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Zusammenfassung

Modulierung von heterolog exprimierten spannungsabklingigen K'-Kanalen

durch das nicht-opiate Schmerzmittel Diclofenac

Daniel Leifkes

Spannungsabhangige Kaliumkanale sind an der Entsgelund Modulation von neuronalen
Aktionspotentialen beteiligt und damit moglichersei auch an der peripheren
Schmerzverarbeitung und -weiterleitung. In diesgveft wurde ein moglicher direkter Effekt des
nicht-opiaten Schmerzmittels Diclofenac auf die i¥klit spannungsabhangiger Kaliumkanéle
(K,) getestet. Hierzu wurde cDNA verschiedener gamgigeKanale (K1.1, K.1.3, K2.1, K3.1
und K4.2) transkribiert und die so gewonnene cRNAX@nopus laevi®©ozyten injiziert, die als
heterologes Expressionssystem dienten.

Die exprimierenden Oozyten wurden mit der Zwei-He#en-Spannungsklemmen-Technik
elektrophysiologisch unter Kontrollbedingung (ND9€&) mM Diclofenac und Inhibitor-Gabe
(5 mM 4-AP) gemessen und analysiert.

Die Applikation von Diclofenac bewirkte beim, K1 eine ~25%ige und beim X3 eine ~50%ige
Inhibierung des Kanalstromes. Eine Aktivierung veB0% wurde beim 2.1 gemessen, beim
K,3.1 zeigte sich eine Aktivierung von ~10% und b&iM.2 eine Aktivierung von ~50%.

Als ,low-voltage-activated" Kaliumkanale aktiviererK,1.X um den Schwellenwert von
Aktionspotentialen. Eine Herunterregulierung voylstromen wirde die Membranschwelle fir
die Aktionspotentiale erniedrigen und damit einehdr@ Rate von spontanen inhibitorischen
postsynaptischen Strémen (sIPSCs) in der Schmenbaitung ermdglicht werden.

Der K,2.1 und K3.1 gehéren zu den ,high-voltage-activated“-Kaliamilen. Diese Kanéle
aktivieren erst in der Depolarisationsphase undliegn somit die Breite von prasynaptischen
Aktionspotentialen. Eine deutliche Erhéhung des ZZalistromes durch Diclofenac beim X1
und K2.1 Kanal unterstitzt die These, dass Diclofenaecihdueine Verringerung der
Transmitterausschittung an der prasynaptischen e Seind damit eine verringerte
SignalUbertragung auf das nachfolgende Neuron,ssihmerzreduzierende Wirkung entfaltet.
A-Typ Kanéle, zu denen .2 z&ahlt, aktivieren bei Depolarisation und getiann in eine schnelle
spannungsabhangige Inaktivierung Uber. Eine Steigerder K4.2-Aktivitat fihrt zu einer
Verringerung der Aktionspotentialbreite, prasynsghi kdme es zu einer Verringerung de§'Ca
Eintritts und in Folge zu einer geringeren Neurdjggeisetzung. Eine verringerte
SignalUbertragung auf das nachfolgende Neuron weirde Schmerzentfaltung eingrenzen.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Schmerz und Nozizeption

“Schmerz ist ein unangenehmes Sinnes- und Gefidtses, das mit aktueller oder
potentieller Gewebeschadigung verknipft ist, odeit Begriffen einer solchen

Schadigung beschrieben wird" [36].

Im Allgemeinen unterscheidet man somatische urekvéde Schmerzen, die der Korper
in Form der somatoviszeralen Sensibilitat erfa8sti der somatischen Sensibilitét
unterscheidet man die Sensibilitdt der Haut (Obehiénsensibilitat) und die Sensibilitat
der Skelettmuskulatur, der Knochen, der Sehnen, @Gelenke und Faszien
(Tiefensensibilitat). Der viszerale Schmerz trituirch Uberdehnung der glatten
Muskulatur von Hohlorganen (Koliken), bei Mangelchiblutung des Herz- oder
Glattmuskelgewebes (Ischamie) oder bei Entzinduagé{B5].

Ebenso unterscheidet man akute und chronische $zémeDer akute Schmerz ist
kurzzeitig und entsteht durch Erregung von freiererMdnendigungen, den
Nozizeptoren [32, 57]. Diese sind spezifische Searsond die zugehoérigen afferenten
Neurone, die bei unterschiedlich intensiven noxeschReizen unterschiedlich stark
erregt werden. lhre Erregungen kénnen somit Rageithinieren und kodieren, die als
unterschiedlich schmerzhaft empfunden werden. Gécbhe Schmerzen halten tber
Monate bzw. Jahre an. Sie werden entweder durchirkoerliche Reizung von

Nozizeptoren, oder durch Schadigung des schmembEn und verarbeitenden

neuronalen Systems hervorgerufen [38].

1.2  Periphere Nozizeption

Peripherer Schmerz wird von Hinterhornneuronelorgal root ganglion neurgn

DRG-N) registriert und an das zentrale Nervensygi@NS) dbermittelt. Dieser Prozess
ist auf drei subzellulare Kompartimente des Neuraesteilt: 1. der periphere
Nozizeptor, der die schmerzauslosenden Faktoreekiikstt; 2. das Axon, das der
Schmerzweiterleitung dient; und 3. die prasynaptsNervenendigung, welche das

Signal auf das nachste Neuron Ubertradp( 1.1).
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Nozizeption und ikeiterleitung (veréandert
nach Schmidt & Unsicker [58] und Silbernagel & Degpulos [80])

Mitte: Freisetzung von schmerz-induzierenden Botenstoféeifgrund von Gewebs-
schadigungen und Ausschiittung von pro-inflammatbea Neuropeptiden. Durch die
Schadigung zellularer Strukturen werden die Bot#festBradykinin, Serotonin (5-HT),
Prostaglandin (PGE ATP und Protonen (N freigesetzt und wirken auf nozizeptive-
afferente Nervenendigungen. Diese Stimuli zielemejis auf einen diskreten Rezeptor.
Infolge der Aktivierung der Nervenendigung werdeeukbpeptide wie die Substanz P und
CGRP (Calcitonin-Gene Related Peptide) Uber einefi’-&bhéngigen Mechanismus
ausgeschuttet und Uber das GefalRsystem im Korpeeilize Die Aktivierung von
Mastzellen- bzw. neutrophilen Granulozyten durah Slubstanz P bewirkt eine zusatzliche
Stimulanz der Nervenendigun@ben: Intrazellulare Vorgange bei der Stimulierung von
Nozizeptoren durch verschiedene chemische ReizeHitzeé. Hitze, Protonen, Capsaicin
und Serotonin (5-HT) 6ffnen lonenkandle direkt. ®#fdnine und Prostaglandine (PGE
induzieren Signalkaskaden, durch die intrazellul&alciumspeicher entleert und
lonenkanédle phosphoryliert werdetnten: Nozizeptive Erregungsibertragung im
Hinterhorn des Rickenmarks. Die zentralen Endigander DRG-Zellen bilden mit
Interneuronen und den aufsteigenden zentralen Keor8ynapsen, deren Haupttransmitter
Glutamat ist. Glutamat bindet an vier verschied&ezeptoren: AMPA-, NMDA- und
Kainat-Rezeptoren sind liganden- (Glutamat) aktteidonenkanale und der ,metabotrope
Glutamatrezeptor®. Dieser ist Uber ein G-Protein @die Phospholipase C und den
nachfolgenden IPSignaltransduktionskette gekoppelt. Die volle Wimg der synaptischen
Ubertragung kommt erst bei einer Kooperation aRe&zeptoren und auch mit den Co-
Transmittern Substanz P und CGRP zustande. (Abkfjerusiehe Anhang 7.4).
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Schmerzen werden durch mechanische, thermische atiemische Gewebe-
schadigungen (Noxen) ausgelost. Bei diesen untediathen Einflissen werden aus
den geschadigten Zellen und efferenten Nervenendgu schmerz-induzierende
Botenstoffe in den Extrazellularraum freigesetziywbausgeschitteApb. 1.1 Mitte).
Diese Schmerzmediatoren binden an Nozizeptorenafferenten Nervenendigungen
(Abb. 1.1 Ober). Zusammengenommen fuihren diese Prozesse zuAditigierung von
verschiedenen Signaltransduktionsketten, die ddieiModulierung von lonenkanélen
(Na', C&*, K*) bzw. -Rezeptoren (NMDA) zu einer Veranderung Ideenleitfahigkeit
und damit zur Ausbildung von Aktionspotentialendmm Nervenendigungen fuhrt.

Zum Beispiel fuhrt die Ausschittung von Arachidamsénetaboliten wie PGEzur
Aktivierung der PKA und Ausschuittung von Bradykirmar Aktivierung der PKC, was
zu einer Modulation von k und Nd-Kanalen fiihrt [55]. Diese freigesetzten
Modulatoren spielen ebenfalls eine Schliusselrodie Bntziindungsprozessen [45, 83].
Temperaturédnderungen, Veranderung des pH-Wertes aaddh die Applikation von
korperfremden chemischen Modulatoren wie Caps@8jinmodulieren auf einem
direkten Weg die Na und C&*-Leitfahigkeit der Rezeptormembrafhp. 1.1 Oben.

1.3  Schmerzweiterleitung

An der Schmerzweiterleitung sind nicht-myelinisterFasern (C-Fasern, Leitungs-
geschwindigkeit 0,5 - 2 m/s) und myelinisierte Fagé\a-, Ap-Fasern z.B. in Muskeln,
30-120 m/s und &Fasern z.B. in der Haut, 12 - 30 m/s) beteiligt,[B1]. Die
Zellkorper dieser bipolaren nozizeptiven afferentnsten Neurone liegen in den
Spinalganglien und werden als DRG-Neurone (s.o.zeiobanet. Ihre zentralen
Endigungen bilden im Rickenmark mit Interneuronemn w@ufsteigenden Neuronen
Synapsen(Abb 1.1, Unten) deren Transmitter Glutamat, Substanz P und ATP
sind [13]. Nach Umschaltung auf ein Folgeneurodlen Laminae I, 1I, IV und VI des
Hinterhorns und einem Seitenwechsel, ziehen dienéxdes zentralen Neurons im
Tractus spinothalamicusder Tractus spinoreticulariszum Gehirn Abb. 1.1, Mitte)
[31, 60]. Der Thalamus spielt fir die Weiterleitumgd Verarbeitung von sensorischen

Informationen eine wichtige Rolle. Im somatosersdren Kortex und weiteren
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Hirnregionen, wie lymbisches System, Hypothalantisyla und anterioren cingularen
Kortex (ACC), findet die bewusste Schmerzempfindlmkalisation und Registrierung

der Starke von Schmerz statt [77].

1.4  Synaptische Ubertragung der Nozizeption

Nervenzellen geben Informationen zumeist in Form ghemischen Signalen weiter.
Der Ort der Informationsibertragung wird als Symapszeichne{Abb. 1.1, unten)
Prasynaptisch wurden spannungsabhangigé’-Kanale identifiziert, welche die
Freisetzung des Neurotransmitters Glutamat indemigt7]. Postsynaptisch, also am
ersten zentralen Neuron, fuhrt die Aktivierung viomotropen Kanalrezeptoren wie
NMDA-, AMPA- und Kainat zu einem Einstrom von Nand C&" sowie zu einem
Ausstrom von K. Die Aktivierung des metabotropen Glutamatrezeptktiviert den
G-Protein-abhangigen #FSignalzyklus, was u.a. eine intrazellulare Freigey von
Calcium bewirkt. Diese Vorgange fuhren zu einer @apsierung der postsynaptischen

Membran und damit zur Entstehung eines gradierteanfals.

1.5 Schmerzmittel

Es werden opioidartige und nicht-opioidartige Amgilkg unterschieden. Opioide sind
Alkaloide aus dem Saft des SchlafmohRapaver somniferun{Morphin, Codein,
Papaverin) und deren Derivate (z.B. Fentanyl). Brealgetische Wirkung dieser
korperfremden Opiate und Opioide ist auf eine Affinzu Rezeptoren fur endogene
Opioide (Enkephaline, Endorphine, Dynorphine) zkridihren, die eine Veranderung
der lonenstrome zur Folge haben kdnnen. Diese Reeep(i-, x- undy-Rezeptoren)
befinden sich vorwiegend im ZNS, aber auch periphar priméren afferenten
Endigungen. Zum Beispiel erzeugt die Aktivierunges peripherep-Opioid Rezeptors

eine lokale Antinozizeption [44].

Nicht-opioidartige Analgetika

Die nicht-opiaten Analgetika werden in antipyrefiscAnalgetika (u.a. Paracetamol,
Ibuprofen, Metamizol) und nicht-steroidale Antipbistika (u.a. Acetylsalicylsaure,

Diclofenac, Ibuprofen) eingeteilt. Haufig ist die iNlUng dieser Substanzen in
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unterschiedlichem Mal3e Uberlappend analgetischpyaetisch und grof3tenteils auch
anti-inflammatorisch [68]. Die Gruppe der nicht-ai@n Schmerzmittel hat eine
periphere und/oder zentrale Wirkung. Sie hemmen zamen die Enzyme

Cyclooxygenase-1 (COX-1) und/oder Cyclooxygenad&@X-2) in unterschiedlichem

Mafl3e und somit die Prostaglandinsynth@seb. 1.1,[69]), zum anderen unterdriicken
sie die Erregungsleitung [63].

NSAIDs

Nicht-steroidale-Antiphlogistikanon steroidal anti inflammatory drugBISAIDs) sind
Inhibitoren von Cyclooxygenasen [90]. lhre antilammatorische und analgetische
Wirkung beruht somit auf einen Eingriff in die Praglandinsynthese durch Inhibierung
der Oxygenierung von Arachidonsaure zu Prostagha@gdH, am Beginn des
Syntheseweges. Es wird vermutet, dass NSAIDs autlaradere Ziele wirken. Zum
Beispiel zeigen genetischaock-outMause ,,ohne“ COX-1 und COX-2 immer noch
einen analgetischen Effekt auf NSAID [2]. Anwendwumn NSAIDs verringert sowohl
kutanen- [70], als auch cornealen Schmerz [9], azretti durch einen sauren pH-Wert
bei Abwesenheit von Entziindung. Man geht davon dass zwei Effekte eine wichtige
Rolle beim antinozizeptiven Effekt von NSAID spieleZum einen eine direkte
lonenkanalblockierung, zum anderen eine Inhibieraley Entzindungs-induzierten

Expression von ph-aktivierten lonenkanalaaig-sensing ion channel8SICs) [16].

Diclofenac

Der Wirkstoff Diclofenac gehort zur Gruppe der riiopioiden Analgetika und wird bei
leichten bis mittleren Schmerzen und Entzindungegewendet. Diclofenac hat eine
starke analgetische, antipyretische und anti-inffetorische Aktivitat [56, 87]. Der

Name des Arzneistoffes leitet sich von seiner ckeh&n Struktur ab:

Cl
; NH
Cl OH
0

Abb. 1.2: Chemische Struktur von Diclofenac
2-[2-[(2,6-Dichlorphenyl)amino]phenyl]essigsaure/PAC).
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Der erste Schritt in der ProstaglandinsyntheseliestFreisetzung von Arachidonséure,
ein Lipidbestandteil von Phospholipiden, aus delin@mbran durch die Phospho-
lipase A. Die entzindungshemmende Wirkung von Glucocodmoiberuht auf der
Hemmung dieses enzymatischen Schrittes. Der zw8yatheseschritt ist die
Oxygenierung von Arachidonsdure durch CyclooxygenadCOX-1 und COX-2) zu
Prostaglandin G2/f4 Verantwortlich fir die Wirksamkeit von Diclofenaist die
reversible Inhibierung der COX-1 und COX-2, wodurdie Synthese entzindungs-
fordernder Prostaglandine gehemmt wird. Das Enzg@X-Q@ ist konstitutiv exprimiert,
hingegen wird die COX-2 durch Gewebsschadigung Entztindung induziert. Beide
Isoformen der COX reagieren gleich stark auf Dietafc [62].

Der analgetische Effekt von Diclofenac kann nichir mlurch die Hemmung der
Cyclooxygenasen erklart werden. Tonussi und Ferf8B] diskutieren auch eine
direkten Einfluss auf eine Lipoxygenase, die an Sgnthese von Leukotrienen aus
Arachidonsaure beteiligt ist. Leukotriene sind veiedn Botenstoffe, die an
allergischen- und entztindlichen Reaktionen betesiigd.

Ergebnisse aus weiteren Studien lassen vermuten,di#a periphere nozizeptive Effekt
von Diclofenac aus einer Aktivierung von verschisgle K'-Kanalen resultiert [63]. Es
sind bisher aber keine Daten (ber spannungsablgniigkanadle in diesem

Zusammenhang bekannt.

1.6  Spannungsabhangige Kaliumkanéale

Kaliumkanéle spielen eine wichtige Rolle in der Ugteing der Zellfunktionen von
elektrisch erregbaren und nicht-erregbaren Zellderzu zahlen die Kontrolle des
Membranruhepotentials, die Steuerung der Sekretoon Hormonen (z.B.
Insulinsekretion in denp-Zellen des Pankreas), die Regulation des Salz und
Wasserhaltes in den Nieren, die Regulation elalteis Erregbarkeit von Neuronen und
deren synaptische Plastizitat [72].

Es werden Uublicherweise vier Familien von Kaliumian anhand verschiedener
Strukturen, funktioneller Charakteristika und phakalogischer Empfindlichkeit in

Neuronen unterschieden:
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- spannungsabhangige WK Kvl.x - K,12.X

- calcium-aktivierte (Ka) Kcal .X - Keb.X

- einwartsgleichrichtende (K Kirl.X - K 7.X

- Zweiporen-Kanéle (Kp) Kopl.X — Kopl7.X

Abgeleitet von Taufliegenrosophila melanogastgMutanten erfolgte zunachst eine
Einteilung der klonierten spannungsabhéangigen iKatanale in sechs Unterfamilien:
Shaker (Ky1.1-1.7) Shab (K,2.1-2.2) Shal K,3.1-3.4) Shaw (K.4.1-4.3)
ether a go gound slow pokd71, 79]. Es wurden in den letzten Jahren weitere
Untereinheiten fur spannungsabhéngige Kaliumkakigleiert und in die Nomenklatur
eingearbeitet. Insgesamt sind bis jetzt mindes&hs/erschiedene-Untereinheiten
bekannt, die anhand von Sequenzhomologien in z&dlppen (K1 - K,12) unterteilt
werden [37].

Der klassischashakerKanal [23] besteht aus vierUntereinheiten mit jeweils sechs
helikalen Transmembransegmenten (S1 - S6) [40]aimeim zytoplasmatischen C- und
N-Terminus Abb. 1.3). Zwischen S5 und S6 befindet sich der so gendpiiteop, der
auch als H5-Domane bezeichnet wird [51]. Diesert rig die Membran hinein,
durchspannt sie jedoch nicht. Das H5-Segment bitdetlem Linker zwischen S4 und
S5 und dem carboxyterminalen Bereich des S6-SegnBatKanalpore aus [52, 66].
Der Spannungssensor S4 weist eine regelmalige dgebfgbositiv geladener
(hydrophober) Aminoséauren (4 - 7x R/IKXX) auf [4%,@89]. Die positiven Ladungen
von S4 werden bei Depolarisation neutralisiert, wod es zu einer
Konformationsanderung und damit zur Kanaloffnungnka [3, 94]. Als mdgliche
Aktivierungsmodelle werden zur Zeit dasiginal helical screw moddR4] und das
paddle modej42] diskutiert.

Die a-Untereinheiten lagern sich zur Ausbildung aktiviéanédle zu tetrameren
Komplexen zusammen [50, 71]. Kandle aus vier gkickh/ntereinheiten werden als
homotetramere Kanéle bezeichnet. Heterotetramerg&l&dagern sich hingegen aus
verschiedenem-Untereinheiten zusammen [64], wobei nutJntereinheiten aus einer
Subfamilie einen heterotetrameren Kanal bilden konnHierdurch ergibt sich die

Moglichkeit, dass eine Vielzahl von'KKanalen mit neuen Eigenschaften entsteht. Die
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a-Untereinheiten ordnen sich symmetrisch an undehildo die zentrale Pore aus. Die
Pore (P) weist bei Kaliumkanalen eine deutlich méhgelektivitat fur Kaliumionen
gegenlber den kleineren Natriumionen auf [20]. Badektivitdt wird durch eine in
allen Kaliumkanéalen konservierte so genannte Sigeatjuenz [67] vermittelt, die
innerhalb der P-Region liegt. Die Kiristallstruktnran verschiedenen ionischen
Losungen zeigen, dass der Selektivitatsfilter zwerschiedene Konformationen

einnehmen kann, leitend und nicht-leitend.

extracellular

<
o
!

AN l
P . |,‘lﬂ&1ulm

COs-

T
D:|PDZ
2 Vv

Abb. 1.3 Schematische Darstellung der Topologie eisleakerTyp-Kaliumkanalunter-
einheit [67]

Vier Untereinheiten bilden den funktionellen Kalikamal. Gezeigt wird eine-Unter-
einheit mit ihren sechs Transmembransegmenten ¢gleem Spannungssensor S4 mit
seinen positiven Ladungen, der Porenregion (P), mrazellularen N-Terminus mit den
Tetramerisierungsdoménen T1A und T1B und dem Balétioam Ende, bei dem man
vermutet, dass er in die Pore hineinschwingt uedaldadurch verstopft. Des Weiteren sind
der C-Terminus mit der PDZ-Doméane am Ende und ags®ziierende (3-Untereinheit, die
ebenfalls eine Art Ball bildet, der in die Porediimschwingen kann, dargestellt. Der innere
Poreneingang wird wahrscheinlich von Aminoséures 84-S5-Loops unter Beteiligung
von Aminoséauren am C-Terminus des S6-Segmentekigebi

Die lonenbindungsstellen im leitenden Zustand sietit kompatibel mit dem kleineren
Radius von N&lonen (0,95A), nur K (1,33 A) passt [48, 51, 89]. Durch die

zusatzliche Kombination mit akzessorisclfiedntereinheiten, wird die Komplexitat der
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Ky-Kandale deutlich erhoht. Die/p-Interaktion kann die kinetischen Eigenschaften der
Kanale dramatisch beeinflussen. So kann durch dsAation dep-Untereinheiten ein
nicht inaktivierender Kanal zu einem sehr schnadkiivierenden Kanal umgewandelt
werden [71]. Die B-Untereinheiten sind zytoplasmatische, an didJntereinheit
assoziierte Proteine [26]. Fur die Sekundarstruligern sich achi-Faltblattstrukturen
parallel an, denen je eineHelix folgt. Dadurch bildet sich eine Fassstrukaws (sog.
TIM, triose phosphate isomerase bajreDie B-Untereinheiten interagieren tber eine
konservierte C-terminale Doméane mit einem Teilb®@rales N-Terminus der-Unter-
einheiten. Der Mechanismus der Interaktion istamglungeklart.

Bei den spannungsgesteuerten lonenkandalen ist fi@v@ahrscheinlichkeitR,) der
Kanale abhangig vom Potential und dem Inaktiviesmmgchanismus. Es existieren
zwei Mechanismen, die je nach der Beteiligung deBeNninus oder eines mehr am
C-Terminus gelegenen Bereichs des KanalproteirssNaloder C-Typ-Inaktivierung
bezeichnet werden. Fur die N-Typ-Inaktivierung vwaugin Ball-Kette-Mechanismus [4]
beschrieben, bei dem eine InaktivierungsdomaneeriPdre hineinschwingt und diese
verschliel3t [33, 74]. Bei der C-Typ-Inaktivierurdie meist langsamer erfolgt als die N-
Typ-Inaktivierung, fiihrt eine Anderung der Porenkwmation an der extrazellularen

Seite zu einem SchlieRen des Kanals.

1.7  Ziel der Arbeit

Neben der klassischen Wirkung von Diclofenac auX€lound COX-2 bei Entziindung
gibt es auch andere Mechanismen, die noch nichst&abig geklart sind. Berichtet
wird unter anderem von einem Einfluss auf die Kakanale vom Typ K (ASICS)
und Ky. Uber einen mdglichen Einfluss von Diclofenac agfannungsgesteuerte
Kaliumkanéale wurde bisher nicht berichtet.

Spannungsabhéngige Kaliumkanale sind generell arEdiestehung und Modulation
von neuronalen Aktionspotentialen beteiligt. Darmsibd sie in den Schmerzfasern
prasynaptisch an der Entstehung des ,ersten® nbreingten Aktionspotentials
beteiligt. Indirekt regulieren sie die Ausschutturgn Neurotransmittern in den

Axonterminalen Uber die Beeinflussung der Aktiorisptialbreite und -frequenz.
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Postsynaptisch nehmen sie ebenfalls an der neeroideiterleitung und Verarbeitung
des Schmerzsignals teil.
Ziel dieser Arbeit ist es, einen moglichen direktemfluss von Diclofenac auf die

Funktion von K-Kanalen herauszuarbeiten.

Wenn man diesen Einfluss im strukturellen Kontet Mozizeption darstellen mdchte,
bieten sich z.B. pharmakologische Experimente anolieidsen Ratten-
Hinterhornneuronen an. Die experimentelle Isoligremes direkten Effektes auf,K
Kanale ist jedoch in diesem System komplex, da mpagsabhangige Kaliumstréme
durch spezielle Pulsprotokolle und pharmakologisadn dem Gesamtstrom des
Neurons isoliert werden missen. Die langliche Fatem Neuronen beeintrachtigt
zusatzlich, aus elektrophysikalischen Grinden, Mmagsn in der Zwei-Elektroden-
Spannungsklemmen-Konfiguration. Des Weiteren iste diPraparation von
Hinterhornneuronen sehr zeitaufwendig. Die expentelée Stabilitdt der Neurone ist
zeitlich begrenzt und erschwert damit die Durchéiiigy der Experimente.

Zur Darstellung eines direkten, isolierten pharnadgischen Effektes eignet sich daher
ein heterologes System. DAsnopus laevi©ozyten Expressionssystem bietet sich aus
folgenden Grinden an:

1) Expression einer einzelnen Kanalspezies Uber cRIMA&K ist durchfihrbar,
d.h. ein direkter Effekt auf den Kanal ist moglich.

2) Humane K-Kanalklone sind kommerziell erhaltlich.

3) Der technische Aufwand ist weitaus geringer als aiitem vergleichbaren
Saugerzellkultur-System.

4) Die Oozyten sind Uber ein Perfusionssystem leichigamglich fur
pharmakologische Substanzen.

5) Das System ist etabliert und robust.

6) Experimentelle Literatur Uber das  Oozytensystem, wiso die
elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigfeaften von k-Kanalen
sind umfangreich.

Diese Arbeit soll eine mogliche Verdnderung desidahmplitudenstromes durch
Diclofenac bei den Kanélen (K1, K1.3, K2.1, K3.1 und K4.2 zeigen. Die
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Ergebnisse sollen diejenigen-Kanale identifizieren, welche sich fir weiterfohgke
Projekte beztglich der elektrophysiologischen Cktargsierung von Kanalstromen, in
Abhangigkeit von Diclofenac, anbieten. Die Expenmgekdnnen dann die Grundlage
fur weitere Experimente an isolierten Hinterhormoeen sein, um die

pharmakologische Wirkung von Diclofenizesitu darzustellen.
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2 Material und Methoden
In dieser Arbeit soll dargestellt werden, ob eserimdglichen Einfluss von Diclofenac

auf heterolog exprimierte Kaliumkanéle gibt. Diese8 Aufschluss geben, ob Kalium-
kanéle bei der Nozizeption eine mogliche dampfeRd#e spielen(siehe Kap. 1.5 —
1.7) Um Kaliumkanéle eines Typus betrachten zu konmesrden diese jeweils im
heterologen Expressionssystem w@nopus laeviexprimiert(Abb. 2.1). Dazu wurden
cDNA-Klone der verschiedenen gangigen Kaliumkanbl der Firma Protinac
erworben. Plasmid-DNA wurde linearisiert, extrabhiemd darausin-vitro cRNA
synthetisiert(siehe Kap. 2.1) Die hergestellte cRNA wurde in die Oozyten irgiti

Nach einer Inkubationsphase der Oozyten wurden eig@rimierten Kanale

elektrophysiologisch untersucht.

Molekularbiologie

—- —

K,-cDNA-Klon cRNA

Elektrophysiologie

%
%

|
(e

Abb. 2.1: Schematisch®arstellung des Arbeitsablaufes

2.1  Molekularbiologie

Zur Expression der lonenkanale wurde jeweils 5@t8 ng/pl) cRNA in eine Oozyte
injiziert. Nach einer Inkubationszeit von 3 —4 ®&agkonnten lonenstréme mittels

Voltage-Clamp-Technik unter Applikation von Diclofec gemessen und am Computer

analysiert werde(siehe Kap. 2.5)
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2.1.1 Verwendete K,-cDNA Klone

Humane K1.1, K/1.3, K2.1, K4.2 und Ratten §3.1 cDNA Klone wurde bei der Firma
Protenac (Hamburg) erworben. Die cDNAs wurden ireripGEM-Vektor mit T7- und
Sp6-Promotor sowie einem Poly A-Schwanz kloniene [2weiligen Plasmid-Karten
befinden sich imAnhang 7.1

2.1.2 Plasmid-Linearisierung

FUr die spateren-vitro Transkription wurde zunachst die Plasmid-DNA lingart
(Spel hK,1.1; Notl: hK,1.3, hK2.1, hK4.2, rK,3.1). Es wurden 2,5 pL (1 pg/pL) des
Plasmids mit 10 -fach Enzympuffer und 1 pL Resiksenzym (10 u/pL) in 100 pL
Reaktionsvolumen (¥D) versetzt und bei 37°C fur 1 h inkubiert. Zur divéfung der
Linearisierung wurde ein 5 pL Aliquot auf einem Agsegel analysie(siehe 2.1.4)

Restriktionsansatz

25 puL DNA (1 pg/pL)
10,0 pL Enzympuffer (10x)
1,0 pL Restriktionsenzym (10 u/ul)
86,5 pL HO
100,0 pL Ansatzvolumen

2.1.3 DNA-Extraktion

Zur Proteinfallung im Linearisierungsansatz wurdbe Proteine mit 100 uL Phenol
gefallt. Der wassrige Uberstand wurde nach rigaros®urchmischen und
anschlieBender Phasentrennung in ein neues Resdii@f® Gberfuhrt. Zur Prazipitation
der DNA wurden 300 pL Ethanol und 30 pL NatriumatgB M) zugegeben und fir
30 min bei -70°C inkubiert. Nach dem Zentrifugier@b.300 rpm, 4°C, 20 min) und
Waschen mit 500 pL 70%igem Ethanol wurde das DNRePan Luft getrocknet und
in 6,5 pL RNAse-freiem pD aufgenommen. Nach finf Minuten Losungszeit wite

0,5 pL Aliquot zur Uberpriifung in einem Agaroseagedlysiert(siehe 2.1.4)

2.1.4 DNA-Gel und Dokumentation

Die elektrophoretische Auftrennung der linearigerund extrahierten DNA erfolgte

jeweils in einem horizontalen 0,75%igen Agaros€@8lmL) in TAE-Puffer mit 20 pL
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Ethidiumbromid (10 mg/uL) als Nachweisreagenz. #i@ optimale Auftrennung der
DNA, die je nach Klon ca. 4,5 - 6,5 kb lang war rdeieine Agarose-Konzentration von
0,75% gewahlt. Der KalibrierstandafdPhagen-DNA, geschnitten nBstEIl) war eine
freundliche Spende von Dr. Boris Skryabin, UK Mignst

Ansatze

DNA aus 2.1.2 DNA aus 2.1.3 Standard
DNA 50puL 0,5 puL
6x Beladungspuffer 2,0 uL 2,0 uL 2,0 uL
H.O 4,5 uL
Standard 5,0 uL
Ansatzvolumen: 7,0 pL 7,0 puL 7,0 puL

Die Ansatze wurden gut durchmischt, abzentrifugierd auf das Gel aufgetragen. Die
Trennung erfolgte Gber 90 min bei 50 mV. Die Dokatagion der Gele erfolgte auf
einem UV-Tisch (Biometra TI3) beh =254 nm mit dem dazugehorigen Video-

Kamera-System und der Software BioDocAnalyze (Bima)e

2.1.5 Synthese vorin-vitro cRNA

Es wurde dasmMessage mMachine-vitro-Transkriptionssystem (Ambion) verwendet.
Fur die Transkription wurde jeweils die T7-Promatgion der Kv-pGEM-Plasmide
genutzt. In einem Reaktionsvolumen von 20 pL wulde aufgereinigte, linearisierte
DNA (6 puL, 1-2 ug) mit 2 uL 10-fach Enzym Mix (T®Rmerase), 2 uL 10-fach
Transkriptionspuffer und 10 pL 2-fach Ribonucleetidix fur 1-2 h bei 37°C
inkubiert. Zum Abbau der Matrizen-DNA wurde 1 pL Bk hinzugegeben, 15 min
bei 37°C inkubiert und anschlie3end 80 uL DEPOHugefugt. Fur die Fallung der
RNA wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion durctidpet.

In einem ersten Schritt wurden die Proteine mit fO®henol gefallt. Der wassrige
Uberstand wurde nach Durchmischen und Phasentrgnabgenommen und in ein
neues Reaktionsgefall Uberfuhrt. Dann erfolgte 2n@te Proteinfallung mittels 100 pl
Chloroform. Wieder wurde der Uberstand in ein ne@=faR aufgenommen. Zur
Prazipitation der RNA wurden 330 ul Ethanol undpdNatriumacetat hinzugegeben
und Uber eine Stunde bei —70°C inkubiert. Nach demtrifugieren (15.300 rpm, 4°C,

20 min) wurde der Uberstand abgenommen und mit p50F0%igem Ethanol
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gewaschen. Nach dem erneuten Zentrifugieren (15@00 4°C, 5 min) wurde der
Uberstand abgenommen, das RNA-Pellet getrocknetimrD pl RNAse-freies pD
aufgenommen. Davon wurden je 1 pL fur ein RNA-Agagel(siehe 2.1.6und 1 pL

fur eine Ribo-Green-Bestimmurggiehe 2.1.7abgenommen.

2.1.6 Denaturierendes RNA-Agarosegel

Zur Analyse der RNA wurde ein 1 pL Aliquot mit 14 Premixpuffer (s.u.) und 4 pL
RNAse-freiem HO versetzt und fur 10 min bei 60°C denaturiert, rdaauf Eis
abgekuhlt. Zur Probe wurden noch 5 pul BeladungspufhMessage mMachine-Kit
hinzugegeben. Als Marker wurden 2 ul einer Mauslé&tieA-Praparation (~0,5 pug/ul)
wie die Probe behandelt und auf das Gel aufgetrdgenMarker war eine freundliche
Spende von Dr. D. Isbrandt (ZMNH Hamburg, UKE).

Probe Standard
1,0 uL RNA-Aliquot 2,0 uL RNAMarker
19,4 pL Premix 19,4 uL Premix
4,0 uL DEPC-HO 3,0 uL DEPC-KD
5,0 uL Beladungspuffer 5,0 puL Beladungspuffer

Die Gelkammer wurde mit 0,3% Wasserstoffsuperoxisgawaschen. Die Auftrennung
erfolgte in einem horizontalen 0,75%igen Formamghfsegel mit MOPS als
Laufpuffer und Ethidiumbromid (20 ul, 10 pg/mL) alslachweisreagenz. Die

Auftrennung erfolgte Gber 90 min bei einer angaaddpannung von 50 V.

2.1.7 Fluorimetrische Quantifizierung von RNA

Die Konzentration der transkribierten RNA wurde miem RiboGreen RNA
Quantification Kit (Molecular Probes) bestimmt. DiBetektion beruht auf der
chemischen Umsetzung der RNA mit einem fluoresniea Farbstoff. Die

Durchfuihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.
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Probenvorbereitung

Zunachst wurde 1 pL RNA-Aliquot 1:1000 mit Tris-EBRFPuffer (TE) verdinnt
(Probenverdinnung, P1) und dann in einer 96-Lockrdfiterplatte auf ein
Endvolumen von 100 pL weiter auf 1:50 und 1:20 Wwh-Puffer verdinnt (Proben-
verdinnung, P2). Fur die Farbreaktion wurde dasclygteVolumen an verdinntem

RiboGreen-Reagenz (1:2000 mit TE-Puffer) zugefugt.

Probenverdinnung, P2

1:20 1:50

10,0 pL P1 4,0 uL P1

90,0 puL Ix TE 96,0 uL IX TE
100,0 pL RiboGreen 100,0 pL RiboGreen

Erstellung einer RNA-Eichgeraden

Unter Verwendung der mitgelieferten Standard-RNA £lund 23 S rRNA aus.coli)
und dem Losungspuffer TE wurde eine Eichgeradeldr§d-50 ng/mL RNA) und die
Konzentrationen der Transkriptionsansatze anhaedediermittelt. Dazu wurde den

hergestellten Eichverdinnungen (s.u.) das gleiablenden an verdiinntem RiboGreen-
Reagenz (s.0.) zugefugt.

RNA-Vorverdinnungen:

V1 (1,0 ng/pL)

1,0 pL Stammlésung (100 ng/uL)

99,0 puL TE (1x)

V2 (0,1 ng/puL)

40,0 pL V1 (1,0 ng/pL)

360,0 pL TE (1x)

RNA-Eichlésungen:

Konz. V2 1XTE RiboGreen
0,0 ng/uL 0,0 puL 100,0 puL 100,0 puL
1,0 ng/uL 2,0 pL 98,0 puL 100,0 pL

50 ng/uL 10,0 pL 90,0 pL  100,0 pL
250 ng/pL 50,0 pL 50,0 pL  100,0 pL
50,0 ng/ul  100,0 HL 00 uL  100,0 puL
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Probenmessung

Die Proben wurden mit RiboGreen-Reagenz versetdt umin bei Raumtemperatur
unter Lichtausschluss inkubiert. Die Fluoreszenzrd@umit einem automatischen
96 Well-Mikrotiterplatten- Lesegerat  (Fluoroscan, a. Fhermo Labsystems) bei

Aex = 485 nm und\em = 530 nm gemessen.

2.1.8 Verwendete Lésungen fur die Molekularbiologie

10x MOPS- Laufpuffer

Fertigkonzentrat entspricht:

10,00 mL 1.0M MOPS pH 7,0
0,83 mL 3,0M NaAcetat pH 4,8
1,00 mL 0,5M EDTA pH 8,0

38,17 mL DEPC-KD

Premixpuffer

12,9 pL 10x MOPS-Laufpuffer
22,6 ML 37% Formaldehyd
64,5 ML Formamid, deionisiert

in 1 L DEPC-HO (RNAse freies Aqua bi-destillata: 100 uL DEPC auf H,O, tber

Nacht riihren und anschlie3end autoklavieren)

DNA-Probenpuffer (5x)

20,0 % Ficoll (w/v)
100,0 mM EDTA
0,025 % Bromphenolblau (w/v)
0,025 % Xylenxyanol (w/v)

Tris-Acetat Laufpuffer (50x)

2,0 M Tris-Acetat, pH 8
100,00 mM EDTA
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2.2 Kultivierung von Xenopus laevis Oozyten

Fur die Experimente wurden weit entwickelte, abecmunreife Eizellen (Stadium V
und VI, siehe Abb. 2.] des sidafrikanischen KrallenfroscheXeifopus laev)s
verwendet [21]. Die ausgewachsenen, nicht hormanmiditen Tiere wurden im
Tierkeller des Instituts fur Physiologie in MinsterTanks mit 2-3 | Wasser pro Frosch
und einem zwolfstiindigen alternierenden Wechsesawan Dunkelheit und Kunstlicht
gehalten. Zweimal die Woche wurden die Froésche Rimsich-Pellets und einmal
monatlich mit Rinderherz gefittert. AnschlieRendraeu das Wasser in den Tanks
ausgetauscht. Montags und freitags wurde jeweits Febsch zur Entnahme eines
Ovarlobulus herangezogen. Vor dem chirurgischemyriEfnvurde der Frosch in einem
Tauchbad mit dem Lokalanasthetikum Tricain (MS 28@yma), 0,26%, anasthesiert
(ca. 10 bis 20 min, je nach Gro6f3e des Frosches)nDeurde eine ca. 1 cm lange
Inzision diagonal durch das Abdomen von der Mitiessgehend zur Flanke hin
vorgenommen. Nach Durchtrennung der Fascia kamenOdiarien zum Vorschein.
Nach Entnahme eines Ovarlobulus mit Schere undeRemzavurden die Wundrander
schichtgerecht von innen nach auf3en adaptiert uh@&inem 5,0-Faden vernéht. Der
Frosch wurde in ein kleines Becken gesetzt, in desich, solange die Anédsthesie noch
wirkte, von dem Eingriff erholen konnte. Erst damarde er wieder zurlick in den Tank

zu den anderen Froschen gesetzt.

Abb. 2.2: Oozyten des sudafrikanischen Krallenfrosché&mnopus laevisn den Reife-
stadien | bis VI
(nach Dumont, 1972 [21]; Foto aus dem InstitutRtiysiologie | in Munster, Prof. Madeja)
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Von den so entnommenen Oozyten, die vergleichbaweintrauben an einer Rebe
aufgehangt und von zellularen und bindegewebigeltlerllumgeben waren, wurden
solche der Entwicklungsstadien V und VI ausgewébliese waren aufgrund ihrer
GrofRe (Durchmesser > 1mm) und der scharfen Trenmurggne dunkle animalische
und eine helle vegetative Halfte schon makroskdpisicht zu identifizieren [30]. Sie
wurden durch manuelle Praparation mit Hilfe zweiarmacherpinzetten (Dumont #5)
unter einem Binokular (40- fache Vergré3erung) wexgt. Die separierten Zellen
wurden in eine Petrischale mit dem Kulturmedium el und, unter Zugabe von
Penicillin (10 mg/mL) und Streptomycin (100 mg/mlur Verhinderung einer
bakteriellen oder mykotischen Infektion, bei eifi@mperatur von 19°C kultiviert. Den
operierten Froschen konnte nach einer Erholungszeit mindestens zwei Monaten
erneut Oozyten entnommen werden, da diese sichegagesn konnen [53].

Die tierexperimentellen Arbeiten wurden im Rahmems dVersuchsvorhabens
Experimentelle Epilepsieforschung vom Regierungsdenten Munster genehmigt
(Az.:23.0835.1.0 (G 32/97) vom 23.10.1997).

2.3 Defollikulierung von Oozyten

Die Oozyten sind von mehreren Hiullschichten umgdB2h Die ausserste Schicht
bildet das sogenannte innere Ovarienepithel, dardiegen die Theka, eine Schicht aus
Fibroblasten und Kollagenfasern, und nachfolgende eFollikelzellschicht. Die
Vitelinmembran liegt der eigentlichen Oozytenmembrauf. Die umhdillenden
Zellschichten stellen eine Diffusionbarriere fUnvaussen applizierte Agentien dar. Aus
diesem Grund wurden nach der Methode von Choe awc#iis[11] die Zellschichten
mit eine Kollagenase/Hyaluronidase-Lésung (1-4 nigfmOR2-Puffer ohne Ca fiir

20 -60 min) angedaut und anschlieRend unter omisikbntrolle mechanisch entfernt.

Die Vitelinmenbran wurde zur Erhaltung der Staéilder Oozyten nicht entfernt.
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2.4  RNA-Injektion in Xenopus laevis Oozyten

2.4.1 Herstellen der Injektionskapillaren

Die Glaspipetten fur die mRNA-Injektion wurden méinem vollautomatischen

programmierbaren Pipettenziehgerat (DMZ Universadle, Zeitz Instrumente GmbH)

hergestellt. Hierzu wurden Kapillaren aus Borosilgtas (Fa. Drummont, mit Filament)
mit einer LAnge von 150 mm in die Halter des Psllgelegt. Nach Auswahl des
entsprechenden Ziehprogramms wurde die Glaskapibar beiden Enden fixiert. In
ihrer Mitte wurde die Kapillare von einem glihend@fament umschlossen und unter
kontrollierter Hitzewirkung und Zug (Kraft-Weg) wdg sie in zwei Ziehschritten haar-
fein ausgezogen. Die Kapillaren wurden nun nochein¢ 12-16 um groRe Offnung
unter einem Lichtmikroskop (Micro Zoom, Bausch wainb) mit Hilfe eines

Manipulators zurtickgebrochen und bis zu ihrer Veumng staubgeschuitzt in einer

Schale aufbewabhrt.

2.4.2 RNA-Injektion in die Oozyte mit Drummont-Pipette

Zur Injektion von RNA wurde eine Drummont-Pippettet RNA ,beladen”. Hierzu
wurden die ersten 1,5 cm der Pipettenkapillaiehg 2.4.1 mit einer Spritze mit Ol
befullt (,back-filling“). Das entstehende Luftpodst zwischen Olschicht und
Kapillarenspitze wurde durch ,Vorschieben® der Qistt aus der Kapillare verdrangt.
Die so vorbereitete Pipette wurde auf einen Dreg@veanipulator befestigt,
tiefgefrorene RNA wurde aufgetaut und ein Tropfaheane Plastikpetrischale platziert.
Mit Hilfe des Manipulators und der Pipette wurde &NA-Tropfen in die Kapillare
eingesogen.

Die zu injizierenden Oozyten wurde in die Nute siriflexiglasblockes gelegt. Die
Kapillare wurde Uber die Manipulatorfunktion an diwzyte angenahert und diese
wurde unter mikroskopischer Kontrolle angestochiweils 50 nl (2,5 ng/ul) RNA-
Losung wurden in die Oozyten injiziert. Die injigen Oozyten wurden in eine
Glaspetrischale mit frischem Kulturmedium (OR2 @&") und Gentamycin gegeben
und bei 19°C inkubiert.
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2.5 Elektrophysiologie

2.5.1 Messung der lonenstrome mit der Voltage-Clamp-Methde

Strome Uber die Membran werden durch integrale Mangyoteine (lonenkanéle)
vermittelt. Eine direkte Messung dieser Membramstd@rlaubt die Spannungsklemme.
Da der tatsachlich geflossene Membranstrom nichektlimessbar ist, wurde die
Methode der Zwei-Elektroden-Spannungsklemmentec{twd electrode voltage clamp
TEVC) entwickelt. Ziel der Voltage-Clamp-Messung iB8s, ein der Zelle extern
aufgezwungenes Klemmpotential aufrecht zu erhalted dabei den dazu nétigen
Kompensationsstrom zu messen, der ein Mal firateédhlich geflossenen Membran-
strom ist. Hierdurch wird die wechselseitige Bekisdung von Membranpotential und
Stromen Uber die Oozytenmembran verhindert.
Bei der Messung von schnellen Membranpotentiahd&mgen entstehen sowohl
Strome durch die Membrankapazitat,,Cals auch durch Ladungsverschiebungen,
vermittelt durch lonenkanalg,). Der Gesamtmembranstrom Ist die Summe aus
diesen beiden Komponenten:

Im = lion + Gy 8V/5t (1)

Bei den Messungen mit der Zwei-Elektroden-Spanrklegeme héalt man das

Membranpotential auf einem bestimmten konstantemt\edass die Anderung des
Membranpotentials Uber die Zeif\M/dt) gleich Null ist. Dadurch hat man keinen
Kapazitatsstrom und der gemessene Strom ist reisdo [1].

Unter der Spannungsklemmenbedingung (U =konst.jleltet dieses fur die

Abhangigkeit des Stromes vom Widerstand (1/Leityyedass der Leitwert G

proportional zum gemessenen Strom | ist. Das OHm’'sGesetz beschreibt diesen
Zusammenhang. Eine biologische Membran kann alsgenegelter (veranderbarer)

Widerstand angesehen werden:

=G )

|-

1S
U
wennU = konstan= | ~G

Eine biologische Zelle kann somit als ein einfacl@ahaltkreis aus Stromquelle,

Kondensator und Widerstand beschrieben werden.
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Abb. 2.3: Aguivalenter Schaltkreis fir eine biologische Z€IC = R)
(Molecules In Action; Aidley, DJ, Stanfield,PR 1904)

Technisch wurde dieses Prinzip Uber einen dopgedeloppelten Operationsverstarker
(siehe Abbildung 2.4) umgesetzt. Das Ruhemembranpotential wurde alsntalte
differenz zwischen dem Intrazellularraum und eieetrazellularen Referenzelektrode
(Ref.) Uber die Spannungselektrode (U-EL) abgegifund mit Hilfe des ersten
Operationsverstarkers (@)Pverstarkt. Noch kam es dem Betrag nach nichtizane
lonenfluss Uber die Membran, d.h. der transmembtanenstrom war konstant null.
Dieser Modus wird auch als Stromklemmen-Modus (€htrClamp-Modus)
bezeichnet.

Beim Umschalten in den Voltage-Clamp-Modus wurderiithe Stromelektrode so viel
Strom in die Zelle injiziert, dass diese konstanf ainem Membranpotential von
-80 mV (Haltepotential ¥) gehalten wurde. Dazu war eine Kopplung beidektibdelen
notig, die Uber die Verbindung des Verstarkers $jgmnnungselektrode (@QRund des
Verstarkers der Stromelektrode (§pPerreicht wurde. Dadurch war es mdglich,
eventuell auftretende Abweichungen des Membrangiaten vom Haltepotential
(-80 mV) durch eine entsprechende Injektion voro@tauszugleichen. Der Betrag an
Strom, der zur Aufrechterhaltung des vorgegebenetenfials in die Zelle injiziert
werden muss, ist der aufgezeichnete Parameterdeatartransmembranen lonenfluss

entspricht.
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Badkammet

Abb. 2.4: Blockschaltbild zum elektrophysiologischen Verssalifbau der Zwei-
Elektroden-Spannungsklemmen-Technik

(OP,, Operationsverstarker zur Messung des MembrangiatierOR, Operationsverstarker
zur Einstellung des Haltepotentials,;, VOP;, Operationsverstarker zur Messung des
injizierten Stroms; Ref., Referenzelektrode; U , Bpannungselektrode; |- EL, Strom-
elektrode; B, Badelektrode. MP, abgegriffenes Manpotential; I, abgelesener Strom).

2.5.2 Aufbau des Oozytenmessstandes

Der TEVC-Messplatz bestand aus mechanischen, bptiscund elektronischen
Komponenten:

Zu den _mechanischen Komponenteahlten ein Faraday-Kafig (Eigenbau aus dem

Institut fir Physiologie), ein schwingungsgedampfteisentisch (Eigenbau), eine
Durchflussmesskammer, Magnetstative und Manipgator

Die optischen Komponentesetzten sich aus einem Binokular (Carl Zeiss, Jend

einer Kaltlichtquelle zusammen.

Die elektronischen Komponenteamfassten einen Verstarker fir die elektrischen

Signale, ein Oszilloskop, einen Analog-Digital-Wasrdund einen Computer mit der

dazugehorigen Software.

Der Faraday-Kéfig schitzt die gesamte Messeinmzhitor externen Storsignalen, wie
z.B. ,Netzbrummen®. Die Messkammer selber standesném schwingungsgedampften
Eisentisch.

Die Eizelle wurde in die Vertiefung der Messkamni&igenbau) platziert. Das

Volumen der Kammer betrug ~1,5 mL. Sie war tUbeeriRerfusionsschlauch an ein
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Reservoir, geflullt mit ND96-Elektrolyt, angeschless Auf der gegeniberliegenden
Seite wurde die Losung uber eine Glaskapillare ikargrlich wieder abgesaugt. Die
Superfusionsrate war auf 1 mL/min eingestellt.

Um das Einstechen der Elektroden in die Oozytererkeichtern, war eine Halogen-
Kaltlichtquelle (Fa. Schott, Mainz, KL150B) auf di&elle ausgerichtet. Der
schrittweisen Translation der Elektroden dienterclmeische 3-Wege-Manipulatoren
(M-33, Fa. Marzhauser), die Uber magnetische Stddsddm Tisch fixiert waren.

Zur Registrierung des Membranstroms und der taisheim Membranspannung diente
ein Verstarker fur elektrische Signale (TURBO TE&;-0IPI-Electronics). Uber einen
Analog-Digital-Wandler (DigiData 1200, Axon Instremis) wurde das Signal zum
Computer (IBM-Typ Computer) geleitet. Umgekehrt ktenman tber den PC der Zelle
ein  Kommandopotential software-gesteuert (Clamp2x 8 Axon Instruments)
auferlegen. Fur die visuelle Kontrolle wurde eigitdiles Speicheroszilloskop (Hameg
HM 205-3) verwendet.

2.5.3 Herstellung von Ableitelektroden

Die Mikroelektroden fir die Experimente mit der Yage-Clamp-Technik wurden mit
einem vollautomatischen programmierbaren Pipetédgarat hergestellt. Dazu wurden
Glaskapillaren aus Borosilikatglas (Fa. Hilgenberg) einem AulR3endurchmesser von
1,5mm, einer Wandstarke von 0,315 mm und einergeédmon 100 mm in die
Glashalter des Pullers gelegt. Nachdem ein passed@&hprogramm ausgewahlt
worden war, wurden die Borosilikatkapillaren in id&@ehschritten zu Pipetten mit
einem Offnungsdurchmesser von ca. 1 um ausgezdgendie Spannungselektrode
wurde ein elektrischer Widerstand von 1-®Mund fur die Stromelektrode ein
Widerstand von 0,5-1,5 M bendtigt [78]. Um diese Werte zu erreichen, musstie
Spitzen der Pipetten unter einem Mikroskop noch uednmit einem Manipulator
(Ernst Lutz, Wetzlar) auf einen Aul3endurchmesser 3¢l um (Spannungselektrode)
bzw. 4-6 um (Stromelektrode) abgebrochen werdenzBiihrem Gebrauch wurden sie
staubgeschiitzt in einer Schale aufbewahrt. FurEkperimente wurden sie dann
luftblasenfrei mit 2 M KCI als Elektrolyt gefullt.
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Um das Herauslecken der hochkonzentrierten KCl-hgso die Oozyte zu vermeiden,
wurden die gezogenen Pipetten zu so genannten igrudiesselektroden weiter-
entwickelt. Dazu wurde 1%ig niedrigschmelzende Agar(Fluka) in 2 M KCI gelost
und in die Elektroden mit Unterdruck aufgenommein Reiterer Vorteil dieser
Methode war, dass die Elektroden den ganzen Tag €iben stabilen Widerstand
hatten und so ein ,driften“ der Elektrodenpotemtialermieden werden konnte. Die
Glaselektroden wurden in  Elektrodenhaltern (Wammsiruments) mittels
Quetschdichtung fixiert. Als eigentliche Elektrodémngierten Silberdréahte, die in
1 M HCI-Lésung mit einem kontrollierten Spannungsge(Eigenbau, Institut fur
Physiologie I, Munster) chloriert wurden. Hierbeigérte sich bei 1,6 V in einem
zeitbegrenzten Rahmen Silberchlorid auf der Ober#ades Silberdrahtes an. Bei 6 V
und umgekehrter Polung erfolgte eine Reinigung Biektroden. Die nachfolgende
Redox-Reaktionsgleichung zeigt die Elektrochemieneri Silber-Silber/Chlorid-
Elektrode.

2Ag +26 > 2Ag

2CI -> Cl+2e

2Ag" +2 Cl— 2AgCh + 26

Hierbei handelte es sich um ein Daniell- Elemenhem Beispiel einer elektro-
chemischen Zelle, in dem es zu einer Redox- Raaktommt. Bringt man einen
Silberdraht in eine wassrige Losung mit HCL, soeagelChloridionen in Losung und
elementares Silber geht eine Verbindung mit deno@hbus der Salzsaure ein, womit

sich Silberchlorid am Silberdraht anlagert.

2.5.4 Experimentelle Durchfihrung der Versuche

Nach der Positionierung der Oozyte in der Durclskasnmer wurden die
Messelektroden unter optischer Kontrolle mittels tékromanipulatoren in einem
Winkel von 45° an die Oozyte herangefihrt. Danndeutie Superfusion mit ND96 mit
einer FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/min eingestelventuell auftretende ,offset"-
Elektrodenpotentiale wurden durch Anlegen einerr&durspannung abgeglichen, so
dass bei einem nicht angelegten KommandopotengaEkbktrodenpotentiale, ebenso

wie der gemessene Strom, Null waren.
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Unter optischer Kontrolle wurde nun die Oozyte vden beiden Messelektroden
angestochen und das Ruhemembranpotential (RMP)abkt#t. Es erfolgte das
stufenweise Klemmen des Membranpotentials auf dakepbtential von -80 mV.

Dieser Wert entspricht in etwa dem Ruhemembranpatexiner Nervenzelle.

Traten zu grof3e Leckstrome auf (>0,3 HA), ein Hiswauf eine gestdrte Membran-
integritat, wurde die Zelle verworfen. Bei eineratsten Ruhemembranpotential wurde
das jeweils ausgewdahlte Pulsprotokoll Uber die pplSoftware gestartet. Die

registrierten lonenstrome wurden mit einer obereen@&requenz von 1 kHz gefiltert.

2.5.5 Messprotokolle

Am dritten und vierten Tag nach Injektion der RNA die Oozyten wurde ein
repetitives Aktivierungsprotokoll aufgenommen. Diachfolgende Tabelle und der
Graph zeigen die verwendeten Pulsparameter devidkingsprotokolle fur die jeweils

untersuchten kKanale:

Tab. 1: Parameter der verwendeten Aktivierungsprotokolle
Vy, = Haltepotential \, = Prapuls, Y = Testpotential, }; = Tailpotential, MP = Membranpotential.

Kanal Vi Voo Vp Vtail

time [ms] MP [mV] [time [ms]|[MP [mV]|time [ms]{MP [mV] [time [ms]{MP [mV]
K,1.1 50 -80 500 -100 250 +10 125 -80
K,1.3 50 -80 500 -100 250 +0 125 -80
K,3.1 50 -80 500 -100 250 +10 125 -80
K,2.1 50 -80 500 -100 250 +10 125 -80
K.4.2 50 -80 500 -100 250 +10 125 -80

Ausgehend von einem Haltepotential ,&-80 mV) fur 50 ms folgte ein
Potentialsprung auf -100 mV fur 500 ms. Dieser BisifV,,) diente zur vollstandigen
Deaktivierung der jeweils exprimierten 4Kanale. Daraufhin folgte ein
Aktivierungspotential (y) fur 250 ms. Das Aktivierungspotential wurde savghlt,
dass sowohl eine Aktivierung als auch eine Inhimgr des Stromes durch das
Pharmakon dargestellt werden kann. AbschlieBendlevaur Deaktivierung der K

Kanale ein Ricksprung (Vauf -80 V durchgefihrt.
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Abb. 2.5: Graphische Darstellung der verwendeten Aktiviesgmgtokolle

Zur Darstellung der Wirkung von Diclofenac wurddgindes Applikationsprotokoll
verwendet:

1) Pulse 1 -9 dienen zur Findung eines Gleichgewschiger Kontrollbedingung.

2) Wahrend der Pulse 10-28 wurde die Messkammer Dratofenaclosung
durchgesplilt. Das Ziel ist die Feststellung demrmla&kologischen Wirkung.

3) Wahrend der Pulse 29 -47 wird die Kammer mit Kalfit'sung durchgespllt,
diese dient der Darstellung einer moglichen Reléditsit.

4) Wahrend der Pulse 48 -58 wurde 4-AP-Losung (5 nmMilie Messkammer
appliziert. Das Zellgift 4-AP dient der Positivkooite. Es wird die Ansprech-
barkeit der lonenkanale tUberpruft.

5) Wahrend der Pulse 59 -70 wurde die Kammer wiedemitnKontrolllésung
gespult.

Der Messpuls wurde alle 30 s gestartet, was eirkst&odige Erholung aus einer

potentiell auftretenden Inaktivierung ermoglicht.

2.5.6 Auswertung der Stromregistrierung

1) Aus den Einzelmessungen (einzelner Puls) wurdenbgit und bei wenig
inaktivierenden Kanalen (K.1, K/1.3, K2.1, K3.1) die Amplitude in der
Gleichgewichtsphase bestimnabb. 3.1 A), bei dem inaktivierenden K.2
wurde die Spitzenamplitude gemesséAbb. 3.5A). Uber das gesamte
Applikationsprotokoll konnte so fur jeden einzelnktesspuls die Amplitude
gemessen werden.

2) Die Amplitudenwerte eines Applikationsprotokolls ndan auf den Wert des
neunten Pulses normiert. Dieses dient dem Zusaniimesrf der Daten von

mehreren Oozyten.
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3) Aus den jetzt normierten Amplitudenwerten der vieisdenen Oozyten wurden
die Mittelwerte und deren Standardfehler (SEM sdéad error of the mean)
berechnet und gegen die Zeit aufgetra@gedrb. 3.1 B).

4) Da in dem Normierungspunkt (Puls Nr. 9, ers#esSymbol) kein statistischer
Fehler berechnet werden kann, wurde der FehledamsVorlauf (Pulse Nr.1 -
Nr. 9) berechnet.

5) Zum statistischen Vergleich der Wirkung von Diclide und 4-AP mit dem
Kontrollwert wurden die Mittelwerte des Pulses 8ir(Kontrolle, erstesA-
Symbol) mit dem Puls Nr. 28 (Diclofenac, zweitdsSymbol) und dem Puls
Nr.58 (4-AP, drittesA-Symbol) verglicherfAbb. 3.1 C).

6) Um die Signifikanz der Wirkung von Diclofenac im igéeich zum Kontrollwert
zu bestimmen, wurde ein ungepaaA®&OVA (analysis_d varianceg Test mit
anschlieBendemiolm-SidakNachtest angewendet (SigmaStat 3.0, SPSS Inc.).
In den Abbildungen ist der ,p“-Wert gegebgkbb. 3.1 C)

2.5.7 Verwendete Lésungen flr Elektrophysiologie

Anasthetikum fir die Frosche

3-Aminobenzoic Acid Ethyl Ester Methanesulfonaté 84S 222)

0,26% in Leitungswasser gelost (5 mM)

Kulturmedium

88,0 mM NaCl
1,0 mM KCI
08 mM MgSQ
1,4 mM CaCl
550 mM HEPES

plus Penicillin (10 mg/mL) und Streptomycin (100/mg)

Messlésung (ND96)

96,0 mM NaCl
20 mM KCI
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1,0 mM MgC}
1.8 mM Cad
5,0 mM HEPES

Durch Zugabe von 1M NaOH wurde die Losung auf epidANert von 7,3 titriert.

Intrazellulare Pipettenlésung

2,0 M KCI

Hersteller- und Bezugsquellenverzeichnis

Ambion Warner Instruments

Biometra Fa. Schott, Mainz

Molecular Probes Carl Zeiss
ThermoLabsystems Fa. Marzhauser

Dumont Hameg

Zeitz Instrumente GmbH Fa. IKA Labortechnik

Fa. Hilgenberg Electronics, TAMM, Thiringen
Bausch und Lomb Axon Instruments

Eppendorf Microsoft

Ernst Lutz, Wetzlar Wave Metrics
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3 Ergebnisse

In dieser Arbeit soll die Wirkung von Diclofenacfaerschiedene heterolog exprimierte
Kaliumkanéle getestet werden. Eine mdgliche Rolkr daliumkandle auf die
Nozizeption soll so verdeutlicht werden. Hierzu dem finf K-Kanéle (K1.1, K/1.3,
Kv2.1, K3.1, K4.2) untersucht, deren Ergebnisse in den Abschnigel - 3.5
aufgezeigt werden:

Der Abbildungsteil 3.X A zeigt jeweils den Vergleich der Stromantworten eine
exprimierenden Oozyte auf den Messpuls unter Klh&adingung (ND96), Diclofenac-
und Inhibitor-Gabe (4-AP). Dieses entspricht denssfrilsen Nummer 9, 28, 58
(A, Dreiecke in Abbildungsteil B).

Im Abbildungsteil 3.X B sind die normierten und gemittelten Amplitudenwert
verschiedener Oozyten einer Messreihe Uber dasmges#pplikationsprotokoll
dargestellt, wobei ein durchgefuhrtes Pulsprotok®ll Sekunden entspricht. Der
einzelne Messwert wurde am Ende des jeweiligenpbésttials bestimmt.
Abbildungsteil 3.X C stellt den statistischen Vergleich (ANOVA-Test)rdm B
dargestellten Mittelwerte unter den drei Versuchksgigungen Kontrolle, Diclofenac
und Inhibitor (4-AP) dar.

3.1 Darstellung der Wirkung von Diclofenac auf den K 1.1 Kanal

Der K,1.1 Kanal gehért zur Familie der ,spannungsabhéamgigverzogerten

Gleichrichter” (voltage-dependend/gated delayedifre) mit einer langsamen C-Typ
Inaktivierung [33]. DieAbb. 3.1 A zeigt einen fir diesen Kanal typischen Verlauff mi
einem schnellen Anstieg des Stromflusses unter riigpaysaktivierung und einem sehr
langsamen Abfall des Stromflusses, der als Inaktinig bezeichnet wird. Dargestellt
ist ebenso die Stromantwort unter Diclofenac- usP4Gabe. Unter Diclofenac nimmt
die Hohe der Spitzenamplitude nur gering ab. Egtzeich eine Veranderung des
Inaktivierungsverhaltens: Einerseits im Ausmal3, dérhaltnis Spitzenstrom zu
Gleichgewichtsstrom ist gréRer als unter Kontralibgung, und andererseits ist die
initiale Inaktivierung stark beschleunigt. Diesegschieht vermutlich durch die
Verstarkung, bzw. Induzierung einer schnellen Kongmie durch Diclofenac. Unter

4-AP-Gabe findet eine deutliche Hemmung sowohlSlgtzenamplitude, als auch des
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Gleichgewichtsstromes statt. Der Grad der HemmumghdDiclofenac und 4-AP ist in
Abb. 3.1 Bdargestellt und der statistische Vergleich erfoigibb. 3.1 C.

In Abb. 3.1 B sind die normierten und gemittelten Amplituden J¥anf Oozyten Uber
den gesamten Zeitraum des Experiments darge®edltersten neun Pulse unter ND96
zeigen eine geringe Variabilitat (1€0L,4%), wahrend der Gabe von Diclofenac
nehmen die Amplituden stetig ab und erreichen s P8 nahezu ein Gleichgewicht
(74,4+ 3,6%). Die aufgetretene ,Kinetik* der Wirkung v@iclofenac ist einerseits von
dem Austausch der Losungen im Schlauchsystem untMéeskammer abhangig, und
andererseits von Diffusionswiderstdanden an der €@ozowie der eigentlichen
pharmakologischen Wirkung am Kanalprotein selbeie ahezu vollstadndige
Reversibilitat der Wirkung von Diclofenac wurde darWaschen mit ND96 gezeigt.
Die nachfolgende Gabe von 4-AP dient als Positiviikalle, d.h. es wird die
Ansprechbarkeit der lonenkandle Uberprift. Es z&adt wiederum ein ,Anfluten” des
Effekts und eine fasst vollstandige Hemmung (#44€%) der spannungsabhéngigen
Strome.

Der statistische Vergleich iAbb. 3.1 C zeigt eine hohe Signifikanz (p-Wert < 0,001)

fur die inhibierende Wirkung von Diclofenac auf deyl.1 Kanal.
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Abb. 3.1: Darstellung und Quantifizierung der Wirkung von cbfenac auf den
spannungsabhéangigen Xl Kanal

A Vergleich der Ganzzellstrome einer ,IKl-exprimierenden Oozyte unter
Kontrollbedingung (ND96), Diclofenac und Inhibit@abe (4-AP). Hierzu wurden die
gemessenen Stréme aus den Pulsen 9, 2&iélBe ,A“ in Abb. B) Ubereinandergelegt.
Ausgehend von einem Haltepotential, &/-80 mV) fiir 50 ms folgte ein Potentialsprung
auf -100 mV fir 500 ms. Dieser Prapuls,fvdient der vollstandigen Deaktivierung von
K,1.1. Daraufhin folgte ein Aktivierungspuls (¢ +10 mV) fir 250 ms. Dieses Potential
wurde so gewahlt, dass sowohl eine Aktivierung alsh eine Inhibierung des Stromes
durch das Pharmakon festgestellt werden konnte emtspricht ungefahr dem
halbmaximalen Aktivierungspotential. AbschlieBendurse auf das Haltepotential
zuriickgesprungen. Gezeigt ist die Stromantworteah Bréapuls (). B Stromamplituden-
werte von funf Oozyten, gemessen am Ende der Tisstpuurden auf den Amplitudenwert
des 9. Pulses normiert und gegen die Zeit (30 s Rulsprotokoll) aufgetragen. Diclofenac
wurde vom 10. —28. Pulsprotokoll und 4-AP vom 488. appliziert.C Statistischer
Vergleich (ANOVA-Test) der gemittelten Stromamptian von n =5 Oozyten unter
Kontrollbedingung (Mittelwert beim Testpuls 9), Ritenac (28) und 4-AP (58).
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3.2  Darstellung der Wirkung von Diclofenac auf den K1.3 Kanal

Der K,1.3 Kanal gehort ebenfalls zur Familie der spansahfangigen verzégerten
Gleichrichter mit einer langsamen C-Typ Inaktiviegy33]. DieAbb. 3.2 A zeigt unter
Kontrollbedingung eine Stromantwort mit einem sdlemeAnstieg des Stromflusses bis
zur Spitzenamplitude bei einer tGberschwelligen ¥iktung. Der Anstieg ist jedoch im
Vergleich zu K1.1 nicht so steil, somit aktiviert der Kanal etwksgsamer®. Es folgt
eine langsame Inaktivierung, die etwas ausgeprasjtels beim K1.1. Bei Gabe von
Diclofenac ist eine deutliche Reduktion der Spitraplitude um ca.1l/3 gegenuber der
ND96 Kontrollldsung zu erkennen. Die spate Aktiviggsphase verlangsamt sich
geringfiigig. Es zeigt sich eine deutliche Vergroidgr des Spitzen-Gleichgewichts-
strom-Verhaltnisses, ahnlich wie schon beiml.K beobachtet. Dieses geschieht
vermutlich durch die Verstarkung, bzw. Induzieruamer schnellen Inhibierungs-
komponente. 4-AP hemmt den Kanal fast vollstandig.

In Abb. 3.2 Bsind die normierten und gemittelten Amplituden Wo@ozyten tber den
gesamten Zeitraum dargestellt. Der Vorlauf dereersieun Pulse unter ND96 zeigt eine
Stabilisierung mit einer geringen Variabilitdt (160,6%), wéahrend der Gabe von
Diclofenac nehmen die Amplituden stetig ab und iehen beim Puls 28 einen
Tiefpunkt (53,3t 9,2%), wobei wahrend dieser Pulse eine hohereakiditat zu
erkennen ist. Die vollstandige Reversibilitat deirklyng von Diclofenac wurde durch
Waschen mit ND96 gezeigt, die nachfolgende Gabe #¢&xP bewirkt eine fast
vollstdandige Hemmung der Stromantwort 8:3,2%).

Der statistische Vergleich iAbb. 3.2 C zeigt eine hohe Signifikanz (p-Wert < 0,001)

fur die inhibierende Wirkung von Diclofenac auf deyl.3 Kanal.



Ergebnisse 34

A K,1.3

/fv\\x‘ ,,,,,,,, NM‘# .——Kontrolle

[
/

~——Diclofenac

| ~—4-AP

W
(@

normierter Ganzzellstrom, %

—

N

(3]
J

—

N

3]
I

Diclofenac 4-AP = ° n=7
" = p <0.001
100 € 100
b
75 875
N
<
©
50 ‘2 50
[
€
2
25 g 25+
) _
c —
0 l I I I T ! 0 Kontrolle Diclofenac 4-AP
0 5 10 15 20 25 30 35

Zeit [min]

Abb. 3.2: Darstellung und Quantifizierung der Wirkung von cBfenac auf den
spannungsabhéngigenk3 Kanal

A Vergleich der Ganzzellstrome einer ,AIG3-exprimierenden Oozyte unter
Kontrollbedingung (ND96), Diclofenac und Inhibit@abe (4-AP). Hierzu wurden die
gemessenen Strome aus den Pulsen 9, 28siélBe ,A“ in Abb. B) Ubereinandergelegt.
Ausgehend von einem Haltepotential, &/-80 mV) fir 50 ms folgte ein Potentialsprung
auf -100 mV fur 500 ms. Dieser Préapulspfvdient der vollstandigen Deaktivierung von
K,1.1. Daraufhin folgte ein Aktivierungspuls {¥ 0 mV) fir 250 ms. Dieses Potential
wurde so gewdhlt, dass sowohl eine Aktivierung alsh eine Inhibierung des Stromes
durch das Pharmakon festgestellt werden konnte wemtspricht ungefahr dem
halbmaximalen Aktivierungspotential. Abschlielendurse auf das Haltepotential
zuriickgesprungen. Gezeigt ist die Stromantworteah Bréapuls (\). B Stromamplituden-
werte von sieben Oozyten, gemessen am Ende demulsst wurden auf den
Amplitudenwert des 9. Pulses normiert und gegen & (30 s = 1x Pulsprotokoll)
aufgetragen. Diclofenac wurde vom 10.-28. Pulsial und 4-AP vom 48.—58.
appliziert. C Statistischer Vergleich (ANOVA-Test) der gemitteltStromamplituden von
n =7 Oozyten unter Kontrollbedingung (Mittelwegiim Testpuls 9), Diclofenac (28) und
4-AP (58).
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3.3 Darstellung der Wirkung von Diclofenac auf den K2.1 Kanal

Der K,2.1 ist ebenfalls ein spannungsabhéangiger verzége@leichrichter. Die
Abb. 3.3 A zeigt unter Kontrolllésung eine Stromantwort mitean schnellen Anstieg
und einem flieRenden Ubergang in ein Gleichgewitds Stromflusses. Eine C-Typ
Inaktivierung wie bei den vorher beschriebengd.K und K1.3 trat nicht auf [33],
unter allen Bedingungen wird ein Gleichgewichtsandtbei der Aktivierung erreicht.
Unter Diclofenac nimmt die Ho6he der Spitzenampktudm ca. 30% zu, jedoch
verlangsamt sich die zu Beginn schnellere Aktivigigkinetik im Vergleich zur ND96
Gabe in der spateren Phase. Wie beigl.K und K1.3 beschrieben, bewirkte
Diclofenac eine Zunahme der Inaktivierung. DieskelE war hier nicht zu beobachten.
Der generell aktivierende Einfluss von Diclofenaarwollstandig reversibel. 4-AP
hemmt den Kanal fast vollstandig.

In Abb. 3.3 Bsind die normierten und gemittelten Amplituden ¥@nOozyten lber den
gesamten Zeitraum dargestellt. Die VorlaufphaseerumMD96 zeigt eine geringe
Variabilitat (100+ 0,8%), wahrend der Gabe von Diclofenac nehmenAdiplituden
stetig zu und erreichen bei Puls 28 nahezu eircligeiwicht (130, % 1,8%). Die Gabe
von 4-AP bewirkte wie auch bei,K1 und K1.3 beschrieben eine fast vollstandige
Hemmung (9.2 2.2%) der spannungsabhangigen Strome.

Der statistische Vergleich iAbb. 3.3 C zeigt eine hohe Signifikanz (p-Wert < 0,001)

fur die aktivierende Wirkung von Diclofenac auf deg2.1 Kanal.
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Abb. 3.3: Darstellung und Quantifizierung der Wirkung von cBfenac auf den
spannungsabhéngigenX1 Kanal

A Vergleich der Ganzzellstrome einer ,Zl-exprimierenden Oozyte unter
Kontrollbedingung (ND96), Diclofenac und Inhibit@abe (4-AP). Hierzu wurden die
gemessenen Strome aus den Pulsen 9, 28siélBe ,A“ in Abb. B) Ubereinandergelegt.
Ausgehend von einem Haltepotential, &/-80 mV) fir 50 ms folgte ein Potentialsprung
auf -100 mV fur 500 ms. Dieser Préapulspfvdient der vollstandigen Deaktivierung von
K,2.1. Daraufhin folgte ein Aktivierungspuls (¥ +10 mV) fir 250 ms. Dieses Potential
wurde so gewdhlt, dass sowohl eine Aktivierung alsh eine Inhibierung des Stromes
durch das Pharmakon festgestellt werden konnte wemtspricht ungefahr dem
halbmaximalen Aktivierungspotential. AbschlielRendurse auf das Haltepotential
zuriickgesprungen.  Gezeigt ist die Stromantwort alem d Préapuls (M.

B Stromamplitudenwerte von zehn Oozyten, gemesseBrata der Testpulse, wurden auf
den Amplitudenwert des 9. Pulses normiert und getjenZeit (30 s = 1x Pulsprotokoll)
aufgetragen. Diclofenac wurde vom 10.-28. Pulgial und 4-AP vom 48.—58.
appliziert. C Statistischer Vergleich (ANOVA-Test) der gemitteltStromamplituden von
n = 10 Oozyten unter Kontrollbedingung (Mittelwbgim Testpuls 9), Diclofenac (28) und
4-AP (58).
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3.4  Darstellung der Wirkung von Diclofenac auf den K3.1 Kanal

Der K,3.1 Kanal zeigt wiederum das Verhalten eines spagsabhangigen verzdgerten
Gleichrichters mit einer schwach ausgepragten Emgs C-Typ Inaktivierung [33].
Die Abb. 3.4 Azeigt unter Kontrollgabe einen typischen Verlaut sthnellem Anstieg
des Stromflusses unter Spannungsaktivierung bisSpitzenamplitude. Im Vergleich
zum K,1.1 ist die Aktivierungskinetik leicht verlangsaomtd entspricht ungefahr dem
der Aktivierung von K2.1 und K1.3. Das Ausmald der Inaktivierung ist ausgepragter
als beim K1.1. Im Verlauf I&sst sich sogar eine ganz langsAki&zierung vermuten,
die in einen Gleichgewichtszustand Ubergeht. UtéerGabe von Diclofenac bleibt die
Aktivierungskinetik konstant, die Spitzenamplitud® um ca. 10 % hoher als unter
Gabe von ND96. Augenscheinlich wird die Kinetik dénals durch Diclofenac nicht
beeinflusst. Es zeigt sich keine Veranderung daktivierungsverhaltens, einerseits im
Ausmald (Verhaltnis Spitzenstrom/Gleichgewichtssjrandererseits in der Kinetik der
Inaktivierung. 4-AP hemmt den Kanal nur gering. [Riktivierungskinetik ist leicht
verlangsamt, die Spitzenamplitude liegt ca. 10%eudem Wert der Kontrolllésung.
Die Inaktivierungskinetik weist eine geringere sellen Komponente autn Abb. 3.4 B
sind die normierten und gemittelten Amplituden vidh Oozyten Uber den gesamten
Zeitraum dargestellt. Die ersten neun Pulse uni296Nzeigen eine geringe Variabilitat
(100 0,5%), wahrend der Gabe von Diclofenac nehmerdiglituden leicht zu und
erreichen bei Puls 28 nahezu ein Gleichgewicht ,@141,8%). Die fast vollstandige
Reversibilitat der Wirkung von Diclofenac wurde dutWaschen mit ND96 gezeigt. Es
zeigt sich eine nur geringe Hemmung (86195%) der spannungsabhéangigen Stréme
von 4-AP auf den 8.1 Kanal Der statistische Vergleich #ibb. 3.1 Czeigt eine hohe
Signifikanz (p-Wert < 0,001) fur die aktivierendeit¥ing von Diclofenac auf den
Ky3.1 Kanal.
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Abb. 3.4: Darstellung und Quantifizierung der Wirkung von cBfenac auf den
spannungsabhéngigenX1 Kanal

A Vergleich der Ganzzellstrome einer,3l-exprimierendenOozyte unter Kontroll-
bedingung (ND96), Diclofenac und Inhibitor-GabeAR). Hierzu wurden die gemessenen
Strome aus den Pulsen 9, 28, (8&he ,A" in Abb. B) Ubereinander gelegt. Ausgehend
von einem Haltepotential (& -80 mV) fur 50 ms folgte ein Potentialsprung al®0 mV
far 500 ms. Dieser Prapuls (Y dient der vollstandigen Deaktivierung von,3KL.
Daraufhin folgte ein Aktivierungspuls (\& +10 mV) fiir 250 ms. Dieses Potential wurde so
gewahlt, dass sowohl eine Aktivierung als auch éntebierung des Stromes durch das
Pharmakon festgestellt werden konnte und entsprigigefahr dem halbmaximalen
Aktivierungspotential. AbschlieBend wurde auf dasltépotential zurtickgesprungen.
Gezeigt ist die Stromantwort ab dem Préapulg VB Stromamplitudenwerte von zehn
Oozyten, gemessen am Ende der Testpulse, wurdetreauAmplitudenwert des 9. Pulses
normiert und gegen die Zeit (30 s = 1x Pulsprotykalfgetragen. Diclofenac wurde vom
10. — 28. Pulsprotokoll und 4-AP vom 48.-—58. gipit. C Statistischer Vergleich
(ANOVA-Test) der gemittelten Stromamplituden von=A0 Oozyten unter Kontroll-
bedingung (Mittelwert beim Testpuls 9), Diclofer{@8) und 4-AP (58).
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3.5 Darstellung der Wirkung von Diclofenac auf den K4.2 Kanal

Der K,4.2 Kanal gehort zur Familie der ,spannungsabh&mygghnell inaktivierenden
A-Typ-Kanale" fapidly inactivating transient voltage sensitivetyjpoe K-channe) [5].
Die Abb. 3.5 A zeigt unter Kontrollgabe einen fur diesen Kanaldgpen Verlauf mit
schnellem Anstieg des Stromflusses unter Spannktigeaung bis zur
Spitzenamplitude. Die Aktivierungskinetik ist im Mgeich zu K1.1 leicht
verlangsamt. Einen deutlichen Unterschied zum Vérties K1.1-Kanals stellt die
schnelle N/C-Typ Inaktivierung [41] dar. Unter déabe von Diclofenac bleibt die
Aktivierungskinetik konstant. Eine Erhohung der t3@namplitude um ca.1l/3
gegenuber der Gabe von ND96 ist zu erkennen. Zumggh sich eine Veranderung des
Inaktivierungsverhaltens. Die schnelle Komponerds K,4.2 bei der Inaktivierung ist
unter Diclofenac-Gabe leicht verlangsamt. Abb. 3.5 B sind die normierten und
gemittelten Amplituden von acht Oozyten Uber desaggen Zeitraum dargestellt. Die
ersten neun Pulse unter ND96 zeigen eine geringabiigat (100+ 1,1%), wahrend
der Gabe von Diclofenac nehmen die Amplituden zhsg&deutlich zu und erreichen
ein Maximum [siehe A“] bei Puls 28 (149,2 4,1%). Die nahezu vollstandige
Reversibilitat der Wirkung von Diclofenac wurde durWaschen mit ND96 gezeigt.
Jedoch zeigte sich eine negative ,Drift“ der Strotmsort wéhrend der Experimente,
was mdglicherweise an einer fortschreitenden AkKisrung von Kanélen in einem
geschlossen-inaktiven Zustand liegt. Somit stenesedKanale nicht mehr fur einen
nachsten Aktivierungspuls zur ,Verfigung®“. Es zesgth im Vergleich zu KKL.1 keine
absolute Hemmung durch 4-AP, sondern eine mittlstaWirkung auf die
Spitzenstrome (63184,8%). Der persistierende Gleichgewichtsstrom wumdcht
gehemmt. Im statistischen Vergleichbp. 3.5 C) zeigt sich eine hohe Signifikanz (p-
Wert < 0,001) fur die aktivierende Wirkung von ifgdnac auf den {4.2 Kanal.
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Abb. 3.5: Darstellung und Quantifizierung der Wirkung von clBfenac auf den
spannungsabhéangigen&k2 Kanal

A Vergleich der Ganzzellstrome einer 4RQ-exprimierenden Oozyte unter
Kontrollbedingung (ND96), Diclofenac und Inhibit@abe (4-AP). Hierzu wurden die
gemessenen Strdme aus den Pulsen 9, 2&iél8 ,A" in Abb. B) Ubereinander gelegt.
Ausgehend von einem Haltepotential, &/-80 mV) fiir 50 ms folgte ein Potentialsprung
auf -100 mV fir 500 ms. Dieser Prapuls,fvdient der vollstandigen Deaktivierung von
K.4.2. Daraufhin folgte ein Aktivierungspuls (¥ +10 mV) fir 250 ms. Dieses Potential
wurde so gewabhlt, dass sowohl eine Aktivierungaalsh Inhibierung des Stromes durch das
Pharmakon festgestellt werden konnte und entsprighgefahr dem halbmaximalen
Aktivierungspotential. AbschlieBend wurde auf dasltépotential zurtickgesprungen.
Gezeigt ist die Stromantwort ab dem Prépulg,XVB Stromamplitudenwerte von acht
Oozyten, gemessen am Ende der Testpulse, wurdesheauAmplitudenwert des 9. Pulses
normiert und gegen die Zeit (30 s = 1x Pulsprothkalfgetragen. Diclofenac wurde vom
10. — 28. Pulsprotokoll und 4-AP vom 48.-—58. @ipit. C Statistischer Vergleich
(ANOVA-Test) der gemittelten Stromamplituden von=8 Oozyten unter Kontroll-
bedingung (Mittelwert beim Testpuls 9), Diclofer@8) und 4-AP (58).

40
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die direkte Wirkung des miobiaten Schmerzmittels
Diclofenac auf fiinf heterolog exprimierte, spanmsaighéngige lKanale K1.1,
Ky1.3, K2.1, K3.1 und K4.2 getestet. Die Messungen im heterologen System
ermoglichen im Gegensatz zu Messungen an intakeurdden eine Separation der
Wirkung von Diclofenac auf eine Kanalspezies. Danspungsabhéngige Kaliumkanale
auch in peripheren Neuronen exprimiert sind, sottd den Nachweis der Wirkung von
Diclofenac eine mdgliche Rolle in der NozizeptionduSchmerzverarbeitung sowie -
weiterleitung diskutiert werden.

Die Messungen zeigten typische Stromantworten kandardpulsprotokollen des
jeweiligen Kanals. Die Applikation von Diclofenat (M) bewirkte beim KL.1 eine
~25%ige und beim K.3 eine ~50%ige Inhibierung des Kanalstromes. Eine
Aktivierung von ~30% wurde beim R.1 gemessen, beim &K1 zeigte sich eine
Aktivierung von ~10% und beim .2 eine Aktivierung von ~50%.

Die therapeutische Plasmakonzentration von Dicldedd wird in  der
Fachinformation von Novartis Pharma mit einem Sitzert von ungeféhr 0,02 mM
angegeben. Dieser Wert gilt bei einer Gabe von §Math ca. zwei Stunden. Ublich ist
es, dass Tagesdosen von 50— 150 mg Diclofenachressen werden. Bei den
Experimenten dieser Arbeit wurde also eine 17 -Hfils fache héhere Konzentration
von Diclofenac (1 mM) im Vergleich zum Plasmasplegerwendet. In einer
Dissertation von Claudius Middelberg [59] wurder dEinfluss verschiedener
Antiarrhytmika auf die Aktivitat des .1 Kanals, welcher ebenfalls Xenopus
Oozyten exprimiert wurde, beschrieben. In seiner bekr lagen die
Substanzkonzentrationen zur halbmaximalen Hemmi@gy-{Vert) jeweils um den
Faktor 50-100 tber den therapeutischen Dosen. Diez&ntration von Diclofenac in
der hier vorliegenden Arbeit fallt dementsprechenéinen vergleichbaren Bereich im
Verhaltnis zur Plasmakonzentration.

Es ist weder bekannt an welchen Stellen der Kalaméle Diclofenac seine Wirkung
entfaltet, noch in welchem Masse und Uber welchdfusions- bzw. Transportweg
Diclofenac in die Oozyte gelangt. Zudem ist diesRlamembran deXenopusOozyte

stark gefaltet [84], wodurch bestimmte Membranabgtdhentstehen, die fir hydrophile
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Substanzen nicht zugéanglich sind. Madeja et al. [3igten an isolierten
Membranabschnitten und an ganzen Oozyten, dassirfarWirkung von Propafenon
auf Ky2.1-Kanale, an bestimmten Membranabschnitten, eimgeringere
Substanzkonzentration notwendig ist. Die Ergebnidee hier vorliegenden Arbeit
zeigen bei der Wirkung von Diclofenac stabile unond#tante Antworten, sodass
zumindest von einer gleichbleibenden Konzentration Diclofenac am Wirkort, Uber
die Dauer des einzelnen Experimentes, ausgegangetem kann. Um Aussagen Uber
die Wirkung von Diclofenac im therapeutischen Kartzationsbereich machen zu
kdnnen, mussten konzentrationsabhéngige Messungeohgefihrt werden. Des
Weiteren bieten sich Experimente an Saugerzelkidklren (CHO, HEK 293) an, die
auf pharmakologische Experimente empfindlicher iexag [59].

Die XenopusOozyte als heterologes Expressionssystem fur largile ist nicht
vergleichbar mit dem ,System® Neuron. Denn im Neursind verschiedene
lonenkandle exprimiert, wobei nicht von einer dienéRigen rdumlichen Verteilung
ausgegangen werden kann. Die Veranderung der &ittibei einer Kanalspezies, z.B.
durch die Wirkung eines Pharmakons, hat eine Albswig auf die
elektrophysiologische Aktivitat (Aktionspotentiafjuenz und -form) des Neurons.
Hieraus resultiert eine Modulation der synaptischéertragung im Neuronenverband
und damit eine Beeinflussung des Schmerzsignals.

Ein myelinisiertes Axon kann vereinfacht in drenktionelle Kompartimente unterteilt
werden (Abb. 4.1).Ein Anfangssegment, an dem sich somatische Infoomen
summieren und ein Aktionspotential initileren, enyelinisiertes Axon von variabler
Lange, das zuverlassig Informationen als eine FatgeAktionspotentialen weiterleitet

und ein Endsegment, das den terminalen prasynaetidgereich bildet [18].
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Abb. 4.1: Lokalisation von K-Kandlen an einem prasynaptischen, myelinisierten
Axon[18]

Strukturell gibt es Ahnlichkeiten zwischen dem ildit und dem Terminalsegment, da
die elektrische Kapazitat durch die somatischen tenghinalen Membranen erhéht ist
und somit in diesem Bereich eine Regulation der itBk#itat notig ist[14].
Dementsprechend sind in diesen Bereichen eher -yogghge-activated” (k3.X) und
A-Typ K,-Kandle (K1.4, K4.X) zu finden. ,Low-voltage-activated” Kaliumkarml

(Ky1.X) sind Uberwiegend axonal lokalisiert [18].

.LOwW-voltage-activated Kaliumkanéle (K.X) aktivieren um den Schwellenwert von
Aktionspotentialen. Somatische Ableitungen zeigtelass postsynaptische,XX-
Strome eine wichtige Rolle in der Regulation vontidkspotentialfrequenzen spielen,
u.a. auch in einigen Neuronen im Hinterhorngangl&8j. Eine Blockierung von Kl1-
Stromen in Purkinje Neuronen fiihrte zu einer Erimghder Frequenz und Amplitude
von spontanen inhibitorischen postsynaptischenngtnd(sIPSCs) [82]. K-Kanale in
den internodalen Abschnitten und am Axonende redemi das depolarisierende
Nachpotential depolarizing after-potentialDAP). Sie erh6hen den Schwellenwert von
Aktionspotentialen und verhindern damit eine abwweitle Aktionspotentialrate, ohne
dabei die Aktionspotentialform zu verandern [17]. 18 DRG-Neuronen der Ratte
wurden alle K1.X Spezies nachgewiesen, wobgllKL und K1.2 die Hauptanteile der
toxin-sensitiven Kaliumkanéle sind [93].

Die Ergebnisse in dieser Arbeit zeigten figlK und K1.3 eine Verringerung des

Stromes durch Diclofenac. Einem mdglichen Wirkmai$raus von Diclofenac wirde
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somit eine Rolle bei inhibitorischen Neuronen zukoen, wobei eine Herunter-

regulierung von KL-Stromen eine hthere Rate von IPSCs bedingen wirde
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Abb. 4.2: Regulation der Aktionspotentialfrequenz und -lretlurch préasynaptische
Kaliumkanéle [18]

Eine Neurotransmitterfreisetzung kann auch durehMibdulation von prasynaptischen

K*-Stromen beeinflusst werden. Applikation von 5-HJefotonin) bewirkt z.B. an

thalamokortikalen Endknopfchen eine lokale Erregudge vergleichbar mit der

Blockierung von prasynaptischen K2 Kanélen ist [46].

Bei taktilen, thermalen und chemischen Schmerzennstests an K.1 knockout

Mausen zeigte sich jedoch eine Hyperalgesie, wase dilyperexzitabilitat der

sensorischen Neurone nahe legt [12]. Aufgrund di€sgebnisses am Tier erscheint die

hemmende Wirkung von Diclofenac aufIKl und K1.3, wie in dieser Arbeit gezeigt,
und damit eine Schmerzreduzierung durch die Aktirig von inhibitorischen

Interneuronen als nicht wahrscheinlich.

Kanale mit einer hohen Aktivierungsschwelle werdentsprechend erst in der

Depolarisationsphase von Aktionspotentialen aktivisomit regulieren sie die Breite

und damit die Frequenz der Aktionspotentighdb. 4.2 B) Zu diesen “high-voltage-

activated” Kanalen gehoren deyZ1 [61] und der k3.1 [73], die in dieser Arbeit unter

Diclofenacgabe eine deutliche Erhéhung des Gesd#sitpenes zeigten. Fur den, K1

Kanal ist eine Expression in Hinterhornneuronen Blieius gezeigt worden [7].Ein

direkter Zusammenhang der Expression und Funktion K3 Kanalen mit der

Aktionspotentialfrequenz wurde fir verschiedene rmdea gezeigt[73, 91]. Zum

Beispiel wurde an deCalyx von Heldeine extrem kurze Repolarisierung von ungefahr

260us gemessen. Eine Blockierung des ,high-voltagesatsd” Stromes bewirkt eine

Verbreiterung des prasynaptischen Aktionspotentiaiel eine Potenzierung der
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Neurotransmitterfreisetzung. Idealerweise waren Ki8 Kanale neben den €&a
Kanalen lokalisiert um deren Aktivitat durch einrbllesetzen der Membranschwelle zu
verringern, was fur Neuronen des Trapezoidkdrper&hatten gezeigt wurde [25].

Die in dieser Arbeit gemessene deutliche Erh6hueg @anzzellstromes beim, X1
und K,3.1 Kanal unterstlitzt die These einer schmerzrederzien Wirkung durch
Diclofenac. Neben der bekannten Wirkung von Diataie auf COX, kénnte durch die
Verringerung der Transmitterausschittung an prigisther Seite eine verringerte
Signaltubertragung auf das nachfolgende NeurongafolDieser Mechanismus wirde
fur eine einfache Neuronenabfolge gelten. Fir eineuronenverband mit
inhibierenden Synapsen und Interneuronen musste didese jedoch experimentell
bewiesen werden. Bisher sind keine zuglK knockout Maus vergleichbaren

Experimente mit einer R.1, bzw. K3.1 knockout Maus bekannt.

Zu den A-Typ K-Kandlen gehéren der,K.4, der K3.4 [92] und die Mitglieder der
K4X-Familie (K4.1, K4.2 und K4.3) [5]. A-Typ Kanale aktivieren bei Depolarisatio
und gehen dann in eine schnelle spannungsabhénBigektivierung uber.
Akkumulierende Inaktivierung wéahrend einer Reihen vdktionspotentialen fihrt zu
aktivitatsabhangigen Wechseln in der Dauer einesoAgpotentials und somit in der
Freisetzung von Neurotransmittern [29, 39]. A-TypdBie bieten einen Mechanismus
gradierte Potentiale (Rezeptorpotentiale) in Akdpotentialfrequenz zu Ubersetzen
[15]. Eine Inaktivierung von prasynaptischen A-T¥analen fuhrt zu einer Ver-
breiterung der Aktionspotentialwellenform von 3788], Erhéhung des G&Eintritts
und einer Steigerung der Neuropeptidfreisetzung.

Kim et al. (2002) [43] wiesen als Erste die Expression vgd.K K4.2 und K4.3 in
lumbalen DRG-Neuronen der Ratte nach. Ebenso wdigldexpression vom A-Typ
Kanal K3.4[10] gezeigt. Im Hinterhorn wurden &2 und K4.3 histologisch
Uberwiegend in der Lamina Il nachgewiesen [354.B-positive Neurone gehdrten zu
einer Gruppe von exzitatorischen Interneuronen, HRK 2 und den mGlu 5-
Rezeptorkanal exprimieren. Diese Rezeptoren smddexr nozizeptiven Plastizitat
beteiligt[35].
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In dieser Arbeit wurde der Ganzzellstrom am4R Kanal gemessen, unter
Diclofenacgabe zeigte sich eine deutliche Erhohdegy Gesamtzellstromes. Neben der
Wirkung von Diclofenac auf COX, wirde eine Steigeyuder Aktivitat zu einer
Verkirzung des Aktionspotentials fihréhbb. 4.2 C) Prasynaptisch kame es zu einer
Verringerung des CaEintritts und in Folge zu einer geringeren Neugtijte
freisetzung. Eine verringerte Signaltubertragungdag nachfolgende Neuron durch die
Aktivierung von A-Typ Kandlen, verursacht durch DBfenac, wirde eine
Schmerzentfaltung eingrenzghbb. 1.1).

In K\4.2 knockout Mausen wurde eine erhéhte Erregbaideit Hinterhornneurone
gegenuber Neuronen von WT-M&ausen festgestellt.télpkysiologische Messungen an
den kultivierten Neuronen zeigten eine Verringeraleg Rheobase bei Neuronen der
knockout Mause. Bei taktilen und thermalen Verlratests an diesen Mausen wurde
entsprechend eine Hypersensitivitat festgestellt [Zumindest fur Hinterhornneurone
ist aufgrund der oben beschriebenen Ergebnisse3b0, 43] eine Wirkung von
Diclofenac auf die Neurone sehr wahrscheinlich. Dese Neurone in der
Schmerzweiterleitung involviert sind, ist die aretlgche Wirkung von Diclofenac
neben der Wirkung auf COX, mdglicherweise auch @ief Aktivierung von A-Typ
Kanalen zurickzufuhren.

Eine Inhibierung von A-Typ Kanalen und die damitrtwendene Verbreiterung der
Summenaktionspotentiale  kénnte an der Induzierungn v synaptischer
Langzeitpotenzierungdng-term potentiationLTP) beteiligt sein [86]. Die LTP stellt
einen neurophysiologischen Mechanismus dar, demdahaltende Umbauvorgange in
den synaptischen Umschaltstellen zugrunde liegen.dér Tat weiR man aus
Tierversuchen, dass im Rickenmark Genexpression Jedinderung in der
Proteinsynthese durch lang anhaltende Schmerziateziert werden. Genetische
Elimination von K4.2 in Mausen fiihrte zu einer Verringerung der A Btrome und
zu einer erhohten Erregbarkeit von Rickenmarksmeur@34]. Es wurden LTP-
induzierende Stimuli gefunden, welche die Aktiortgptialfrequenz von
multirezeptiven Neuronen im ,tiefen dorsalen Horefleichtern [76]. Bliss und
Collindgridge (1993) [6] stellten heraus, dass dgleiche Mechanismus im

Hippocampus fir das Lernen und das Gedachtnis tveoatfich ist. Starke und lang



Diskussion 47

anhaltende Schmerzen kénnen somit Spuren im ,Sdyeeéchtnis” hinterlassen [75].
Eine Aktivitatserhohung des &2 Kanals wirde der Induzierung von LTP entgegen

wirken.

Das Ziel dieser Arbeit war es, einen mdglichen [Effeon Diclofenac auf flnf
exprimierte K-Kanéle K1.1, K,1.3, K.2.1, K,3.1 und K4.2 experimentell darzustellen.
Fur eine vollstandige elektrophysiologische Chamagierung unter der Gabe von
Diclofenac mussten Experimente zur Spannungsabiiégigider Aktivierung, bei A-
Typ Kanalen der Inaktivierung, durchgefuhrt werdeetner musste eine Beeinflussung
der Kanalkinetik untersucht werden. Interessant ewé@s, den Wirkort (intra-,
extrazellular) von Diclofenac, durch z.B. ein nichémbranpermeables Derivat,
experimentell herausstellen zu kdnnen. Zur Vertétdigung der Pharmakologie sollte
jeweils die halbmaximale Inhibierungskonstante &ettiiwerden.

Neben der ,Basis“-Charakterisierung konnten Versuchan DRG- und
Hinterhornneuronen angedacht werden. Besonderggsint ware es, die Wirkung von
Diclofenac auf den A-Typ Strom zu untersuchen. #seim Strom und den einzelnen
A-Typ Kanalen in DRG- und Hinterhornneuronen liegie umfangreiche Literatur vor.

Aul3erdem gibt es bereits experimentelle Befunde@ndirbeitsgruppen.



Zusammenfassung 48

5 Zusammenfassung

Spannungsabhangige Kaliumkanéle sind an der Entsielund Modulation von
neuronalen Aktionspotentialen beteiligt und damibglitherweise auch an der
peripheren Schmerzverarbeitung und -weiterleitutrg. dieser Arbeit wurde ein
maoglicher direkter Effekt des nicht-opiaten Schmatiels Diclofenac auf die Aktivitét
heterolog exprimierter spannungsabhangiger Kalivrédlea (K,) getestet. Die
Ergebnisse sollen Aufschluss dartuber geben, obuk&kanale prinzipiell bei der
Nozizeption eine beeinflussende Rolle spielen kémnt

Hierzu wurde cDNA verschiedener gangigerkanale (K1.1, K/1.3, K2.1, K,3.1 und
K\4.2) transkribiert und die so gewonnene cRNAXgnopus laevi©ozyten injiziert,
die als heterologes Expressionssystem dienten. Mawhr Inkubationszeit von 3 -4
Tagen wurden die exprimierenden Oozyten mit der iZlektroden-
Spannungsklemmen-Technik elektrophysiologisch umtentrollbedingung (ND96),
1 mM Diclofenac und Inhibitor-Gabe (5 mM 4-AP) gessen und analysiert.

Die Kontrollmessungen zeigten typische Stromantsvoitbei Standardpulsprotokollen
des jeweiligen Kanals. Die Applikation von Diclogmn bewirkte beim KL.1 eine
~25%ige und beim K.3 eine ~50%ige Inhibierung des Kanalstromes. Eine
Aktivierung von ~30% wurde beim R.1 gemessen, beim &K1 zeigte sich eine
Aktivierung von ~10% und beim .2 eine Aktivierung von ~50%.

Postsynaptische HJ.X-Strome spielen eine wichtige Rolle in der Ragjoh von
Aktionspotentialfrequenzen. Eine Blockierung voplkStromen in Purkinje Neuronen
fuhrte zu einer Erhéhung der Frequenz und Amplitude spontanen inhibitorischen
postsynaptischen Stromen (sIPSCs). Die Ergebnisiggen fur K1.1 und K1.3 eine
Verringerung der Strome durch Diclofenac. Als ,lownttage-activated” Kaliumkanéle
aktivieren K1.X um den Schwellenwert von Aktionspotentialen,swau einer
-Erhéhung* der Membranschwelle fir Aktionspotergiafiihrt. Einem moglichen
Wirkmechanismus wuirde damit eine Rolle bei inhibgichen Neuronen in der
Schmerzverarbeitung zukommen: Eine Herunterreguigron K1-Stromen wirde die
Membranschwelle fur Aktionspotentiale erniedrigerd wamit eine hohere Rate von

IPSCs ermdglicht werden.
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Der K,2.1 und K3.1 gehéren zu den ,high-voltage-activated“-Kalianlilen. Diese
Kanale aktivieren erst in der Depolarisationsphase regulieren somit die Breite von
prasynaptischen Aktionspotentialen. Eine Blockigrutieser Kanéle verlangert die
Repolarisierungsphase und fuhrt damit zu einer &wngedrten Aktivierung von
spannungsabhangigen &anélen. Der damit verbundene erhdhte Einstrom @efi
erhoht eine Neurotransmitterfreisetzung. ldealeseavaren die {3-Kanéle neben den
Ca-Kanalen lokalisiert um deren Aktivitat durch einefdbsetzen der Membran-
schwelle zu verringern, was fur Neuronen des Traig&drpers bei Ratten gezeigt
wurde. Die in dieser Arbeit gemessene deutlicheékinthg des Ganzzellstromes durch
Diclofenac beim k3.1 und K2.1 Kanal unterstitzt die These, dass Diclofenacidu
eine Verringerung der Transmitterausschittung arpdesynaptischen Seite und damit
eine verringerte Signalibertragung auf das nackfmlg Neuron, eine schmerz-
reduzierende Wirkung entfaltet.

A-Typ Kanale, zu denen K.2 zahlt, aktivieren bei Depolarisation und gedann in
eine schnelle spannungsabhangige Inaktivierung. ibex akkumulierende Inakti-
vierung von prasynaptischen A-Typ Kanalen fihrt einer Verbreiterung des
Aktionspotentials, z.B. in prasynaptischen Termenalon Hypophyseneuronen, was zu
einer Erhéhung des &aEintritts und damit zu einer Steigerung der Neepiju-
freisetzung fuhrt. In k4.2 knockout Mausen wurde eine erhéhte Erregbardeit
Hinterhornneurone gegentber Neuronen von WT-Matsstigestellt. Bei taktilen und
thermalen Verhaltenstests an4ikk knockout Mausen wurde eine Hypersensitivitat
festgestellt. Da Hinterhornneurone in der Schmeitanleitung involviert sind, ist die
analgetische Wirkung von Diclofenac neben der Witkwauf COX, mdglicherweise
auch auf die Aktivierung von A-Typ Kanalen zurtick#wen.

In dieser Arbeit wurde eine Aktivierung des Ganksteimes des (4.2 Kanals unter
Diclofenacgabe gezeigt. Eine Steigerung der4.R-Aktivitdt fuhrt zu einer
Verringerung der Aktionspotentialbreite, prasynsgii kdme es zu einer Verringerung
des C&'-Eintritts und in Folge zu einer geringeren Neumjwdreisetzung. Eine
verringerte Signalibertragung auf das nachfolgeN@eiron wirde eine Schmerz-
entfaltung eingrenzen. Eine Verbreiterung der Aldjaotentiale durch die Inhibierung

von A-Typ-Kanalen kdnnte an der Induzierung vonagfischer Langzeitpotenzierung
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(long-term potentiation LTP) beteiligt sein. Starke und lang anhaltend@nserzen
konnen auf diese Weise Spuren im ,Schmerzgedaththiasterlassen. Eine

Aktivitatserhéhung des .2 Kanals wirde der Induzierung von LTP entgegieken.
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