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Zusammenfassung
Lokalanisthetika hemmen die Aktivitit humaner NMDA-Rezeptoren im Xenopus laevis
Expressionssystem: Die Rolle der Protein Kinase C

Svenja Katharina Schauerte

Einleitung: Die Aktivierung des NMDA-Rezeptors trigt zur Empfindung von postoperativer
Hyperalgesie bei. In Studien an freiwilligen Probanden konnte gezeigt werden, dass durch
intravendse Gabe von Lokalanisthetika (LA) die Entstehung gesteigerter Schmerzzustinde
verhindert wird. Eine mégliche Erklirung fiir diesen vorteilhaften Effekt ist die Hemmung der
NMDA-Signaltransduktion durch LA. Aus diesem Grund wird in dieser Studie die Auswirkung von
LA auf die NMDA-Rezeptorfunktion untersucht.

Methodik: Der im Menschen vorkommende NMDA-Rezeptotkomplex NR1A/2A  wurde
rekombinant in Xenopus laevis Oozyten expremiert. Nach der Rezeptorexpression wurden die
Spitzenstrtéme nach Stimulation mit Glutamat/Glyzin (ECsp) durch Zwei-Elektroden-Voltage-
Clamp-Technik bestimmt. Das Membranpotential wurde bei —70 mV gehalten. Zur Untersuchung
der Wirkung der LA wurden die Zellen vor der Messung fiir 10 min in Bupivacain, Levobupivacain,
S-(-)-Ropivacain (10°-104M), R-(+)-Ropivacain (104M) oder Procain (10-“M) inkubiert. Der
Einfluss des Protein Kinase C (PKC) Hemmstoffs Chelerythrine (5x10°M) und der Effekt des
PKC-Aktivators Phorbolester (10-°M) wurde ebenfalls studiert.

Ergebnisse: Native Zellen reagierten nicht auf die Applikation des Agonisten. NMDA-Rezeptor
expremierende Zellen antworteten mit Einwirtsstromen (1,1£0,08uA). Alle getesteten LA
hemmten die Antwort auf die Agonisten konzentrationsabhingig. Die Wirkung war reversibel und
stereoselektiv. Der PKC Inhibitor hatte keinen zusitzlichen hemmenden Effekt zu dem von
Bupivacain. Nach Inkubation in Bupivacain fithrte der PKC Aktivator zu keiner Stimulation.
Diskussion: Alle getesteten LA haben konzentrationsabhingig die Aktivierung des NMDA-
Rezeptors gehemmt. Dieser Effekt kénnte eine Rolle bei der verminderten Hyperalgesie und
Opiattoleranz nach systemischer LA Gabe spielen. Der Mechanismus scheint tiber Hemmung der

PKC zu laufen.
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1. EINLEITUNG

Lokalanisthetika (LA) haben neben der allgemein bekannten Blockade von
Natriumkanilen noch weitere interessante Effekte. Sie modulieren tber unterschiedliche
Mechanismen  eine  Vielzahl  zellulirer =~ Abldufe, wie die Gerinnung, die
Entzindungsreaktion, die Fibrinolyse, die Plittchenaggregation und die Mikrozirkulation
(24,25,28). Zusitzlich beeinflussen sie die Entstehung von Schmerzempfindungen. In
klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass sowohl nach systemischer Gabe von niedrig
dosiertem Lidocain, als auch nach einer Einzeldosis eines LA im Rahmen einer
Spinalanalgesie deutlich seltener Hyperalgesien auftreten (11,21,37,38,75). Auch der
postoperative Analgetikabedarf sinkt und Patienten klagen tber weniger Schmerzen
(11,22). Die genauen Mechanismen, die diesen Effekt verantworten, sind allerdings noch
unbekannt.

Durch Koppert et al. wurde 1999 gezeigt, dass niedrig dosierte systemische LA das
Auftreten von gesteigerter Schmerzempfindlichkeit tiber einen zentralen Wirkmechanismus
reduzieren (37).

Kombiniert man dieses Ergebnis mit der Erkenntnis, dass NMDA-Rezeptoren an der
Entstehung von Hyperalgesie und Opiattoleranz beteiligt sind (1,2,8,12,20,22,61,77), liegt
die Vermutung nahe, dass der positive Effekt von LA auf postoperative Schmerzzustinde
teilweise auf die Hemmung der NMDA-Rezeptoraktivierung zurtickzufthren ist und wird
experimentell untersucht. Auch die Frage, ob es Unterschiede in der Wirksamkeit
verschiedener LA gibt, wird berticksichtigt. So werden nicht nur LA vom Amid- und
Estertyp miteinander verglichen, sondern auch der Einfluss der Stereoisomerie niher
studiert.

Weiterhin wird untersucht, iber welchen Mechanismus LA ihten hemmenden Einfluss auf
die Rezeptoren austiben. Bekannt ist, dass die Funktion der NMDA-Rezeptoren
grof3tenteils tiber den Zustand der Phosphorylierung geregelt wird (81,83). Eine
bedeutende Rolle spielt hierbei die Protein Kinase C (PKC). Sie aktiviert den Rezeptor
durch Phosphorylierung des C — terminalen Segments (45,47). Daher untersucht diese
Studie zusitzlich die Hypothese, dass LA die Aktivitit des NMDA-Rezeptors indirekt tiber
Hemmung der PKC beeinflussen.



Folgende Fragen liegen der Arbeit zugrunde:

1. Wie wirken sich LA auf die Aktivierung des NMDA-Rezeptors durch die

physiologischen Agonisten Glutamat und Glyzin aus?

2. Ist der Effekt der LLA reversibel?

3. Besteht ein Wirkungsunterschied zwischen LA vom Amid- und Estertyp?

4. Wie ist der Wirkmechanismus der LLA?



2. METHODIK

2.1.  Xenopus laevis

Fir die Arbeiten und Experimente lag die Genehmigung der Bezirksregierung Minster mit

der Referenznummer A 40/2000 vor.

2.1.1. Eigenschaften

Die Untersuchungen werden an Oozyten des Studafrikanischen Krallenfrosch Xenopus laevis
durchgefiihrt. Sie gehoren zu der Gattung der Zungenlosen (Pipidiae). Krallenfrosche sind
aquatile (also stindig unter Wasser lebende) Tiere. Sie atmen iiber Lungen und zum Teil
auch Uber die Haut. Der Korper ist eiférmig und trigt einen kleinen Kopf. An den
schwachen Vorderbeinen befinden sich die vier Finger ohne Schwimmbhiute mit den 3
namensgebenden dunklen Krallen. Sie dienen der Futtersuche und helfen beim Fressen.
Die Hinterbeine hingegen sind stark muskul6s. Zwischen den finf Zehen befinden sich
Schwimmbhaute. Der Ricken ist dunkel (braun-grau-griinlich), der Bauch und die
Schenkelunterseiten meist beige. Die Weibchen wachsen schneller als die Minnchen und
sind zusitzlich an der ausgestilpten, wulstigen Kloakenpapille zu erkennen. In der
Forschung sind Xenopus laevis beliebte Versuchstiere. Friher nutzte man die Reaktion der
Frosche auf das Humane Choriongonadotropin (HCG) in der Schwangerschaftsdiagnostik
(65). Daher kam auch die Bezeichnung Apothekerfrosch. Mittlerweile werden die Eizellen
wegen des guten Translationsapparates geschitzt. Nach Injektion von artfremder
messenger-RNA expremieren sie das korrespondierende Protein (23,50). Dadurch wurde in
elektrophysiologischen Untersuchungen an Oozyten ein wichtiger Beitrag zum Verstindnis
G-protein-gekoppelter Rezeptoren und anderer Membranproteine geleistet. Es gelingt
sogar die Expression von funktionellen Neurotransmitterrezeptoren und Ionenkanilen in
Oozyten (6,72). Auch bei der Identifizierung von Gensequenzen und der Kontrolle von

Genen bei der DNA-Klonierung (23,50) spielen sie eine entscheidende Rolle.



Abbildung 1: Xenopus laevis, ausgewachsenes Weibchen

2.1.2. Haltung und Fitterung

Die Tiere der Gattung Xenopus laevis werden von der Firma Kihler (20249 Hamburg,
Deutschland) bezogen. Die Kolonie besteht aus sechs weiblichen Tieren des afrikanischen
Krallenfrosches und wird in einem 250 1 fassenden Tank gehalten. Der Behalter ist zu 2/3
mit Wasser gefiillt. Dieses muss zuvor mindestens 48 h abstehen. Die Qualitit wird durch
eine chemische Aufbereitung (Aqua—Safe®, Tetra GmbH; 43904 Melle, Deutschland) und
einen Tonenaustauscher (Klarfilter 77SN, Cillit; 69191 Schriesheim, Deutschland) gesichert.
Um das Herausspringen der Frosche aus dem Becken zu vermeiden, ist es mit einer
Plexiglasscheibe ~ zugedeckt.  Zusitzlich  sind ~ Tonrohre  und  -ziegel  als
Versteckméglichkeiten eingebracht. Eine an eine Zeitschaltuhr (Typ 46402, Unitec; 63450
Hanau, Deutschland) gekoppelte Leuchtstoffrohre (Typ Multilux, Juwel Aquarium GmbH;
27356 Rotenburg/Wimme, Deutschland) imitiert einen 12 h Tag-/ Nachtrhythmus. Die
Raumtemperatur liegt konstant zwischen 18 - 20° C. Durch eine Saugpumpe (Typ 2224,
Eheim GmbH; 73779 Deizisau, Deutschland) wird das Wasser kontinuierlich umgewilzt,
gefiltert und mit Sauerstoff angereichert. Die Fitterung findet 2-mal pro Woche mit

handelstublichem Froschfutter statt. Um die Frosche unterscheiden zu kénnen, werden sie



in Narkose mit flissigem Stickstoff auf dem Riicken markiert. In der gleichen Sitzung
injiziert man den Weibchen 500 IE Gonadotropin (Sigma Aldrich Laborchemikalien
GmbH; 30926 Seelze, Deutschland) in den dorsalen Lymphsack, um die Follikelreifung zu

stimulieren und bessere Ertrige bei der Oozytengewinnung zu erzielen (66).

2.1.3. Gewinnung der Oozyten

Der zu operierende Frosch wird fiir ca. 15 — 20 min in ein separates Becken mit einer
0,2 prozentigen Methyl-3-Benzoat-Lésung (WA 17475, Sigma Aldrich Laborchemikalien
GmbH; 30926 Seelze, Deutschland) gesetzt. Das Betdubungsmittel wird tber die
Schleimhaut absorbiert. Die ausreichende Narkosetiefe wird durch ausbleibende
Reaktionen auf leichte Schmerzreize bestitigt. Fir die Operation lagert man das Weibchen
in Riickenlage auf zerstolenem Eis. Die Hypothermie wirkt unterstiitzend auf die Narkose.
Der Operationsbereich im unteren lateralen Bauchbereich wird gesdubert und tiber einen
1 cm langen Hautschnitt erfolgt die schichtweise Priparation der Faszien, Muskeln und des
Peritoneums. Besondere Vorsicht gilt hierbei dem Darm, der unter keinen Umstinden
verletzt werden darf. Ist das Peritoneum gedffnet, entnimmt man mit Hilfe einer Pinzette
einen ca. 200 Eizellen umfassenden Lappen aus dem Ovar. Die Wunde wird in zwei
Schichten mit resorbierbaren FEinzelknopfnihten (Vicryl 4-0, Ethicon GmbH; 22851
Norderstedt, Deutschland) verschlossen. Nach Beendigung des Eingriffs wird das Tier
zum Abbau der Narkose fur 24 h in einem eigenen Becken mit frischem Wasser gehalten

und bei einem weiteren unauffilligen Verlauf in die Kolonie zuriickgesetzt.

2.1.4.  Aufbau der Oozyten

Die Oogenese von Xengpus laevis kann in sechs Stadien unterteilt werden. Die in dieser
Studie benutzten Oozyten der Reifestadien V und VI (17) haben einen Durchmesser von
ca. 1 mm. Sie besitzen einen animalischen, durch zytoplasmatische Granula briunlich
pigmentierten und einen vegetativen, hell gelblich-griinen Pol. Die beiden Hemisphiren
sind durch ein unpigmentiertes Aquatorialband voneinander getrennt (79). Im Bereich des
helleren Pols befindet sich iberwiegend die zellulire RNA (10). Der Zellkern und grof3e
Teile des endoplasmatischen Retikulums liegen in der dunklen Hemisphire (69). Die Zelle



ist von mehreren Hiullen umgeben (15,18). Von innen nach auBlen finden sich folgende
Schichten (15):

- eine glykoproteinhaltige Vitellinmembran

- die Follikelzellschicht, tiber Gap-junctions mit der Oocyte in Kontakt

- die Theka, bestehend aus kollagenem Bindegewebe, Fibroblasten, Nerven- und

Gefil3zellen und glatter Muskulatur

- das einschichtige Plattenepithel des inneren Ovarepithels
Diese Hullen stabilisieren einerseits die Oozyte (48,68), behindern jedoch die
elektrophysiologischen ~ Untersuchungen (51,53). Deshalb werden bis auf die
Vitellinmembran alle Schichten durch proteolytische Enzyme entfernt, siehe hierzu den

Abschnitt Priparation.

o oMmE

Abbildung 2: Xenopus laevis Oozyten, schematische Einteilung nach Dumont

2.1.5. Praparation

Der Vorgang, die Oozyten von ihren verschiedenen Follikelhillen zu befreien, wird
Defollikulation genannt. Es besteht die Moglichkeit dies entweder mechanisch oder
enzymatisch zu unternehmen (15,17). Die von uns verwendeten Zellen wurden
ausschlieflich enzymatisch durch Kollagenase (Clostridiopeptidase A, EC 3.4.24.3 von
Clostridium histolyticum, Boehringer Mannheim GmbH; 68298 Mannheim, Deutschland)
defollikuliert.

Mit 2 Pinzetten trennt man das Follikellippchen vorsichtig in kleinere Sticke. Dadurch
vergroBert sich die Angriffsfliche fiir die Kollagenaselésung. Das Enzym Kollagenase wird
in Oocyte-Ringer-Solution 2 (OR-2-Losung) in der Konzentration 1 mg/ml gelést. Die
Einwirkzeit der Losung auf die Oozyten betrigt bis zu 2 h, in denen das Gemisch auf
einem IKA-Schittler (Modell MTS 4; IKA-Werke, 79219 Staufen, Deutschland) behutsam
geschwenkt wird. Unter dem Mikroskop lisst sich der Defollikulationsgrad kontrollieren.
Ist dieser ausreichend, werden die Zellen mehrmals mit OR-2-Losung gespilt. Dadurch

wird die Enzymwirkung gestoppt und ibrige Follikelhaut- und Zellbestandteile kénnen



abgegossen werden. Die vollstindig defollikulierten Zellen werden in einer mit
Modifizierter-Barth-Losung (MBS) geftllten Petrischale bei 16 — 18° C in einem Inkubator
aufbewahrt. Bevor die Oozyten fur elektrophysiologische Experimente oder

mRNS -Injektionen benutzt werden kénnen, miissen sie fiir ca. eine Stunde ruhen (79).

Abbildung 3: Defollikulierte Oozyten des Stadiums V und VI

2.2.  Losungen

Die Grundlage aller Losungen bildet destilliertes und deionisiertes Wasser. Die jeweiligen

Substanzen werden gemill den weiter unten angegebenen Konzentrationen abgewogen

und unter Durchmischung mit einem Magnetrithrer (RH basic 2 IKAMAG®, IKA® Werke
GmbH & Co. KG; 79219 Staufen, Deutschland) in der entsprechenden Menge Wasser
gelost. Mit einem pH-Meter (Knick, Typ 507; 48249 Dilmen, Deutschland. pH-Elektrode
von Schott, Blueline 12 pH; 55122 Mainz, Deutschland) ermittelt man den pH-Wert und
korrigiert diesen gegebenenfalls durch Zugabe von 1 molarer NaOH- bzw. HCI-Losung
auf den benoétigten Wert.

Levobupivacain wurde bezogen von Abbott (Eindhoven, Netherlands), S-(-)-Ropivacain
von der Fa. AstraZeneca, Deutschland und R-(+)-Ropivacain von Astra USA (Astra USA
Inc., Westborough, USA). Alle anderen Chemikalien stammen von der Fa. Sigma Aldrich
(Sigma Aldrich Laborchemikalien GmbH; 30926 Seelze, Deutschland).



2.2.1. Standardlésungen

Barium-Tvrodes (Tyr-Ba):

Die calcium- und magnesiumfreie-Tyrodes-Losung dient neben der Verdinnung von
Konzentrationsreihen hauptsichlich als Spulfliissigkeit bei den Messungen. Die Oozyten
von Xenopus laevis besitzen physiologischer Weise calciumabhingige Chloridkanile (44,79).
In der Spulflissigkeit enthaltenes Calcium wiirde diese Kanile aktivieren und die
Messergebnisse verfilschen. Barium hat nur einen sehr geringen bis gar keinen Einfluss auf
diese Kanile (79). Daher haben wir den Ladungstriger Calcium durch Barium ersetzt. Der
Verzicht auf Magnesium erklért sich durch die dadurch hervorgerufene Rezeptorblockade.

Die genaue Zusammensetzung lautet wie folgt:

Substanz Menge
Bariumchlorid (BaCl,) 10 mM
Dextrose 10 mM|
Kaliumchlorid (KCI) 5 mM|
Natriumchlorid (NaCl) 150 mM
[Tris-HEPES 10 mM|

pH-Wert 7,4

Modified Barth Solution (MBS):

Hauptsichlicher Verwendungszweck der MBS ist die Aufbewahrung der Oozyten. Gerade
nach der Defollikulation und Mikroinjektion sind die Zellen aufgrund der angegriffenen
Zellmembran besonders gefihrdet durch bakteriellen Befall. Daher werden der Losung
Antibiotika zugesetzt. Bevor dies geschieht wird die Losung autoklaviert, um potenzielle

Erreger schon im Vorfeld abzutéten. Der pH-Wert ist auf 7,4 einzustellen.



Substanz Menge
|Calciumchlorid (CaCl,) 0,41 mM
|Calciumnitrat (Ca,NO;) 0,3 mM|
Gentamicin 0,1 mg/ml
Kaliumchlorid (KCI) 1 mM|
Magnesiumsulfat (MgSO,) 0,82 mM
Natriumchlorid (NaCl) 88 mM
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO;) 2,4 mM
Penicillin 0,1 mg/ml
Tris-HEPES 15 mM

Oocytes-Ringer-Solution (OR-2):

Die OR-2-Lésung ist bei der Defollikulation von Bedeutung. In ihr wird die Kollagenase
gelost. Weiterhin dient sie als Spiilflissigkeit, um die Kollagenasereaktion zu stoppen. Auch
diese Losung ist frei von Calcium, da es durch Calcium zur Aktivierung von Proteasen

kommt, welche die Oozyten schidigen (51). Der pH-Wert wird auf 7,5 eingestellt.

Substanz Menge
Kaliumchlorid (KCI) 2 mM
Magnesiumchlorid (MgCl,) 1 mM|
Natriumchlorid (NaCl) 82,5 mM|
Tris-HEPES 5 mM|

2.2.2.  Die Agonisten Glutamat und Glyzin

Am NMDA-Rezeptor unterscheidet man den spezifischen Agonisten NMDA vom
physiologischen Agonisten Glutamat und Glyzin. Im Korper wird Glutamat auf einen
adaquaten Stimulus hin aus nozizeptiven Schmerzfasern in den synaptischen Spalt

ausgeschtttet (64). Glyzin hingegen liegt stindig in ausreichender Konzentration im



synaptischen Spalt vor, sodass bei gleichzeitiger Anwesenheit der Rezeptor aktiviert werden
kann (30). Nur wenn beide Agonisten anwesend sind, kann es zur erfolgreichen Stimulation
kommen. Man spricht in diesem Fall von Co-Agonisten.

Glutamat und Glyzin werden in Tyr-Ba verdiinnt und miteinander zu einer 10° molaren
Losung gemischt. Die Agonistenlosung wird mehrmals in der Woche erneuert, um einen

Wirkungsverlust zu vermeiden.

2.2.3. Lokalanasthetika

Lokalanisthetika sind schwach basische Amine, die lipophil sind. Als saures Salz reagieren
sie hydrophil. In der wissrigen Injektionslosung bildet sich ein Gleichgewicht zwischen
dem dissoziierten, wasserloslichen Kation und der nichtdissoziierten, lipidloslichen Base.
Sie unterliegen der Henderson-Hasselbach-Gleichung, bei der die nichtionisierte und

ionisierte Form im Gleichgewicht stehen:

[HCO;]
pH = 6,11 + log

[H,CO;]

Bestimmt wird dieses Gleichgewicht durch die Dissoziationskonstante K, einer
substanzspezifischen Gréfle, welche gemill dem Massenwirkungsgesetz in Abhangigkeit
zum pH-Wert steht. Liegen gleich viele Molekiile in ionisierter und nicht ionisierter Form
vor, ist der pH-Wert gleich dem pK -Wert. Fir die meisten LA liegt dieser Wert zwischen
dem pH-Wert 7,5 und 9. Da nur lipophile, somit nichtionisierte Molekiile die Zellmembran
ohne Hilfe von Pumpen oder Kanilen durchdringen kénnen, ist es fir unsere Versuche
also wichtig, moglichst wenig ionisierte Molektle in der Losung vorliegen zu haben und
trotzdem nah am physiologischen pH-Wert zu bleiben. Nachdem die ungeladenen
Molekiile den Lipidlayer passiert haben, werden sie gemil3 der Henderson-Hasselbach-
Gleichung bei dem dort vorherrschenden Milieu zum groB3ten Teil wieder in die ionisierte
und aktive Form uberfihrt.

Die Versuche werden mit den in der klinischen Praxis am hiufigsten benutzten LA

durchgefiihrt.
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Ausgehend vom kristallinen Pulver der jeweiligen LA wird eine 0,5 prozentige Losung
hergestellt (0,5 g/100 ml Tyr-Ba). Durch schrittweises Verdunnen um den Faktor 10

werden Verdiinnungsreihen im Bereich von mM bis uM angesetzt.

2.2.4. Der Protein Kinase C Inhibitor Chelerythrine

Die Protein Kinase C aktiviert den NMDA-Rezeptor tiber die Phosphorylierung des C-
terminalen Segments (45,47). Chelerythrine als Inhibitor der Protein Kinase C reduziert
den Phosphorylierungsgrad und damit die Aktivitit des Rezeptors.

Chelerythrine liegt als orangenes, schwer 16sliches Pulver vor und wird in DMSO und

Wasser zu einer 5 x 10° M Losung verdinnt.

2.2.5. Der Protein Kinase C Aktivator PMA

Der Phorbolester PMA gilt als Aktivator der Protein Kinase C. Er sorgt fiir eine Zunahme
der Phosphorylierung der PKC und aktiviert somit indirekt den NMDA-Rezeptor. PMA

wird in MBS zu einer 10°M Lésung verdinnt.

2.3. Der NMDA-Rezeptor

Der getestete NMDA-Rezeptor besteht aus NR1 und NR2 Untereinheiten. Die von uns
benutzten Subtypen NR1A, bestehend aus ca. 3000 Basenpaaren (bp), und NR2A, ca. 5500
bp, erhielten wir von Dr. P. J. Whiting (Neuroscience Research Centre, Merck Sharp &
Dohme, Hatlow, Essex, UK) als komplementite DNS (cDNA) in pcDNAI/Amp
Vektoren. Die Plasmide wurden in pBluescript transformiert und positive Klone auf einem
Nihrmedium angeziichtet. Sie konnten so auf die gewiinschte Menge amplifiziert werden.
Um mittels In-Vitro-Transkription eine komplementire RNS (cRNA) zu erhalten, mussten
die Plasmide zuvor mit Restriktionsenzymen linearisiert werden. Die Nuklease Xbal
durchtrennt die Plasmidringe der Untereinheit NR1A an einer definierten Stelle. Ebenso
verfihrt die Nuklease EcoRV mit den Plasmiden der Untereinheit NR2A. Die

Umschreibung in RNS geschah unter Einbezichung eines kommerziell erhiltlichen Kits

(mMessage mMachine™ T7 Kit; Ambion Inc., Austin Texas, USA). Darin enthalten waren

die Startsequenz, die Ribonukleotide ATP, UTP, GTP und CTP, die Bakteriophagen-
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RNA-Polymerase T7 und der Ribonukleaseinhibitor RNAsin. Zusammen mit der
aufgearbeiteten cDNA wurden diese Substanzen fiir 1 h im Wasserbad bei 37° C inkubiert.
Durch Hydrolyse der als Matrize dienenden cDNA wird die mRNA-Synthese gestoppt.
Dies geschah durch 15-mintitige DNAse-Zugabe. Nach Hitzedenaturierung wurde eine
7-Methylguanosingruppe an das Kopfende geheftet. Das 3-OH-Ende hingegen wurde
polyadeniert. Im Weiteren wurden 25 pl Lithiumchloridlésung und 30 pl RNAse-freies
Wasser hinzugegeben und das Gemisch fir 1 h bei -20° C inkubiert. Nach dem
Zentrifugieren bei 15000 U/min wurde der Uberstand abpipettiert, das Sediment mit 70
prozentigem FEthanol aufgefillt und erneut zentrifugiert, um freie Ribonukleotide zu
entfernen. AnschlieBend wurde der Alkohol vaporisiert und das entstandene Pellet in
RNAse-freiem Wasser gelost. Die Konzentration der so erhaltenen mRNA wurde
photometrisch ermittelt und anschlieBend mit RNAse freiem Wasser auf 0,2 ng/pl
verdinnt. Beide Untereinheiten wurden in einem Gewichtsverhiltnis von 1:5 gemischt,
zentrifugiert und bis zum Gebrauch bei -80° C portionsweise aufbewahrt. Dieses

Verhiltnis ist notwendig, um einer homomeren Rezeptorexpression vorzubeugen.

2.3.1. Mikroinjektion

Ziel der Mikroinjektion ist die Expression des NMDA-Rezeptorkomplexes auf der
Oozytenmembran. Dazu werden den zuvor defollikulierten Oozyten des Stadiums V und
VI nach Dumont (17) mittels eines halbautomatischen Microinjectors (Nanoject;
Drummond Scientific, Broomall, PA, USA) 32,2 nl der vorbereiteten NR 1A/2A
kodierenden mRNA injiziert. Dies entspricht 6 ng der NR1/NR2A Untereinheiten in
einem Verhaltnis von 1:5, gelost in 30 nl RNAse freiem Wasser.

In einem vertikalen, mikroprozessor-gesteuerten Elektrodenpuller (Micropipette Puller, P
30, Sutter Instruments Co., Novato, CA, USA) werden Silikatglaskapillaren (Hilgenberg
GmbH; 34323 Malsfeld, Deutschland) ausgezogen. Unter Sicht durch eine Stereolupe
(Stereo-Zoom 4, Leica Microsystems GmbH; 64625 Bensheim, Deutschland) wird die
Spitze der Kapillare in einen Wassertropfen getaucht und auf einen Durchmesser von ca.
10 um gebrochen. Die blasenfrei mit Mineral6l (M 5904, Sigma Aldrich Laborchemikalien
GmbH; 30926 Seelze, Deutschland) befillte Kapillare spannt man in den Mikroinjektor
ein. Die Spitze des Injektors gleitet in der Glaskapillare und ermdglicht es, je nach

Programmierung, genau definierte Mengen der RNS zu injizieren.
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Auf eine mit sterilem Laborfilm (Parafilm M, Laboratory Film, American National Can;
Greenwich, CT, USA) beklebte Petrischale werden mit einer Handpipette 2-3 pl der
aufgetauten mRNA gegeben. Mittels des Mikromanipulators (MN-3333, Narishige
International USA INC.; East Meadow, NY, USA) taucht man die Spitze der Kapillare in
den Tropfen. Dieser wird daraufhin durch den Mikroinjektor in die Injektionskappilare
gesogen. Man kann dabei deutlich die Bildung eines Ol-Wasser-Spiegels erkennen. Bei der
Injektion schwimmen die Oozyten in einer mit MBS gefiillten Petrischale und werden
unter der Stereolupe positioniert. Die Spitze der Kapillare wird in die helle Hemisphire der
Zelle eingestochen und nach betitigen des Injektors wird die gewtinschte Menge von
32,2 nl mRNA injiziert. Das erfolgreiche FEinbringen der mRNA ist anhand der
GroBenzunahme des Eizelldurchmessers zu kontrollieren. Bevor die Zellen fir die
Messungen zu Verfiigung stehen, werden sie fir 48-72 h in MBS bei 16° C inkubiert.
Tiglicher Wechsel des Mediums und das Entfernen beschidigter Zellen erhéhen den
Ertrag brauchbarer Zellen.

2.4.  Elektrophysiologie

2.4.1.  Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp

Die Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Technik  ist eine etablierte Methode zur
Untersuchung  von Membranpotentialen groler Zellen (60). Das Grundprinzip
funktioniert folgendermal3en:

Das Membranpotential der Zellen wird konstant bei einem bestimmten Wert gehalten
(geclampt) und der Strom gemessen, der zur Aufrechterhaltung dieses Potentials notwendig
ist (27). Die Ladungsverluste iber Kanaloffnungen werden ausgeglichen und die dafiir
notwendige Ladung als Messparameter aufgezeichnet. Der Begriff Membranpotential
bezeichnet die Spannung, bei welcher der Ladungsaustausch tber die Membran in beide
Richtungen gleich grof3 ist. In dieser Studie werden die Oozyten auf einem
Membranpotential von — 70 mV gehalten. Dazu bendtigt man zwei Elektrodenpaare, von
denen jeweils eine intrazellulir und eine extrazellulir liegt. Die intrazellulir liegenden
Elektroden bezeichnet man auch als Mikroelektroden. Die Spannungselektrode mit einem
Widerstand (R) von 1-2 MQ hat einen Spitzendurchmesser von 3-5 pm. Der Durchmesser
der Spitze der Stromelektrode soll bei 7-9 um liegen. Der Widerstand betrigt 0,5-0,7 M£2.

Die Elektroden werden blasenfrei mit 3 molarer Kaliumchloridlésung gefillt und in die
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Elektrodenhalter (ESW-FxxV fir die Spannungs- und E45W-FxxVH fir die
Stromelektrode; Warner Insrument Corporation) eingespannt, welche wiederum auf den
Mikromanipulatoren (MN-3333; Narishige International USA INC., East Meadow, NY,
USA) befestigt sind. Dadurch ist es moglich unter Sicht durch eine Stereolupe (Stereo-
Zoom 4, Leica Microsystems GmbH; 64625 Bensheim, Deutschland) die Mikroelektroden
prizise in die Eizellen einzustechen. Um die elektrische Leitung zu gewihrleisten taucht ein
Silberdraht (AGT10-W, Harvard Apparatus LTD) in die Kaliumchloridlésung. Durch
Chlorierung des Drahtes wird das Potential zur Losung erniedrigt und es kommt zu einem
reibungslosen Stromverlauf. Zwei Silberdrihte in der Messkammer bilden die jeweiligen
extrazellulir liegenden Elektrodenpartner. Eine bildet die Erdungselektrode und die andere
die Bezugselektrode fir die Spannungselektrode und dient der Ermittlung des
Membranpotentials. Der dafur bendtigte Strom wird tber die Strom- und
Erdungselektrode bestimmt. Die Elektroden sind mit dem Oozyten-Klemm-Verstirker
(Oocyte Clamp Amplifier Model OC-725C; Warner Instrument Corporation) verbunden,
mit dem sich ein Membranpotential einstellen und die dazu notige Ladungsmengen
applizieren lisst. Um die Messungen auch erfassen und in einem PC speichern zu kénnen,
ist noch ein Artefakte reduzierender Filter (WIC: LPF-100B: Low Pars Bessel Filter,
4-Pole) nachgeschaltet.
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------------------------------------------------------------------------------------

Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp

- P—
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H
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Technik. Die Oozyte
wird im MefBbad von der Spiilflissigkeit umspiilt und mit beiden Elektroden punktiert. Das
Membranpotential wird durch die Spannungs- und Bezugselektrode bestimmt. Der Strom, der
notwendig ist, um das Membranpotential auf -70 mV zu halten, wird tiber die Stromelektrode
zugefiihrt. Die bendtigte Strommenge errechnet der Verstitker durch Verschaltung mit der
Erdungselektrode. Die in ihrer Wirkung auf die expremierten NMDA-Rezeptoren zu
untersuchenden Substanzen werden in das Me3bad gegeben (*).

2.4.2. Software

Mit der oben beschriecbenen Methode koénnen Ionenstrome tber die Membran
elektrophysiologisch erfasst werden. An die dafiir verwendete Software werden besondere
Anforderungen gestellt. Die Oozyten haben ein groes Volumen und dadurch auch eine
grofle Membrankapazitit. Das Programm muss also grofle Strome verarbeiten konnen.
Weiterhin dauern rezeptorgesteuerte Potentialsteuerungen oft tiber Minuten an. Die von
uns genutzte Ooclamp-Software ist auf diese Anforderungen abgestimmt worden (19). Um
Storeinflisse durch das normale Stromnetz zu minimieren, wird das Signal mit 125 Hz
aufgezeichnet. Aufgezeichnet und gespeichert wird ein Intervall von 120 sec, wobei die
Messung schon 5 sec vor der Agonistengabe beginnt. Das Signal wird umgehend graphisch

dargestellt, d.h. die Messungen koénnen in Echtzeit verfolgt werden. Dadurch koénnen
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Messungen mit Zellen, die nicht in der Lage sind, das Membranpotential zu halten, direkt
erkannt und jederzeit abgebrochen werden. Gleichzeitig ermoglicht das Programm eine
einfache Auswertung der Daten. Die Verinderung des Membranpotentials durch einen
Bariumeinstrom in die Zelle nach entsprechender Aktivierung des Rezeptors wird in pA
gemessen und sowohl durch das Integral als auch durch den Wert des maximalen

Einwirtsstroms widergespiegelt.

2.5. Messvorrichtung

Im Zentrum der Messvorrichtung befindet sich ein Kunstoffbad mit einem Volumen von
0,5 ml, in welches in eine mittige Vertiefung die Oozyte gelegt wird. Die Mikroelektroden
werden an beiden Seiten so positioniert, dass sie problemlos in die Zellen eingestochen
werden koénnen. Eine Stereolupe erleichtert die Beobachtung. Der Zulauf fur die
Spulflissigkeit (Tyr-Ba) und die Agonisten befindet sich an der linken Seite des
Wasserbades. Um ein gleichmiBliges Umsptlen der Zelle und Durchlaufen der
Messkammer zu garantieren wird der Fluss auf 5 ml/min eingestellt. An der
gegeniiberliegenden Seite des Bades befindet sich eine Vakuumpumpe, die uberfliissige
Flussigkeit absaugt und so einen kontinuierlichen Fluss ermdglicht. Die fir die

elektrophysiologischen Messungen benétigte Apparatur ist im Kapitel 2.4. beschrieben.

2.5.1. Messprotokoll

Eine einzelne Oozyte wird in die 0,5 ml fassende Messkammer gelegt und mit der
Spullésung mit einem konstanten Fluss von 5 ml/min umspult. Die Spulflissigkeit (Tyt-
Ba) ist frei von Magnesium- (Mg”" blockiert den NMDA-Rezeptorkomplex) und
Kalziumionen (Kalzium stimuliert endogen vorhandene Chloridkanile). Als Ladungstriger
dienen Bariumionen. Am Boden der Kammer findet sich eine kleine Einkerbung, damit die
Zelle nicht wegschwimmt. Die dunkle nach oben zeigende Hemisphire besitzt die gro3ere
Rezeptordichte und wird von den Mikroelektroden penetriert. Vor dem Einstechen werden
sie jedoch in der Spullsung kalibriert. Halten die Zellen tiber 1 min das Membranpotential
von — 70 mV und wird dazu kein groBlerer Strom als 1 uA bendtigt, sind sie fiir die
Messungen geeignet. Die Messung wird gestartet und die Zelle nach 5 sec fiir 20 sec mit

dem Agonisten perfundiert. Der Fluss betrigt ebenfalls 5 ml/min. Der Agonist wird durch
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die Spullésung wieder ausgewaschen und die Messung liuft weiter, sodass eine Messung
insgesamt 120 sec andauert. Gemessen wird die Verinderung des Membranpotentials
durch einen Bariumeinstrom in die Zelle nach entsprechender Aktivierung des Rezeptors.
Die Strome zur Wiederherstellung des Ausgangswertes werden registriert, der Spitzenstrom
ermittelt und die Daten gespeichert. Dieser Messvorgang wiederholt sich stindig, sowohl

bei den Kontrollzellen, als auch bei zuvor in verschiedenen Medien inkubierten Zellen.

2.5.2.  Studienprotokoll

Die vorbereiteten Oozyten wurden in die Messvorrichtung eingespannt. Messungen
erfolgten zunichst mit dem physiologsichen Agonisten Glutamat (10° M), bzw. dem
rezeptorselektiven Agonisten NMDA (10° M), in Kombination mit dem obligatorischen
Co-Agonisten Glyzin (10° M) in EC,, Konzentration. Die EC;, Konzentrationen der
Agonisten Glutamat und Glyzin wurden in anderen Untersuchungen fir dieses Modell
ermittelt. Als Kontrollgruppe wurden NMDA-Rezeptor expremierende Zellen gemil3 dem
obigen Messprotokoll mit den physiologischen Co-Agonisten Glutamat und Glyzin (jeweils
10° M) fiir 20 sec umspiilt und die Messung aufgezeichnet.

Um die Wirkung der LA zu untersuchen, wurden NMDA-Rezeptor expremierende
Oozyten zunichst fur jeweils 10 min in den verschiedenen LA inkubiert und dann gemal3
dem Protokoll gemessen. Es wurden Bupivacain, Levobupivacain und S-(-)-Ropivacain in
Konzentrationen von 10” bis 10*M, R-(+)-Ropivacain 10*M und Procain 10™*M getestet.
Der Einfluss der Protein Kinase C (PKC) wurde untersucht. Vor der Messung erfolgte die
Inkubation der Zellen im PKC Hemmstoff Chelerythrine (5x10° M) fiir zunichst 50 min
und daraufhin fiir weitere 10 min in einem Gemisch aus Cheletythrine (5x10° M) und
Bupivacain 10* M.

Zur Beurteilung des hemmenden Effektes der LA bzgl. der PKC Aktivierung in NMDA-
Rezeptor expremierenden Oozyten gab es zwei Ansitze. Die erste Gruppe der Zellen
wurde zunichst fiir 5 min in ein Gemisch aus PMA (10°M) (PKC-Aktivator, Phorbolester)
und Bupivacain (10" M) gefolgt von weiteren 5 min in Bupivacain (10 M) eingelegt. In der
zweiten Gruppe erfolgte eine nacheinander folgende Inkubation von 5 min in 10°M PMA
und 10 min 10™* M Bupivacain.

Fir die Reversibilitatstestung wurde das Studienprotokoll leicht abgewandelt, es erfolgten

mehrere Messungen an einer Zelle. Zunichst erfolgte die Messung der Antwort auf den
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Agonisten, diese diente als Kontrollwert. Nach 10-miniitiger Inkubation des LA 10* M
erfolgte die erneute Messung der Antwort auf Agonistengabe, gefolgt von einer weiteren

Messung nach 10-minttiger Auswaschung des LA durch MBS.

2.6.  Statistik

Die Daten werden mittels eines IBM kompatiblen PC erfasst und ausgewertet. Zur
weiteren  statistischen ~ Auswertung und graphischen Darstellung werden die
Computerprogramme Sigmaplot 5.0 und Sigmastat (Statistical Solutions; Saugus, MA,

USA) verwendet.

2.6.1.  Deskriptive Statistik

Die deskriptive Statistik dient der ersten Veranschaulichung, ob es zwischen zwei Gruppen
verschiedene Hiufigkeitsverteilungen bzgl. bestimmter Merkmale gibt. Mittelwert, Median,
Standardabweichung und Minimal- bzw. Maximalwerte der Variablen werden bestimmt.
Offenbaren sich Unterschiede zwischen den Gruppen, folgt eine weitere Analyse
hinsichtlich statistisch signifikanter Unterschiede. Die Irrtumswahrscheinlichkeit p liegt bei
p = 0,05.

Alle Ergebnisse bestehen aus Messungen an mindestens 10 Oozyten von wenigstens 3
nicht identischen Fréschen. Dieses Vorgehen dient der Berticksichtigung der allgemeinen
Variabilitit, da sich sowohl die Zellen verschiedener Tiere, als auch die eines Tieres bzgl.

GroBe, Reifestadium und Alter stark unterscheiden kénnen.

2.6.2. Student’s t-Test

Die Studentische Verteilung ist eine statistische Methode zur Beurteilung und Auswertung
von Messergebnissen unter Berticksichtigung der vorliegenden Anzahl von
Einzelergebnissen und der Freiheitsgrade des Systems. Unter den Freiheitsgraden f wird die
Anzahl der frei und unabhingig voneinander variablen Messwerte einer Messreihe
verstanden. In dieser Studie wird der t-Test fir unverbundene Stichproben verwendet.

Getestet wird, ob in normalverteilten (parametrischen) Ergebnisreihen, bezogen auf den
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Mittelwert und die Standardabweichung, eine Abweichung zwischen zwei Gruppen zufillig

besteht.

2.6.3. Rangsummen-Test (Mann-Whitney-Wilcoxon)

Der Rangsummen-Test wird hinzugezogen, wenn es sich um nicht normalverteilte
Ergebnisreihen handelt. Es handelt sich um einen Test fiir unverbundene Stichproben mit
stetigen Merkmalen. Die Varianz soll in den beiden zugehérigen Grundgesamtheiten gleich

verteilt sein. Eine Uberpriifung auf Ubereinstimmung der Lage findet ebenfalls statt.

2.6.4. Hill-Gleichung

Die Dosis-Wirkungskurven werden mir Hilfe der Hill-Gleichung erstellt:

n

X

f (X) — ymin+(ymax_ ymin) 1_—n
X501+ X

Wobei y,., und y,,. die Extremwerte der Antworten, n den Hillkoeffizienten und x5, den
Punkt der halbmaximalen Antwort darstellen. Sind y,,, und y,, bekannt und ist xs,
abzuschitzen, kann mittels Niherung aus den Werten der Ordinate und der Abszisse der
optimale Kurvenverlauf sowie die Abweichungen von der Kurve quantifiziert werden. Der
Hillkoeffizient n ist auBerdem ein Mal} dafiir, wie viele Liganden bendtigt werden, um den
Rezeptor zu stimulieren. Er sollte unter optimalen Bedingungen also moglichst gut einer
ganzen Zahl entsprechen (n = 1, 2, 3 etc.). Die Giite der angepassten Kurve bezeichnet

man auch als Fitting. Sie wird als . ausgedrickt und liegt im Idealfall bei 1.
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3. ERGEBNISSE

3.1.  Native Oozyten expremieren keinen NMDA-Rezeptor

Oozyten, denen keine NMDA-Rezeptor kodierende mRNA injiziert wurde, reagieren nicht
auf die Zugabe von Glutamat und Glyzin. Ebenfalls zeigen sie keine Einwirtsstrome nach
Applikation des spezifischen Agonisten NMDA und Glyzin.

Defollikullierte Zellen, denen nur die Trigerlosung fiir die NMDA-Rezeptor-RNA injiziert
wurde (RINAse-freies Wasser), zeigen ebenfalls keine Reaktion auf Glutamat und Glyzin

bzw. NMDA und Glyzin.

3.2.  NMDA-Rezeptor expremierende Zellen reagieren auf Agonistenapplikation

Zellen, denen 48 — 72 h zuvor NMDA-Rezeptor kodierende mRNA vom Typ NR1A/2A
injizierte wurde, reagieren mit einwirtsgerichteten Bariumstrémen auf die Zugabe von

Glutamat und Glyzin bzw. NMDA und Glyzin.
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uninjected, glu + gly (EC,,)

—
\

injected, glu + gly (EC,)

Abbildung 5: Antworten verschiedener Oozyten auf Agonistengabe. Native Oozyten von Xenopus
laevis antworten nicht auf die Zugabe von Glutamat und Glyzin bzw. NMDA und Glyzin. Bei mit

NMDA kodierender mRNA der Untereinheiten NR1A/2A injizierten Oozyten ruft die ECsg
Applikation von Glutamat und Glyzin Einwirtsstréme hervor.
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3.3.  Antworten auf den spezifischen und den physiologischen Agonisten sind identisch
Die Antwort auf den selektiven Agonisten NMDA (10° M) in Kombination mit Glyzin
(10° M) dient der pharmakologischen Identifizierung und der funktionellen Uberpriifung
des NMDA-Rezeptors. Es besteht kein Unterschied zu den Antworten, die durch die

physiologischen Agonisten Glutamat und Glyzin der EC,; hervorgerufen werden.

Im Weiteren erfolgt daher die Verwendung des physiologischen Agonisten Glutamat in
Kombination mit Glyzin.

—

injected, NMDA + gly

0.5 pA
10 sec

Abbildung 6: Identische Rezeptorantworten auf den spezifischen und physiologischen Agonisten.
Der selektive Agonist NMDA (10> M) erzeugt in Kombination mit Glyzin (105 M) identische
Rezeptorantworten im Vergleich zu denen der physiologischen Agonisten Glutamat und Glyzin
(ECso).
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3.4. Die Antwort der Oozyten ist von der Glutamatkonzentration abhingig

Ist der Glyzinanteil in der Agonistenlésung konstant, reagieren die Oozyten, welche den
NMDA-Rezeptor expremieren, konzentrationsabhingig auf verschiedene
Glutamatkonzentrationen. Die Konzentration von Glyzin liegt konstant bei 10 uM. Die
Wirkung von Glutamat wird in einer Konzentrationsspanne von 1 nM — 1 mM untersucht.

Mit Hilfe der Hill-Gleichung konnte die EC,, von Glutamat bei konstant gehaltener
Glycinkonzentration fir den NR1A/2A-Subtyp des NMDA-Rezeptors bestimmt werden.
Sie liegt bei 8,0 x 10° M mit einem SEM (Standardfehler des Mittelwertes/standard error of
mean) von £ 2,9 x 10° M. Der fiir den NR1A/2A-Subtyp ermittelte Maximaleffekt (E, )
liegt bei 2,0 £ 0,16 pA. Gleiche Ergebnisse wurden fur den Rezeptorsubtyp NR1/2B

erzielt.

NR1/2B
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o 1 o Ut o O

Peak-Current (LA)
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log [Glutamat] (M)

Abbildung 7: Die Rezeptorantwort ist abhingig von der Glutamatkonzentration. Untersuchte
Glutamatkonzentrationen 1 nM - 1 mM bei konstanter Glyzinkonzentration (10 pM). Beide
Rezeptorsubtypen reagieren konzentrationsabhingig auf Glutamat. Es besteht kein statistisch
signifikanter Unterschied fiir die ECso der beiden Subtypen, wohl aber fir die Ema, die fiir
NR1/2B héher als fur NR1/2A liegt.
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3.5. Die Antwort der Oozyten ist von der Glyzinkonzentration abhingig

Bei variierender Glyzin- (1 nM - 1 mM) und fester Glutamatkonzentration (10 pM) zeigt
sich eine Konzentrationsabhingigkeit der Rezeptor-Subtypen. Die EC;, fiir den NR1/2A-
Subtyp betrigt 1,2 + 0,4 x 10° M, fir den NR1/2B-Subtyp liegt die EC,, bei
1,9 +0,7 x 10° M.

Die E,,,. des NR1/2A-Subtyps ist mit 1,9 + 0,2 pA in einem statistisch signifikanten MaBe
hoher als die des NR1/2b-Subtyps mit 1,5 + 0,1 pA (p < 0,05). Fur die weiteren Versuche

wird die in den Kapiteln 3.4. und 3.5. ermittelte EC,, von Glutamat und Glyzin als

Referenzpunkt verwendet.

NR1/2A
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Abbildung 8: Die Rezeptorantwort ist abhingig von der Glyzinkonzentration. Es wurde die
Antwort des NMDA-Rezeptors auf unterschiedliche Glyzinkonzentrationen (1 nM - 1 mM) bei

konstanter Glutamatkonzentration (10 pM) untersucht. Beide Rezeptorsubtypen reagieren
konzentrationsabhingig auf Glyzin. Die Em. fir NR1/2A liegt hoher als fur NR1/2B. Der
Unterschied ist statistisch signifikant (p < 0,05). Die ECsp betrdgt 1,2 = 0,4 x 10> M fir den
NR1/2A-und 1,9 £ 0,7 x 106 M fiir den NR1/2B-Subtyp.
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3.6.  Bolus- und Flow-Applikation des Agonisten erzeugen identische Ergebnisse

Es bestehen zwei Moglichkeiten den Agonisten zu applizieren, um eine Rezeptorantwort
hervorzurufen. Bei der Ersten wird die Substanz mit Hilfe einer Handpipette als 50 pl
Bolus in die Messkammer pipettiert und langsam durch die Spulflissigkeit (Tyr-Ba)
ausgewaschen. Dabei muss man sehr vorsichtig vorgehen, da es durch mechanische
Irritationen der Oozytenmembran leicht zur Bildung von Artefakten kommen kann,
welche die Messergebnisse verfilschen. Die schonendere Variante ist es, wenn die Oozyte
fir einen bestimmten Zeitraum mit den Agonisten umgeben wird. Die Agonisten werden
Uber ein System direkt in die Messkammer geleitet und umspiilen gleichmaBig die Zelle, bis
sie auch hier durch die Spulflussigkeit ausgewaschen werden. Dieses Verfahren wird Flow-
Messung genannt.

Beide Applikationsweisen erzeugen gleiche Spitzenstréme und sind somit gleichberechtigt

anwendbar. Die Ergebnisse dieser Studie sind durch Flow-Messungen erhoben worden.
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Abbildung 9: Bolus- und Flow-Applikation des Agonisten erzeugen identische Ergebnisse. Mit
Blick auf die GréBe des Spitzenstroms (Peak-Current) macht es keinen Unterschied, ob die
Agonisten Glutamat und Glyzin (jeweils 105 M) als Bolus (50 pl) oder als Flow (20 sec; 5 ml/min)
appliziert werden.
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3.7. LA hemmen den NMDA-Rezeptor konzentrationsabhingig

Zellen, die den NMDA-Rezeptor vom Typ NR1A/2A expremieren, reagieren auf die
Applikation von Glutamat und Glyzin mit einem Bariumeinstrom in die Zelle. Der Effekt
ist konzentrationsabhingig. Wir untersuchten die Wirkung der LA auf die Rezeptorantwort
hervorgerufen durch Glutamat und Glyzin in der ECy, (Glutamat 8 x 10 ° M und Glyzin
12x 10°M).

Nach 10-minttiger Inkubation der Oozyten in den jeweiligen LA verschiedener
Konzentrationen nimmt die Rezeptorantwort auf Stimulation mit dem gleichen Agonisten
ab. S-(-)-Ropivacain und Levobupivacain der Konzentration 10° M verringern die

Signalibertragung signifikant auf 66 + 2,9 % bzw. 72 £ 7,4 %.

Durch Bupivacain der Konzentration 107" M wird die Antwort auf 72 + 6,4 % reduziert.

Der Effekt der Lokalanasthetika ist konzentrationsabhingig.
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Abbildung 10: Konzentrationsabhingige Rezeptorhemmung durch LA. Alle getesteten LA
hemmen konzentrationsabhingig die Rezeptoraktivierung (NR1A/2A) durch Glutamat/Glyzin
(ECsp). Die Ergebnisse sind in Prozent der Kontrollgruppe angegeben. Die schwarzen Balken
zeigen die Ergebnisse der Kontrollgruppe. Die weillen Balken stellen die Antworten auf die
Agonisten nach 10 min Inkubation in den verschiedenen Konzentrationen der jeweiligen LA dar.
(* = p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle)
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3.8. Der Effekt der LLA ist reversibel

Um zu testen, ob der hemmende Effekt der LA auf die NMDA-Rezeptorantwort
reversibel ist, werden die vorbereiteten Oozyten fur 10 min in dem jeweiligen LA der
Konzentration 10* M inkubiert. AnschlieBend legt man die Zellen ebenfalls fiir 10 min in
MBS, um das Lokalanasthetikum auszuwaschen. Die hiernach gemessenen Antworten auf
den Agonisten sind vergleichbar zu denen der Kontrollzellen (p < 0,05, t-Test).

Gleiche Ergebnisse erhilt man, wenn alle drei Messungen an der gleichen Zelle

durchgefiithrt werden.

Gu:unEl:uI . Hecnﬁfrg.-'
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Abbildung 11: Beispielgraph der Reversibilititspriifung. Beispielmessung einer durch ECsy von
Glutamat und Glyzin hervorgerufenen Antwort einer einzelnen den NMDA-Rezeptor (NR1A/2A)
expremierenden Oozyte. Die Antwort wurde auf 57% reduziert nach 10 min Inkubation in S-(-)-
Ropivacain (10-* M) und erholte sich nach einer Auswaschphase von 10 min in MBS.
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Abbildung 12: Reversibilitit der Rezeptorhemmung durch LA. Die durch die EC5o von Glutamat
und Glyzin hervorgerufene Hemmung am NMDA-Rezeptor vom Typ NR1A/2A ist reversibel.
Nach 10 min Inkubation in allen LA (10-# M) folgt eine jeweils 10 min andauernde Auswaschphase
in MBS. (* = p < 0,05; LA vs. ctrl und LA + Wash out)
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3.9. Die Wirkung der LA ist stereoselektiv

Die Stereoisomere R-(+)- und S-(-)-Ropivacain wurden verwendet, um einen
stereoselektiven Effekt zu untersuchen. Oozyten, die den Rezeptor der NRI1A/2A
Untereinheit expremieren, werden jeweils 10 min in den 10* M konzentrierten
Stereoisomeren inkubiert. R-(+)-Ropivacain zeigt keinen hemmenden Effekt am NMDA-
Rezeptor. Die Zellen zeigen im Vergleich zu der Kontrollgruppe identische Antworten
auf die Stimulation mit Glutamat und Glyzin (EC,)). Das in der Klinik benutzte S-(-)-
Ropivacain hingegen reduziert die Rezeptorantwort signifikant auf 61 £ 9 % der Kontrolle
(*=p <0,05).

Aufgrund der unerwartet hohen Stereoselektivitit wurden die Versuche diesbeziiglich

dreimal mit gleichem Ergebnis wiederholt.
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Abbildung 13: Die Wirkung der LA am NMDA-Rezeptor ist stereoselektiv. Antwort von
NR1A/2A expremierenden Oozyten auf Stimulation mit ECso Glu/Gly. Nach 10 min Inkubation
in 10+ M R-(+)-Ropivacain ist kein Effekt zu erkennen. Inkubation in 10+ M S-(-)-Ropivacain
hemmt die Antworten signifikant (*=p<0,05).
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3.10.  Bupivacain hemmt die durch PMA erzeugte Stimulation der PKC

Der Phorbolester (PMA) ist ein Aktivator der Protein Kinase C. Untersucht wird der
Einfluss von Bupivacain auf NMDA-Rezeptoren, die iber PKC-Stimulation durch PMA
aktiviert worden sind. Bupivacain (10 M) allein verringert nach 10 min Inkubation die

Rezeptorantwort des Subtyps NR1A/2A auf 55 £ 10 % der Kontrolle. PMA (10° M fiir

5 min) verursacht einen signifikanten Anstieg der Reaktion auf 188 + 10 % nach
Aktivierung mit Glutamat und Glyzin (EC,).

Durch zwei Methoden wird die Auswirkung von Bupivacain auf den stimulierenden Effekt
von PMA untersucht. In der ersten Gruppe werden die Zellen 5 min in PMA 10° M
eingelegt und nachfolgend fiir 10 min in eine 10* M Bupivacain Lésung gegeben. Der
stimulierende Effekt des PMA bleibt dabei bestehen (178 £ 18 %). Vermutlich kann
Bupivacain die Signalibertragung nicht hemmen, wenn einmal die PKC-Aktivierung
aufgetreten und der Rezeptor phosphoryliert ist.

Die zweite Gruppe wird zuerst 5 min einem Gemisch aus PMA (10° M) und Bupivacain
(10* M) ausgesetzt und anschlieBend noch 5 min mit Bupivacain (10* M) behandelt. Es
wird deutlich, dass der stimulierenden Effekt des PKC-Aktivators PMA am NMDA-

Rezeptor ausbleibt (105 £ 15 %).

32



200 - -|— T

150 -

*
*

_|

Glu/Gly induzierte Spitzenstréme
(% der Kontrolle)
g g
PMA + Bupivacain

(subsequent)
PMA + Bupivacain

ctrl
PMA 10°M
Bupivacain
10™*M
(co-inkubiert)

Abbildung 14: Die Wirkung von Bupivacain auf PMA aktivierte NMDA-Rezeptoren. Alle
getesteten Zellen expremieren den NR1A/2A NMDA-Rezeptor. Bupivacain 104 M allein hemmt
die Antworten auf 55 = 10 % der Kontrolle. PMA (106 M fiir 5 min) induziert einen signifikanten
Anstieg der Antworten auf 188 £ 10 %. Subsequente Behandlung der Zellen fithrt zu keiner
Abnahme des stimulierenden Effekts von PMA (178 £ 18 %). Bei der co-inkubierten Gruppe wird
der stimulierende Effekt von PMA komplett unterdriickt (105 £ 15 %). (* = p < 0.05 vs. cttl;
= p < 0,05 vs. PMA und ctrl)

3.11. PKC-Inhibition und gleichzeitige LA-Anwendung fithren zu keiner zusitzlichen

Reduzierung des Signals

Um festzustellen, ob LA die PKC und folglich auch den NMDA-Rezeptor hemmen,
tberprifen wir den Effekt der PKC-Inhibition auf die hemmende Wirkung von Bupivacain
(10*M). Verglichen werden die Auswirkungen auf die Signalleitung hervorgerufen durch:

1. 10 min Inkubation in Bupivacain (10*M)

2. Vorbehandlung (1 h) mit dem PKC-Inhibitor Chelerythrine (5 x 10° M) und

3. die Kombination von PKC-Inhibitor und Bupivacain.
Bupivacain verursacht eine Signalabnahme nach Agonistengabe auf 57 £ 9 % der
Kontrollzellen. Chelerythrine verringert die Antworten auf 66 £ 7% der Kontrolle. Die
Kombination der jeweiligen Komponenten fithrt zu keiner weiteren Reduzierung der

Reaktion auf NMDA-Rezeptoragonisten (62 + 9%). Ahnliche Ergebnisse ergaben
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Versuche mit den strukturell unterschiedlichen PKC-Inhibitoren Calphostin C (3 x 10°° M)
und Ro 31-8220 (107 M).
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Abbildung 15: Effekt von PKC-Inhibitoren auf die Wirkung von LA. Bupivacain (104 M)
verursacht nach 10 min Inkubationszeit eine Signalabnahme nach Agonistengabe auf 57% der
Kontrollzellen. Chelerythrine (5 x 10->M; 1h) verringert die Antworten auf 66 %. Die Kombination
der Komponenten fithrt zu keiner weiteren Reduzierung der Reaktion auf NMDA-
Rezeptoragonisten (62 %). (* = p < 0,05).

34



3.12. LA vom Ester- und Amidtyp zeigen die gleiche Wirkung

Uberpriift wird, ob LA vom Estertyp, in diesem Fall Procain, den gleichen Effekt und den
gleichen Wirkmechanismus besitzen, wie Amide. Zusitzlich wird die Auswirkung von
Procain (10* M) auf den PKC-Aktivator PMA (10° M) bzw. auf den PKC-Inhibitor
Chelerythrine (5 x 10° M) getestet. Nach 10 min Inkubation hemmt Procain die Antwort
auf Glutamat und Glyzin in NR1A/2A NMDA-Rezeptor expremierenden Oozyten auf
60 £ 6 % im Vergleich zur Kontrolle. Die Hemmung der PKC durch Chelerythrine nach
60 min Einwirkzeit erzeugt einen Abfall der Reaktion auf 47 £ 5 % im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Die Kombination der beiden Substanzen zeigt keine verstirkte
Hemmwirkung. Die Kombination von Procain und dem PKC-Aktivator PMA verursacht
Antworten von 93 £ 12 % der Kontrolle und 16scht damit den stimulierenden Effekt von
PMA (168 £ 13 %) auf Rezeptorstrome aus. Die Ergebnisse stimmen mit denen der LA

vom Amidtyp tiberein.
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Abbildung 16: LA vom Ester- und Amidtyp zeigen die gleiche Wirkung. Untersucht wird der
Einfluss von Procain als Vertreter der LA vom Ester-Typ auf PKC Aktivierung durch PMA und
PKC Hemmung durch Chelerythrine. Procain (104 M, 10 min Inkubation) verringert die
Antworten auf 60£6%. Chelerythrine (5x10> M, 60 min) reduziert Reaktionen auf 471+5%.
Kombination beider Substanzen fithrt zu gleichen Ergebnissen. Die Kombination von Procain und
PMA verursacht Antworten von 93% der Kontrolle und 16scht den stimulierenden Effekt von
PMA (168%) auf Rezeptorstrome aus.
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4. DISKUSSION

Unsere Ergebnisse zeigen eine konzentrationsabhingige und reversible Hemmwirkung von
LA auf eine durch Glutamat/Glyzin hervorgerufene NMDA-Rezeptor (NR1A/2A)
Aktivierung. Dieser Effekt ist stereoselektiv.

Viele Studien haben bewiesen, dass LA in der Lage sind, gesteigerte Schmerzzustinde und
sekundidre Hyperalgesien zu unterdriicken (34,37,62). Die hier gewonnenen Ergebnisse
konnten teilweise eine Erklirung fir die nach ILA-Gabe beobachtete reduzierte
Schmerzempfindlichkeit und Opiattoleranz bieten (37,38,75).

Die in dieser Studie ermittelten Konzentrationen der LA, die zu einer signifikanten
Hemmung der NMDA-Rezeptoraktivierung fiihren, entsprechen den im Blut gemessenen

Dosen wihrend einer Epiduralanisthesie (63).

4.1. Modelldiskussion

Obwohl es sich bei der NMDA-Rezeptorexpression in Xenopus laevis Oozyten um ein
angesehenes Modell handelt (32,33,82), sind trotzdem einige Schwachstellen zu erwihnen.

Nachfolgend werden die Vor- und Nachteile dieses Versuchsaufbaus diskutiert.

4.1.1. Vor- und Nachteile des Modells

Das Xenopus Modell ist hervorragend dazu geeignet, intrazellulire Signalkaskaden und
Abldufe an rekombinant expremierten Rezeptoren zu untersuchen. Dies erklirt sich
hauptsichlich durch die problemlose Rezeptorexpression. Nach der mRNA oder DNA
Injektion produziert die Oozyte einen Rezeptor oder ein Transportprotein, welcher bzw.
welches biochemisch funktionsfihig ist und die entsprechenden pharmakologischen und
elektrophysiologischen Figenschaften besitzt (15,79). Der ausgesprochen leistungsstarke
Translationsapparat kommt dieser Eigenschaft zugute (23,41,50). Die Pflege der Zellen ist
im Vergleich zu anderen Zellkulturen einfach. Sie sind innerhalb weniger Stunden
verfiigbar und bediirfen keiner aufwendigen Kultivierung (79). Die gewonnenen Oozyten
sind relativ resistent und gut haltbar. Dies betrifft auch die Froschweibchen selbst. Sie sind

problemlos zu beziehen und auch ihre Haltung ist ohne gro3e Umstinde mdoglich.
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Native Oozyten verfiigen iiber wenig physiologisch vorhandene Membrankanile (53,68), so
dass eine Verfialschung der FErgebnisse durch fremde Ionenstrome weitestgehend
ausgeschlossen werden kann.

Weiterhin  ist die  unkomplizierte =~ Durchfithrung der  elektrophysiologischen
Untersuchungen in groflen Mengen zu erwihnen. Durch die GroBle der Oozyten, ca.
1,3 mm im Durchmesser, ist nicht nur das Einbringen von Mikroelektroden zur Injektion
verschiedenster Substanzen, sondern auch die Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Technik

erleichtert (4,15).

4.1.1.1. Die Expression des NMDA-Rezeptors

Der NMDA-Rezeptor ist ein aus zwei Untereinheiten zusammengesetzter Proteinkomplex.
Bei den Untereinheiten unterscheidet man die essentielle Komponente NR1 und die
Komponente NR2, welcher jedoch nur ein modulierender Effekt zugesprochen wird. Es
existieren hier die vier unterschiedlichen Typen A-D. Die NR2 Untereinheiten allein sind
nicht in der Lage, einen funktionierenden Ionenkanal zu formen, sie erweitern jedoch die
NR1 Aktivitit und verantworten die funktionale Variabilitit der NMIDA-Rezeptoren.

In dieser Studie wurde die NR1 zusammen mit der NR2A Untereinheit exprimiert. Diese
Kombination ist grofitenteils im Gehirn und dem Hinterhorn ansissig und wird fiir die
Entwicklung von Schmerzzustinden und akuter Opiattoleranz verantwortlich gemacht
(74,78).

Obwohl die Expression von NMDA-Rezeptoren auf Xenopus Oozyten ein angesehenes
Modell ist (82), miissen einige Einschrinkungen der Modellbewertung genannt werden.

Die Experimente werden bei Raumtemperatur durchgefithrt. Dies entspricht zwar der
physiologischen Temperatur der Oozyte und ist somit ein Vorteill gegeniiber
Siugetierzellkulturen (58), die normale Korpertemperatur des Menschen, welcher der
Rezeptor normalerweise ausgesetzt ist, liegt jedoch bei 37° C und mehr. Theoretisch
konnte dies die Funktionsweise beeinflussen. Fir diese Studie schien es allerdings
wichtiger, die Zellmembran in ihrer physiologischen Beschaffenheit vorliegen zu haben.
NR1 und NR2 Untereinheiten werden kombiniert, um die Rezeptorstrome zu vergro3ern
und eine physiologische Rezeptorkonfiguration zu erreichen (54). Um einen heteromeren
Rezeptoraufbau zu erreichen, wird die mRNA in einem Gewichtsverhiltnis von 1:5

zwischen NR1A und NR2A in die Oozyte injiziert (46). Allerdings wurde weder die
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Rezeptordichte auf der Oberfliche noch die Stéchiometrie der Kombination der Einheiten
analytisch bestimmt. Daher ist es moglich, dass es wihrend der Experimente zu

Schwankungen im Verhiltnis zwischen NR1A und NR2A Untereinheiten gekommen ist.

4.1.1.2. Das Studienprotokoll der elektrophysiologischen Messungen

Die Rezeptorexpression und -funktionsfihigkeit unterliegt starken  saisonalen
Schwankungen, was unerklirliche Anderungen der zelluliren Funktion verantwortet (58).
Neben diesen qualitativen Unterschieden werden zusitzlich saisonabhingige Differenzen
beziiglich des Membranpotentials der Zellen erwihnt (68,79). Sowohl die erzielten
Ergebnisse von Zellen unterschiedlicher Weibchen, als auch die eines Tieres kénnen grof3e
Unterschiede aufweisen (68,79). FEin Erklirungsversuch besagt, dass Reste der
Follikelzellschicht und verschiedene Expressionsstadien der Rezeptoren fir diese
Differenzen  verantwortlich sein koénnen (49). Um  Schwankungen in der
Rezeptorexpression zu vermeiden, sollten moglichst Zellen des gleichen Reifegrads
verwendet werden, da in den unterschiedlichen Stadien eine deutliche Differenz im
Proteinsyntheseapparat besteht (31).

Die Oozytenqualitit wird durch sorgfiltige Behandlung positiv beeinflusst. Nicht nur
regelmifiger Wechsel des Nahrmediums und die Entfernung beschidigter Zellen tragt
dazu bei, sondern auch das Vorgehen bei der Injektion und den Messungen. SchlieBlich
wird hierbei die Zellmembran mehrmals perforiert und nur feine Elektrodenspitzen und
korrektes Finstechen der Elektroden ermoglichen die Erholung der Zellmembran und
Erhebung verwertbarer Daten (79).

Kritiker dieses Modells bemingeln die Mdéglichkeit, dass die erzielten Ergebnisse von der
groB3en Variabilitit der Oozyten abhingen. Um diesen Vorwurf zu entkriften, wurden zur
Kontrolle Messungen mit allen LA der Konzentration 10* M durchgefiihrt, in denen die
Oozyten als eigene Kontrollgruppe gemessen wurden  (Messprotokoll — der

Reversibilititsversuche).

4.1.1.3. Die Effekte von LA auf NMDA-Rezeptoren in anderen Modellen

Im Gegensatz zu den hier gewonnenen Ergebnissen konnten Nishizawa und Kollegen

mittels Patch Clamp Technik an CAl Pyramidenbahnneuronen der Maus keinen
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hemmenden Effekt von klinisch relevanten Konzentrationen von Bupivacain und Lidocain
auf NMDA induzierte Rezeptorantworten nachweisen. Bupivacain hemmte die
Rezeptoraktivitit erst ab einer ImM Konzentration (57). Als Erklirung hierfir kommen
das unterschiedliche Modell, Unterschiede in den benutzten Rezeptoruntereinheiten und
die Wahl des verwendeten Agonisten in Betracht. Wahrend in dieser Studie die
physiologischen Agonisten Glutamat und Glyzin verwendet wurden, testete Nishizawa den
spezifischen, jedoch nicht physiologischen Agonisten NMDA. Die mdgliche
konzentrationssabhingige Hemmung, hervorgerufen durch hohere Konzentrationen, der
LA konnte im Miusemodell aufgrund zunehmender Durchlissigkeit der Neuronen nicht

weiter untersucht werden.

4.1.1.4. Die Verwendung von Barium als Ladungstriger

Die in dieser Arbeit verwendete Spiullosung ist frei von Kalzium- und Magnesiumionen.
Unter normalen Bedingungen ist der NMDA-Rezeptor hauptsichlich durchlissig fiir
Kalziumionen. In der Auswahl der Ionen, welche die Kanalpore nutzen koénnen, ist er
allerdings nicht sonderlich selektiv. Barium ersetzt in diesem Fall die Kalziumionen als
Ladungstriger. Dabei handelt es sich um ein gingiges Verfahren bei Untersuchungen an
Xenopus laevis Oozyten, die den NMDA-Rezeptor expremieren (80). Der Hauptgrund des
Ionenaustausches liegt allerdings darin, endogen vorkommende Ionenkanile auszuschalten,
da sie in aktiver Form das Membranpotential beeinflussen und zu verfilschten
Messergebnissen fithren. Die Oozyten von Xengpus laevis besitzen kalziumabhingige
Chloridkanile, welche durch den Verzicht auf Kalziumionen nicht mehr aktiviert werden
koénnen. Dies gelingt durch dieses Vorgehen jedoch nur inkomplett, da die Zellen iber
Kalziumspeicher im endoplasmatischen Retikulum verfiigen. Werden diese freigesetzt und
aktivieren die Kanile, kann es zu Verinderungen im Membranpotential kommen.
Zusatzlich liegen in der Oozytenmembran endogene Kaliumkanile vor, die durch
Bariumionen geblockt werden (15,80) und so das Membranpotential nicht weiter
beeinflussen.

Der Grund fir den Verzicht auf Magnesiumionen liegt in der durch Magnesium
hervorgerufenen Blockade des NMDA-Rezeptors. Im Ruhezustand verschlief3t

Magnesium die Ionenpore. Erst bei zunehmender Depolarisation nimmt die Affinitit zur
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Bindungsstelle ab. Liegt erst gar kein Magnesium in der Spullésung vor, ist die Pore auch

im Ruhezustand durchgingig (29,46).

4.1.1.5. Weitere Fehlerquellen

Sicherlich finden sich in dieser Arbeit, wie auch in jeder anderen Studie, eine Vielzahl
potentieller Fehlerquellen. Es ist an dieser Stelle nicht méglich auf simtliche einzugehen.
Dabher sollen nur die Wichtigsten naher erldutert werden.

Eine groBle Gefahr liegt in der Fehlinterpretation von Messergebnissen. Dies wire
moglicherweise der Fall, wenn es in den Zellen Proteine gibe, die dhnlich dem NMDA-
Rezeptor reagieren wiurden. Die Moglichkeit, dass vorhandene Ionenkanile durch
unerwinschte Aktivitit zu ungenauen Ergebnissen fithren, wird durch die Verwendung
von Barium Tyrodes als Losung vermindert.

Aullerdem muss bertcksichtigt werden, dass das Oozytenmodell nicht zu 100 % auf den
Menschen tbertragbar ist. Es besteht z.B. die Méglichkeit, dass im Vergleich zum Siuger
Unterschiede in der posttranslationalen Modifikation bestehen (70).

Ebenfalls von groBler Relevanz ist die grindliche Defollikulierung der Zellen. Wie schon
zuvor erwihnt ist die Oozyte von verschiedenen Schichten umgeben. Reste dieser
Schichten sind bei elektrophysiologischen Messungen extrem hinderlich. Sie erschweren
nicht nur das Einbringen der Mikroelektroden, sondern reduzieren ebenfalls die Wirkung
von Pharmaka auf Ionenkanile bis zu 90 % (49).

Dennoch sind wir der Meinung, dass das Oozyten Modell ein geeignetes Verfahren
darstellt, die Funktionsweise von NMDA-Rezeptoren in einem Neuron zu imitieren. Die
Antwort des Rezeptors auf den spezifischen Agonisten NMDA, die adiquaten Antworten
auf verschiedene Antagonisten und die beobachteten Antworten auf Glutamat und Glyzin

unterstitzen diese Annahme.

4.2.  Der NMDA - Rezeptor

NMDA-Rezeptoren sind ligandenkontrollierte und spannungsabhingige Ionenkanile.
Gemeinsam mit den Non-NMDA-Rezeptoren gehoren sie zu den Glutamatrezeptoren und

vermitteln als solche den grofiten Teil der exzitatorischen Neurotransmission im Gehirn
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(16). Zu den Non-NMDA-Rezeptoren zihlen die o-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-
Isoxazolpropionsdure-Rezeptoren (AMPA-Rezeptoren) und die Kainat-Rezeptoren (7).
Der NMDA-Rezeptor ist ein Heterooligomer. Der Proteinkomplex wird aus mindestens
zwei Typen der Untereinheiten zusammengesetzt (4).

Neben den Subtypen NR1 und NR2 sind ebenfalls die Einheiten NR3A und 3B bekannt
(16). Da die letztgenannten in dieser Arbeit allerdings keine Rolle spielen, wird auf sie
nicht weiter eingegangen. Die Einheit NR1, die in mehreren Splicevarianten vorkommt,
stellt den essentiellen Anteil dar, bei der NR2 Einheit existieren die vier Varianten A-D.
Diese in verschiedenen Kompositionen zusammengesetzten Subtypen formen funktionell
unterschiedliche NMDA-Rezeptoren (14). Die NR2 Homomere allein sind nicht in der
Lage, einen funktionstiichtigen Ionenkanal zu formen, potenzieren jedoch die Aktivitit der
NR1 Untereinheit und sorgen fur die funktionellen Unterschiede des NMDA-
Rezeptorkomplex (40,54). In dieser Studie wird die NRIA mit der NR2A Einheit
kombiniert. Dieser Komplex gehort zu den im Menschen am hidufigsten auftretenden und
relevantesten Kombinationen. Besonders verbreitet ist er im Gehirn und im Hinterhorn
des Riickenmarks (66). Weiterhin wird ihm eine besondere Rolle bei der Entstehung von
akuter Opiattoleranz, Hyperalgesie und dem ,,wind-up® Phinomen zugesprochen (74,78).
Unter dem Begriff ,,wind-up® versteht man eine zentrale Hypersensibilisierung, die durch
eine NMDA-Rezeptoraktivierung im Hinterhorn des Riickenmarks hervorgerufen werden
kann (35). Weitere Aufgaben des Rezeptors finden sich bei Lernvorgingen,
Gedichtnisleistungen (43), sowie bei der Entwicklung des ZNS (76).

Der NMDA-Rezeptor bildet einen Ionenkanal, der eine hohe Permeabilitit fir Kalzium
aufweist, welches wichtige zellulire Vorginge triggert (4). Jedoch auch Natrium und
Kalium koénnen die Kanalpore durchstrémen (43). Im Ruhezustand ist die Kanalpore
durch Magnesium verschlossen. Allerdings nimmt bei zunehmender Depolarisation diese
Blockade ab (52,59). Kalziumionen koénnen nur dann durch den Kanal strémen, wenn
folgende zwei Bedingungen gleichzeitig erfillt sind. Die Agonisten miussen an den
Rezeptorkanal binden und die Membran der Nervenzelle muss depolarisiert sein, um den
Magnesiumblock aufzuheben. Bei starken Schmerzreizen sind beide Bedingungen erfillt
(64). Bei den Agonisten unterscheidet man den spezifischen Agonisten NMDA, der zur
pharmakologischen Charakterisierung des Rezeptors dient von den physiologischen Co-
Agonisten Glutamat und Glyzin. Nur Glutamat wird bei jeder Erregung aus den

Nervenfasern in den synaptischen Spalt entleert. Glyzin liegt dauerhaft in ausreichender
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Konzentration vor. Die Bindungsstelle fir Glyzin befindet sich auf der NR1-, die fiir
Glutamat auf der NR2-Untereinheit (4,26,39,42). AuBlerdem wird die Rezeptorfunktion
durch eine Vielzahl von Antagonisten beeinflusst. Dazu zdhlen D-AP5 als kompetitiver
Antagonist an der Glutamatbindungsstelle, und 7-CK  entsprechend an der
Glyzinbindungsstelle. Zink hingegen ist ein nicht kompetitiver Antagonist des Ionenkanals.
Unter anderem spielen noch Polyamide und die Konzentration von Wasserstoffionen, also
der pH-Wert, eine Rolle in der Modulation der Rezeptorfunktion. MK-801 blockt dhnlich

wie Magnesium den offenen Kanal und verhindert so den Ioneneinstrom (43).

Zn

Polyamine

Abbildung 17: Schematischer Querschnitt durch den NMDA-Rezeptor. Die Kanalpore wird durch
die Untereinheiten gebildet. Ist die Zellmembran nicht depolarisiert, verschlieBt ein Magnesiumion
(Mg?") die Kanalpore. Im offenen Zustand ist sie fiir Calcium (Ca2*) hoch permeabel. Die
Bindungsstelle fiir Glutamat befindet sich auf der NR2-, die fiir Glycin auf der NR1-Untereinheit.
Zusitzliche Bindungsstellen bestehen fiir Polyamine, Zink (Zn?*), PCP und NMDA. MK-801
blockt wie Mg?* die Kanalpore, 7-CK antagonisiert Gly and dessen Bindungsstelle, D-AP5
antagonisiert Glu an der NR2-Untereinheit.
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4.3, Lokalanisthetika

LA hemmen die Bildung und Fortleitung von Aktionspotentialen durch Blockade von
Natriumkanilen in nozizeptiven Nerven. Diese Blockade ist Ortlich begrenzt und
reversibel, teilweise oder vollstindig. Es wird jedoch nur die Schmerzauslésung und nicht
die Schmerzperzeption gehemmt.
LA sind amphiphile Substanzen. Sie bestehen aus einem aromatischen, hydrophoben
Anteil, der uber eine kurze Zwischenkette mit einer protonierbaren Aminogruppe
verbunden ist. Die protonierte Form ist hydrophil und sorgt fir die Blockade des
Natriumkanals. Der ungeladene Zustand ist notwendig, damit das LA die Zellmembran
durchdringen kann, um an seinen Wirkort zu gelangen. Daraus ergeben sich folgende
Eigenschaften:

1. Stindig geladene Molekile sind unwirksam, da sie die Zellmembran nicht

durchdringen kénnen.
2. Die Wirkung ist umso stirker, je hydrophober das aromatische Ringsystem ist, da
LA so leicht in die Zelle gelangen und sie ungern wieder verlassen.

Bei einem physiologischen pH-Wert liegen die LA sowohl in geladener als auch in
ungeladener Form vor.
Unter Stereoisomeren versteht man Molekiile, sog. Isomere mit identischer Summenformel
und Konstitution, also gleicher Reithenfolge der Atome bzw. Atomgruppen, welche jedoch
unterschiedlich rdumlich angeordnet sind. Vergleichen kann man dieses Phinomen mit
einem rechten und linken Handschuh. Beide verhalten sich wie Bild und Spiegelbild und

sind nicht zur Deckung zu bringen (Inkongruenz).

4.3.1. Die Effekte der LA vom Ester- und Amidtyp

Die Einteilung der LA in den Ester- und den Amidtyp ergibt sich iiber die Bindung an der
Zwischenkette. Liegt dort eine Esterbindung vor, handelt es sich um ein LA vom Estertyp,
befindet sich dort eine Aminogruppe, so spricht man von LA vom Amidtyp. Dieser
Bindungstyp ist ebenfalls verantwortlich fir die Potenz der Natriumkanalblockade.
Estertyp LA rufen eine stirkere Kanalblockade hervor, als LA vom Amidtyp. Sugimoto et
al. fanden heraus, dass LA vom Estertyp die NMDA-Rezeptorantwort stirker hemmen, als

LA vom Amidtyp. Dafir wurden zwei unterschiedliche extrazellulire Wirkmechanismen
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verantwortlich gemacht (71). Diese Ergebnisse stimmen nicht mit denen dieser Studie
Uberein. Sie zeigen, dass kein Unterschied in der Stirke der Hemmwirkung auf den
NMDA-Rezeptor besteht.

Wie in Studien gezeigt, liegt die Wirkseite intrazellulidr und beide Typen bedienen sich des
gleichen Wirkmechanismus (24). Fine mogliche Erklirung fir diese unterschiedlichen
Ergebnisse kénnte sein, dass die Gruppe um Sugimoto LA in Konzentrationen von 10" M
und héher benutzt hat. Bei Konzentrationen von 10" M waren die Antworten fast
vollstindig unterdriickt. Diese hohen Konzentrationen sind der Grund dafir, dass
unspezifische Membraneffekte nicht ausgeschlossen und mechanische Rickschlisse

wahrscheinlich nicht gezogen werden kénnen.

4.4, Die Protein Kinase C

Protein Kinasen sind Enzyme, die andere Proteine durch Zufiigen von Phosphatgruppen
modulieren. Diesen Vorgang nennt man Phosphorylierung. Phosphatgruppen werden von
Adenosintriphosphat  (ATP)  abgespalten und auf Aminosiuren mit freien
Hydroxylgruppen, wie z.B. Serin, Treonin, Thyrosin, Gbertragen (73). Dies fihrt bei den
Proteinen zu funktionellen Anderungen durch verinderte Enzymaktivitit oder

Verkntpfung mit anderen Proteinen.

4.4.1. Der Wirkmechanismus der PKC

Die PKC reguliert eine Menge zellulirer Abliufe, besonders jene, die bei der
Signaltransduktion von Bedeutung sind. Dadurch erklirt sich auch die Bedeutung, die den
Protein Kinasen bei Vorgingen wie dem Zellwachstum, der Zelldifferenzierung und dem
Zellzyklus zukommt (9).

Bindet ein Hormon oder ein anderes Effektormolekiil an den Membranrezeptor, kommt es
tber Kopplung an ein G-Protein zur Aktivierung der Phospholipase C. Sie spaltet das
membranstindige PIP2 in DAG und IP3, welches fiir die Freisetzung von Kalzium aus den
zelluliren Speichern verantwortlich ist. Kalzium wiederum vermittelt den Einbau von
zytosolisch vorliegenden Protein Kinasen in die Membran. Dort agiert die PKC mit DAG
und ist so in die vollstindig aktivierte Form tbergetreten. Die so aktivierte PKC

phosphoryliert eine Vielzahl intrazellulirer Proteine. Zu den Angriffspunkten zihlen eine
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gro3e Menge der Komponenten, die eine Rolle in der Signaliibertragung der Zelle spielen,
z.B. Ionenkanal regulierende Proteine, Kalzium- und Calmodulin-bindende Proteine oder
Bestandteile des Translationsapparates (5,36). Es sind mehr als zehn Isozyme der PKC

bekannt, von denen einige eine Gewebespezifitit aufweisen.

4.4.2. Der Aufbau der PKC

Die PKC besteht aus einer N-terminalen regulatorischen und einer C-terminalen
katalytischen Domine, welche tiber eine Scharnierregion miteinander verbunden sind.
Liegen keine aktivierenden Substanzen vor, befindet sich der GroBteil der PKC im Zytosol
und die regulatorische Einheit bindet sich so an die katalytische Domine, dass kein

Substrat gebunden werden kann und die PKC dadurch inaktiviert ist (56).

4.4.3. Die Regulation der PKC

Aufgrund dieser tiefgreifenden Einflisse auf die Zelle, ist die Aktivitit von Protein Kinasen
streng reguliert. Sie werden durch Phosphorylierung oder Bindung von aktivierenden bzw.
hemmenden Proteinen in ihrer Funktion kontrolliert. Zu den aktivierenden Substanzen
gehoren z.B. Kalzium, DAG, Phospholipide und Phorbolester (56). Die Enzyme der PKC
bleiben linger aktiv, als das originale Aktivierungssignal andauert. Man spricht in diesem
Falle von Long-term activation.

Bei disregulierter PKC-Aktivitit kann es zu Krankheiten oder auch onkogenen Prozessen

kommen (5).

4.4.4. Die Rolle der PKC

Abschnitte des NMDA-Rezeptors werden PKC abhingig phosphoryliert. Dadurch kommt
es zu gesteigerten lonenstromen durch die Kanalpore, was gleichzusetzen ist mit einer
verstirkten Rezeptorantwort (45). Im Gegensatz dazu fihrt die Hemmung der PKC zu
einer verminderten Rezeptortitigkeit nach Agonistenapplikation. Dies wurde sowohl in
Neuronen des Trigeminus und des Hinterhorns im Rickenmark (13), als auch in Oozyten,

die rekombinant den NMDA-Rezeptor expremieren (55), gezeigt.
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Diese Studie zeigt, dass durch die gleichzeitige Behandlung der Zellen mit LA und dem
PKC-Inhibitor Chelerythrine kein additiver Effekt bezogen auf die Rezeptorfunktion
erzielt werden kann. Dieses Ergebnis lisst vermuten, dass die beiden Substanzen den
gleichen Wirkmechanismus teilen. Es scheint, dass der hemmende Effekt der LA auf die
Rezeptorfunktion indirekt tber die Hemmung der PKC vermittelt wird. Trotz einer
Vielzahl an verschiedenen Experimenten, die sich mit der PKC beschiftigen, bleiben die
genauen Vorginge, welche zur Beeinflussung der Rezeptorfunktion fiihren, noch ungeklirt.
Offen ist weiterhin, ob die PKC-Wirkung direkt iiber direkte Phosphorylierung am
Rezeptor (45), indirekt tiber eine PKC abhingige Aktivierung einer nachgeschalteten
Signalkaskade vom Typ der non-receptor tyrosine kinase (Src) (47), oder durch eine
Kombination beider Mechanismen vermittelt wird (3). Diesen Versuchen liegt die Klirung
dieser Frage nicht zu Grunde, sie zeigen jedoch, dass die Hemmung der PKC hochst

wahrscheinlich ein beteiligter Mechanismus des hemmenden Effekts der LA ist.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Fir die Entstehung der postoperativen Hyperalgesie und Opiattoleranz wird die
Aktivierung von NMDA-Rezeptoren verantwortlich gemacht. Intravenos verabreichte LA
konnen diese hyperalgetischen Zustinde unterbinden. Dadurch erklirt sich das besondere
Interesse am NMDA-Rezeptor. Diese Arbeit stellt die Hypothese auf, dass LA die NMDA-
Rezeptoraktivierung hemmen und somit einen positiven Effekt auf postoperative
Schmerzzustinde ausiiben. Weiterhin wird untersucht, iber welchen Wirkmechanismus
diese Wirkung erzielt wird.

Fur die Experimente wurden humane NMDA-Rezeptoren des Subtyps NRI1A/2A
rekombinant in Xenopus laevis Oozyten expremiert. Nativen Oozyten wurde in-vitro
hergestellte messenger-RNA injiziert. Nach der Rezeptorexpression wurden die
Spitzenstrtome nach Stimulation mit Glutamat/Glyzin (ECy) durch Zwei-Elektroden-
Voltage-Clamp-Technik bestimmt. Das Membranpotential wurde bei —70 mV gehalten. Im
Verlauf wird der Einfluss der handelstiblichen LA in klinisch relevanten Konzentrationen
auf die Rezeptoraktivitit betrachtet. Aullerdem wird die Wirkung von Stereoisomeren und
LA vom Estertyp untersucht. Die Rolle der PKC wird durch Experimente mit Aktivatoren
und Inhibitoren bestimmt.

Dabei zeigt sich, dass native Zellen nicht auf die Applikation des Agonisten reagierten.
NMDA-Rezeptor expremierende Zellen antworteten auf die Applikation von Glutamat
und Glyzin (1 nM — 1mM) konzentrationsabhingig mit Einwirtsstromen.

Alle LA hemmen die Antwort des NMDA-Rezeptors auf die Gabe der Agonisten
konzentrationsabhingig. Die Wirkung ist reversibel und stereoselektiv.

Der PKC-Inhibitor hat keinen zusitzlich hemmenden Effekt zu dem von Bupivacain.
Nach Inkubation in Bupivacain fihrt der PKC-Aktivator zu keiner weiteren Stimulation
des Rezeptors.

Die Ergebnisse zeigen, dass LA konzentrationsabhingig und reversibel die durch Glutamat
und Glyzin hervorgerufene Aktivierung des NMDA-Rezeptorkanals hemmen. Der Effekt
ist stereoselektiv. Die Hemmung der PKC scheint eine entscheidende Rolle bei diesen
Vorgingen zu spielen. In mehreren Arbeitsgruppen wurde bisher gezeigt, dass LA in der
Lage sind, Hyperalgesien und teilweise auch sekundire Hyperalgesien zu unterdriicken. Die
Ergebnisse dieser Studie konnten einen Teil zum Verstindnis der reduzierten Hyperalgesie

und Opiattoleranz nach Applikation von LA beitragen.
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6. ABKURZUNGSVERZEICHNIS
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7. ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildung 1:
Abbildung 2:
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Abbildung 6:

Abbildung 7:

Abbildung 8:

Abbildung 9:

Xenopus laevis, ausgewachsenes WeibChen .........cvcuviireiiricircnciencirceeeceeeeneesenennes 4
Xenopus laevis Oozyten, schematische Einteilung nach Dumont ..., 6
Defollikulierte Oozyten des Stadiums V und VI .....cccccvvivcvnnecennicerenccrennenecenes 7

Schematische Darstellung der Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Technik. Die Oozyte
wird im Mef3bad von der Spiilfliissigkeit umspiilt und mit beiden Elektroden
punktiert. Das Membranpotential wird durch die Spannungs- und Bezugselektrode
bestimmt. Der Strom, der notwendig ist, um das Membranpotential auf -70 mV zu
halten, wird tiber die Stromelektrode zugefiihrt. Die benétigte Strommenge errechnet
der Verstirker durch Verschaltung mit der Erdungselektrode. Die in ihrer Wirkung
auf die expremierten NMDA-Rezeptoren zu untersuchenden Substanzen werden in
das MeBbad gegeben (¥) ..o 15
Antworten verschiedener Oozyten auf Agonistengabe. Native Oozyten von Xenopus
laevis antworten nicht auf die Zugabe von Glutamat und Glyzin bzw. NMDA und
Glyzin. Bei mit NMDA kodierender mRNA der Untereinheiten NR1A/2A injizierten

Oozyten ruft die ECso Applikation von Glutamat und Glyzin Einwirtsstrome hervor.

Identische Rezeptorantworten auf den spezifischen und physiologischen Agonisten.
Der selektive Agonist NMDA (10->M) erzeugt in Kombination mit Glyzin (10->M)
identische Rezeptorantworten im Vergleich zu denen der physiologischen Agonisten
Glutamat und Glyzin (BCs0). oo 22
Die Rezeptorantwort ist abhingig von der Glutamatkonzentration. Untersuchte
Glutamatkonzentrationen 1 nM - 1 mM bei konstanter Glyzinkonzentration (10 pM).
Beide Rezeptorsubtypen reagieren konzentrationsabhingig auf Glutamat. Es besteht
kein statistisch signifikanter Unterschied fir die ECs der beiden Subtypen, wohl aber
fur die Emay, die fiir NR1/2B hoher als fiit NR1/2A Hegt.oeueverrrereureeererineineinenereenene 23
Die Rezeptorantwort ist abhingig von der Glyzinkonzentration. Es wurde die
Antwort des NMDA-Rezeptors auf unterschiedliche Glyzinkonzentrationen

(1 nM - 1 mM) bei konstanter Glutamatkonzentration (10 uM) untersucht. Beide
Rezeptorsubtypen reagieren konzentrationsabhingig auf Glyzin. Die Emay fir
NR1/2A liegt hoher als fir NR1/2B. Der Unterschied ist statistisch signifikant

(p < 0,05). Die ECs betrigt 1,2 £ 0,4 x 10> M fiir den NR1/2A- und

1,9 20,7 x 10¢ M firr den NRT/2B-Subtyp. .cocevvevvriiiiciicinscccsesicessieanns 24
Bolus- und Flow-Applikation des Agonisten erzeugen identische Ergebnisse. Mit

Blick auf die GréBe des Spitzenstroms (Peak-Current) macht es keinen Unterschied,
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ob die Agonisten Glutamat und Glyzin (jeweils 10-> M) als Bolus (50 ul) oder als Flow
(20 sec; 5 ml/min) applziert WErdem ... weureucreereerireieeerierieeeeerseneesiseesessessenesssessessenes 26
Abbildung 10: Konzentrationsabhingige Rezeptorhemmung durch LA. Alle getesteten LA
hemmen konzentrationsabhingig die Rezeptoraktivierung (NR1A/2A) durch
Glutamat/Glyzin (ECso). Die Ergebnisse sind in Prozent der Kontrollgruppe
angegeben. Die schwarzen Balken zeigen die Ergebnisse der Kontrollgruppe. Die
weillen Balken stellen die Antworten auf die Agonisten nach 10 min Inkubation in
den verschiedenen Konzentrationen der jeweiligen LA dar. (* =p < 0,05 im
Vergleich zutr KONIOIE) ... 28
Abbildung 11: Beispielgraph der Reversibilititspriifung. Beispielmessung einer durch ECsy von
Glutamat und Glyzin hervorgerufenen Antwort einer einzelnen den NMDA-Rezeptor
(NR1A/2A) expremierenden Oozyte. Die Antwort wurde auf 57% reduziert nach
10 min Inkubation in S-(-)-Ropivacain (104 M) und erholte sich nach einer
Auswaschphase von 10 min in MBS. ..o 29
Abbildung 12: Reversibilitit der Rezeptorhemmung durch LA. Die durch die ECs5o von Glutamat
und Glyzin hervorgerufene Hemmung am NMDA-Rezeptor vom Typ NR1A/2A ist
reversibel. Nach 10 min Inkubation in allen LA (104 M) folgt eine jeweils 10 min
andauernde Auswaschphase in MBS. (* = p < 0,05; LA vs. ctrl und LA + Wash out)

Abbildung 13: Die Wirkung der LA am NMDA-Rezeptor ist stereoselektiv. Antwort von
NR1A/2A expremierenden Oozyten auf Stimulation mit ECso Glu/Gly. Nach 10 min
Inkubation in 10 M R-(+)-Ropivacain ist kein Effekt zu erkennen. Inkubation in
104 M S-(-)-Ropivacain hemmt die Antworten signifikant (*=p<0,05). ......cecvuvirunnn. 31

Abbildung 14: Die Wirkung von Bupivacain auf PMA aktivierte NMDA-Rezeptoren. Alle
getesteten Zellen expremieren den NR1A/2A NMDA-Rezeptor. Bupivacain 104 M
allein hemmt die Antworten auf 55 £ 10 % der Kontrolle. PMA (10-¢ M fir 5 min)
induziert einen signifikanten Anstieg der Antworten auf 188 £ 10 %. Subsequente
Behandlung der Zellen fithrt zu keiner Abnahme des stimulierenden Effekts von
PMA (178 £ 18 %). Bei der co-inkubierten Gruppe wird der stimulierende Effekt von
PMA komplett unterdriickt (105 £ 15 %). (* = p < 0.05 vs. ctrl; k= p < 0,05 vs.
PMA U0 CED) ettt bbbt eaessaenen 33

Abbildung 15: Effekt von PKC-Inhibitoren auf die Wirkung von LA. Bupivacain (10-4 M)
verursacht nach 10 min Inkubationszeit eine Signalabnahme nach Agonistengabe auf
57% der Kontrollzellen. Chelerythrine (5 x 10->M; 1h) verringert die Antworten auf
66 %. Die Kombination der Komponenten fithrt zu keiner weiteren Reduzierung der

Reaktion auf NMDA-Rezeptoragonisten (62 %6). (* = p < 0,05).ceoorrrccceessecorrssioens 34
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Abbildung 16: LA vom Ester- und Amidtyp zeigen die gleiche Wirkung. Untersucht wird der
Einfluss von Procain als Vertreter der LA vom Ester-Typ auf PKC Aktivierung durch
PMA und PKC Hemmung durch Chelerythrine. Procain (104 M, 10 min Inkubation)
verringert die Antworten auf 60+6%. Chelerythrine (5x10->M, 60 min) reduziert
Reaktionen auf 47+5%. Kombination beider Substanzen fithrt zu gleichen
Ergebnissen. Die Kombination von Procain und PMA verursacht Antworten von
93% der Kontrolle und 16scht den stimulierenden Effekt von PMA (168%) auf
REZEPLOIStIOME AUS. ..cuvviiiiiii bbb 36

Abbildung 17: Schematischer Querschnitt durch den NMDA-Rezeptor. Die Kanalpore wird durch
die Untereinheiten gebildet. Ist die Zellmembran nicht depolarisiert, verschlie3t ein
Magnesiumion (Mg?*) die Kanalpore. Im offenen Zustand ist sie fiir Calcium (Ca2*)
hoch permeabel. Die Bindungsstelle fir Glutamat befindet sich auf der NR2-, die fir
Glycin auf der NR1-Untereinheit. Zusitzliche Bindungsstellen bestehen fiir
Polyamine, Zink (Zn?*), PCP und NMDA. MK-801 blockt wie Mg?* die Kanalpore,
7-CK antagonisiert Gly and dessen Bindungsstelle, D-AP5 antagonisiert Glu an der
NRZ-UNELEINNEIL. ..vuvieieiiiiiiciiciiie e 43
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Vs

Dr. Otto

Stidt. Veterindrdirekiorn
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Bezirksregierung Minster

P e Taaan i S B U
Hermn Prof, Dr. mad. W. Schmitz

Dermplatis 11
Inotitut £4r Pharmakologie und Toxikologie Toiefim: 14110
der Westf, Wilbelms-Universitit Mingrer Hu:“:m
Domagkstr, 12 P e

48125 Minster Aliaber
LLOKAL0 | AS0N)
Herm Prof. Dr. med. H. Van Aken é . Juni 2000
Klinik und pPoliklimik fir Andsthegiclogie

und operative Intenaivmedizin

Albert-gchweitzer-str. 33

48129 Minstar

Betr,: purchfdhrung von Versuchen an Wirbaltieran;

higr: Anzeige won Versuchevorhaben geomifi § 10a Tier-
schutzgesaetz (TlerSchiG) in der Passug dér Be-
kanntmachung voa 25. Mal 1998 (RPaBl. I. §. 1105)
Versuchevorhaben;
*Untersuchungen von Membranproteinen (G-Protein
gakoppelte Repeptoren - GPR, Liganden - und
Spannungs - kentrollierte Ionenkanile) und deren
Besinflussung durch AnBsthetika”

Bazug: Ihr Antrag auf Genehmigqung ven Versuchsverhaben gemif
§ 8 Abp. L TierSch@ vem 12.03. 2000, hier eingegangen
am 031.04.2000

Sohr goahrter Herr Prof. Dr. Schmitz,
_sehr geehrter Herr Prof. Dr. Van Aken,

ich habe Ihren o.a. Antrag geprift und festgestellt, dass das
von Ihen geplante Vermuchovorhaben aich:t genehmigungeplichtig
nach § & TierBchO ist, sondern unter die Bestimmung des § 10a
TierSchG fAllt und somit lediglich anzeigepflichrig iec.

pie geplanten Eingriffeo und Beshandlungen ddrfen jedoch nur
vorgenommen werden, wenn die Voraussetzungen des § 7 Aba. 2 und
1 (zulfssiger Verwendungszweck, Unerlisslichkeit, ethische
vertrotbarkeit) vorliegenm.
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Da mach Ihren Antragsangaben auf das Vorileges der genannten
Verauspsetzungen geschlongen werden Kann, bestitige ich gomif
§ 10a TiarSchG das &.a. Versuchavorhaben.

Das Versuchsvorhaben liuft jetzt unter der Nummer A 40/2000.

Herr Dr. Licke als zustBndiger Tierschutebeauftragter und die
Stadt Minstar - Vatarinir- und Lebenowmittelfberwachungsamt -
(Erlaubnisbehdrde gemif § 11 TierSchi) erhalten jeweils eine
Durchechrift dieser Bestltcigung.

Mit freundlichen Grifen
Im Auftras

(oo v (.

Pr. Piontkowaki



Bezirksregierung Miinster

Beiduregiorung Miatie » 4128 MonRer

Fran

PD Dr. med. B. Link

Institut fiir Pharmakologie und
Toxikologie s
Universititsklinikum Miinster
Domagkstr. 12

4§149 Minster

Domplaz 13
Telefna: (Q25LYALLD
Duapchwady: 2104

kenitia stcdingEbames-muemnsier prode
Alrenteschen:
SO.081520 (A SORN

21. Mai 2003

Anderungsanzeige zu Versuchsvorhaben gem. § 8a Abs, 4 Tierschutzgesetz (TierSchG)

Thre Anzeige vom 29,04.2003, hier eingegangen am 21.05.2003
A40.r’2090

Selr geehrte Frau Dr. Linck,

Ihre 0.4, Anzeige wird hiermit bestitipt.

Fidr den laufenden Tierversuch A 40/2000 sind Sie als Stellvertreterin und Hemr Dr.

Hahnenkamp als Leiter benannt.

Wt freundlichen Griflen
Im Auftrag

Grines Umweltschutstelefon: {usnnlm
E-Dail:
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	Modified Barth Solution (MBS): 

