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1. Einleitung

1.1 Anasthesiologie und Schmerz

"Schmerz ist ein unangenehmes Sinnes- und Gefildgtees, das mit einer echten oder poten-
tiellen Gewebeschéadigung einhergeht, oder als sslbleschrieben wird. Schmerz ist immer
subjektiv.” (International Association for the Syudf Pain, IASP, 1994).

Die Therapie von Schmerzen zahlt wohl zu den urggithsten und bis heute zu den wich-
tigsten Aufgaben in der Medizin. Man unterscheiggschiedene Formen des Schmerzes.
Der akute Schmerz hat eine sinnvolle und lebenierftee Funktion. Akute Schmerzwahr-
nehmungen dienen dazu, Beschadigungen des Organ@monelden und Schutzreaktionen
auszulosen. Des Weiteren kommt zu den unbewussthatZeflexen noch eine bewusst
empfundene und erinnerte Komponente hinzu, die éi#at, dass schmerzauslosende, scha-
digende Handlungen in Zukunft unterlassen werdee.ild Anschluss an eine Traumatisie-
rung gesteigerte Schmerzempfindlichkeit des gesgteid Gewebes erzwingt zudem eine
schmerzbedingte Ruhigstellung und férdert damit Hefungsprozess. Die Fahigkeit der
Schmerzempfindung stellt somit eine sinnvolle Eggmaft zum Schutz des Organismus dar.
Der chronische Schmerz, definitionsgemal ein Schnder |Anger als sechs Monate besteht,
hingegen hat diese sinnvolle Melde-, Schutz- uniffidektion verloren. Es kommt zur physi-
schen und psychischen Schadigung des Patientensptaiint hierbei von einem algogenen
Psychosyndrom mit depressiver Verstimmung, Reizbhgrischwache und Abgeschlagenheit

sowie verminderten sozialen Aktivitaten.

Die klinische Anasthesiologie hat die Aufgabe, Setmmustande zu unterdriicken oder zu-
mindest fur den Patienten ertraglich zu machen,ewvdle Unterscheidung zwischen akutem
oder chronischem Schmerz eine entscheidende Beugfitudie Therapie darstellt.

Zur Unterdriickung des akuten Schmerzes, welcheklimschen Alltag z.B. bei chirurgi-
schen Eingriffen entsteht, kommen anasthesiologidttrfahren, wie die Allgemeinanésthe-
sie in Form der Vollnarkose und die Lokalanasthesig Ortliche Betaubung, zum Einsatz.
Wahrend bei der Vollnarkose durch intravends ure/odhalativ verabreichte Anasthetika
die Wahrnehmung sowie die Reaktion und die Erinmgran den akuten Schmerz im Zent-
ralnervensystem unterdrickt werden, wird bei dekadlanasthesie die Weiterleitung der
Schmerzinformation aus den peripheren Nerven rdagdrgnterbrochen. Beide Methoden der
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Schmerzausschaltung haben zum Ziel, dass sichatemPdes akuten Schmerzes nicht be-
wusst wird.

Die Behandlung chronischer Schmerzzustande gdssadte jedoch deutlich schwieriger, da
diese durch pathologische Verdnderungen peripidgeren zustande kommen, die sich ge-
genuber konventionellen analgetischen Therapientafi@a als resistent erweisen. Moderne
Therapiekonzepte stutzen sich hier unter anderdrdiawerfolgreiche systemische Applikati-
on von Natriumkanal blockierenden Substanzen inmFaon Lokalanésthetika, Anti-
arrhythmika und Antikonvulsiva, wobei Uber die augge liegenden Mechanismen, die zur
schmerzlindernden Wirkung dieser Pharmaka fuhrenhbute groéf3tenteils noch spekuliert
wird. Eine lokalan&sthetische Wirkung gilt bishés anwahrscheinlich, da die vermuteten
erforderlichen Konzentrationen bei systemischer é&msung nicht erreicht werden. Als
wahrscheinlicher gelten Interaktionen mit den fig 8chmerzentstehung verantwortlichen
Mechanismen in den pathologisch veranderten Noizep peripherer Neurone.

Eine weitere Substanzgruppe zur adjuvanten Behagdwon neuropathischen Schmerzen
stellen die Antidepressiva dar (Carter und Sullp2002). Diese entfalten ihre antidepressive
Wirkung Uber eine zentralnervise Serotonin/NoraalerReuptake-Hemmung. Die analgeti-
sche Wirkung dieser Substanzgruppe lasst sich edmht auf ihre antidepressive Wirkung
zuruckfuhren, sondern wird sehr wahrscheinlich (dredere, noch nicht genau verstandene
Wirkmechanismen hervorgerufen.

Es sind jedoch nicht alle Antidepressiva zur Thigrafes chronischen Schmerzes geeignet.
Vor allem zeigen sich trizyklische Antidepressiwae z.B. Amitriptylin, anderen Antidepres-
siva deutlich Gberlegen (Bryson und Wilde, 1996@hvend neuere, nebenwirkungsarmere
Substanzen, wie die selektiven Serotonin-ReuptaeiHer, keine schmerzhemmende Wir-
kung aufweisen (Magt al, 1992).

1.2 Physiologie der Nozizeption

Schmerz ist mit einer tatsachlichen oder poteetiellGewebsschéadigung assoziiert. Die
Schmerzwahrnehmung erfolgt tber Nozizeptoren. D&danerzrezeptoren sind freie, nicht
korpuskuléare Nervenendigungen im Gewebe, die d&e,anoch zum peripheren Nervensys-
tem gehdrende Neuron der Schmerzleitung darst8lierkbnnen mechanisch, thermisch oder
chemisch gereizt werden (Beekal, 1974; Bessou und Perl, 1969).



Man unterscheidet des Weiteren polymodale Nozizeptalso Rezeptoren, die auf verschie-
dene Reizqualitdten reagieren, von solchen, dieanfireine Reizart ansprechen. Wéahrend
Druck und Temperatur direkte Noxen darstellen,\dia auf3en auf den Korper einwirken,
kénnen auch Schmerzreize im Kérper selbst durchwdwhandene oder gebildete chemische
Substanzen ausgeldst werden. Diese koérpereigetgageaen Substanzen werden bei Ent-
zundungsreaktionen und traumatischen Gewebeschig#igufreigesetzt. Hierzu gehéren
Transmitter wie Serotonin, Azetylcholin und Histamaber auch Hund K'-lonen. Neben
der einfachen Freisetzung von diesen sogenannt&ruritfungsmediatoren kommt es aber
auch noch zur Bildung von Prostaglandinen und kKanjnderen wichtigste Vertreter das
Prostaglandin Eund Bradikinin darstellen. Diese sowie weitereffétavie Leukotriene und
Substanz P, aber auch das Absinken des pH-Wertgsem Entziindungsgebiet, sensibilisie-
ren die Schmerzrezeptoren und erhéhen damit demsprAchbarkeit auf schmerzauslésende
Reize und Substanzen. Zuséatzlich bewirken sie Kaqallardilatation und fihren zu einer
Zunahme der Gefal3permeabilitat.

Wie in Abbildung 1.1 schematisch dargestellt, warde in den Schmerzfasern ausgeldsten
Aktionspotentiale, welche die elektrophysiologiscBehmerzinformation darstellen, tber
dicke, markhaltige, schnell leitendé-#asern (Gruppe lll) oder Gber dinne, marklosag-lan
sam leitende C-Fasern (Gruppe 1IV) weitergeleitae Binteilung, Funktion sowie Faser-
durchmesser und Leitungsgeschwindigkeit der veesigmen peripheren Nervenfasern nach
Erlanger und Gasser sind Tabelle 1.1 zu entnehi@danger und Gasser, 1932). Die Erre-
gung der A-Fasern fuhrt zu einem hellen, gut lokalisierbargmkritischen Sofortschmerz.
Die Erregung der C-Fasern vermittelt einen dumpdeler brennenden, protopathischen
Schmerz, der erst spater wahrgenommen wird unédthizu lokalisieren ist (Dudel, 2000;
Zenkeret al, 1993). Die schmerzleitenden afferenten Fasetartréber die Hinterwurzeln in
das Hinterhorn des Riickenmarks ein und werdenriisdestantia gelatinosa des Hinterhorns
auf weiterflhrende Neurone, die das zweite Neuren Sthmerzleitung darstellen, umge-
schaltet. Diese kreuzen auf segmentaler Ebene teiges im kontralateralen Vorderseiten-
strang, dem Tractus spinothalamicus, zu den Thakemoen im Gehirn auf. Diese zweiten
Neurone haben auf Hohe der entsprechenden Rickissegmente Uber so genannte Inter-
neurone auch Verbindung zu den motorischen und aingechen Efferenzen, tber die moto-
rische Fluchtreflexe und vegetative Reaktionen ald@st)jwerden. Der Vorderseitenstrang gibt
auf seinem Weg zu den Thalamuskernen Kollateraler-armatio reticularis des Hirnstam-
mes und zum aufsteigenden retikularen aktiviererg@jgiem (ARAS) ab. Hierdurch werden

bei Schmerzen das Atem- und Kreislaufzentrum blkgisif und der Wachheitsgrad sowie die



Aufmerksamkeit gesteigert. Vom medialen Thalamusdwidie nozizeptive Information vor
allem zum frontalen Kortex, zum limbischen Systewalrnehmung der affektiv-
emotionalen Komponente des Schmerzes), zum Hypothal und zur Hypophyse (An-
schluss an das endokrine System lber AusschittangACTH und beta-Endorphin) und
vom lateralen Thalamus zum somatosensorischen Xantgergeleitet. Im Thalamus erfolgt
auch die Umschaltung auf das dritte und letzte dieder Schmerzleitung.

Stirnhirn

somatosensorischer

Endhirn Kortex )
Hippocampus
&E
Thalamus
)
Zwischenhirn 6:
@
\_/\\.,___,/
spinoreticulo-
thalamisches
System
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Abb. 1.1 Nozizeptive afferente Leitungsbahnen.

Periphere Schmerzimpulse gelangen Ub&iFAsern und C-Fasern ins Hinterhorn des Rickenmarésien
dort umgeschaltet und im Tractus spinothalamicus. b spinoreticulothalamischen System zum Thalamus
weitergeleitet. Vom lateralen Thalamus ziehen Bahnem somatosensorischen Kortex, vom medialen Thala

mus zum frontalen Kortex, limbischen System (Hippopus), sowie zum Hypothalamus und zur Hypophyse.
Modifizierte Darstellung nach llles und Mitarbeifgites et al.,1996).



Faser- | Funktion @Faserdurchmesser | @Leitungsgeschwindigkeit

typ (Lm) (m/s)

Aa primare Muskelspin-| 15 70-120
delafferenzen, moto-
risch zu Skelettmus-

keln

AP Hautafferenzen fur | 8 30-70
Berthrung und
Druck

Ay motorisch zu Mus- | 5 15-30

kelspindeln

Ad Hautafferenzen fiur | 3 12-30
Temperatur und No-

Zizeption

B sympathisch pra- 3 3-15
ganglionare Efferen-

zen

C Hautafferenzen fur | 1 0,3-2
Nozizeption, sympa-| marklos

thisch postgangliond

re Efferenzen

Tabelle 1.1:Klassifikation der peripheren Nervenfasern nadariger und Gasser (Erlanger und Gasser, 1932)

1.3 Physiologie der Erregungsleitung

Nervenzellen werden durch eine Lipid-EiweiimembUdrsagrenzt. Zwischen dem Inneren der
Zelle und der extrazellularen Flussigkeit besteimie eelektrische Potentialdifferenz, das
Membranpotential. Eine Anderung dieses Membranpiaderstellt die Grundlage der Entste-
hung und Fortleitung von Erregungen dar. An der®embran, die spannungsunabhéangige
Kalium- und Natriumkanale aufweist, trifft man eigpezifische Verteilung der lonen an. Im
Innern befinden sich Kaliumionen und organischeofien in hoher Konzentration und nied-

rige Konzentrationen von Natrium- und Chloridion®udel, 1977). Dies fuhrt im Ruhezu-
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stand durch passive Diffusionsvorgdnge und aktigaentransport durch die R -ATPase
zum Entstehen eines Kalium-Gleichgewichtpotentialssh Ruhepotential genannt, von etwa
-90 mV, welches sich unter Annahme ausschliel3licKatiumleitfahigkeit mit der

Nernst'schen-Gleichung berechnen lasst.

RIT n [ X]aulRen

Gleichung 1: E, = :
F [, [ X]innen

Allgemeine Gaskonstante (8,315 J-fnK%)

F = Faraday-Konstante (9,64*COmol*)
= Absolute Temperatur (K)

Z = Wertigkeit des lons X

[X] = Konzentration des lons X

Wird die Nervenzelle erregt, so &ndern sich ihr Meampotential und damit die Struktur der
enthaltenen, spannungsabhangigen Natriumkanatigssodiese sich 6ffnen (siehe Abb. 1.2).
Folge ist eine kurzzeitige Umkehr des Potentials zavor —90 mV auf +30 mV, welche sich
auf benachbarte Bezirke fortsetzt und damit wegleitet wird. Verantwortlich fur die plotz-
liche Potentialumkehr sind die spannungsabhangigriumkanéle, die sich bei elektrischer
Membrandepolarisation 6ffnen und Natriumionen passnein diffundieren lassen (Hille,
1971). Der Einwéartsstrom der Natriumionen Uberwidgibei dem ebenfalls passiven Ruhe-
Kaliumauswartsstrom und das sonst negative Membtanpal wird positiv. Durch Inakti-
vierung und spontanes Schliel3en der spannungsafgbangatriumkanale wird dieser Vor-
gang unterbrochen und das Aktionspotential ist deerburch das SchlieRen der Natriumka-
ndle und das verzogerte zusatzliche Offnen spamahgingiger Kaliumkanale, stellt sich
das Ruhepotential wieder ein (Hodgkin und Keyn885). Der aktive lonentransport mittels
der Nd-K*-ATPase dient dem Ausgleich der durch permanentiaddon entlang des Kon-
zentrationsgradienten entstehenden lonenstréme.

Die hier beschriebene kurzzeitige Membranumpolungl vAktionspotential genannt und
stellt die Grundlage der elektrischen Erregbar&igier Zelle oder eines Nerven dar. Die Dau-
er eines Aktionspotentials an einer Nervenzelledgetetwa 1 ms (Dudel, 1977).

Die Stéarke eines Reizes wird Uber die Frequenzdttehenden Aktionspotentiale kodiert.

Um hohe Leitungsgeschwindigkeiten in den Nervenfasehalten zu kdnnen, missen auch



die Natriumkanéle dieser Fasern eine entsprechehdelie Aktivierungs- und Inaktivie-
rungskinetik aufweisen.

mV A

Aktionspotential
50 (= Na+-Diffusionspotential)

-50 4

Ruhepotential
(= K*-Diffusionspotential)

-100

»
»

0 @ 4 - L@ o
aufen @ @ @ @ @ ¢ @ O@ o @ @ =Cl
Membran D Q] [F@Cﬂﬂc D D

i o o ‘ ° = org.
e o @ ¢©¢ @ @ o @ ° ;\niognen

©
o°@@o@‘ © ®

Abb. 1.2 Zeitverlauf eines Aktionspotentials

Das Aktionspotential beginnt, ausgehend vom Rulesyiall (-90 mV), mit einer sehr schnellen positiRoten-
tialanderung, der Depolarisationsphase durch el&rlonen-Einstrom (0,2 - 0,5 ms). Dies depolarisidais
Membranpotential und es erreicht positive WerteQ(#8/). Die Repolarisation erfolgt durch die Inaktiung

des Na-Systems und das Offnen der spannungsabhangitiaiéle.

1.4 Die Struktur eines spannungsabhangigen Natriundnals

Spannungsabhangige Natriumkandale sind lonenkaméldinden sich Uberall dort, wo Zell-
membranen schnell erregbar sein missen. WegenBleagutung flir das Zustandekommen
des Aktionspotentials sind der Aufbau und die Fiomkspannungsgesteuerter Natriumkanale
physiologisch und pharmakologisch gut untersuclst.eiistieren verschiedene Reaktions-
modelle fur das Aktivierungs- und Inaktivierungdvaien der spannungsabhangigen Natri-
umkanéle und auch der molekulare Kanalaufbau lstring (Marbaret al, 1998).



Alle Natriumkanéle bestehen aus einer alpha-Unmbet (~260 kDa), die das funktionelle
Kanalprotein bildet und einer oder mehrerer kleibeta-Untereinheiten (~35 kDa), welche
die funktionelle Eigenschaften, wie z.B. die Karaghik beeinflussen (Catterall, 2000). Die
Primarstruktur der alpha-Untereinheit des Natriuam&l-Proteins wird von 1820 Aminosau-
ren gebildet (Nodaet al, 1984). In Abbildung 1.3 ist die Sekundéarstruktier alpha-
Untereinheit dargestellt. Die alpha-Untereinheits d¢atrium-Kanals ist ein Glykoprotein,
welches aus vier sich dhnelnden Domanen I-1V, s@ageten Repeats besteht und einen in-
trazellular gelegenen N- und C-Terminus aufweistleJDoméne enthalt sechs membran-
durchspannende alpha-Helices S1-S6. Im Gegensatierzisonst hydrophoben Segmenten
tragen die S4 Segmente aller Domanen positive Metiogen und bilden damit den Span-
nungssensor des Kanals (Stihreeal, 1989). Der Selektivitatsfilter fir Natriumionenras
von den vier Schleifenregionen (P) zwischen derejigen Segmenten S5 und S6 der vier
Domanen gebildet und ist in Abbildung 1.4 zusamménden positiv geladenen S4 Segmen-
ten schematisch dargestellt. Die intrazellular gete Schleife zwischen Domaéne Il und IV
enthalt eine Aminosauresequenz von Isoleucin, Rakmn und Methionin (IFM), welche
sich nach Aktivierung des Kanals in die gedffneteeHegt und diese von der intrazellularen
Seite aus verschliel3t. Man spricht bei diesem Maygaon der schnellen Inaktivierung des
Natriumkanals (Eaholtet al, 1994; McPheet al, 1995).

Auf dem P-Segment der Doméne | wird der Rezeptoil &irodotoxin (TTX), einem Neuro-

toxin, vermutet (Nodat al, 1989).
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Abb. 1.3 Modell der Sekundérstruktur des spannungsabhamdigériumkanals nach Catterall (Catterall, 1988)
Bei der Sekundarstruktur der alpha-Untereinheie®ispannungsabhéngigen Natriumkanals handelt lesisic
ein Glykoprotein, welches aus vier sich ahnelndemBnen, so genannten Repeats |-V besteht. Jederdie
Domanen setzt sich aus sechs membrandurchspannemgbophoben alpha—Helices, den Segmenten S1-6
zusammen. Die S4-Segmente tragen eine positiverigadnd stellen den Spannungssensor des KanalBigar.
intrazellular liegende Schleife zwischen Domaneulitd 1V enthélt eine spezifische Aminoséurefrequisezte-
hend aus Isoleucin, Phenylalanin und Methionin (JFMelche sich nach der Aktivierung des Kanals i@ d
geoffnete Pore legen kann, um diese zu verschlieBemit der Kanal funktionell deaktiviert wird (Ealtz et
al., 1994). Des Weiteren findet man zwischen den ®egem S5 und S6 jeder Doméne eine Schleife P,atie v
extrazellular in die Membran hineinragt, welche &ierenwand und den Selektivitatsfilter fir Natriomgn
bildet. Auf dem P-Segment der Domane | wird derepéar fir TTX vermutet. Der Rezeptor fir Lokalamést

tika liegt auf dem S6-Segment der Doméne |V (Ralgsetaal, 1994)
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Abb. 1.4 Modell der Tertiarstruktur des spannungsabhanghpnumkanals (Alsobrook und Stevens, 1988;
Stevens, 1991)

Anordnung der transmembranaren alpha—Helices zneifanktionellen Membranprotein, dem Natriumkanal.
Die vier P-Schleifen, zwischen den Segmenten S53hdller Doméanen, bilden die Porenwand und deekSel
tivitatsfilter fir Natriumionen. Die mit positiveNettoladungen besetzten S4 Segmente bilden dentRdden-
sor des NaKanals. Durch potentialabhangiges Verschiebenedi8sgmente kann der Kanal gedffnet und der

Selektivitat entsprechend fur Natriumionen durcéigisverden.

Lokalanasthetika, Antiepileptika, Klasse | Antigrtiimika und andere Substanzen vermitteln
ihre pharmakologischen Effekte durch Wirkung auf dpannungsabhangigen Natriumkanal.
Der Blockademechanismus von Natriumkanélen durckalamésthetika ist gut untersucht.
Man geht heute davon aus, dass eine Bindung dealdrksthetikamolekuls in der Pore des
spannungsabhangigen Natriumkanals zur Unterbrecl@sgNatriumstroms fihrt (Butter-
worth und Strichartz, 1990). Mit Hilfe molekularbagischer Methoden konnte man sogar die
Aminosauren der alpha-Untereinheit, die die Bindistelle bilden, identifizieren, welche
sich auf dem Segment S6 der Domane IV befindenqéRdget al, 1994). Lokalanasthetika
blockieren den loneneinstrom durch die Pore desitNiakanals konzentrationsabhangig und
reversibel. Man spricht hierbei vom tonischen Blobkirch wiederholte Reizung des Natri-
umstromes kann eine durch Lokalanasthetika hervofgee partielle Natriumstromblockade
reversibel verstarkt werden. Diese Verstarkungalstangig von Reizfrequenz, Reizdauer,
Membranpotential und Art des Lokalanasthetikums wid als phasische Blockade (use-
dependent Block) bezeichnet.

Die Familie der Natriumkanale lasst sich in einehReson Subtypen unterteilen, deren Un-
terschiede auf den spezialisierten Aufgaben inudgarschiedlichen Geweben beruhen.
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Die Natriumkanal-Subtypen unterscheiden sich irerifPriméarstruktur und damit in ihren
biophysikalischen Eigenschaften, ihrer chromosomadlekalisation und ihrer Sensitivitat
gegenuber Tetrodotoxin, einem Neurotoxin. Aufschluber die Nomenklatur spannungsab-

hangiger Natrium-Kanéle soll Abbildung 1.5 geben.

Name Gen Chromosom Vorkommen

Na,1.1 SCN1A  2q24 ZNS
- PNS
Na,1.2 SCN2A  2q23-24 2ZNS
Na,1.3 SCN3A  2q24 ZNS
Na,1.7 SCN9A  2q24 PNS

Schwann-Zellen

Nay,1.4 SCN4A  17q23-25 Skelettmuskel

Na,1.6 SCN8A 12q13 ZNS
PNS
Na,1.5 SCN5A  3p21 Herzmuskel
Skelettmuskel
Na,1.8 SCN10A 3p22-24 DRG
Na,1.9 SCN11A  3p21-24 PNS

25 20 15 10 5 0

Unterschied in der Aminosaurensequenz (%)

Abb. 1.5 Nomenklatur-Baum der spannungsabhangigen Natrinélkaund deren relativer Unterschied in der
Aminosaurefrequenz.

Verglichen werden die vier Domanen der alpha-Uidiet spannungsabhéangiger Natriumkanale der Typen
Nal.1 — Ngl.9 (Goldinet al, 2000). Phylogenetisch scheinen sich alle Sulstygaes einem urspriinglichen
Kanal entwickelt zu haben. Kleine Mutationen erarugerschiedene gewebespezifische Kanaltypen,idie e
individuelles Verhalten gegentber Natriumkanal kiee=nden Substanzen zeigen, mit einer charakiatign

Aktivierungs- und Inaktivierungskinetik bei erhales Grundfunktion und hoher lonenselektivitat.

1.5 Der TTX-resistente Natriumkanal

Spannungsabhangige Natriumkanale des peripheremeiNsistems werden am rauen en-
doplasmatischen Retikulum des Zellkdrpers syntiegtisind in die Zellmembran eingebaut.
Auch in der Membran des Somas, das bei sensorideagern in den Spinalganglien liegt,
finden sich Natriumkanale, welche einer Untersughuatativ leicht zuganglich sind. Yoshida
und Matsuda entdeckten 1979 bei Messungen von Adgiatentialen an kleinen Spinalgang-
lienzellen erwachsener Mause Stréme, die auf espannungsabhangigen Natriumkanal zu-

rickzufiihren waren, der gegentiber Tetrodotoxirstest ist (Yoshida und
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Matsuda, 1979). Bis heute wurden zwei Tetrodotogsistente spannungsabhangige Natri-
umkanal-Subtypen identifiziert. Dies sind die Typdgy 1.8 und Nal.9 (Tateet al, 1998).

Tetrodotoxin

H |+ Abb. 1.6.1
N.—-"' .
L Strukturformel:Tetrodotoxin

Alkaloid aus der Imidazolin-
und Pyrimidingruppe

Summenformel: GH1;0gN5

Molekulargewicht: 319,27 g/mol

Tetrodotoxin ist ein Neurotoxin, welches in der eelden Gonaden und den inneren Organen
verschiedenster Meeres- und Brackwassertiere gefumn@rden kann. Bekannt geworden ist
es als das Gift des Kugelfisches. Das Tetrodotewind dabei nicht von den Tieren selbst
synthetisiert, sondern von Bakterien, welche uker Nahrung mit aufgenommen werden
(Yasumotoet al, 1989). Der strukturelle Aufbau des Tetrodotoxmsnte schon 1966 auf-
geklart werden (Tamuret al, 1966, Abb. 1.6.1).
Tetrodotoxin (TTX) blockiert die Natriumkanale aardNervenfasern. TTX gehort zur Grup-
pe der Alkaloide. Seine Natriumkanal blockierendelkdhg beruht auf seiner positiv gelade-
nen Guanidiniumgruppe. Diese geht mit der negatladgnen, in der Porenregion gelegenen
Glutaminsdure des TTX-sensitiven Natriumkanals esterke polare Bindung ein. TTX-
resistente spannungsabhangige Natriumkanale warseieser Stelle eine andere, nicht gela-
dene Aminosaure auf. Sie werden erst bei deutlitteren Konzentrationen von Tetrodotoxin
blockiert.
Seit der oben beschriebenen ersten Untersuchungnaer TTX-resistenter Aktionspotenti-
ale in sensorischen Ganglien der Maus, sind TTict&ste Natriumstrome von unterschied-
lichen Arbeitsgruppen mit den unterschiedlichstechniken untersucht worden. Dabei kam
nach der Mikroelektrodentechnik, wie sie von Yoshighd Matsuda 1979 benutzt wurde,
auch die intrazellulare Perfusionstechnik (Kostgtkal, 1981) und vor allem die ,whole-
cell“-Methode der ,patch-clamp®-Technik zum EinséBchwartzet al, 1990; Caffreyet al,
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1992; Roy und Narahashi, 1992; Elliott und Ellid#®93; Ogata und Tatebayashi, 1993; Yos-
himuraet al, 1996).

Es zeigte sich, dass TTX-resistente und TTX-sesmsiNatriumstrome ein unterschiedliches
Aktivierungs- und Inaktivierungsverhalten besitzen.

Das Schwellenpotential der potentialabhangigenwAdtung und Inaktivierung liegt fir die
TTX-resistenten Natriumstrome etwa 20-30 mV hoHerbei TTX-sensitiven Natriumstro-
men. Die Kinetik der Aktivierung und Inaktivierungerlauft bei TTX-resistenten Natrium-
stromen um den Faktor drei langsamer. Die Erholtorgder Inaktivierung erfolgt jedoch um
ein zehnfaches schneller als bei der TTX-sensitkamalform (Elliott und Elliott, 1993). Bei
Experimenten auf Einzelkanalebene zeigten die Ta@s{stenten Natriumkanale stets eine
kleinere Einzelkanalleitfahigkeit als die TTX-seh&@n Natriumkanale (Rot al, 1994;
Brauet al, 1995; Motomurat al,, 1995).

Inzwischen ist die gesamte Aminosauresequenz ddemespannungsabhangigen Tetrodo-
toxin-resistenten Natriumkanal-Subtypen &8 und N@l.9 durch molekularbiologische
Untersuchungen bekannt. Der TTX-resistente Natramak wurde unabhangig voneinander
in zwei Arbeitsgruppen um Wood und Akopian sowientdn und Sangameswaran erstmals
kloniert. Die Natriumkanéle, die dabei beide Gruppequenzierten, kommen an kleinen Spi-
nalganglienzellen neugeborener sowie erwachsertggrReor (Akopianet al, 1996; Sanga-
meswaranet al, 1996). Naylor und Mitarbeiter klonierten 1997 ndéumanen TTX-
resistenten Natriumkanal und bewiesen hiermit ae¥sgkommen im menschlichen periphe-
ren Nervensystem (Naylat al, 1997). Damit gewannen pharmakologische Untersugén
am TTX-resistenten Natriumkanal auch fir die kithis Forschung an Bedeutung, so dass
diesem Kanal in den letzten Jahren ein gesteigesitsenschaftliches Interesse zuteil wurde.
Heute weil3 man, dass dieser Kanal eine Rolle bdinggulsentstehung und Weiterleitung im
peripheren Schmerzsystem spielt. Die langsame i&ktiigs- und Inaktivierungskinetik der
TTX-resistenten Natriumstrome ist flr schnell fetgtete Aktionspotentiale (20-100 m/s)
dicker myelinisierter Nerven zu langsam (Elliottduilliott, 1993; Ogata und Tatebayashi,
1993). Fur die langsam fortgeleiteten Aktionspatdat(l m/s) in nozizeptiven C-Fasern ist
diese Kinetik jedoch ausreichend (siehe Tabelle 1).

Des Weiteren konnte Kobayashi eine TTX-resistentomponente in C-Faser-
Summenaktionspotentialen des Nervus ischiadicusadesikanischen Ochsenfrosches auf-
zeigen (Kobayashet al, 1993). Bei Saugern kommen TTX-resistente Natriamde in
schmerzleitenden & und C-Fasern neben TTX-sensitiven Natriumkan&anund tragen

dort mit zur Aktionspotentialbildung bei. Jedoclheiit ihr Anteil in gesunden Nerven nicht
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ausreichend zu sein, um eine gentugende Transmettstzung fir die Impulsweiterleitung in

nachgeschaltete zentrale Neurone im Ruckenmarlewestelligen (Pintet al, 2008).

Eine wichtigere Rolle scheint der TTX-resistentdarankanal aber bei der Entstehung chro-
nischer Schmerzsyndrome zu spielen. TTX-resistNateiumkanale werden durch Nozizep-
tor sensibilisierende Substanzen aktiviert. England Mitarbeiter zeigten, dass Prostaglan-
din E (PGR), ein Schmerzmediator, der die Empfindlichkeit Wozizeptoren heraufsetzt,
die Erregbarkeit kleiner Spinalganglienzellen steigkann (Englanet al, 1996). Von der
Arbeitsgruppe um Gold wurden die Substanzen Adenasd Serotonin untersucht, die eben-
falls sensibilisierend auf Nozizeptoren wirken (Get al, 1996).

An pathologisch veranderten Nervenfasern, dererepatiential durch dauerhafte Schadigung
im positiveren Bereich liegt (-60 mV), als an gesdem Zellen (-90 mV), kann der spannungs-
abhangige TTX-resistente Natriumkanal eher zur Isgnistehung beitragen, da sein Akti-
vierungs- bzw. Inaktivierungspotential deutlich koliegt als das TTX-sensitiver Natrium-
kanéle. Dieser Effekt wird noch zusatzlich durck dchnelle Erholung nach Inaktivierung
verstarkt (Elliott und Elliott, 1993). Mittels ein€omputersimulation konnte gezeigt werden,
dass die elektrophysiologischen Eigenschaften de&résistenten Natriumkanals unter die-
sen Bedingungen gut zur Ausbildung spontaner ééekier Depolarisationen geeignet sind
(Elliott, 1997) und somit eine neuropathische Satzetstehung erklaren kénnen.

Neuere Arbeiten, wie die der Arbeitsgruppe um Takonnten zeigen, dass es in Bereichen
geschadigter peripherer Nerven zu einer bis elffagdheren Expression speziell des span-
nungsabhangigen TTX-resistenten il&8-Kanals, im Vergleich zu unversehrten Nerven
kommt (Takoret al, 2009). So verstarkt diese gezeigte Akkumulation Ma,1.8-mRNA in
geschadigten Nervenanteilen die vermutete Rollsedi&anals im Zusammenhang mit dem
erhdhten axonalen Erregungszustand in der Modsligltung des neuropathischen Schmer-
zes.

Auch scheint der Kanal eine Bedeutung in der Valamg des Kalteschmerzes zu besitzen
(Zimmermanret al, 2007). Arbeiten mit einem selektiven Blocker d1.8-Kanals, Sub-
stanz A-803467 [5-(4-chlorophenyl-N-(3,5-dimetholkgpyl)furan-2-carboxamid], konnten
ebenfalls eine Besserung im Zusammenhang mit ctbar Schmerzen aufzeigen und den
Na,1.8-Kanal in einen zentralen Zusammenhang mit deitéfleitung sowohl mechanisch
evozierter Potentiale als auch spontan generiegi@ronaler Aktivitdten an verletzten Spinal-

nerven setzen (McGaraughdyal, 2008).
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1.6 Natriumkanal blockierende Substanzen

1.6.1 Lokalanasthetika

Lidocain

( Abb. 1.6.2
NH N / Strukturformel: Lidocain

2 / 2-[Diethylamino]-N-[2,6 Dimethylphenyl]-Acetamid
Summenformel: €H,-N,O

O

Molekulargewicht: 234,34 g/mol

Lidocain ist ein vom Kokain abgeleitetes Lokalahatkum vom Amid-Typ (siehe Abb.
1.6.2). Wie andere Lokalanasthetika blockiert esnapngsabhangige Natriumkanéle in den
Zellmembranen der Nervenzellen und unterbindet tdmaiWeiterleitung von Aktionspoten-
tialen. Des Weiteren gehort Lidocain nach der VamgWilliams-Klassifikation (1984) auch
zu den | B-Anti-arrhythmika. Lidocain hemmt am Hamzden schnellen N&Einstrom in die
Schrittmacherzellen und wirkt so membranstabilesier bei ventrikularen Extrasystolen und
Tachykardie.

1.6.2 Trizyklische Antidepressiva

Amitriptylin

Abb. 1.6.3

Strukturformel: Amitriptylin
3-[10,11-Dihydro-5H-Dibenzo-(a,d)Cyclohepten
-5-Ylidene]-N,N-Dimethyl-1-Propanamin

@a

| Summenformel: gH,sN

Molekulargewicht: 277,41 g/mol
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Amitriptylin ist ein trizyklisches Antidepressivumnd zahlt zu den Psychopharmaka. Von
trizyklisch spricht man aufgrund der chemischerul8tr, die ein Dreiringsystem enthalt
(siehe Abb. 1.6.3).

Amitriptylin wurde 1960 erstmals synthetisiert ubhi62 vom Arzneimittelhersteller Lund-
beck auf dem Markt eingefihrt und war bis zum Awofikoen der Serotonin-
Wiederaufnahmehemmer lange Zeit das meist veraedhtidepressivum weltweit.

Man geht davon aus, dass eine gewisse UnterfunkbonNeurotransmittern im Gehirn am
Zustandekommen der depressiven Symptomatik betesligWie alle trizyklischen Antide-
pressiva bewirkt Amitriptylin im zentralen Nervessym die Hemmung der Wiederaufnahme
der von Nervenimpulsen oder anders freigesetztassidchen Neurotransmitter Noradrena-
lin, Dopamin und Serotonin und damit eine Hemmumegri Inaktivierung. Alle trizyklischen
Antidepressiva haben eine starke anticholinergekiiig, welche vorherrschend fur die Ne-
benwirkungen dieser Substanzgruppe verantwortiictl, svie z.B. Mundtrockenheit, Sedie-
rung sowie Magen-Darm und Blasenfunktionsstérungen.

Neben der antidepressiven Wirkung der trizyklischeridepressiva ist auch eine analgeti-
sche Potenz dieser Substanzen bekannt und siemiefidég als adjuvante Medikamente zur
Therapie neuropathischer, chronischer Schmerzaistémgesetzt. Der bisher nicht genau
verstandene analgetische Wirkmechanismus der tiszflen Antidepressiva kénnte entwe-
der durch eine zentrale Wirkung dieser Substanzgrugyklart werden, oder aber, wie bei

dem in dieser Arbeit untersuchten Modell, Folgeeejmeripheren Wirkung sein.
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Nortriptylin

. Q Abb. 1.6.4

Strukturformel: Nortriptylin
3-[10,11-Dihydro-5H-Dibenzo-(a,d)Cyclohepten
-5-Ylidene]-N-Methyl-1-Propanamin

N~

H Summenformel: GH,;N

Molekulargewicht: 263,39 g/mol

Nortriptylin gehdrt ebenfalls zur Substanzgruppetdeyklischen Antidepressiva (siehe Abb.
1.6.4). Es handelt sich um einen aktiven Metaholites Amitriptylins und entsteht aus selbi-

gem durch Demethylierung.

Doxepin

/ Abb. 1.6.5

Strukturformel: Doxepin
N,N-Dimethyl-3-Dibenz-(b,e)oxepin
-11(6H)-Ylidenpropylamin

| Summenformel: GH,1N,O

Molekulargewicht: 279,39 g/mol

Auch Doxepin wirkt als trizyklisches Antidepressmudurch die unselektive Wiederaufnah-
mehemmung von Serotonin und Noradrenalin und erbdltleren Verfugbarkeit fur die neu-

ronale Ubertragung, was zu einer Milderung depvessSymptome fiihrt (siehe Abb. 1.6.5).
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Imipramin

Abb. 1.6.6

Strukturformel: Imipramin
10,11-Dihydro-N,N-Dimethyl-5H-Dibenz-(b,f)azepine-5
N - Propanamin

| Summenformel: GH24N»

Molekulargewicht: 280,42 g/mol

Imipramin war der erste moderne Wirkstoff zur Belang von Depressionen und wurde
zum Prototypen einer ganzen Klasse von Psychophkarnd@n trizyklischen Antidepressiva
(siehe Abb. 1.6.6). Entwickler und Hersteller war &chweizer Konzern Geigy. Die Markt-
einfiihrung erfolgte 1958.

1.6.3 Tetrazyklische Antidepressiva

Maprotilin

(i | ..

Strukturformel: Maprotilin
H N-Methyl-9,10-Ethanoanthracen-9(10H)-Propanamin
N\ Summenformel: gH,sN

Molekulargewicht: 277,41 g/mol

Nachdem bei den trizyklischen Antidepressiva dercihmismus ihres therapeutischen Ef-
fekts als Psychopharmaka geklart war, wurde int@nsiach Substanzen gesucht, deren Wir-
kung die Gleiche ist, jedoch ohne starke anticleoje Nebenwirkungen. Zu diesen gehort
das tetrazyklische Maprotilin, welches sich durameedeutlich bessere Vertraglichkeit bei

gleicher therapeutischer Starke auszeichnet undrdalch von sehr hohem Interesse fir die
Schmerztherapie ist (siehe Abb.1.6.7).
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1.7 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es, den bisher weitgehenklanen Wirkmechanismus trizyklischer An-
tidepressiva bei der Behandlung chronischer Schrustande zu klaren. Dazu werden ver-
schiedene Antidepressiva auf ihre direkte Wirkuafyche Natriumleitfahigkeit an peripheren
nozizeptiven Neuronen untersucht. An diesen Neuromegd der Fokus auf native span-
nungsabhangige TTX-resistente Natriumkanéle gelegtzu erarbeiten, ob trizyklische An-
tidepressiva uber die Blockade dieser Kandle unénd&trome die Schmerzweiterleitung

reduzieren.
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2.  Elektrophysiologische Methoden

Die Darstellung TTX-resistenter Natriumstrome awpitkén, enzymatisch isolierten Spinal-
ganglienzellen (Spinalneuronen) der Ratte erfohgtieHilfe der ,whole-cell*-Konfiguration
der ,patch-clamp“-Methode. Pharmakologische Untensagen erfolgten durch die extrazel-
lulare Applikation von Lidocain, einem Lokalan&gtkem, und verschiedener trizyklischer
und tetrazyklischer Antidepressiva.

2.1 Praparation

Die fir die Versuchsreihen bendétigten Spinalgamgkdien stammten von 6-8 Wochen alten
mannlichen und weiblichen Wistar-Ratten. Das Tdden Ratten und die Organentnahme
wurden dem zustandigen Regierungsprasidenten gemeld

Das Gewicht der Tiere betrug zwischen 150 und 25Dig Ratten wurden zunachst durch
Commotio betdubt und anschlieRend durch zervikasdokation getdtet. Darauf folgte das
von ventral vorgenommene Freilegen der Wirbelséwiter Entfernung aller Thorax- und
Baucheingeweide. Die Wirbelsaule selbst wurde daa$ rechts- und linksseitige Eroffnen
des Ruckenmarkkanals mittels einer Schere in ereatralen und dorsalen Anteil gespalten.
Durch leichten Zug an den auf diese Weise freigefeqind zuganglichen Hinterwurzeln
konnten die thorakalen und lumbalen Spinalgandhierausgezogen und vom Spinalnerven
und der Hinterwurzel mit einer Schere abgetrenntdes. Mit diesem Verfahren liel3en sich
durchschnittlich 20-30 Spinalganglien pro Versu@tsgewinnen, die zunachst in Tyrodel6-
sung (siehe Kapitel 2.4; Losungen und Lésungswécksegelegt wurden. Mit Hilfe einer
Pinzette wurden die Ganglien unter einer Stereo(@temi DRC, Zeiss, Oberkochen) vom
umgebenden Bindegewebe und restlichen Nervenamtgést und in einer €aund Md¢”*
freien Tyrodel6ésung mit 3 mg/ml Kollagenase (Wartfton Typ CLS-II, 280 U/I, Biochrom,
Berlin) und 1 mg/ml Trypsin Typ-IlI-S (Sigma, Dergeofen) fir 40 Minuten bei 37°C inku-
biert, um die Ganglien von eventuell verbliebeneicht sichtbaren Kollagenstrukturen zu
saubern. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurdenzZéen dreimal gespult und zur Inakti-
vierung der Enzyme fur 5 Minuten in ein Nahrmedi(giehe Kapitel 2.4.1 Nahrmedium) mit
Trypsin-Inhibitor Typ 1I-S (10Qug/ml, Sigma) und Desoxyribonuclease Il @@ml, Fluka,
Buchs, Schweiz) inkubiert. Um die Ganglien zu vezeln, wurden nacheinander drei feine

Glaspipetten mit kleiner werdendem Durchmesser gedst, mit deren Hilfe die Zellen
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durch Titruieren mechanisch voneinander getrenrmdemu Nach Absetzen der Ganglien in
der Zellsuspension und Abpipettieren des Uberstandaden die Zellen in Tyrodelésung
dberfuhrt und auf Nahrmedium enthaltende Plastiigettalen I 35 mm) ausgesat und
konnten so unter Carbogen-Begasung (95%65@% CQ) bei 24°C bis zu 72 Stunden aufbe-

wahrt werden.

2.2 Die ,patch-clamp“-Technik

Strom-Spannungswandler
Ruckkopplungs- R
und Vorverstarker

RS

12 bit
AD-Wandler
|| 1

12 bit
DA-Wandler

N

i

Abb. 2.1 Schematische Darstellung des ,patch-clamp“-Verssigmdes

Von einem Computer wird das gewilinschte Membrangfiatetber einen Digital-Analog-Wandler an einen
Verstarker ausgegeben (Spannungsklemme oder ,eottiegnp*). Dieser misst Uber die Pipette die irgihula-

re Spannung und verstarkt gegebenenfalls eine nddme Differenz. In diesem Falle flie3t Gber dehkRopp-
lungswiderstand ein Strom, bis das durch den Coenpuatrgegebene Potential erreicht ist. Dieser Stverhalt
sich nach dem Ohmschen Gesetz proportional zurrisipgnam Ausgang des Verstarkers. Dieses Signal wird
dann weiterverstarkt und gefiltert, um schlieRlitdch Digitalisierung durch den Analog-Digital-Waeadbauf
dem Computer dargestellt zu werden. Einwartsstriverelen dabei stets nach unten ausgerichtet abgé bihdi

mit negativen Vorzeichen versehen. Mit dem Klemnremns einer ,voltage-clamp“-Anordnung misst man so

die Starke des bei einem festgelegten Potentighddie Membran flieRenden Stroms.

Alle Experimente wurden mit der ,patch-clamp“-Metleo(Hamillet al, 1981) durchgefihrt
(Versuchsstandaufbau siehe Abbildung 2.1).
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Bei diesem Untersuchungsprinzip wird eine feines@iigette, deren Spitzendurchmesser etwa
1 um betragt, unter mikroskopischer Sicht an die Menlginer Zelle herangefuhrt und auf-
gesetzt. Durch die Erzeugung eines leichten Uniekdr in der Pipette wird nun die Zell-
membran an den Pipettenmund angesaugt, wobei ektristher Abdichtwiderstand von
mehreren Gigaohm, das sogenannte Gigaseal, autgebduDieser hohe Abdichtwiderstand
zwischen Zellmembran und Pipette stellt den entdehelen Unterschied der ,patch-clamp*-
Methode gegenuber der Mikroelektrodentechnik dar,der eine feine Pipette in die Zelle
eingestochen wird. Bei diesen Experimenten wurdesdungen ab einem Abdichtwiderstand
von > 1@&) vorgenommen.

Das Gigaseal hat fir die exakte Messung der Merpbtantiale zwei wichtige Vorteile. Ers-
tens wird der Leckstrom, welcher durch die Verlatzder Zellmembran entsteht, so auf eine
nicht nennenswerte Grof3e reduziert. Die elektrisdloen6ostase wird also nicht gestort.
Zweitens wird das elektrische Rauschen, welchds wiegekehrt proportional zum Abdicht-
widerstand entwickelt, bei den hohen Abdichtwidckmgien, wie sie bei der ,patch-clamp®-
Methode erreicht werden, so klein, dass sogar Ekamalmessungen an den lonenkanalen
durchgefihrt werden kénnen.

Unbedingte Grundvoraussetzung fur das Erzielenselmden Gigaseals stellen jedoch eine
glatte Zelloberflache, saubere und polierte Pipesimvie die Verwendung gefilterter Losun-
gen dar.

Ein spezieller Verstarker, welcher fur das Messes 8troms durch die Zelle bendtigt wird,
zwingt der Zellmembran Uber die Pipette ein bestiesmPotential auf, welches konstant
gehalten wird. Das Prinzip des ,voltage-clamp“-\&nfens beruht auf dem Aufrechterhalten
einer konstanten Spannung und dem Messen des @agem Kompensationsstromes. Als
.patch-clamp“-Verstarker wurde der Axopatch 200Bx¢A Instruments, Foster City, CA,
USA) benutzt. Leckstrome und kapazitive Stréme an Zkellmembran wurden direkt wah-
rend des Experimentes uber den Verstarker ausgeglidJm den durch Serienwiderstande
auftretenden Spannungsfehler mdglichst klein ztehalvurden ausschlief3lich grof3e Pipetten
mit niedrigem Widerstand (1,5-2,5®) verwendet. Des Weiteren konnten 80-90% des Se-
rienwiderstandes durch die Benutzung der Seriemstaliedskompensationsfunktion des Ver-
starkers ausgeglichen werden.

Es gibt vier verschiedene Konfigurationen die bei gpatch-clamp“-Technik Verwendung
finden (siehe Abbildung 2.2 ,patch-clamp“-Konfigtiomen). Sie konnen in die zellverbun-
denen ,cell-attached“- und ,whole-cell“- sowie diellfreien ,inside-out“- und ,outside-out"-

Konfiguration unterteilt werden.
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Pipette

Zelle

l saugen

'cell-attached' 'inside-out'

zurlickziehen “y
NS

Yy
N
lsaugen

'whole-cell' 'outside-out'

W,

Abb. 2.2 Schematische Darstellung gebrauchlicher ,patcmplaKonfigurationen.

Bei der ,patch-clamp“-Methode wird die Pipette zcimét vorsichtig, unter Sicht der Zelle angenéterigesetzt
und angesaugt ,cell attached".

Zieht man nun die Pipette ruckartig zurtick, wiré @davor angesaugte Zellmembranstiick, der ,pataks,der
Membran herausgerissen und bleibt an der Pipeiteaspaften. Dieser ,inside-out-patch* liegt nuntrder
zuvor intrazellularen Membranseite der externerubgszugewandt.

Reif3t man hingegen kein Membranteil aus der Zadkains, sondern saugt nur die Membranwand in dietteip
bis sich diese 6ffnet, so gelangt man in die ,whegh"“-Konfiguration, bei der sich die extrazelltg@Membran-
seite weiterhin auf3en befindet. Durch weiteres dtigen der Zelle in die Pipette schnirt sich eirinkle
Membranvesikel ab und bildet so den ,outside-outiga dessen Extrazellularseite weiter der extero@sung

zugewandt ist.

Bei den Experimenten dieser Arbeit kam ausschtldiie ,whole-cell“-Konfiguration zur
Anwendung. Dabei liegt die Pipette zun&chst deinahbran dicht an - ,cell-attached®. Nun
wird durch einen kurzen starken Sog, welcher GlePipette erzeugt wird, ein Loch in die
Zellmembran unter der Pipette gesaugt. Dabei egZellmembran dann der Innenwand der

Pipette an und man erhalt einen elektrischen Zugamg Inneren der Zelle, Gber den der
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Strom durch die in der Membran gelegenen und getdfinlonenkanéle der gesamten Zelle

gemessen werden kann. Uber den durch das Durchsamgstandenen Membrandefekt be-

steht nicht nur ein elektrischer Zugang zur Zedtmdern es findet auch ein Auswaschen des
Zellinhaltes statt.

Dieser Vorgang hat Vor- und Nachteile. Einerse#tsrkdie chemische Zusammensetzung des
intrazellularen Milieus kontrolliert werden. Andeseits gehen mit der Zeit Substanzen verlo-

ren, die fur die normale Funktion der lonenkan&itseheidend sein kénnen. Der Austausch

des Zellinhaltes dauerte ca. 50 Sekunden. Danadtienwstabile Verhaltnisse erreicht.

Pipetten:

Fur die Herstellung der Pipetten wurden Borositikag-Kapillaren mit einem AufRendurch-
messer von 1,5 mm und einer Wandstarke von 0,32(@EEBEE 101-PS, Chr. Bardram,
Svendborg, Danemark) verwendet.

Die Pipetten wurden jeweils kurz vor dem Experimamittels eines Horizontal-
Pipettenziehgerates (Brown-Flaming Micropipette IédduModel P-97, Stutter Instrument
Company, USA) hergestellt. Die Pipettenspitze wurdsatzlich vor jedem einzelnen Expe-
riment unter mikroskopischer Sicht mit einer aufezn glihenden Platindraht erhitzten Glas-
kugel feuerpoliert, um auf diese Weise eine glatiend engere Pipettenspitze zu erzeugen
und eventuelle Verschmutzungen zu beseitigen. Dammlen die so praparierten Pipetten
mittels einer feinen Stahlkanulle von hinten mit bierazellularldsung befillt. Sie hatten beim
Eintauchen in die Badlésung einen elektrischen Vgided von 1,5-2,5 K1. Jede Pipette
wurde nur fur ein einziges Experiment benutzt. Blasanfihren der Pipette an die Zelle er-
folgte unter Sicht durch ein invertierendes MikragkModell IM, Zeiss, Oberkochen) mit
400facher VergrofRerung und mittels eines Mikromalajors (HS6/2, Fa. Maerzhéauser,

Wetzlar), der tGber einen Joystick manuell gestenerte.

2.3 Perfusionssystem

Um die Natriumkanal blockierende Wirkung der verdeten Pharmaka zu untersuchen,
wurde ein spezielles Perfusionssystem verwendetd3ibestand im Wesentlichen aus einem
mit Bohrungen versehenen Plexiglasblock, der llberek Schlauchverbindungen mit sechs
gebogenen Glasrohren von jeweils 1 mm Durchmess®ferbindung stand. Diese wurden

wiederum in der Petrischale positioniert. In dihBogen konnten bis zu sechs 5 ml Spritzen
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mit verschiedenen Testlosungen gesteckt werdercheedls Reservoir dienten und die tber
ein hydraulisches System langsam entleert werdamtka. Der Losungsfluss betrug dabei
1,5 ml/h, was einer Flussgeschwindigkeit von canf/min in den Rdhren entsprach. Der
Plexiglasblock selbst wurde Uber einen Haftmagneighdem Objekttisch des Mikroskops
befestigt, wahrend die Glasréhren in die Petrisehal den zu untersuchenden Zellen hinein-
ragten.

Wurde eine Spinalganglienzelle erfolgreich in dehgle-cell*-Konfiguration gebracht,
musste sie, an der Pipette haftend, vorsichtig Bmden der Petrischale gelést werden und
konnte dann in die verschiedenen Rohren mit dereijswinterschiedlichen Testlésungen
eingebracht und umspult werden. SealwiderstandStrainstarke der Zelle blieben durch das
Anheben unverandert. Mit dieser Methode konntedasf miihsame Wechseln der gesamten
Nahr- bzw. Testlosung verzichtet werden. Aul3erdean aer beschriebene Wechselvorgang

zudem innerhalb von wenigen Sekunden maoglich.

2.4 Losungen und Lésungswechsel

2.4.1 N&hrmedium

Das Nahrmedium zur Zellaufbewahrung und Praparatiorde vor jeder Praparation frisch

hergestellt. Es setzte sich aus folgenden Bestégrtausammen. Zu 26,1 ml glutaminfreiem
-Minimum Essential Medium Eagle* wurden 0,6 ml ai2®0 mmol/l L-Glutamin-Ldsung,

3 ml fotales Kalberserum sowie 0,3 ml einer Pelmebtreptomycin-Lésung (3000 IE Peni-

cillin; 3 mg Streptomycin) hinzugegeben. Alle Samsten wurden von Sigma, Deisenhofen,
bezogen.

2.4.2 Kristalline Losungen

Samtliche fur die Praparation und die Experimergadtigten Losungen wurden durch die
Zugabe entsprechender Chemikalien zu Aqua bidastielbst hergestellt, bei +4 °C aufbe-
wahrt und monatlich erneuert. Ihr pH-Wert von 724vb7,2 wurde jeweils vor den Experi-
menten Uberprift und mittels Trishydroxymethylanmmathan (TRIS) eingestellt. Eine Auf-
listung der lonenkonzentrationen der zur isolief@eEnstellung TTX-resistenter Natriumstro-
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me benotigten und modifizierten Extra- bzw. Intta#arlosungen sind den Tabellen 2.1 und

2.2 zu entnehmen.

Substanz Tyrode Tyrode 35-Tyrode 35-Tyrode-TTX
(Konzentration in ca**,Mg®-frei

mmol/l)

Na" 145 145 35 35
Cholin” 110 110
K* 5 5 5 5

cea’ 1 1 1
Mg** 1 1 1

cr 154 150 164 164
Glucose 6 6 6 6
HEPES 10 10 10 10
TEA" 10 10
TTX 0,0001

Tabelle 2.1Extrazellularlésung

Um die TTX-sensitiven Natriumstrome zu blockieramuyrde der Extrazellularlésung Tetro-

dotoxin (TTX) in einer Konzentration von 100 nmadis einer Stammlésung von 1 mg/ml

(31,1 umol/l) der Firma Sigma in Aqua bidestillatzgesetzt. Die spannungsabhangigen Ka-

liumstréme wurden durch den Zusatz von 10 mmolftdethylammoniumchlorid (TEA) blo-

ckiert. Uber eine Senkung der Natrium-Konzentratoh 35 mmol/l, die eine Verminderung

des Natriumstroms zur Folge hat, wurden die ,vatatamp“-Bedingungen im Experiment

verbessert. Ein Ausgleich der Osmolaritat erfolgiber die Zugabe von Cholinchlorid. Um

die Stabilitat des ,Seals" nicht zu stéren, wurde@alcium-Konzentration nicht unter

1 mmol/l gesenkt.
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Substanz Konzentration
(mmol/l)

Cs' 140

F 140

Na" 10

CI 10

EGTA 6

HEPES 10

Tabelle 2.2Intrazellularlésung (Pipetten-Losung)

Zur Blockade der Kaliumstrome wurden der Intradélidsung C&lonen beigefiigt. Calci-
umstrome wurden durch den Zusatz voddRen blockiert. Uber den Chelatbildner Ethy-
lenglycol-Big[3-Aminoethyl-Ethe}-N,N,N",N"-Tetraacetat (EGTA) wurde die effektivera-

zellulare Calcium-Konzentration auf Null gesenkt.

2.5 Datenverarbeitung und Statistik

Um die Messdaten erfassen und auswerten zu kovmagre ein handelsublicher IBM-
kompatibler PC verwendet. Die experimentell gemesseStrome wurden mittels eines 12-
bit Analog-Digital Wandlers (TM-40 AD/DA board, Seitific Solutions, Solon, OH, USA)
online digitalisiert und danach abgespeichert. Nggquistkriterium besagt, dass ein Signal,
welches sich mit einer bestimmten Geschwindigkedtedit, mit einer mehr als doppelt so ho-
hen Maximalfrequenz digitalisiert werden muss, dakeine Information verloren geht und
der Charakter des Signals unverandert bleibt. Ussedn Kriterium Rechnung zu tragen, be-
trug die Abtastfrequenz (Anzahl der digitalisieri2atenpunkte pro Sekunde) mindestens das
Doppelte der Filterfrequenz. Zum Auslésen der Matstrome wurden mit Hilfe des PCs und
des 12-bit Digital-Analog Wandlers Spannungsimpuwdseeugt und auf die Zelle gegeben.
Samtliche zur Zellreizung, Messdatenakquisition isoMermessung der Natriumstréme ver-
wendeten Programme waren Teil des pClamp 6.0 Safpaietes von Axon Instruments.
Mit Hilfe des Programms FigP 5.0 (Biosoft, Cambad@yK) wurden die Abbildungen ange-
fertigt und die Anpassung der nicht-linearen Daterge an die Modellfunktion durchge-

fuhrt, wobei die Datenpunkte selbst Mittelwertest@iten und die Fehlerbalken deren Stan-

27



dardfehler beschreiben. Es wurde diese Form delefeanstellung gewahlt, da es sich bei
den angegebenen Werten um physikalische Messgitiddedelt und der Standardfehler des

Mittelwertes ein Mal} fir die Glte einer Messung ist

Alle Experimente wurden bei einer Raumtemperatur 28-24 °C durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Elektrophysiologische Grundlagen des TTX-resishten Natrium-

kanals

Man unterscheidet aufgrund ihrer elektrophysioloigesn und pharmakologischen Unter-
schiede zwei Typen von Spinalganglienzellen (DRGeng.

Grol3e DRG-Zellen (@ > 50 um) enthalten TTX-sensifNatriumkanale in ihrer Zellmemb-
ran und weisen bezuglich ihrer Aktivierungs- undkitivierungskinetik schnelle Strome auf.
Die in dieser Arbeit untersuchten kleinen bis nigite3en DRG-Zellen (& < 50 um) hingegen
besitzen ein Gemisch aus TTX-sensitiven und TTXstesten Natriumkandalen. Durch Zuga-
be von 100 nmol/l TTX in die externe Tyrode-Losumgrden die TTX-sensitiven Natrium-
kanéle geblockt, was die isolierte Darstellung ldagsamen TTX-resistenten Natriumstrome
erlaubt.

Um die grundlegenden elektrophysiologischen Eigeaften der verwendeten Spinalgang-
lienzellen zu untersuchen, wird nach erfolgtem ,iehcell“-patch einer Zelle im ,voltage-
clamp“-Modus des ,patch-clamp“-Verstarkers ein Meampotential von -90 mV angelegt.
Um nun die Abhangigkeit des Natriumstroms von demranspannung zu ermitteln, wird
mittels eines Impulsprotokolls die Zelle zunaclist30 ms auf -110 mV hyperpolarisiert, um
danach Natriumstrome durch 50 ms dauernde Testsapull0 mV Schritten von -80 mV bis
+60 mV auszulésen. Der hyperpolarisierende Vorimpliént der Unterbindung der schnel-
len Inaktivierung des TTX-resistenten Natriumkarsdwie der Bestimmung des Leckstroms,
uber welchen die Qualitat der folgenden ,patch®-sMesy geprift wird.

Die durch diese Reize ausgeldsten Strome sindléimek DRG-Zellen exemplarisch in Abbil-

dung 3.1 dargestellt.
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Abb. 3.1 Exemplarische Originalregistrierungen von Natritniimen untersuchter Spinalganglienzellen mit
zugehdorigem Impulsprotokoll.

A: Zur Erzeugung einer Aktivierungskurve wird voimem Ruhemembranpotential von -90 mV ausgehend, fur
zunachst 50 ms, auf -110 mV hyperpolarisiert. Difalgen Testimpulse von einer Dauer von jeweilsna®in

10 mV Schritten ansteigend von -80 mV bis 60 mV.

B: Zur Messung der potentialabhangigen Inaktivigrunrd die Zelle mit Vorimpulsen von -130 mV bis &V
gereizt. Gemessen wird dann der Maximalstrom anfugenittelbar folgenden Testimpuls nach

-10 mV und einer Dauer von 10 ms.

3.2.1 Aktivierungskinetik

Zur Erstellung der Strom-Spannungskurve wird die pitmde des Natriumspitzenstroms
(Ina) des jeweiligen Reizes gegen die Spannung desnidses (E) aufgetragen. Die Poten-
tialabhangigkeit des Natriumstroms ist in Abbildug dargestellt.

Die Abhangigkeit des Natriumstroms vom Potentigl & maximaler Natriumleitfahigkeit,

wird durch das Ohmsche Gesetz beschrieben.
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Gleichung 2: Na(E) = Gua” (E-Ena)

In(E) = Funktion, die die Abhéngigkeit des gemessenen
Stromes ({,) vom Membranpotential (E)
beschreibt

Ena = Umkehrpotential (mV)

Die Strom-Spannungskurve (I-U-Kurve) resultiert adexr Natriumleitfahigkeit (G.) der
Zellmembran. Der Natriumstrom ist zum einen von Rletentialdifferenz zum Umkehrpoten-
tial (Gleichung 2) und zum anderen von der Spansainigingigkeit der Natriumkandale selbst
(Gleichung 3) abhéngig. Deren Potentialabhangigkain wiederum durch die Boltzmann-
Funktion beschrieben werden, die in Abhangigkest Betentials (E) zwischen Null und einer

maximalen Leitfahigkeit (., may liegt.
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Abb. 3.2 Strom-Spannungskurve einer Spinalganglienzelle
Aufgetragen ist der Natriumspitzenstrom | gegen Testpotential E. Nach einem hyperpolarisierenderiri-
puls von -110 mV werden Natriumstréme mit wiedetolTestimpulsen in 10 mV Schritten, ansteigend von

-80 mV bis +60 mV bei einem Haltepotential von 80, ausgeldst.
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G
Gleichung 3: Gu(B) =—F "
l+e—"2 =
Ka

Gna max = Maximale Natriumleitgeschwindigkeit (S)

Ka = Steilheitsfaktor (mV)
E = Membranpotential
En.a = Halbmaximales Aktivierungspotential (mV)

Setzt man nun Gleichung 2 in Gleichung 3 ein, $@leman Gleichung 4, welche die ma-

thematische Beschreibung der Strom-Spannungskangtedit.

G
Gleichung 4: G,.(E) =%EQE— Eva)
l+e—2 =

Ka

Fuhrt man eine nicht-lineare Kurvenanpassung dearRater der in Abbildung 3.2 dargestell-
ten Strom-Spannungskurven durch, erhalt man halbm@d& Aktivierungspotentiale (&)
von —22,91,7 mV (n=41) fur den TTX-resistenten Natriumstrddas Umkehrpotential (&)
liegt bei 31,21,4 mV (n=41) und kommt dabei dem theoretischechrder Nernst'schen
Gleichung berechneten Potential von 32 mV fiir éinazentration von 35 mmol/l Ndonen
extrazellular sehr nahe.

Bei den angegebenen Zahlenwerten handelt es sidlitietwerte+ Standardfehler.

3.2.2 Inaktivierungskinetik

Die Potentialabh&ngigkeit der schnellen Inaktivigrwvird Uber Inaktivierungskurven ermit-
telt. Hierbei wird zunachst, ausgehend von einemeiugestellten Haltepotential von -90 mV,
ein jeweils 50 ms andauernder Testimpuls in 10 nekFi&en von -130 mV bis 10 mV gege-
ben, um anschlielend mit einem 10 ms dauerndenldnmaigch -10 mV den zu untersuchen-
den Natriumstrom auszuldésen. Der dabei gemessatee@girom (|;) wird gegen das Poten-

tial des Vorimpulses aufgetragen und dann durcha&spng an Gleichung 5, das halbmaxi-
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male Inaktivierungspotential (f bestimmt, welches fir die in dieser Arbeit untergen
Spinalneurone bei einem Wert von -34,2+0.8 mV (n3i&bt.

Gleichung 5: | o (E) = —2max
E-E,
l+e :
ki
Ina = Natriumspitzenstrom (nA)
Ep = halbmaximales Inaktivierungspotential (mV)
ki = Steilheitsfaktor (mV)

Das halbmaximale Inaktivierungspotential ist dasyNMeanpotential, bei dem bereits vor Ak-
tivierung des Natriumstromes die Halfte aller lokeméle der Zellmembran in einen Inakti-

vierungszustand tUbergegangen ist.

3.3 Reizfrequenzabhangigkeit der Natriumstrom-Bloclade

Hierfir wurde den untersuchten Spinalneuronen m,ahole-cell“-Konfiguration ein Halte-
potential von -90 mV im ,voltage-clamp“-Modus degrgtarkers vorgegeben, was dem Ru-
hepotential der Zellen entspricht. Nach einem 20desernden hyperpolarisierenden Vorim-
puls nach -110 mV wurden die Natriumstrome durcteri20 ms langen depolarisierenden
Spannungssprung nach -10 mV ausgeltst. Diese Impster wurden mit einer Frequenz
von 2 Hz zehnmal appliziert.

In Abbildung 3.3 sind Originalregistrierungen defXFresistenten Natriumstrome in Kon-
troll-Losung und in einer etwa halbmaximal blockieden Konzentration der jeweiligen Sub-

stanz dargestellt.
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Lidocain Amitriptylin

100 pmold 30 pmolil

Kontrolle
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Nortriptylin
Imipramin
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Doxepin Maprotilin
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Abb. 3.3 Originalregistrierungen TTX-resistenter Natriunistie. Darstellung von zehn Registrierungen in

Kontrollldsung sowie zehn Registrierungen in 100oj{hiidocain sowie 30 pmol/l der Antidepressiva.
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Alle untersuchten Pharmaka zeigten eine ZunahmeBtmkade TTX-resistenter Natrium-
strome kleiner Spinalneurone wahrend der repetitReizung.

Die wéahrend des jeweils ersten Impulses der Implgefgemessene Abnahme des Natrium-
stroms wird als tonische Blockade bezeichnet. Dutiehim 0,5 s Abstand folgenden neun

weiteren Impulsen wird der Stromfluss noch weiteduziert, was als phasische oder use-
dependent Blockade bezeichnet wird.

Die Abnahme des Natriumstromes in Abhéngigkeitzlgrehmenden Impulsanzahl der Reize

ist in Abbildung 3.4 flr das jeweilig zu testendeaRnakon dargestellt.
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Abb. 3.4 Abnahme des Natriumstroms in Abhangigkeit mit dearehmenden Reizanzahl (Impulse 1-10).

Dargestellt ist der prozentuale Natriumstrom nagiplkation des jeweiligen Pharmakons in einer Kortezi-

on von 100 pmol/l Lidocain und jeweils 30 pmol/f dentidepressiva, aufgetragen gegen die Impulsnuntae

2 Hz Reizung. Die Linien sind Anpassungen einer doponentialfunktion an die Datenpunkte.
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3.4 Konzentrationsabhangigkeit der Natriumstrom-Blackade

Um die Blockierungspotenz des jeweiligen Pharmakonsl TX-resistenten Natriumkanal zu
bestimmen, wurden Konzentrations-Inhibitionskuré@&ndie Substanzen Lidocain, als Refe-
renzstoff fir die Natriumkanalblockade, aus dessbiéiiglich gut untersuchten Gruppe der
Lokalanasthetika und der hier neu untersuchterfeStafs der Gruppe der Antidepressiva fur
den tonischen und phasischen Block erstellt (shdfie 3.5).

Die Messungen erfolgten wieder nach dem in Kagitglbeschriebenen Impulsmuster.

Dem ersten Impuls folgten ebenfalls neun weitem. durch dieses Impulsmuster ausgeloste
Natriumstrom wurde sowohl in einer Kontroll-L6sualg auch in einer jeweils 3, 10, 30, 100
und 300 mikromolaren Testldsung der zu untersuaktrerubstanzen gemessen. Zwischen
den einzelnen Konzentrationsschritten wurde einailfgierungszeit von mindestens einer

Minute eingehalten.
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Abb. 3.5 Konzentrations-Inhibitionskurven fiir Einzelreiz¢ (nd fir Reizung mit 2 Hz=). Die Datenpunkte
entsprechen Mittelwerten + Standardfehler des Mitetes. Mittels nichtlinearer Anpassung der Pataman
Gleichung 6 wurden halbmaximale Blockierungskonzgittnen (IGy) sowie der Hillkoeffizient (h) bestimmt
(siehe Tabelle 3.1).
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Die Konzentrationen fur die halbmaximale Blockiegakonzentration (I€5) wurden durch
Anpassung der Gleichung 6 an die Daten bestimmih¢si abelle 3.1).

1

Gleichung 6: f(c) =100 ————
15
Cc
c = Konzentration (mol/l)
ICso = Halbmaximale Blockierungskonzentration (mmol/l)
h = Hill-Koeffizient

3.5 Lipophilie-Abhéngigkeit der Natriumkanal-Blockade

Der strukturelle Aufbau Natriumkanal-blockierendarbstanzen hat typische Merkmale. Sie
besitzen ein lipophiles Ende, welches meist duinctammatisches Ringsystem gebildet wird.
Zudem sind sie Uber eine Zwischenkette, bestehaadcemer Ether-, Ester- oder Carbamid-
bindung, mit einem endstandigen Amid verbunden.

Die Lipidldslichkeit einer Substanz wird mittels rR@onskoeffizienten (P) angegeben. Der
Partitionskoeffizient wird Ublicherweise als Okt&idasser Koeffizient quantifiziert. Man
ermittelt diesen Wert, indem man die zu untersudbeBubstanz in einem Oktanol-Wasser
Gemisch |6st und nach der spontanen Trennung deerb@®hasen die Konzentration des zu
untersuchenden Stoffes in der jeweiligen Phasenmestund diese dann ins Verhaltnis setzt.
Zur einfacheren Darstellung wird der Partitionskiaednt logarithmiert und als log(P) be-
zeichnet. Je hoher der log(P) einer SubstanzastpdyrofRer ist ihre Lipidl6slichkeit.

Beispiel: Ist die Konzentration einer Substanzen @ktanol-Phase 1000fach hdher als in der
Wasser-Phase, so wére der Partitionskoeffiziendigse Substanz 1000 und der log(P) = 3.
Um nun den Einfluss der Lipidldslichkeit als bestiende Determinante der Natriumkanal-
blockierenden Potenz der Antidepressiva im Veryleiar Referenzsubstanz Lidocain und
anderen Lokalan&sthetika zu zeigen, wurden dienetbmalen Blockierungskonzentrationen
(ICso-Werte) aller Substanzen fur den tonischen undigptizsn Block gegen den Logarith-
mus des Oktanol-Wasser Partitionskoeffizientera(Ryetragen.

In Abbildung 3.6 wird nun die Abhangigkeit der Nainkanal-blockierenden Eigenschaften

der untersuchten Pharmaka von ihrer Lipidléslich&esichtlich.
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Je lipophiler die Substanz ist, desto niedrigeraisth ihr IGo-Wert, die Konzentration, die
notig ist, um die Halfte aller Natriumkanéle dertarsuchten Test-Zelle mittels dieser Sub-

stanz zu blockieren.
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Abb. 3.6 Doppelt logarithmische Darstellung ders¢@Verte aller untersuchten Antidepressiva sowiegeini
Lokalanasthetika, aufgetragen gegen ihren Parsikioeffizienten P.

Die Linien entsprechen einer linearen Regressiodiaigemessenen Datenpunkte mit der Gleichungdgg (¥
-0,29log(P) + 2,8 (Korrelationskoeffizient = -0,88) fRinzelreizung sowie log(l§) = -0,43og(P) + 2,8 (Kor-
relationskoeffizient = 0,95) fur 2Hz Reizung.

ICs-Werte fur Lokalanésthetika aus der Arbeit von Buéd Mitarbeitern (Brau und Elliott,1998).
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Substanz Struktur Einzelreizung 2Hz Reizung n log(P) pKa Mol.-
I1Csp Hill ICsg Hill Gew.
(Lmolll) Koeff. (umol/) Koeff. (g/mol)
; ; NH (NJ
Lidocain >/_/ 27717 1,0£0,1 | 7946 1,1+0,1 | 21 | 2,26 8,2 234,34
(6]
Amitriptylin l‘ 17,7¢1,2 | 1,2+0,1 | 2,8+0,2 1,3+0,1 | 14 | 4,92 9,4 277,41
\
Nortriptylin l 33,1+2,6 | 1,3+0,1 | 7,5+1,3 1,6+0,3 | 6 4,74 9,7 263,39
N/
H
[¢]
Doxepin O 1 55,9+4,1 | 1,4+0,1 | 12,6+0,6 | 1,5+0,1 | 6 4,29 9,0 279,39
\
Imipramin 44,0+6,0 | 1,6+0,3 | 7,3%£1,9 1,3+04 | 6 4,80 9,4 280,42
\
Maprotilin O(‘O 17,6#5,0 | 1,1+0,4 | 10,0+2,8 | 1,1+0,4 | 4 4,52 10,5 | 277,41
it
\

Tabelle 3.1Halbmaximale Inhibierungskonzentrationensgf/erte) und Hill Koeffizienten fur Einzelreizung

und fuir den jeweils zehnten Reiz nach Dauerreizoit@ Hz.

(n ist die Anzahl der Experimente; log(P) ist dekadische Logarithmus des Oktanol-Wasser Partkaef§-

zienten; pK ist die Protonendissoziationskonstante; das Mddegawicht der jeweiligen Substanz in g/mol)
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4. Diskussion

In der hier vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dasyklische Antidepressiva die gleichen
Natriumkanal-blockierenden Eigenschaften aufweisgé@ hoch potente Lokalanasthetika.
Die Blockierung von Natriumkanélen im sensoriscNemvensystem durch trizyklische Anti-
depressiva kann Uber diesen Mechanismus zur Schedaktion bei neuropathischen

Schmerzsyndromen beitragen.

4.1 Natriumkanal-Blocker als analgetische Substanpe

Lokalanasthetika, wie z.B. Lidocain sind klassis®tariumkanal-blockierende Substanzen.
Die lokale Applikation hoher Substanzkonzentratiome Bereich eines peripheren Nervs
induziert dort eine komplette Unterbrechung derutapweiterleitung und fuhrt damit zu einer
lokalen Analgesie. Neben der lokalen Applikatiorsteét auch die Méglichkeit, Natriumka-
nal blockierende Substanzen systemisch zu verdlengjavie z.B. durch intravenése Injektion
oder orale Einnahme. Dazu gehdren neben Lokalatdsirauch andere Medikamente, die
Natriumkanal blockierende Mechanismen als Wirkgarnizaben, wie Antiarrhythmika, Anti-
depressiva und Antikonvulsiva. All diese Medikangekbnnen erfolgreich in der Therapie
neuropathischer Schmerzsyndrome eingesetzt weildarelfan und Brose, 1991). Die syste-
mische Applikation fuhrt naturlich nicht zu eineolistandigen Nervenblockade. Vielmehr
scheint der Hauptwirkmechanismus dieser Substainzeimer Reduktion der ektopen Aktivi-
tat an den verletzten Nerven zu bestehen (Devait, 1992), welche sich direkt auf die Im-
puls initiierenden Prozesse am geschadigten Neseiast auswirken.
Natriumkanal-blockierende Substanzen zeigen prike#ine grof3e Selektivitat fur Natrium-
kanal-Isoformen im peripheren nozizeptiven Systétan vermutet jedoch, dass sich eine
relative Selektivitdt aufgrund der elektrophysiotmipen Veranderungen am geschadigten
Nerven entwickelt (Bréaet al, 2001). Es konnte gezeigt werden, dass eine Rgpation des
Membranpotentials in Verbindung mit repetitiver Akit, wie sie bei geschadigten Nerven
vorliegt, das Verhéltnis von geschlossenen zu efieund inaktivierten Natriumkanalen ver-
schiebt. Des Weiteren bedingt die langsame KiraikTTX-resistenten Natriumkanéle, dass
sie im Vergleich zu den TTX-Sensitiven, nach eirnReiz aufgrund ihrer langsamen Inakti-
vierungskinetik, langere Zeit im geodffneten Zustaedwveilen (Elliott und Elliott, 1993). Ge-
offnete Natriumkanale haben wiederum eine hohefmifdt zu use-dependent Blockern, was
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die unter pathologischen Bedingungen entstehenkd¢ivee Selektivitat dieser Substanzen
gegenuber Natriumkanalen in nicht standig erregiesunden Nervenfasern erklaren kénnte
(Brauet al, 2001). Diese relative Selektivitat reduzierthsjedoch bei hoheren Blockerkon-

zentrationen, da dann trotz intakten negativen Mamiotentials der Zellen des zentralen

Nervensystems und des Herzens hemmende Effekterggbarkeit selbiger auftreten.

4.2 Die Rolle des Natriumkanals beim neuropathiscimeSchmerz

In den vergangenen Jahren zeigte sich, dass desnade TTX-resistente Natriumkanal eine
Schlusselrolle bei der peripheren Nozizeption uachitl auch bei der Entstehung chronischer
Schmerzsyndrome einnimmt. In verschiedenen Studieden die Auswirkungen peripherer
Nervenverletzungen in Form einer vermehrten Expoasspannungsabhangiger Natriumka-
nale gezeigt. Natriumkanéle sind zum einen flrlgipulsgenerierung an den peripheren no-
zizeptiven Nervenendigungen wichtig (Broekal, 1998), zum anderen sind sie aber auch in
der Lage, bereits generierte Aktionspotentiale evettleiten (Quastho#t al, 1995). Kommt
es nun zu einer pathologischen Anhaufung der Nakanéle an der Verletzungsstelle des
Axons (Novakovicet al, 1998), was auch speziell fur den TTX-resistertl.8-Kanal
aufgezeigt werden konnte (Taketral, 2009), bildet dies die Grundlage fir spontaneivkt
taten, wie sie an verletzten sensorischen AxoneM&asen nachgewiesen werden konnten
(Rozaet al, 2003).

In geschadigten Abschnitten peripherer Nerven leigt depolarisiertes Membranpotential
vor, welches das Verhéltnis TTX-resistenter zu Tdefsitiven Natriumkanélen zugunsten
der TTX-resistenten Natriumkandale verschiebt ($chiid Kunze, 1997; Gold et al., 2003).
Knockout-Mause, denen der Na8-Kanal fehlt, weisen gegentiber mechanischen tizv-
mischen Reizen eine Analgesie auf und entwicketspaget eine inflammatorische Hyperal-
gesie (Akopiaret al, 1999), was wiederum eine Beteiligung des TTXsteaten Natriumka-
nals bei der Schmerzentstehung und Weiterleitunganpheren Nervensystem demonstriert.
Neuronale TTX-resistente Natriumkanéle in den prisginsorischen Nerven von Spinalgang-
lienzellen unterscheiden sich grundlegend in dektedphysiologischen Eigenschaften von
TTX-sensitiven Natriumkanalen. Die Aktivierungs-duiaktivierungskinetik ist langsamer
und auch die Spannungsabhangigkeit der Aktivietunwg. Inaktivierung liegt verglichen mit
TTX-sensitiven Natriumkanalen im depolarisierteBereich (Elliott und Elliott, 1993). Die-

se Eigenschaften und ihre kurze Refraktarphaseradsn TTX-resistenten Natriumkanal
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ideal erscheinen, Impulse unter pathophysiologisdBedingungen zu generieren und stellt

somit ein ausgezeichnetes Ziel fir ein moglichésmanizeptives Eingreifen dar.

4.3 Natriumkanal-blockierende Mechanismen trizyklischer

Antidepressiva

Antidepressiva werden neben der Therapie von Dsjomesn haufig erfolgreich als adjuvante
Medikamente in der Behandlung neuropathischer Scimustdnde eingesetzt (Carter und
Sullivan, 2002). Trizyklische bzw. tetrazyklischentilepressiva haben sich in diesem Zu-
sammenhang unter der enormen Vielfalt der versehiex Antidepressiva und im Gegensatz
zu den selektiven Serotonin-Reuptake-Hemmern (S8Rl)iberlegen gezeigt (Bryson und
Wilde, 1996).

Trizyklische Antidepressiva sind hochpotente Natanal-blockierende Substanzen (Sudoh
et al, 2003), welche einen ausgepragten use-dependerk Béwarsachen. Bei lokaler Injek-
tion kénnen sie als oOrtliches Betdubungsmittel wemet werden (Gernet al, 2001; Chen
et al, 2004), was jedoch aufgrund ihrer Neurotoxiziiét hohen lokalen Dosen nicht emp-
fohlen wird (Estebe und Meyers, 2004). Bei systehws Verabreichung von trizyklischen
Antidepressiva haben diese den gleichen Wirkmeshaus, wie andere Natriumkanal-
blockierende Substanzen, also Lokalanasthetikajakhythmika und Antikonvulsiva. So
reduziert Amitriptylin genauso wie Lidocain peripaeschmerzen in einem Model fir chroni-
sche Schmerzen bei der Ratte (Aedal, 1998).

Der Offenkanal-Block scheint eine entscheidenddeRal der Effektivitat eines Natriumka-
nal-Blockers in der Schmerztherapie darzustelleztiffaete muskulére (Wangt al, 2004)
und neuronale Natriumkanale, wie in dieser Arbeitejgt, haben die hochste Affinitat zu
Amitriptylin. Dies liegt vor allem daran, dass da&rkstoffmolekll einen erleichterten Zutritt
zu seiner Bindungsstelle am Natriumkanal hat, weieser geoffnet ist (Hille, 1977). Geht
der Natriumkanal nach der Aktivierung in den inaieiten Zustand und anschliel3end in den
Ruhezustand tber, wird die Dissoziation des Blaoodekiils von der Bindungsstelle behin-
dert. Hierdurch ist ein héherer Anteil von Natritsmiélen bei der nachsten Kanal6ffnung
bereits blockiert. Die Blockierung akkumuliert sorbei wiederholten Kanal6ffnungen, wie
sie bei schneller repetitiver Aktivitat auftretdn. den hier dargestellten Ergebnissen aul3ert
sich dieser Effekt als use-dependent Block. Bessndemitriptylin und sein Metabolit

Nortriptylin zeigen einen sehr ausgepragten usedgnt Effekt.
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Therapeutische Plasmakonzentrationen von Amittiptiggen im Bereich von 0,3 bis 0,9uM
(Baldessarini, 2001) und sind damit noch einmalden Faktor zehn niedriger als diesdC
Werte fir den use-dependent Block in dieser Arbdierdings kommt es durch die starke
Lipophilie der Substanzen zu einer Akkumulation Marvengewebe, die zu einer deutlich
hoheren Konzentration als im Plasma fihren kanmcidden use-dependent Block kommt es
zu einer Verringerung der Entladungsfrequenz g Zentren, die somit zu einer Verrin-

gerung der Schmerzintensitat fuhrt.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund: Trizyklische Antidepressiva spielen bei der Beliang des neuropathischen
Schmerzes eine wichtige Rolle. Ein denkbarer Wirima@ismus kénnte die Blockade neuro-
naler spannungsabhéangiger Natriumkanale sein.dsediArbeit wurde die Wirkung der tri-
zyklischen Antidepressiva Amitriptylin, Nortriptylj Doxepin, Imipramin und des tetrazykli-
schen Antidepressivums Maprotilin auf TTX-resiseeMatriumkanale in Spinalganglienzel-
len von Ratten untersucht.

Methoden: Die Darstellung TTX-resistenter Natriumstrome enayisch isolierter Spinal-
ganglienzellen der Ratte erfolgte mit Hilfe der gld-cell“-Konfiguration der ,patch-clamp*-
Methode. In den ,voltage-clamp“-Experimenten wudia Zellen zur Erzeugung einer Akti-
vierungskurve zunachst ein Ruhemembranpotential-96rmV angelegt, was dem Ruhepo-
tential der Zellen entspricht. Nach einem 20 msedaden hyperpolarisierenden Vorimpuls
nach -110 mV wurden die Natriumstréme durch ein@m2® langen depolarisierenden Span-
nungssprung nach -10 mV ausgelost. Es folgten |Jsweun weitere Depolarisierungsimpul-
se mit einer Frequenz von 2 Hz. Halbmaximale Bleakigskonzentrationen (36 wurden
mittels Konzentrations-Inhibitionskurven bestimmt.

Ergebnisse: In allen durchgefuhrten Experimenten inhibiertdéle antersuchten Pharmaka
TTX-resistente Natriumstrome konzentrationsabhangid auch wéahrend der phasischen
Blockade reversibel. Halbmaximale-Blockierungskaneaionen flr den tonischen sowie
den phasischen Block wurden von den Stoffen Antithiip 17,7+1,2 pmol/l, 2,8+0,2 pumol/l,
Nortriptylin 33,1+2,6 umol/l, 7,5£1,3 pmol/l, Doxep55,9+4,1 pumol/l, 12,6+0,6 pumoll/l,
Imipramin 44,0+£6,0 umol/l, 7,3£1,9 pmol/l, Mapratill7,6+5,0 umol/l, 10,0+2,8 pmol/l und
des Lokalanasthetikums Lidocain 27717 pumol/l, 7@860l/1 erstellt.

Folgerungen: Alle in dieser Arbeit untersuchten Antidepressblackierten TTX-resistente
Natriumstrome um ungefahr den Faktor zehn stalkettas Lokalanésthetikum Lidocain.
Abgesehen von Maprotilin ist vor allem der use-chej@at Block dieser Substanzgruppe, im
Vergleich zu dem der Lokalanasthetika, deutlichksti@ausgepragt. Therapeutische Plasma-
konzentrationen von Amitriptylin und Lidocain siralso in der Lage, repetitive TTX-
resistente Aktionspotentiale kleiner sensorisch@n&@ganglienzellen zu unterdriicken bezie-
hungsweise abzuschwachen. Abschliel3end ist zu sdgesa die schmerzlindernde Wirkung
der Antidepressiva wahrscheinlich, beruhend awdrifidhigkeit zur Verringerung der Entla-
dungsfrequenzen in ektopen Zentren, auf ihre Nakanal-blockierenden Eigenschaften

zuriickzufiuhren ist.

47



Abstract

Background: Tricyclic antidepressants produce alleviation arious chronic pain syndro-
mes. One possible therapeutic mechanism may bleldbkade of neuronal voltage gated so-
dium channels. In this study we investigated thiecot$ of the tricyclic antidepressants
amitriptyline, nortriptyline, doxepine, imipramirad the tetracyclic antidepressant maproti-
line on TTX-resistant Nachannels in rat dorsal root ganglia neurons.

Methods: TTX-resistant N&currents were recorded in the whole cell confijoraof the
patch clamp method in enzymatically dissociatedalaioot ganglion neurons of adult rats. In
voltage clamp experiments cells were held ad -90 After a 20 ms hyperpolarizing prepuls
to -110 mV, TTX-resistant Nacurrents were elicited by 20 ms depolarizing psilse -10
mV, applied in trains of ten with a 2 Hz frequenéialf-maximal blocking concentrations
(ICs0) were derived from concentration-inhibition curves

Results: In voltage clamp experiments, all drugs reversiblgcked TTX-resistant Na
currents in a concentration and use-dependent mal@igs as derived from concentration-
inhibition experiments were for tonic block and aependent block, respectively: amitripty-
line 17,7£1,2 umol/l, 2,8+£0,2 pumol/l, nortriptylir83,1+2,6 umol/l, 7,5+1,3 pmol/l, doxepine
55,9+4,1 ymol/l, 12,6+0,6 pmol/l, imipramine 44,0a6umol/l, 7,3+1,9 pmol/l, maprotiline
17,6£5,0 pmol/l, 10,0+2,8 umol/l and the local d@hesc lidocaine 277+17 pmol/l, 7916
pmol/l.

Conclusions:All antidepressants studied in this work block Fi@sistant N&channels with
potencies being one order of magnitude higher tih@nlocal anaesthetic lidocaine. Use-
dependent block is, except for maprotiline, morense than with lidocaine. Therapeutic
plasma levels of amitriptyline and lidocaine aréedao suppress repetitive TTX-resistant ac-
tion potentials in small sensory neurons. It isatoeded that tricyclic antidepressants may

alleviate pain by reducing firing frequency in q@tosites through Nachannel blockade.
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