiters
(Rf) besteht. Der Operationsverstarker vergleicht die Sollspannugg nfit dem
Pipettenpotenzial (). Ist eine Differenz vorhanden, so flieRt durch den
Ruckkopplungswiderstand so lange ein kompensierender Strom, bis das
Pipettenpotenzial sich der Sollspannung wieder angepasst hat. Gteychatsteht an

dem Ruckkopplungswiderstand eine Spannung, die proportional zu dem in der Pipette
injizierten Strom ist. Durch Umrechnung der Ausgangsspannung mit echigpden
Kalibrierungsfaktoren, die abhangig von der GroRe des Ruckkopplungswiderstands
sind, kann der Differenzialverstarker schliel3lich den flieRenden Strom dar$télie.
Generell kann eine Unterscheidung zwischen Voltage-Clamp-Expeemennd
Current-Clamp-Experimenten getroffen werden. Der Unterschiedclaens beiden
besteht darin, dass bei den ersteren die Spannung vorgegeben wird undomer St
variabel bleibt, wéhrend es bei den letzteren umgekehrt ist. Dadutcindrma die
Mdglichkeit, in Voltage-Clamp-Untersuchungen Strome zu analysierécksehllsse

auf das Ruhemembranpotenzial und auf die Erregungsmuster einekasien mit

Hilfe des Current-Clamp-Modus gezogen werden.

Bei der praktischen Anwendung der Patch-Clamp-Methode wird eine Me#spibeli

der ein leichter Uberdruck das Verschmutzen der Spitze verhinderty unte
mikroskopischer Kontrolle auf die Zellmembran aufgesetzt. Der debestehende
Kontakt zwischen Pipettenrand und Membran besitzt nur einen geringen
Abdichtungswiderstand von 10 bis 50MUnter Anlegen eines leichten Unterdrucks

an die Pipette entstehen Abdichtungswiderstande bis zu 50-TWQsGyenanntes
Gigaseal). Diese hohen Abdichtungswiderstande tragen betrachtlidemimgerung

des Hintergrundrauschens bei. Die Erklarung hierfur liefert dasasis der Isolierung

des Membranflecks ergebende Spektrum des Signalrauschens bei pezmanent

Hintergrundrauschen (Johnson noise).
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Damit lasst sich folgende Gleichung aufstellen:

Gleichung 2:
S(f) = 4CKLCTLCRe(Y(F)
S(f) = Signalrauschen bei der Frequenz f [Hz]
k = Boltzmannkonstante [J¥
T = absolute Temperatur [K]

Re(Y(f)) = Realteil des Scheinwiderstand@$ [

Wenn der Abdichtungswiderstand und die Membrankégazals ein RC-Glied

angesehen werden, so ergibt sich fur Re(Y(f)):

Gleichung 3:

Re(Y(f))

1
R

Abdichtwiderstand(}]

Py
I

Hieraus resultiert insgesamt fur das Hintergrunsithan:

Gleichung 4:

d = 1/4DkDTD%

Frequenzbandbreite der Messung [Hz]

—
1]

Amplitude des Stromrauscheiy] [

N
I

Dies bedeutet, dass mit VergroRerung des Abdicktuitigrstandes R die Amplitude
des Rauschens kleiner wird und deshalb insgesanduges Messungen stattfinden

kdnnen.
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Die Patch-Clamp-Technik besitzt unterschiedlich amabare Konfigurations-
moglichkeiten, namlich Cell-Attached, Whole-Cell,utSide-Out und Inside-Out.
Voraussetzung fur diese Konfigurationstechniken mstméar die Bildung eines
Gigaseals. Zur Verdeutlichung sind die genanntemfigarationen in folgender

Darstellung abgebildet:

M geringer

Abdichtwiderstand
l saugen

M Cell-Attached

ziehen
Saug-
impuls M
ziehen
\
mehenl / W Vesikel

SRy = 2%

Whole-Cell |Outside-Out| [ Inside-Out]|

Abbildung 5: Messkonfiguration der Patch-Clamp-Technik

Folgende Modi werden aufgezeigt: Cell-Attached, VEROEIl, Outside-Out, Inside-
Out. Die Pfeile beschreiben die Arbeitsschritte, uon der einen in die andere
Konfiguration zu gelangen.

Auf diese vier Konfigurationsmdoglichkeiten soll noaher eingegangen werden.

Die Cell-Attached-Konfiguration wird durch das vioigige Aufsetzten der Pipette auf
die Membranoberflache und Anlegen eines Saugimpelsescht. Die Membran bleibt

hierbei unbeschadigt, wobei eine geringe Deformatiturch die Pipette zu einer
Aktivierung von mechanosensiblen lonenkanalen fiihkann. An der zytoplasma-

tischen Membranseite bleiben alle Second-Messenggteifg und lonenkonzen-
trationen erhalten.

Wird durch einen Unterdruckimpuls die Membran durokhen, so entsteht aus der
Cell-Attached- eine Whole-Cell-Konfiguration. Mit efier Ableitung besteht die
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Mdglichkeit, die gesamte Membran einer Zelle zu edasund nicht nur den Bereich
der Pipettenspitze.

Wird von der letzten Konfiguration ausgehend dipele vorsichtig von der Zelle
weggezogen, so lost sich ein Teilbereich der Memhnad schliel3t sich tber der
Pipettenspitze zu einer Halbkugel. Da die AulReasagdr Membran dann wieder der
Badlésung zugewandt ist, wird diese Ableitung alsitsitle-Out-Konfiguration
bezeichnet.

Die Inside-Out-Konfiguration entsteht, indem ausgehvom Cell-Attached-Modus die
Pipette langsam weggezogen wird. Hierdurch kann digtoplasmatische
Membranoberflache der Badlésung zugewandt werderkoEsnt jedoch haufig vor,
dass sich beim Wegziehen der Pipette das Membr&natiieinem Vesikel verschliel3t.
Um daraus eine Inside-Out-Konfiguration herzustellann die Pipette kurz aus dem
Bad an die Luft gehoben oder zum Beispiel mit eipgftblase in der Badlosung in
Kontakt gebracht werden. Dabei platzt meistens\esskel und der gewiinschte Modus
entsteht.

Diese hier genannten Konfigurationen der Patch-@{dechnik ermdglichen es,
sowohl Einzelkanalstrome der Membranflecken dariestals auch makroskopische
Strome einer gesamten Zelle wiederzugeben. AlleeEx@nte dieser Arbeit sind in der
Whole-Cell-Konfiguration unter Voltage-Clamp- bzwZurrent-Clamp-Bedingungen

durchgeflihrt worden.
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5.2 Praparation des Ruckenmarks

Fur die Praparation des Ruckenmarks wurden 2-1% B#tg Ratten (Stamm: Wistar,
Physiologisches Institut, Justus-Liebig-Universit@ieRen, Deutschland) beiderlei
Geschlechts verwendet. Die Praparationstechnik téehsich hierbei an die
Beschreibungen von Edwards, Takahashi und Safr@moy{EDWARDS et al., 1989;

TAKAHASHI et al., 1990; &FRONOVet al., 1995).

Zu Beginn der Praparation wurde ein Liter eineraségn Praparationslosung (s. Tab. 3

auf S. 23) dreigeteilt in:

(1) Eine 800 ml Lésung, die zur Bildung von Eisvaass ein Tiefkihlfach gelegt und
als solche verwendet wurde.

(2) Eine 125 ml L6sung fur die spatere Aufbewahruigy fertigen Rickenmarks-
schnitte.

(3) Eine 75 ml Losung zur Auflésung von 1,5 g Adaie Agar-Losung wurde vor der

Praparation aufgekocht und danach auf 39°C abgekunhl

Nach Dekapitierung der Ratte legte man diese ire et Eiswasser geflllte
Praparierschale und praparierte das Ruckenmarkushekierbei wurde zunachst mit
einer lIrisschere der Wirbelkanal aufgeschnitten uddnn die Spinalwurzeln
durchtrennt. Dies geschah mdglichst weit entfeorh\Rickenmark, um Verletzungen
desselben zu vermeiden.

Daraufhin wurde das Ruckenmark in eine mit Eiswageéillte Petrischale unter eine
Stereolupe (Wild, Heerebrugg, Schweiz) gegebendienVurzelfaden zu kirzen und
die Dura Mater, die Arachnoidea sowie das dorsatevenmtrale Blutgefal zu entfernen.
Das so gesauberte Rickenmark legte man in dietbem@bereitete Agar-Losung in ein
Becherglas, wobei auf die allseitige Abdeckung Be&skenmarks durch die Agar-
Losung geachtet wurde. Damit es zu einer rasch¥éerhartung des Agars kommen
konnte, wurde das Becherglas in einen Behalter trefgekihlter, 23%iger NaCl-
Losung gestellt. Nach Erhartung lo6ste man das Agdéreinem Spatel heraus und
enfernte es mit Hilfe eines Skalpells (Bayha, Tugién, Deutschland) bis auf ca. 3-4
mm rund um das Rickenmark. Dieses Praparat gab wi@gerum in eine mit
Eiswasser geflllte Schale unter die Stereolupe,dienLumbalregion in Form eines
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Pyramidenstumpfs zurecht zu schneiden. Daraufhiabt&l man letzteren mit
Acrylcyanat (UHU, Bruhl, Deutschland) auf den Randiner Glasplatte
(40 x 25 x 5 mm) auf. Als nachstes spannte man edi€dasplatte in die
Haltevorrichtung einer mit Eiswasser gefillten Retrale des Mikro-Vibratoms
Vibracut FTB (Vibracut, Weinheim, Deutschland) eidit einer Schnittgeschwin-
digkeit von 3 mm/min und einer Querschnittsdicke 200 pm wurden die endgultigen
Praparate hergestellt, anschlieBend mit einer uelgtdn Pasteur-Pipette aufgesaugt
und in die auf 32°C aufgewarmte LOosung (2) gegelbBese konnte mit Hilfe eines
Wasserbades der Umwalzapparatur (Colora, Lorchidokland) 30 Minuten lang auf
einer konstanten Temperatur gehalten werden.

Die Losungen (1 und 2) waren wéahrend der gesamt@paRation und die Losung (2)
anschlieend zur Aufbewahrung der Schnitte bei Raonmeratur von 21°-24°C unter
standiger Begasung mit Carbogen (95%, &% Q).

Die Durchfuhrung dieser experimentellen Methode wudgm Regierungsprasidium

Giel3en als staatliche Aufsichtsbehdrde gemeldet.
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5.3 Methode der Soma-Isolierung

Viele Experimente dieser Arbeit beruhten auf der idde der Soma-Isolierung, die
zum ersten Mal von Safronov et al. beschrieben w{gderonov et al., 1997). Die

verwendeten Zellen hatten eine durchschnittlichéf3rvon 10 pm und konnten
wéahrend der Whole-Cell-Ableitung jeweils durch vonsiges Wegziehen der
Messpipette unbeschadigt aus dem Schnitt isoliendeve(siehe Abbildungen 6A, B, C,
D und E, Seite 21). Bei dem Vorgang der Isolierbhgpen alle oder fast alle Auslaufer
im Schnitt zurick. Die Klassifizierung der so isoten Strukturen wurde

folgendermal3en vorgenommen:

1. Soma: isolierte Struktur ohne Auslaufer

2. Soma + Axon-Komplex: isolierte Struktur mit emelO bis 100 pum langen
Auslaufer. Der hierbei gemessene Natrium-Stromehadich mindestens 85% der
ursprunglichen Amplitude, die vor der Isolierungrgessenen wurde.

3. Soma + Dendrit-Komplex: isolierte Struktur mib@m Auslaufer, wobei hier der
gemessene Natrium-Strom genauso klein war wie mnaeisten anderen isolierten

Somata.

Eine erfolgreiche Isolierung war immer mit einerastischen Verminderung des
Leckstroms verbunden. Der gute physiologische Zwstéer isolierten Struktur zeigte
sich in den stabilen Ruhepotenzialen. Es war nurglicl pharmakologische
Untersuchungen durchzufilhren, ohne dass die frafeusibpn der Molekile zur

neuronalen Membran durch das umliegende Gewebedsrhinurde.



KAPITEL 5 MATERIALIEN UND ARBEITSWEISEN SEITE21

intaktes Neuron

B C

Soma + Axon

10 um
D E

intaktes Neuron Soma Soma + Axon

::

20 pm

Abbildung 6: Methode der Soma-Isolierung

A

B.

Die Darstellung zeigt eine Soma-lsolierung eingmterhornneurons. Die
Isolierung erfolgt mit Hilfe eines leichten Unteudks.

Die linke Abbildung gibt intakte Hinterhornneamim Rickenmarksschnitt, die
mittlere ein Neuron wéahrend der Whole-Cell-Ablegunnd die rechte das
isolierte Soma wieder.

Das Bild stellt ein isoliertes Soma und eineroA’Komplex eines Neurons dar,
dessen Auslaufer durch Pfeile markiert wird.

Auf diesen Darstellungen werden von links nadhi® der eben beschriebenen
Vorgang mit der Farbstofffarbung Lucifer-Yellow @égt. Als erstes ist das
intakte Neuron im Rulckenmarksschnitt wahrend deroMACell-Ableitung
abgebildet, als zweites der zuriickgebliebene Dembaum nach der Soma-
Isolierung und als drittes und viertes das is@i&bma bzw. der Soma + Axon-
Komplex (modifiziert nach &RroNovet al., 1997).
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5.4 Losungen

Alle verwendeten Chemikalien fir die Auf3en- undemidsungen stammten von den
Firmen Merck (Darmstadt, Deutschland) und Sigmaif§&em, Deutschland). Sie
wurden in Aqua bidestillata gelost.

Innenlésungen:

Alle Losungen wurden stets Uber ein vorgesetztéersystem, d. h. 0,2 um Filter
(Renner, Darmstadt, Deutschland) appliziert. Zurskllung des pH-Wertes enthielten
die Innenlésungen HEPES und wurden mit Hilfe vowgigs 1 N NaOH (High Gs
Innenlésung-2) oder 1 N KOH (Innenlésung-1) aufeeipH-Wert von 7,3 eingestellt.
Hierbei wurden fir die Einstellung von Highi®s2 ml, von Innenlésung-2 10 ml und

von Innenlésung-1 10,6 ml verwendet.

Tabelle 2: Verwendete Innenlésungen

NacCl KCI MgChb CsClI EGTA HEPES
Innenlésung-1 5 144.4 1 3 10
Innenlésung-2 5 144.4 1 3 10
High Cs 5,8 1 134 3 10

(alle Angaben in mmol/l)

Abklrzungen:
EGTA: Ethylenglycol-bigB-Aminoethylether]N,N,N",N"-Tetraacetat
HEPES: N-[2-Hydroxyethyl]Piperazin-N"-[2-Ethansui&iure]

AulR3enlésungen:

Alle AuR3enlésungen stellte man mit Hilfe von Carbongas (95% & 5% CQ) auf den
pH-Wert 7,4 ein. Nur die Cholinchlorid-Badlésungnde mit Hilfe von KOH auf den
gewinschten pH-Wert normiert. Um die Sauberkeirhdhen und den Seal-Prozess zu
erleichtern, reinigte man die Lésungen vor dem &etin mit einem Papier-Porenfilter
(Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland).
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Kanalmodifizierende Substanzen und Toxine:

Folgende Wirkstoffe fanden bei den Experimentenséadung:

1. Ketamin Das Razemat von Ketamin wurde von der Firma Sigbeisenhofen,
Deutschland) erworben und die verwendeten Enantense(+) und R-(-) von der
Firma Godecke/Parke-Davis (Freiburg, Deutschland) \zerfligung gestellt. Hieraus
wurden mit Aqua bidestillata Stammldsungen in Karteionen von 100 mmol/I
hergestellt.

2. TetraethylammoniunT.EA ist ein klassischer Blocker potenzialabhangigalium-
Kanéle und wurde flr die Isolierung des Natriune8ts verwendet. Zum ersten Mal
war seine Wirkung am TintenschneckenriesenaxoxsARl und HAGIWARA, 1957)
beschrieben worden. Es konnte bereits in millimeiakKonzentrationen wirken, zeigte
aber an der Aul3en- und Innenseite der Zellmembraarschiedliches Blockierungs-
verhalten. Dies lie3 auf das Vorhandensein untexdiibher Rezeptoren schlief3en
(KoPPENHOFERUNd VOGEL, 1969).

3. Cholin Cholin-lonen wurden in der Auf3enlésung an Stelbm Natrium-lonen
eingesetzt, um Kaliumkanale zu untersuchen. Aufgnimmer Molekullgré3e haben sie
nicht wie Natrium-lonen die Moglichkeit, durch Natmkan&le in die Zelle zu
gelangen.

4. Casium: Das Casium-lon stellt ebenfalls einen potenzigdaligen Kalium-
Kanalblocker dar (QAYLE, 1988). Es dringt in die Kanalpore ein und venstl sie
nach dem Prinzip des Multi-lon-Blocks I(HE und SHWARZ, 1978).

5. Lidocain Lidocain war wie das Razemat von Ketamin von Beama Sigma
(Deisenhofen, Deutschland) bereitgestellt worderon Vden Substanzen wurden

Stammldsungen in Konzentrationen von 20-200 mnoqua bidestillata erzeugt.
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5.5 Elektrophysiologische Technik

Pipetten:

Das Material fur die Pipetten stellten Borosilikaigkapillaren (Clark Elektromedical
Instruments, Pangbourn, Grol3britannien) dar, diennd lang waren und ein inneres
Filament besal3en. Zunachst wurden sie mit Methantgteet und ihre Enden mit Hilfe
eines Bunsenbrenners angeschmolzen. Dies gesamatiieuPipettenelektrodenschicht
weniger zu beschadigen. Dann wurde die PipetteinnHerizontal-Ziehgerat (Sutter
Instruments, Novato, USA) eingespannt, um die Repeterzustellen. Die Widerstande
lagen in einem Bereich von 2,5-8(M wobei unter Anwendung der Methode des
isolierten Somas Widerstande von 2,5-@ Menutzt wurden. Hierauf hitzepolierte man
die Pipetten mit einer Mikroforge (wortlich: ,Kleiosmiede®), indem jede
Pipettenspitze durch Annaherung an einen stromflosdenen Draht aus Platin-
Iridium (Ventron, Karlsruhe, Deutschland) leichtgaschmolzen wurde. Dies entfernte
vorhandene Verunreinigungen und fuhrte zu einererg@bdichtungswiderstand. Eine
kleine angeschmolzene Glaskugel an dem Draht w#ehie, dass Metall auf die
Glasoberflache aufdampfen konnte.

Danach wurde die Pipetten so weit mit der Innemigsgefullt, bis der Elektrodendraht
im Pipettenhalter gerade in die Fiissigkeit eintsricEin Uberfiillen der Pipette kann
sich ungunstig auf die Rauscheigenschaften auswidke Flissigkeit im Pipettenhalter

eine Ausbildung leitendender Briicken fordern kaMoMBERGER 1996).

Versuchsstand:

Der Versuchsstand bestand aus dem schwingungsgédanesstisch, umgeben von
einem Faraday-Kafig. Auf dem Messtisch befanden, sioh in Abbildung 7 (vgl. Seite

27) dargestellt, unter anderem das Mikroskop, di@efrmentierkammer und der
Mikromanipulator.

Das Mikroskop Axioskop FS (Zeiss, Frankfurt a. M.,uBehland) war ein aufrechtes
Mikroskop mit einer Differenzinterferenzkontrast-Eamtung (Nomarski-Optik) zur

Betrachtung ungefarbter Schnitte und einem Wasseensionsobjektiv (40x). Nach der
Fokussierung des Praparates mit dem zuletzt gesan@bjektiv bestand noch
genugend Arbeitsabstand, um eine Pipette unter@igjektiv bewegen zu kénnen.
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Die Experimentierkammer war aus einem aus Delrstdieendem Ring (Durchmesser
30 mm, Dicke 4 mm) aufgebaut. Dadurch besal} sie leine mechanische Stabilitat
und eine relativ hohe Hydrophobizitat, die durcheei Vaselineliberzug noch verstéarkt
werden konnte. In dieser Experimentierkammer wantral vertieft, eine dinne runde
Glasscheibe eingebracht. Diese Kammer gewahrleisieen vollstdndigen Austausch
der Perfusionslosung mit einem Durchlauf von 2-3nmm. Die Praparate wurden in
einer solchen Messkammer mit Hilfe eines Gittersd)Giixiert, dessen Rahmen aus
Platin bestand und in dem Nylonfilamente quer asggeant waren.

An einem dreiachsigen Mikromanipulator HS6/2 (Marz&iu Wetzlar, Deutschland)
wiederum war der Pipettenhalter befestigt, wobei Sieuereinheit MultiControl 2000
(Méarzhauser) die Achsen antrieb und das gesamteerBystber einen Joystick
ferngesteuert wurde.

Insgesamt gab es zwei Elektroden: die im Pipetieathaingelassene Messelektrode
und die geerdete Badelektrode. Beide bestande®ithes und mussten regelmafiig in
1 mol/l KCI-Losung chloriert werden, um Abweichungdes Offsets zu minimieren.
Mit Offset-Potenzialen werden Spannungen bezeichtiet,innerhalb der Messkette
Silberdraht—Pipettenlosung—Badlésung—Erdung erdgsteiese Spannungen kdnnen
zu Abweichungen zwischen dem angezeigten und tdiskien Potenzial von
Zellmembran und Patch fihren yMBERGER 1996). In jedem Experiment wurden die
Elektrodenpotenziale unmittelbar vor dem Seal aligjesn.

Mittels eines EPC-7-Verstarkers (List Electronicridatadt, Deutschland) wurden alle
Strom- und Spannungsmessungen durchgefihrt. ERRbeis@n Verstarkungsbereich
von 0,5-1000 mV/pA. Ein Bruckenwiderstand von 500 QM mit einer
Frequenzbandweite von bis zu 100 kHz wurde in Basxi von 0,5 bis 20 mV/pA
zugeschaltet. Dadurch konnten Strome bis zu 20 mfgemommen werden. In
Bereichen von 50-1000 mV/pA wurde hingegen ein \Witand von 50 Q
vorgeschaltet, der eine Frequenzbandbreite voau&0 kHz besald. Durch den EPC-7-
Verstéarker konnten Spannungen in Form von Reizisgruhon —200 bis +200 mV an
die Pipette angelegt werden. Um den Pipettenwiaedstestzulegen, wurden Stufen bei
der Einteilung der Skala (0,001-0,01) verwendethété Werte von 0,1 Skalenteilen
stellte man ein, sobald ein Gigaseal erzeugt wubdech die Reizimpulse entstanden

kapazitive Strome, die durch eine elektronisch kap& Kompensation mit zwei
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zeitlich verschiedenen Komponenten kompensiert emurdie Korrektur der Artefakte
erfolgte durch computergestitzte Subtraktion.

Die Filterung der Signale erfolgte fur Kalium- ufid Natrium-Kanale unterschiedlich.
Bei ersterem schaltete man einen 1 kHz-Filter ghkHz digitalisiert) und bei letzterem
einen 3 kHz-Filter (mit 10 kHz digitalisiert) vaRie Daten der Messungen im Current-

Clamp-Modus wurden ebenso mit 10 kHz digitalisiert.

Objektiv

Querschnitt

Elektrode

Badelektrode
7

Gitter

1

1

i

! Aufsicht

i

1
Zufluss Abfluss
— N 4 —

Prapérat

Abbildung 7: Schematische Ubersicht tiber die Experimentierkammer

Die obere Abbildung stellt den Querschnitt der Expentierkammer dar. Die darunter
liegende Aufsicht zeigt den Rickenmarksschnitt, dlech ein Gitter auf dem Boden
der Kammer fixiert wird. Der Losungswechsel erfeldtber zwei Stahlkantlen, wobei
die Perfusionslésung die Experimentierkammer mibeei Geschwindigkeit von
3 ml/min durchstrémte.
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5.6 Aufzeichnungs-, Darstellungs- und Auswertungs-

verfahren

Die gesamte Erfassung und Darstellung der Datenlgesf Uber einen Personal
Computer (PC, AT 386), der auch als programmgesgtuénpulsgenerator diente.
Hierbei wurden die Messdaten mit Hilfe eines AD/DAaldler des Typs Labmaster
TM-40 (Scientific Solutions, Solon, USA) mit 12 Biigitalisiert und danach auf die
Festplatte des Computers geschrieben. Die AufnadereDaten erfolgte mit dem
Programm pClamp, Version 5.1.1 (Axon Intrumentsstéo City, USA). Kapazitive
Strome und Leckstrome wurden digital von den eigdren Aufzeichungen subtrahiert.
Hierfir fanden als Subtrahenden Stromantworten hggperpolarisierende Reize von
-40 mV Verwendung, die nur passive Membraneigensehafanzeigten. Zur
Darstellung kamen die so ermittelten spezifisclogrehstrome.

Die endgultigen Auswertungen der Daten (statisésAlnalysen, Kurvenanpassungen,
grafische Darstellungen) fanden mit Hilfe von Fg6.0 software (Biosoft, Cambridge,
England) statt. Mittels der Summe der kleinsten Abtuengsquadrate wurde die nicht-
lineare Anpassung der Konzentrations-Wirkungskuherchgefihrt.

In der vorliegenden Arbeit wurden der Mittelwett SEM (Standardfehler des
Mittelwerts/standard error of mean) und das 95% Kemzintervall (KI) als
nummerische Werte dargestellt. Ubertraf der SEMSiimbolgroRe der Datenpunkte,
so wurde er durch Fehlerbalken gekennzeichnet.

Fur den statistischen Vergleich von Daten untersclgedenen pharmakologischen
Interventionen wurde die einfache VarianzanalyséN@Q&¥A) verwendet (WinStat
Software, Staufen, Deutschland). Im NachfolgeteSchéffé-Test) erfolgte die
Untersuchung der linearen Kontraste und die Fastiggler Signifikanz bei p < 0,05.
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6. Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit Gber die Wirkungsmeigmen von Ketamin und seinen
Enantiomeren beruhten auf Untersuchungen von iasgge462 Hinterhornneuronen.
Davon wurden 102 Experimente im Whole-Cell-Modus @ewebeschnitt und 60
Experimente mit der Methode der Soma-Isolierung luyeéihrt.

Um Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen darzustelnrden aus den einzelnen
Blockierungswerten des Ketamins Kurvenverlaufe komst. Dies geschah unter
Einbeziehung samtlicher erhobener Daten. Unter Amea dass ein Molekil mit einem
Rezeptor interagiert, wurde mit einem Hill-Koeféaten von h=1 den Kurven folgende

Gleichung zugrunde gelegt:

Gleichung 5:
Mo = 1/(1L+(C/IGY"
I = Natrium-Spitzenstrom unter Ketaminapplikation
lo = Natrium-Spitzenstrom in der Kontrollldsung
C = Konzentration des Pharmakons [mol/l]
h = Hill-Koeffizient (h=1)
ICso = halbmaximale Blockierungskonzentration [mol/l]

6.1 Ketamineffekte an Natrium-Kanalen

Die Natrium-Kanéle spielen eine wichtige Rolle ba&er Aktivierung bzw. der
Membrandepolarisation von Nervenzellen. Durch Bloekenit Tetrodotoxin (TTX) ist
die Ausldsung dieser Funktion nicht mehr moglichL(E, 1966).

Da in einem Ruckenmarksschnitt neben Neuronen &liezellen vorkommen, wurden
folgende Kriterien zur Unterscheidung dieser Zelterwendet. Eine Zelle zeichnet sich
als Neuron aus, wenn sie im Voltage-Clamp-Modus alépolarisierende
Potenzialspriinge grof3e Natrium-Stromamplituden £345nA) und im Current-Clamp-
Modus Aktionspotenziale generieren kann. Eine Gliaz&kann hingegen auf

depolarisierende Potenzialspriinge nur sehr kleteiln-Strome (0,01 — 0,3 nA) und
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keine Aktionspotenziale generieren ABoNoOv et al., 1997). Grund flr diese
mangelnde Erregbarkeit liegen in ihrem relativ g Natrium- und grof3en Leckstrom.
Wenn bei Experimenten aufgrund ihrer Losungen (£BCI) es nicht moglich war,
Aktionspotenziale auszulésen, so wurden die Zeti@rNatrium-Stromen Uber 1 nA als
Neurone angesehen.

Bei den Whole-Cell-Experimenten und bei den Experitan am isolierten Soma
wurde mit gleichen Impulsspringen gearbeitet. Abhegd vom Ruhemembran-
potenzial wurde zunachst ein hyperpolarisierendeirivpuls auf -120 mV (Uber 50 ms)
gegeben, dem sich danach ein Reizimpuls auf -2qeb¥nfalls tber 50 ms) anschloss.
Der Korrekturimpuls sprang hierbei ausgehend vdh m¥ auf —120 mV und dann auf
—80 mV zurtck. Eine Ausnahme stellen die Experimdrgziglich des Use-dependent-
Blocks dar (vgl. Seite 33).

6.1.1 Wirkung von Ketamin im Gewebeschnitt

Um die generelle Wirkung von Ketamin auf die Natrianale der Hinterhornneurone
festzustellen, erfolgte eine Durchfihrung von Expenten an Rucken-

marksquerschnitten von jungen Ratten. Durch Unténsogen an insgesamt sieben
Hinterhornneuronen konnten die Abbildungen 8A un@/@. Seite 31) erstellt werden.

Die Abbildung 8A zeigt Originalregistrierungen véfatriumstromen im Whole-Cell-

Modus mit unterschiedlichen Konzentrationen von Kete Razemat. Dabei wird

deutlich, dass mit steigenden Konzentrationen vogtaiin eine Abnahme des
Natrium-Spitzenstroms verursacht wurde. Diese B&ryckgsweise wird tonische

Blockade genannt.

Die nebenstehende Konzentrations-Wirkungskurve &Bder nach Gleichung 5 (vgl.

Seite 31) erstellt. Die Berechnung der vorliegendockade erfolgte, indem die

Spitzenstrome in Bezug zu dem Ausgangsstrom irkdetrolllbsung gesetzt wurden.

Die halbmaximale Blockierungskonzentration lagdén Natrium-Strom bei einer 4

von 182+ 11 pumol/l.
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Abbildung 8: Blockade der Natrium-Strome im Ruckenmarksschnitt

A. Dargestellt ist die Originalregistrierung makrosisgher Natrium-Strome in
Whole-Cell-Konfiguration. Die Registrierung fand TEA-Badlosung und nach
Zugabe steigender Razemat-Konzentrationen statt |(bdol/l, 30 pumol/l,
100 pmol/l, 300 pmol/l). Das Impulsprotokoll sprangusgehend vom
Haltepotenzial -80 mV auf -120 mV und dann auf A2d. Die gestrichelte Linie
zeigt das Nullniveau an. Pipettenldésung High €srsuchstemperatur 22°C.

B. Vorgestellt ist die Konzentrations-Wirkungskundes Razemats am Natrium-
Kanal. Die Kurve wurde mit der Gleichung 5 (vgl.it8e29 berechnet. Die
halbmaximale Blockierungskonzentration lag bei 2821 pmol/l (n=7).

6.1.2 Untersuchungen am isolierten Soma

An insgesamt 15 Hinterhornneuronen wurde mit Hitfer Soma-Isolierung das
Vorhandensein einer phasischen Blockade, die Emilpfivkeit der Stereoisomere, die
Spannungsabhangigkeit der Natrium-Strom-Blockierund die eventuell vorliegende
selektive Blockade einzelner Stromkomponenten asatdrt. Die Vorteile der Soma-

Isolierung wurden bereits in Kapitel 5.3 dargelegt.

Tonische Blockade

Die Originalregistrierung in Abbildung 9A gibt diAbnahme des Natrium-
Spitzenstroms durch Ketamin Razemat wieder. Dieejainkte der nebenstehenden
Dosis-Wirkungkurve 9B wurden mit Hilfe der Gleiclqub (vgl. Seite 29) angefertigt.

Die halbomaximale Blockierungskonzentration lag ther 165+ 23 pumol/l (n = 8).
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Abbildung 9: Tonische Blockade der Natrium-Stréme durch Ketamin Razemat

A. Die Originalregistrierungen prasentieren NatriBmdme eines isolierten Somas
mit Axon. Die Aufzeichnungen fanden in der TEA-Basling und nach Zugabe
von steigenden Razemat-Konzentrationen (30 pma@00 pmol/l und
1000 umol/l) statt. Das Impulsprotokoll zeigte @irfgprung vom Haltepotenzial
-80 mV auf -120 mV und dann auf -20 mV. Das Nulgau des Stroms wird
durch die gestrichelte Linie angegeben. Pipettemigs High Csg
Versuchstemperatur 22°C.

B. Gegeben ist die Dosis-Wirkungskurve des RazemaisNatrium-Kanal. Die
Kurve wurde mit der Gleichung 5 (vgl. Seite 29)dmmet. Die halbmaximale
Blockierungskonzentration lag bei 1623 pmol/l (n=8).

Phasische Blockade

Es ist bekannt, dass Lokalanasthetika eine Use+idigpe-Blockade hervorrufen
konnen (SRICHARTZ, 1987 und MLE, 1992). Unter der Bezeichung Use-Dependent-
Blockade wird eine zunehmende Reduktion des Natf@roms verstanden, die
wahrend der Applikation von Pharmaka durch repetitimpulse entsteht. Diese
zunehmende Reduktion wird auch als phasischer Bldmzeichnet. Das
Lokalanasthetikum kann dabei nach Offnen des Kamadsnach seiner Bindung auch
nach der Repolarisation im Ruhezustand des Kanalsurglen bleiben, weil
Aktivierungs- und Inaktivierungsmechanismen seingdfundieren verhindern. Bei
der darauffolgenden Aktivierung ist ein Teil dertilan-Kanale bereits blockiert und
der Gesamtstrom wird wahrend der folgenden Depaton zunehmend kleiner. Da
auch Ketamin eine lokalanasthetische Wirkung zugfgdaird, wurden deshalb hierzu

Untersuchungen durchgefuhrt. Die in Abbildung 10/ (vgl. Seite 33) dargestellten
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Reizungen der Zelle erfolgten ohne hyperpolarisiées Vorimpuls mit einer Frequenz
von 10 Hz. In 10A sind Originalregistrierungen abigeet und in 10B die gemessenen
Amplituden, die nach jedem Impuls unter 100 pm&ldtamin Razemat mit den
Amplituden der ersten Impulse unter Kontrolllosu(BEA-Badlésung) verglichen

wurden. Es wird deutlich, dass die Abnahme der Atomgbe nach wiederholter Reizung
unter Applikation von Ketamin starker als in derrolliésung ist. Es liegt demnach
neben einer tonischen auch eine phasische Blockke Natrium-Stroms durch
Ketamin Razemat vor (siehe Abbildung 10B). Das kérmharauf hindeuten, dass die
bereits beschriebenen jEWNerte fur die tonische Blockade eine Untersché&jzdar

tatsachlichen Blockierungspotenz darstellen.

-20 mv I,

-80 mv_[_l_ 1,0 S O\: Kontrolle

10 ms Impulse bei 10 Hz

oS e oISy YeleTers

0,5 —‘i
100 pmol/l Ketamin

e —

5ms 0,0

100 pumol/l Ketamin 0 10 20 30

Anzahl der Impulse

Abbildung 10: Ketaminblockade des Natrium-Stroms, repetitive Reizung

A. Die Aufzeichnung stellt die Originalregistrierungeter phasischen Blockade
makroskopischer Natrium-Strome dar. Die gestriehklhie zeigt das Nullniveau
an. Die Aufzeichnungen fanden in TEA-Badl6sung amd 100 pmol/l Ketamin
statt.

B. Dargestellt sind die phasische und tonische Bloeldutch Ketamin Razemat. Es
wird der jeweils auf den ersten Impuls in der Kolidsung normierte Natrium-
Spitzenstrom, ausgeldst durch wiederholte Imputse 10 Hz, aufgezeigt (offene
Kreise: Kontrollldsung. Geschlossene Kreise 100 Iimigetamin Razemat).
Ausgehend vom Haltepotenzial —-80 mV wurde ein 5dang andauernder Impuls
nach —20 mV durchgefuhrt. Die Mittelwerte aus fumpErimenten sind gegen die
Anzahl der Impulse aufgetragen.
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Weiterhin wurde untersucht, inwieweit Ketamin Lak@sthetika im Hinblick auf die
spannungsabhéangige Blockade von Natrium-Stromerl&hDie in Abbildung 11A
(vgl. Seite 36) dargestellten Erfassungen der S#réeigen, dass es sowohl in der
Kontrolllésung (TEA-Badl6sung) als auch unter 106gWl Ketamin bei verschiedenen
Testpotenzialen zu Anderungen in ihrer Verlaufsformd zu unterschiedlichen
Natrium-Summenstromen kam. Die Stréome inaktivieften-20 mV schneller als bei
-30 mV und der Natrium-Spitzenstrom war bei -20 m\3er als bei -30 mV. Der
Grund hierfir lag in der erhohten Leitfahigkeit déatrium-Strome bei -20 mV. Die
maximale Amplitude dieser Strome war sowohl in Hentrollldsung als auch nach
Gabe von 100 pmol/l Ketamin bei einem Testpotenmal -20 mV zu finden. Die Gabe
des Ketamins reduzierte den Natrium-Strom spannuradghangig um etwa 50 %.

Die Darstellung 11B (vgl. Seite 36) zeigt eine 8tr8pannungskurve fur Natrium-
lonen-Strome am isolierten Soma in der Kontrollligund unter Applikation von 100
pmol/l Ketamin Razemat. Die Strom-Spannungs-Kurverde aus den jeweiligen
Spitzenwerten des Natriumstroms bei verschiederaanRialen (I(E)) mit Hilfe der

Gleichung 6 erstellt:

Gleichung 6:
I(E) = 9N /(1 + exp((ko- E)K))(E - Bu)
E = Membranpotenzial [mV]
Eso = halbmaximales Aktivierungspotenzial [mV]
Ena = Umkehrpotenzial fur Natrium-lonen [mV]
k = Steilheitsfaktor [mV]

gNanax = maximale Leitfahigkeit flr Natrium [S]

In der Kontrollldsung ergaben sich ein halbmaxirmakktivierungspotenzial von
-30,1 mV (50% der Kandle sind aktiviert), ein Umigadtenzial von +53 mV und ein
Steilheitsfaktor von 5,1 mV. Nach Applikation vo®QLpumol/l Ketamin ver&nderten
sich die Ergebnisse nur geringfugigdE —32,7 mV, ko= +53 mV, k = 5,7 mV).

Die Aktivierung der Natrium-Strome in TEA-Badl6ésunmd unter Applikation von
100 pmol/l Ketamin wird in Abbildung 11C (vgl. S®iB6) gezeigt. Hierbei veranderten

sich das halbmaximale Aktivierungspotenzial von,629mV auf —30,87 mV und der
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Steilheitsfaktor von 6,58 mV auf 6,53 mV. Zur Elsteg der Abbildung 11C (vgl.
Seite 36) wurde folgende Gleichung benutzt:

Gleichung 7:
Ona = 1/(1+exp((B- E)K)
Ona =  relative Natriumleitfahigkeit [mV]
Eso = halbmaximales Aktivierungspotenzial [mV]
E = Membranpotenzial
k = Steilheitsfaktor [mV]

Die Darstellung der Inaktivierungskurve ist in Aloling 11D (vgl. Seite 36) zu sehen.
Sie zeigt eine - wenn auch nicht sehr ausgepragtéerschiebung zu hyper-
polarisierenden Potenzialen. Zur Berechnung dereripainkte wurde folgende

Gleichung verwendet:

Gleichung 8:
Ona = 1/(1+exp(-(Bo- E)K)
Ona =  relative Natriumleitfahigkeit [mV]
Eso = halbmaximales Aktivierungspotenzial [mV]
E = Membranpotenzial
k = Steilheitsfaktor [mV]

Um das Inaktivierungsverhalten des Natrium-Kanaisl seine Beeinflussung unter
Applikation von Ketamin zu untersuchen wurden digo®amplituden bei einem
Testpotenzial von -20 mV nach einem Vorimpuls zvéuderbaren Potenzialen (von
-130 mV bis -20 mV) gemessen und festgelegt. Diert&/eler halbmaximalen
Inaktivierung betrugen in der Kontrollldsung -730,4 mV und unter Ketamingabe
-78,5 £0,3 mV, wéahrend die Steigungsfaktoren mit €33 mV und 9,4+0,4 mV

(n = 5) beinahe identisch waren.
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Abbildungen 11: Beeinflussung von Natrium-Stromen am isolierten Soma

A.

Dargestellt sind Erfassungen makroskopischer Nat®irome am isolierten
Soma. Sie erfolgten mit unterschiedlichen Poteamiah TEA-Badldsung und
nach Zugabe von 100 pmol/l Ketamin Razemat. Ausggheon dem
Haltepotenzial -80 mV wurden Impulsspriinge in jésv&0 mV-Schritten bis zu
dem Potenzial 50 mV durchgefihrt. PipettenlésurghHlis, Versuchstemperatur
22°C.

Gezeigt werden Strom-Spannungskurven in TEA-Badigqioffene Kreise) und
mit 100 umol/l Ketamin Razemat (geschlossene KyeBee Kurven wurden mit
der Gleichung 6 (vgl. Seite 34) erstellt. In der nikolllosung lag das
halbmaximale Aktivierungspotenzial bei -30,11 m\§sdUmkehrpotenzial bei
+53 mV und der Steilheitsfaktor bei 5,12 mV. Undgplikation von 100 pmol/l
Ketamin ergaben sich flrsgE=-32,7 mV, ka=+53 mV und k = 5,71 mV.
Prasentiert werden Aktivierungskurven in TEA-Badidg und unter Applikation
von 100 pmol/l Ketamin Razemat. Die Kurve wurde detr Gleichung 7 (vgl.
Seite 35) angefertigt. Das halbmaximales Aktiviggpotenzial veranderte sich
von -29,62 mV auf -30,87 mV und der Steilheitsfakton 6,58 mV auf 6,53 mV
nach Zugabe von Ketamin zur Kontrolllésung.
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D. Gegeben ist die Inaktivierungskurve unter Gabe V®@® pmol/l Ketamin
Razemat. Die Anpassung der Datenpunkte erfolgteHilie der Gleichung 8
(vgl. Seite 35). In der Kontrollldsung wurden flie chalbomaximale Inaktivierung
—73,9£0,4 mV und unter Ketaminapplikation —78#0,3 mV gemessen. Die
Steigungsfaktoren hatten die Werte 2063 mV und 9,4:0,4 mV.

Wirkung der Enantiomere

Wie in Kapitel 4 bereits beschrieben, besitzt Ketarmin chirales Zentrum am
C,-Atom, das zwei enantiomere Formen zulasst. Diesesshen Unterschiede konnten
fur die Wechselwirkung zwischen dem Pharmakon ued d&analproteinen von
Bedeutung sein. In den folgenden Experimenten,iwi@bbildung 12 (vgl. Seite 38)

dargestellt, wurden deshalb die eventuell vorlieigern unterschiedlichen Wirkungen
der Enantiomere auf die Natrium-Strome untersudbie Abbildung zeigt die

Konzentrations-Wirkungskurven von S-(+)- und R¥gtamin, die mit Hilfe der

Gleichung 5 (vgl. Seite 29) erstellt wurden. Diegenidrigen Daten konnten aus
Konzentrations-Effekt-Experimenten gewonnen werdeie. niedrigste, halbmaximale
Blockierungskonzentration hatte S-(+)-Ketamin, Wwelkk demnach die grofite
blockierende Potenz besitzt. Eine statistische ifthgnz (p < 0,05) ergab sich
ausschlie3lich zwischen S-(+)- und R-(-)-Ketaming vden Mittelwerten und den
entsprechenden 95% Konfidenzintervallen (95% KI) dachfolgenden Tabelle zu

entnehmen ist.

Tabelle 4: Blockade der Natrium-Strome mit Ketamin am isolierten Soma

ICs0 (Lmol/l) SEM (umol/l) 95% KI (umol/l)
Razemat 165 (n = 8) 23 59
S-(+)-Ketamin 126 (n=7) 14 36
R-(-)-Ketamin 245 (n=7) 24 66
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Abbildung 12: Wirkung der Ketaminenantiomere am Natrium-Kanal

Die Abbildung stellt die Konzentrations-Wirkungskan von S(+)- und R(-)Ketamin
auf Natrium-Strome am isolierten Soma dar. Die karwurden nach der Gleichung 5
(vgl. Seite 29) berechnet. Diedgfur S-(+) lag bei 12& 14 pmol/l (n=7) und fir R-(-)
bei 245+ 24 pmol/l (n=7).

6.1.4 Blockierung der Natriumstromkomponenten

Die TTX-sensitiven Natrium-Strome bestehen aus 8tesmkomponenten ABRONOV

et al., 1997). Diese lassen sich aufgrund ihrektivi@rungskinetiken in drei Gruppen
unterscheiden: erstens schnell inaktivierende, tenei langsam inaktivierende und
drittens nicht inaktivierende Natrium-Strome. L&atfronov et al. kdnnen drei Natrium-
Kanaltypen in der Membran von Hinterhornneuronerischieden werden ABRONOV

et al., 1997). Sie lassen sich aufgrund ihrer Instungskinetik differenzieren. Die
schnelle Komponente inaktiviert mit einer Zeitk@rge von 0,6 bis 2 ms (80-90 % des
gesamten Whole-Cell-Stroms) und die langsame n@0 3ns (5-20 % des Gesamt-
stroms). Die Amplitude des nicht inaktivierendentriNen-Stroms nimmt einen Wert
zwischen 0,5 und 6 % des Gesamtstroms an. Auf daenaBiembran der hier
untersuchten Hinterhornneurone sind nur schnelld lamgsame, aber keine nicht
inaktivierenden Natrium-Kanale zu beobachten. Unmmalrgzufinden, ob es einen
Unterschied zwischen der Blockade mit Ketamin urh dklassischen* Natrium-
Kanalblockern TTX und Lidocain gibt, wurde die Wirky dieser Substanzen auf den
Natrium-Strom untersucht. Die Trennung der Stromponenten konnte nur mit der
Methode der Soma-Isolierung durchgefiihrt werden.EXperimente ergaben, dass die
Substanzen TTX und Lidocain sowohl die schnell iivédrende als auch die langsam

inaktivierende Komponente des Natrium-Stroms bleada koénnen. Die
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biexponentielle Anpassung der Originalregistrierumgn Natrium-Strémen unter
Ketaminapplikation zeigt schlie3lich, dass Ketamlia gleichen Effekte wie TTX und

Lidocain hervorruft.

A Abbildung 13:  Wirkungsunter-
30 nmol/l TTX schiede von TTX, Lidocain und

M\//”W T Ketamin
\/“ |50 pa i Die Abbildungen zeigen die
f

| Aufzeichnungen der  Natrium-
| Strome in Whole-Cell-Konfigu-
/ ration. Die Registrierungen haben
in  TEA-Badlésung und nach
Zugabe von TTX (30 nmol/l, n=1),
Ketamin Razemat (30 pumol/l, n=1)
B 100 umolll Lidocain und Lidocain (100 pmol/l, n=1)
S stattgefunden. Das Impulsprotokoll
Ve fm zeigte einen Sprung vom Halte-
[/’ |100 PA /;1/ potenzial -80 mV auf -120 mV und
“/ dann auf -20 mV. Die gestrichelte
J Linie zeigt das Nullniveau an.
Pipettenldsung High GsVersuchs-
temperatur 22°C.
Die linken Darstellungen von 13A,
B und C zeigen die Original-
C _ registrierungen in Kontrolle und
30 pmol/l Ketamin mit dem jeweiligen Pharmakon.
------------ - Rechts werden die auf den
/; /«@"" jeweiligen Spitzenstrom in der
// ‘ZSOpA ¢ Kontrollosung normalisierten Re-
\/ / gistrierungen wiedergegeben.
I
I

5ms

6.1.5 Bindungsstelle der Ketaminmolekiile

Das Medikament Lidocain gilt als typisches Lokalahéskum, das seine
Hauptwirkung Uber die Blockade des Natrium-Kanalstét. Um herauszufinden, ob
Ketamin Uber die gleiche Bindungsstelle wirkt, wemdVerdrangungsexperimente in
Anlehnung an die Arbeit der Arbeitsgruppe BrawrAB et al., 1997) durchgefiuhrt.
Dabei wurden makroskopische Natrium-Strome bereits der Applikation der
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einzelnen  Ketaminkonzentrationen jeweils durch c«l@eslene Lidocain-
Konzentrationen blockiert. Liegen zwei unterschicft# Rezeptoren fur Lidocain und
Ketamin vor, so mussten die halbmaximalen Blockigekonzentrationen (Kg) fur
Ketamin trotz steigender Lidocainkonzentrationendtant bleiben. Bei Vorhandensein
nur eines Rezeptors sollten sich die Molekille gegjggsam Rezeptor verdrangen und
die 1Gso von Ketamin mit zunehmenden Lidocainkonzentratioaasteigen. Aufgrund
der Gleichung 9 (vgl. Seite 41) konnte eine Geradtellt werden, auf der die J&
Werte flr Ketamin liegen sollten.

Die Abbildung 14 zeigt die scheinbarensddir Ketamin Razemat gegeniber den
applizierten Lidocainkonzentrationen (300 pmol®06umol/l und 1000 umol/l). Die
Darstellung zu den Verdrangungsexperimenten maehilidh, dass es zu keiner
Verschiebung der halbmaximalen Blockierungskonzgioitn kam. Dieses Ergebnis
l&sst den Schluss zu, dass verschiedene Binduhgsdi@ Lidocain und flr Ketamin
vorhanden waren oder dass unterschiedliche Wirkmeigen der beiden Substanzen
zur Blockade des Natrium-Kanals fuhrten.
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Abbildung 14: Untersuchung der Bindungsstelle von Ketamin

Die Darstellung zeigt die scheinbaren, halbmaxim@eckierungskonzentrationen fir
Ketamin gegenuber den jeweils vorher appliziertemdotainkonzentrationen
(300 pmol/l, 600 pumol/l und 1000 pmol/l). Die thetischen Anderungen der
apparenten 1§ von Ketamin Razemat sind in Abhangigkeit von ddeichzeitig
blockierenden Lidocainkonzentrationen und der Ammah einer oder zweier
Bindungsstellen durch zwei gestrichelte Linie datgkt. Das Konfidenzintervall wird
durch die beiden gepunkteten Linien angezeigt uededperimentenanzahl ist neben
den Datenpunkten zu finden.
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Gleichung 9:
Lido
ICSO, Keta, app =IC 50, Keta [l+ u}
IC 50, Lido
ICs0, keta app = Scheinbare halbmaximale Blockierungskonzen-

tration von Ketamin Razemat

ICs0, keta; I1Cs0, Lido = Tatséchliche halbmaximale Blockierungskonzen-
tration von Ketamin Razemat bzw. Lidocain (aus
Konzentrations-Effekt-Experimenten)

[Lido]

Keta = Ketamin Razemat

verwendete Lidocain-Konzentrationen
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6.2 Ketamineffekte an Kalium-Kanalen

Spannungsabhangige Kaliumkanale haben die Mdglichd@ivohl die Auslosung eines
Aktionspotenzials bei den Neuronen im Zentralnesystems zu steuern als auch eine
Membranrepolarisation eines Aktionspotenzials zuitd@n (HODGKIN und HUXLEY,
1952a; HODGKIN und HUXLEY, 1952b; @ONNOR und SEVENS, 1971; LLINAS, 1988;
HiLLE, 1992). Die schnell inaktivierenden Kalium-Kan&ied besonders wichtig fur
die Generierung einer Serie von Aktionspotenzialda, sie sowohl die schnelle
Repolarisation als auch die Reaktivierung der NatrKanale verursachen kdnnen
(LLINAS, 1988).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Beeinflusswin Ketamin auf die schnell
inaktivierenden Kalium-Kanéle @ und die verzogert aktivierenden Kalium-Kanale
(Kpr) an insgesamt 49 Hinterhornneuronen untersuchtB&ginn jedes Experiments
wurden zun&chst Natrium-Strome in Whole-Cell-Koof@fion abgeleitet, um eine

Unterscheidung zwischen Gliazellen und Neuronetneften.

6.2.1 Trennungsmethode der Kalium-Strome

Um Kaliumstrome getrennt von Natriumstromen zu rsuehen, wurden die
Experimente in natriumfreier Cholinchloridlésung rchgefiihrt. Die Trennung der
Kalium-Strome untereinander erfolgte unter Ausnmgguihres unterschiedlichen
Aktivierungsverhaltens (WLFF et al., 1998). Die Abbildung 15 (vgl. Seite 43)
beinhaltet die Darstellung der Trennung. Der KalGesamtstrom Kg.+a und der kg-
Strom wurden immer direkt aufgenommen, wahrend KigiStrom immer aus der
Differenz beider Strome resultierte. Ausgehend s#em Haltepotenzial -80 mV wurde
der Kor+a-Strom nach einem 150 ms dauernden hyperpolanglereVorimpuls auf -
120 mV durch einen Spannungssprung auf +20 mV (@8) hervorgerufen. Der
Vorimpuls diente dazu, alle inaktivierten Kaliumkda in einen aktivierbaren Zustand
zu Uberfuhren. Um den g&-Strom isoliert zu aktivieren, wurde ein 150 msgean
depolarisiernder Vorimpuls von -80 mV auf -60 mVefggt von einem
Spannungssprung auf +20 mV (200 ms), genutzt. Bene Potenzial von -60 mV

waren samtliche kKanale inaktiviert.
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Ka+DR Kpr Ka= Ka+pr - Kpr

Abbildung 15: Trennung spannungsabhangiger Kalium-Stréme

Links Présentation des Kalium-Summenstroms.£K).

Mitte Abbildung des verzdgert aktivierenden Kaliumstrdisg).

RechtsDarstellung der Differenz beider Strome ajs8trom (Ka).
Die Impulsprotokolle sind jeweils dartber abgehildénodifiziert nach
OLsCcHEwsKI et al., 1998).

6.2.2 Wirkung auf Kalium-Kanéle im Gewebeschnitt

Um herauszufinden, ob Ketamin amp und Ks-Kanal vergleichbare oder
unterschiedliche Wirkungen entfaltet, fanden Untelnsingen mit verschiedenen
Ketaminkonzentrationen statt. Zur Beurteilung decBade wurde fir den dg-Strom
die Abnahme des Steady-State-Stroms am Ende desskespund flr den iStrom die
Abnahme der Spitzenstroms berechnet. Die Aufzeishnder Korrekturimpulse
erfolgte bei jeder Stromregistrierung. Ihre Suliicak von der Testregistrierung wurde
vorgenommen, um Leck- oder kapazitive Strome zupgengieren.

In Abbildung 16A (vgl. Seite 44) wird deutlich, dabei den Natrium-Kanalen ebenso
wie bei den Ilgr-Kanalen eine tonische Blockade mit steigenden deta
konzentrationen bewirkt wurde. Fur die Erstellug debenstehenden Konzentrations-
Effektkurve wurde die Gleichung 5 (vgl. Seite 2®ngtzt. Bei der Berechnung der
halbmaximalen Blockierungskonzentration JIC ergab sich ein Wert von

296+ 54 pmolll.
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Abbildung 16: Blockade deskKanals durch Ketamin Razemat

A. Es liegt die Originalregistrierung makroskopischigsr-Strome in Whole-Cell-
Konfiguration vor. Die Registrierung fand in der dihchlorid-Badlésung und
nach Zugabe steigender Razemat-Konzentrationen pii@l/l, 100 pmol/l,
1000 pmol/l, 3000 umol/l) statt. Das Impulsprotokatigte einen Sprung vom
Haltepotenzial —-80 mV auf —60 mV und dann auf +40. iDie gestrichelte Linie
gibt das Nullniveau an. Pipettenlésung Innenlésiingersuchstemperatur 25°C.

B. Abgebildet wird die Konzentrations-WirkungskurvesdRazemats ampk-Kanal.
Die Erstellung der Kurve erfolgte mit Hilfe der @leung 5 (vgl. Seite 29). Die
ICso liegt bei 296+ 54 pmol/l (n=5).

Auch an den K-Kanalen wurden tonische Blockaden durch KetamirzeRuaat
ausgeldost. Mit den Daten von insgesamt sechs Hon@nleuronen errechnete sich eine
ICso von 2400+ 200 pmol/l. Die Untersuchungen zeigten, dass dieK&nale
wesentlich weniger auf gleiche Ketaminkonzentragioneagierten als diep&-Kanale.
Dies ist in den Abbildungen 17A und 17B (vgl. Seitg dargestellt.



KAPITEL 6 ERGEBNISSE SEITE4S

A B

11,

Kontrolle 1 — o

1 mmol/l \ | 250 pA

\\ 20 ms 0,5

3 mmol/l |\ N

0 —
—_— | T | T |
T 10° 10* 107

[Ketamin] (mol/l)
Abbildungen 17: Wirkung von Ketamin Razemat auKKnéale

A. Die Aufzeichnung zeigt die Strome des schnell iivaédrenden Kalium-Kanals
(Ka) im Whole-Cell Modus. Sie wurden in einer Choliraid-Badlésung und
nach Zugabe verschiedener blockierender Ketamirdwrationen (1 mmol/l,
3 mmol/l) registriert. Das Nullniveau wird durchedgestrichelte Linie angezeigt.
Pipettenldsung Innenlésung-1, Versuchstemperat@42C.

B. Das vorliegende Bild stellt die Konzentrationsektkurve des Razemats am-K
Kanal dar. Die Anfertigung der Kurve erfolgte miilfel der Gleichung 5. Die
halbmaximale Blockierungskonzentration lag bei 24@D0 pmol/l (n=6).

6.2.3 Effekt von Ketamin am isolierten Soma

Die vorangegangenen Untersuchungen im Whole-Celltdodaben Hinweise, in
welchen Konzentrationen Ketamin auf Kalium-Kanéaleken kann. Die folgenden
Experimente benutzten die bereits im Kapitel 5.§l.(%. 20) beschriebenen Vorteile
des isolierten Somas, bei der die bessere Diffud@rMolekile der Testsubstanz eine
wichtige Rolle spielt.

Die nachstehende Abbildung 18 (vgl. S. 46) gibt Blieckade der kgr-Kanale durch
Ketamin Razemat wieder, wobei in 18A die Registigr der Strome und in 18B die

Konzentrations-Wirkungskurve aufgezeigt wird.
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Abbildung 18: Blockade derg&-Kanéle am isolierten Soma

A. Die Prasentation zeigt die Registrierung der Serdies kr-Kanals am isolierten
Soma. Es werden die Strome in der Kontrollldsund nach Zugabe von 100
nmol/l, 100 pmol/l und 1 mmol/l Ketamin Razemat gimtellt. Das
Impulsprotokoll zeigte einen Sprung vom Haltepotain:80 mV auf -60 mV und
dann auf +40 mV. Die gestrichelte Linie stellt ddsliniveau des Stroms dar.
Pipettenldsung Innenlésung-2, Versuchstemperati€.22

B. Die Darstellung gibt die Konzentrations-Wirkungskal des Razemats anpg&
Kanal wieder. Die Kurve wurde nach der Gleichunyd. Seite 29) erstellt. Die
halbmaximale Blockierungskonzentration lag bei &% pmol/l (n=5).

In weiteren Experimenten wurde die Wirkung der HEimanere untersucht. Dabei stellte

sich heraus, dass am piKanal kein bedeutender Unterschied zwischen der

Applikation von Ketamin Razemat und seinen Enangiean S-(+) und R-(-) zu finden

war (siehe Tabelle 3, Seite 23). Wie man in derellalb (siehe Tabelle 5, Seite 47) aus

der Uberlappung der 95% Konfidenzintervalle ablekann, unterschieden sich die
halbmaximale Blockierungskonzentrationen fur KetamRazemat und seiner

Stereoisomere nicht signifikant.
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In Abbildung 19 werden die Konzentration-Wirkungsflaufe von S-(+)- und R(-)-

Ketamin aufgezeigt.

[ T I T |
10° 10" 10°*
(mol/l)
Abbildung 19: Wirkung der Ketaminenantiomere apa-Kanal

Die Darstellung spiegelt die Konzentration-Wirkukigse von S-(+)- und R-(-)-
Ketamin am lgr-Kanal wieder. Die Kurven wurden nach Gleichungv§l.(Seite 29)
berechnet. Die 1§ lagen hier bei 20& 25 umol/l (n=5) fur S-(+)- (offene Kreise) und
bei 144+ 24 pmol/l (n=6) fur R-(-)-Ketamin (geschlosseneise).

Die Wirkungen des Razemats von Ketamin als auchneseiEnantiomere
S-(+) und R-(-) am K-Kanal werden in den Abbildungen 20A und B (vgl. 48)
dargestellt. Die blockierenden Konzentrationenugsn jeweils 600 pumol/l (Abbildung
20A). Die nebenstehende Abbildung 20B zeigt die 2amration-Wirkungskurve von
Ketamin Razemat, S-(+) und R-(-). Die in der nuigénden Tabelle 5 gegebenen 95 %
Konfidenzintervalle spiegeln wieder, dass S-(+)afein signifikant weniger wirksam
war als Ketamin Razemat und sein Enantiomer REW)e Blockade der kStrome

erfolgte erst in htheren Konzentrationen von KetaRazemat.

Tabelle 5: Blockade vong&-Kanalen und K-Kanalen mit Ketamin am isolierten Soma

Kpr-Kanal Ka-Kanal
ICso n SEM | 95%KI| 1Go n SEM | 95%KI
Razemat 183 5 27 74 497 7 49 137
S-(+)-Ketamin| 200 5 25 86 1350 | 7 63 172
R-(-)-Ketamin| 144 5 24 65 447 8 63 175




KAPITEL 6 ERGEBNISSE SEITE48

A B
I,
1,1 -
Kontrolle '\ 1 - _
\“a |
S¢) 4\ 100 pA )\
R(') \u\“\‘\'\4 . | P 0’5 7] \\\\
H\\v 20 ms \i\\
My
- TS 0 = | —
”””””””””” 107 10° 10° 10"

[Ketamin] (mol/l)

Abbildung 20: Blockade dessiKanals durch Ketamin und seine Enantiomere

A. Die Originalregistrierung stellt die Strome deg-IKanals am isolierten Soma dar.
Die Strome wurden in einer Cholinchlorid-Badldosungd nach Zugabe von
jeweils 600 umol/l S-(+)- und R-(-)-Ketamin aufgedaet. Das Nullniveau wird
durch die gestrichelte Linie angezeigt. Pipettamh@s Innenldsung-2,
Versuchstemperatur 22°C.

B. Gezeigt werden die Konzentrations-Wirkungskurvem \Ketamin und seinen
Enantiomeren am iKanal. Die Erstellung der Kurven erfolgte mit Hilder
Gleichung 5 (vgl. Seite 29). Die Werte fur R-(-)enden durch einen offenen
Kreis und fur S-(+)-Ketamin durch einen geschlosseKreis symbolisiert. Die
gestrichelte Linie und das Symbol des auf der 8pistehenden Dreiecks
reprasentieren das Razemat. Digol@aren fir das Razemat 49770 pmol/l
(n=7), fur S-(+) 135& 63 pmol/l (n=7) und fir R-(-) 44% 63 pmol/l (n=8).

Die nun folgende Abbildung 21 (vgl. S. 49) gibt eistatistische Darstellung der
Ketaminwirkung am K-Kanal wieder. Die Berechnung erfolgte mit Hilfesdgcheffé-
Tests. Das Ketaminenantiomer R-(-) unterscheidgt giit einer Wahrscheinlichkeit
von p < 0,05 von S-(+) und mit p < 0,001 vom Razerdas R-(-)-Ketamin zeigte
jedoch keine signifikante Differenz gegeniiber desmd®nat. Die drei Sternchen stellen
die hochsignifikanten Differenz zwischen dem Razemad S-(+)-Ketamin dar, das
einzelne Sternchen gibt den weniger starken, abenath signifikanten Unterschied

zwischen S-(+)- und R-(-)-Ketamin wieder.
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Abbildung 21: Statistische Darstellung der Ketaminwirkung apiK&nal

Es werden die jeweiligen kg als S&ulen gezeigt. Drei Sternchen)(stellen den
hochsignifikanten Unterschied zwischen dem Razematd S(+) heraus

(p < 0,001). Ein einzelnes Sternchepzeigt den signifikanten Unterschied zwischen
S(+) und R(-) (p < 0,05).
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6.3 Auswirkungen von Ketamin auf die neuronale

Erregbarkeit

Ein Aktionspotenzial stellt sich als die der Sidodleitung dienende, kurzzeitige
Anderung des Membranpotenzials dar, die entweddravamien ist oder nicht (,Alles-
oder-Nichts-Prinzip®). Vereinfacht kann der Mechamis folgendermal3en darstellt
werden. In Ruhe Uberwiegt die Kaliumleitfahigkeinhex Nervenzelle. Erfolgt ein
depolarisierender Reiz, so kommt es zu einer Offrwom Natriumkanalen in der Zelle
und zu einer Zunahme der Natriumleitfahigkeit. Daegative Membranpotenzial
erreicht rasch positive Werte. Nach kurzer Zeifis@en sich die Natriumkanale wieder
und es tritt die Repolarisation ein, die zusatzticinch die anschlieRende Zunahme der
Kaliumleitfahigkeit verursacht wird.

Die vorangegangenen Experimente zeigten die Ketsimang an Natrium-Kanalen
und an den Kalium-Kanalen. Die nun folgenden Unielisngen wurden durchgefinhrt,
um den Zusammenhang zwischen der durch Ketamirorggwfenen Kanalblockade
einerseits und der mdglichen Generierung von Akfatenzialen andererseits zu
beleuchten.

Die verwendeten Neurone wurden aufgrund ihres #pelaen Aktions-
potenzialmusters ausgewahltH@visoN et al., 1989). Geeignet waren nur die Neurone
der Kategorie 1, da sie kurze, einzelne Aktionspmtde auslosen und auf
Dauerdepolarisation mit nicht-adaptierenden Akfpmienzialserien antworten konnen.
Im Gegensatz dazu bilden Neurone der Kategorie 2 am Anfang des langen
depolarisierenden Reizes kurze adaptierende Algairszialserien und die der
Kategorie 3 nur ein oder zwei Aktionspotenzialet Milfe langer depolarisierender
Impulse (500 ms) wurden die Neurone der Kategorigoh den anderern Zellen
unterschieden. Das Ruhemembranpotenzial wurde inbee~70 mV gehalten. Es
zeigte sich, dass Ketamin Razemat die Impulsfreqjudaer Neurone signifikant
vermindern konnte.

Die Anwendung von Ketamin machte deutlich, dash smwohl die Amplitudenhthe
als auch die Signalbreite mit steigenden Konzeapotrah verandert. Die Abweichungen
bestanden darin, dass sich die Amplitudenhohe mmieélzmender Ketaminkonzentration
(200 pmol/l, 300 pmol/l und 1 mmol/l) verkleinertend sich die Repolarisation
verlangsamte (Abbildung 22, vgl. S. 52). Die Abnghater Stromamplitude wurde
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durch die Blockade der Natrium-Strome und die veggamte Repolarisation durch die
Blockade des Kr-Stroms verursacht. Die Messungen fanden im Cu@énip-Modus
und im Gewebeschnitt statt. Wahrend der Experimentsle das Membranpotenzial
bei —70 mV gehalten. Die Pipetten waren mit einehdm Kalium-Innenlésung
(Innenl6sung-1) gefllt.

Die statistische Analyse zur Wirkung von Ketaminf alie Amplitude und die
Repolarisation der Aktionspotenziale ist in Tabefle(vgl. S. 53) aufgelistet. Die
Abbildung 22 stellt die Originalregistrierungen voAktionspotenzialen in der
Kontrolllésung und die Anderungen der Aktionspotale nach Zugabe von Ketamin
dar. Die rechte Darstellung zeigt Uberlappend degi®rierungen mit einer anderen
zeitlichen Auflosung. Die gepunkteten Linien gebetiabei die passiven
Membranantworten wieder, die aus funf Antworten niaktivierter Kanale gemittelt
wurden. Diese Kurven werden als die passive Antvdert Zellmembran auf einen
hyperpolarisierenden Stromimpuls (-10 pA, 10 msyveytet. Mit Hilfe von zwei
Exponenzialfunktionen (eine fir den ansteigendeth eine fir den abfallenden Teil)
konnten sie angepasst werden. Schliel3lich erfeligte Multiplikation mit einem Faktor
von —11, um die passive Membranantwort auf eineoldeierenden Stromimpuls von
+110 pA zu erhalten. Wie die Abbildung 22 zeigtirtén bereits 100 pmol/l Ketamin
zu einer Verminderung der Amplitude des Aktionspaials. Da mit hoéheren
Konzentrationen von Ketamin die Amplitudenhdhe lkstér abnahm, liegt die
Vermutung nahe, dass eine zunehmende Blockade dariuikanale daflr
verantwortlich ist. Nach Hinzugabe von 1 mmol/l &®in war das Neuron schliel3lich
nicht mehr in der Lage, ein Aktionspotenzial zueyeren.
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Abbildung 22: Wirkung von Ketamin Razemat auf einzelne Aktionspotenziale

Die Abbildung zeigt die mit unterschiedlichen Ketakonzentrationen (100 pmol/l,
300 umol/l und 1 mmol/l) blockierten Potenziale fich (links) und Ubereinander
gelagert (rechts). Die Current-Clamp Ableitung Eyt® im Whole-Cell-Modus. Das
Membranpotenzial wurde wahrend des Experiments inr dedhe des

Ruhemembranpotenzials bei -70 mV gehalten. DieiyassAntworten sind mit einer
gepunkteten Linie in jeder Kurve dargestellt, waldredie gestrichelte Linie das
Nullniveau der Strome wiederspiegelt. Das Impulsgkoll ist unter den

Registrierungen abgebildet.

In Abbildung 23 (vgl. Seite 53) wird dargestelliass es unter Applikation von 100
pmol/l Ketamin sowohl zu einer Abnahme der Aktiantgmzialhdufigkeit als auch zu
einer Verlangsamung der Repolarisation kam. Dieakibme der Impulsfrequenz wird
wahrscheinlich durch die Blockade vorpdKanélen hervorgerufen. Die statistische
Auswertung der Effekte ist in Tabelle 6 (vgl. S&® zusammengefasst dargestellt. Als
Quotient der mittleren Impulsfrequenz in der Kofitbsung und der mittleren
Impulsfrequenz unter Applikation von Ketamin wuidie Frequenz k gebildet.
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Abbildung 23: Effekt von Ketamin Razemat auf Aktionspotenzialserien

Die obige Darstellung zeigt Aktionspotenzialserien Kontrolle (A), mit einer
Ketaminkonzentration von 100 pmol/l (B) und letatkch im Auswasch (C). Die
Current-Clamp-Ableitung erfolgte im Whole-Cell-Modu®as Membranpotenzial
wurde wahrend des Experiments bei -70 mV gehalten.

Tabelle 6: Effekte von Ketamin auf einzelne Aktionspotenziale und Aktiensial-
serien

n Kontrolle Ketamin Auswasch p
AP-Hoéhe [mV] 20 | +48,8+15 | +34,415 | +47,8:1,4 | <0,001
AP-Breite [ms] 28 1,9+ 0,3 5,6+ 0,4 1,94+0,4 < 0,001
Frequenz 5 1,0 0,74+ 0,008 0,99:0,02 <0,01

Ketamin fuhrte sowohl zu einer Verkleinerung dedidispotenzials als auch zu einer
Verbreiterung. Gleichzeitig kam es zu einer sidpaifiten Senkung der relativen
Impulsfrequenz (k).

Abklrzungen: AP = Aktionspotenzial, n = Anzahl, pVahrscheinlichkeit
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7. Diskussion

Die vorliegende Arbeit zeigt zum ersten Mal die Wing von Ketamin und seiner
Enantiomere S-(+) und R-(-) auf die spannungsalpénglonenkanale spinaler
Hinterhornneurone junger Ratten. Ohne eine enzgectadi Vorbehandlung ist es
maoglich mit Hilfe der inzwischen etablierten Sliveethode pharmakologische
Untersuchungen auf Rickenmarksebene durchzuflihmeallen Experimenten wurde
die Patch-Clamp-Technik benutzt und zur genauenealyde der Ketamineffekte die
Methodik der Soma-Isolierung verwendet. Diese Methduetet vor allem fir

pharmakologische Untersuchungen Vorteile, da dieiefr Diffusion der zu

untersuchenden Substanz zum Rickenmarksschnitt Kaetmmdert wird. Weitere

Vorteile bestehen zum einen in den verbesserteninBedgen der raumlichen
Spannungsklemme in Soma und Soma + Axon-Strukturgh zum anderen in der
Verminderung der Spannungsfehler aufgrund des elefglweise geringen Serien-

widerstands in den isolierten Zellen.

Natrium-Kanéle

Die Natrium-Kanéle gehtren derzeit zu den am bestantersuchten
spannungsabhangigen Membrankanélen. Sie wurden @&iem éMal von Hodgkin und
Huxley (HoDGKIN und HUXLEY, 1952) aufgezeichnet. In den 60er und 70er Jahren
erfolgten detaillierte Analysen dieser Kanal&(#sTRONG 1981 und K.LE, 1984). Der
Aufbau des Natrium-Kanalproteins konnte schlie3lelifgrund biochemischer und
gentechnischer Untersuchungen entschliusselt we@ermerALL, 1980 und MDA et

al., 1984). Das Gesamtprotein besteht aus vierreinteeiten (I-IV), von denen jede
wiederum aus sechs Segmenten-%§ aufgebaut ist. Die sechs Segmente der
Untereinheiten entsprechen einander weitgehend.ré&dédhdas Segment, Sur die
Kanal6ffnung verantwortlich gemacht wird, scheineier extrazellulare Schleifen
zwischen $und S an der Bildung des Selektivitatsfilters beteilmyt sein. Aufgrund
der unterschiedlichen Aktivierungszustidnde des ilNatKanals lasst sich ein
vereinfachtes Reaktionsschema uber die Funktiosswigs Natrium-Kanals aufstellen.

Es werden drei Funktionszustande unterschiedenchipssen aktivierbar, offen
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aktivierbar und geschlossen inaktiviert. Vom gessbén aktivierbaren Zustand aus
wird der Kanal durch Repolarisation geoffnet. Diegaistand der Offnung fiihrt
innerhalb von Millisekunden zum inaktivierten Zustaius letzterem wird der Kanal
durch Repolarisation wieder zum aktivierbaren Zudtaurtickgebracht.

Durch Experimente mit hohen Ketaminkonzentratiomende der lokalandsthetische
Effekte des Medikaments bekannt. So zeigten ArhedhRydquist mit Versuchen am
Nervenpréparat des Xenopus laevis, dass Ketamm fetbmaximale Blockierungs-
konzentration von 2 mmol/l erreichte KAeEm und RrbQuisT, 1986). Im gleichen Jahr
fanden Benoit und seine Mitarbeiter einesd@on 700 pmol/l am Riesenaxon der
Tintenschnecke des Loligo pealii g8BoiT et al., 1986). Untersuchungen am
Froschnerven der Rana esculenta ergaben hingegenGs von 1,1 mmol/l (RENKEL
und WRBAN, 1992) und Erforschungen der Arbeitsgruppe Br&@lltsh wiederum am
Praparat Xenopus laevis einesdGron 325 umol/l fest (BAU et al., 1997). Diese
verschiedenen halbmaximalen Blockierungskonzeotrah konnten unter anderem auf
die verschiedenen Tierarten zurlckzufihren seie, die Forscher untersuchten.
Aufgrund der nur gering ausgepragten Hemmung dériudaKanale in narkotischen
Konzentrationen (< 20 umol/l oder 5,48 pg/ml) kansgesamt geschlossen werden,
dass Ketamin zwar klinische Relevanz bei lokaleplA@ation (epidurale Injektion,
intravendse Regionalanasthesie) aufweist, jedoch Bieteiligung an der Entstehung
der Ketaminanalgesie bzw. Narkose unwahrscheimitiKress 1997; RRENKEL und
URBAN, 1992).

Bereits im Jahre 1973 wurden Untersuchungen zukiig von Ketamin durchgefihrt.
Damals stellten Dowdy et al. zundchst am Frosclamefest, dass eine Lésung mit einer
Ketaminkonzentration von 2-F0[M] zu einer Reduktion der Reizweiterleitung um
50 % fuhrte. Die weiterhin vorgenommene, intratthekApplikation von Ketamin
(Konzentration 1,25%, Volumen 3 ml) an Hunden angVerluste der sensorischen
oder motorischen Fahigkeiten gDy et al., 1973). Arhem und Rydquist benutzten
1986 die gleichen Konzentrationen wie Dowdy etaah Froschnerven. Damit zeigten
sie, dass Ketamin eine 50%ige Reduktion der Nataitfahigkeit am myelinisierten
Axon hervorruft (&RHEM und RyDQUIST, 1986). Fiir eine vollstandige Blockade war
eine Konzentration von oMol (2,38 mg/ml) notwendig.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten, sdadie halbmaximale

Blockierungskonzentration von Ketamin Razemat ammad@n Hinterhornneuron der
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Ratte um den Faktor zehn geringer war als die inisdhen Studien gefundenen
Konzentrationen. Sie lag bei 165 pmol/l (isolier&sma). Dieser Sachverhalt konnte
damit erklart werden, dass das Anasthetikum in datersuchungen dieser Arbeit
naher an die Zellen appliziert wurde, so dass noe @eringe Behinderung der
Diffusion durch umliegendes Gewebe bestand. Deskalin der Schluss gezogen
werden, dass zur direkten Blockade der Neurone ajeengere als bisher
angenommene Ketamindosis benotigt wird. Wie hoehRRbsierung von Ketamin zur
spinalen Blockade gewahlt werden sollte, hangtgadacht nur von der Diffusion zum
Zielrezeptor ab.

Es spielen auch die Eigenschaft ,Use-Dependent‘dasdRuhemembranpotenzial, von
dem die Reizung ausgeht, eine Rolle. Begrindet wiad Verhalten des Use-
Dependent-Blocks mit Hilfe des Modulated-Receptor Med Dieses besagt, dass
Lokalanasthetika eine hohere Sensitivitat auf afamd auf die im inaktivierten
Zustand befindlichen Natriumkanale besitzen alsgesthlossene Kanalei(H=, 1992;
STRICHARTZ et al., 1990). Der Effekt von Ketamin auf NMDA-Remmfanédle kann
ebenfalls eine Blockade zeigen, die der eines Réfealblocks entspricht, da eine zeit-,
konzentrations- und reizfrequenzabhangige (,Useebdpnt‘) Hemmung ausgeldst
werden konnte (McDONALD et al., 1987; RDRIGUEZPAz et al., 1995). Auch
Untersuchungen an Natrium-Kanalen des SkelettmsigkiGNER et al., 2001) und der
Spinalganglien (Aou und ZHA0, 2000) zeigten, dass eine Use-Dependent-Blockierun
maglich ist. Bereits 1977 stellte man jedoch fdass ein Molekil umso geladener sein
muss, je starker sein Use-Dependent-Block ausgem@{ScHWARZ et al., 1977). So
fuhrte ein neutrales Anasthetikum wie zum BeisgB&nzocain zu keinem Use-
Dependent-Block. Die Arbeitsgruppe Brau fand heralass Ketamin im alkalischen
Medium eine starker blockierende Wirkung auf Nattaméle ausiubt, als dies in einem
sauren Milieu der Fall ist @ et al., 1997). Aufgrund seines pMVerts von 7,5 lag
das Ketaminmolekil bei niedrigen pH-Werten wegereeProtonenanlagerung an das
freie Elektronenpaar des Stickstoffatoms vermehrtpositiv geladener und somit
lipophober Form vor. Dies demonstrierte eine lokatihetische Eigenschaft von
Ketamin. Lokalan&sthetika sollten namlich nichtemtziindentes Gewebe applizieren
werden, da das dort vorherrschende saure MilieuWikung des Medikaments
herabsetzen kann. Die vorliegende Studie ergals, Katamin Razemat am Natrium-

Kanal der spinalen Hinterhornneurone einen Use-Dégat-Block auslésen kann.
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Durch die repetitiven Impulse entwickelte Ketamineeerhthte Sensitivitat auf offene
oder im inaktivierten Zustand befindlichen Natrilanale. Dieser Effekt legt den
Schluss nahe, dass wahrscheinlich eine Unterscigitzier bereits beschriebenen
tonischen Blockierungspotenz vorliegt. Demzufolgénikten bereits niedrigere
Konzentrationen von Ketamin ausreichen, neuronalatribin-Kanale unter
physiologischen Bedingungen zu blockieren.

Die Wirkung von Ketamin Razemat auf das Inaktivgswerhalten von Natrium-
Kanélen zeigte, dass eine leichte Verschiebung yperpolarisierenden Potenzialen
stattfand. Vor nicht allzu langer Zeit fand jedd8lnoit heraus, dass am Nerven des
Frosches Rana esculenta keine Veranderung durclmfi@abe sichtbar waren
(BENOIT, 1995). Diese unterschiedlichen Ergebnissse kormem einen auf die
verschiedenen Praparate zurlckgefihrt werden, arsé#s auch mit den ungleichen
Untersuchungsbedingungen einhergehen.

Bereits in Kapitel 4 wurden die klinisch fassbaténterschiede in der Wirkung von
S-(+)- und R-(-)-Ketamin dargestellt. Es zeigtehsin vielen Untersuchungen, dass
S-(+)-Ketamin mit wenigeren Nebenwirkungen behafietDiese Aussage wurde durch
die bereits aufgezeigten, experimentellen Ergebréss Natrium-Kanal unterstttzt, da
bereits mit 126 pmol/l S-(+)-Ketamin die halbmaxien@lockierungskonzentration
erreicht war und im Gegensatz dazu 245 pumol/l demiomers R-(-) bendtigt wurde.
Lediglich Smith et al. und Puu et al. maf3en in nhkéntersuchungen eine starkere
Wirkung des R-(-)-Ketamins (8TH et al., 1981; Bu et al., 1991). Smith et al. zeigten
einen geringen stereoselektiven Blockierungsvokteil R-(-)-Ketamin an neuronalen
Serotonintransportprozessen. Puu et al. publinegme verstarkte Hemmung der
Azetylcholinesterase durch R-(-)-Ketamin sowie Behinderung seiner irreversiblen
Hemmung durch organische Phosphorséureester. AlecArbeitsgruppe Brau stellte
am peripheren Nerven fest, dass die R-(-)-Formngéigig starker blockierte als sein
S-(+)-Enantiomer, wobei aber kein eindeutiger sigpezifischer Vorteil gegenuber
dem S-(+)-Ketamin bestand KBU et al., 1997). Hierbei wird deutlich, dass Ketamin
und seine Enantiomere je nach Wirkort unterschsbdli Effekte und
Blockierungspotenzen besitzen. Viele Anasthetikanke® den lonenstrom der Natrium-
Kanale auf unterschiedliche Weise beeinflussen. Di®irkungsweise der
Lokalanasthetika wurde bereits anfangs beschriebga. Bindungsstelle fir diese

Molekule liegt innerhalb des Natrium-Kanals und &ahehierbei mehr der
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Membraninnenseite zugewandt zu seimAB et al., 1997). Da bekannt ist, dass das
Medikament Lidocain Uber diesen Rezeptor seine éoiathetische Wirkung austbt,
wurde es fur die Analyse des Bindungsortes von idgtan den bereits beschriebenen
Verdrangungsexperimenten benutzt. Das Ergebnistezedpss Ketamin vermutlich
einen anderen Ort am oder im Kanal benutzt, viiteaber auch eine vollig andere
Wirkungsweise besitzt. Offensichtlich kénnen Lokesthetika und Ketamin durch

unterschiedliche Beeinflussung der Natrium-Kankie Wirkung ausuben.

Kalium-Kanale

Inzwischen sind eine Vielzahl unterschiedlicher if@-Kanédle bekannt, die alle
annahernd die gleiche Struktur besitzePATERALL, 1988). Meist liegen sechs
transmembranare Abschnitte vor und vier der klUrzdeenzelproteine lagern sich
wahrscheinlich zusammen, um einen funktionsfahiganal zu bilden. Unter anderem
unterscheiden sich die Kandle aufgrund ihres Adtivmgs- und Inaktivierungs-
verhaltens sowie in ihren Reaktionen mit Pharm&a.zeigt zum Beispiel der K
Kanal nach der Depolarisation sowohl eine schrfgttevierung als auch Inaktivierung.
In der vorliegenden Arbeit wurden zwei spannungdafglge Kalium-Kanéale
untersucht. Einerseits die sogenannten ,delayetifieet (K pr-Kanéle), die mit einer
zeitlichen Verzogerung (,delay”) aktivieren und natner Zeitkonstante > 100 ms
inaktivieren (8HWARz und VOGEL, 1971). Davon unterschieden wurden andererseits
die schnell inaktivierenden ,A-Typ“-Strome, die neiiner Zeitkonstante von 15-60 ms
wahrend der Depolarisation einer Zelle sehr schinalktivieren und erst durch eine
Hyperpolarisation erneut aktivieren. Aufgrund seifigihen Aktivierung nahe dem
Ruhemembranpotenzial ist der a{Kanal befahigt, die Impulsfrequenz
(,Feuerfrequenz®), die fur die Weiterleitung neuater Informationen wichtig ist, zu
modulieren (HLLE, 1992). Neurone haben daher die Moglichkeit, Glegr Grad ihrer
Depolarisation Informationen als Frequenz der Altjmotenziale an nachgeschaltete
Neurone weiterzuleiten.

Die bisher veroffentlichten Daten zeigten, dassifalKanadle gegenuber Ketamin
wenig empfindlich waren. So waren sowoh! derKanal (ROTHMAN, 1988) als auch
der Kpr-Kanal (Baum, 1993; FOTHMAN, 1988) erst von millimolaren Konzentrationen

blockiert. Auch Frenkel und Urban schrieben UbedidfaKanadle des zentralen
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Nervensystems, dass einesdanit einer Konzentration von 1,1 mmol/l und eine
maximale Blockierung von 71% des Stroms moglich (f@ENKEL und URBAN, 1992).
Etwas empfindlicher reagierten die potenzialunablgem ,Flicker*-Kanale auf
Ketamin. Die halbmaximalen Blockierungskonzentragio lagen hier bereits zwischen
100 und 200 pmol/l (BAu et al., 1993). Ebenso stellten 1999 Friederich Urighn an
neuronalen Kalium-Kandalen des zentralen Nervensystane 1G, von 361 pumol/l fest
(FRIEDERICHUN WRBAN, 1999). Auch Endou et al. erreichten durch Unigrsagen an
Meerschweinchen-Kardiomyozyten eine Hemmung dgsHkanals in Konzentrationen
von 100 umol/l (Ebou et al., 1992), wahrend an isolierten HerzmuskedreBaum
keine Blockierung in diesem Konzentrationsberegstdtellte (Bum, 1993). Trotzdem
besitzen die durch hohe Ketaminkonzentrationen digerufenen Inhibitionen von
lonenkanalen klinische Relevanz, da sie hdchstwhbislich ein Grund fur die
lokalanasthetische Wirkung von Ketamin sind. Dien&lalockaden konnten bei der
rickenmarksnahen Gabe einen wesentlichen Beitragazalgetischen Wirksamkeit
leisten (KRESS 1994).

Die in dieser Arbeit beschriebenen Hemmkonzentnatiovon Ketamin am gg-Kanal
unterschieden sich nicht sehr von denen der Natkaméle. In den Untersuchungen
am isolierten Soma differierte jedoch die Empfiokdkeit des Kgr-Kanals deutlich
gegenuber der desaKKanals. Der langsam inaktivierende Kalium-Kanalr vedwa
dreimal sensitiver gegeniiber Ketamin Razemat ®gp. 6.2.3). Ketamin blockierte
die Ka-Kanale zwar zu etwa 40%, aber erst in einer Kotnagéan von 3 mmol/l. Eine
Stereoselektivitat am dg-Kanal konnte nicht festgestellt werden. Zu diedemebnis
fuhrten auch die Untersuchungen von Brau et alpanpheren Nerven @iu et al.,
1997). Im Gegensatz dazu zeigte sich durch diersitbungen an iKanélen der
Hinterhornneurone, dass Ketamin Razemat und seimant®mere sich in ihrer
Blockierungspotenz unterschieden. Das Enantiomg) Reigte eine deutlich potentere
Wirkung als S-(+)-Ketamin. Zusammen mit der bereitwdhnten, unterschiedlichen
Wirkung von S-(+)- und R-(-)-Ketamin am Natrium-kdnvurde durch diese Studie
zum ersten Mal dargestellt, dass Ketamin an longilkareine deutlich stereoselektive
Wirkung besitzt. Die Arbeitsgruppe Brau et al. beditete zwar ebenfalls am Flicker-
Kanal eine Stereoselektivitat, deren Auspragungogbd eindeutig geringer war
(ICs0: S-(+) = 168 pmol/l und R-(-) = 146 pmol/l). Obedunterschiedliche Stereo-

selektivitat am K-Kanal und Natrium-Kanal auch fur verschiedene \Whden und
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Nebenwirkungen des Medikaments Ketamin verantwartlist, kann aus den
vorliegenden Daten nicht eindeutig gefolgert werdéuas klinischen Untersuchungen
ist aber bekannt, dass das Enantiomer S-(+) Ubgewt die positiven und R-(-)
vermehrt die negativen Eigenschaften von Ketamégtir Eindeutig ist, dass am
Natrium-Kanal S-(+)-Ketamin und am pKk- und Ks-Kanal R-(-)-Ketamin am

potentesten sind. Weiterhin scheint sicher zu seéass die Blockade des Natrium-
Kanals fur die Wirkung von Lokalanasthetika zustgndt. Die Beeintrachtigung des
lonenstroms durch denakKanal konnte fur die Modulation der Schmerzempfimglu

relevant sein.

Aktionspotenziale

Das Nervensystem verarbeitet und verteilt Inforovegh im Korper. Diese
Informationen werden als Anderung in Aktionspotatsgrien (Frequenzkodierung)
verschliisselt und weitergegeben. Aktionspotenaiededen durch Uberschreiten des
~>Cchwellenpotenzials® (der Depolarisation der Zambran) ausgelost. Es schliel3t sich
selbsttétig eine Depolarisation zum Spitzenpotém@iavon dem aus die Repolarisation
zum Nachpotenzial erfolgt.

Es ist bekannt, dass die Hemmung spannungsabhamgigenaler Natrium-Kanéale zu
einer erschwerten oder verhinderten Entstehungs eMikionspotenzials an der Zelle
fahrt (WANN, 1993). Die Erregungsleitung wird unterbrochen, dia ankommende
Erregung die Nervenmembran an der Wirkstelle ddsalam&sthetikums nicht mehr
depolarisieren kann. Die Gabe des Natrium-KanatBos TTX kann zu einer
Reduktion einzelner Aktionspotenzialamplituden &ihr wahrend die Anzahl der
Aktionspotenziale gleich bleibt (QcHEwskiet al., 2001). Umgekehrt kommt es nach
Gabe des Kalium-Kanal-Blockers TEA zu einer sigaifiten Reduktion der
Aktionspotenzialanzahl und die Amplitudenhéhe wirdr unwesentlich beeinflusst
(OLscHEwskKI et al., 2001). Diese Arbeitsgruppe stellte festssdalie Lange der
Repolarisationsphase der Hinterhornneurone dugghKanale reguliert wird und dass
eine Blockade der kz-Kanale zu einer Abnahme der Aktionspotenzialfrequéihrt
(OLscHEwsKI et al., 2001). Die vorliegende Arbeit zeigte, ddstaminkonzentrationen
von 100 pmol/l eine Zelle sowohl am Auslosen eidésionspotenzials signifikant

beeinflussen als auch zu einer drastischen Abnahdee Frequenz von
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Aktionspotenzialserien fuhren kdnnen. Die schmargafi@nde Wirkung von Ketamin
lasst sich hierdurch erklaren. Ob auch andere leasiile Rolle spielen, ist bisher noch
nicht bestimmt worden. Die eben genannte Arbeifggeuhatte keinen Anhalt dafur,
dass die Generierung der spinalen Neuronenimpulsé aurch kalziumabhangige
Kaliumkanéle beeinflusst wird. Jedoch beobachtdlenase und Randic wahrend der
Blockade der spannungsabhangigen Natrium- und KaKanale mit TTX und TEA in
Hinterhornneuronen sich langsam entwickelnde, klaepolarisierende, fur Kalzium
selektive Potenziale. Diese konnten darauf hinweisgass spannungsabhangige
Kalziumleitfahigkeiten an der Generierung von Akspotenzialen beteiligt sind
(MURASEuUNd RaNDIC, 1983).

Sicherheitsfaktor

Die Zuverlassigkeit und Stabilitat der Ausbreitugiges Aktionspotenzials wird durch
den sogenannten Sicherheitsfaktor charakteristertwird aus dem Verhaltnis von
Schwellenstromstarke und verfligbarer Reizstromstédstimmt. Dieses gibt an, um
wieviel der aus der nachsten Umgebung kommendenSire zur Erregung mindestens
notwendige Stromstéarke Uberschreitet.

Es ist bekannt, dass die Erregungsleitung einesngvanen hohen Sicherheitsfaktor
besitzt. Dieser betragt an der motorischen Faser Kteschischiadicus 5-7. Dieser
Sicherheitsfaktor bedeutet, dass die Amplitude ssiktionspotenzials auf 1/5 bis 1/7
ihres normalen Wertes abnehmen kann, ohne dassbes zu einer unterbrochenen
Erregungsfortleitung kommt (lLLIES, 1970). Eine Unterbrechung der Erregung kdnnte
nur durch eine 80%ige Blockade aller beteiligtentriNen-Kanale hervorgerufen
werden (EKERT und RANDALL., 1978). Unter der Vermutung, dass ein Molekul mit
einem Rezeptor interagiert, wirde eine 80%ige Bidekerst durch das Vierfache der
halbmaximalen Blockierungskonzentration (4 Xxsg)Ceines Pharmakons zustande
kommen.

Ein Sicherheitsfaktor, der fur die Generierung éés$ionspotenzials am Hinterhorn-
neuron bedeutsam ist, wurde bisher noch nicht befen. Er kann aber
folgendermal3en abgleitet werden. Ein Aktionspo@nkann am Hinterhornneuron
generiert werden, wenn der Natrium-Strom grof3ef alg ist (\FRONOV et al., 1997).

Dieser erreicht eine durchschnittliche GroRe bréh Ratten von 5 nA ABRONOV et
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al., 1999). Wenn die Aktionspotenzialamplitude @@mnzige limitierende Faktor ist,
dann mussten mehr als 80% der Natrium-Kanéle ockierden (wie am Axon), um
kein Aktionspotenzial auszuldsen. Es reguliereimgbdauch lkgr-Kanéle die Lange der
Repolarisationsphase eines Neurons. Ein zugehdigeerheitsfaktor wurde auch hier
noch nicht beschrieben. Unter der Annahme, dasSiéerheitsfaktor von Natrium-
und Kpr-Kandlen gleich grol} ist, dirfte eine gleichzeitjeckierung beider Kanale ab
einer Blockerkonzentration von 4 x4 nicht zur Auslosung eines Aktionspotenzials
fuhren. In Experimenten mit dem Kalium-Kanal-BlockEEA konnte jedoch gezeigt
werden, dass es bereits bei einer 50%ige Blockag®e I§r-Kanals zu einer
Verlangsamung der Repolarisation und Reduktion dé&requenz von
Aktionspotenzialserien kommt (ScHEwsk, 2001). Deshalb muss angenommen
werden, dass die Sicherheitsfaktoren vomyr-Kanal und Natrium-Kanal sich

unterscheiden.
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8. Schlussfolgerung und Ausblick

Innerhalb der letzten Jahre sind viele klinischeéedsuchungen zu den Wirkungen von
Ketamin auf das zentrale Nervensystem duchgefulotden. Dabei wurden die
Ketamineffekte wahrend der Allgemeinanasthesie ubdi riickenmarksnaher
Applikation untersucht. Die meisten Experimente aigktrophysiologischer Ebene
wurden jedoch hauptsachlich am peripheren Nervegevmmmen. Die Ergebnisse
lassen sich aufgrund der elektrophysiologischen pimatmakologischen Unterschiede
zwischen den axonalen und somatischen Membranen wichittelbar auf das ZNS
Ubertragen. Diese Dissertation hat deshalb die Wdgk von Ketamin auf die
lonenkanale spinaler Hinterhornneurone analysiert.

Die verschiedenen Untersuchungen haben gezeigts datamin die typische
Eigenschaft eines Lokalan&sthetikums, namlich deckade von Natrium-Kanélen,
besitzt. Interessanterweise hat sich jedoch heestsllf, dass Ketamin anscheinend
nicht den bisher fir Lokalandsthetika angenommeziefort im Natrium-Kanal fir
seine Wirkungsentfaltung benutzt. Hier stellt sitdshalb die Frage, auf welche Weise
Ketamin den Natrium-Strom im Kanal behindern bzieckieren kann. Geschieht dies
durch Benutzung eines eigenen Rezeptors, durch Mtdolvon Bestandteilen des
Kanals oder der umgebenden Zellmembran (Verschgebwon Bestandteilen der
Doppellipidschicht)? Mit Hilfe der Patch-Clamp-Metleokonnte es moglich sein, eine
Antwort zu finden. Sie kdnnte auch benutzt werden,festzustellen, inwieweit andere
Lokalandsthetika  vergleichbare  Ergebnisse wie Kegtaman  spinalen
Hinterhornneuronen aufweisen und ob ligandengegteuRezeptorkanale an der
lokalan&sthetischen Wirkung bzw. der BehinderungSttgnmerzweiterleitung beteiligt
sind. Bemerkenswert ist auch die unterschiedliatteriz der Enantiomere am Natrium-
und Ka-Kanal. Weitere Untersuchungen missen klaren, ol welcher genaue
Zusammenhang zwischen der Blockade und den durctani®e verursachten
Nebenwirkungen besteht.

Diese  Fragestellungen konnen  wahrscheinlich nur egeggam  mit
elektrophysiologischen, zellbiologischen, molekbialogischen und Kklinischen
Untersuchungen beantwortet werden. Obwohl bereds ¥4 Jahren die ersten

Untersuchungen zu Ketamin stattfanden, liegt deage Wirkungsmechanismus noch



KAPITEL 8 SCHLUSSFOLGERUNG UNDAUSBLICK SEITEGS

im Dunkeln. Es bleibt daher eine Herausforderung &ie Forschung, diese

Zusammenhange zu beleuchten.
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Zusammenfassung

Das Pharmakon Ketamin und seine Enantiomere R#(e) 8-(+) wurden auf ihre
Wirksamkeit an lonenkanalen der Hinterhornneuronié Idilfe der Patch-Clamp-
Technik geprift. Die verwendeten Neurone stammiam Rickenmarksquerschnitten
junger Ratten (drei bis neun Tage alt), die einengtdicke von 200 um besal3en. Mit
Hilfe von Whole-Cell-Ableitungen im Gewebeschnithdu der Methode der Soma-
Isolierung wurden die Experimente durchgefuhrt. D¢ersuchten lonenkanale waren
der Natrium-Kanal, der verzogert aktivierende ued schnell inaktivierende Kalium-
Kanal. An allen hat Ketamin die Eigenschaft eireersiblen Blockade gezeigt.

Die typische lokalan&sthetische Eigenschaft derrilvatKanal-Blockade hat eine
halbmaximale Blockierungskonzentration von 165 #u280l/l (n = 8) durch Razemat,
von 126 = 14 pmol/l (n = 7) durch S-(+)-Ketamin uvoh 245 £+ 24 pmol/l (n = 7)
durch R-(-)-Ketamin ergeben. Untersuchungen mitakK@h Razemat zeigten neben
einer tonischen auch eine phasische (use-depenBétkade der Natrium-Kanéle.
Statistische Auswertungen ergaben, dass die Wirkwamg S-(+)-Ketamin signifikant
potenter war als die von R-(-)-Ketamin und KetamRiszemat. Die auch am Natrium-
Kanal durchgefuihrten Verdrdngungsexperimente mitalen Razemat und Lidocain
wiesen auf unterschiedliche Bindungsstellen oderkkvMechanismen hin. Weitere
Untersuchungen zeigten, dass das Aktivierungsverinder Natrium-Kandle sich durch
Ketamin Razemat kaum veranderte, wohingegen eimehtée Verschiebung der
Inaktivierungskurve zu hyperpolarisierenden Poi@en zu bemerken war. Auch eine
selektive Blockade der Natrium-Stromkomponentendeuricht festgestellt.

Die experimentell herausgefundenen, halbmaximaleckBrungskonzentrationen ftr
den Kx-Kanal betrugen 497 + 70 umol/l (n = 6) fur das &mat, 1350 + 63 pmol/l
(n = 5) fur das S-(+)-Ketamin und 447 + 63 pmat/lH 6) fur das R-(-)-Ketamin. Das
R-(-)-Ketamin besal3 hierbei die starkste Wirkung diesen Kanal. Im Gegensatz
hierzu ergaben sich ampkKanal eine IG von 183 £ 27 pmol/l (n = 7) durch
Razemat, von 200 £ 25 umol/l (n = 7) durch S-(+}afe@n und von 144 + 24 umol/l
(n = 8) durch R-(-)-Ketamin. An dieser Stelle wuldkine spezifische stereoselektive

Wirkung festgestellt.



Auch die Generierung von Aktionspotenzialen undiditpotenzialserien kann durch
Ketamin beeinflusst werden. Bereits die Ketaminslagin 100 umol/l fihrt zu einer

Reduktion der Aktionspotenzialdauer und —frequddabei spielen die Blockade des
Natrium- und kr-Kanals eine bedeutende Rolle.

Zwar hat die vorliegende Dissertation gezeigt, dasse untersuchten

spannungsgesteuerten lonenkanéle erst in Konzengat gehemmt werden, die
deutlich hoher als die zur Narkose notwendigen rié®nzentrationen liegen. Eine
klinische Relevanz konnte dennoch in der lokaldrgisichen Wirkung von Ketamin

und seinen Enantiomeren an den spinalen Hinterleamonen liegen. Schliel3lich

werden bei der rickenmarksnahen Anasthesie Koratemten von Ketamin erreicht,

die den halbmaximalen Blockierungskonzentrationendén Untersuchungen dieser
Dissertation entsprechen. Deshalb wére es mdogtielss dieser lokalanasthetische
Effekt einen bedeutsamen Anteil an der analgetis&Nekung von Ketamin aufweist.

Denn in der Weiterleitung und Verarbeitung sensbes Informationen auf

Ruckenmarksebene und zum Gehirn spielen diese Ne@iaoe entscheidende Rolle.
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