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Kapitel 1

Einleitung und Motivation

1.1 Schmerz und Schmerztherapie

Dem Schmerz als Symptom sowie dessen Linderung kommt in der modernen
Medizin eine sehr grofie und stetig wachsende Bedeutung zu. Die Anésthesiologie
befafit sich als eigenstédndige klinische Disziplin mit der Vermeidung und Behand-
lung von Schmerzen.

Schmerz ist zunéchst einmal ein physiologisch notwendiger Sinneseindruck, der
eine Storung der physischen oder funktionellen Integritit des Korpers signali-
siert. Eine Gewebsschidigung, z.B. durch Hitze, 16st auf unbewufiter Ebene einen
Vermeidungsreflex aus, der das exponierte Korperteil von der Wérmequelle ent-
fernt. Weiterhin wird die unangenehme Erinnerung an den Schmerz die betroffene
Person in Zukunft vorsichtiger handeln lassen, zum Schutz vor weiteren Schéadi-
gungen. Sehr héufig ist der Schmerz der Anlafl fiir einen Menschen, sich einer
medizinischen Untersuchung und Behandlung zu unterziehen. Aber auch medizi-
nische Eingriffe selbst konnen sehr schmerzhaft sein und erfordern eine gezielte
und wissenschaftlich fundierte Schmerztherapie.

Die Schmerzempfindung ist eine Leistung des Nervensystems. Schmerzen werden
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durch periphere Nervenfasern elektrisch iibertragen, ebenso wie andere eingehen-
de Informationen wie Sinneseindriicke oder efferente Steuerbefehle an die Mus-
kulatur. Diese elektrische Ubertragung kann heute mit einer groBen Bandbreite
an Pharmaka beeinflufit werden, die mehr oder weniger spezifisch den Schmerz
bekdmpfen. Lokalanésthetika wie das hier verwendete Lidocain blockieren neben
dem Schmerz auch alle anderen Qualititen der Informationsvermittlung. Bei der
lokalen Applikation wie bei Operationen in einem umgrenzten Gebiet ist dies von
Vorteil, aber auch der Grund, warum es in einer zur Schmerztherapie notigen
Dosierung in der Regel nur lokal und kurzfristig eingesetzt werden kann.
Systemisch appliziert zeigt das Lidocain seine Wirkung auf verschiedene Systeme
der Erregungsleitung, hier wird es zum Beispiel auch zur Therapie von Rhyth-
musstorungen eingesetzt. Bei chronischen Schmerzen ist eine lokale Schmerzthe-
rapie auch wegen der Beteiligung iibergeordneter Reizverarbeitungssysteme oft
nicht méglich, wiahrend eine systemische Schmerztherapie wegen der genannten
Nebenwirkungen nur eingeschrénkt erfolgen kann. Wiinschenswert wére ein Phar-
makon, das die Schmerzen eines Patienten aufhebt oder lindert, ohne die dadurch
gewonnene Lebensqualitdt durch eine Vielzahl unerwiinschter Effekte zu beein-
trachtigen. Das ,ideale” Lokalandsthetikum, welches ausschliefllich das nozizepti-
ve System ausschaltet, ohne andere physiologische Erregungsleitungen zu storen,
ist jedoch nicht erhéltlich.

Zur Behandlung von chronifizierten Schmerzen, wie etwa durch Tumore ausgelo-
sten Schmerzen oder bei rheumatischen Erkrankungen, werden daher andere, zen-
tral wirksame Therapeutika wie Opioide (z.B. Morphin), Neuroleptika (z.B. Pro-
methazin) und Antidepressiva (z.B. Amitriptylin) eingesetzt. Am schwierigsten
gestaltet sich die Behandlung sogenannter neuropathischer Schmerzen, ein Be-
griff, der mit , Krankheit des Nerven” iibersetzt werden kénnte. Das pathologisch-
anatomische Korrelat dieses Krankheitsbildes ist nur schwer auszumachen und
beruht wahrscheinlich auf einer Anderung der molekularen Struktur der erkrank-

ten peripheren Nervenzellen und auf verédnderten Signalverarbeitungsprozessen
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im zentralen Nervensystem. Dies tritt etwa im Falle des Phantomschmerzes auf,
in dem der Patient subjektiv Schmerzen in einem amputierten Korperteil emp-
findet. Diesen Patienten kann heute mit zunehmenden Erfolg mit neuen Thera-
piekonzepten geholfen werden.

Natriumkanalblocker, die den verschiedensten Bereichen der Pharmakotherapie
entstammen, zeigen in der Therapie chronischer Schmerzen gute therapeutische
Ergebnisse. Neben den klassischen Lokalandsthetika kommen Antiarrhythmika
oder Antikonvulsiva wie Mexiletin, Carbamazepin [TANELIAN und BROSE 1991]
und Phenytoin zum Einsatz. Andere auf ihre gute Wirksamkeit iiberpriifte Sub-
stanzen sind Antidepressiva wie Amitriptylin [RICHEIMER et al. 1997], bei dem
eine natriumkanalblockierende Wirkung sehr wahrscheinlich ist [WANG et al.
2004], oder Memantin [CARLTON und HARGETT 1995] mit moglicher Natrium-
kanalblockade [BRAU et al. 2001]. Andere Wirkmechanismen bei der Schmerz-
bekdmpfung kennzeichnen das Gabapentin [ROSNER et al. 1996] und Pregaba-
lin [FREYNHAGEN et al. 2005]. Sie blockieren spannungsabhéngige Calciumkané-

le [MCCLELLAND et al. 2004].

1.2 Anatomie und Physiologie der Nozizeption

Ausloser fiir Schmerzen sind Gewebsschiadigungen, die mechanischer, thermischer
chemischer oder entziindlicher Natur sein konnen. Lokal werden aus den besché-
digten Zellen Substanzen (Kaliumionen, Protonen, Serotonin, Histamin) ausge-
schiittet, die Nozizeptoren stimulieren. Auch bei Entziindungsvorgéingen spielt
die Anderung des chemischen Milieus eine bedeutende Rolle. Diese ist nicht al-
lein Ausloser des Schmerzes, sondern fithrt durch Prostaglandin zu einer Sensi-
bilisierung des schmerzvermittelnden Systems. Der Begriff Nozizeptor bezeichnet
in seiner umfassenderen Bedeutung hierbei den Nervenzellkérper mit Axon und

in die jeweiligen Gewebe vordringender freier Nervenendigung.
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1.2.1 Zellphysiologie

Alle Gewebe und Zellen des menschlichen Korpers besitzen die fiir sie lebensnot-
wendige Fahigkeit, mittels aktiver oder passiver Transportvorginge Konzentrati-
onsgradienten von Ionen zwischen ihrem Soma und dem umgebenden Extrazellu-
larraum aufzubauen. Dies kann etwa zur Nahrungsaufnahme oder zur Beseitigung
von Abfallstoffen dienen. Im Falle der Nervenzellen werden die hieraus resultie-
renden elektrischen Membrandiffusionspotentiale zur Informationsiibermittlung
genutzt, wie bereits Bernstein [BERNSTEIN 1902] in seiner wegweisenden Mem-
branhypothese postulierte.

In neuronalen Zellen herrscht durch den Ionengradienten an der Lipiddoppel-
membran eine elektrische Potentialdifferenz von -60 mV bis -90 mV des Intrazel-
lularraumes (IZR) gegeniiber dem Extrazellularraum (EZR). Diese negative In-
nenladung wird hervorgerufen durch aktive Transporter, so die Natrium-Kalium-
Ionenpumpe, die im Austausch Natriumionen nach auflien und Kaliumionen nach
innen transportiert. Die Konzentrationsverhéltnisse im Innern gegeniiber Auflen
liegen in einer gesunden Zelle fiir Kalium bei 35 zu 1, fiir Natrium dagegen bei 1
zu 28. Die Zellmembran ist im Ruhezustand fiir Kaliumionen durchléssig. Durch
diesen Aufbau zweier Elektrolytrdume, die durch eine fiir bestimmte Ionen durch-
ldassige semipermeable Membran getrennt sind, wird eine elektrische Potentialdif-
ferenz erzeugt. Das Ruhemembranpotential liegt nahe dem Gleichgewichtspoten-
tial von Kalium, entsprechend dem frei permeierenden Kaliumion. Mit Hilfe der
Nernstschen Gleichung (Gleichung 1.1) und Kenntnis der vorliegenden Ionenkon-
zentrationen kann die Potentialdifferenz E; berechnet werden.

Die entscheidende Funktion der Nervenzellen ist ihre Fahigkeit, auf Einwirkung
von aufen ihr Membranpotential zu verdndern und diese Verdnderung entlang
des Axons elektrisch fortzuleiten. Wird die Zelle etwa durch einen mechanischen,
thermischen, chemischen oder elektrischen Reiz erregt, so lauft lokal in ihren Aus-

laufern innerhalb einer Millisekunde eine komplexe Kaskade von Ionenverschie-
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_ AT X In i

(1.1) E

R = allgemeine Gaskonstante [8,315 J-mol=!-K=1] z; = Anzahl der Ladungen des Ions I
F = Faraday-Konstante [9,64-10* C-mol 1] [I,] = AuBenkonzentration des Tons

T = absolute Temperatur [K] [1;] = Innenkonzentration des Ions

bungen ab: Bei Erreichen eines Schwellenpotentials werden spannungsabhéngige
Natriumkanéle geoffnet; aufgrund des grofien Konzentrationsgradienten strémen
nun positiv geladene Natriumionen ein und iiber der Zellmembran findet eine Po-
tentialumkehr statt. Als Aktionspotential (AP) bezeichnet man die Umkehrung
des Membranpotentials in den positiven Bereich. Die Riickkehr zum Ruhemem-
branpotential, die Repolarisation, wird durch die Inaktivierung der Natriumkané-
le eingeleitet. Darauf 6ffnen Kaliumkanéle, welche durch den Ausstrom positiv
geladener Kaliumionen die Riickkehr zum negativen Membranpotential beschleu-

nigen.

1.2.2 Erregungsleitung und Informationsverarbeitung

Das durch eine Reizung der Nervenzelle ausgeloste Aktionspotential wird durch
eine sich fortschreitende Erregung der Membran des Axons fortgeleitet. Durch
die lokale Membranumladung werden benachbarte Abschnitte der Zellmembran
depolarisiert und 16sen bei Erreichen der Schwellenspannung wiederum ein Akti-
onspotential aus. Der elektrische Impuls wird in nur in eine Richtung fortgeleitet,
da sich die Ionenkanéle zuriickliegender Membranabschnitte in einem inaktiven,
nicht erregbaren Zustand befinden.

Die elektrischen Eigenschaften eines Axons sind durch seinen Durchmesser und
durch den Aufbau der Lipiddoppelmembran bedingt, die den Intrazellularraum
vom Extrazellularraum elektrisch isoliert. Je grofler der Querschnitt eines Lei-

ters, desto geringer ist der Leitungswiderstand, was zu einer hoheren Uberlei-
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tungsgeschwindigkeit der fortschreitenden Erregung ldngs des Axons fithrt. Die-
se Geschwindigkeit wird auch durch die Umladungszeit iiber der Membran be-
stimmt, welche sich umgekehrt proportional zur Membrankapazitdt verhélt. Der
zweischichtige Aufbau der Zellmembran gleicht dem eines Kondensators: zwei ge-
gensétzlich geladene Leiterflichen sind elektrisch voneinander isoliert. Eine gute
Isolierung oder Vergréflerung des Abstandes beider Leiter fithrt zu einer kleineren
Membrankapazitdt und damit einer héheren Leitungsgeschwindigkeit. Dies wird
durch eine von Schwann-Zellen gebildete Myelinscheide erreicht, die das Axon
zwiebelschalenartig umschlieffit. Die Myelinscheide bewirkt eine elektrische Isolie-
rung der Nervenbahn und erhoht damit die Leitungsgeschwindigkeit der einge-
schlossenen Faser. Der Einstrom von Natriumionen und die Potentialumkehr kann
erst weit entfernt am néchsten freien Membranfleck, dem Ranvierschen Schniir-
ring stattfinden (Saltatorische Erregungsleitung [HILLE 1992]). So werden die ho-
hen Leitungsgeschwindigkeiten von 70-120 m/s etwa der Skelettmuskelefferenzen
erreicht. In der Peripherie werden auf diese Weise durch die Axone der Neurone
Informationen iiber weite Strecken iibermittelt.

Anatomisch und funktionell unterscheidet man Nervenfasern mit und ohne Myel-
inscheide, die, determiniert durch ihre jeweiligen physikalischen Eigenschaften,
unterschiedliche Information iibermitteln. Nach der Einteilung der Faserqualité-
ten von [ERLANGER und GASSER 1932] sind an der Ubertragung von Schmerz-
reizen vor allem diinne Ad-Fasern und nicht myelinisierte C-Fasern beteiligt (sie-
he Tabelle 1.1). Die Erregung von Ad-Fasern ruft eine schnell auftretende, gut
lokalisierbare Schmerzempfindung hervor, die Erregung von C-Fasern fiithrt zu
einem dumpfen, schlecht lokalisierbaren und spét einsetzenden Schmerz [DUDEL
2000], [ZENKER et al. 1993]. Unter pathologischen Bedingungen kénnen bei ei-
ner Verschiebung des Ruhemembranpotentials in den weniger negativen Bereich
allein durch Uberschreiten der Aktivierungsschwelle der Natriumkanile spontane
Aktionspotentiale ausgelost werden [ELLIOTT 1997], welche als Schmerz empfun-

den werden.
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Die Stérke eines Sinneseindruckes wird durch die Anzahl der gleichformigen elek-
trischen Impulse pro Zeiteinheit kodiert. Im zentralen Nervensystem ist das Ak-
tionspotential Grundlage der Informationsverarbeitung: Durch Vernetzung vieler
Neurone werden die vielen ankommenden Aktionspotentiale der afferenten Fasern
aufsummiert und verrechnet, womit zum Beispiel eine gezielte Reaktion iiber ef-

ferente Neurone ausgelost werden kann.

Fasertyp Funktion Durchmesser Geschwindigkeit
[pm] [m/s]

Aa Muskelspindelafferenzen, Skelettmuskelefferenz 15 70 - 120

Ap Hautafferenz fiir Bertihrung und Druck 8 30 - 70

A~y Muskelspindelefferenz 5) 15 - 30

Ao Hautafferenz fiir Temperatur und Nozizeption <3 12 - 30

B Priganglioniire sympathische Efferenz 3 3-15

C Nozizeption, postganglionire sympath. Efferenz 1 0,3-2

Tabelle 1.1: Kilassifikation der peripheren Nervenfasern nach [ERLANGER und GASSER 1932).

1.3 Lokalanasthetika

Das pharmakologische Wirkprinzip von Lokalanésthetika ist die Verhinderung
der Signalausbreitung entlang einer Nervenfaser durch Blockade von Natrium-
kanélen [HARRISON 1985]. Eine Reihe anderer Klassen von Pharmaka ist eben-
falls dazu in der Lage, wie Antiarrhythmika der Klasse I nach Vaughan Wil-
liams [VAUGHAN WILLIAMS 1984], Antikonvulsiva wie Carbamazepin und An-
tidepressiva wie Amitriptylin. Chemisch gemeinsam besitzen die Lokalanésthe-
tika einen Benzolring mit unterschiedlich substituierten Seitenketten, darin eine
Amid- oder Esterbindung. Das in dieser Arbeit verwendete Lidocain ist ein Lo-

kalandsthetikum vom Amid-Typ (Abbildung 1.1) mit einer mittleren Wirkdauer
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von 120 Minuten, das als erster Vertreter dieser Gruppe 1941 von Nils Lofgren
und Bengt Lundqvist synthetisiert wurde. Aufgrund seiner Wirkung auf kardia-
le Natriumkanile wird es auch als Antiarrhythmikum eingesetzt (zum Uberblick
sieche [STRICHARTZ und CovINO 1987]). Es liegt bei physiologischem pH-Wert
ungeladen und damit in lipophiler Form vor. Fiir seine Wirkung ist dies uner-
laBlich, da Lokalanésthetika die Lipiddoppelmembran der Zelle durch Diffusion
durchdringen und ihren Wirkort von intrazellular erreichen. In entziindetem Ge-
webe mit einem niedrigeren pH-Wert wird der Stickstoff des Lidocains stérker
protoniert (99,9% bei einem pH von 5,0), das Molekiil ist geladen und damit
lipophob, was die Diffusion durch die Membranen der lokalen Schmerzfasern ver-
hindert. So bringt es bei Entziindungsschmerz kaum Linderung.

Chemisch gesehen handelt es sich um 2-Diethylamino-N-[2,6-Dimethylphenyl]-
acetamid mit der Summenformel Cy4H2»N>O . Die Molekulare Masse betragt
234,3 g/mol und der pK, liegt bei 8,2. Uber die anésthetische Wirkung hinaus-
gehend sind fiir Lokalanésthetika immunmodulatorische und cerebroprotektive
Eigenschaften beschrieben, deren Wirkmechanismus bisher nicht iiber die Natri-

umkanalblockade erkliart werden konnte [PECHER et al. 2004].

CH, <CH3
CH
H 3
N ON—
H,C O

Abbildung 1.1: Strukturformel von Lidocain.
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1.4 lonenpermeation in lonenkanalen

Zum Verstindnis der Funktionsweise von Ionenkanéle sind fiir diese komplexen
Proteine mathematische und biophysikalische Modelle entwickelt worden, die den
Mechanismus des Transportes der Ionen durch den Kanal erklaren sollen. Hodgkin
und Huxley stellten nach ihrer Entdeckung der elektrischen Exzitation von Rie-
senaxonen das erste quantitative thermodynamische Modell vor [HODGKIN et al.
1952]. Dieses Modell betrachtet die Schaltvorgénge von Ionenkanilen unter den
Grundsétzen der Thermodynamik in Bezug auf den Energieerhaltungssatz und
den zweiten Hauptsatz der geringsten Entropie eines Systems. Fiir den Natrium-
kanal beschrieb Hille 1975 ein Energiestufenmodell, nach dem das Natriumion
in der Pore von auflen nach innen iiber vier geladene ,Energiebarrieren” in den
Intrazellularraum gelangt. Dabei kommt nur ein Ion zur gleichen Zeit in der Ka-
nalpore vor. Dieser Vorgang ist zum Beispiel iiber das Membranpotential von
aufen beeinflubar [HILLE 1975].

Neben diesem sogenannten Permeationsmodell sind weitere Gating-Modelle ent-
wickelt worden. Permeationsmodelle beschreiben den Transport von Ionen durch
den Kanal, wihrend Gating-Modelle das Verhalten eines Ionenkanals bei Uber-
giangen zwischen verschiedenen aktiven und inaktiven Zustdnden zu erkldren ver-
suchen [DESTEXHE und HUGUENARD 2000]. Fiir diese Arbeit von Bedeutung
sind das Verstédndnis der Ionenpermeation und die Markov-Modelle der Schalt-
vorginge, die im folgenden erldutert werden. (Zum Uberblick siche [BEGENISICH

1987))

1.4.1 Multi-lon-Single-File-Modell

In dem Energiestufenmodell von Hille 1975 als Vorldufer dieses Permeationsmo-
dells wird von einem einzigen Ion ausgegangen, das die Pore durchquert. Weil die-

ses einfache Modell fiir die Beschreibung der elektrophysiologischen Eigenschaften
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Abbildung 1.2: Erweitertes Energiestufenmodell der lonenpermeation zweier verschiedener Kali-
umkanile nach [HILLE und SCHWARZ 1978]. Der Extrazellularraum befindet sich links (OUT) und
der Intrazellularraum rechts (IN). Es existieren mehrere Bindungsstellen (in A zwei und in B drei
Bindungsstellen), die jeweils von einem lon besetzt werden kénnen. G bezeichnet die freie Enthalpie
(Gibb) der Energiebarrieren und der Bindungsstellen.

einiger Messungen nicht ausreichte, wurde das Multi-Ion-Single-File-Modell von
Hille und Schwarz vorgeschlagen [HILLE und SCHWARZ 1978] und von anderen
weiter modifiziert [URBAN und HLADKY 1979).

Es wird angenommen, dal mehrere Energiebarrieren im Kanal existieren (Ab-
bildung 1.2), so dafl sich mehrere Ionen gleichzeitig im Kanal aufhalten (Multi-
Ion), einander aber nicht passieren konnen (Single-File). Gelangt ein Ion auf den
energetisch niedrigsten Zustand zwischen zwei Barrieren, so spricht man von der
Besetzung einer Bindungsstelle. Nach dem Multi-Ionen-Einporen-Modell kénnen
mehrere Bindungsstellen gleichzeitig besetzt werden. Die hochste Schwelle ist fiir
den Eintritt in die Pore aus dem Extrazellularraum zu iiberwinden. Sobald sich
das Ton auf der ersten Bindungsstelle befindet, kann es durch ein nachfolgen-

des Ion aus der Bindung geschlagen werden oder durch Coulombsche Feldkrifte
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getrieben weiter ins Innere zur néchsten freien Bindungsstelle wandern. Die not-
wendige Reaktionsenergie ist fiir den Wechsel von der ersten zur néchsten Bin-
dungsstelle niedriger als die zum Wechsel zuriick ins Auflenmedium notwendige,
wodurch eine nach innen gerichtete Diffusionskraft zusétzlich zum Konzentrati-
onsgradienten entsteht. Die Ionen innerhalb des Kanals zeigen eine gegenseitige
Abstofung. Im geschlossenen Zustand ist das Energieprofil durch eine Konfor-
mationsdnderung des Kanalproteins beziiglich der Eintrittsschwelle so ungiinstig
verandert, dafl keine Ionenpermeation stattfinden kann. So wird die Existenz eines
, Tores” postuliert, das bei spannungsabhéngiger Aktivierung 6ffnet. Die mathe-
matische Beschreibung dieses ,,Gating”’-Prozesses wird durch die Definition eines

Markovschen Schaltbildes beschrieben.

1.4.2 Markov-Modelle

Markov-Modelle beschreiben das Schaltverhalten eines Ionenkanals mathema-
tisch und werden als formale Gating-Modelle bezeichnet [DESTEXHE et al. 1994].
Es werden verschiedene Aktivititszustinde postuliert, die der Kanal annehmen
kann und die iiber mefibare physikalische Parameter voneinander differenziert
werden konnen. Dies sind der geschlossene Kanal (Symbol R, kein Stromfluf}),
der offene Kanal (Symbol O, Stromflufl) und der inaktivierte Kanal (Symbol
I, kein Stromflu}, keine erneute Aktivierung moglich). Dariiber hinaus werden
diese Grundzustidnde zur Erklarung gewisser elektrophysiologischer Phénomene
im Ganzzell- und Einzelkanalexperiment noch unterteilt in sogenannte , hidden-
Markov” oder ,aggregated-Markov™-Zustdnde. Diese lassen sich mathematisch,
nicht jedoch mefitechnisch voneinander unterscheiden und tragen das gleiche Sym-
bol. Uber stochastische Ratenkonstanten gehen diese Zustinde linear oder ver-
zweigt in einen anderen {iber.

Eine wichtige Grundannahme eines Markov-Modells ist, dafy die Wahrscheinlich-
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(1.2) W _p)yx K

(1.3) P(t) = ™!

keit eines Ubergangs nicht von den Wahrscheinlichkeiten anderer Ubergiinge be-
einflult wird, das System also kein Gedéachtnis besitzt. Eine weiter Voraussetzung
ist die Linearitdat des Systems: Die Ratenkonstanten sind nicht von der vorbeste-
henden Besetzung der Zustidnde abhingig [COLQUHOUN und HAWKES 1977].
Im Falle eines einfachen hidden-Markov-Modells fiir den Natriumkanal (Abbil-
dung 1.3) existieren zwei diskrete Ruhezustinde. Wird die Zelle gereizt, so durch-
laufen ihre Natriumkanéle vom Zustand Ry zunéchst Ry, bevor sie 6ffnen und Na-
triumionen flieBen. Das Zeitverhalten des Modells (Gating) wird mathematisch
durch ein System von Differentialgleichungen (Gleichung 1.2) beschrieben, das
mit einer Exponentialfunktion gelost werden kann (Gleichung 1.3).

Dabei ist P(t) ein Vektor, dessen Elemente aus den relativen Haufigkeiten fiir die
Besetzung jeden Zustandes bestehen. Die Matrix K bildet sich aus den auf die
Zeit t normierten Ratenkonstanten a,b,c [BLUNCK et al. 1998]. Die Bestimmung
der Aufenthaltszeiten in einem Bereich des Modells benétigt eine Summe von
Exponentialfunktionen, die im Falle des Natriumkanals unterschiedliche Zeitkon-
stanten aufweisen. Dies ist ein Hinweis auf voneinander unabhéngige , hidden”-
Zustinde. Die empirischen Daten der ,patch-clamp”-Experimente werden diffe-
renziert und ein bestmdogliches Modell angepafit [DESTEXHE und HUGUENARD
2000] [SCHRODER et al. 2004]. In der Abbildung 1.3 ist die Situation zweier aggre-
gierter Ruhezusténde wiedergegeben, die auch zur Erkldrung einer nach Reizung

verzogerten Offnung des Kanals beitragen. [FAROKHI et al. 2000].
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a,

b, c
Ry= R)= 0 )= |
B B B B
abj ab, bbj bb,

RB-<-R,B— OB+ IB

Abbildung 1.3: Markov-Schema der Aktivitit eines Natriumkanals. Obere Reihe: In Abwesenheit
eines Pharmakons existieren zwei diskrete Ruhezustinde (Ri, R2), ein offener (O) und ein inak-
tiver Zustand (I). Die Uberginge erfolgen in beide Richtungen mit den Wahrscheinlichkeiten der
Hinreaktion ai, by, c1 und denen der Riickreaktion a.;, b.;, c.1. Untere Reihe: In Gegenwart ei-
nes Natriumkanalblockers (B) erscheinen die entsprechenden Zustidnde formal im blockierten Status
(Zusatz -B). Das spater erlauterte Konzept des dynamischen Blocks oder Offenkanalblocks legt
nahe, daB zwischen Ry und RyB jedoch kein Ubergang stattfinden kann, da es erst nach Offnung
des Kanals zur Blockade kommt (O = OB).

1.5 Der spannungssensitive Natriumkanal

In den spéten vierziger Jahren des vergangenen Jahrhunderts konnte mit der
neuentwickelten Technik der Spannungsklemme eine Anderung der Membranleit-
fahigkeit einer Nervenzelle wiahrend eines Aktionspotentials nachgewiesen wer-
den [COLE 1949]. An Riesenaxonen der Tintenschnecke fanden Hodgkin, Huxley
und Katz als Ursache dafiir eine Anderung der Membrandurchlissigkeit fiir be-
stimmte Ionen [HODGKIN und HUXLEY 1952a] - [HODGKIN et al. 1952].

Unter anderem mit Hilfe der "Patch-Clamp’-Technik (siehe Kapitel 2.1) konn-
te dieser Effekt Ionenkanilen mit spannungsabhingigen Offnungsmechanismus,
darunter in besonders grofier Zahl spannungsabhéngigen Natriumkanélen zuge-

schrieben werden. Bis heute wurde eine grofle Anzahl verschiedener Ionenkanéle
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des peripheren Nerven beschrieben [JONAS et al. 1989], [KOH et al. 1992], [Vo-

GEL und SCHWARZ 1995].

1.5.1 Vorkommen und Bedeutung

In den Neunziger Jahren nahm vor allem durch die Entwicklung molekularbio-
logischer Methoden das Wissen iiber Natriumkanéle sprunghaft zu. Es konnten
verschiedene Natriumkanéle isoliert werden, die den unterschiedlichsten Geweben
und Spezies entstammten. Mit der ,,Patch-Clamp” Methode wurden diese Kanéle
auf ihre elektrophysiologischen Eigenschaften hin untersucht.

In elektrisch erregharen Geweben gehoren spannungsabhéngige Natriumkanile
zu den am héaufigsten vorkommenden lonenkanélen. Natriumkanéle kdnnen aus
einem nichtleitenden Ruhezustand in einen leitenden Offenzustand iibergehen.
Die Latenzzeit und der zeitliche Verlauf der Aktivierung werden durch die Zeit-
konstanten der Aktivierung wiedergegeben. Nach dem Offnen gehen die meisten
Kanéle mit zunehmender Wahrscheinlichkeit in einen nichtleitenden Inaktivie-
rungszustand iiber, aus dem heraus sie nicht erneut durch Depolarisation 6ff-
nen kénnen. Nach der DNA- bzw. Aminosidurensequenz differenziert man heute
mindestens neun verschiedene spannungsabhéingige Subtypen einer Natriumka-
nalfamilie, die sich bei sonst hoher Ubereinstimmung an wichtigen funktionellen
Bereichen wie dem Spannungssensor oder der Kanalpore unterscheiden. Anhand
charakteristischer Parameter wie der Offnungs- und Inaktivierungsgeschwindig-
keit sowie der Affinitédt zu bestimmten Toxinen und Lokalanésthetika sind diese
Unterschiede zum Teil bereits auch elektrophysiologisch nachgewiesen worden.
Spéter einigte man sich auf eine einheitliche Nomenklatur nach phylogenetischen
und funktionellen Kriterien [GOLDIN et al. 2000]. Alle Kanéle der Typen Na,1.1

bis Na,1.9 leiten selektiv Natriumionen (Na). Sie wurden der Familie (Eins) zu-
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Name Gen Chromosom Vorkommen

ZNS
Na,1.1 SCN1A 2924 PNS

Na,1.2 SCN2A  2q23-24  2ZNs

— —— Na,1.3 SCN3A  2q24 ZNS

PNs

Na 14 1.7 SCN9A 2924 Schwann-Zellen

Na,1.4 SCN4A  17q23-25  Skelettmuskel

ZNS
Na,1.6 SCNBA 12913 PNs

Herzmuskel
Na,1.5 SCN5A  3p21 Skelettmuskel

Na,1.8 SCN10A 3p22-24  DRG

Na,1.9 SCN11A  3p21-24 PNS

25 20 15 10 5 0
Unterschied in der Aminosdurensequenz [%]

Abbildung 1.4: Relativer Unterschied in den Aminosiurensequenzen von Natriumkanilen.
Verglichen werden die vier Doménen der a-Untereinheit spannungsgesteuerter Natriumkana-
le der Typen Na,1.1 - Na,1.9 [GoLDIN et al. 2000]. Phylogenetisch scheinen sich al-
le Subtypen aus einem urspriinglichen Kanal entwickelt zu haben, mit einem hohen Ver-
wandtschaftsgrad auch gegeniiber anderen Kationenkandlen. Gemeinsam ist allen der modu-
lare Aufbau, mit wiederkehrenden die Funktion bedingenden Motiven. VerhiltnismaBig klei-
ne Mutationen erzeugen verschiedene gewebsspezifische Kanaltypen, die ein individuelles Ver-
halten gegeniiber natriumkanalblockierenden Substanzen zeigen, mit einer charakteristischen
Aktivierungs- und Inaktivierungskinetik bei erhaltener Grundfunktion und hoher lonenselek-
tivitdt. ZNS: zentrales Nervensystem, PNS: peripheres Nervensystem, DRG: Spinalganglien.

geordnet und nach der Reihenfolge der Entdeckung ihrer codierenden Chromo-
somabschnitte numeriert, das tiefgestellte ,,v” steht fiir die Spannungsabhéngig-
keit (siche Abbildung 1.4, Seite 15). Dartiber hinaus fand man in der Genom-
sequenzanalyse einige auch als Protein exprimierte Kanaltypen, die aber bisher
nicht funktionell untersucht wurden (vorlaufige Bezeichnung Nay). Die Natrium-

kanalfamilie (Eins) zerféllt in mehrere Gruppen:

1. Die auf Chromosom 2q codierten Kanalproteine 1.1, 1.2, 1.3 und 1.7 sind die
engsten Verwandten der Familie und kommen in hohen Zahlen in Neuronen

des zentralen und peripheren Nervensystems vor. Sie sind hoch sensibel
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gegeniiber dem Gift des japanischen Kugelfisches, Tetrodotoxin (siehe Kap.
1.5.4).

2. Zu einer anderen Untergruppe gehoren die Kanéle 1.5 des Skelettmuskels
sowie 1.8 in Spinalganglien und 1.9 im peripheren, sensorischen Nervensy-
stem mit einer zu mehr als 74% identischen Aminosdurensequenz, codiert

auf Chromosom 3p. Besonders 1.8 und 1.9 sind tetrodotoxinresistent.

3. Immer noch zu mehr als 80% identisch mit anderen Kanilen, aber evolu-
tionsbiologisch weiter entfernt stehen 1.4 des Skelettmuskels und 1.6 des

ZNS, lokalisiert auf den Chromosomen 17q und 12q.

Der in dieser Arbeit behandelte Natriumkanal wurde von zwei Arbeitsgruppen
unabhéngig voneinander erstmals kloniert. Die Arbeitsgruppe um John N. Wood
(London, GB) klonierte ein 1957 Aminoséuren langes Kanalprotein der Ratte und
nannte es a-SNS. Es ist in vivo in den Spinalganglienzellen neugeborener und
erwachsener Ratten gefunden worden [AKOPIAN et al. 1996]. In Abbildung 1.9
auf Seite 24 und folgende ist die Aminosdurensequenz dargestellt. Die Gruppe
um John C. Hunter (Palo Alto, USA) klonierte das um eine Aminoséure kiirzere
Kanalprotein PN3, das mit hoher Ubereinstimmung in der Sequenz ebenfalls an
kleinen Spinalganglienzellen der Ratte vorkommt [SANGAMESWARAN et al. 1996].
Heute hat sich fiir den hier untersuchten Natriumkanal meist die Bezeichnung

»,Na,1.8” durchgesetzt.

1.5.2 Struktur und Funktion

Der molekulare Aufbau eines spannungsabhéngigen Natriumkanals ist bereits gut
untersucht, zum Uberblick siche [MARBAN et al. 1998] und [CATTERALL 2000].
Es handelt sich um ein Protein bestehend aus einer 260 kDa a-Untereinheit, die

allein die funktionsfdhige Kanalpore bildet und aus ein oder zwei intrazelluldren
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Abbildung 1.5: Modell der Sekundirstruktur der a-Untereinheit eines Natriumkanals (mo-
difiziert nach [CATTERALL 1988]). Sie besteht aus vier sich &dhnelnden Doménen I-IV, die
jeweils sechs membrandurchspannende hydrophobe «-Helices besitzen. Die Segmente S4 al-
ler Domanen tragen positive Nettoladungen und verdndern bei Depolarisation ihre Positi-
on. So vermitteln sie die spannungsabhingige Offnung des Kanals [STUHMER et al. 1989].

Polypeptid-Untereinheiten ; und S, die fiir eine schnelle Offnungs- und Inakti-
vierungskinetik verantwortlich sind [ISOM et al. 1992]. Die Abbildung 1.5 zeigt die
Sekundarstruktur der a-Untereinheit aus vier Doménen mit jeweils sechs Segmen-
ten, die Abbildung 1.6 zeigt die ringférmige Anordnung der transmembranéren
a-Helices zu einem Ionenkanal. Dieser Aufbau ist nicht als statisch aufzufassen,
entscheidend fiir die Funktion ist die hohe Flexibilitdt der Konformation des Pro-
teins.

Zum molekularen Mechanismus der Kanal6ffnung wurde die Existenz eines ,, To-
res”, postuliert, das sich spannungsabhéngig 6ffnet und Natriumionen einstro-
men 148t. Die Kanalpore kann ihre Gestalt depolarisationsinduziert verédndern
mit den S4-Segmenten der Doménen I-IV als Spannungssensoren. Die Helix eines
S4-Segmentes trigt wiederholte Motive von Aminoséduren mit positiv geladener
Seitenkette gefolgt von zwei hydrophoben Aminosduren. Dies formt eine zylin-

drische Rohre, in der das S4-Segment durch wechselseitige Anziehungs- und Ab-
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Kanalpore

Kanal- «
untereinheit e extrazellular
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Abbildung 1.6: Modell der Tertidrstruktur eines Natriumkanals. Der Kanal besteht
aus vier &hnlichen Domédnen mit 6 Segmenten (A). Die vier Dominen sind in der
Membran zylinderformig angeordnet (B) (modifiziert nach [ALSOBROOK und STEVENS
1988], [STEVENS 1991] und [MaTTHEWS 1991]). Die Verbindungsschleifen der Segmen-
te 5-6 oder P-Regionen der vier Doméinen der «-Untereinheit des Natriumkanals bil-
den im Zentrum zusammen eine Kanalpore (Querschnitt C) [YAMAcGISHI et al. 1997].

stofungskrifte vertikal Richtung Zellinneres oder Richtung Extrazellularraum zu
gleiten vermag. Im Ruhezustand zieht das negative Potential des Intrazellular-
raumes die positiven Ladungen der S4-Helix in die Membran hinein. Bei Verén-
derung der Potentialdifferenz zum Positiven vollfiithrt die Helix eine spiralférmige
Auswirtsbewegung, welche durch Konformationsdnderung moglicherweise der ge-
samten Porenregion den Offnungsvorgang einleitet [CATTERALL 1986] [GUY und
SEETHARAMULU 1986].

Nach der Kanaloffnung stromen Natriumionen in die Zelle. Mit iiber die Zeit

zunehmender Wahrscheinlichkeit kommt es zur Inaktivierung des Kanals. Uber
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die ersten Hypothesen von Hodgkin und Huxley hinausgehend fafit man heute
die Inaktivierung als von der Kanaléffnung abhéngigen ProzeB auf [ALDRICH
et al. 1983]. Man unterscheidet eine schnelle (innerhalb von Millisekunden) von
einer langsamen (innerhalb von Sekunden und lédnger). Die langsame Inaktivie-
rung findet wéihrend verlédngerter Depolarisierung statt und ist moglicherweise
Ausdruck von Konformationsédnderungen des Kanalproteins, die nach der Ak-
tivierung beginnen. Sie konnen als eine iiber die Offnung hinausgehende iiber-
steigerte Aktivierung interpretiert werden, die die Kanalpore von ihrer dufleren
Offnung verschlieft, wihrend die Affinitéit des Lokalanéisthetika-Rezeptors immer
noch gesteigert ist [ULBRICHT 2005]. Durch Mutationsexperimente konnte eine
Beteiligung der P-Regionen gezeigt werden [TOMASELLI et al. 1995].

Unter physiologischen Bedingungen inaktiviert die iiberwiegende Mehrheit der
Natriumkanéle nach dem schnellen Mechanismus. Die schnelle Inaktivierung der
spannungsabhéngigen Natriumkanéle ist ein intrinsischer Offenkanalblock durch
ein Aminoséurentriplett aus Isoleucin, Phenylalanin und Methionin (IFM), das
sich in der cytoplasmatischen Verbindung der Doménen IIT und IV befindet [Mc-
PHEE et al. 1995]. Dieses IFM-Partikel soll sich aus seiner Position im Intrazel-
lularraum in die Kanalpore bewegen und so einen funktionellen Verschluf§ der
Kanalpore bewirken, noch bevor das Aktivierungstor geschlossen wird [EAHOLTZ
et al. 1994]. Als Rezeptor fiir das IFM-Partikel fand man einige Aminosiduren
in den Verbindungsschleifen der Segmente S4-S5 der Doménen IIT und IV an
der inneren Porendffnung. So wird es zentral in der Kanalpore gebunden und
verschlieBt diese von intrazelluldr [ROHL et al. 1999]. Unterstiitzt wird diese Vor-
stellung von Experimenten, in denen durch Zugabe von Endopeptidasen an der
inneren Zellmembran die Verbindungsschleifen der Doménen III und IV mit dem
Inaktivierungspartikel lysiert und folgend Natriumstrome ohne schnelle Inakti-
vierungskomponente registriert werden konnten. Ein dhnlicher Effekt wird bei
genetisch modifizierten Kanélen ohne IFM-Partikel beobachtet [GRANT et al.

2000].
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Von Bedeutung fiir die gezeigte Koppelung der Aktivierung und Inaktivierung
scheinen die bereits an der Kanaloffnung selbst beteiligten S4-Segmente zu sein:
In Experimenten mit a-Skorpiontoxin, das an die Extrazelluldrseite der Span-
nungssensoren bindet, fand man inaktivierungsdefiziente Natriumstrome [RoO-
GERS et al. 1996]. Das Toxin fixiert dabei das S4-Segment in einer Position, die

zwar die Offnung des Kanals zulifit, nicht aber seine schnelle Inaktivierung.

1.5.3 Mechanismen der Natriumkanalblockade

Viele Lokalanésthetika verhindern die Leitung von Natriumionen durch den Natri-
umkanal. Man geht von der Existenz mindestens einer spezifischen Bindungsstel-
le im Innern der Kanalpore aus. Die Bindungsstelle fiir Lokalanésthetika konnte
durch punktuelle Mutationen der sechs Segmente der Doméne IV gefunden wer-
den [WANG et al. 1998] [WRIGHT et al. 1998] [L1 et al. 1999]. In der a-Untereinheit
des Typ-ITa-Kanals des Rattenhirns identifizierten Ragsdale et al. die Aminoséu-
ren Phenylalanin (F) an Position 1764 und Tyrosin (Y) an Position 1771 im
Segment 6 der Doméne IV als Bindungsstelle [RAGSDALE et al. 1994]. Diese
Aminoséduren finden sich an &hnlicher Position und Anordnung in allen Natri-
umkanaltypen, so auch dem tetrodotoxinresistenten (TTX-R) Na,1.8-Kanal. Der
Austausch dieser Aminosduren gegen Alanin fiithrte zu einer deutlichen Reduktion
der Affinitét fiir Lidocain und Phenytoin, in geringerem Mafle auch fiir Quinidin
und Flecainid [RAGSDALE et al. 1996]. Sie sind damit wesentlicher Bestandteil
einer komplexen Bindungsstelle im Innern der Pore (Abbildung 1.7, Seite 21).
Die Bindung eines Lokalandsthetikums im Lumen des Natriumkanals fithrt zu
einem reversiblen Verschluf§ (tonische Blockade); das Einstromen von Natriumio-
nen wird verhindert und somit die Erregungsleitung und -entstehung. Bei vielen
Lokalanésthetika beobachtete man bei schneller repetitiver Reizung eine zuneh-

mende Natriumstromblockade (phasische oder ,,use-dependent” Blockade) der ge-
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Domdne IV

S6

Abbildung 1.7: Bindungsstelle des Natriumkanals fiir Lokalanisthetika in Domine IV, Seg-
ment 6. Die Aminosduren Phenylalanin (F) und Tyrosin (Y) an Position 1712 und 1719 sind
identisch mit den Aminosduren 1764 und 1771 im Typ-lla-Natriumkanal des Rattenhirns, wo
sie den Rezeptor fiir Lokalanisthetika bilden. Sie liegen porenseitig in der membrandurchspan-
nenden a-Helix im Abstand von zwei Helixwindungen (1,1 nm). Wahrscheinlich bindet die ter-
tidre Aminogruppe der Lokalandsthetika an das etwas tiefer in der Helix gelegene Phenyl-
alanin und der aromatische Ring an das Richtung intrazelluldre Porendffnung liegende Tyro-
sin. Das Lidocain-Molekiil liegt in der Kanalpore. Modifiziert nach [RAGSDALE et al. 1994].

samten Kanalpopulation [BUTTERWORTH und STRICHARTZ 1990]. Die Starke
dieses Effektes ist von der Konzentration des Lokalandsthetikums, von Reizfre-
quenz, Reizdauer und Membranpotential abhéngig.

Eine Theorie, die dies zu erkldren versucht, ist die ,modulated receptor hypo-
thesis” von [HILLE 1977] und [HONDEGHEM und KATZUNG 1977]. Sie beschreibt
drei verschiedene Konformationszustdnde des Natriumkanals, deren Bindungsver-
mogen zu Lokalandsthetika unterschiedlich ist. Der aktivierte und besonders der
inaktivierte Kanal besitze eine hohere Affinitdt fiir Natriumkanalblocker. Nach

einer ersten Aktivierung durch einen Reiz kommt es zur Blockade weiterer, nun
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inaktiver Kanéile. Die Blockade einer Anzahl von Kanélen nimmt so mit zuneh-
mender Reizanzahl zu, der Natriumstrom nimmt ab. Nach einer gewissen Zeit-
spanne 16st sich der Kanalblocker wieder, so daf3 sich ein Gleichgewichtszustand
zwischen Neublockade und Abdiffusion einstellt.

Eine andere Erkldarung gibt die , guarded receptor hypothesis” [STARMER et al.
1984], laut derer die Bindungsstelle fiir den Blocker erst durch Aktivierung des
Kanals frei gegeben wird. Zunéchst miissen Natriumkanéle geoffnet werden, be-
vor das Lokalanédsthetikum in den Kanal diffundiert und diesen bei der néch-
sten Reizung blockieren kann. Die Affinitdt des Rezeptors fiir Lidocain konnte
durch Mutationen, die den Kanal dauerhaft 6ffnen, gesteigert werden [WANG
und WANG 1999]. Die Bindungsstelle selbst hat nach dieser Theorie in jedem Ka-
nalzustand die gleiche Affinitét fiir natriumkanalblockierende Substanzen. Diese
konnten moglicherweise auch durch das Inaktivierungspartikel in der Kanalpore
festgehalten werden, wodurch die blockierende Wirkung verlangert wird [COURT-
NEY 1975].

Neuere Untersuchungen an mutierten, inaktivierungsdefizienten Natriumkanilen
zeigten, das Lidocain die Koppelung von Aktivierung und Inaktivierung beein-
flusst. Im Sinne einer allosterischen Rezeptorverédnderung kann es die Wahrschein-
lichkeit erhohen, das der Kanal vom offenen in den inaktivierten Zustand iiber-
geht. Beim an der DITII-DIV-Schleife mutierten und damit in der Inaktivierung
behinderten Kanal bewirkt die ,,Behandlung” mit Lidocain eine scheinbare Wie-

derherstellung der Inaktivierung [BALSER et al. 1996].
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1.5.4 Der tetrodotoxinresistente Natriumkanal

Das Gift Tetrodotoxin (TTX) des im Indischen Ozean beheimateten Kugelfisches
(Abbildung 1.8) hat wesentlich zum Verstédndnis der Struktur und der Funktion
von Natriumkanélen beigetragen. Es handelt sich um ein hochpotentes Neuro-
toxin, welches hochspezifisch Natriumstrome zu blockieren vermag [NARAHASHI
et al. 1964]. 1979 fand man in sensorischen Ganglien der Maus Aktionspotentiale,
die gegeniiber diesem Toxin relativ gesehen ,resistent” zu sein scheinen [YOSHIDA
und MATSUDA 1979]. Zur Blockade benétigte man im Vergleich zu den bereits be-
schriebenen TTX-sensiblen Natriumstrémen eine 60.000fach hohere Konzentrati-
on, welche etwa in der GroBenordnung der zur Blockade mit Lidocain verwendeten
liegt. Heute kennt man die Aminosdurensequenzen von zwei tetrodotoxinresisten-
ten Kanélen, Na,1.8 und Na,1.9 [TATE et al. 1998]. In elektrophysiologischen Ex-
perimenten fand man dariiber hinaus noch mindestens einen weiteren Kanal, der
sich funktionell von anderen tetrodotoxinresistenten unterscheidet [RUSH et al.
1998] [ScHOLZ et al. 1998].

Native TTX-resistente Natriumstrome in Spinalganglienzellen sind von mehre-

Abbildung 1.8: Der japanische Kugelfisch [Fugu] aus der Familie der Tetraodontidae in Vertei-
digungsstellung. Vor allem die Leber und Ovarien des wild lebenden Tieres speichern das bakteriell
synthetisierte Alkaloid Tetrodotoxin, welches selektiv und reversibel Natriumstrome tetrodotoxin-
sensitiver Natriumkanale blockiert.
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ren Arbeitsgruppen vor allem mit der ,whole-cell’-Methode der ,patch-clamp”-

Technik (Kapitel 2.1) untersucht worden [SCHWARTZ et al. 1990] [CAFFREY et al.
1992] [Roy und NARAHASHI 1992] [OGATA und TATEBAYASHI 1993] [YOSHI-
MURA et al. 1996] und sind mit den Stromen TTX-sensitiver Kanéle verglichen
worden. Es fand sich eine um 20 - 30 mV hohere Aktivierungsschwelle der po-
tentialabhéngigen Offnung; der TTX-sensitive Kanal 6ffnet bereits bei einem
Membranpotential von -60 mV, der TTX-resistente dagegen erst bei -40 bis -30
mV. Letzterer zeigt auflerdem eine deutlich langsamere Kinetik der Aktivierung
und Inaktivierung. Dagegen ist die Erholung von der Inaktivierung der TTX-
resistenten Strome schneller als die der TTX-sensitiven [ELLIOTT und ELLIOTT
1993]. Bei Untersuchungen auf Einzelkanalebene [ROY et al. 1994] [MOTOMURA
et al. 1995] [RUSH et al. 1998] entdeckte man unterschiedliche Einzelkanalleitfs-
higkeiten, der maximale Natriumionenfluf durch den TTX-resistenten Kanal ist
nur etwa halb so grof3.

Durch die Arbeiten von [AKOPIAN et al. 1996] und [SANGAMESWARAN et al.
1996] (siehe Kapitel 1.5.1) ist die Aminosdurensequenz des hier untersuchten
Kanals mit hoher Ubereinstimmung aufgeklirt worden. Letztere Arbeitsgruppe
konnte seine Existenz auch im menschlichen peripheren Nervensystem nachwei-
sen und den humanen Kanal klonieren [RABERT et al. 1998]. Damit gewinnt

seine pharmakologische Untersuchung an Bedeutung fiir die klinische Forschung.

Abbildung 1.9: (nichste Seite) Aminosiurensequenz des a-SNS Proteins der Ratte (Rattus norve-
gicus) [AKOPIAN et al. 1996], mit hoher Ubereinstimmung zur a-Untereinheit des Na, 1.8 Kanals.
Die transmembranidren Segmente und funktionellen Bereiche sind farbig hervorgehoben. Innerhalb
des vermuteten Selektivitatsfilters fiir Natriumionen (violett gekennzeichnet) spielen die Aminosau-
ren K(Lysin) 1369 DIl (nach [HEINEMANN et al. 1992]) und 1663-67 an vergleichbaren Stellen des
TTX-sensitiven Natriumkanals eine wichtige Rolle. Als Teil davon findet sich ein charakteristisches
Motiv aus den Aminosduren D-E-K-A (Aspartat, Glutamat, Lysin, Alanin) in den Domanen I-IV.
Diese sollen einen inneren Ring in der Kanalpore bilden, der bevorzugt Na*t passieren lisst. Durch
Mutation an diesen Stellen verliert der Kanal seine 100fach hohere Affinitét fiir Natriumionen und
leitet auch Ca®* und andere Kationen [CHIAMVIMONVAT et al. 1996]. An Position 356 bewirkt die
Aminosdure Serin die Resistenz gegeniiber Tetrodotoxin.
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Bei der Betrachtung auf Ebene der Primérstruktur des a-SNS Proteins (Abbil-
dung 1.9, Seite 24) finden sich Ubereinstimmungen der funktionellen Motive, die
in TTX-sensitiven Kanélen nachgewiesen wurden: das Inaktivierungspartikel aus
den Aminoséuren Isoleucin, Phenylalanin und Methionin (IFM), der Selektivi-
téatsfilter fiir Natriumionen und die Bindungsstellen fiir Lokalandsthetika.

Mit molekularbiologischen Methoden wurden mehrere Aminoséduren in der Po-
renregion der Doméne I gefunden, die fiir die Empfindlichkeit eines Natriumka-
nals gegeniiber TTX entscheidend sind [LIPKIND und FozzARD 1994]. Im Falle
des Tetrodotoxin-sensitiven Kanals des Rattenhirns bindet die positiv geladene
Guanidinium-Gruppe des Toxins an negativ geladenen Sauerstoff der Carboxyl-
gruppe in unmittelbarer Néhe der d&uleren Porenoffnung [NODA et al. 1989]. Da-
gegen bewirkt der Austausch von aromatischen Aminosiuren wie Tyrosin gegen
hydrophiles Cystein in der Porenregion eine hohe Resistenz eines vorher TTX-
empfindlichen Kanals [BACKX et al. 1992]. In der abgebildeten Aminosdurense-
quenz des Kanalproteins (Abbildung 1.9) ist an vergleichbarer Stelle das hydro-
phile Serin 356 fiir die TTX-Resistenz des Kanals verantwortlich [SIVILOTTI et al.
1997]. Die Wirkung von Tetrodotoxin sowie die einiger anderer guanidiniumhalti-
gen Kanaltoxine folgt einem komplexen Modell; es kommt durch die Bindung an
der dufleren Kanalpore und durch die Interaktion mit Aminoséduren des Selekti-
vitétsfilters fiir Natriumionen zu einer Konformationsanderung, die Aktivierung
und Passage von Natriumionen unmoglich macht [LIPKIND und FozzArD 2000].
Obwohl seit 25 Jahren bekannt und genauestens in seinen elekrophysiologischen
Eigenschaften untersucht, wurde dem tetrodotoxinresistenten Natriumkanal erst
in jiingerer Zeit eine bedeutendere biologische Funktion zugemessen. Durch seinen
Nachweis in kleinen Spinalganglienzellen, die mit schmerzleitenden Ad- und C-
Fasern verbunden sind [HARPER und LAWSON 1985] und durch seine spezifischen
anatomischen und funktionellen Eigenschaften vermutet man diese Funktion in

der Entstehung und Weiterleitung von Exzitation im nozizeptiven System:
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e In pathologisch verdnderten Nervenfasern herrscht hiufig ein weniger ne-
gatives Membranpotential. Durch sein deutlich hoheres Aktivierungs- und
Inaktivierungspotential kann dieser Kanal unter pathologischen elektrophy-
siologischen Bedingungen [NOVAKOVIC et al. 1998] noch Aktionspotentiale
bilden, wéhrend andere Natriumkanéle bereits inaktiviert sind. Weiterhin
fithrt die schnellere Erholung von der Inaktivierung zu einer schnellen Wie-
derauslosbarkeit des Natriumstromes. Diese Eigenschaften sind die Ursache,
dafl der Kanal spontan ohne dufleren Reiz repetitive Impulse auszultsen ver-
mag, die als Schmerz empfunden werden [ELLIOTT 1997]. Dies sieht man
heute als ein wichtiges Erklarungsmodell fiir die Entstehung neuropathi-

scher Schmerzsyndrome.

e Die langsame Aktivierungs- und Inaktivierungsgeschwindigkeit des TTX-
resistenten Kanals [OGATA und TATEBAYASHI 1993] wire fiir die schnel-
le Fortleitung der Aktionspotentiale in dicken myelinisierten Nerven nicht
ausreichend, sehr wohl dagegen fiir die langsamen Aktionspotentiale der

nozizeptiven C-Fasern (siehe Tabelle 1.1).

e In mehreren Spezies wurden an peripheren C-Fasern Summenaktionspo-
tentiale gemessen, die gegeniiber Tetrodotoxin resistent waren: Beim Frosch
[KoBAYvAsHI et al. 1993], [BUCHANAN et al. 1996], Ratte und Kaninchen [GAU-
MANN et al. 1992] und auch in menschlichen C-Fasern [QQUASTHOFF et al.
1995]. Weitere kleine afferente Fasern, deren zentrale Synapsen im Hinter-
horn des Riickenmarks untersucht wurden, sind nicht durch Tetrodotoxin
blockierbar [JEFTINIJA 1994b] und werden durch den Schmerzmediator Bra-
dykinin aktiviert [JEFTINIJA 1994a]. Periphere afferente Fasern enthalten
TTX-resistente Kanile, die so zahlreich vorkommen, dafl sie Aktionspoten-

tiale auslosen konnen [BROCK et al. 1998].
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e Durch Applikation verschiedener Schmerzmediatoren an peripheren Nerven
wird die Erregbarkeit kleiner Spinalganglienzellen gesteigert. Prostaglandin
E, sensibilisiert Nozizeptoren und fiihrte bei Messung zentraler Neurone
zu vermehrter TTX-resistenter Aktivitdt [ENGLAND et al. 1996], welche
auf eine Kanalmodulation durch eine cAMP-Protein-Kinase zuriickgefiihrt
wird. Einen &hnlichen Effekt zeigen Adenosin und Serotonin [GOLD et al.

1996).

e Bei einer experimentellen Schidigung des Spinalnerven von M&usen kommt
es zu einer Umverteilung von Na, 1.8 Kanélen in die Peripherie intakter C-
Fasern, dies fithrt dort zu messbaren TTX-resistenten Stromen [GOLD et al.
2003]. Méause, deren fiir den Kanal kodierendes Gen ausgeschaltet worden
war, zeigten bei sonst unauffilligen Verhalten abgeschwéchte Reaktionen
gegeniiber Schmerzreizen und eine verminderte Empfindlichkeit gegeniiber

experimentell induziertem neuropathischen Schmerz [LAT et al. 2002].

e Durch intrathekale Applikation von Antisense-Oligonukleotiden zu Abschnit-
ten der Na,l.8-kodierenden DNA kommt es zu einer verminderten Ex-
pression dieser Kanéle in der Zellmembran. Die Untersuchung verschiede-
ner Schmerzzustdnde an Ratten zeigte nach einer solchen Reduktion der
Na,1.8-Kanéle eine verminderte Empfindlichkeit gegeniiber experimentell
induzierten neuropathischen Schmerzen. Akutschmerzen, der postoperati-
ve Schmerz sowie durch Chemotherapeutika ausgeldste Schmerzen waren

dagegen unbeeintrichtigt [JOsHI et al. 2006].

1.6 Aufgabenstellung

Pharmakologische Interaktionen mit spannungsabhéngigen Natriumkanélen sind

komplex, da die verschiedenen Konformationszustinde der Kanéle unterschiedlich
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durch Pharmaka beeinflusst werden. An TTX-sensitiven Natriumkanélen sowie
Natriumkanélen des Herzmuskels sind diese Interaktionen bereits gut untersucht.
Bei den TTX-resistenten Natriumkanélen des peripheren Nervensystems, die eine
deutlich langsamere Kinetik aufweisen als TTX-sensitive, weil man weit weniger
iiber die Interaktion von Natriumkanal-blockierenden Pharmaka mit den verschie-
den Kanalzusténden. Der tetrodotoxinresistente Natriumkanal Na, 1.8 spielt nach
heutigem Verstindnis eine wesentliche Rolle in der Schmerzempfindung und be-
sonders in der Entstehung von neuropathischen, chronifizierten Schmerz. Thm
kommt daher iiber die physiologische Grundlagenforschung hinaus eine grofle
klinische Bedeutung in der Anésthesiologie und Schmerztherapie zu. Ziel dieser
Arbeit war es, grundlegende Interaktionen des isoliert in HEK293 Zellen expri-
mierten Na,1.8 Kanals mit dem klassischen Natriumkanalblocker Lidocain zu

untersuchen.






Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Die ,,patch-clamp” - Technik

Alle Experimente dieser Arbeit wurden mit der von Ernst Neher und Bert Sak-
mann entwickelten ,patch-clamp” - Methode durchgefiihrt [NEHER und SAK-
MANN 1976]. Sie erlaubte erstmals die genaue Messung von Strémen durch einzel-
ne lonenkanile. Gegeniiber der Mikroelektrodentechnik, bei der feine Elektroden
in die Zelle eingestochen werden, was hohe Leckstrome an der Verletzungsstelle
zur Folge hat, ist die entscheidende Verbesserung dieser Technik die Schaffung
einer dichten elektrisch leitenden Verbindung zum Intrazellularraum. Das soge-
nannte , gigaseal” bezeichnet den sehr hohen im Bereich von einigen Gigaohm
liegenden Abdichtwiderstand des Elektroden-Zellkontaktes.

Hierzu wird eine feine speziell behandelte Glaspipette mit einem Spitzendurch-
messer von etwa 1 pum unter mikroskopischer Betrachtung an die Zelle heran-
gefahren und aufgesetzt. Durch einen leichten Unterdruck wird dann die Zell-
membran an die Pipette angesaugt und durch Mikroadhésionskrifte zwischen
Lipiddoppelmembran und Glas ein erstaunlich fester Verschlufl geschaffen. So ist

der Verletzungsstrom der Zelle vernachlassigbar klein, der gemessene Strom fliefit

31
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des ,,patch-clamp” - Versuchsstandes mit Ganzzellablei-
tung einer HEK-Zelle nach dem Prinzip der Spannungsklemme. Von einem Computer wird das ge-
wiinschte Membranpotential iiber einen Digital-Analog-Wandler (DA-Wandler) an einen Verstarker
ausgegeben. Dieser miBt iiber die Pipette die intrazelluldre Spannung und verstarkt gegebenenfalls
eine vorhandene Differenz. In diesem Falle flieBt iiber den Riickkopplungswiderstand ein Strom, bis
das durch den PC vorgegebene Potential erreicht ist. Dieser verhilt sich nach dem Ohmschen Ge-
setz proportional zur Spannung am Ausgang des Verstarkers. Dieses Spannungssignal wird weiter
verstarkt, hochfrequentes Rauschen wird herausgefiltert, und schlieBlich kann es nach Digitalisierung
durch einen Analog-Digital-Wandler (AD-Wandler) auf dem Computer dargestellt werden. Einwarts-
strome werden dabei stets nach unten gerichtet abgebildet und mit negativem Vorzeichen versehen.

ausschlieflich durch die Ionenkanéle der Zellmembran, deren Funktion bei Ver-
wendung physiologischer intrazelluldrer Losungen kaum beeintrachtigt wird.

Das elektrische Rauschen (,,Johnson Noise”) verhilt sich umgekehrt proportio-
nal zum Abdichtwiderstand und ist bei den hohen Widersténden, wie sie bei der
,patch-clamp” - Technik erreicht werden, so klein, daf§ sogar Strome durch ein-
zelne Tonenkanile sichtbar werden. Dazu wird ein Verstérker bendtigt, mit dem
der Zelle iiber die Pipette ein bestimmtes Membranpotential aufgezwungen wird.
Jede Verdnderung dieses Potentials durch die Aktivitdt von Ionenkanélen wird
vom Verstéarker ausgeglichen. Der dazu flieBende Strom verhélt sich proportio-

nal zu dem Ionenfluf} durch die Kanéle der Zellmembran (Abbildung 2.1). Dieses
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Prinzip der Strommessung bei fest eingestellter Spannung bezeichnet man als
Spannungsklemme (,,voltage-clamp”).

Die ,,patch-clamp” - Methode erlaubt nach [HAMILL et al. 1981] vier verschiede-
ne Konfigurationen: die beiden zellverbundenen ,,cell-attached” und ,,whole-cell”-
Anordnungen, sowie die zellfreien ,,inside-out”- und ,,outside-out”-Konfigurationen,
etwa fiir die Einzelkanalmessung verwendet werden konnen (Abbildung 2.2). Die

Versuchsergebnisse sind hierbei um so besser, je weniger Ionenkanéle das abge-

‘cell-attached’ '‘whole-cell'

Pipette

Zelle saugen saugen
@ = =

usyaiz
usyaiz

A €|

'inside-out' 'outside-out'

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung iiblicher Konfigurationen der ,,patch-clamp” - Methode.
Zunichst wird die Pipette vorsichtig der Zelle angendhert und aufgesetzt. Durch Anlegen eines
leichten Unterdrucks an der Zelle entsteht das ,gigaseal” zwischen Zellmembran und dem rund
geschmolzenem Glasrand der Pipette. In dieser sogenannten ,cell-attached” - Konfiguration kdnnen
einzelne lonenkanile des angesaugten Membranflecks (,patch”) gemessen werden. Zieht man nun
die Pipette ruckartig zuriick, wird dieses Stiick aus der Membran herausgerissen und bleibt an
der Spitze haften (Darstellung in hoherer VergréBerung). Dieser ,inside-out” - Patch liegt mit der
vormals intrazellularen Membranseite in der Badlésung. Durch andauernden Sog im ,cell-attached”
- Modus erzeugt man ein kleines Loch in der Membran und gewinnt Zugang zu den lonenkanélen
der gesamten Zelle - der ,whole-cell” - Patch. Durch langsames Zuriickziehen entsteht hieraus der
,outside-out” - Patch, indem ein kleines Membranvesikel abgeschniirt wird, dessen Extrazelluldrseite
der externen Losung zugewandt ist. Die Experimente dieser Arbeit wurden im ,whole-cell’-Modus
durchgefiihrt.
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schniirte Membranvesikel enthélt - im Idealfall nur einen.

Die Experimente dieser Arbeit wurden im ,, whole-cell’-Modus durchgefiihrt, wel-
che die Messung des Summenstroms aller in der Zellmembran enthaltenen Ionen-
kanéle erlaubt. In der Pipette wurde ein dem intrazellularen Milieu angepafites
Elektrolyt verwendet, da es durch die Eréffnung der Zellmembran rasch zum

Austausch der intrazelluldren Fliissigkeit kommt.

2.2 Experimenteller Aufbau

Der Serienwiderstand der Pipette und die elektrischen Eigenschaften der Zell-
membran sind entscheidend fiir die Qualitdt der Experimente (sieche Abbildung
2.3, Seite 35). Die durch die Membrankapazitit auftretenden Umladungsstrome
wurden wie auch eventuell geringe Leckstréome der Zell-Elektrodenverbindung
bereits wihrend der Aufzeichnung mittels des Verstérkers kompensiert. Als Ver-
starker wurden der Azopatch 200B und der Vorverstiarker CV 203BU (Axon
Instruments, Foster City, CA, USA) verwendet.

Um Spannungsfehler durch einen zu hohen Serienwiderstand des Versuchsauf-
baus zu vermeiden, wurden Pipetten mit grofem Offnungsdurchmesser und damit
einem geringen elektrischen Widerstand hergestellt. Dazu wurden Borosilicatglas-
Kapillaren der Marke CEEBEE 101-PS (Bardram Health Care, Svendborg, Déne-
mark) mit einem Auflendurchmesser von 1,5 mm und einer Wandstérke von 0,32
mm verwendet, die vor dem Experimentieren mit Methanol gereinigt und mit
einem vertikalen Pipettenziehgerit (Feinmechanische Werkstatt des physiologi-
schen Institutes) zu diinnen Spitzen ausgezogen wurden. Unmittelbar vor jedem
Experiment wurden die Rohpipetten mittels eines an einem glithenden Platin-
draht befestigten Glaskiigelchen unter mikroskopischer Kontrolle ,poliert”, um
die Offnung zu verjiingen, die Abruchkante rund zu schmelzen und Verunreini-

gungen zu entfernen.
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Pipette

Zelle

Abbildung 2.3: Vereinfachte Darstellung des Schaltbildes der ,whole-cell™-Ableitung. Der Wi-
derstand des Zell-Pipettenkontaktes Ry ist vom Offnungsdurchmesser sowie von in der Offnung
liegenden Membranbestandteilen abhéngig. Die Zellmembran wird durch die von der Zelloberfla-
che bestimmten Membrankapazitdt C,, und einem parallel geschalteten, von der Leitfdhigkeit aller
lonenkanile der Membran bestimmten Widerstand R, beschrieben. Die verwendeten Pipetten mit
groBen Offnungsdurchmesser und damit einer hohen Leitfahigkeit minimieren den Serienwiderstand.

Nach luftblasenfreier Fiillung mit intrazelluldrer Losung wurde der mit einmo-
larer Kaliumchlorid-Losung chlorierte Silberelektrodendraht eingebracht. Die so
behandelten Pipetten besaflen nach Eintauchen in die Badlosung einen Wider-
stand zwischen 1 und 2 M2 und wurden jeweils nur fiir ein Experiment verwendet.
Mittels des Mikromanipulators HS6/2 (Fa. Maerzhéuser, Wetzlar), der manuell
iiber einen Joystick gesteuert wurde, erfolgte die Anndherung der Pipette an die
Zelle unter mikroskopischer Kontrolle mit dem invertierenden Mikroskop Modell
IM (Zeiss, Oberkochen) mit bis zu 400facher Vergroferung. Zur Schwingungs-
ddampfung war dieses System auf einem druckluftgelagerten Tisch aufgebaut. Um
die Versuchsanordnung wurde nach dem Prinzip des Faradayschen Kifigs ein
Metallgitter angebracht zur Abschwéchung des Signalrauschen durch die elektro-
magnetische Strahlung der elektronischen Apparate und der Umwelt. Alle Expe-

rimente wurden bei Raumtemperatur von 22-24 °C durchgefiihrt.
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2.2.1 Losungen und Lésungswechsel

Alle zum Experimentieren sowie fiir die Zellkultur verwendeten Losungen wurden
aus im Physiologischen Institut destillierten Aqua bidestillata selbst hergestellt.
Dies wurde bei der Herstellung des Zellkulturmediums (siehe Kapitel 2.3.2) und
von Elektrolytlésungen nach der Zugabe aller kleinmolekularen Inhaltsstoffe wie
Elektrolyte oder Trockenmedium steril filtriert. Dazu kam eine Vakuumanlage
mit Cellulose-Acetat-Filter (Sartorius 11107-47-ACN) der Grofie 22 Mikron zum
Einsatz. Die so gewonnenen Losungen konnten bis zu vier Wochen bei +4°C auf-
bewahrt werden.

Vor dem Experimentieren wurden die Badlosung (externe Tyrode) und die Pipet-
tenlosung (interne KCl) auf Raumtemperatur angewérmt, auf auskristallisierte
Salze gepriift und durch einen Spritzenfilter mit einer Porengréfie von 0,2 pm
(Renner, Darmstadt) erneut filtriert. Die Zusammensetzung der kristallinen Lo-
sungen ist in Tabelle 2.1 auf Seite 37 dargestellt. Die in dieser Arbeit verwendeten
Reagenzien wurden, sofern nicht anders angegeben, von Sigma Aldrich Chemie,
Deisenhofen, bezogen.

In der Pipettenlosung ist EGTA (Ethylenglycol-Bis[-Aminoethyl-Ether| - N,N|
N’ N’ - Tetraacetat) enthalten, das als Chelatbildner freies Calcium komplexiert.
Lidocain wurde aus einer bei +4°C konservierten 1:100 Stammlosung mit einer
Mikroliterpipette in externer Tyrodeldsung entsprechend verdiinnt.

Zur Applikation von Lidocain und zum schnellen Wechsel zwischen den verschie-
denen Konzentrationen wurde ein eigens entwickeltes System verwendet. In die
Badlosung getaucht wurden sechs parallele Glasrohren, die iiber kurze Silikon-
schlduche mit handelsiiblichen 5 ml Spritzen in einem Plexiglasblock verbunden
waren. Uber einen hydraulischen Stempel und einen Dauerinfusionsautomaten
konnten die Spritzen mit jeweils 1,5 ml/h entleert werden, was in den Réhren
einer Fliegeschwindigkeit von 20 mm/min entsprach.

Nachdem der ,,whole-cell” - Patch einer am Boden der Plexiglasschale haftenden
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Zelle gelungen war, wurde diese vorsichtig angehoben und mittels des Mikroma-
nipulators nacheinander in die Rohrenoffnungen gesteuert, wo jeweils Reizungen
durchgefiihrt und Natriumstrome aufgezeichnet wurden. Der Abdichtwiderstand
anderte sich dabei nicht. Der Vorteil dieses Verfahrens war der einfache und in-

nerhalb von Sekunden vollzogene Lésungswechsel.

externe Tyrode interne KC1 PBS
Na* 145 10 137
K+ 5 140 2,7
Ca%t 1
Mg+ 1
cr 154 150 139,7
PO43_ 10
Glucose 6
HEPES 10 10
EGTA 3
TEA 10

Tabelle 2.1: Zusammensetzung der verwendeten kristallinen Bad- und Pipettenldsung sowie fiir die
Zellkultur phosphatgepufferte Salzlésung (PBS). Konzentrationen in mmol/l. Der pH-Wert wurde
mit TRIS-Puffer (Tris[hydroxymethyllJaminomethan) auf 7,4 (ext. Tyrode, PBS) bzw. 7,2 (int. KCI)
eingestellt. PBS wurde mit Salzsiure auf einen pH von 7,4 titriert. HEPES: 4-[2-Hydroxyethyl]-1-
Piperazin-Ethansulfonséure, EGTA: Ethylenglycol-Bis[3-Aminoethyl-Ether]-N,N,N’,N’-Tetraacetat,
TEA: Tetraethylammonium zur Kaliumkanalblockade.

2.2.2 Datenerfassung und Auswertung

Die im Experiment gemessenen Natriumeinwértsstrome wurden iiber einen Ver-
stdarker und einen Tiefpafifilter von 2 kHz in Echtzeit durch einen 12-bit Analog-
Digital Wandler TM-40 (Scientific Solutions, Solon, OH, USA) digitalisiert. Dies
erfolgte mit 1024 Datenpunkten innerhalb des Digitalisierungszeitraumes von 40
ms. Die Abtastfrequenz (,Sample-Rate”) lag somit bei 25,6 kHz und damit deut-
lich hoher als die Filtereckfrequenz. Dadurch wurde dem Nyquist-Kriterium ge-
niige getan, nach dem die Abtastfrequenz bei der Digitalisierung analoger Mefsi-
gnale wenigstens doppelt so hoch sein sollte wie die hochste Frequenz des gefilter-

ten Signals. Ein unzureichendes Auflosungsvermogen fithrt zu Informationsverlust
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und zu Digitalisierungsartefakten.

Die Steuerung und Aufzeichnung der Experimente erfolgte mit dem auf einem
handelsiiblichen Personal Computer installierten Programmpaket pClamp 6.0
(Axon Instruments, Foster City, CA, USA). Dieses erlaubte die Vorgabe von je
nach Fragestellung wechselnden Impulsprotokollen zur Zellreizung sowie die digi-
tale Speicherung und Auswertung der Ergebnisse. Zur graphischen Aufbereitung
der Datenpunkte und zur Anpassung der Parameter entsprechender Kurvenfunk-
tionen diente das Programm FigP 5.0 (Biosoft, Cambridge, GB). Abgebildete
Datenpunkte sind Mittelwerte, die Fehlerbalken markieren den Standardfehler
der Anpassung, soweit im Text nicht anders angegeben. Verfasst wurde diese

Arbeit mithilfe des Textsatz-Systems HTEX.

2.3 Humane embryonale Nierenstammzellen

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen werden schon seit langem als gut zu
kultivierende Basis fiir Untersuchungen an durch Transfektion exprimierten Pro-
teinen verwendet. Humane embryonale Nierenstammzellen (Abk. HEK fiir engl.
Human Embryonic Kidney cells) wurden erstmals von [GRAHAM et al. 1977]
durch Transfektion mit Hilfe eines Adenovirus von ihrem Wildtyp in die dauer-
hafte Kulturform der Zellinie 293 gebracht. Zunéchst wurde angenommen, diese
Zellen seien Vorlaufer des sich entwickelnden Nierenparenchyms. Spéter erkann-
te man jedoch durch die Entdeckung von neuronenspezifischen Protein wie z.B.
Neurofilament-Untereinheiten in HEK-Zellen, daf} es sich eher um Stammzellen
eines intrinsischen Nervengewebes handeln konnte [SHAW et al. 2002].

HEK-Zellen enthalten in ihrer nativen Form eine Anzahl an ein- und auswértsge-
richteten Ionenkanélen, darunter fiinf Chloridkanaltypen und zwei Kaliumkanéle.
Diese Kaniile leiten in iiberwiegendem Mafle Auswértsstrome und kommen in

unterschiedlichen Anzahlen vor, im Falle der Kaliumkanéle in der ,,whole-cell”-
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Konfiguration mit Summenstrémen von bis zu 400 pA. Unter Kenntnis der Exi-
stenz dieser nativen Kanalpopulationen eignen sich die HEK293 Zellen sehr gut

fiir die Transfektion und Expression anderer neuronaler Ionenkanéle [ZHU et al.

1998].

2.3.1 Klonierung des Natriumkanals

Die Klonierung des Natriumkanals SNS/PN3 oder heute Na,1.8 in das HEK293-
Expressionssystem erfolgte mit dem Zytomegalievirus als Vektor durch [TATE
et al. 1998]. Die stabil transfizierten Zellen des Typs HEK293T wurden uns von
der Arbeitsgruppe um Simon Tate, damals Glaxo-Wellcome-Research (Stevenage,
Herts, GB) freundlicherweise fiir elektrophysiologische Untersuchungen zur Ver-
fligung gestellt. Um die HEK-Zellkultur zu immortalisieren, wurde das Genom fiir
das sogenannte , grofle T-Antigen” eines Papova-Virus (Simian Virus 40) in die
Zellen transfiziert. Dieses fordert das Wachstum einer Zellkultur, indem es den
selbstlimitierenden Regulationsmechanismus einer Zellpopulation bei zunehmend
konfluierendem Zellrasen vermindert [MICROBIOLOGY @QLEICESTER 2004].
Gegeniiber der bis dahin untersuchten Expression in Eizellen des chinesischen
Hamsters (CHO - Chinese Hamster Ovaries) oder amphibischen Eizellen mit
einer gegeniiber Saugetieren anderen Replikations- und Expressionsbiologie bot
dies den Vorteil einer kleineren Wirtszelle, in der relativ weniger Kanéle in die
Zellmembran gebracht werden. Dies kann die Aussagekraft von Ganzzellableitun-
gen und besonders Einzelkanaluntersuchungen erhohen und die Durchfithrung
erleichtern.

Zur Selektion der erfolgreich transfizierten Zellen wurde mit dem Vektor zugleich
ein Resistenzfaktor gegeniiber dem Aminoglykosid-Antibiotikum Geneticin® (G418)
iibertragen. Dies ist wirksam gegeniiber Bakterien, Hefen, Protozoen und auch

Saugetierzellen, so dafl HEK-Zellen, die das Resistenzgen nicht oder nicht mehr
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Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium DMEM

+ Néhrstoffmischung F-12 HAM 1:1 Sigma D-0547
mit L-Glutamin 0,365 g/1

Bicarbonat 1,2 g/l

Geneticin® Disulfat 400 mg/1 Sigma G-5013
Penicillin 10.000 U/1

Streptomycin 10 mg/1

Fotales Kélberserum FCS 10%

TRIS bis pH 7,4 Merck

Tabelle 2.2: Nihrmedium fiir die Zellkultur von humanen embryonalen Nierenstammzel-
len (HEK293). Mengenangaben zur Herstellung des Mediums als Konzentration, dahinter Be-
stellnummern und Angaben zur Bezugsquelle: Fa. Sigma, Deisenhofen; Fa. Merck . Das
Aminoglykosid-Antibiotikum Geneticin® dient zur Selektion erfolgreich mit dem Natriumka-
nal Na,1.8 transfizierter Zellen, da diese zusatzlich mit einem Resistenzfaktor versehen wur-
den. Der pH-Wert wurde mit TRIS-Puffer (Tris[hydroxymethyl]Jaminomethan) auf 7,4 eingestellt.

besitzen, innerhalb von zwei bis drei Teilungszyklen abgetotet werden. In der
Zellkultur wurde eine fiir nicht transfizierte HEK-Zellen letale Konzentration von

400 mg/] verwendet (siehe Tabelle 2.2).

2.3.2 Zellkultur

Die mit dem Natriumkanal Na,1.8 transfizierten Zellen wurden von der Firma
GlaxoSmithKline (Stevenage, Herts, GB) mit Dimethyl-Sulfoxid (DMSO) kon-
serviert und auf Trockeneis geliefert. Nach dem moglichst schonenden Abzentri-
fugieren des Kilteschutzmittels (DMSO) wurden verbliebenen vitale Zellen zu-
néchst fiir zwei Wochen in einem Kulturmedium mit 20% Kélberserum kultiviert,
bis eine stabile, konfluente Zellpopulation herangewachsen war.

Das zuvor auf Vorrat hergestellte Rohmedium wurde unter sterilen Kautelen
wochentlich mit mycoplasmenfreien fotalem Kélberserum versetzt (siehe Tabelle
2.2), das wegen seines reichen Gehaltes an Wachstumsfaktoren und Néahrstoffen
héufig in der Zellkultur verwendet wird. Alle Arbeiten an der Zellkultur wurden

unter einer zuvor mit 1-Propanol und UV-Licht desinfizierten Sterilbank (Ceag
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[HCOq ]
2.1 H =pK + log ———
(2.1) pH =p 8 [H,C0,]
(22) [HQCO3] =5 x pOOQ
(2.3) [HCO;] = S x pCO, x 10PH-PE
pK = Dissoziationskonstante [6,1] [HCO3] = Bicarbonatkonzentration [mol/]]

pCO; = Kohlendioxid-Partialdruck [kPa] [H2COs] = Kohlensidurekonzentration [mol/l]
S = Loslichkeitskoeffizient von Kohlendioxid in Plasma [~ 0,203 mol-1=*-kPa~?]

Schirp Reinraumtechnik) durchgefiihrt. Die Kulturschalen wurden in einem Wér-
meschrank BE/00 (Memmert) bei 37 °C unter einer Glaskuppel mit Wasserre-
servoir und Begasung mit 5% Kohlendioxid und 21% Sauerstoff aufbewahrt. Die
effektive mit diesem Aufbau erreichbare CO,-Konzentration lag bei 3,5 bis 4%.
Nach diesem Wert wurde die notwendige Menge Natriumbicarbonat fiir das Kul-
turmedium berechnet. Den pH-Wert des Bicarbonat-Kohlensidure-Puffersystems
liefert die Gleichung nach Henderson und Hasselbalch (Gleichung 2.1).

Die Kohlensdurekonzentration [H,COj3| steht iiber den Loslichkeitskoeffizienten
mit dem Kohlenstoffdioxidgehalt der Umgebung in Beziehung (Gleichung 2.2).
Der Partialdruck wird in kPa angegeben, was ndherungsweise dem prozentualen
Gehalt entspricht. Nach Umformen (Gleichung 2.3) und Einsetzen der gegebenen
Werte erhilt man die Bicarbonatkonzentration zur Einstellung des gewdiinsch-
ten pH-Wertes von 7,4. Der Vorteil dieses Puffersystems ist weniger eine grofie
Pufferkapazitat als die Moglichkeit, den pH-Wert durch die leicht zu variierende
gasformige Komponente CO, gut beeinflussen zu kénnen.

Alle zwei bis drei Tage wurde das Kulturmedium gewechselt und abhéngig von
der Dichte des Zellrasens eine Umsetzung durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen

zundchst mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS - Phosphate Buffered Saline)
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gewaschen um Reste des Kulturmediums zu entfernen. Fiir eine Minute wur-
de dann EDTA (Ethylendiamintetraessigsiure, Versene®) hinzugegeben, das als
Calciumchelator bewirkt, dal die Zellen ihre Mikropodien und Ausléaufer von den
benachbarten Zellen zuriickziehen.

Nach erneutem Waschen konnten die so ,befreiten” HEK-Zellen leicht mit ei-
ner mit frischem Medium befiillten Pipette angesaugt und im Verhéltnis 1:5 auf
neue 10 cm Petrischalen (Greiner) verteilt werden. Dabei wurden auch kleine 3
cm Schalen beschickt, die nach dem Anwachsen der Zellen bis zu zwei Tage fiir
»patch-clamp” - Experimente verwendet werden konnten. Die Zellkultur wurde so
bis in die 35. Passage fortgefiihrt, bis die Zellen einen deutlichen Qualitatsverlust
in Wachstum und Experimentierfreudigkeit sowie schrumpfende Natriumstrome
aufwiesen, letzteres am ehesten verursacht durch eine Abnahme der Dichte der

exprimierten Kanéle.



Kapitel 3

Ergebnisse

Ein Ziel dieser Arbeit ist es, die elektrophysiologischen Eigenschaften des iso-
lierten Na,1.8-Natriumkanals zu charakterisieren. Dies soll den Vergleich mit in
fritheren Arbeiten gewonnenen Daten aus der vielfaltigen Natriumkanalpopula-
tion von Spinalganglien ermoglichen. Darauf aufbauend wird die Wirkung von
Lidocain in variablen Konzentrationen und Haltepotentialen untersucht. Die phy-

siologische Offnung und die Inaktivierung werden durch Lidocain beeinflufit.

3.1 Spannungsabhdngige Aktivierung und

Inaktivierung

Um Natriumstrome des isolierten Na,1.8-Natriumkanals zu messen, wird nach er-
folgreichen ,,whole-cell’-Patch einer Zelle {iber den , patch-clamp”-Verstérker nach
dem Prinzip der Spannungsklemme ein negatives Membranpotential von -90 mV
eingestellt. Uber den PC wird die Zelle mit einem definierten Impulsprotokoll
gereizt (Abbildung 3.1) . Vor dem Testimpuls wird ein hyperpolarisierender Vor-

impuls nach -110 mV von 20 ms Dauer ausgelost. Durch den Vorimpuls nehmen

43
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Abbildung 3.1: Exemplarische Darstellung der Natriumstréme einer untersuchten HEK-Zelle, dar-
tiber die jeweiligen Impulsprotokolle. Linke Seite: Zur Gewinnung der Aktivierungskurve wird von
einem Ruhemembranpotential von -90 mV ausgehend zunachst fiir 20 ms nach -110 mV hyperpo-
larisiert. Darauf folgen Testimpulse von 20 ms Dauer in 10 mV Schritten ansteigend von -60 mV
bis 80 mV. Rechte Seite: Zur Messung der potentialabhdngigen Inaktivierung wird die Zelle mit
Vorimpulsen von -80 mV bis 20 mV gereizt. Gemessen wird der Maximalstrom auf den unmittelbar
folgenden Testimpuls nach 20 mV und einer Dauer von 5 ms.

auch inaktivierte Natriumkanéle den Ruhezustand an und koénnen durch den fol-
genden Testimpuls aktiviert werden.

Die Reizung der Zelle erfolgt durch das Impulsprotokoll wiederholt mit hyperpo-
larisierenden Vorimpuls und folgenden Hauptimpuls von 20 ms Dauer, der durch
den Sprung zu einem depolarisierenden Membranpotential Natriumstrome aus-
16st (15fache Wiederholung in 10mV-Schritten ansteigend von -60 mV bis +80
mV). Eine Aufzeichnung der so erhaltenen Natriumstrome ist im linken Teil der
Abbildung 3.1 exemplarisch dargestellt. Bei einer Natriumkonzentration von 145
mmol/l in der Badlosung (Zusammensetzung siehe Tabelle 2.1, Seite 37) und ei-

nem Haltepotential von -90 mV werden Natriumspitzenstrome mit Amplituden
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Gmax
(3.1) Gna = Fra B
1+e ha
(32) INa = GNa X (E — ENa)
] o Gmaaf) E E
(3.3) No = —5,—5 X (£ — Ena)
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I
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l14+e &
Ino = Natriumstrom [nA] G N = Leitféhigkeit fiir Natriumionen [S]
E = Membranpotential [mV] Gumar = maximale Natriumleitfahigkeit [S]
Eno = Umkehrpotential fiir Natriumionen [mV] ko, ki = Steigungskoeffizienten [mV]
E}j, = halbmaximales Aktivierungspotential [mV] T4 = maximaler Natriumstrom [nA]

Ej; = halbmaximales Inaktivierungspotential [mV)]

bis 1,2 nA bei einem Median von etwa 0,3 nA erzielt.

Die gewonnenen Daten dienen zur Untersuchung der Aktivierungsschwelle und
der Abhéngigkeit des Stromes vom Membranpotential. Tragt man die gemessenen
Natriumspitzenstrome gegen das Membranpotential des jeweiligen Testimpulses
auf, erhélt man die Strom-Spannungskurve der Abbildung 3.2 auf Seite 46. Der
linke Teil der Strom-Spannungskurve zeigt die bei Depolarisierung des Membran-
potentials zunehmende Offnung der in der Zellmembran liegenden Kanile. Die
statistische Offnung der Gesamtheit der Natriumkanile beschreibt die Funktion
von Ludwig Boltzmann (Gleichung 3.1). Der Parameter Ep, ist das Membran-
potential, bei dem die Hélfte der in der Membran vorhandenen Natriumkanéle
aktiviert sind. Der Steigungskoeffizient k, gibt an, wie stark sich die Natriumleit-
fahigkeit in Abhéangigkeit vom Membranpotential d&ndert.

Bei Membranpotentialen, die deutlich hoher als die Aktivierungsschwelle liegen,

kann man annehmen, dafl praktisch alle Kanile getffnet sind und damit die ma-



46 3. Ergebnisse

2 1 I(nA)

30 60 90
E(mV)

Abbildung 3.2: Strom-Spannungskurve klonierter Na, 1.8 Kanile. Aufgetragen ist der Natriumspit-
zenstrom | gegen das Testpotential E. Experimente in externer Tyrodelosung, Innenlésung interne
KCI. Nach einem hyperpolarisierenden Vorimpuls von -110 mV werden Natriumstréome ausgeldst
mit wiederholten Testimpulsen, in 10 mV Schritten ansteigend von -60 mV bis +80 mV bei einem
Haltepotential E=-90 mV.

ximale Natriumleitfadhigkeit (., erreicht ist. Der resultierende Strom verhélt
sich linear entsprechend der Potentialdifferenz und der Natriumleitfahigkeit G,
(rechter Teil der Strom-Spannungskurve). Diese Beziehung beschreibt das Ohm-
sche Gesetz (Gleichung 3.2, Seite 45).

Das Einsetzen der Boltzmann-Funktion in Gleichung 3.2 ergibt die Funktionsglei-
chung der Strom-Spannungskurve (Gleichung 3.3, Seite 45). Die Parameter wer-
den durch nicht-lineare Anpassung der Funktion an die Datenpunkte gewonnen.
Die Nullstelle und damit das ermittelte Umkehr- bzw. Gleichgewichtspotential
fiir Natriumionen liegt bei 46,2 + 6,9 mV (n=12). Fiir den isolierten tetrodo-
toxinresistenten Natriumkanal vom Typ Na,1.8 ergibt sich ein halbmaximales

Aktivierungspotential E;, von -2,9 + 3,8 mV.
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Zur Untersuchung der Spannungsabhingigkeit der schnellen Inaktivierung wird
ein anderes Impulsprotokoll verwendet. Anstelle eines hyperpolarisierenden Vor-
impulses wird ein Vorimpuls zu verschiedenen depolarisierenden Potentialen aus-
gelost. Dies geschieht repetitiv mit 11 Potentialen von -80 mV bis 20 mV iiber 20
ms Dauer. Dem Vorimpuls folgt ein Hauptimpuls nach 20 mV fiir 5 ms, bei dem
der resultierende Natriumspitzenstrom gemessen wird. Das Impulsprotokoll sowie
eine exemplarische Originalregistrierung sind im rechten Teil der Abbildung 3.1
auf Seite 44 dargestellt.

Die so ausgelosten Maximalstrome mehrerer Experimente werden normalisiert
und gegen das Potential des zugehorigen Vorimpulses aufgetragen. Das Anpassen
der Parameter der Gleichung 3.4 auf Seite 45 an die normalisierten Mefidaten
ergibt ein halbmaximales Inaktivierungspotential Ej; von -29,8 mit einem Stan-
dardfehler der Anpassung von + 0,9 mV und fiir die Steigung k; einen Wert von
8,6 £ 0,9 mV (n=12). In der Abbildung 3.3 auf Seite 48 ist links die resultierende
Inaktivierungskurve des Na,1.8-Natriumstromes dargestellt.

Zum Vergleich der spannungsabhéngigen Aktivierung mit der spannungsabhén-
gigen Inaktivierung werden fiir die Erstellung der Aktivierungskurve die Daten
der Strom-Spannungskurve verwendet (Abbildung 3.2). Mit dem halbmaximalen
Aktivierungspotential E,, wird die Aktivierung des Stromes gegen das Potential
aufgetragen. Dargestellt ist die Aktivierungskurve rechts neben der Inaktivie-

rungskurve in Abbildung 3.3.

3.2 Kanalblockade mit Lidocain

Die Lidocainblockade von Natriumkanélen in elektrisch erregbaren Geweben ist
bereits gut untersucht worden. Der Natriumstrom dieses Kanals wird wie der Na-
triumstrom anderer Natriumkanéle durch Lidocain konzentrationsabhéngig und

reversibel blockiert.
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Abbildung 3.3: Aktivierungs- und Inaktivierungskurve der normalisierten Na,1.8 Natriumstréme
in der Kontrolldsung. Zur Normalisierung der Aktivierungskurve wurden die Stromwerte der Strom-
Spannungskurve aus Abbildung 3.2 bei jedem Potential auf die maximale Leitfahigkeit der Kurve
angepaBt. Die Stromwerte der Inaktivierungskurve wurden auf den Maximalstrom bei einem Halte-
potential von -90 mV normalisiert. Im Kasten angegeben das halbmaximale Inaktivierungspotential
FEp; und das halbmaximale Aktivierungspotential E}j,. Erlauterungen im Text.

3.2.1 Tonischer und phasischer Block

Zur Messung der Blockade des Natriumstromes wird die Zelle in externer Ty-
rodelosung unter verschiedenen Auflenkonzentrationen von Lidocain gereizt. Die
Applikation der verschiedenen Lidocainkonzentrationen geschieht in einem roh-
renférmigen Superfusionssystem (Kapitel 2.2.1, Seite 36). Zur Anwendung kom-
men neben der Kontrollosung ohne Lidocain verschiedene Lidocainlésungen in
den Konzentrationen 30 pmol/1, 100 gmol/1, 300 pmol/1, 1 mmol/l und 3 mmol/1.
Zum Losungswechsel wird die Pipette mit anhaftender Zelle mittels des Mikroma-
nipulators aus der Rohre mit der Kontrollosung nacheinander in die fiinf Rohren

mit zunehmenden Lidocainkonzentrationen eingebracht, wobei nach einer Minu-
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te Einwaschzeit in jeder Rohre unter jeder der verwendeten Konzentrationen das
unten erlduterte Impulsprotokoll ausgefiihrt wird.

Die Reizung der Zelle erfolgt nach einem hyperpolarisierenden Vorimpuls von
20 ms Dauer zu einem Potential von -110 mV. Die Natriumstréme werden durch
einen Hauptimpuls von 20 ms Dauer nach 20 mV ausgelost und aufgezeichnet. Die
resultierenden maximalen Natriumstrome bei verschiedenen Lidocainkonzentra-
tionen werden durch den Natriumspitzenstrom in Kontrollosung (ohne Lidocain)
dividiert und von 1 subtrahiert, um den fraktionellen Block zu erhalten. Mit zu-
nehmender Lidocainkonzentration kommt es zu einer zunehmenden Blockierung
des Natriumspitzenstromes. Dies wird als tonischer Block bezeichnet.

Zur Messung des sequentiellen Blockadeverhaltens wurde die Zelle mit dem oben
erwihnten Impulsprotokoll gleichférmig mit bis zu 10 Impulsen und einer Fre-
quenz von 2 Hertz repetitiv weiter gereizt. Mit jedem Impuls kommt es bei
gleichbleibender Lidocainkonzentration zu einer weiteren Zunahme der Blockie-
rung. Die Stérke dieses Effektes nimmt mit der Lidocainkonzentration, er wird als
phasischer oder ,,use-dependent”-Block bezeichnet. Der phasische Block als Cha-
rakteristikum des Lidocains und einiger anderer Lokalandsthetika wurde auch in
Arbeiten an Spinalganglien beobachtet [DREIMANN 2001].

Nach den Versuchen in der hochsten angewendeten Lidocainkonzentration von
3 mmol/l wird die Zelle zuriick in die Kontrollésung verbracht, wo nach einer
Minute Auswaschzeit eine vollstdndige Erholung der Reizantwort eintritt. Die Li-
docainblockade am Na,1.8-Kanal ist somit reversibel.

Die Abbildung 3.4 auf Seite 50 zeigt die Originalregistrierungen der Lidocain-
blockade. Im oberen Abschnitt ist der bei zunehmenden Lidocainkonzentratio-
nen abnehmende Natriumspitzenstrom des ersten Impulses dargestellt (Toni-
scher Block). Die untere Héilfte der Abbildung zeigt die Entwicklung des ,use-
dependent”-Blocks. In einer 300 pmol/l Lidocainlésung nimmt die Reizantwort
bei repetitiver Reizung von Impuls zu Impuls ab. Der Natriumspitzenstrom nimmt

in der Amplitude, der Auf- und Abstrich an Geschwindigkeit ab.
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Abbildung 3.4: Originalregistrierungen der Lidocainblockade. Von -90 mV ausgehend wird die
Zelle mit einem Testimpuls nach 20 mV iiber 50 ms Dauer gereizt. Dargestellt sind die Stromverldufe
nach Reizung. A: tonischer Block bei verschiedenen Lidocainkonzentrationen und B: Verlauf der
Entwicklung des phasischen oder ,use-dependent™-Blocks bei 300 pmol/l nach repetitiver Reizung.
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Zusammenfassend zeigt sich die Blockade des Natriumstromes durch Lidocain als

reversibel und abhéngig von Lidocainkonzentration und Impulsanzahl.

3.2.2 Konzentrations-Wirkungsbeziehung der

Lidocainblockade

Die relative Blockierung des Natriumstromes durch Lidocain gegeniiber dem Na-
triumspitzenstrom in Kontrollosung erhalten wir durch Division des blockierten
durch den nichtblockierten Spitzenstrom und Subtraktion von 1. Mit den so ge-
wonnenen Datenpunkten werden die Parameter der Hill-Gleichung (Gleichung
3.5) angepafit, darunter der Wert der halbmaximalen Blockierungskonzentrati-

on 1C5p. Diese gibt diejenige Wirkstoffkonzentration an, bei der statistisch die

1
(35) Brel =
IC
1+< c50 )n
B, = relative Blockade IC5p = halbmaximale Blockierungskonzentration [mol/l]

¢ = Wirkstoffkonzentration [mol/l] n = Hill-Koeffizient

Halfte aller vorhandenen Natriumkanéle blockiert ist, das heifit, der resultieren-
de Natriumstrom noch die Hélfte des Maximalstromes betrigt. Die 1Cyq ist ein
wichtiger Parameter fiir die pharmakologische Potenz des Lidocains oder anderer
Pharmaka. Der Parameter n der Hill-Gleichung ist Ausdruck fiir die Steilheit der
Kurve und gibt einen Anhalt fiir die Zahl der mit einem Kanal interagierenden
Wirkstoffmolekiile. Der Parameter n wird hier unter der Annahme, das ein Mo-
lekiil Lidocain immer genau einen Natriumkanal blockiert, gleich Eins gesetzt.

Die mit den Datenpunkten des ersten Impulses angepafiten Parameter dienen zur
Erstellung der Konzentrations-Inhibitionskurve fiir den tonischen Block, die Da-

tenpunkte des zehnten Impulses ergeben den Kurvenverlauf fiir den phasischen
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Tabelle 3.1: Die halbmaximalen Blockierungskonzentrationen von Lidocain (ICsq) in Abhingigkeit
des experimentellen Ruhemembranpotentials. Darstellung der Werte fiir die 1C5¢ bei -60 mV, -90
mV und -110 mV als Wirkstoffkonzentrationen und dem Standardfehler der Anpassung in pmol/I,
Anzahl (n) der Experimente in Klammern.

Haltepotential -60 mV -90 mV -110 mV
tonischer Block 54,6 £ 11,8 157, 7 £ 11,5 540,1 4+ 76,1
phasischer Block 446 £ 7,9 77,3 £ 14,0 153,6 £ 32,9

(n=3) (n=12) (n=1)

oder ,,use-dependent”-Block.

3.2.3 Abhangigkeit der Lidocainblockade vom Haltepotential

Die Wirkung von Lokalanésthetika auf Natriumkanile ist auch vom Haltepo-
tential abhéngig. Um zu untersuchen, inwieweit die Lidocainwirkung am TTX-
resistenten Na,1.8-Kanal vom Haltepotential beeinflufit wird, werden die halbma-
ximalen Blockierungskonzentrationen bei -90 mV, einem depolarisierenden Hal-
tepotential von -60 mV und einem hyperpolarisierenden Haltepotential von -110
mV bestimmt und Konzentrations-Inhibitions-Kurven fiir Lidocain erstellt. Es
148t sich zeigen, dafl es mit zunehmender Depolarisierung zu einer deutlichen Zu-
nahme der tonischen und in geringerem Mafle auch der phasischen Blockierungs-
potenz kommt. Die IC5o-Werte sind in Tabelle 3.1 dargestellt, die Konzentrations-
Inhibitionskurven in Abbildung 3.5 auf Seite 53.
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Abbildung 3.5: Konzentrations-Inhibitionskurven fiir tonische und phasische Blockade des
Na,1.8-Natriumstromes mit Lidocain bei Haltepotentialen von A: -60 mV, B: -90 mV und C: -
110 mV. Dargestellt wird der relative Block des Spitzenstromes vom ersten (tonisch, quadratisches
Symbol) und vom zehnten Impuls (phasisch, dreieckiges Symbol) mit einer Frequenz von 2 Hertz
bei verschiedenen Wirkstoffkonzentrationen. In D sind die in Tabelle 3.1 aufgefiihrten halbmaxima-
len Blockierungskonzentrationen ICgo gegen die verwendeten Membran-Haltepotentiale aufgetragen.
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3.2.4 Der dynamische Block

Unter einem dynamischen Block verstehen wir die Zunahme der Natriumstrom-
blockade im Verlauf der Aktivierung des Natriumstromes, was einer zunehmen-
den Blockade nur der gedffneten Natriumkanile gleichkommt. Die Mehrzahl der
Natriumkanéle befindet sich beim Ruhemembranpotential im Ruhezustand. Dies
gilt auch in Anwesenheit von Lidocain. Bei Depolarisation kommt es zu einer
exponentiellen Offnung einer grofien Zahl spannungsabhingiger Natriumkanéle.
Erst nach Offnung eines Kanals kann ein Lidocainmolekiil in die Kanalpore dif-
fundieren und diese blockieren. In der Summe vieler Natriumkanile kommt es
im Zeitverlauf nach Aktivierung durch die zunehmende Blockade vieler einzelner
Natriumkanéle zu einer zunehmenden Blockierung des Natriumstromes (Offen-

kanalblock). Dieser Sachverhalt ist in Abbildung 3.6 auf Seite 56 dargestellt:

Der Abschnitt A zeigt im unteren Teil die Originalregistrierung des Natrium-
stromverlaufes in 300 pmol/l Lidocain respektive Kontrollosung nach Reizung
mit einem Impuls nach 20 mV. Durch Division beider Kurven erhélt man den re-
lativen Anteil noch aktiver Kanéle zu jedem Zeitpunkt des Stromverlaufes (obere,
schwarze Kurve in Abschnitt A). Dieser Anteil nimmt ab dem Reizungszeitpunkt
bis zum FErreichen eines gleichbleibenden Blockierungsniveaus kontinuierlich ab.
Dieses Gleichgewicht der Blockierung zeigt den maximalen dynamischen Block
oder Offenkanalblock. In der blau dargestellten Mittelung der Kurve ergibt sich
eine asymptotische Exponentialfunktion, die in Richtung des Nullpunktes der X-
Achse extrapoliert wird. Der relative Natriumstrom auf der Y-Achse liegt zum
Zeitpunkt Null hier nahezu bei Eins (gestrichelt dargestellt). Es finden sich zum
Reizungszeitpunkt vor der Stromauslosung also nur sehr wenige bereits mit Li-
docain blockierte Kanéle. Die Extrapolation zeigt so die Lidocainblockade von

Natriumkanalen im Ruhezustand.
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In Abschnitt B der Abbildung 3.6 auf Seite 56 sind diese relativen Stromkur-
ven vergleichend fiir die untersuchten Lidocainkonzentrationen abgebildet. Der
relative Strom nach Erreichen des Gleichgewichts der Blockade sinkt mit zuneh-
mender Konzentration. In der spaten Messung bei 70 ms nach Reizbeginn ergibt
dies bei 30 umol/] einen relativen Strom von 53,9%. Bei einer Konzentration von
100 pmol/1 liegt dieser noch bei 32,0%, bei 300 pmol/l noch 18,6%. Bis 1000
pmol/l fallt der Strom auf ca. 14,2% ab. (Standardfehler siche Tab. 3.2). Der
vordere, exponentielle Teil der Verlaufskurven des dynamischen Blocks verlduft
bei hoheren Lidocainkonzentrationen steiler, die Geschwindigkeit der Blockade
des Stroms nimmt also mit steigender Konzentration zu. Die Steigungsfaktoren 7
der Exponentialfunktionen nehmen ab: von 3,77 ms bei 30 pmol/l iiber 3,40 ms
bei 100 pmol/l und 2,66 ms bei 300 pmol/1 bis hin zu 0,90 ms bei 1000 pmol/1
(Tabelle 3.2). Die Extrapolation der Kurven des dynamischen Blockes gegen den
Nullpunkt der Zeitachse zeigt, dafl der relative Natriumstrom bei hoheren Li-
docainkonzentrationen schon zu sehr frithen Zeitpunkten abnimmt, also bereits

Natriumkanéle im blockierten Zustand vorliegen.

Tabelle 3.2: Relativer Strom und Zeitkonstante 7 der Blockierung der spiten Messung nach
Erreichen des Gleichgewichtes zwischen blockierten und nichtblockierten Natriumkanilen (dyna-
mischer Block oder Offenkanalblock). Bei verschiedenen Lidocainkonzentrationen ist der relative
Strom gegeniiber dem in Kontrolldsung zum Zeitpunkt t = 10 ms nach Auslosung des Testimpulses
angegeben. Darunter die Zeitkonstante 7 der Steigung.

Lidocain 7 [ms] relativer Strom
n=4

30 ymol/1 3.77 + 0,25 0,539 =+ 0,107

100 pmol/1 3,40 £ 0,69 0,320 £ 0,069

300 pmol/1 2,66 = 0,23 0,186 £ 0,059

1000 pmol/1 0,90 £ 0,24 0,142 + 0,045
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Abbildung 3.6: Die dynamische Blockade des Natriumstromes durch Lidocain. A: Beispielhafte
Darstellung der Verhiltnisse bei einer Konzentration von 300 umol/I Lidocain. Im unteren Abschnitt
die Originalregistrierungen der Stromverldufe in Kontrolle und bei einer Lidocainkonzentration von
300 pmol/I Lidocain. Dariiber dargestellt ist die Division beider Kurven. Die Mittelung und Kurven-

anpassung stellt die blaue Linie dar. Gepunktet angedeutet ist die Extrapolation der Kurve gegen
1 im Verlauf der ersten 1,25 ms. B: Vergleich der Verldufe des abnehmenden relativen Stromes in
Kontrolle gegeniiber verschiedenen verwendeten Lidocainkonzentrationen.
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3.2.5 Konzentrations-Wirkungsbeziehung des dynamischen

Blocks

Die Konzentrationsabhéngigkeit des dynamischen Blocks zeigt sich an Untersu-
chungen der Stromverlaufskurven bei verschiedenen Lidocainkonzentrationen. Die
Blockade des Natriumstromes nimmt im Verlauf der Reizantwort deutlich zu, bis
sich ein Gleichgewicht der Blockierung einstellt. Dies zeigt die maximale Blockie-

rung von gedffneten Natriumkanélen an.

Durch Extrapolation der Stromverlaufskurven erhalten wir die Blockadewerte vor
Aktivierung des Stromes, also die Blockade des ruhenden Natriumkanals. Durch
Anpassung der Parameter zweier Hill-Funktionen (Gleichung 3.5, Seite 51) an
die Datenpunkte erhalten wir zwei Konzentrations-Inhibitionskurven, die in Ab-
schnitt A der Abbildung 3.7 auf Seite 60 dargestellt sind. Den Offenkanalblock
nach Erreichen des Gleichgewichtes zeigt die obere Kurve an. Die halbmaximale
Blockierungskonzentration 1Csy liegt hier bei 46,4 + 10,8 pumol/l (Tabelle 3.3).
Die Blockade des ruhenden Kanals verlauft zum grofien Teil auflerhalb der unter-
suchten Lidocainkonzentrationen. Extrapoliert (gestrichelt dargestellt) gibt die
untere Kurve die Blockade des ruhenden Kanals mit einer I1C5q von 2247 4+ 628

pumol/1 wieder.
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Grau hinterlegt dargestellt sind zum Vergleich die Dosiswirkungskurven der pha-
sischen (graue Quadrate) und tonischen Blockade (graue Kreise) des Natrium-
spitzenstromes bei einem Haltepotential von -90 mV (Abbildung 3.5, Seite 53).

Die IC5p-Werte liegen zwischen denen des Offenkanalblocks und der Blockade des

ruhenden Kanals.

Der untere Abschnitt B der Abbildung 3.7 zeigt die Reaktionsgeschwindigkeit als
Reziprokwert der Zeitkonstanten 7 aufgetragen gegen die Lidocainkonzentration
(Gleichung 3.6). Die Reaktionsgeschwindigkeit verhélt sich linear proportional
zur Konzentration des Lidocains im Sinne einer Reaktion erster Ordnung nach
der kinetischen Ableitung des Massenwirkungsgesetz nach Guldberg und Waage
(Gleichung 3.7). Die Steigung m der mit den Tau-Werten angepafiten Geraden
entspricht der Geschwindigkeitskonstante k der Hinreaktion der Bindung des Li-
docains an den Kanal. Sie betrigt 1,36 - 10° 1 mol~'s~!. Der extrapolierte Schnitt-
punkt der Geraden mit der Y-Achse entspricht der konzentrationsunabhingigen

Geschwindigkeit der Riickreaktion der Trennung des Lidocains vom Natriumka-

Tabelle 3.3: Die halbmaximalen Blockierungskonzentrationen 1Csy von Lidocain fiir den
maximalen dynamischen Block (Offenkanalblock) sowie die Blockierung des ruhenden Kanals vor
Aktivierung. Alle Angaben in pmol/l mit dem Standardfehler SE der Anpassung und der Anzahl
n der Experimente in Klammern. Die Konzentrations-Inhibitionskurven sind in Abbildung 3.7 auf
Seite 60 dargestellt.

1C5g SE
dynamischer Block 46,4 + 10,8 n=3
ol /1]
ruhender Kanal 2247 + 628 n=3
[pmol/1]




3.2. Kanalblockade mit Lidocain 59

nal. Die Dissoziationsrate entspricht im Gleichgewichtszustand der Geschwindig-

keit der Hinreaktion und betrigt hier 197 s71.

(3.6) v(A) =711
(3.7) v(A) = _dcc(i::l) =k x ¢(A)

v(A) = Geschwindigkeit der Reaktion von (A) k = Geschwindigkeitskonstante
¢(A) = Konzentration des Reaktionspartners (A)
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Abbildung 3.7: Abschnitt A: Konzentrations-Inhibitionskurven fiir den maximalen dynamischen
Block (Offenkanalblock, aufrechte Dreiecke) sowie die Blockierung vor Aktivierung des Stromes
(Block des ruhenden Kanals, umgekehrte Dreiecke). Die 1C50-Werte sind in Tabelle 3.3 auf Seite 58
aufgefiihrt (n=3). Zum Vergleich wurden die Konzentrations-Inhibitionskurven fiir den tonischen
(Kreise) und phasischen Block (Quadrate) bei -90 mV Haltepotential grau hinterlegt dargestellt
(Entnahme aus Abbildung 3.5, Seite 53).

Abschnitt B: Lineare Beziehung der reziproken Zeitkonstanten gegen die Lidocainkonzentration.
Die Steigung m der Geraden gibt die Geschwindigkeitskonstante der Hinreaktion, der extrapolierte
Schnittpunkt mit der Y-Achse die Geschwindigkeit der Riickreaktion an. (n=3)
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3.2.6 Refraktarzeit und Reaktivierung unter Lidocainwirkung

Um die Refraktérzeit der Nichtauslosbarkeit des Natriumstromes nach einer vor-
angegangenen Kanal6ffnung zu bestimmen, werden Impulsprotokolle mit einem
Doppelimpuls mit dazwischenliegender variabler Erholungsphase verwendet. Dies
geschieht sowohl in Kontrollosung, als auch in verschiedenen Lidocainkonzentra-
tionen, um die Dissoziation des Lidocains vom Rezeptor zu untersuchen. Zwischen
zwei depolarisierende Testimpulse von 50 ms und 5 ms Dauer nach 20 mV wird
ein Erholungszeitraum mit Riickkehr zum Haltepotential von -90 mV eingeschal-
tet. Das Erholungsintervall wird dabei von 1 ms bis 3000 ms Dauer schrittweise
vergrofert. Aus der Hohe des Ganzzellstromes auf den zweiten Impuls kann man
auf die Zahl der wieder aktivierbaren Natriumkanéile schlielen.

Die Erholung von der Inaktivierung verlauft dabei nach einer schnellen Kompo-
nente innerhalb der ersten 50 ms und einer langsamen Komponente, die wir iiber
einen Zeitraum von 3000 ms beobachten.

Die Berechnung der Zeitkonstanten der langsamen und schnellen Erholungskom-
ponenten erfolgt durch die Anpassung der Parameter einer doppelten Exponenti-
alfunktion an die Mewerte (Gleichung 3.8). Die beiden Komponenten ergénzen

sich dabei zu einem relativen Strom I von Eins (Gleichung 3.9).

(3.8) fU)=Axe ™ +Bxer
(3.9) A+B=1

To = Zeitkonstante schnelle Komponente [ms] 7, = Zeitkonstante langsame Komponente [ms]
A = relativer Anteil schnelle Komponente B = relativer Anteil langsame Komponente
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In Kontrollésung erholen sich die Strome sehr schnell mit 7, = 4,01 £+ 0,51 ms
(siche Tabelle 3.4, Seite 62). Dies entspricht der schnellen Aufhebung der Inak-
tivierung, die in diesem Fall bei nahezu allen Kanélen auftritt. Unter Zugabe
von Lidocain verschiebt sich dies mit steigender Konzentration in Richtung der
langsamen Komponente: bei 100 uM betrégt der Anteil der schnellen Reaktivie-
rung noch 83,9% und bei einer Lidocainkonzentration von 300 M noch 57,7%
bei Zeitkonstanten 7, von 5,09 ms und 6,9 ms. Die hier an 100 fehlenden Anteile
erholen sich von der Inaktivierung nun nach einer langsameren Kinetik mit Zeit-
konstanten 7, von 1877 + 2601 ms und 999 + 913 ms. Grafisch dargestellt sind
diese Lidocaineffekte in Abbildung 3.8 auf Seite 63.

Zusammenfassend kommt es unter Lidocaineinflufl zu einer Verléngerung der Er-

holungszeit von der Inaktivierung.

Tabelle 3.4: Zeitkonstanten 7 fiir die Wiederausldsbarkeit des Natriumstromes nach einem
variablen Erholungsintervall. 7, fiir die schnelle Reaktivierung innerhalb der ersten 50 ms, 7, fiir
die langsame Komponente von bis zu 3 s Dauer. Relative Beteiligung beider Mechanismen an der
Reaktivierung in A - schnelle Komponente und B - langsame Komponente.

Lidocain schnelle Komponente langsame Komponente
(n=>5) T, [ms] A [rel] ‘ Tp [ms] B [rel]

Kontrolle 4,01 0,940 — —

+ 0,51 + 0,040
100 pmol/1 5,09 0,839 1876,97 0,197

+ 0,50 + 0,023 + 2601,26 =+ 0,130
300 pmol/1 6,90 0,577 998,80 0,423

+ 2,60 + 0,070 + 912.83 £ 0,126
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Abbildung 3.8: Wiederauslésbarkeit des Na,1.8-Natriumstromes nach Reizung und Blockade
mit Lidocain in Konzentrationen von 100 umol/I und 300 pmol/| respektive einer Kontrollésung.
Dargestellt werden der relative Strom in Abhangigkeit von einer auf die Depolarisation folgenden
Erholungsphase unterschiedlicher Dauer unter Angabe der Zeitkonstanten 7. Im Kasten oben
rechts das verwendete Impulsprotokoll mit Reizung nach 20 mV fiir 50 ms, dann ein variables
Erholungsintervall, dann erneute Reizung nach 50 ms fiir 5 ms Dauer. A: Erholungsintervall der
schnellen Reaktivierung innerhalb der ersten 50 ms von B, kleiner MaBstab.

B: vollstandiger Untersuchungszeitraum mit Erholungsintervall bis 3000 ms.






Kapitel 4

Diskussion

Die untersuchten mit dem Na,1.8-Kanal transfizierten HEK-Zellen zeigen tetro-
dotoxinresistente Natriumstrome, die native HEK-Zellinien nicht aufweisen [ZHu
et al. 1998]. Im Vergleich mit den Daten von [ELLIOTT und ErLioTT 1993] von
Stromen aus Spinalganglienzellen zeigen diese Natriumstrome einige Charakteri-
stika physiologisch vorkommender tetrodotoxinresistenter Natriumkanéle. Gegen-
iiber den TTX-sensitiven Kanélen werden diese langsamer aktiviert und inakti-
viert. Die maximale Stromamplitude wird durch die Zahl der in der Zellmembran
liegenden Natriumkanéle bestimmt. Hier findet sich eine vergleichsweise kleine
Kanalpopulation mit einem maximalen Natriumstrom bis 1,2 nA (Kapitel 3.1,
Seite 43). Die Nullstelle der Strom-Spannungskurve (Abbildung 3.2, Seite 46)
liegt mit 46,2 mV etwas niedriger als das mithilfe der Nernstschen Gleichung
(Kapitel 1.2.2, Gleichung 1.1) fiir die vorliegenden Natriumionenkonzentrationen
errechneten Gleichgewichtspotential. Hiernach ergibt sich bei einer Innenkonzen-
tration der Natriumionen von 10 mmol/l und einer Auflenkonzentration von 145
mmol/l ein Wert von 68,0 mV. Eine mogliche Erklarung sind auswértsgerichtete
Strome durch native Ionenkanéle der HEK293-Zellen wie die in Kapitel 2.3 auf
Seite 38 erwdhnten Kaliumkanile [ZHU et al. 1998].

65
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4.1 Spannungsabhangigkeit der

Natriumkanalfunktion

Das Potential, bei dem die Hélfte der vorhandenen Natriumkanile aktiviert ist,
liegt mit -2,9 £ 3,8 mV geringfiigig hoher als das aus Vorarbeiten bekannte halb-
maximale Aktivierungspotential (Ep,) von tetrodotoxinresistenten Kanélen an
kleinen Spinalganglienzellen (-16 +£ 1 mV, [BRAU 1998]). Die Aktivierungsschwel-
le liegt damit deutlich iiber derjenigen von tetrodotoxinsensitiven Natriumkané-
len (-42 + 1 mV, [BRAU et al. 1998]). Das halbmaximale Inaktivierungspotential
liegt mit -29,8 mV ebenfalls hoher (-65,4 + 1,7 mV, [KERKMANN 2005]. Bei einem
Haltepotential von -90 mV befindet sich die iiberwiegende Mehrheit der Kanéle
im geschlossenen Ruhezustand. Die Zahl der zufilligen Kanal6ffnungen ist sehr

gering.

4.2 Kanalblockade mit Lidocain

4.2.1 Der tonische Block

Der tonische Block ist bei TTX-sensitiven Natriumkanélen per Definition die
Blockade des Natriumspitzenstroms bei niedriger Reizfrequenz (1/min oder dar-
unter). Man geht davon aus, dafl hierbei vor allem Natriumkanéle im geschlosse-
nen Ruhezustand blockiert werden, da bei niedriger Reizfrequenz zum Zeitpunkt
der erneuten Reizung keine Kanéle mehr vorhanden sind, die noch durch einen
vorangegangenen Reiz im aktivierten und inaktivierten Zustand vorliegen.

Eine Konzentrations-Inhibitionskurve, die mit niedriger Reizfrequenz an TTX-
sensitiven Natriumkanalen erstellt wurde, beschreibt daher die Affinitat des Blockers
zum spannungsabhingigen Natriumkanal in dessen Ruhezustand. Da T'TX-resistente

Natriumstrome jedoch eine deutlich langsamere Aktivierungskinetik als TTX-
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sensitive haben, trifft dies fiir Erstere nur bedingt zu. Aufgrund der langsamen
Aktivierungskinetik des Na,1.8-Kanals und der schnellen Zeitkonstante des dy-
namischen Blocks ergibt sich zumindest ein Teil der gemessenen Spitzenstromre-
duktion unter Lidocaineinflufl durch den dynamischen Block. Die im Abschnitt
3.2.2 beschriebenen halbmaximalen Blockierungskonzentrationen ICsq fiir den to-
nischen Block des Natriumspitzenstromes ausgelost durch eine Einzelreizung re-
prasentieren einen gemischten Wert, zusammengesetzt aus den unterschiedlichen
Affinitdten zum Lidocain sowohl des ruhenden als auch des gedffneten Kanals.
Dieser Sachverhalt sowie die tatsdchliche Affinitét des geschlossenen Natriumka-

nals wird im Kapitel 4.2.3 iiber den dynamischen Block néher erldutert werden.

4.2.2 Der ,use-dependent”-Block

Die bei Reizung mit hoher Frequenz (z.B. 2/s) zu beobachtende sequentiell zuneh-
mende Blockade des Natriumstromes wird als phasischer oder ,,use-dependent”-
Block bezeichnet. Der ,use-dependent”-Block des Na,1.8 Natriumstromes wie
auch anderer Natriumkanéle durch Lidocain entsteht dadurch, dal wiahrend einer
Depolarisation des Natriumkanals das Blockermolekiil stirker bindet. Erst in der
Repolarisationsphase nach der Depolarisation verlédsst das Blockermolekiil wieder
langsam den Natriumkanal. Die Zeitkonstante fiir die Erholung von der Blockade
wurde in dieser Arbeit fiir den Na,1.8-Kanal konzentrationsabhéngig mit etwa 1
bis 2 s bestimmt (Abbildung 3.8, Seite 63). Bei einer Reizfrequenz von 2 Hz, wo
der Abstand der depolarisationen nur 0,5 s betriagt, bedeutet dies, dafl noch ein
Teil der Kanile wéhrend des zweiten Reizes blockiert ist und so der Natrium-
strom jetzt kleiner ist als beim ersten Reiz. Durch weitere Reize kumuliert dieser
Effekt bis nach einigen Reizen ein Gleichgewicht erreicht wird. Diese, durch hohe
Reizfrequenz verstirkte Blockade wird als ,,use-dependent”-Block bezeichnet. Die

verldngerte Bindungszeit des Lidocains an den Natriumkanal kann zum einen ver-
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ursacht sein durch eine sehr hohe Affinitdt der Lokalandsthetika-Bindungsstelle
im inaktivierten Kanalzustand (,Modulated Receptor’-Hypothese [HILLE 1977]).
Das Kanalprotein vollzieht wahrend der Depolarisation eine starke Konforma-
tionsénderung, welche fiir die gesteigerte Affinitdt zum Lidocain verantwortlich
sein kann. Moglich ist so auch ein ,,Einfangen” des Lidocainmolekiils in der Ka-
nalpore durch Konformationsédnderung des Porenausganges beim Wechsel in den
inaktivierten oder ruhenden Zustand. Der Grund fiir den Einschluf3 des Lidocain-
molekiils in der Kanalpore kann die positive Ladung seines terminalen Amins
sein. Das Molekiil wird so von der positiven Ladung des Aktivierungstores abge-
stoflen, welches die innere Kanalpore im Ruhezustand verschlieit (Abbildung 4.1,
Seite 69).

Eine grofie Rolle konnte hier auch das Inaktivierungspartikel spielen. Die schnel-
le Inaktivierung wird durch die schnell ablaufende Bindung des IFM-Partikels in
der Kanalpore verursacht, was mit nur geringen Konformationsdnderungen ein-
hergeht. Diese Blockade der inneren Kanaltffnung wiirde das Lidocainmolekiil in
der Pore festhalten, ohne daB eine Anderung der Rezeptoraffinitét erfolgt. Diese
Schlufolgerung wird weiter gestiitzt durch die Beobachtungen, dafl in klonierten
pl-Natriumkanélen nicht wie zuvor angenommen durch Lidocain der inaktivierte
Zustand stabilisiert wird, und dafl sich das IFM-Tripeptid aus der Bindung in
der Kanalpore 16sen kann, wihrend ein Molekiil des Lokalanésthetikums noch an

den Kanal gebunden ist [VEDANTHAM und CANNON 1999].

4.2.3 Der dynamische Block

Als dynamischer Block wird in dieser Arbeit die Beschleunigung der Inaktivie-
rung nach Lidocainzugabe bezeichnet (Abbildung 3.6, Seite 56). Hierbei sind
zwei mogliche Mechanismen vorstellbar: Zum einen kénnte Lidocain den Uber-

gang des Kanals von dem gedffneten in den inaktivierten Zustand beschleunigen,



4.2. Kanalblockade mit Lidocain 69

> Zeit

extrazellular
) F
intrazellular
F F F F
1 1 1 I,

geschlossen geschlossen geschlossen

offen offen

extrazelluldr

intrazellular

i &

geschlossen geschlossen geschlossen geschlossen

offen

Abbildung 4.1: Modell der Aktivititszustinde eines Natriumkanals im zeitlichen Verlauf nach Ak-
tivierung. Obere Reihe: Physiologischer Zustand, Untere Reihe: In Anwesenheit von Lidocain. Durch
das Lidocainmolekiil kommt es funktionell zu einem fritheren VerschluB des Kanals und damit in der
Summe der Kanile zu einem verminderten StromfluB. Die Grundlage der moglichen Aktivierungs-
zustande und die Uberginge zwischen diesen bildet die in Abbildung 1.3 auf Seite 13 dargestellte
Markov-Kette. Diese Aktivierungszustiande finden ihr physiologisches Korrelat in den hier schema-
tisch dargestellten Konformationsédnderungen des Kanalproteins. In der oberen Reihe kommt es nach
Kanal6ffnung und einer vergleichsweise langen Offenzeit zum VerschluB der Pore durch das IFM-
Partikel, spater dann zur Riickkehr in den Ruhezustand mit geschlossenen Aktivierungstor. Unter
EinfluB von Lidocain (untere Reihe) kommt es zu einer verkiirzten Offenzeit durch den VerschluB der
Pore durch ein Lidocainmolekiil. Durch das nachfolgende IFM-Partikel und den VerschluB des Ak-
tivierungstores wird dieses Molekiil in der Kanalpore festgehalten. Bei wieder folgender Aktivierung
kann kein Strom flieBen. Fiir den Untersucher scheint es, als habe sich der Inaktivierungsvorgang
des Kanals unter Lidocain beschleunigt.

zum anderen konnte Lidocain den gedffneten Kanal schneller blockieren als er
inaktiviert, was sich wie eine Beschleunigung der Inaktivierung bemerkbar ma-

chen wiirde. Anhand der gemessenen Stromkurvenverldufe kann zwischen diesen
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beiden Modellen nicht unterschieden werden, jedoch sprechen einige Fakten aus
Untersuchungen an anderen spannungsabhingigen Natriumkanélen fiir die letz-

tere Annahme:

1. Der Zugang des Lokalandsthetikums zur Bindungsstelle wird durch das Ak-
tivierungstor gesteuert. Die angenommene Bindungsstelle fiir Lokalanésthetika
liegt auf den S6-Segmenten der einzelnen Doménen des spannungsabhéngigen
Natriumkanals, die die Porenwand bilden. Bisherige Modelle des Selektivitéts-
filters fiir Natriumionen zeigen eine konsistente Anordnung der S6-Segmente im
Kanalprotein [LIPKIND und FozzArD 2000], wo sie unabhéngig vom Aktivie-
rungszustand unbeweglich vorliegen und so weniger wahrscheinlich an bedeuten-
den allosterischen Konformationsdnderungen beteiligt sind. Dariiber hinaus wird
die Offnung der Kanalpore von einem Aktivierungstor bestimmt, welches an der
inneren Porenéffnung liegt (siche [CATTERALL 1986], [GUY und SEETHARAMULU
1986] und [L1U et al. 1997]), wéhrend der Selektivititsfilter fiir Natriumionen an
der duBeren Offnung lokalisiert ist [HEINEMANN et al. 1992] [CHIAMVIMONVAT
et al. 1996]. Die Bindungsstelle fiir Lokalanésthetika ist somit zwischen Selektivi-
tatsfilter und Aktivierungstor lokalisiert ( [RAGSDALE et al. 1994], [LIPKIND und
FozzarD 2000]).

Das Selektivitétsfilter ist fiir die im Vergleich zu Natriumionen grofivolumige Lo-
kalanésthetikamolekiile nicht passierbar, so dafl der Zugang zur Bindungsstelle
von aufen nicht méglich ist. Von der Innenseite des Molekiils ist die Bindungsstel-
le ebenfalls nicht erreichbar, da das geschlossene Aktivierungstor dies verhindert.
Erst die Offnung der Aktivierungstores erméglicht den Zutritt des Lokalanéisthe-
tikums zur Bindungsstelle, was zu einer schnellen Blockierung des Kanals nach

dessen Offnung fiihrt.

2. Die Funktion des Inaktivierungspartikels wird durch Lokalandsthetika nicht be-
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eintréchtigt. Wie bereits zuvor erwahnt, wird die Inaktivierung des Natriumkanals
durch die IFM-Sequenz in der intrazelluldren Schleife zwischen Doménen drei und
vier hervorgerufen. Nach Aktivierung des Kanals kann diese IFM-Sequenz in der
Pore binden und den Stromflufl wieder blockieren was als Inaktivierung bezeichnet
wird. Vedantham und Cannon konnten an klonierten p1-Natriumkanélen zeigen,
daf dieser Prozess nicht durch Lokalanésthetika beeinflusst wird [VEDANTHAM
und CANNON 1999]. Eine direkte Wirkung des Lokalandsthetikums auf den In-
aktivierungsprozess ist somit unwahrscheinlich.

In den weiteren Betrachtungen wird daher davon ausgegangen, dafl der dynami-
sche Block des Natriumkanals durch einen Offenkanalblock verursacht wird. Eine
Modellvorstellung hierfiir ist in Abbildung 4.1 auf Seite 69 dargestellt. Da sich bei
der Blockierung die Kinetik der Aktivierung und Inaktivierung des Natriumkanals
mit der Blockierungskinetik des Blockers iiberlagern, wird der resultierende zeit-
liche Blockierungsverlauf zur Abgrenzung von tonischem und ,use-dependent”-
Block hier als dynamischer Block bezeichnet. Die Blockierungskinetik wéhrend
der Kanalaktivierung ist somit abhéngig von der Aktivierungskinetik und der
Blockerkonzentration.

Die Aktivierungskinetik wird vor allem durch die Hohe des depolarisierenden
Impulses bestimmt. Bei schwach depolarisierenden Potentialen verlauft die Akti-
vierungskinetik langsam wegen der langen Latenzzeit der ersten Kanal6ffnungen.
Da der dynamische Block aber erst nach Kanaloffnung eintritt, verlauft seine Ki-
netik hier ebenfalls langsamer. Eine langsame Kanalaktivierung hat daher auch
eine langsame Zeitkonstante des dynamischen Blocks zur folge. Die Konzentra-
tion des Natriumkanalblockers beeinflu3t ebenfalls die Zeitkonstanten des dyna-
mischen Blocks. Bei hoheren Wirkstoffkonzentrationen ist die Wahrscheinlichkeit
der Bindung eines Molekiils an den Rezeptor in der Kanalpore deutlich hoher,
mit dem Resultat einer schnelleren Blockade nach Kanal6ffnung.

Aufgrund des Hill-Koeffizienten von Eins in der Konzentrations-Wirkungskurve

von Lidocain (Abbildung 3.5, Seite 53) kann von einer Bindungsstelle fiir ein Lido-
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cainmolekiil ausgegangen werden. Die Bindung des Lidocainmolekiils an den Re-
zeptor verlauft daher als Reaktion 1. Ordnung nach dem Massenwirkungsgesetz.
Erhoht man die Blockerkonzentration, so erhcht sich die Assoziationsgeschwin-
digkeit, was in dieser Arbeit fiir Lidocain gezeigt werden konnte (Abbildung 3.6,
Seite 56).

Als Assoziationsrate wurde eine Geschwindigkeitskonstante von 1,36-10° I-mol~'s™!
bestimmt. Dies bedeutet, dal bei einer Konzentration von 1 mol/l in einer Se-
kunde 1,36-10° Lidocainmolekiile an einen Natriumkanal binden kénnten. Ist die
Konzentration nur 100 pmol/1 binden also nur noch 136 Molekiile in der Sekun-
de. Da die Offnung des Kanals aber nur etwa 5 ms dauert bevor er inaktiviert,
konnen in dieser Zeit durchschnittlich nur 0,7 Molekiile binden. L&sst man die
Dissoziation des Molekiils vom Kanal aufler acht, so bedeutet dies, dafl bei einer
Konzentration von 100 pmol/l Lidocain nach Aktivierung des Natriumstromes
70% der Kanéle durch dynamischen Block blockiert wiren, was wie in Abbildung
3.6 und Tabelle 3.2 zu sehen gut mit der Realitét iibereinstimmt.

Die Dissoziation des Blockermolekiils vom Rezeptor verlauft nach dem Massen-
wirkungsgesetz konzentrationsunabhéngig. Fiir Lidocain wurde eine Dissoziati-
onsrate von 197 s~! bestimmt, was einer Zeitkonstante von etwa 5 ms entspricht.
Berticksichtigt man im obengenannten Beispiel die Riickreaktion, so wiirden in
10 ms fast zwei Molekiile wieder vom Kanal abdiffundieren und sich die Blockie-
rung damit auf ein Niveau von deutlich unter 50% einstellen. Daf3 trotzdem ein
Block von 70% erreicht wird, kann durch den Einfluss der Inaktivierung auf das
Blockermolekiil erklédrt werden. Wie in Abbildung 4.1 dargestellt, verhindert die
einsetzende Inaktivierung des Kanals das Verlassen der Bindungsstelle; die Ab-
diffusion des Blockermolekiils wird unméoglich und kann daher aufler acht gelassen
werden.

Eine noch grofiere Diskrepanz tritt auf, wenn man die Erholungszeiten vom dy-
namischen Block untersucht. Wird die Inaktivierung in der Repolarisationsphase

wieder aufgehoben, so miisste bei einer Dissoziationsrate von 197 Molekiilen in



4.3. Na,1.8: klinische und therapeutische Aspekte 73

der Sekunde die Zeitkonstante der Erholung 5 ms betragen. Tatsédchlich aber liegt
diese Zeitkonstante bei etwa 1000 ms und damit um den Faktor 200 hoher (Ab-
bildung 3.8, Seite 63).

Die frither vorherrschende Meinung, dafl Lokalandsthetika die Inaktivierung sta-
bilisieren, also zu einer Verlangerung der Bindung des [FM-Partikels fithren ist
unwahrscheinlich, da Vedantham und Cannon zeigen konnten, dafl das Inaktivie-
rungspartikel IFM auch unter Einflul von Lokalanésthetika bereits wenige Mil-
lisekunden nach Repolarisation die Pore wieder verlésst, eine Stabilisierung des
inaktivierten Zustandes also nicht eintritt [VEDANTHAM und CANNON 1999]. Als
Erklarung bleibt daher, dafl die Schlieung der Aktivierungstore wiahrend der Re-
polarisation fiir die Behinderung der Abdiffusion verantwortlich ist. Genauso wie
die Aktivierungstore den Zutritt zur Bindungsstelle vor der Aktivierung verhin-
derten, verhindern sie nach Bindung des Lokalandsthetikums nun das Verlassen

der Bindungsstelle.

4.3 Na,1.8: klinische und therapeutische Aspekte

Natriumkanédle an Muskel- und Nervenzellmembranen sind in der Pathogenese
einer Reihe von Krankheiten und Symptomen ursédchlich beteiligt. Dies kénnen
Mutationen in der Priméarstruktur sein, die eine Verdanderung der Tertidrstruktur
nach sich ziehen. Funktionell kommt es hidufig zum Beispiel zu einer Aufhebung
der langsamen Inaktivierung und damit entweder zu repetitiver Aktionspoten-
tialauslosung (Myotonie) oder elektrischer Nichterregbarkeit (Paralyse). Bei der
Paramyotonia congenita fiihrt die Aufhebung der langsamen Inaktivierung [HAY-
WARD et al. 1997] iiber eine Verlangerung des Aktionspotentials zu Muskelstei-
figkeit. Ein dhnlicher Defekt des kardialen Natriumkanals pradisponiert zu poly-
morphen ventrikuldren Tachykardien [RODEN et al. 1996].

Chronische Schmerzsyndrome konnen &dtiologisch durch eine pathologische Ver-
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anderung der Struktur oder Funktion von Ionenkanélen ausgelést werden. Ferner
kommt es bei bekannten Modellen chronischer Schmerzen zu einer Umverteilung
oder verdnderten Expression von ansonsten normalen Natriumkanélen [LAI et al.
2002]. Neuropathischen Schmerzen liegen pathologische Aktionspotentiale zu-
grunde, die durch Lidocain blockiert werden kénnen [NYSTROM und HAGBARTH
1981] [TANELIAN und MACIVER 1991]. Diese Aktionspotentiale sind Ausdruck
einer abnormalen, spontanen Aktivitdt von funktionell oder strukturell gesché-
digten Nervenfasern [OCHOA et al. 1982]. Der Zusammenhang einer funktionellen
Verdnderung der Natriumkanalaktion mit der Schmerzentstehung ist gezeigt wor-
den (zum Uberblick [WAXMAN et al. 1999], [DUBNER und GoLD 1999]).
Tetrodotoxinresistente Natriumkanéle in Spinalganglien und peripheren Nerven
sind moglicherweise in der Entstehung chronischer Schmerzsyndrome beteiligt.
In peripheren Nervenendigungen konnen sie spontane Aktionspotentiale auslo-
sen [BROCK et al. 1998] und pathologische Erregungen iiber C-Fasern weiterlei-
ten [QUASTHOFF et al. 1995]. Durch Verschiebung funktionsfiahiger Kanile von
der Membran des Zellkorpers auf Dendriten und Axone sowie einen vermehr-
ten Einbau bereits synthetisierter im Zellsoma ,,bevorrateter” Kanalproteine in
die Zellmembran treten TTX-resistente Natriumkanéle vermehrt an Verletzungs-
stellen von peripheren Nerven auf [NOVAKOVIC et al. 1998]. Die Erhchung der
Natriumleitfihigkeit durch Erhohung der Kanalanzahl senkt die Aktivierungs-
schwelle [MATZNER und DEVOR 1992], sodafl eine spontane ektope Reizgenerie-
rung stattfindet [MATZNER und DEVOR 1994].

Die Bedeutung wird ferner unterstrichen, dafi knock-out-Mé&use ohne exprimierte
TTX-R Kanéle kaum neuropathische Schmerzsymptomatik zu entwickeln schei-
nen. Dies betrifft vor allem den in dieser Arbeit untersuchten Na,1.8-Natriumkanal.
Durch intrathekale Applikation von Antisense-Oligodesoxynucleotiden gegen fiir
ihn codierender DNA-Abschnitte kann die Synthese funktionsfihiger Kanalprote-
ine der Ratte unterdriickt werden. Im Patch-Clamp-Versuch von Spinalganglien

sind die TTX-R-Natriumstrome deutlich kleiner, mit besonderer Verminderung
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der langsam inaktivierenden Komponente. Diese Tiere entwickeln bei Verletzung
der Spinalnerven keine neuropathischen Schmerzen, wihrend die Sensibilitat und
akute Schmerzreaktion unveréndert bleiben [LAI et al. 2002]. Die Expression
der tetrodotoxinresistenten Natriumkanalproteine von Na,1.8 und Na,1.9 wird
in Neuronen verletzter Axone moduliert, wahrend sie in benachbarten Neuro-
nen unverdndert bleibt [DECOSTERD et al. 2002]. Ein selektiver Inhibitor dieses
Natriumkanals kénnte also eine effektive Behandlung komplizierter Schmerzsyn-
drome ermoglichen, bei minimalen unerwiinschten Wirkungen in anderen elek-
trisch erregbaren Geweben und Organen. Die bisher fiir die Therapie neuropathi-
scher Schmerzen verwendeten Pharmaka sind bekannte Natriumkanalblocker wie
Lokalanésthetika, Antiarrhythmika und Anticonvulsiva. Carbamazepin beispiels-
weise vermag in der Peripherie entstehende pathologische Aktionspotentiale zu
blockieren [BURCHIEL 1988], aber auch Stoffe wie die trizyklischen Antidepressiva
zeigten eine empirische Wirksamkeit. Die Blockierung von TTX-resistenten Natri-
umkanélen durch diese Pharmaka konnte erst spéter gezeigt werden [BRAU et al.
2001]. Die systemische Gabe von natriumkanalblockierenden Substanzen kann die
ektope Reizentstehung pathologisch verdnderter Nervenfasern verringern [DEVOR
et al. 1992]. Bei deutlich depolarisierten Membranpotentialen ist die Aktivierbar-
keit des tetrodotoxinresistenten Natriumkanals gegeniiber den TTX-sensitiven
Natriumkanélen erheblich gesteigert [SCHILD und KuNzE 1997], da letztere ihre
Inaktivierungsschwelle bereits iiberschritten haben. Die Spannungsabhéngigkeit
besteht auch bei der Blockade mit Lidocain. Durch die Dauerdepolarisation des
Membranpotentials geschiddigter Nervenfasern wird die Potenz solcher Pharmaka
gegeniiber Natriumkanélen deutlich gesteigert, so dafl es auch bei geringen Kon-
zentrationen dort zu einer selektiven Blockade kommt. Das Konzept des dynami-
schen Blocks stellt einen moglichen Ansatz fiir die Erklarung dieses Phénomens
dar. Wallace et al. zeigten 1996 die Wirksamkeit von systemischer Lidocaingabe
bei 11 Patienten mit chronischen Schmerzsyndromen [WALLACE et al. 1996]. Die

systemische Gabe zur Therapie chronischer Schmerzen zeigte sowohl bei Lidocain
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als auch einigen Antikonvulsiva und Antidepressiva gute Wirksamkeit [ABDI et al.
1998], nicht jedoch die prophylaktische Einmalgabe vor willkiirlicher Spinalner-
venverletzung [ABDI et al. 2000], was die Theorie einer Schmerzentstehung durch

peripher ektope Reizgeneratoren stiitzt.

4.4 Ausblick

Die Blockierung spannungsabhéngiger Natriumkanéle stellt ein therapeutisches
Prinzip dar, das bei vielen, auf einer Ubererregbarkeit elektrisch aktiver Gewebe
beruhenden Erkrankungen wie z.B. Epilepsie, Herzrhythmusstérungen oder neu-
ropathischen Schmerzsyndromen wirksam ist. Da sich in letzter Zeit die Hinwei-
se verdichten, dafl neuropathische und andere chronische Schmerzsyndrome un-
ter anderem auf die Ubererregbarkeit TTX-resistenter Natriumkanéle vom Typ
Na,1.8 im peripheren sensorischen Nervensystem zuriickzufiihren sind, kommt
der potenten Blockade diese Kanals erhebliche Bedeutung in der Therapie dieser
Schmerzsyndrome zu. Neueste Untersuchungen chronischer Schmerzen an einem
Rattenmodell zeigten eine Abschwéchung chronisch-neuropathischer Schmerzen
nach Hemmung der Transkription von Na,1.8-Kanalprotein. Eine Linderung an-
derer Schmerzzustédnde konnte so jedoch nicht erreicht werden, was die beson-
dere Bedeutung dieses Kanals in der Entstehung chronischer Schmerzen unter-
streicht [JOsHI et al. 2006].

Die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse zeigen erstmal am isolierten Kanal,
dal der Na,1.8-Kanal im Offenzustand eine hohe Empfindlichkeit gegeniiber Li-
docain hat. Die weitere zukiinftige Suche nach therapeutisch wirksamen Natri-
umkanalblockern sollte sich daher vor allem an der Offenkanalblockade orientie-
ren. Potente Offenkanalblocker dieses Kanals kénnten aufgrund der langen Off-
nungszeit TTX-resistenter Natriumkanéle eine deutlich hohere Selektivitat fiir

das sensorische Nervensystem haben und damit eine geringere Nebenwirkungs-
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rate. Ein Pharmakon, das hochselektiv iiber einer systemische Applikation die
TTX-resistente Natriumkanalpopulation an peripheren oder zentralen Verletzun-
gen von Nervenfasern zu blockieren vermag, konnte das ideale Schmerztherapeu-
tikum chronischer Schmerzsyndrome werden, ohne unerwiinschte kardiale oder
neurologische Begleiterscheinungen. Die zukiinftige elektrophysiologische Unter-
suchung der Wirkung anderer in der Therapie chronischer Schmerzen eingesetzten
Substanzen auf den isolierten TTX-resistenten Natriumkanal Na, 1.8 konnte viel-

versprechende Fortschritte ermdglichen.






Kapitel 5

Zusammenfassung

Natriumkanéle in Nervenzellmembranen sind wesentlich an der Erregungsbildung
und -weiterleitung im peripheren Nervensystem beteiligt. Bestimmte tetrodoto-
xinresistente (TTX-R) Subtypen scheinen in der Entstehung des neuropathischen
und chronischen Schmerzes eine bedeutende Rolle zu spielen. Therapeutika dieser
Schmerzzustéande zeigen oft eine deutliche Wirkung auf Natriumkanéle, grundle-
gende Interaktionen dieser Substanzen mit TTX-R Natriumkanilen sind jedoch
nicht gut untersucht. Thema dieser Arbeit ist es daher die Interaktionen des
klassischen Natriumkanalblockers Lidocain mit dem tetrodotoxinresistenten Na-
triumkanal vom Typ Na,1.8 zu untersuchen.

Um den EinfluB des Pharmakons ohne Beeinflussung durch andere physiologi-
scherweise vorkommende Ionenknéle studieren zu kénnen, wurden diese Kané-
le isoliert in HEK293-Zellen exprimiert und mit der Whole-cell Patch-clamp-
Methode untersucht.

Die Lidocainblockade zeigte sich auch in diesen Versuchen als konzentrationsab-
héngig und reversibel. Bei repetitiver Reizung konnte eine phasische oder , use-
dependent”-Blockierung beobachtet werden, also eine mit der Reizanzahl zuneh-

mende Blockierung. Die tonische und phasische Blockade zeigt sich abhéngig vom
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zuvor herrschenden Membranpotential; mit zunehmender Depolarisation sinken
die zur Blockade der Hilfte aller Natriumkanile (ICsp) notwendigen Lidocain-
konzentrationen. Die IC5o-Werte der phasischen Blockade nédhern sich mit zuneh-
mender Depolarisation denen der tonischen Blockade an.

Die Blockade des isolierten Natriumkanals vom Typ Na,1.8 mit Lidocain zeigte
eine Zunahme der Blockierung im Zeitverlauf nach Reizung und Kanaloffnung.
Dieser dynamische Block entsteht durch eine deutliche Zunahme der Affinité-
ten zu Lidocain des gedffneten gegeniiber dem ruhenden Kanal. Die 1C50-Werte
liegen fiir den gedffneten Kanal liegt bei 46,4 + 10,8 pmol/l, fiir den ruhenden
Kanal bei 2247 £+ 628 pumol/l. Die Untersuchungen dienten zur Berechnung der
Geschwindigkeitskonstanten der Hin- und Riickreaktion der Lidocainbindung an
den Lokalanisthetikarezeptor im Innern der Kanalpore. Die Hinreaktion verlauft
als Reaktion 1. Ordnung mit 1,36 - 10° 1 mol~!s~!. Die Konstante der Trennung
des Lidocains vom Natriumkanal betrigt hier 197 s=1.

Die Refraktérzeit und Reaktivierung unter Lidocainwirkung zeigt eine Zunahme
der langsamen Komponente der Inaktivierung. Es kommt zu einer Verldngerung
der Erholungszeit von der Inaktivierung.

Na, 1.8-Kanéle zeigen zwei Aktivitdtszustande mit fundamental verschiedenen Af-
finitdten gegeniiber Lidocain: Im Ruhezustand findet sich eine niedrige, eine hohe
Affinitdt dagegen wihrend der Kanaloffnung. Der spannungsabhéngige Prozess
der Kanalffnung selbst ist verantwortlich fiir die Anderung der Affinitit gegen-
iiber Lokalanésthetika und somit Grundlage einer statusabhéngigen Blockierung
des Kanals und der dynamischen Blockade wihrend der Depolarisation.

Der Inaktivierungsprozess, etwa die Bindung des Inaktivierungspartikels, beein-
flusst die Affinitdt des Kanals dagegen nicht, sondern fangt das Lidocainmolekiil

in der Kanalpore. Resultat ist ein ausgeprégter ,,use-dependent”-Block.



Abstract

Sodium channels in neuronal membranes are necessary for excitation and signal
transduction. Channels resistant to tetrodotoxin (TTX-R) appear to play a cru-
cial part in pathogenesis of chronic and neuropathic pain syndromes. Several
drugs empirically used in the treatment of those syndromes are known as sodium
channel blockers, basic interactions of these drugs and TTX-R channels are not
yet examined. This study shows the interaction of the classical sodium channel
blocker lidocaine with the TTX-R sodium channel type Na,1.8.

To examine the influence of the drug without interference with other physiologic
ion channels, cloned and in HEK293-cells expressed Na, 1.8 were used. For expe-
riments, we used the patch-clamp method in the whole-cell configuration.
Coherent to earlier studies with native dorsal root ganglia cells, the lidocaine
block of sodium channel Na, 1.8 showed concentration-dependance and full rever-
sibility. During repetitive stimulation I found an increase of blockade over time,
called use-dependent block. Tonic and use-dependent block are influenced by
the resting membrane potential: In a highly depolarized state, the half-maximal
blocking concentrations (ICs0) of both tonic and use-dependent block are signifi-
cantly lower, and moreover, close together compared to the hyperpolarized state.
Lidocaine showed an increase of blockade of sodium channel Na, 1.8 during chan-

nel opening after excitation. This dynamic block develops through altered affini-
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ties with lidocaine in resting versus open state. In open state we found an 1Cxq
of 46.4 4+ 10.8 pumol/1, compared to resting state ICsy of 2247 4+ 628 pmol/1. The
rate constant for binding of lidocaine to its binding site on the sodium channel
was concentration dependent 1.36 - 10° 1 mol~!'s~!. Unbinding of lidocaine was
found to be 197 s7L.

Lidocaine altered the time courses of the absolute refractory period and reacti-
vation, respectively. The slow component of inactivation was increased, while the
reactivation was slower.

Na,1.8 channels exhibit two major affinity states to local anesthetics, a low af-
finity state at rest and a high affinity state during activation. It appears that
the voltage dependent activation process itself modulates the channel’s affinity
to the drug and thus is essential for state dependent block, resulting in dynamic
block during the depolarization. The fast inactivated channel may be viewed as
an activated but intrinsically blocked channel. The inactivation process itself, i.e.
binding of the inactivation particle, does not modulate the affinity, but rather

traps charged drug molecules in the pore giving strong use-dependent block.
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