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1. Einleitung und Fragestellung

1.1 Schmerz und Schmer zther apie

Schmerz nimmt in der heutigen auf Gesundheit ausgelegten Gesellschaft eine bedeutende
Rolle ein. Ungeféhr 25 % dler Behandlungen sind auf akute Schmerzen zurtickzufthren und
etwa der gleiche Antell entfadllt auf chronische Schmerzen. Orthopédische Patienten haben
sogar in mehr als 50 % der Félle chronische Schmerzen. Erst in den letzten Jahren hat sich die
Anasthese zunehmend der Aufgabe gewidmet, Patienten mit chronischen Schmerzsyndromen
in speziell eingerichteten Schmerzkliniken zu behandeln. Dabel ist die Pathophysiologie
dieser uneinheitlichen Krankheitshilder nur in Ansétzen verstanden und erforscht.

Um dem Patienten durch eine Ausschatung des Schmerzes' Linderung zu verschaffen,
werden akuter und chronischer Schmerz durch unterschiedliche Therapiekonzepte behandelt.
Der akute Schmerz, wie zum Beispiel nach einem Trauma, macht in der Behandlung geringe
Schwierigkeiten, da hier sehr potente Medikamente zur Verfligung stehen. Chronifiziert der
Schmerz  hingegen im  Sinne von Tumorschmerz, rheumatischem Schmerz  oder
posttraumatischen Neuralgien, dann mul3 eine breite Palette von medikamentésen und
nichtmedikamenttsen Therapiemdglichkeiten ausgeschopft werden, um den Patienten von
diesen  dauerhaften  Beeintréachtigungen zu  befreen. Gerade hier  werden
natriumkanalblockierende Pharmaka empirisch als Monotherapie oder in Kombination mit
herkdmmlichen Analgetika eingesetzt.

Je nach Angriffsort der Schmerztherapeutika werden dre Medikamentengruppen
unterschieden: Am Entstehungsort der Gewebeschadigung werden Stoffwechselmetabolite
gebildet, die die Reizschwelle fir Nozizeptoren senken und eine Algesie hervorrufen.
,Periphere  Analgetika® werden thergpeutisch eingesetzt, um ene Hemmung der
Prostaglandinsynthese zu bewirken. Beispiele fir eingesetzte Medikamente dieser Gruppe
sind Acetylsalicylsdure als peripheres Anagetikum und Diclofenac als nichtsteroidales
Antiphlogistikum.

Ein zweites Konzept verfolgt das Zid, die Information ,Schmerz® durch hohe
Konzentrationen von spezifischen Medikamenten in der Waelterleitung zu blockieren
(Leitungsanésthesie). Dieses geschieht im Nerven durch Hemmung des Aktionspotentials
mittels natriumkanalblockierender Substanzen (Lokalanasthetika, z.B. Lidocain). Die

Medikamente werden durch verschiedene Techniken appliziert: Spina-  und

! schmerz it definiert ds ein ~unangenehmes Sinnes- und Gefiihlserlebnis in Verbindung mit einer tatséchlichen oder
potentiellen Gewebeschédigung oder beschrieben in Begriffen einer solchen Schédigung. Schmerz ist immer subjektiv und
wird as koérperliches Phanomen erlebt, it somit nicht lediglich ein sensorischer Wahrnehmungsproze3“ (International
Association for the Sudy of Pain, aus Larsen Anésthesie, 5. Auflage).
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1. Einleitung und Fragestellung

Epiduralandsthesie, Oberflachenanésthesie, intravendse Regionalandsthesie und periphere
Nervenblockade.

Schliefdich kann im zentralen Nervensystem die Verarbeitung und die Wahrnehmung des
Symptoms Schmerz beeinflul® werden. Es werden zentral wirksame Medikamente wie
Opioide (z.B. Morphin), Neuroleptika (z.B. Promethazin) und Antidepressiva (z.B.
Amitriptylin) eingesetzt.

Die Empfindung von Schmerz stellt aulRerdem eine wichtige Schutzfunktion des Organismus
dar. Handlungen, die zu Gewebeschadigungen und somit schlimmeren Folgen fihren, werden
als schmerzhaft empfunden und somit kinftig unterlassen. Beispielsweise wird beim
Berthren einer heil3en Herdplatte der Finger ,reflexartig” zurlickgezogen, um weitere
Schéaden zu vermeiden.

Bel Operationen wird durch die Verletzung des Korpers die Schmerzkaskade ebenfalls in
Gang gebracht. Hier sind Flucht- und Schutzreflexe sowie das Bewulwerden des Schmerzes
nicht erwiinscht. Durch gezielten Einsatz intravendser und/oder inhalativer Anésthetika wird
die Wahrnehmung von Schmerz im Zentralnervensystem unterdriickt.

Unterschiedliche Nervenfasern leiten unterschiedliche Informationen (siehe unten). Es gibt
Situationen, bei denen nur die Ausschaltung von bestimmten Fasern erwinscht ist. Zum
Beispiel sollen in der Geburtshilfe der werdenden Mutter die Schmerzen des
Geburtsvorganges genommen werden, gleichzeitig aber andere sensorische und die
motorischen Fasern nicht blockiert werden, da sie bei Ausschaltung den Geburtsvorgang
erheblich behindern. Gleiches gilt fur die Schmerztherapie von Tumorschmerzen oder
Neuropathien  mittels  der  kontinuierlichen  Lokaandsthese.  Letztendlich <ol
Schmerzlinderung bei funktionstiichtig gehaltenen motorischen und sensorischen Fasern die
Lebensgqualitdt des Patienten verbessern. Ein Lokalandsthetikum ware winschenswert,
welches selektiv nozizeptive afferente Nervenfasern blockiert und andere Fasern unbeeinfluf3t
|&%. Dieses spezifische Lokalanasthetikum ist noch nicht verfigbar. Aus diessm Grund
behilfft man dch mit der Applikation von geringen Konzentrationen  Gblicher
L okalanésthetika.

Eine Langzeittherapie chronisch Schmerzkranker mit einem Analgetikum gestaltet sich wie
bereits erwdhnt schwierig. Schmerzzustande, die auf pathologische Verdnderungen am
peripheren Nerven zurtickzufiihren sind, sprechen auf konventionelle Analgetika haufig nur
unzureichend an. Neuere Therapiekonzepte stitzen sich auf die systemische Applikation
natriumkanalblockierender Pharmaka, da periphere Analgetika und Opioide hier oft einen
ungeniigenden Erfolg haben. Bel der Suche nach neuen Konzepten zeigten diese
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1. Einleitung und Fragestellung

Natriumkanalblocker, die aus den unterschiedlichsten Bereichen der Pharmakotherapie
kommen, gute Erfolge. Lokaanasthetika, Antiarrhythmika oder Antikonvulsiva wie Lidocain,
Mexiletin, Carbamazepin (Tanelian und Brose, 1991) und Phenytoin sind einige erfolgreich
eingesetzten Pharmaka. Andere empirisch Uberprifte Substanzen mit gutem Erfolg bei der
Therapie von chronischen Schmerzsyndromen sind Amitriptylin (Richeimer et al., 1997),
Memantin (Carlton und Hargett, 1995) und Gabapentin (Rosner et al., 1996).

Uber den Wirkmechanismus, der die analgetische Potenz dieser Substanzen bei den
erwahnten Schmerzzusténden erkléren kann, lassen sich nur wenige Aussagen treffen. Eine
lokalanasthetische Wirkung kommt nicht in Betracht, da die fur eine Nervenblockade
benttigten Konzentrationen des Anésthetikums bel der systemischen Applikation nicht
erreicht werden. Wirden sie erreicht, kdme es zur Beeinflussung aler Nerven und somit zur
Allgemeinnarkose. Eine Interaktion mit den pathologisch verénderten Neuronen oder den hier
verantwortlichen pathophysi ol ogischen Mechanismen scheint wahrscheinlicher zu sein.

1.2 Das nozizeptive System

Schmerzen werden ausgel st durch Gewebeschéden, die einen intakten Zellverband zerstoren.
Algogene Substanzen werden aus den geschédigten Zelen in den Extrazeluléarraum
freigesetzt und dadurch werden Nozizeptoren stimuliert. Dabel kann die Gewebeschédigung
unterschiedlichster Natur sein: Traumatische Zerstorung, thermische Schadigung und
endzindliche Verdnderungen kommen hierbei in Frage. Die aus zerstorten Zellen
freigesetzten algetisch wirkenden Substanzen sind K*- und H™-lonen, Serotonin und
Histamin. Be Entzindungsprozessen werden auch Arachidonsduremetabolite (z.B.
Prostaglandine) freigesetzt. Diese haben keine direkte Wirkung auf Nozizeptoren, sie erhGhen
jedoch die Sensibilitdt fur andere freigesetzte Metabolite und verstérken beziehungsweise
ermoglichen so erst deen Wirkung. An den in der Peripherie freliegenden
Nervenendigungen entsteht auf die oben beschriebenen Reize hin die , Information Schmerz*,
die durch Aktionspotentiale zum Zentralnervensystem welitergeleitet wird. Das geschieht
entweder in myelinisierten Ad-Fasern oder in unmyelinisierten G-Fasern. Der Zellkorper der
pseudounipolaren  nozizeptiven afferenten  Neurone liegt in  den Spinaganglien
(Hinterwurzelganglien, Abbildung 1). Die Starke des Schmerzes wird durch die Anzahl der
Impulse pro Zeiteinheit kodiert, die Lokalisation wird vermittelt durch die zum geschadigten

Gewebe gehdrenden Fasern. Die Erregung von Ad-Fasern fihrt zu einem hellen, gut
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1. Einleitung und Fragestellung

lokalisierbaren und schnell auftretenden Schmerz, die Erregung von C-Fasern zu einem
dumpfen, schlecht lokalisierbaren und spét einsetzenden Schmerz.

Die zentralen Fortsétze der Nozizeptoren treten Uber die Hinterwurzeln in das Hinterhorn des
Rickenmarkes ein und enden dort in den Laminae I, Il und V fir die C-Fasern und den
Laminae | und V fir die Ad-Fasern. Hier projizieren sie Uber Interneurone auf Motoneurone
und bilden so einen polysynaptischen Reflexbogen. Die wichtigste Aufgabe dieses Reflexes
ist es, en geschadigtes Korperteil noch vor Bewultwerden des Schmerzes von der
schadigenden Gefahr zu entfernen (die Hand von der heif3en Herdplatte zu nehmen). Neben
diesen somatomotorischen Reflexen konnen Uber efferente Neurone im Seitenhorn auch
vegetative Reflexe wie eine Vasodilatation der Hautgefal3e ausgel 6st werden.

Die weitere Fortleitung der Informationen erfolgt Uber die zweiten Neurone der
Schmerzleitung, die den Tractus spinothalamicus oder Tractus spinoreticularis
beziehungsweise den ipsilateral weiterleitenden Tractus spinocervicalis bilden. Das
spinothalamische System endet im Nucleus ventralis posterolateralis des Thalamus und wird
von hier auf den somatosensorischen Kortex weitergeleitet (drittes Neuron). Zusammen mit
dem Thalamus findet in diesem Gebiet der Grofthirnrinde die bewufde Schmerzwahrnehmung
statt. Sieist fur die Lokalisation und die Stérke der Schmerzen zusténdig.

Der Tractus spinoreticularis wird in der Formatio reticularis umgeschaltet. Die Verknipfung
von dort zu hoheren Zentren ist fur die schmerzinduzierten vegetativen Reaktionen wie
Schweif3ausbruch und erhdhten Sympathikotonus verantwortlich. Eine Verbindung zum
limbischen System (Hippocampus) und dem Frontalkortex (Assoziationsareal) ermdglicht die

affektive Bewertung des Schmerzes al's negatives Erlebnis und eine Erinnerung daran.
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1. Einleitung und Fragestellung

Faser-| Funktion Mittlerer Faser-| Leitungsgeschwindig-

typ durchmesser (um) keit (m/s)

primédre  Muskelspindelafferenzen,
Aa 15 70-120
motorisch zu Skelettmuskeln

Hautafferenzen fur Bertdihrung und
Ab 8 30-70
Druck

Ag Motorisch zu Muskelspindeln 5 15-30

Hautafferenzen fir Temperatur
Ad £3 12-30
und Nozizeption

Sympathisch raganglionare

B ymp pragang 3 3-15
Efferenzen
Hautafferenzen fiir Nozizeption, 1

C sympathische postganglionére 0,3-2

marklos
Efferenzen
Tabelle 1: Klassifikation der peripheren Nervenfasern nach Erlanger und Gasser

(Erlanger und Gasser, 1932)

1.3 Anatomie

Die Hinterwurzelganglien (Spinalganglien) der Ratte liegen als Abschnitt der Hinterwurzel an
den Foramina spinalia in der Nahe des knéchernen Canalis vertebralis innerhalb der Dura
mater (Greene, 1949). Sie werden von einer Bindegewebskapsel, dem Perineurium, umgeben
und von einem geféaithaltigen Bindegewebe durchzogen. Ihre Ganglienneurone sind das erste
Neuron der afferenten sensiblen Fasern. Die dicht gepackten Nervenzellen liegen haufig am
Rand der Spinalganglien, die austretenden Fasern bilden den inneren Teil des Ganglions
(Andres, 1961).
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1. Einleitung und Fragestellung

Hinterwurzel-
ganglion n =~

Peripherer Ne%

Abbildung 1: Hinterwurzelganglienneurone als Teil des Reflexbogens

1.4 Phar makodynamik der unter suchten Substanzen

Be den untersuchten Substanzen handelt es sich um Pharmaka, die be chronischen
Schmerzzustanden Anwendung  finden und deren Wirkprinzip die Interaktion mit
Natriumkandlen i<t

(

VAR

Abbildung 2: Chemische Struktur von Lidocain

Das Amid-Lokaanasthetikum Lidocain gehdrt entsprechend der Eintellung von Vaughan
Williams zur Gruppe der Klasse IB-Antiarrhythmika. Es wirkt Uber eine Blockade der
Natriumkande und verhindert so am peripheren Nerv die Welterleitung der Aktionspotentiale.
Am Herzen hemmt es die langsame diastolische Depolarisation der Schrittmacherzellen.
Wegen seines hohen First-Pass-Effektes, der den Wirkungsverlust bei Erstpassage durch die
Leber darstellt, mul3 es zur Schmerztherapie intravends appliziert werden und wird daher
meist nur zu Diagnosezwecken benutzt. Als Lokalandsthetikum wird es zur Infiltrations-,
Leitungs-, Oberflachen, Spinal-, und Epiduralandsthesie eingesetzt, wobel es zur
Wirkungsverlangerung oft mit Adrenalin versetzt wird. Chemisch gesehen handelt es sch um
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1. Einleitung und Fragestellung

2-Diethylamino-N-[2,6-Dimethylphenyl]-acetamid mit der Summenformel Cy;H»N,O und

einem Molekulargewicht von 234,3 g/mal.

O  NH,

Abbildung 3: Chemische Struktur von Mexiletin

Das Antiarrhythmikum Mexiletin gehdrt wie Lidocain in die Gruppe IB der Antiarrhythmika
und wird klinisch zumeist bal ventrikularen Herzrhythmusstérungen eingesetzt. Es hat den
geringsten proarrhythmischen und negativ inotropen Einflufd auf die Herzaktion aler Klasse I-
Antiarrhythmika. Seine Wirkung wird Uberwiegend durch die Hemmung des schnellen
Natriumeinstromes vermittelt. Die Leitungsgeschwindigkeit in partiell depolarisiertem
Gewebe wird stérker unterdriickt as in gesundem Gewebe, so dal3 kreisende Erregungen
unterbrochen und Rhythmusstérungen vermieden werden. Chemisch handelt es sch um 1-
[2,6-Xylyloxy]-2-Aminopropan  mit  einer  Summenformel  CyyHisNO und einem
Molekulargewicht von 179,3 g/mal.

O
4
O NH,
Abbildung 4: Chemische Struktur von Carbamazepin

Carbamazepin ist ein dem Imipramin verwandtes Antiepileptikum, das in vivo neben ener
antikonvulsven auch eine psychotrope, antineuralgische und antidiuretische Wirkung
aufweist. Es wird davon ausgegangen, dald seine Wirkung vorwiegend durch
gpannungsabhangige Natriumkande vermittelt wird. Klinisch wird das Medikament
Uberwiegend bei Epilepsen vom fokaen Typ und be sekunddr generalisierten tonisch-

klonischen Anfdlen verabreicht. Aulerdem wird seine Potenz  haufig bel
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1. Einleitung und Fragestellung

Trigeminusneuralgien  genutzt.  Carbamazepin  ist aus chemischer Sicht 5H-
Dibenz[b,flazepine-5-Carboxamid mit ener  Summenforme CisHN,O und  enem
Molekulargewicht von 236,3 g/mal.

NH

2

Abbildung 5: Chemische Struktur von Memantin

Das Antiparkinsonmittel Memantin wird klinisch zum einen as Hemmer des N-Methy-D-
Aspartat (NMDA)-Kanals und zum anderen as Muskelrelaxans zur Senkung des pathologisch
erhdhten  Skelettmuskulaturtonus  benutzt. Als NMDA-Antagonist hat es be  der
Monomedikation zur Therapie des Morbus Parkinson nur einen geringen Effekt. Bel einer
Kombinationstherapie hilft es jedoch, Levodopa einzusparen und somit unerwinschte
Wirkungen zu reduzieren und den almahlich eintretenden Wirkungsverlust des Levodopa
hinauszuzogern. Memantin wird bezeichnet as 3,5-Dimethyl-1-Adamantanamin mit ener

Summenformel C,HN-und einem Mol ekulargewicht von 215,8 g/mal.

OH
NH;
@)
Abbildung 6: Chemische Struktur von Gabapentin

Das Antiepileptikum Gabapentin wurde unter der Vorstellung entwickelt, en zentra
wirksames Gamma-Aminobuttersdure-(GABA)-Analogon  herzustellen. Es  sollte  im
Gegensatz zu GABA die Blut-Hirn Schranke leicht durchdringen und so antikonvulsiv
wirksam sein. Es zeigte sich jedoch, dal3 Gabapentin Uber ein spezielles neuronales
Transportsystem fur L-Aminosduren wirkt, das bei der Passage durch die Zellmembran eine
Rolle spielt. Klinisch wird es angewendet als Zusatzmedikation bei fokalen Anfdlen und
sekundér generdisierten tonisch-klonischen Anfélen, die mit ener Monotherapie
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1. Einleitung und Fragestellung

unzureichend einstellbar sind und sich as therapierefraktér erweisen. Chemisch gesehen
handelt es sich um 1-(Aminomethyl)cyclohexaneaceticsdure mit ener Summenformel
CgH17NO,-und einem Molekulargewicht von 171,2 g/moal.

Abbildung 7. Chemische Struktur von Amitriptylin

Amitriptylin gehort zur Gruppe der trizyklischen Antidepressiva. Hier ist es eingeteilt in die
Untergruppe der Dibenzocycloheptadien-Derivate. Es wird eingesetzt bel  endogenen
Depressionen, vor adlem be Patienten mit ener akuten Erregung. Es wirkt hier
stimmungsaufhellend und vor allem psychomotorisch dampfend. Amitriptylin ist 3-(10,11-
Dihydro-5H-dibenzo-[a,d] cyclohepten-5-ylidene)-N,N-dimethyl - 1-propanamine; 10,11-
dihydro-N,N-dimethyl-5H-dibenzo[ a,d]cycloheptenepropylamine  mit ener  Summenformel
CxH23N und einem Molekulargewicht von 277,4 g/moal.

1.5 Elektrophysiologische Grundlagen

Fur die Funktion von Nerven- und Muskelzellen sind unter anderem Ionenstrome notwendig,
eine relativ alte Erkenntnis. Schon Luigi Galvani glaubte im Jahre 1791 an das Vorhandensein
von ,tierischer Elektrizitat“.

Im Jahr 1902 wurde von Bernstein (Bernstein, 1902) erkannt, dal3 Diffusionspotentiale der
Membran die Grundlage der elektrischen Weiterleitung sind (Membran Hypothese).

Ende der dreiBiger Jahre entwickelten dann Cole und Curtis (Cole, 1949) die Technik der
Spannungsklemme. Sie wiesen mit Hilfe dieser die Anderung der Membranleitfahigkeit einer
Nervenzelle wéahrend eines Aktionspotentials nach. In wegweisenden Arbeiten von Hodgkin,
Huxley und Katz (Hodgkin et al., 1952; Hodgkin und Huxley, 1952a-d) wurde in den
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1. Einleitung und Fragestellung

finfziger Jahren am Riesenaxon der Tintenschnecke (Loligo) eine Anderung der
Membrandurchlassigkeit fir bestimmte lonen as Korrelat des Aktionspotentials entdeckt.

Ein weiterer Fortschritt gelang der Arbeitsgruppe um Neher und Sakmann, mit der von ihnen
entwickelten Patch-clamp Technik. Durch Verbesserung der Verstérkertechnik und
Modifizierung der Pipetten gelang es den Autoren erstmas, Membranstrome bis in den
Picobereich zu verstarken, was die Auflosung von lonenstromen maglich machte (Neher und
Sakmann, 1976; Hamill et al., 1981). Mit Hilfe dieser Technik sind bis heute eine Vielzahl
von verschiedenen lonenkanden in den unterschiedlichsten Gewebetypen beschrieben und
charakterisiert worden (siehe Tabelle 2).

1.6 Erregungsbildung und -ausbreitung am peripheren Nerven

1.6.1 Das Ruhemembranpotentia

In neuronalen Zellen herrscht an der Doppellipidmembran eine Potentialdifferenz von -60 bis
-90 mV zwischen der Zdlinnen und -auflenseite. Das Zdlinnere ist gegenlber dem
Extrazellularraum negativ geladen. Die Ursache fir dieses Ruhemembranpotential ist eine
ungleiche lonenvertellung zwischen dem Intrazelluldr- (IZR) und dem Extrazellul&rraum
(EZR), die durch einen aktiven Pumpmechanismus fir lonen (Na'/K*-Pumpe) entsteht. Die
Na'/K*-Pumpe, welche Na'-lonen aus und K*-lonen in die Zelle transportiert, halt das
Konzentrationsgefalle aufrecht. Fir Natrium liegt es bel 28 zu 1 (EZR / 1ZR) und fur Kalium
bei 1 zu 35. Das Ruhemembranpotential ist malgeblich auf die Durchléssigkeit der
nichterregten Membran fir Kaliumionen zurlckzufihren, es liegt deshab nahe am
Kaliumgle chgewichtspotential.

Mit Hilfe der Nernst Gleichung

_ R-T In [X] aufen

. ] E.=
Gleichung 1: X Fzy " [X]mren
R = allgemeine Gaskonstante (8,315 J mol™* K™*)
F = Faraday-Konstante (9,64'10* C mol™)
T = absolute Temperatur (K)
Zy = Wertigkeit des lons X
[X] = Konzentration des lons X

kann ein Gleichgewichtspotential fir Kalium von -8 mV und fur Natrium von 68 mV

berechnet werden. (Es wird von folgenden Annahmen ausgegangen: Raumtemperatur: 295
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1. Einleitung und Fragestellung

Kelvin, Wertigkeit des lons: Natrium und Kaium jeweils +1, fir das DRG-Neuron: [Na"]:
10, [K™]]: 155 (in mmol/l) (modifiziert nach: Kostyuk et al., 1981))

1.6.2 Das Aktionspotential

Nervenzellen haben im Organismus die Funktion, Informationen aufzunehmen, zu
vergleichen, innerhalb des Systems welterzuleiten und schliefdich die Funktion anderer
Zellarten zu steuern. Die Grundlage dieser Aktivitét ist das Aktionspotential .

Wird eine Nervenzelle gereizt, steigt das Ruhemembranpotential auf einen Schwellenwert von
etwa -50 mV an. An diesem Punkt kommt es zu ener kurzfrisigen Erhthung der
Natriumleitfahigkeit und somit zum Einstrom von Natriumionen in die Zelle. Das fuhrt zu
einer Depolarisation der Zelle, dem Beginn des Aktionspotentials.

Potentialabhangige Kandle haben den hauptsachlichen Antell an diesem Ablauf, sie lassen
selektiv Natriumionen durch die Membran passieren. Die Anzahl der bei diesem Verlauf
flieRenden lonen ist jedoch gegeniber der Gesamtizahl der intra- und extrazellulér
befindlichen lonen so gering, dald sich die Konzentrationen auf beiden Seiten der Membran
nur sehr geringfligig verandern.

Um maglichst viel Information weiterzuleiten, mul3 das Aktionspotential kurz sein (1 ms) und
die Natriumkande missen ene dementsprechend schnelle  Aktivierungs-  und
Inaktivierungskinetik aufweisen, um den geforderten Kriterien gerecht zu werden. Die
Anforderungen an die 100-fach langsamer as Aa-Fasern leitende Schmerzfasern sind hier
weniger hoch (siehe Tabelle 1).

An der Ruckbildung des Aktionspotentials sind verschiedene Mechanismen betelligt. Die
Natriumkande inaktivieren, es findet eine Abnahme der Letfahigkeit statt. Zeitlich verzogert
erfolgt eine Erhdhung der Kaiumleitfahigkeit. Somit wird die Membran repolarisiert und das
Ruhemembranpotential  wiederhergestellt. Durch Inaktivierung des Natriumkanal systems
bleibt die Membran fir eine Zeitdauer unerregbar. Diese Zeitspanne wird as absolute
Refraktérzeit bezeichnet.

1.6.3 Die Erregungsfortleitung

Das Aktionspotential, das eine Stelle des Axons erreicht hat, depolarisiert elektrotonisch den
vor ihm liegenden Bereich. Wenn durch die Depolarisation das Schwellenpotential in diesem
Bereich erreicht ist, wird durch die Uberschreitung des Potentials erneut ein Aktionspotential
ausgel0st, der Erregungsvorgang hat sich fortgesetzt. Dabel ist die Leitungsgeschwindigkeit
eines Nerven von verschiedenen Faktoren abhangig: Eine entscheidende Rolle spielen die
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Membrankapazitét, der Axonwiderstand, die Steilheit des Aktionspotentials infolge der
Amplitude des Natriumstromes in der Zelle und der Faserdurchmesser. Die Schwann-Zellen
bilden eine Ummantelung mit Mydin, die sogenannte Myelinscheide. Hier nimmt der
Membranwiderstand zu und die Membrankapazitét ab. Dadurch gelingt die Audésung eines
Aktionspotentials nur in dem nicht ummantelten Bereich. Da jetzt nur die freien Bereiche
depolarisiert werden missen und myelinisierte Bereiche Ubersprungen werden, wird eine
schnellere Fortleitung der Erregung erzielt (saltatorische Erregungdeitung, zur Ubersicht:
(Hille, 1992)).

1.6.4 Die lonenkande der Nervenmembran

Mit Hilfe der Patch-clamp Technik ist mittlerwelle eine grofe Anzahl von verschiedenen
lonenkanden des peripheren Nerven entdeckt worden (zur Ubersicht: (Vogel und Schwarz,
1995; Jonas et al., 1989; Koh et al., 1992)), denen die unterschiedlichsten Funktionen
zugeschrieben werden (siehe Tabelle 2). Eine Untersuchung der lonenkande menschlicher
Nervenfasern (Scholz et al., 1993) hat vide Gemeinsamkeiten zu den hier dargestellten
lonenkandlen des Froschnerven gezeigt, so dal3 von einer engen Verwandtschaft zwischen den

Kanaltypen ausgegangen werden muf3.
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Leitfahigkeit (pS ,
Kanaltyp: ! igkeit (pS) Blocker: Funktion:
in
Ringer  High K*

Membrandepolarisation,

Na 11 TTX /LA
Aktionspotential: Aufstiegsphase

TEA"/ 4-AP /| DTX / o
Ki 8 23 Repolarisation
MCDP / Cs"
K 30 TEA" | 4-AP Repolarisation
Ks 7 TEA" Repolarisation
. _ Verbindung zw. Stoffwechsel

Katp 44 TEA™ / ATP / Glib
und Erregbarkeit (Hypoxie)

Kca 75 132 TEA® Repolarisation
Posttetanische

Kna 34 90 Ba®*/ Cs* / (TEA") |Hyperpolarisation; nodales
Ruhepotential
Ruhepotential an diinnen

K 19 49 LA/ Cs"/Ba®"/ Zn** P
Fasern
Stabilisierung des

Cl 28 Zn®*| ATP | Mg** ,g
Ruhepotentials

Tabelle 2: lonenkandle des peripheren Froschnerven

modifiziert nach Vogel und Schwarz, 1995; Kanaltypen: Na: Natriumkanal; K;, K;, K: Kaliumkandle
verzogerter Geichrichtung (delayed-rectifier) mit mittlerer (intermediate), schneller (fast) und
langsamer (slow) Deaktivierungskinetik; Karp: ATP-sensitiver Kaliumkanal; Kg,: calciumaktivierbarer
Kaliumkanal; Ky,: natriumabhéngiger Kaliumkanal; Kg;: Flickerkaliumkanal; Cl: Chloridkanal
Abkirzungen: 4-AP: 4-Aminopyridin; ATP. Adenosintriphosphat; DTX: Dendrotoxin; Glib:
Glibenclamid; LA: Lokalanasthetika; MCDP: Mastzelldegranulierendes Peptid;  TEA:
Tetraethylammonium; TTX: Tetrodotoxin; High K': hohe KaliumauRRenlésung

1.7 Der Natriumkanal

Natriumkandle sind aufgrund ihrer entscheidenden Bedeutung fir das Aktionspotential
genauestens untersucht. Es gibt detaillierte Vorstellungen Uber das spannungsabhéngige
Aktivierungs- und Inaktivierungsverhalten, die Wirkung einer grof3en Anzahl von Pharmaka
auf den Natriumkanal und verschiedene Reaktionsmodelle fir das Offnungs- und
Schlief3ungsverhalten.
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Fur einige pharmakologische Wirkprinzipien spielt der Natriumkana eine herausragende
Rolle. Nicht nur fur Lokaanasthetika bildet er den Hauptangriffspunkt, sondern auch
Antiepileptika, Klasse | Antiarrhythmika und hirnprotektive Substanzen vermitteln ihre
pharmakol ogischen Effekte durch Natriumkande.

Der Mechanismus der Blockade von Natriumkanden durch Lokaanasthetika ist bekannt.
Nach heutiger Erkenntnis geht das Lokalandsthetikummolekil in der Pore des Kanas ene
Bindung ein und fihrt so zur Blockade des Natriumstromes (Butterworth und Strichartz,
1990). Lokalanéasthetika blockieren konzentrationsabhangig und reversibel den Natriumkanal
und somit die durch ihn fliefenden lonen (tonische Blockade). Durch wiederholtes Ausldsen
des Natriumstromes kann en durch Lokalandsthetika hervorgerufener partieller
Natriumstromblock reversibel verstéarkt werden. Die Verstdrkung ist abhéngig von
Reizfrequenz, Reizdauer, Membranpotential und Art des Lokalanasthetikums und wird als
phasische Blockade (use-dependent Block) bezeichnet (Butterworth und Strichartz, 1990).
Durch molekularbiologische Untersuchungen (Marban et al., 1998) ist der genaue Aufbau des
Kanals entschliusselt. Er besteht aus einer a- und zwei b-Untereinheiten, wobel die a-
Untereinheit bereits ein funktionelles Kanaprotein bildet. Die b-Untereinheit ist in zwel
intrazellulér gelegene Polypeptide (b, und b,) gegliedert, die fur die schnelle Kinetik des
Kands verantwortlich sind. Durch Punktmutationen und Sequenzanalysen konnten sogar
digenige Aminosaureabfolgen der a-Untereinheit, die as Bindungsstelle fir
Lokalanésthetika fungiert, identifiziert werden (Ragsdale et al., 1994). Abbildung 8 zeigt die
Sekundérstruktur der a-Untereinheit mit den funktionellen Aminoséuren, die den Kand

inaktivieren.
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exlrazellulire Seile

intrazellulare Seite

COOH

NH.

Abbildung 8: Sekundarstruktur der a-Untereinheit eines Natriumkanals (nach Catterall,
1988).

Der lonenkanal besteht aus vier @hnlichen Motiven (Repeats FIV), die ihrerseits aus sechs a-Helices
aufgebaut sind. Diese sind membrandurchspannend und enthalten die Segmente 1-6. Die intrazellular
gelegene Schleife zwischen den Motiven Il und IV enthdlt die Aminoséuresequenz Isoleucin,
Phenylalanin und Methionin (IFM), die sich nach der Aktivierung des Kanals in die getffnete Pore legt
und zum Verschlu3 des Kanals fuhrt (Eaholtz et al., 1994). Auf dem P-Segment des Motivs | wird der
Rezeptor fir Tetrodotoxin vermutet. Der Rezeptor fir Lokalanasthetika liegt sehr wahrscheinlich auf
dem S6-Segment des Motivs IV (Ragsdale et al., 1994).

Die Natriumkanale des peripheren Nervensystems werden am Endoplasmatischen Retikulum
des Zdlkorpers (Soma) gebildet und durch axonalen Transport an die Stellen beférdert, an
denen sie in die Membran eingebaut werden. In der Zellmembran des Somas, das bei
sensorischen Fasern in den Spinalganglien liegt, befinden sich Natriumkandle, die relativ
leicht einer Untersuchung zugadnglich sind. Bei Untersuchung dieser von Yoshida und
Matsuda (Yoshida und Matsuda, 1979) zeigte sich, dal3 Aktionspotentiale sich bei der
Registrierung an kleinen Spinalganglienzellen der Maus durch Tetrodotoxin (TTX, Abbildung
9) nicht blockieren lassen. Diese Aktionspotentiale sind auf enen Natriumkanal
zurtickzuftihren, der gegenliber Tetrodotoxin resistent ist.

1.8 Dar TTX-resistente Natriumkanal

Seit der oben beschriebenen ersten Untersuchung TTX-resistenter Aktionspotentiale durch

Yoshida und Matsuda im Jahr 1979 sind TTX-resistente Natriumstrome von verschiedenen

Arbeitsgruppen mit den unterschiedlichsten Techniken untersucht worden. Genutzt worden
sind die Mikroel ektrodentechnik, die intrazellulére Perfusionstechnik (Kostyuk et al., 1981)
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- Abbildung 9: Chemische  Struktur  von

o Tetrodotoxin (TTX), einem Toxin, das aus der Leber

und den Ovarien des japanischen Kugelfisches

gewonnen wird. Seine hochspezifische, Natriumkanal-

O @) blockierende Eigenschaft wurde 1964 von Narahashi

HO OH und Mitarbeitern beschrieben (Narahashi et al., 1964).
Das Wirkprinzip beruht auf einer hochaffinen polaren

Bindung der positiv geladenen Guanidiniumgruppe

OH des TTX-Molekils mit der negativ geladenen und in
HO der Porenregion gelegenen Aminosaure Glutamin-
HNﬁ\N OH saure des Natriumkanals. Die Pore wird durch das

H N+ TTX-Molekil auf diese Weise verschlossen.
2

und die Patch-clamp Technik (Caffrey et al., 1992; Elliott und Elliott, 1993; Ogata und
Tatebayashi, 1993; Roy und Narahashi, 1992; Schwartz et al., 1990; Y oshimura et al., 1996).
Diese Untersuchungen zeigten, dal3 TTX-resstente und TTX-sensitive Natriumstrome en
unterschiedliches Verhaten haben. TTX-resistente Natriumstrome besitzen eine deutlich
hohere Aktivierungsschwelle, die Potentialabhangigkeit sowohl der Aktivierung als auch der
Inaktivierung it um 20 - 30 mV in depolariserender Richtung verschoben und auch die
Kinetik der Aktivierung und der Inaktivierung ist deutlich langsamer as bei den schnellen
TTX-sendgtiven Natriumstromen  (Elliott und Elliott, 1993). Andere Experimente auf
Einzelkanalebene zeigten stets eine geringere Einzelkanalleitfahigkeit als bei TTX-sensitiven
Stromen (Bréau et al., 1995; Motomura et al., 1995; Roy et al., 1994).

Des weteren it durch  molekularbiologische  Untersuchungen die  gesamte
Aminosauresequenz des Kanales aufgeklért worden. Die Gruppe um Wood klonierte ein a-
SNS Kanaprotein aus 1957 Aminosduren. Es ist in den Spinaganglienzellen von
neugeborenen und erwachsenen Ratten gefunden worden und weist eine 65 prozentige
Ubereingtimmung mit dem Herzmuske-Natriumkanal der Ratte auf (Akopian et al., 1996).
Dieser Kanal hat einige Sequenzen, denen ene funktionelle Einheit zugeordnet werden kann.
So enthdlt er ene intrazelluldre Schleife zwischen den Doménen 111 und IV mit der
Aminosauresequenz  Isoleucin-Phenyladanin-Methionin - (IFM), die den entscheidenden
Bereich fur die schnelle Inaktivierung des Kanals darstellt (siehe Abbildung 8). Die Gruppe
um Hunter aus den USA klonierte das Kanalprotein PN3, das eine Aminosaure kirzer ist as
das a-SNS Protein. Es kommt ebenfalls an kleinen Spinaganglienzellen der Ratte vor
(Sangameswaran et al., 1996). Als jungste Ergebnisse prasentierte diese Gruppe eine
Klonierung des menschlichen TTX-resistenten Natriumkanals (Akopian et al., 1999). Durch
diese Untersuchungen ist die Existenz des Kanals im peripheren Nervensystem bewiesen und
durch klinischen Bezug gewinnt die Forschung an diesem Kana an Bedeutung.
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Wie oben bereits erwahnt, ist der TTX-resistente Natriumkanal seit ca. 20 Jahren bekannt und
seine elektrophysiologischen Eigenschaften sind genauestens untersucht. Seine Funktion im
peripheren sensorischen Nervensystem war bisher nicht genau bekannt. Es verdichten sich
jedoch die Hinweise darauf, dald der TTX-resistente Natriumkanal bel der Generierung von
Impulsen im peripheren Nerven unter physiologischen (Brock et al., 1998) und
pathophysiologischen Bedingungen (Novakovic et al., 1998) eine Schliisselrolle einnimmt, da
er bei depolarisiertem Membranpotential noch aktiv ist, TTX-sensitive Natriumkande aber

nahezu komplett inaktiviert sind und so nicht mehr zur Impulsentstehung beitragen konnen:

TTX-resstente Natriumstrome kommen an kleinen Spinalganglienzellen vor.
Kleine dorsal-root-ganglion-Zellen (DRG) haben eine Verbindung zu Ad- und C-Fasern
(Harper und Lawson, 1985) und besitzen die Fahigkeit, langsame, gegentiber TTX resistente
Aktionspotentiale auszubilden (Villiere und McLachlan, 1996; Y oshida und Matsuda, 1979).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dal3 TTX-resistente Natriumkande haufiger an Capsaicin-
sensitiven as an Capsaicin-insensitiven Zellen vorkommen (Arbuckle und Docherty, 1995).
Capsaicin ist dabel as Stimulator von selektiv polymodalen Nozizeptoren bekannt. Diese
Versuche lassen die Vermutung zu, dal® TTX-resistente Natriumstrome eine Bedeutung
speziell fir nozizeptive Fasern haben. Weitere molekularbiologische Untersuchungen an
klonierten Kandlen (Akopian et al., 1996; Sangameswaran et al., 1996) haben ergeben, dal3

nur kleine Spinalganglienzellen den untersuchten TTX-resistenten Natriumkana besitzen.

TTX-resstente Natriumstrome haben eine langsame Kinetik.
In einigen Experimenten sind die eektrophysiologischen Unterschiede zwischen TTX-
resstenten und -sensitiven Natriumkandlen an kleinen Spinalganglienzellen erwachsener
Ratten beschrieben worden (Elliott und Elliott, 1993; Ogata und Tatebayashi, 1993). Diese
Untersuchungen ergaben vor dlem ene deutlich langsamere Aktivierung und Inaktivierung
der TTX-resistenten Natriumstrome. Ein Vergleich zwischen den Eigenschaften der einzelnen
Nervenfasern hat gezeigt, dal3 der Kanal fur dicke myelinisierte Nerven (Leitgeschwindigkeit:
15 - 120 m/s) ene zu langsame Kinetik besitzt. Sie ist fur Aktionspotentiale in den

langsameren C-Fasern (Leitgeschwindigkeit: 0,3 -2 m/s) véllig ausreichend.

Die Summenaktionspotentiale in C-Fasern enthalten TTX-res stente Komponenten.
In Untersuchungen an Frosch- (Kobayashi et al., 1993; Buchanan et al., 1996), Kaninchen,
Rattenr (Gaumann et al., 1992) und humanen Nerven wurden Summenaktionspotentiale
23



1. Einleitung und Fragestellung

gemessen, die gegeniber TTX ene Ressenz zeigten. Durch Messung der

Nervenleitgeschwindigkeit konnten sie langsam leitenden C-Fasern zugeordnet werden.

Die elektrische Aktivitét kleiner afferenter Fasern ist gegentiber TTX resistent.
Eine Arbet von Jeftinija (Jeftinija, 1994b) belegt, dal’ die elektrische Aktivitdt kleiner
afferenter Fasern gegentiber TTX resistent ist. Auf3erdem werden diese Fasern durch das in
der Schmerzkaskade wichtige Oligopeptid Bradykinin aktiviert (Jeftinija, 1994a).

Nozizeptor sensibilisierende Substanzen aktivieren TTX-resistente Natriumkanéle.

1996 wurde nachgewiesen, dal3 Prostaglandin E, (PGE;) die Erregbarkeit kleiner
Spinalganglienzellen steigern kann (England et al., 1996). Besonders interessant wird diese
Tatsache mit dem Wissen, da3 PGE, ds Schmerzmediator bekannt ist, der die
Empfindlichkeit von Nozizeptoren heraufsetzen kann. Von der Arbeitsgruppe um Gold sind
die Substanzen Adenosin und Serotonin getestet worden, die Nozizeptoren ebenfalls
sensibilisieren (Gold et al., 1996). Dieser Effekt lief3 sich jedoch nicht fir das
Zyklooxygenaseprodukt Thromboxan E, ermitteln.

An pathologisch verénderten Nervenfasern, deren Ruhemembranpotential durch die
Schadigung  weiter  depolarisiert  ist, kann der TTX-resstente Natriumkana zur
Impulsentstehung beitragen. Der Grund liegt in seinem im Gegensaiz zu den TTX-sensitiven
Natriumkandlen deutlich hoher liegenden Aktivierungs- und Inaktivierungspotential. Durch
die schnellere Erholung nach der Inaktivierung 1l sich dieser Effekt noch verstéarken (Elliott
und Elliott, 1993). Eine Computersmulation verdeutlicht, dal3 die elektrophysiologischen
Eigenschaften des Kanals unter depolarisierten Bedingungen geeignet sind, eine spontane
elektrische Depolarisation hervorzurufen und ein Aktionspotential zu bilden (Elliott, 1997).

Somit ist ene neuropathische Schmerzentstehung erklérbar.

1.9 Fragestellung

Die Forschung Uber den TTX-resstenten Natriumkanal hat in den letzten Jahren deutlich
zugenommen. Eine Ursache dafir ist sicherlich, dal3 der Kanal eine Schltsselrolle bel der
Entstehung und Weiterleitung von Schmerzen einnimmt.

In der modernen Pharmakotherapie wird versucht, dem Patienten den Schmerz Uber

systemisch applizierte Natriumkanalblocker zu nehmen. Der Wirkmechanismus dieser
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empirisch gewdhlten Therapie ist jedoch unverstanden. Pathophysiologisch scheinen die
TTX-resstenten Natriumkande ektope Zentren an nozizeptiven Fasern zu bilden, die zu den
beschriebenen Schmerzsyndromen fuhren. Ziel dieser Arbeit ist es nun, die direkte Wirkung
von Kklinisch benutzten Schmerztherspeutika auf den TTX-resistenten Natriumkana von
DRG-Zélen zu untersuchen. Besonderes Interesse gilt dabel der Verdnderung des
Membranpotentials.

Ausschnitte dieser Arbeit sind auf der Jahrestagung der Deutschen Gesdllschaft for
Anésthesie und Intensivmedizin in Wirzburg (Bréu et al., 1998b), auf dem 10. Européischen
Anésthesiekongrel? in Frankfurt (Dreimann et al., 1998) und auf dem Deutschen Anésthesie
Kongref3 2000 in Minchen (Bréu et al., 2000) vorgestellt worden. Auf3erdem sind der Artikel
(Bréu et al., 2001) und das Abstract (Brau et al., 1998a) aus dieser Arbeit hervorgegangen.
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2.1 Die Patch-clamp Technik

Die Experimente dieser Arbeit sind mit Hilfe der Patch-clamp Technik durchgeftihrt worden,
deren Prinzip ein enger Kontakt zwischen einer Glaspipette und einer Zelle ist. Dafir wird
eine sich verjingende Glaspipette mit einen Spitzendurchmesser von etwa 1um unter
mikroskopischer Sicht an eine Zellmembran herangefahren. Durch Unterdruck in der Pipette
wird eine Zelle angesaugt. Man erreicht einen mechanisch und elektrisch stabilen Zustand,
der sich unter optimalen Bedingungen in einem Abdichtwiderstand von mehreren Gigaohm
(gigaseal) widerspiegelt.

Zwel  Vortele snd durch diese Technik im Gegensatz zur konventionellen
Mikroelektrodentechnik  zu  verzeichnen. Der Verletzungsstrom der Zelle wird
vernachléssigbar klein, das heifldt der Strom flief3t nicht durch ein Stromleck, sondern durch
die zu untersuchende Zellmembran. Zum anderen wird das elektrische Rauschen (Johnson
noise), welches umgekehrt proportional zum Abdichtwiderstand ist, so klein, da3 Strome

durch einzelne lonenkand e mefthar werden.

>~
Verstarker -

Oszilloskop —\

Reizgenerator CD

1L

Pipette // //

Zelleclf

Abbildung 10: Schematische Darstellung einer Patch-clamp Anordnung in whole-cell

|

Konfiguration. Erlauterungen siehe Text.

Zur Messung der flieffenden Ladungen bendtigt man einen elektrischen Verstérker, der das
Potential des unter einer Pipette liegenden Membranfleckes (patch) mif% und mit einem zuvor
gewdhlten Sollwert standig vergleicht. Durch entsprechende Stromzufuhr kompensiert er die
Differenz zwischen Ist- und Sollwert, so dal3 das Potential an der Membran konstant gehalten
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wird. Dieses Prinzip wird als Spannungsklemme (voltage-clamp) (Hodgkin und Huxley,
1952a) bezeichnet. Dabel entspricht die bendtigte Stromzufuhr der Anderung der
Leitfahigkeit des Membranfleckes und ist Ausdruck von Offnungen und SchlieBungen der
hier befindlichen lonenkande. Die Klemmstrome spiegeln also die durch die Membran
fliefRenden lonenstrome bel vorgegebenem Potential wider.

Durch geeignete Ausstattung ermdglicht der Verstarker eine Kompensation der kapazitiven
Strome und Leckstrome der Zellen wéhrend des Experimentes und einen Ausgleich der
Serienwiderstdnde um 80-90 %.

Je nach Fragestellung kénnen mit der Patch-clamp Methode unterschiedliche Konfigurationen
estellt werden: Man kann intakte Zellen (cell-attatched und whole-cell) sowie

Membranabschnitte, sogenannte cel l-free Patches, untersuchen.

Pipette //

Zelle

l saugen

cell-attatched inside-out

/
// zuriickziehen
l saugen

whole-cell outside-out

zuriickziehen zuruck2|ehen :

Abbildung 11: Schematische Darstellung verschiedener Patch Konfigurationen
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Die cell-attatched Methode isoliert den unter der Pipette liegenden Membranabschnitt. Durch
saugen entfernt man die Membran unter der Pipette und erhd@it Zugang zum gesamten
Zdlinnenraum (whole-cell). Bel den cell-free Patches wird versucht, den umschriebenen
Membranfleck, der unter der Pipette liegt, von dem Rest der Zelle abzuldsen. Hier ergeben
sich die Moglichkeiten der inside-out und der outside-out Konfiguration. Der inside-out Patch
entsteht durch rasches Zurtickziehen der Patchpipette nach einem dichten Zellkontakt. Das
Herausl6sen des Membranabschnittes fuhrt dazu, dald die ehemalige Zellinnenseite nun der
Badseite zugewandt ist. Beim langsamen Zuriickziehen der Pipette bildet sich en Steg
zwischen Pipette und zurickbleibender Zelle. Dieser reildt ab, die Lipiddoppelmembran
verschliefd sich und die physiologische Aul3enseite bleibt der Badldsung zugewandt (outside-
out) (Hamill et al., 1981) .

2.2 Die Préaparation

Die untersuchten Spinalganglienzellen stammen ausschliefdich von Wistar-Ratten aus eigener
Zucht. Sie haben ein Alter von 4-6 Wochen und ein Gewicht zwischen 200 g und 350 g. Sie
werden durch Kommotion und cervikale Didokation in Ubereinstimmung mit den Richtlinien
des Tierschutzgesetzes getétet, danach werden die Bauch- und Thoraxeingeweide von ventral
entnommen. Die Wirbelsaule wird dargestellt, in toto herausprdpariert und von lateral
erdffnet, indem man mit einer Schere den Rickenmarkskanal in eine obere und untere Hélfte
trennt. Das Rickenmark kann unter stereoskopischer Sicht betrachtet werden und durch
leichten Zug auf die Hinterwurzeln lésen sich die Ganglien aus ihrem Bindegewebsbett
heraus. In einem n&chsten Arbeitsschritt werden sie in ener Petrischale von weiteren
Bindegewebs- und Nervenanteilen befreit. Nach der Prgparation von 20-30 Ganglien werden
se in ene Tyrodelosung gelegt (sehe Kapitd 2.3 Losungen), nochmals unter
mikroskopischer Sicht gereinigt, um dann enzymatisch aufbereitet zu werden.

Hier werden sie in einer Ca®* und Mg® freien Tyrodddsung mit 3 mg/ml Collagenase
(Worthington Typ CLS-II, 280 U/l, Biochrom, Berlin) und 1 mg/ml Trypsin Typ-IlI-S
(Sigma, Deisenhofen) bei 37 °C fur 30 Minuten inkubiert. Dieser Vorgang wird durch einen
sich in der Horizontalebene bewegenden Schiittler unterstitzt. Nach dreimaligem Waschen
mit ener Ca&" und Mg freien Tyrodeldsung werden die Zellen fir 5 Minuten in
Nahrmedium mit Desoxyribonuclease 11 (80 pg/ml, Fluka, Buchs, Schweiz) und Trypsin
Inhibitor Typ I1-S (100 pg/ml, Sigma) behandelt. Durch eine mechanischen Dissotiation mit
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vier im Durchmesser abnehmenden Glaspipetten [6sen sich die Zellen aus dem Verband und
bilden eine Zellsuspension. Diese Flissigkeit wird auf handel stibliche Plastikpetrischalen (TC
35,0/10 mm, Greiner Labortechnik GmbH, Frickenhausen) verteilt und unter Carbogen
Begasung (95% O,, 5% CO,) fur bis zu 48 Stunden bel 24 °C aufbewahrt. Signifikante
Anderungen des Natriumstromes, zum Beispiel Amplitude oder Zeitpunkt des Spitzenstromes
wurden bei Experimenten innerhalb dieses Zeitraumes nicht beobachtet.

Fir einen Versuch wird eine Petrischale mit der bendtigten Tyrodel6sung 4-5 mal ausgespllt,
um saubere Experimentiervoraussetzungen zu schaffen. Die Petrischale wird unter kleinster
VergrofRerung mit dem Mikroskop durchmustert, und die Zellen werden nach festgelegten
Kriterien wie GrofRe, Gleichmaiigkeit des Cytoplasmas, Reinheit der Membran von

Bindegewebe und Form des Zellkerns ausgewahlt, um dann einen Patch herzustellen.

2.3 L ésungen

Sofern nicht anders erwdhnt, sind die Substanzen von der Firma Sigma Aldrich Chemie
(Deisenhofen) bezogen. Fir die Losung der Substanzen wird aqua bidestillata verwendet,
welches im Physiologischen Institut hergestellt wird. Die Losungen werden monatlich
erneuert und bel einer Temperatur von 4 °C aufbewahrt. Vor Experimentierbeginn werden sie
gefiltert (Filtersystem: 0,2 um Filter, Renner, Darmstadt), der pH-Wert wird kontrolliert und
bei einer Abweichung vom pH-Wert wird eine neue Ldsung erstellt. Die Experimente werden
bei einer Temperatur von 24 +2 °C durchgefihrt.

Um TTX-resstente Natriumstrome zu untersuchen, werden modifizierte Extra und
Intrazellularldsungen verwendet. Zur externen Tyrode-Ldsung werden zur Blockierung TTX-
sengitiver  Natriumstrome 100  nmol/l  Tetrodotoxin  (TTX)  zugesetzt, die
gpannungsabhangigen Kaliumstrome werden durch 10 mmol/l Tetraethylammoniumchlorid
(TEA) blockiert (Hille, 1967). Um fur die whole-cell Konfiguration ideale Bedingungen zu
schaffen und den Strom zu verringern, wird die Natriumkonzentration auf 35 mmol/l gesenkt.
Dabei wird die Osmolaritét durch entsprechende Zugabe von Cholinchlorid ausgeglichen.

Unter der Abkirzung , Tris-Puffer wird Trighydroxymethyl]aminomethan (Tris)-Base
verstanden, die as Puffersubstanz eingesetzt wird. Bei der verwendeten Substanz EGTA
handelt es sich um (Ethylenglycol-Big b-Aminoethyl-Ether]-N,N,N’,N’ - Tetraacetat), bei
HEPES um (4-[2-Hydroxyethyl]-1-Piperazin-ethansulfonsdure). Der pH-Wert ist bei allen
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AulRenldsungen mit Tris-Puffer auf 7,4 eingestellt, fur die Innenldsungen wird ein pH von 7,2

verwendet.

2.3.1 AulZenlésungen

externe Tyrode mit TEA und TTX:

110 mmol/l Cholinchlorid, 35 mmol/l NaCl, 5 mmol/I KCl, 1 mmol/l CaCl,, 1 mmol/l MgCl,,
6 mmol/l Glucose, 10 mmol/| HEPES, 10 mol/l TEA, 100 nmol/l TTX

externe Tyrode:

145 mmol/l NaCl, 5 mmol/l KCI, 1 mmol/l CaCl,, 1 mmol/l MgCl,, 6 mmol/l Glucose, 10
mmol/| HEPES

Ca**- und M- freie externe Tyrode:

145 mmol/l NaCl, 5 mmol/l KCI, 6 mmol/l Glucose, 10 mmol/| HEPES

2.3.2 Innenlésung
interne CsF-Ldsung:
10 mmol/l NaCl, 140 mmol/l CsF, 3 mmol/l EGTA, 10 mmol/l| HEPES

2.3.3 Praparationsl 6sungen

Na&hrmedium

Das Néhrmedium ist eine Mischung aus folgenden Substanzen: 13,05 ml MEM (Minimum
Essentiadl Medium Eagle), 0,3 ml einer 200 mmol/l L-Glutamin-Ldsung, 0,15 ml einer
Penicillin/Streptomycin-Ldsung (3000 IE Penicillin, 3 mg Streptomycin) und 1,5 ml fétalem
Kédberserum (FCS). Diese Losung dient zur Aufbewarung der Hinterwurzelganglienzellen in
der Begasungskammer und auch zur Herstellung der Stammldsung fir die Enzymlésung 2
(siehe unten).

Enzyml6sung 1:

In3 ml Ca und Mgz+-freier Tyrode-Losung werden 9 mg Collagenase (Worthington Typ
CLS-1, 280 U/I, Biochrom, Berlin) und 3 mg Trypsin Typ-111-S (Sigma, Deisenhofen) gel6<t.
Enzymlésung 2:

In 2 ml Néhrmedium werden 0,2 ml Stammlésung der DNAse | und 0,1 ml Stammlésung des
Trypsin-Inhibitors gel 6st.

Stammldsung DNAse I1:

13 mg DNAse Il wird in 16,25 ml Nahrmedium gel6st.

Stamml6sung Trypsin-Inhibitor:
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25 mg Trypsin-Inhibitor wird in 12,5 ml Nahrmedium gel6st.

2.3.4 Toxine und kanalmodifizerende Substanzen

Tetrodotoxin (TTX) ist ein Alkaloid aus der Leber und den Ovarien des sehr giftigen
Kugelfisches aus der Familie der Tetraodontidae. Es handelt sich um ein sehr potentes Gift,
wobel 1 mg in der Lage ist, mehr as 7000 Mause zu téten. Bei einer Konzentration von 100
nmol/l fuhrt seine Anwendung zu einem selektiven und reversiblen Block von TTX-
sengitiven Natriumkanden (Narahashi et al., 1964). Vorherige Untersuchungen haben gezeigt,
dal’ diese Wirkung jedoch nur von der Membranauf3enseite erreicht wird (Koppenhtfer und
Vogd, 1969), so dal’ es der externen Losung zugeftigt worden ist. AulRerdem werden durch
TTX weder Potentialabhangigkeit noch Kinetik der Natriumkandle beeinflud (Hille, 1968;
Schwarz et al., 1973) und die Blockade ist unabhéngig vom jeweiligen Membranpotential.

Das quaterndre Ammoniummolekil Tetraethylammonium (TEA) gilt in der Literatur als der
klassische Blocker potentialabhéngiger Kaliumstrome. Hierbel wirkt es sowohl von der
Innen+ a's auch von der Aulenseite. Beschrieben ist dies erstmals von Tasaki und Hagiwara
(Tasaki und Hagiwara, 1957) fur Versuche am Tintenschneckenriesenaxon. Welitere voltage-
clamp Experimente am peripheren Froschnerven konnten das Blockierungsverhalten von TEA
genauer charakterisieren (Hille, 1967; Koppenhofer und Vogel, 1969).

Neben dem oben erwdhnten TEA ist das Casium-lon (Cs+) ebenfalls ein Blocker von
gpannungsabhangigen Kaiumstromen (Koh et al., 1992; Quayle et al., 1988). Dieser Effekt
wird von der Innenseite der Zellmembran erreicht, indem das lon in die Kanalpore eindringt
und diese verschliefdt (Hille und Schwarz, 1978). Dieses Phdnomen wird von Hille und
Schwarz als multi-ion-block beschrieben. Casum wird in dieser Versuchsanordnung
verwendet, um TEA-insensitive Kaiumstrome zu blockieren.

2.4 Der Losungswechsel

Die Applikation der Testsubstanzen efolgt mit einem nach Yelen modifizierten
Losungswechselsystem. Durch en hydraulisches System werden handelsiibliche 5 ml
Spritzen in Glaskapillaren entleert, die fir die Versuche in der Petrischale positioniert werden.
Durch ein Dauerinfusionsgerdt Perfusor 4 (B. Braun Melsungen AG, Melsungen) wird eine

konstante Strémung nach dem Hydraulikprinzip in dem Applikationssystem erzeugt, um die
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Zelen mit einem Flul3 von 1,5 mi/h zu umspilen, was einer Flul3geschwindigkeit von ca. 20
mm/min in den Réhren entspricht.

Nach einem erfolgreichen whole-cell Patch wird das Applikationssystem magnetisch am
Objekttisch fixiert. Dabei werden die Glaskapillaren vorsichtig in der Badlésung positioniert,
um dann die Patchpipette mitsamt der zu untersuchenden Zelle zum Lésungssystem zu fahren.
Die Pipette wird unter optischer Kontrolle wenige Millimeter in die Glaskapillare
hineingefahren, um eine konstante Umspllung mit der Testsubstanz zu gewdhrleisten. Erst
nach einer Umspllung der Zelle mit der Testlésung von mindestens einer Minute werden die
Messungen begonnen. Sie werden von der Kontrollregistrierung ausgehend mit der
niedrigsten Konzentration gestartet, um dann nach der héchsten Konzentration mit einer

weiteren Kontrollmessung die Reversibilitét der Wirkung zu kontrollieren.

2.5 Elektrophysiologische Technik und Ger dte

2.5.1 Pipetten

Die Patchpipetten werden aus Borosilikat-Glaskapillaren mit einem Auf3endurchmesser von
1,5 mm und einer Wandstédrke von 0,32 mm (CEEBEE 101-PS, Chr. Bardram, Svendborg,
Déanemark) hergestellt und mit einem Horizonta-Puller (Brown-Flaming Micropipette Puller,
Model P-97, Sutter Instrument Company, Science Products GmbH, Hofheim) direkt vor
Experimentierbeginn gezogen. Dabei wird die vorher mit Methanol gereinigte Glaskapillare
mit Hilfe eines fur diese Bedingungen konzipierten Programmes in funf Schritten durch eine
GlUihwendel getrennt, um elne sich verjlngende Glasspitze herzustellen.

Dafir wird die Glaskapillare an beiden Enden in eine Schraubvorrichtung eingespannt. Die
Mitte des Glasrohres ist von einer Titanwendel umgeben, die mit definierten Stromstérken
zum Glihen gebracht werden kann. Durch einen sanften Zug an den beiden eingespannten
Enden in Kombination mit der Erhitzung verjingt sich nun die Kapillare, bis sie schliefdich in
einer definierten GrofRe abreifdt. Durch diesen variablen Vorgang kann man die
OffnungsgrolRe der sich bildenden Spitze bestimmen. Direkt vor dem Versuch werden die
Pipetten an einem glihenden U-férmigen Platindraht angeschmolzen, um die Spitze nochmals
zu vekleinern, Entrundungen zu entfernen und von eventuellen Verunreinigungen zu
befreien.

Anschlieffend werden die Pipetten mit der internen Pipetten-Losung von der Rickseite beflillt,
und die verbletbenden Luftblasen werden durch vorsichtiges Schiitteln aus der Spitze entfernt.
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Bei den hier gezeigten Experimenten werden Pipetten mit einen Widerstand zwischen 0,7 und
1,2 MW verwendet.

2.5.2 Der Versuchsstand

Die mit Intrazelluldrlosung gefilite Glaspipette wird in einen Pipettenhalter eingeschraubt,
der in der Mitte eine Silberdrahtelektrode hat. Hierdurch wird ein elektrischer Kontakt
zwischen dem Eingang des Verstdrkers und der Losung beziehungsweise spéater der Zelle
hergestellt. Der Pipettenhalter ist mit einen Mikromanipulator (Mikromanipulator DC 6
Mérzhduser, Wetzlar) verbunden, der in einem Winkel von etwa 45° zur Horizontalebene
angeordnet ist. Dieser Mikromanipulator erméglicht eine dreiachsige Bewegung, mit der man
die Patchpipette unter mikroskopischer Sicht an die Zelle heranfihren und genau
positionieren kann.

Das Mikroskop des Versuchsstandes ist ein invertierendes Mikroskop (Modell IM, Zeiss,
Oberkochen) mit wahlweise 63-, 160-, oder 400-facher Vergroferung. Um Schwingungen
weitestgehend auszuschalten, sind der Pipettenhalter und Tisch einerseits und das Mikroskop
andererseits auf unterschiedliche Tragersysteme aufgebaut. Diese Konstruktion steht auf
einem schwingungsgedampften Tisch (IsoStation Vibration Isolated Workstation, Newport,
Irvine, CA, USA) mit Druckluft-Schwingungsddmpfern, um Erschitterungen durch die
Umgebung fernzuhalten.

Die vorliegenden Untersuchungen werden mit dem Patch-clamp Verstarker Axopatch 200B
(Axon Instruments, Foster City, CA, USA) vorgenommen, der mit einem handelsiiblichen
Personal Compuer (386DX-40MHz, MS-DOS 7.0) verbunden ist. Die Daten werden mit
einem 12 bit-AD-Wandler (Labmaster TM-40 AD/DA board, Scientific Solutions, Solon, OH,
USA) digitalisiert und zur weiteren Bearbeitung auf einer Festplatte gespeichert.

Die in dieser Arbeit angegebenen Spannungen beziehen sich auf die Innenseite der Membran
gegentiber der AulRenseite. Des weiteren stellen bel dargestellten Orginalregistrierungen nach

unten gerichtete Strome Einwértsstrome dar.

2.6 Datenerfassung und Auswertung

Zur Auswertung und Anayse der Experimente werden verschiedene Computerprogramme
eingesetzt. Die wahrend eines Experimentes gemessenen Strome werden durch das Programm
Clampex pClamp 6.0 (Axon Instruments, Foster City, CA, USA) auf der Festplatte eines
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Persondcomputers  aufgezeichnet.  Mit  diesem  Programm  kOénnen  zusétzlich
Impulsprogramme vorgegeben werden, die auf die jeweiligen Experimente angepald sind. Die
weitere Auswertung wird mit dem Programm ClampFit vorgenommen (Axon Instruments,
siehe oben), das die gewlinschten Parameter aus den Versuchen errechnet. Fur graphische
Darstellung, Kurvenanpassung und statistische Berechnung werden die Programme Fig P 5.0
(Biosoft, Cambridge, England) und Origin 5.0 (Microca Software Inc., Northamton, MA,
USA) vewendet, die Tabelenkalkulation wird mit dem Programm Microsoft Exel 7.0
durchgefihrt.

Datenpunkte in Abbildungen sind Mittelwerte, Fehlerbalken entsprechen dabei dem
Standardfehler des Mittelwertes.



3. Ergebnisse

3.1 Elektrophysiologische Eigenschaften des TT X-resistenten Natriumstromes

Spinalganglienzellen kdonnen aufgrund ihrer Eigenschaften in zwel Typen untertellt werden.
Pharmakologisch ist dafir das Gift des Kugelfisches (Tetrodotoxin, kurz TTX) hilfreich.
Grole DRG-Zdlen (A50 um) haben schnelle TTX-sensitive Stréme und bei kleinen und
mittelgrofien Spinalganglienzellen (A=<50 pm) findet sich eine Mischung aus TTX-sensitiven
und -resistenten Stromen. Durch Zugabe des Toxins werden die TTX-sensitiven Stréme
blockiert und die TTX-resistenten Natriumstrome isoliert. In dieser Arbeit werden TTX-
resistente Natriumstrome kleiner und mittelgrof3er Neurone von Hinterwurzelganglienzellen
erwachsener Ratten mit der Patch-clamp Technik untersucht.

Den pharmakologischen Untersuchungen des Stromes geht die Ermittlung der grundlegenden
elektrophysiologischen Eigenschaften der Zelle voraus. Ist eine Zelle ausgewahlt, wird ein
whole-cell Patch hergestellt (vergleiche Kapitel 2.1) und man stellt im voltage-clamp Modus
des Verstérkers ein Membranpotential von -90 mV ein. Mit Hilfe des Impulsprotokolls wird
die Zelle einem 50 ms dauernden hyperpolarisierenden Vorimpuls® nach -110 mV ausgesetzt,
um die komplette Aufhebung der schnellen Inaktivierung zu gewéhrleisten. Danach werden
Springe von 50 ms Dauer zu Potentidlen von -80 mV bis 60 mV in 10 mV Schritten
vorgenommen, um die Abhangigkeit des Stromes von der Membranspannung zu untersuchen.
Die durch diese Reize ausgelosten Strome sind fur eine kleine DRG-Zelle exemplarisch
dargestellt.

2 Durch diesen Vorimpuls kann man auRRerdem den Anteil des L eckstromes tiberpriifen, der ein Kriterium fiir die
Qualitét des Patches ist. In alen Experimenten ist ein Impuls verwendet worden, der das Membranpotentia
hyperpolarisierte.

35



3. Ergebnisse

A 60 mV

154 1(nA)

Abbildung 12: (A) lonenstréme einer kleinen DRG-Zelle in whole-cell Konfiguratuion (rechts
Fotografie der Zelle mit einer Pipettenspitze). Durch Testimpulse zu verschiedenen Potentialen
(Impulsprotokoll oberhalb der Orginalregistrierung) werden in Abhangigkeit vom Potential TTX-
resistente  Natriumstrome  ausgelost. (B)  Strom-Spannungs-Kurve  des  TTX-resistenten
Natriumstromes: Spitzenstrom der Registrierungen aufgetragen gegen das Testpotential (E).
Badlosung: Tyrode mit TEA und TTX, Pipettenlésung: CsF, Haltepotential: -90 mV. Durch Anpassung
der Gleichung 4 an die gewonnenen Datenpunkte erhélt man die Strom-Spannungs-Kurve.
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3.1.1 Spannungsabhangigkeit

Durch Auftragen des Spitzenwertes der Natriumstrome (INng) gegen das Potential des
Testimpulses (E) erhdlt man eine Strom-Spannungs-Kurve, aus der die Potentialabhangigkeit
des Natriumstromes erkannt werden kann (siehe Abbildung 12).

Dabei wird der Natriumstrom (lya ) in Abhdngigkeit vom Potential (E) durch das Ohmsche
Gesetz beschrieben.

Gleichung 2: INa(E) = Gna>(E - Ena)
Ina(E) = Funktion, die die Abhangigkeit des gemessenen
Stromes  (lva) vom  Membranpotential  (E)
beschreibt
Ena = Umkehrpotential (mV)

Ena Stellt das Gleichgewichtspotential und Gy, die Natriumleitfahigkeit dar. Gy, ist ebenfalls

von E abhangig und kann mit der Boltzmann Funktion beschrieben werden.

. Gna,
Gleichung 3: Gra(E) = —
l+e
Gna, max = maximale Natriumleitfahigkeit (S)
Ka = Steilheitsfaktor (mV)
E = Membranpotential
Eso, o = halbmaximales Aktivierungspotential (mV)

Setzt man Gleichung 3 in Gleichung 2 ein, so erhdlt man Gleichung 4.

GNa, max
(ESO,a- E)

l1+e K

Gleichung 4: Ina(E) = XE - Ena)

Durch nicht-lineare Kurvenanpassung an die Datenpunkte der StromSpannungs-Kurve
werden die Parameter ermittelt. Durch Mittelwertbildung der so gewonnenen Parameter aus
alen Experimenten erhdt man ein halbmaximales Aktivierungspotential (E,,) von -25+1 mV
(n = 128). Das Umkehrpotential des TTX-resistenten Natriumstromes (Ey,) liegt bei 27 +1
mV (n = 128). Die Zahlenangaben sind Mittelwerte £Standardfehler des Mittelwertes.

3.1.2 Inaktivierung

Die Potentidlabhangigkeit der schnellen Inaktivierung wird anhand von Inaktivierungskurven
ermittelt. Hier wird bel einem eingestellten Haltepotential von -90 mV ein 50 ms dauernder
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Impuls zu Potentialen von -130 mV bis 10 mV in 10 mV Schritten gegeben. Mit einem 10 ms

dauernden Testimpuls nach -10 mV wird dann der zu untersuchende Natriumstrom ausgel 6st.

Abbildung 13: Orginalregistrierungen
10 mvV zur Gewinnung einer Inaktivierungskurve.

Im oberen Teil der Grafik ist das
-10mv Impulsmuster dargestellt.  Ausgewertet
wird die maximale Stromamplitude im
-90 mV mittleren Bereich, die dem Natriumstrom
entspricht, bei dem die schnelle
-130 mV Inaktivierung  durch  den  Vorimpuls
beeinfluldt ist. Extrazellularlésung: Tyrode
mit 35 mmoll Na®, Intrazellularlésung:
CsF, Haltepotential: -90 mV.

Bel der Auswertung wird der gemessene Spitzenstrom (ln.) gegen das Potential des
Vorimpulses aufgetragen und dann durch Anpassung an Gleichung 5 das halbmaximale
I naktivierungspotential (Esp ;) bestimmt.

: I Na,
Gleichung 5 Ina(E) = ———
l+e
Ina = Natriumspitzenstrom (nA)
Eso, i = halbmaximales Inaktivierungspotential (mV)
ki = Steilheitsfaktor (mV)

Bel diesam Potential ist die Héafte adler lonenkande in den Inaktivierungszustand
Ubergegangen. Der Faktor k; beschreibt in der Gleichung die Steigung, adso die Starke der
Anderung der Inaktivierung in Abhéngigkeit vom Potential.

Fur das halbmaximale Inaktivierungspotential By hat sich ein Wert von -28 £1 mV, fur die
Steigung k; ein Wert von 6,3 £ 0,1 mV ergeben (n = 128).

Bei alen im weiteren Verlauf dargestellten Versuchen wird bel einem Haltepotential von -90
mV, das annghernd dem physiologischen Ruhepotential entspricht (Safronov et al., 1996), ein
hyperpolarisierender Vorimpuls von 50 ms nach -110 mV gegeben, um dann mit enem

depolarisierenden Impuls von ebenfalls 50 ms nach -10 mV zu springen. Dieser Impuls wird
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jede halbe Sekunde von neuem wiederholt (2 Hz), wobei eine Anzahl von zehn Impulsen
vorgegeben ist.

Bei einem Haltepotential (E) von -90 mV betragt die Amplitude des TTX-resistenten
Natriumstromes bel oben angegebenem Impulsmuster 64 £3,3 nA (27 Zdlen). Die
Depolarisation des Membranpotentials nach -70 und -60 mV bewirkt eine Abnahme des

Stromes auf 89 % beziehungsweise 77 %.

3.1.3 TTX-Empfindlichkeit

Durch Zusatz von Tetrodotoxin zu der Extrazellularldsung werden schnelle TTX-sensitive
Strome blockiert, wahrend die langsamen TTX-resistenten Strome unbeeinflufdt bleiben. Erst
durch extrem hohe Konzentrationen werden auch TTX-resistente Strome blockiert. Die
Abhangigkeit von der Konzentration ist anhand von Konzentrations-Inhibierungs-Kurven
bestimmt worden. Dabel wird die Veminderung des Natrium-Spitzenstromes in
verschiedenen Toxinkonzentration gegen den Spitzenstrom der Kontrolle in Beziehung
gesetzt. Die ermittelten Blockierungswerte werden gegen die logarithmisch dargestellte
Konzentration aufgetragen. Durch nicht-lineare Anpassung der Gleichung 6 an die Mel3werte

wird die halbmaximale Blockierungskonzentration (ICso) einer Substanz ermittelt.

. 1
Gleichung 6 fB(C) = ———
1+ 6éC509
eCg
I1Cs = halbmaximale Blockierungskonzentration
C = Konzentration
n = Hill-Koeffizient

Der Exponent n dieser Gleichung entspricht dem Hill-Koeffizienten. Er gibt die Steilheit der
Kurve an und ist ein Ausdruck dafir, wieviele Molekule fur die Blockade eines Kanals
bendtigt werden. Unter der Annahme, da3 ein Molekdl mit mindestens einem Kanal
interagiert, wird ein Hill-Koeffizienten von n = 1 eingesetzt.
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Abbildung14: Konzentrations-
Inhibitions-Kurven  fir  Tetrodo-
toxin-sensitve  und  -resistente
Strome. Der TTX-sensitive Strom
Ix (n) wird durch deutlich geringere

Konzentrationen blockiert als der
TTX-resistente (1). Durch eine
nicht-lineare Anpassung der
Parameter von Gleichung 6 an die
0,5 MeRwerte erhalt man ICs-Werte
von 1,8 0,3 20 mol/l (n = 5) fir
den TTX-sensitiven und 115 +15
A0°® moll (n = 4) fir den TTX-
; resistenten Natriumstrom.

TTX-S TTX-R

fraktioneller Block

0~ Z--- - - - -

10™® 10° 10® 107 10° 10° 10* 10° 107
TTX-Konzentration (mol/l)

Abbildung 14 zeigt, dal3 die TTX-resistenten Stréme durch ausreichend hohe Konzentrationen
im millimolaren Bereich durch Tetrodotoxin ebenfalls blockiert werden koénnen. Digenige
Konzentration, die den TTX-resistenten Strom blockiert, ist jedoch 60.000-fach hoher as die
von TTX-sensitiven Stromen.

Die Grau unterlegte Flache stellt den Bereich dar, in dem die Trennung von TTX-resistenten
und -sensiblen Stromen am besten erfolgt. Dies ist in einem Bereich zwischen 100 nmol/I und
1000 nmol/l. Fur diese Experimente werden 100 nmol/l gewahlt, da hier die geringste
Beanflussung der TTX-resistenten Strome besteht, auf der anderen Seite aber die TTX-
sensiblen Strome auch sicher blockiert werden. So wird sichergestellt, dal3 die Experimente an

einer ,reinen” Subpopulation gemacht werden.

3.1.4 Grof3e der Zellen

DRG-Neurone haben einen Zdldurchmesser zwischen 10 und 60 um. Fir diese Untersuchung
snd Zellen mit eéinem Durchmesser zwischen 20 bis 40 pum ausgewahlt worden, da TTX-
resstente Natriumstrome Uberwiegend an kleinen und mittelgrofen Spinalganglienzellen
vorkommen. Gezeigt werden kann das durch die Ergebnisse der eektrischen
Membrankapazitétsmessung, die proportional zur Zelloberflache ist und durch den Axopatch-

Verstéarker gemessen wurde.
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Zelldurchmesser (um)

40 20

30+

204

Anzahl der Zellen

10 +

@
S

10-14

15-19

I
30

20-24
25-29
30-34
35-39
40-44

Zellkapazitat (pF)

45-49

40

50-54

55-59

3.2 Die Untersuchung am Beispiel von Lidocain

Abbildung 15: Kapazitats-
verteilung aller untersuchten
Zellen(n = 183). Die elektrische
Kapazitdt wird durch die
Zellmembran verursacht und ist
direkt proportional zu ihrer
Oberflache. Sie wird ermittelt
durch  geeichte  kapazitive
Kompensation des Axopatch
200-B Verstarkers. Hierbei wird
nach Hille (Hille, 1992) bei
einer kugeligen Zellform von
einer Membrankapazitat von 1
uF/cn?  ausgegangen. Durch
mathematische Berechnung
lakt sich der Zelldurchmesser
ermitteln  (siehe Achse am
Kopfende). Die mittlere
Kapazitat betrdgt 32 +10 pF.
Die Linie stellt die Anpassung
mit einer GaulRfunktion dar.

Fur die eingehende Untersuchung des TTX-resistenten Natriumstromes ist zunéchst das

klassische Lokalanésthetikum und Klasse IB Antiarrhythmikum Lidocain ausgewahit worden.
Lidocain ist das bekannteste Amid-Lokaanasthetikum, das Uber enen Block der

Natriumkandle die Depolarisation der Zellmembran verhindert.

Der Strom wird wéhrend jedem Impuls registriert und Ubereinander dargestellt. Dieses Muster

wird in ansteigenden Lidocainkonzentrationen von 10, 30, 100 und 300 pumol/I durchgefiihrt.

Die Zelle wird jeweils mindestens eine Minute von der Testsubstanz umsplilt.
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10_’ 2 nA F ?

Kontrolle 10 pmol/l 30 umol/l
-10 mV b
omy_ [ 1
-110 mV
100 pmol/l 300 pmol/l Auswasch
Abbildung 16: Registrierung des TTX-resistenten Natriumstromes in  Kontrollésung,

ansteigenden Lidocainkonzentrationen und nach Auswaschen von Lidocain. Die Strome werden durch
das in der Abbildung dargestellte Impulsmuster zehnmal hintereinander im Abstand von 0,5 s (2 Hz)
ausgelost und fir jede Konzentration Ubereinander dargestellt; Extrazellularldsung: Tyrode mit TEA
und TTX, Intrazellularlésung: CsF; Haltepotential: -90 mV.

Der Natriumstrom wird durch Lidocain konzentrationsabhéngig blockiert. Bei geringen
Konzentrationen ist die Blockade durch die minimale Verringerung des Spitzenstromes im
Vergleich zur ersten Kontrollmessung erkennbar. Die Blockade ist voll reversibel, was durch
den Vergleich der Spitzenstrome in Kontrolle und Auswasch ersichtlich ist. Die Abnahme des
Spitzenstromes des ersten Impulses wird dabel as , tonische Blockade® bezeichnet. Wahrend
der folgenden Impulse reduziert sich der Spitzenstrom kontinuierlich auf eéinen Minimalwert,
der as, phasischer Block* oder use-dependent Block bezeichnet wird. In dieser Arbeit ist mit
use-dependent Block ausschliefdich die Blockade des zehnten Impulses gemeint.

Um dieEntwicklung des use-dependent Block ndher zu verdeutlichen, setzt man den
Spitzenstrom des zehnten Impulses in der jeweiligen Badkonzentration in Beziehung zum
Spitzenstrom der Kontrolle und bildet die Differenz zu eins. In Abbildung 17 sient man die
graphische Darstellung der Blockierung in Abhangigkeit von der Impulshummer. Man
erkennt fUr Lidocain einen stark ausgeprégten use-dependent Block. Dieser ist abhangig ist
von der Reizfrequenz (hier 2 Hz) und von der Reizdauer (hier 50 ms). Erhoht man die
Frequenz oder verlangert man die Dauer, so fuhrt dies zu einer Zunahme der phasischen
Blockade (nicht dargestellt).
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—@— 300 pmol/l Lidocain
—®— 100 pmol/l Lidocain

fraktioneller Block
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Impulsnummer
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Abbildung. 17: Blockade von
Lidocain in Abhangigkeit von der
Reizimpulsnummer far unter-
schiedliche Konzentrationen. Fur den
ersten Impuls erkennt man einen
relativ gering ausgepragten tonischen
Block, der sich im Verlauf der Impulse
verstarkt und einem scheinbaren
Minimalwert als use-dependent Block
entgegenstrebt. Zur Erstellung von
Konzentrations-Wirkungsbeziehungen
werden der erste (tonische) und der
zehnte Impuls verwendet.
Extrazellularlosung: Tyrode mit TEA
und TTX, Intrazellularlésung: CsF,
Haltepotential: -90 mV, Reizfrequenz:
2 Hz.

Da oben genannte Kriterien den use-dependent Block veréndern, werden im weiteren die

Reizparameter konstant gehalten.

Fir Lidocain wurde durch Konzentrations-Inhibitions-Kurven mit Anpassung an Gleichung 6

eine halbmaximale Blockierungskonzentration von 277 +17 pumol/l (n = 21) fur den tonischen

Block und von 79 +6 umol/l (n = 12) fur den use-dependent Block bei einem Haltepotential

von -90 mV ermittelt (siehe Abbildung 18).

3.3 Abhangigkeit der Lidocainwirkung vom Haltepotential

Wie oben bereits erwahnt, konnen viele Faktoren die Wirksamkeit eines Kanalblockers

verdndern. Hierzu zahit die Veranderung des Haltepotentials. Um zu untersuchen, inwieweit

die Blockade TTX resistenter Natriumkande vom Haltepotential abhéngig ist, werden

Konzentrations-Inhibitions-Kurven fir Lidocain bel weiter depolarisierten Haltepotentialen

von -70 und -60 mV gemessen.
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A tonisch B use-dependent
1,0
-90 mV
A -70mV
® -60mV

0,54

fraktioneller Block
fraktioneller Block

0,0-
T LLELLRLRL | LLELLRLRL | LLELLRLRL | rTTTTm
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Konzentration (umol/l) Konzentration (pumol/l)
Abbildung 18: Konzentrations-Inhibitions-Kurven  fiir Lidocain in  Abhangigkeit vom

Haltepotential fur den tonischen (A) und use-dependent (B) Block. Die Haltepotentiale werden
dargestellt durch folgende Symbole: -90 mV: Quadrat ; -70 mV: Dreieck ; -60 mV: Kreis. Die Kurven
sind durch Anpassung von Gleichung 6 an die Datenpunkte erstellt.

Es |&% sich zeigen, dald es zu einer deutlichen Zunahme der tonischen und in geringerem
Mal3e auch der phasischen Blockierungspotenz kommt. Die Zahlenwerte sind in Tabelle 3
dargestellt. Um den Effekt durch die Verdnderung des Membranpotentials zu verdeutlichen,
werden die  habmaximalen  Blockierungskonzentration in  Abhdngigkeit  vom
Membranpotential dargestellt.

Abbildung 19: Abhangigkeit der

300+ E halbmaximalen Blockierungs-
1 konzentrationen (ICsy) flr Lidocain
250 + vom gewahlten Haltepotential. Dabei
entsprechen die eckigen Symbole der
200 4 tonischer Block tonischen und die dreieckigen
= Symbole der phasischen Blockade.
g 1 Die entsprechenden Zahlenwerte sind
3 150 - in Tabelle 3 aufgefuhrt. Die grau
5 | unterlegte Flache stellt die systemisch
o 100 erreichten  Konzentrationen ~ von
A use-dependent Block Lokalanasthetika bei der
1 Schmerztherapie dar.
50 - A
0_ I T T T T T f
-90 -80 -70 -60

E (mV)




3. Ergebnisse

Folgende Werte haben sich durch nicht-lineare Anpassung an Gleichung 6 ergeben:

Blockade -90 mV -70 mV -60 mV
tonisch (umol/l) 277 £17 128 £19 53 5
(21) (6) ®)
DEE-E e 79 +6 53 5 23 +3
(umol/l) (12) (6) (5)
Tabelle 3: Halbmaximale Blockierungskonzentration von Lidocain bei den gewahlten

Membranpotentialen. Darstellung der MeRwerte als Mittelwert + Standardabweichung, untere Zahl:
Anzahl der Experimente.

3.4 Ergebnisse fur klinisch eingesetzten Schmer zther apeutika: Carbamazepin,
Mexiletin, Memantin, Amitriptylin und Gabapentin

Die fir Lidocan gezeigte Untersuchung wird nun auch fir das Antiepileptikum
Carbamazepin, das Antiarhythmikum  Mexiletin, das  Antiparkinsonmittel  und
Neuroprotektivum Memantin, das trizyklische Antidepressvum Amitriptylin und das
Antiepileptikum Gabapentin durchgefihrt. Diese Substanzen stellen ein breites Spektrum der
Therapie bei chronischen Schmerzzustdnden wie Phantomschmerz, diabetischer Neuropathie
oder ischamischer Neuropathie dar.

Die Durchfihrung der Experimente und die Auswertung der Ergebnisse erfolgt in gleicher
Weise wie fur Lidocain ausfuhrlich beschrieben. Abbildung 21 zeigt Konzentrations-

Wirkungskurven fiir den tonischen und use-dependent Block.
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Abbildung 20: Darstellung des Blockierungsverhaltens der Substanzen fir 300 pmol/l im
Vergleich zur Kontrolle (auBer Gabapentin: 3 mmol/l). Das Impulsprotokoll ist in gleicher Weise
Lidocain ausfihrlich beschrieben ist.

wie es

durchgefihrt worden,
Extrazellularlosung: Tyrode mit 35 mmoll Na®, Intrazellularlosung: CsF, Haltepotential: -90 mV,

Reizfrequenz: 2 Hz.

fur das Medikament
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Abbildung 21: Bestimmung der halbmaximalen Blockierungskonzentrationen (ICs;) von

allen gepriften Substanzen fur den tonischen und phasischen Block bei einem Haltepotential von
-90 mV zu bestimmen. Die eckige Symbole zeigen die tonische und dreieckige Symbole die phasische
Blockade.

Das Medikament Gabapentin blockierte bis zu einer Konzentration von 3 mmol/l den TTX-
resistenten Natriumkana nicht. Aus diesem Grund wurde es von der weiteren Auswertung
ausgeschlossen. Bel den dbrigen Medikamenten wurde das Haltepotential weiter depolarisiert.

Abbildung 22 zeigt das Absinken der 1Cs, durch weitere Depolarisation.
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Abbildung 22: Halbmaximale Blockierungskonzentrationen (ICsp) bei verschiedenen

Haltepotentialen von allen gepriiften Substanzen fiir den tonischen und use-dependent Block.
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3.5 Zusammenstellung der halbmaximalen Blockier ungskonzentr ationen

haben sich
Blockierungskonzentrationen der untersuchten Medikamente ergeben.

Zusammenfassend folgende Zahlenwerte fir die halbmaximalen

Halte- Impuls Lidocain Mexiletin Ami- Carba- Memantin
potential triptylin mazepin
Tonisch 277 17 258 + 18 18+1 216 + 22 178 + 13
(umol) (21) ®) (6) ®) (5)
-90 mV
Phasisch 796 143+ 8 2,7%£0,2 172 + 20 135+ 12
(umol) (12) ®) (6) ®) (5)
Tonisch 127 + 19 242 + 22 146 + 17
(umol/) (6) (6) )
-70 mV
Phasisch 53+5 100+ 9 118+ 14
(umol/) (6) (6) )
Tonisch 535 58+9 43+11 101+ 11 115+ 17
(umol) ®) (6) ®) ®) (4)
-60 mV
Phasisch 233 28+4 16 +£0,3 94 +11 116 + 16
(umol/l) ®) (6) ®) ®) (4)
Tabelle 4: ICsq fUr verschiedene Testsubstanzen bei allen Haltepotentialen. Gezeigt als

Mittelwert + Standardabweichung, untere Zahl: Anzahl der Experimente
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4.1 Der TTX-resistente Natriumkanal und chronische Schmer zsyndrome

In den letzten Jahren haufen sich die Beweise, dald der neuronale TTX-resistente
Natriumkanal eine entscheidende Rolle bei der peripheren Nozizeption und damit bei der
Entwicklung von chronischen Schmerzsyndromen spielt. Die Kande sind wichtig fur die
Generierung von Impulsen an peripher nozizeptiven Endigungen (Brock et al., 1998), ebenso
sind sie aber auch in der Lage, bereits generierte Aktionspotentiale in C-Fasern weiterzuleiten
(Quasthoff et al., 1995). Trotz Drosselung der Produktion nach Axotomie oder Zerstérung des
peripheren Nerven (Rizzo et al., 1995) sammeln sich die Kanédle an der Verletzungstelle des
Axons an (Novakovic et al., 1998). Die Anhdufung der Natriumkandle kann eine repetitive
Aktivitdt zur Folge haben, wie es bereits in Computersimulationen (Matzner und Devor,
1992) und elektrophysiologischen Experimenten (Matzner und Devor, 1994) gezeigt worden
ist. AulRerdem gibt es Hinweise darauf, dald auch TTX-sengtive Natriumkande bezug haben
zu ektopen Impulsen (Matzner und Devor, 1994). Die Rolle des TTX-resistenten
Natriumkanals im peripheren Nervensystem ist jedoch endrucksvoll demonstriert in
Experimenten an knockout Mausen (Akopian et al., 1999), die diesen Kana nicht besitzen.
Diese Tiere verhadten sich augenscheinlich normal, zeigen aber gegeniber mechanischen
Stimuli eine Analgesie und entwickeln verspétet eine inflammatorische Hyperalgesie.
Neuronale TTX-resistente Natriumkandle in primé sensorischen Nerven von DRG-Zélen
haben grundlegend andere eektrophysiologische Eigenschaften als TTX-sensitive. Die
Aktivierungs- und [naktivierungskinetiken sind langsamer und die Spannungsabhéangigkeit
sowohl der Aktivierung als auch der Inaktivierung liegen in depolarisierenderer Richtung as
beim TTX-sensitiven Natriumkanal (Elliott und Elliott, 1993). Diese Eigenschaften und ihre
kurze Refraktarphase lassen den Kanal ideal erscheinen, Impulse unter pathophysi ologischen
Bedingungen zu generieren. Der TTX-resistente Natriumkanal ist somit ein idedes Ziel fir
einen moglichen antinozizeptiven Mechanismus. Mittlerwelle ist der TTX-resistente
Natriumkana aus menschlichen Spinalganglienzellen kloniert worden (Rabert et al., 1998),
was seine Wichtigkeit fur die Nozizeption und mogliche antinozizeptive Therapien
unterstreicht. Leider sind bisher noch keine selektiven Blocker fir neuronale TTX-resistente
Natriumkandle gefunden worden, welche von grof3em Wert fur die Schmerzbehandlung
waren.

Die in dieser Arbeit verwendeten Pharmaka sind alle nichtselektiv und blockieren TTX-
senditive Natriumkandle sogar wirksamer als TTX-resstente. Die Abhangigkeit der
Blockierungspotenz vom Membranpotential kann jedoch von Relevanz sein fir den
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erfolgreichen Einsatz in der Schmerztherapie. In geschadigten peripheren Nerven éndert das
depolarisierte Membranpotential das Verhdltnis zwischen TTX-resstenten und -sensitiven
Natriumkanden zugunsten erster, dieses bildet die Grundlage fir spontane Aktivitét (Schild
und Kunze, 1997). Ein wichtiger Aspekt dieser Arbeit liegt darin, dal3 bei Depolarisation der
TTX-resistente Natriumstrom ohne Blockierung nur geringfiigig reduziert ist, so dal3 diese
Kande an spontanen Aktivitaten unter diesen Bedingungen mitwirken kénnen.

Die Arbeit zeigt weitergehend, dal3 ein depolarisertes Membranpotential kombiniert mit
repetitiver Aktivitét starken Einfluld auf die Blockierungspotenz von use-dependent Blockern
hat. So sinkt die halbmaximale Blockierungskonzentration fur Lidocain mehr as zwdlffach
von 277 UM bea -90 mV fur den tonischen Block auf 23 uM be -60 mV fir den use-
dependent Block bei einer Stimulationsfrequenz von 2 Hz (Tabelle 4).

Da nach intravendser Verabreichung die therapeutische Plasmakonzentration von Lidocain
nahe an oben genannter Konzentration liegt (Tanelian und Maclver, 1991; Wallace et al.,
1996), wird der Strom durch den TTX-resistenten Natriumkanal reduziert und damit die von
diesen Kandlen generierte spontane Aktivitét. Lidocain kann somit direkt den
Impulsentstehungsprozeld in einem ektopen Zentrum eines geschadigten Nerven hemmen.
Ahnlich wie fur Lidocain steigt bei Depolarisation und wiederholter Stimulation der Zellen
die Affinitat fir Mexiletin (9-fach) und Amitriptylin (11-fach), hat jedoch nur geringe Effekte
auf Carbamazepin und Memantin (Tabelle 4).

Natriumkandle des Zentralnervensystems und des Herzens sind weniger empfanglich fir diese
Medikamente, weil diese Zellen im physologischen Zustand ein relativ negatives
Ruhemembranpotential besitzen, das eine normale Erregung in diesen Geweben wahrt.

Der Einflull vom Membranpotential auf das Blockierungsverhalten von Lokalanasthetika ist
ein gut untersuchtes Phadnomen, welches in anderen Prdparationen an TTX-sensitiven
Natriumkandlen untersucht worden ist (Strichartz, 1987). So steigt zum Beispie die
halbmaximale Blockierungskonzentration von Bupivacain-Enantiomeren funffach bei
Anderung eines 5 s langen Vorimpulses von -120 mV auf -70 mV bel TTX-sensitiven
Natriumkanden von GHs-Zellen der Ratte (Wang und Wang, 1992). Bei Ila Natriumkandlen
des Rattenhirns steigt die Affinitdt zu Lidocain, Carbamazepin und Phenytoin, wenn das
Ruhemembranpotential depolarisiert wird (Ragsdale et al., 1991). Jedoch inaktivieren TTX-
sendtive Kandle im Gegensatz zu TTX-resistenten bel einer Depolarisation zu Potentialen,
bei denen sich ihre Affinitét hebt. Die Depolarisation von -128 mV zu -66 mV verdndert die
Affinitét oben genannter Gehirnzellen zu den Medikamenten radikal, reduziert jedoch auch
den Strom um 90 %. Das ist ebenso ersichtlich bel TTX-insensitiven (nicht resistenten)
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Herznatriumkanden, wie es von Bean (Bean et al., 1983) gezeigt ist. Hier zeigte sich ein 30-
facher Anstieg der Affinitdt von Natriumkanden aus Purkinjefasern des Kaninchen zu
Lidocain bel einer Depolarisation von -90 mV nach -60 mV. Ebenso ergab sich alerdings
auch eine Reduktion des Natriumstromes um 99 %.

Der Anstieg der Potenz in Abhangigkeit vom Membranpotential wird erklart mit der
Modulated Receptor Hypothese (Hille, 1977; Hondeghem und Katzung, 1977). Grundlegend
basiert diese Hypothese auf der Vermutung, dal3 Natriumkande in inaktiviertem Zustand eine
hohere Affinitaét zu Wirkstoffen haben as Kandle im Ruhezustand. Da die Anzahl der
inaktivierten Kande bei weiter depolarisiertem Potential zunimmt, wird die Gesamtaffinitét
gegeniuber Lokaanéasthetika hoher. Im Gegensatz dazu inaktivieren neuronale TTX-resistente
Natriumstrome in  dem Potentialbereich nicht, in dem ene Zunahme der
Medikamentenaffinitdt beobachtet wurde, so dald bei -60 mV der Natriumstrom noch fast
vollstdndig erhalten ist. Aus diesem Grund ist es unwahrscheinlich, dal3 die gestiegene
Affinitdt aus einer Zunahme an inaktivierten Natriumkandlen resultiert. Das wird
weitergehend unterstiitzt durch Inaktivierungskurven, welche bei Lidocan um 5 mV in
hyperpolarisierender Richtung verschoben sind, bei TTX-sensitiven Strémen jedoch um 20
mV (Hille, 1977). Weil die Modulated Receptor Hypothese jedoch grofie Verschiebungen der
Inaktivierungskurve verlangt, ist dieses nicht passend fur den Block des TTX-resistenten
Natriumkanal durch Lokalanasthetika. So ist der Ubergang in einen zweiten Ruhezustand,
eine spontane kurze Offnung oder eine Induktion der langsamen Inaktivierung eher Ursache
fur den spannungsabhdngigen Block. Hier mussen jedoch noch weitere Anaysen der
Stromkinetiken von whole-cell und single-channel Experimenten gemacht werden, um

molekul are M echanismen des Phanomens zu erklaren.

4.2 Klinische Therapie

Ektope Aktionspotentiale des Nerven konnen sowohl auf peripherer Seite (Nystrom und
Hagbarth, 1981; Ochoa et al., 1982), as auch an der Spinalganglienzelle selbst entstehen
(Strichartz, 1987; Study und Kral, 1996). Sowohl Lidocain (Devor et al., 1992; Chabal et al.,
1989) ds auch Mexiletin (Chabal et al., 1989) sind in der Lage, diese Impulsgenerierung zu
unterdricken. Die notige Lidocan-Konzentration, um neurde Verletzungsmpulse
halbmaximal zu unterdriicken, liegt bei 24 pmol/l (5,7pg/ml) (Tanelian und Maclver, 1991).
Die minimale Lidocain-Plasmakonzentration fir eine Schmerzunterdriickung liegt bei 6
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pmol/l (1,5 pg/ml) (Wallace et al., 1996), der Plasmaspiegel fur Carbamazepin liegt zwischen
21-72 pmol/l (5-17 pg/ml) fur die Behandiung von Neuralgien (Moosa et al., 1993). Die
Plasmakonzentration von Mexiletin liegt bel 4-7 pmol/l (0,75-2,18 pg/ml) (Ohashi et al.,
1984) bel einer oralen Applikation von 450 mg, und die Konzentration von Amitriptylin liegt
zwischen 0,3 - 0,5 pmol/l (93-140 ng/ml) (Perry et al., 1994). Einzubeziehen zu den
Konzentrationen ist die Lipophilie der Medikamente. Sie 183 letztendlich im Nerven selbst
eine noch hohere Konzentration zu, kann jedoch nicht ermittelt werden.

Aus den hier dargestellten Daten kann geschlossen werden, dal3 nur Lidocain, Mexiletin und
Amitriptylinin in der Lage sind, ektope Impulse von TTX-resistenten Natriumkanden zu
unterdriicken. Carbamazepin und Memantin blockieren den Strom nicht in systemischen
Konzentrationen und Gabapentin hat keinen Einflufd auf den Strom. In einer Arbeit von Abdi
wurde dargestellt, da3 Lidocain und Amitriptylin periphere Nervenimpulse in einem
chronischen Schmerzmodell der Ratte unterdriicken, wohingegen Gabapentin keine Effekte
besitzt (Abdi et al., 1998). In einer Arbeit von Burchiel (Burchiel et al., 1988) reduzierte
Carbamazepin Impulse in A-Fasern von Neuromata des N. saphenus, welche keine TTX-
resstenten Natriumkandle enthalten, mit einer Konzentration von 33 pmol/l (7,9 pg/ml).

Effekte auf C-Fasern, die TTX-resistente Natriumkanale enthaten, wurden nicht untersucht.

4.3 Aushlick

In dieser Studie wurden Strome von Zellen gemessen, die von gesunden Ratten gewonnen
worden sind. TTX-resistene Natriumstrome von Zellen eines Rattenmodells mit
neuropathischen  Schmerzsyndrom  (chronische  Ligaturverletzung) zeigen  andere
elektrophysiologische Eigenschaften, zum Beispiel eine Verschiebung der Aktivierung und
Inaktivierung zu einem negativeren Potential (Kral et al., 1999). Unter diesen Bedingungen
konnen die Zdlen empfindlicher auf use-dependent Blocker reagieren, da die
Spannungsabhangigkeit der Medikamentenaffinitdt ~ verbunden ist mit der
Spannungssensitivitét des Kanals, und diese zu negativeren Potentidlen verschoben wird.
Weitere Studien an Stromen des chronischen Schmerzmodells werden dieses kléaren.

Dear TTX-resstente Natriumstrom des peripheren Nervensystems setzt sich aus mehreren
Komponenten zusammen. Mindestens zwel verschiedene Natriumkandle bilden den gezeigten
Strom. Dieses ist demonstriert worden in whole-cell Experimenten (Rush et al., 1998; Scholz
et al.,, 1998) Einzelkanalandysen (Rush et al., 1998), und molekularbiologischen
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Untersuchungen (SNS/PN3 und SNS2/NaN) (Tate et al., 1998). Durch diese Untersuchungen
zeigte sich, dal3 nur der SNS/PN3 Kanal eine Rolle fir die Ausbildung eines neuropathischen
Schmerzsyndromes spielt. In der dargestellten Arbeit wurden jedoch nur whole-cell
Experimente des TTX-resistenten Natriumstromes gemacht. Es war nicht Aufgabe der
Untersuchung, unterschiedliche Effekte der Medikamente auf unterschiedliche Typen des
TTX-resstenten Stromes zu studieren. Weitergehend missen erst die physiologische und
pathophysiologische Funktionen der peripheren Sengbilitét geklart werden, bevor solche
Untersuchungen interpretiert werden konnen.

Zusammengefal¥ ist die analgetische Wirkung der use-dependent Blocker Lidocain, Mexiletin
und Amitriptylin auf die durch das depolarisierte Membranpotential in geschadigten Zellen
bedingte Selektivitdt fur TTX-resistente Natriumkande gegentber TTX empfindlichen
Natriumkandlen intakter  Zellen  zurickzufthren. Die  Wechsewirkung — hoherer
Konzentrationen mit TTX-sensitiven Kanden beschrankt alerdings ihre Verwendung, da hier
eine dampfende Wirkungen auf die Erregbarkeit anderer Gewebe vorkommt. In naher
Zukunft konnten hoch selektive Blocker des TTX-resstenten Natriumkanas gefunden
werden, und es kann davon ausgegangen werden, dald damit neue potente und

nebenwirkungsarme Schmerzmittel zur Verfiigung stehen.



5. Zusammenfassung

Systemisch  applizierte  Natriumkanalblocker koénnen die  Schmerzsymptomatik  bel
bestimmten Schmerzformen verbessern, der hier zugrunde liegende Mechanismus ist jedoch
unverstanden. Pathophysiologisch spielen TTX-resistente Natriumkande eine entscheidende
Bedeutung fir die Entstehung von ektopen Impulsen, die letztendlich zu neuropathischen
Schmerzsyndromen fuhren. In der vorliegenden Arbeit wurden Stréme durch oben erwéhnte
lonenkande mit Hilfe der Patch-clamp Methode in whole-cell Konfiguration an enzymatisch
dissoziierten DRG-Zellen erwachsener Ratten aufgezeichnet. Hier wurde die Wirkung
verschiedener klinisch eingesetzter Natriumkanalblocker an den Natriumkanden ausgetestet.
Dabel wurde besonderen Wert auf die Auswirkung von Membranpotentialanderungen auf die
habmaximale Blockierungskonzentration (ICs) gelegt. [1Cs-Werte  wurden  durch
Konzentrations-Blockierungs-Kurven bel  Haltepotentialen von -90 , -70 und -60 mV
bestimmt.

Lidocain, Mexiletin und Amitriptylin blockierten den TTX-resistenten Natriumkanal
konzentrationsabhangig und use-dependent. Die Medikamente Carbamazepin und Memantin
blockierten nicht use-dependent, Gabapentin zeigte keinen Effekt bis zu einer Konzentration
von 3 mmol/l. Weiterhin reduziert sich der TTX-resistente Natriumstrom bei Depolarisation
des Membranpotential s ohne blockierende Substanzen nur geringfiigig.

Daraus |8/ sich folgern, dal3 ein weniger negatives Membranpotential und repetitive Aktivitét
die Sensitivitdt des TTX-resistenten Natriumkanales fur die Medikamente Lidocain, Mexiletin
und Amitriptylin erhthen, so dal3 die in der klinischen Therapie erreichten systemischen
Konzentrationen die Kanafunktion beeinflussen. Diese Kanaleigenschaft kann eine
Veringerung des Schmerzempfindens durch reduzierte Aktivitdt der ektopen Zentren ohne

Beeinflussung von zentralen oder kardialen Erregungen erklaren.
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