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1.Arbeitshypothese und Fragestellung

Intoxikationen mit dem Aminoamidlokalanédsthetikum Bupivacain konnen schwere
Herzrhythmusstorungen, insbesondere ventrikuldre Tachyarrhythmien, hervorrufen (Albright,
1979). Die neuen Substanzen Ropivacain und Levobupivacain sind reine Enantiomere. Sie
wurden unter der Annahme entwickelt, dass die kardiotoxischen Komplikationen von
Bupivacain durch stereoselektive Effekte hervorgerufen werden (Scott et al., 1989; Foster &
Markham, 2000).
Pharmaka sehr unterschiedlicher Substanzklassen verursachen Arrhythmien, indem sie mit
kardialen Kaliumkanilen interagieren (Roden et al., 1996). Die wichtigsten repolarisierenden
Kaliumstrome wihrend des Herzaktionspotenials sind Iy, Ixs und Ig;. Sie werden von den aus
a- und B-Untereinheiten bestehenden  Kaliumkanalkomplexen  Kv4.3/KChIP2.2,
KvLQT1/minK und HERG/MiRP1 vermittelt. Obwohl eine Inhibition der a-Untereinheiten
Kv4.3 und HERG durch Bupivacain gezeigt werden konnte (Gonzalez et al., 2002a;
Franqueza et al., 1999), wurde der FEinfluss der p-Untereinheiten auf die
Lokalanésthetikasensitivitdt bisher nicht untersucht. Es ist jedoch bekannt, dass J-
Untereinheiten wie im Falle des Polymorphismus MiRP11gs die Pharmakosensitivitdt von
Kaliumkanilen modulieren konnen (Sesti et al., 2000).
In dieser Arbeit sollen die Effekte der Lokalanisthetika Bupivacain, Levobupivacain und
Ropivacain auf die Kaliumkanalkomplexe Kv4.3/KChIP2.2, KvLQT1/minK und
HERG/MiRP1 mit der patch clamp-Technik charakterisiert werden. Dabei wird das
Rampenprotokoll angewandt, welches die elektrischen Verhiltnisse wéhrend des
Herzaktionspotentials simuliert (Hancox et al., 1998).
Folgende Fragen sollen beantwortet werden:
1. Welchen Effekt haben Bupivacain, Levobupivacain und Ropivacain auf
Kv4.3/KChIP2.2, KvLQT1/minK und HERG/MiRP1?
2. Haben die Enantiomere Levobupivacain und Ropivacain einen anderen Effekt auf die
Kanalkomplexe als das Razemat Bupivacain?
3. Veridndern B-Untereinheiten die Empfindlichkeit der Kaliumkanile gegeniiber den
untersuchten Lokalanésthetika?
4. Konnen die mit dem = Rampenprotokoll = erhobenen  Daten  zur
Lokalandsthetikawirkung auf kardiale Kaliumkanile in vitro Aufschluss iiber den
Effekt dieser Substanzen auf die repolarisierenden Strome des Herzaktionspotentials

in vivo geben?



2. Einleitung

2.1. Klinik der Lokalanisthetikaintoxikation

Die systemische Intoxikation mit Lokalaniisthetika ist ein seltenes, aber mit einer hohen
Mortalitdt verbundenes Ereignis (Albright, 1979; Reiz & Nath, 1986). Sie folgt meist auf
eine unbeabsichtigte intravasale Injektion, in den meisten Féllen trotz negativer Aspiration,
selten auch durch massive Uberdosierung oder abnorm gesteigerte Resorption der Substanz in
den systemischen Kreislauf (Strichartz & Berde, 1994). Die systemische Toxizitit
manifestiert sich neben dem zentralen Nervensystem insbesondere am Herzen. Albright
berichtete 1979 erstmals von Herz-Kreislaufversagen mit zum Teil todlichem Ausgang nach
Gabe der Amidlokalanisthetika Etidocain bzw. Bupivacain in sechs Fillen (Albright, 1979).
Es kam zu ventrikuldren Tachykardien, Kammerflimmern und Asystolie. Eine Studie von
1986 dokumentiert in einem Zeitraum von 10 Jahren 49 Fille kardiotoxischer Wirkung von

Bupivacain mit einer Gesamtmortalitit von 43 % (Reiz & Nath, 1986).

2.1.1. Kardiale Symptomatik bei Lokalanésthetikaintoxikation

Am Herzen haben Lokalandsthetika vor allem eine inhibierende Wirkung auf die
Kontraktilitit und auf die elektrische Leitfihigkeit insbesondere im Bereich des
Ventrikelmyokards (Strichartz & Berde, 1994). Sowohl in Fallberichten (Albright, 1979;
Mallampati et al., 1984; Long et al., 1989), als auch in Experimenten mit Tiermodellen
(Kotelko et al., 1984; Kasten, 1986; Chang et al., 2001), wurden schwere kardiale
Arrhythmien beobachtet. Bei einer Lokalanisthetikaintoxikation kann das QT-Intervall im
Elektrokardiogramm verldngert sein (Kasten, 1986). Ein verlidngertes QT-Intervall kann eine
besondere Form der ventrikuldren Tachykardie, so genannte Torsaden oder Torsades de
pointes (TdP) provozieren (Dessertenne, 1966; Crumb & Cavero, 1999; Chang et al., 2001).
Die Torsades de pointes Tachykardie ist lebensgefdhrlich. Sie kann zwar spontan

terminieren, aber auch persistieren und in ein Kammerflimmern degenerieren.

2.1.2. Risikogruppen: Schwangere

Bei den initialen Fallberichten iiber die kardiotoxische Wirkung der Lokalandsthetika, bei
denen es auch zu Todesfillen kam, handelte es sich um Regionalanisthesien zur
Kaiserschnitt-Entbindung (Albright, 1979). Der Wechsel von der Allgemeinanésthesie zu
regionalen Verfahren, insbesondere der Periduralanisthesie, in der geburtshilflichen
Anisthesie (Hawkins er al., 1997b, Stamer et al., 1999) erhoht die klinische Relevanz von

Lokalanisthetikaintoxikationen.



Physiologische Verdnderungen in der Schwangerschaft, wie die Dilatation der Venen im
Periduralraum, werden fiir die groere Ausbreitung und Stidrke spinaler und periduraler
Anisthesien wihrend der Schwangerschaft verantwortlich gemacht (Bromage, 1962). Sie
konnten auch das Risiko einer versehentlich intravasalen Substanzapplikation bei diesen
Anisthesieverfahren erhohen. Zudem liegt durch die wihrend der Schwangerschaft
physiologische Abnahme der Plasmaproteine (Song et al., 1970) ein groBerer Anteil des
Lokalanédsthetikums ungebunden vor (Tsen et al., 1999). Ob dies einen Einfluss auf die
Kardiotoxizitét eines Lokalandsthetikums hat, bleibt jedoch unklar, zumal Berichte {iber eine
erhohte Toxizitdt von Bupivacain bei trichtigen Schafen gegeniiber nicht-trachtigen Schafen
(Morishima et al., 1985) nicht reproduziert werden konnten (Santos et al., 1995).

Als Konsequenz aus den Todesféllen wurde 1984 in den USA die 0,75 %ige Bupivacain-
Zubereitung aus der geburtshilflichen Anisthesie genommen (Hawkins et al., 1997a).
Seitdem wurde ein Riickgang der mit Regionalanisthesie assoziierten Todesfille in der
Geburtshilfe beobachtet, wofiir auch die erhohte Aufmerksamkeit gegeniiber kardiotoxischen
Komplikationen von Lokalanisthetika und eine verbesserte Technik in der Ausfiihrung der
regionalen Anésthesieverfahren verantwortlich sein konnten (Hawkins et al., 1997a). Die
molekulare Ursache der Todesfille wurde bislang nur unzureichend aufgekldart. Damit fehlt
insbesondere fiir die priklinische Bewertung des Risikoprofils neuerer Lokalanisthetika die

wissenschaftliche Grundlage.

2.2. Physiologie des Herzaktionspotentials

Um die Hypothesen zur Pathophysiologie der kardialen Intoxikation mit Lokalanésthetika
ableiten zu konnen, sollen zunéchst die physiologischen Vorginge dargestellt werden, die zu

einer rhythmischen Pumpaktivitit des Herzens fiihren.

2.2.1. Grundlagen der elektrischen Aktivitdt am Herzen

Im Herzmuskel werden elektrische Signale generiert und geordnet weitergeleitet. Diese
Signale fithren in jeder Herzmuskelzelle iiber die elektromechanische Kopplung zur
Kontraktion. Diese Vorgéinge miissen geordnet und rhythmisch ablaufen, damit sich das Herz
als Ganzes kontrahieren und so seine Pumpfunktion erfiillen kann. Das elektrische Signal
besteht aus Ionenfliissen durch die Herzmuskelzellmembran, die depolarisierend oder
repolarisierend wirken. Grundeinheit des weiterzuleitenden elektrischen Signals ist das

Herzaktionspotential.
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Abbildung 2.1.: Die Phasen des Herzaktionspotentials. Die wichtigsten repolarisierenden Kaliumstrome sind I,
wihrend der Phase 1 und Ig, und Ig, wihrend der Phase 2 und 3 des Herzaktionspotentials. (Modifiziert nach
Keating & Sanguinetti, 2001.)

Das Herzaktionspotential wird in 5 Phasen eingeteilt (Abbildung 2.1.): In Phase O findet der
upstroke statt, eine Depolarisation von wenigen Millisekunden Dauer, verursacht durch einen
schnellen depolarisierenden Natriumeinstrom. Die folgende kurze Repolarisation der Phase 1
wird als notch bezeichnet, welcher durch den transienten Kaliumauswartsstrom Iy, (transient
outward) hervorgerufen wird. Phase 2 wird als Plateauphase bezeichnet, da die
Repolarisation durch einen Kalziumeinstrom verzogert wird und das Membranpotential
nahezu konstant bleibt. Diesem Kalziumeinstrom wirken zwei Kaliumauswaértsstrome (Ix)
entgegen, der langsam (slow) aktivierende Ixs und der schnell (rapid) aktivierende Ik,. Diese
Phase dauert 180 - 300 ms und ist die Hauptursache fiir den Unterschied in der Dauer
kardialer (200 - 400 ms) und neuronaler (1 ms) Aktionspotentiale (Hille, 2001). Phase 3 als
Repolarisationsphase ist noch stidrker durch Ik, beeinflusst, als Phase 2, und Phase 4 wird als

Ruhephase hauptsichlich durch Ik;, einen weiteren Kaliumstrom verursacht.

2.2.2. Ionenkanile

Die Strome des Herzaktionspotentials flieBen durch Ionenkanile. Ionenkanile sind Proteine,
die in den Membranen aller erregbaren Zellen vorkommen. Es handelt sich dabei um Poren,
die selektiv oder unselektiv Ionen passieren lassen. Sie konnen permanent oder transient
offen sein. Transient offene Kanile konnen iiber Konformationsidnderungen verschiedene
Zustinde einnehmen. Abbildung 2.2. zeigt schematisch die drei Hauptzustinde eines
TIonenkanals und den Ubergang zwischen diesen Zustinden. Der Ubergang eines Ionenkanals
vom geschlossenen Zustand in den offenen Zustand wird Aktivierung genannt. Manche
offenen Kanile konnen inaktivieren. Der inaktivierte Zustand hat mit dem geschlossenen
gemeinsam, dass bei beiden kein lonenfluss stattfinden kann. Wihrend im geschlossenen

Zustand jedoch eine Aktivierung moglich ist, muss der inaktivierte Kanal sich erst wieder aus
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der Inaktivierung erholen, bevor eine erneute Aktivierung stattfinden kann. Als ,,Erholung
von der Inaktivierung wird der Ubergang vom inaktivierten in den offenen Zustand
bezeichnet. Vom offenen Zustand kann ein Kanal in den geschlossenen Zustand deaktivieren.
Neben diesen Hauptzustinden konnen Ionenkanéle jedoch noch weitere Zustinde einnehmen.
Den Ubergingen zwischen den verschiedenen Zustinden eines Ionenkanals liegen
Konformationsédnderungen zugrunde. Diese sind abhingig von chemischen oder
physikalischen Reizen, wie Ligandenbindung oder Anderung von pH-Wert, Temperatur oder

Membranpotential.

geschlossen offen inaktiviert

Aktivierung Inaktivierung
h Deaktivierung D Erholung von
der Inaktivierung

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Hauptzustdnde von transient offenen Kanélen.

2.2.3. Spannungsabhingige Kaliumkanéle des Herzens

Spannungsabhiingige Kaliumkanile sind am Herzen unter anderem fiir die frithen (I;,) und
spaten (Igs, Ik;) repolarisierenden Auswértsstrome des Herzaktionspotentials verantwortlich
(Nerbonne, 2000). Diese Kanile werden durch die Membrandepolarisation wéhrend des
Herzaktionspotentials aktiviert.

Kaliumkanile stellen die Gruppe von lonenkanidlen dar, welche die grofite Heterogenitit
aufweist (MacKinnon, 2003). Trotz dieser Heterogenitit gehoren alle Kaliumkanile zu einer
Proteinfamilie, welcher sie aufgrund eines Segments mit hochkonservierter
Aminosduresequenz  (Glycin-Tyrosin-Glycin ~ bzw.  Glycin-Phenylalanin-Glycin), der
sogenannten Kaliumkanalsignatursequenz, zugeordnet werden konnen (Heginbotham et al.,
1994). Dieses Segment bildet den Selektivititsfilter des Kanals fiir Kalium. Die
spannungsabhingigen Kaliumkanéle besitzen weitere gemeinsame Strukturmerkmale. Sie
bestehen aus vier o-Untereinheiten, die sich zu Homo- oder Heterotetrameren
zusammenlagern (MacKinnon, 1991) (Abbildung 2.3.A.). Jede a-Untereinheit besteht aus
den sechs transmembranen Segmenten S1-S6 (Abbildung 2.3.B.). Der Spannungssensor im

S4-Segment besteht aus regelméflig angeordneten positiven Aminosduren, die Segmente 5



und 6 bilden die Pore. Ein Verbindungsstiick zwischen S5 und S6 ragt in die Pore hinein und

enthilt den Selektivitétsfilter mit der Signatursequenz.

00"

Abbildung 2.3.: A. Spannungsabhingige Kaliumkanile bestehen aus vier a-Untereinheiten, die sich zu Homo-
oder Heterotetrameren zusammenlagern, welche eine Pore (P) umschliefen. B. Jede dieser a-Untereinheiten
besteht aus sechs a-Helices, welche die transmembranen Segmente S1-S6 bilden. S4 enthilt viele positiv
geladene Aminosduren in regelméBigen Abstinden, S5 und S6 sind durch einen linker oder pore loop (P)
verbunden, der den Selektivitétsfilter enthalt.

Die a-Untereinheiten der Kanile konnen mit akzessorischen Proteinen, den B-Untereinheiten,
interagieren und dadurch moduliert werden. p-Untereinheiten konnen zytoplasmatisch
lokalisiert sein, wie z.B. Kv Channel-interacting Protein KChIP, oder wie, z.B. minimal K
Channel minK und minK-related Peptide-1 MiRP1, aus einem transmembranen Segment
bestehen. Sie konnen die Antwort des Kanals auf Spannungsénderungen modulieren und die
Oberflachenexpression verdndern (An et al., 2000; Barhanin et al., 1996; Abbott et al., 1999).
Die in dieser Arbeit untersuchten lonenkanile werden in der Reihenfolge ihres Auftretens

wihrend des kardialen Aktionspotentials beschrieben.

2.2.3.1. Kv4.3/KChIP2.2 und I,

Der transiente Auswirtsstrom I, ruft die initiale Repolarisation, den notch, im
Herzaktionspotential hervor (Snyders, 1999). Kv4.3 gehort zu den Kv-Kanilen (voltage
gated K Channels) der Untergruppe 4 und ist die am hiufigsten vorkommende Isoform der
Kv4-Kanidle im menschlichen Myokard (Dixon et al., 1996; Zhu et al., 1999). Durch
Injektion der RNA dieses spannungsabhingigen Kaliumkanals in Xenopus Oozyten werden
Strome evoziert, die in ihren biophysikalischen und pharmakologischen Eigenschaften I,
dhneln (Dixon et al., 1996). Es handelt sich hierbei um typische A-Strome, also um Strome,
die spannungsabhingig schnell aktivieren und schnell inaktivieren (Dixon et al. 1996; Hille,
2001). An et al. (2000) klonierten zytoplasmatische akzessorische Proteine, so genannte Kv
Channel-interacting Proteins (KChIPs) aus dem Gehirn von Ratten und zeigten, dass bei
Koexpression von KChIPs mit Kv4-Kanilen die biophysikalischen Eigenschaften und die

Verteilungsdichte der resultierenden Strome besser mit nativen A-Stromen iibereinstimmten
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als bei Expression der o-Untereinheit alleine (An et al., 2000). Bihring et al. (2001)
klonierten eine menschliche KChIP2-SpleiB3-Variante (KChIP2.2) aus dem Herzen. Wird
diese mit Kv4-a-Untereinheiten koexprimiert, konnen Stréme evoziert werden, die I, sehr
dhneln (Bdhring et al., 2001). I, unterliegt in seiner Dichte und Frequenzabhingigkeit
regionalen Schwankungen (Nébauer et al., 1996). Die Dichte von I, ist epikardial hoher als
endokardial. Dieser Gradient korreliert mit der Expression von KChIP2 im Herzen (Rosati et
al., 2001), das epikardial um ein Vielfaches stirker exprimiert wird als endokardial (Rosati et

al., 2001; Rosati et al., 2003).

2.2.3.2. KvLQT1/minK und Ik

Der langsam aktivierende Kaliumauswartsstrom Ik ist fiir die Repolarisation am Ende des
Plateaus des Herzaktionspotentials wihrend der Phase 3 mitverantwortlich. Weitere
elektrophysiologische Eigenschaften von Ik sind die fehlende Inaktivierung und die langsame
Deaktivierung, welche fiir eine Zunahme der Stromamplitude bei hohen Herzfrequenzen
aufgrund einer inkompletten Deaktivierung wihrend der Diastole verantwortlich ist
(Mitcheson & Sanguinetti, 1999). Ik, wird wie I, von einem Kanal-Komplex generiert.
Dieser besteht aus dem spannungsabhingigen Long-QT Syndrome 1-assoziierten Kaliumkanal
KvLQT1 und der B-Untereinheit minimal K Channel minK (Barhanin er al. 1996). 1988
wurde das Gen fiir minK, KCNEI, aus Nierengewebe von Ratten kloniert (Takumi et al.,
1988). Wenn Xenopus Oozyten mit minK-RNA injiziert werden, erhilt man Stréme mit
Eigenschaften, die denen von Ik in Kardiomyozyten dhneln. Diese Ergebnisse sind jedoch
nicht in Saugetierzellen, wie der Skelettmuskelzelllinie C2C12, der fibroblastischen Zelllinie
CHO und der T-Lymphozytenzelllinie Jurkat, reproduzierbar (Lesage et al., 1993). Ursache
dafiir ist, dass KvLQT1 nativ in Xenopus Oozyten aber nicht in Sdugetierzellen vorhanden ist.
1996 konnte das Gen KCNQI, das fiir KvLQT]1 kodiert, kloniert werden (Wang et al., 1996).
KvLQTT1 ist ein Protein mit sechs Transmembrandominen und einem pore loop, welcher die
Kaliumkanalsignatursequenz enthilt (Abbildung 2.4.). Es handelt sich um die o-Untereinheit
des Ik, generierenden Kanal-Komplexes. Bei Koexpression von KvLQT1 mit minK in COS-

Zellen erhilt man Ix dhnelnde Strome (Barhanin e al., 1996).
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Abbildung 2.4.: Schematische Darstellung der Proteinuntereinheiten des Ik -generierenenden Kanals. Die a-
Untereinheit KvLQT1 besteht aus sechs Transmembrandoménen. Der Amino- sowie der Carboxyterminus von
KvLQTI1 liegen zytoplasmatisch. Die PB-Untereinheit wird von minK gebildet und enthdlt nur eine
transmembrane Domiine, der Aminoterminus liegt extrazelluldr, der Carboxyterminus intrazelluldr. Es lagern
sich je vier a- und B-Untereinheiten zu Homo- oder Heterotetrameren zusammen. (Modifiziert nach Keating &
Sanguinetti, 2001.)

2.2.3.3. HERG/MiRP1 und Ik,

KCNH2 codiert fiir den HERG (human ether-a-gogo-related gene)-Kanal (Abbildung 2.5.),
der als molekulares Substrat von Ik, identifiziert wurde (Trudeau et al., 1995). Wenn HERG
in Xenopus Oozyten exprimiert wird, gleichen seine biophysikalischen Eigenschaften
weitestgehend denen von in Kardiomyozyten von Meerschweinchen gemessen I,
(Sanguinetti et al., 1995). Fir Ix, wurde jedoch eine Empfindlichkeit gegeniiber den
Substanzen E-4031 (Sanguinetti & Jurkiewicz, 1990) und MK-499 (Lynch et al., 1994)
festgestellt, die nicht fiir den heterolog exprimierten HERG-Kanal reproduzierbar war
(Sanguinetti ef al., 1995). Zusitzlich zeigten Abbott et al., dass die Deaktivierung der HERG-
Strome in vitro langsamer ist, als die von Ix, (Abbott et al., 1999). Durch Genanalyse bei 250
Patienten mit angeborenem Long-QT Syndrom (siehe 2.3.2.1) wurde das minK-related
peptide 1 (MiRP1) (Abbildung 2.5.) entdeckt und eine Rolle als putative B-Untereinheit fiir
HERG postuliert (Abbot et al., 1999). Die Rolle von MiRP1 als Modulator der
biophysikalischen (Abbot et al., 1999, Isbrandt et al., 2002) und pharmakologischen (Abbot et
al., 1999) Eigenschaften von HERG ist jedoch nicht unumstritten (Weerapura et al., 2002).
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Abbildung 2.5.: Schematische Darstellung der o-Untereinheit HERG mit sechs Transmembrandominen, pore
loop und intrazelluldren Amino- und Carboxyterminus. Die putative B-Untereinheit MiRP1 besteht aus nur einer
Transmembrandoméne. (Modifiziert nach Keating & Sanguinetti, 2001.)

2.3. Pathophysiologie der rhythmischen Herztétigkeit: Arrhythmien

Eine Modulation kardialer Kaliumkanile kann iiber die Veridnderung der entsprechenden
Stromkomponente zur Anderung von Form und Dauer des Herzaktionspotentials fithren. Bei
einer Verldngerung des Aktionspotentials (Abbildung 2.6.A.), die sich im
Elektrokardiogramm als verldngertes QT-Intervall darstellt (Abbildung 2.6.B.), ist die
Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten frither Nachdepolarisationen (Early After
Depolarisations, EADs) erhoht (Abbildung 2.6.A., Crumb & Cavero, 1999). In diesem
Zustand besteht eine stirkere Empfindlichkeit gegeniiber Kammerarrhythmien insbesondere
vom Torsades de pointes-Typ (Abbildung 2.6.C.). Torsades de pointes bedeutet ,,Drehungen
um einen Punkt* und beschreibt das Verhalten des QRS-Komplexes bei dieser Tachykardie:
Die Achse des verbreiterten (>120 ms) QRS-Komplexes dreht sich um die isoelektrische
Linie. Auch die Amplituden einzelner QRS-Komplexe sind unterschiedlich grof3 und nehmen
spindelformig zu und ab. Ein verlidngertes QT-Intervall und Torsaden treten auch bei einer
Lokalanésthetikaintoxikation auf. Eine Aktionspotentialsverlingerung kann aber auch
antiarrhythmische Konsequenzen haben. Antiarrhythmika der Klasse Ia wie z.B. Ajmalin
oder der Klasse III wie Sotalol vermitteln ihre Wirkung iiber eine Verldngerung der

Aktionspotentialsdauer.
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Abbildung 2.6.: A. Eine Verlidngerung des Herzaktionspotentials kann zu Early After Depolarisations (EADs)
filhren. B. Im Elektrokardiogramm stellt sich die Aktionspotentialsverlingerung als QT-Intervall-Verldngerung
dar. C. Treten bei QT-Intervall-Verlingerungen EADs auf, so kann dieses zu Torsaden fithren. Torsaden
konnen in ein Kammerflimmern degenerieren. (Modifiziert nach Crumb & Cavero, 1999 und Keating &
Sanguinetti, 2001.)

2.3.1. Herzinsuffizienz und Arrhythmien

Eine Verldngerung der Herzaktionspotentialdauer tritt auch bei Herzversagen und in
Tiermodellen kardialer Hypertrophie héufig auf, sie ist unter anderem auf eine verédnderte
Expression verschiedener depolarisierender und repolarisierender Strome zuriickzufiihren
(Wickenden et al., 1998). Hier steht der aus Kv4.3 und KChIP2.2 bestehende Kanal-
Komplex im Mittelpunkt. Die Menge an Kv4.3-mRNA im Kammermyokard ist bei Patienten
mit Herzversagen im Vergleich zu Kontrollpersonen um 30 % vermindert und
elektrophysiologische Aufnahmen an isolierten Myozyten derselben Herzen zeigen eine
Reduktion von I, (Kdidb er al, 1998). In Experimenten an Ratten mit induzierter
Linksherzhypertrophie (Capuano et al., 2002) bzw. Myokardinfarkt (Kaprielian et al., 1999)
ist der Kv4.3-mRNA-Gehalt ebenfalls reduziert.

2.3.2. LQT-Syndrome

Eine wichtige Erkrankung, bei der das Herzaktionspotential verlidngert ist, ist das Long-QT
Syndrom (LQTS), bei dem das QT-Intervall im Elektrokardiogramm verldngert ist. Das QT-
Intervall reprisentiert die gesamte intraventrikuldre Erregungsdauer. Es gibt angeborene und

erworbene LQT-Syndrome.
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2.3.2.1. Angeborene LQT-Syndrome
Es sind sieben angeborene LQT-Syndrome bekannt (LQT-1 — LQT-7). Meist sind sie auf

Mutationen in o- oder B-Untereinheiten von Ionenkanélen zuriickzufiihren (siehe Tabelle
2.1.). Mutationen im KCNQ1-Gen, das fiir KvLQT1, die a-Untereinheit des Igs-generierenden
Kanal-Komplexes, codiert, rufen LQT-1 hervor (Wang et al., 1996). KCNE1 codiert fiir
minK, die B-Untereinheit dieses Komplexes (Barhanin et al., 1996). Mutationen in KCNE1
rufen LQT-5 hervor (Splawski et al., 1997). Heterozygote Mutationen in KCNQI1 oder in
KCNE1 rufen das autosomal-dominante Romano-Ward-Syndrom hervor, wihrend
homozygote Mutationen fiir das autosomal-rezessive Jervell-Lange-Nielsen-Syndrom JLNS
verantwortlich gemacht werden konnten (Tyson et al., 1997; Schulze-Bahr et al., 1997). Das
JLNS ist zusidtzlich zu den kardialen Symptomen durch eine Innenohrschwerhorigkeit
gekennzeichnet. Die KCNQI1-Mutationen, die LQT-1 verursachen, fiihren iiber
unterschiedliche molekulare Mechanismen zu einer Funktionseinbulle (loss of function)
(Wollnik et al., 1997, Wang et al., 1999). Diese fiihrt iiber eine Reduktion der
repolarisierenden Stromkomponente Ixs zu einer Verldngerung des Herzaktionspotentials.
LQT-2 wird durch Mutationen im KCNH2-Gen hervorgerufen, welches fir HERG codiert
(Curran et al., 1995). Auch wenn die Modulierung von Ik, durch MiRP1 bis jetzt nicht
hinreichend gekliart wurde (Weerapura et al., 2002), so wird doch angenommen, dass
Mutationen in KCNE2, welches fiir MiRP1 codiert, LQT-6 verursachen konnten (Abbott et
al., 1999; Isbrandt et al., 2002; Lu et al., 2003). Mit Ausnahme von HERGngo9p resultieren
die Mutationen in KCNE1, KCNH2 und KCNE?2 ebenfalls in einem loss of function mit einer
Verliangerung des Herzaktionspotentials aufgrund einer verminderten Repolarisation. Der
Funktionssteigerung (gain of function) der Mutation HERGneop liegt ein Verlust der
Kaliumselektivitit zugrunde, der den Einstrom von Natriumionen ermdglicht und durch einen
Netto-Kationeneinstrom zu einer verldngerten Depolarisation fiithrt (Lees-Miller et al., 2000).
Das SCN5A-Gen kodiert fiir die a-Untereinheit des human-Heart-1 (hH1)-Natriumkanals, der
fiir die initiale Depolarisation des Herzaktionspotentials wihrend der Phase O verantwortlich
ist (Gellens et al., 1992). Mutationen in SCN5SA fithren zu LQT-3 (Wang et al., 1995).
Diesem liegt ein gain of function mit verlingertem depolarisierendem Natriumeinstrom
zugrunde, der sich iiber eine beeintrichtigte Inaktivierung erklédren ldsst (Bennett et al., 1995,
Dumaine et al., 1996).

Die loss of function-Mutation im Ankyrin-Beta (ANKB)-Gen, welches fiir das

Verankerungsprotein Ankyrin-f kodiert, fiihrt iiber eine beeintrichtigte Verankerung
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verschiedener Ankyrin-B-bindender Proteine in der Membran sowie einer Storung der
Kalzium-Signal-Wege in den Kardiomyozyten zu LQT-4 (Mohler et al., 2003).

LQT-7 ist Bestandteil des seltenen Andersen-Syndroms, welches zusitzlich zu den kardialen
Symptomen durch periodische Lahmungen und Storungen in der Entwicklung des Skeletts
gekennzeichnet ist. Das Andersen-Syndrom wird durch Mutationen in KCNJ2, das fiir den
einwairts rektifizierenden Kaliumkanal Kir2.1 codiert, verursacht. Kir2.1 wird im Herz- und
Skelettmuskel exprimiert (Kubo et al, 1993). Im Herzen generiert er den spiten
repolarisierenden Ig;-Strom der Phase 4 (Wible et al., 1995). Alle bekannten Mutationen

resultieren ebenfalls in einem loss of function (Tristani-Firouzi et al., 2002).

Erkrankung |Gen Protein Referenz

LQT-1 KCNQI1 KvLQT1 Wang et al., 1996

LQT-2 KCNH2 HERG Curran et al., 1995

LQT-3 SCNSA hH1 Wang et al., 1995

LQT-4 ANKB Ankyrin-f Mohler et al., 2003

LQT-5 KCNE1 minK Splawski et al., 1997
LQT-6 KCNE2 MiRP1 Abbott et al., 1999

LQT-7 KCNJ2 Kir2.1 Tristani-Firouzi et al., 2002

Tabelle 2.1: Die bei den angeborenen LQT-Syndromen betroffenen Gene und deren Genprodukte. (Modifiziert
nach Kass & Moss, 2003.)

2.3.2.2. Erworbenes LQT-Syndrom

Neben angeborenen oder durch Erkrankungen induzierten Kanalfehlfunktionen, kann auch die
Interaktion vieler Pharmaka mit kardialen Ionenkanilen zu Storungen der ventrikuldren
Repolarisation und zu Arrhythmien fiithren. Insbesondere die medikamentdse Inhibition von
Kaliumkanidlen kann ein erworbenes LQT-Syndrom und Arrhythmien vom Torsades de
pointes-Typ hervorrufen (Roden et al., 1996). Das erworbene LQT-Syndrom kann von
Medikamenten aus strukturell sehr heterogenen Substanzklassen wie Antihistaminika,
Antimalariamittel, Antibiotika, Psychopharmaka und Gastrokinetika verursacht werden
(Crumb & Cavero, 1999). Der Pathomechanismus beruht zumeist auf einem Block von
HERG-Kanilen (Mitcheson et al., 2000). Der Grund fiir den bevorzugten Block von HERG-
Kanilen durch strukturell so unterschiedliche Substanzen liegt in der dem HERG-Kanal
eigenen Aminosduresequenz Isoleuzin-Phenylalanin-Glutamat in der Porenregion von S6
(siehe Abbildung 2.3.) (Mitcheson et al., 2000). Andere spannungsabhingige Kaliumkanile
haben an dieser Stelle die Sequenz Prolin-X-Prolin (Mitcheson et al., 2000). Dadurch wird
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ein Knick in S6 verursacht (del Camino et al., 2000), der ein Eindringen von Substanzen in
die Pore erschwert. Bei HERG wird jedoch durch die Isoleuzin-Phenylalanin-Glutamat-
Sequenz ein Hohlraum in der Porenregion geformt, wodurch die Porenregion groBer und
besser zuginglich wird. Die kardialen Effekte bei Intoxikationen mit langwirksamen
Amidlokalanésthetika konnten daher teilweise iiber eine HERG-Blockade hervorgerufen
werden (Lipka et al., 1998; Gonzalez et al., 2001; Gonzalez et al., 2002a).

Nicht immer blockieren Substanzen, die den nativen Ik, in Kardiomyozyten reduzieren, auch
heterolog exprimierte HERG-Kanile (siehe 2.2.3.3.; Sanguinetti et al. 1995). Diese Tatsache
konnte auf das Vorhandensein von modulierenden Kanaluntereinheiten wie MiRP1, der
putativen B-Untereinheit von HERG, zuriickzufiihren sein. Mehrere Mutationen in KCNE2,
welches fiir MiRP1 kodiert, sowie auch der mit einer Hiufigkeit von 1,6 % in der
kaukasischen = Bevolkerung auftretende  Polymorphismus  MiRPltgs  begiinstigen
substanzinduzierte kardiale Arrhythmien (Abbot et al., 1999; Sesti et al., 2000). Bei einer
Lokalandsthetikaintoxikation konnte das Risiko, eine kardiale Symptomatik zu entwickeln,

fiir Trager des MiRP11g4-Gens noch zusitzlich erhoht sein.
2.4. Lokalanisthetika

2.4.1. Aufbau und Entwicklung der Lokalanisthetika

Die Molekiilstruktur der Lokalandsthetika weist einen lipophilen und einen hydrophilen
Anteil auf. Der lipophile Anteil besteht aus einer aromatischen Ringstruktur, wihrend ein
tertidares Amin den hydrophilen Teil bildet. Nach der Art der Bindung zwischen diesen beiden
Molekiilbestandteilen unterscheidet man Lokalanésthetika vom Ester- und vom Amidtyp.

Die derzeit wichtigsten langwirksamen Lokalanisthetika in der Klinik sind die Aminoamide
Bupivacain und Ropivacain. Diese beiden Substanzen unterscheiden sich nur durch die
Linge ihres Substituenten am tertidren Amid. Bupivacain besitzt eine Butyl- und Ropivacain
eine Propylgruppe. Bupivacain wurde 1963 zugelassen und war fiir lange Zeit Substanz der
Wahl in der geburtshilflichen Medizin aufgrund der sehr guten Differentialblockade. 1979
berichtete Albright iiber sechs Fille, in denen Bupivacain und das ebenfalls sehr lipophile
langwirksame Etidocain zu kardiotoxischen Zwischenfillen fiihrten (Albright, 1979). Er
postulierte bereits damals, dass langwirksame und potentere Lokalanésthetika kardiotoxischer
sind als kurzwirksame, schwichere, dass also die kardiotoxische Potenz eines
Lokalanisthetikums mit seiner anisthetischen Potenz und Wirkdauer korreliere, eine
Auffassung, die sich mittlerweile etabliert hat (Strichartz & Berde, 1994). Es folgten weitere
Fallberichte (Mallampati et al., 1984; Long et al., 1989), Studien (Reiz & Nath, 1986) und
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Tierversuche (Kotelko et al., 1984; Kasten, 1986; Chang et al., 2001) zur Kardiotoxizitéat der
langwirksamen Lokalaniésthetika. Dies fiihrte zur intensiven Forschung nach neuen weniger
toxischen Medikamenten, die zunéchst Ropivacain hervorbrachte, das nur als S-Enantiomer
angewendet wird und weniger kardiotoxische Nebenwirkungen haben soll als Bupivacain, das
als Razemat, also als eins zu eins Mischung beider Enantiomere, angewendet wird (Akerman
et al., 1988; Scott et al., 1989). 2004 wurde Levobupivacain, das S-Enantiomer von
Bupivacain, in die Klinik eingefiihrt. Auch Levobupivacain soll weniger kardiotoxisch sein
als Bupivacain (Bardsley et al., 1998; Foster & Markham, 2000). Zum einen werden diese
Beobachtungen auf den Vorteil stereoselektiver Substanzen gegeniiber Razematen
zuriickgefithrt, zum anderen korreliert die systemische Toxizitdt einer Substanz mit ihrer
Lipophilie, was im Vergleich der Toxizitdt von Bupivacain zu Ropivacain, welches weniger
lipophil ist, eine Rolle spielen kann. Die Unterschiede in der Toxizitdt konnten aber in

Tierversuchen nicht eindeutig belegt werden (Chang et al., 2001).

2.4.2. Inhibition von Ionenkanéilen durch Lokalanisthetika

Lokalandsthetika vermitteln den erwiinschten Effekt, der in einer Hemmung der
Reizweiterleitung in peripheren Nerven besteht, iiber eine Blockade von neuronalen
Natriumkanilen (Strichartz & Berde, 1994).  Urspriinglich wurde die Bindung des
Lokalanédsthetikums an kardiale Natriumkanile als alleinige Ursache fiir die Entstehung der
Intoxikationssymptome angesehen (Clarkson & Hondeghem, 1985). Es konnte gezeigt
werden, dass beide Enantiomere von Bupivacain den Strom durch den humanen Natriumkanal
hHI inhibieren (Nau et al., 2000). Im Zuge der Identifizierung von HERG als bevorzugte
Zielstruktur arrhythmogener Substanzen (Mitcheson et al., 2000) wurde dann jedoch auch fiir
diesen Kanal eine Sensitivitit gegeniiber verschiedenen Lokalanidsthetika nachgewiesen.
Cocain (O’Leary et al., 2001; Zhang et al., 2001), Bupivacain (Lipka et al., 1998; Gonzalez et
al., 2002a), Ropivacain (Gonzalez et al., 2002a) und Levobupivacain (Gonzalez et al., 2002a)
inhibieren HERG bei klinisch relevanten Konzentrationen. Der Einfluss von putativen 3-
Untereinheiten auf die Lokalandsthetikaempfindlichkeit von HERG wurde bisher nicht
untersucht. ~ Auch andere kardiale Ionenkanidle wurden als Interaktionspartner fiir
Lokalandsthetika identifiziert. Der humane spannungsabhingige Kaliumkanal hKv1.5 wird
von Benzocain (Delpon et al., 1999; Caballero et al., 2002), Mepivacain (Longobardo et al.,
1998), Bupivacain (Valenzuela et al., 1995; Franqueza et al., 1997; Longobardo et al., 2001;
Gonzalez et al., 2002b) und Ropivacain (Valenzuela et al., 1997; Longobardo et al., 1998)
inhibiert. Dieser Kanal generiert den Kaliumauswirtsstrom Igy, (ultra rapid K current), der

jedoch nur wenig zur Repolarisation des Herzaktionspotentials beitrigt. Die Inhibition von
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hKv1.5 durch Bupivacain wird durch die B-Untereinheit Kv1.3 moduliert (Gonzalez et al.,
2002b). Diese Erkenntnis erlaubt ein besseres Verstindnis des Mechanismus, iiber welchen
der Kanal-Block vermittelt wird. Kv4.3 wird von Bupivacain inhibiert (Franqueza et al.,
1999; Gonzalez et al., 2001). Hier wurden keine Versuche mit der B-Untereinheit KChIP
durchgefiihrt. Fiir KvLQT1 wurde die Empfindlichkeit gegeniiber Cocain (Zhang et al.,
2001) und Bupivacain (Lipka et al., 1998) untersucht. Im Gegensatz zu HERG konnte nur
eine geringe Sensitivitit festgestellt werden (Lipka et al., 1998; Zhang et al., 2001).

2.5. Rampenprotokoll

1998 entwarfen Hancox et al. ein elektrophysiologisches Protokoll, das Rampenprotokoll, mit
dem in vitro das Verhalten von HERG-Kanilen wihrend des Aktionspotentials simuliert
werden kann (Hancox et al., 1998). Der Vorteil eines solchen Protokolls gegeniiber der
Rekonstruktion eines Ionenstroms mit Hilfe eines mathematischen Modells ist, dass es frei
von jeglichen Annahmen ist. Der HERG-Kanal und die Kanal-Komplexe aus HERG und
MiRP1 bzw. HERG und MiRPIl1g4 wurden bereits mit dem Rampenprotokoll untersucht
(Zhou et al., 1998; Lu et al., 2001; Isbrandt et al., 2002; Lu et al., 2003) und auch
pharmakologische Studien an diesen Kanilen mit dem Rampenprotokoll durchgefiihrt (Sesti
et al., 2000). Die Anwendung des Protokolls unter Anwesenheit von Lokalanésthetika wurde
bisher nicht durchgefiihrt. Auch wurden noch keine anderen Kaliumkanile als HERG mit

dem Rampenprotokoll untersucht.
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3. Material und Methoden

3.1. Losungen

Alle Chemikalien und Losungen wurden von Gibco (Karlsruhe, Deutschland), Invitrogen
(Karlsruhe, Deutschland), Sigma (Schnelldorf, Deutschland) oder AstraZeneca (Sodertalje,
Schweden) bezogen. Alle Losungen wurden mit deionisiertem Wasser hergestellt. Bei

Bedarf wurden die Losungen autoklaviert oder sterilfiltriert.

Extrazelluldrlosung (ec6):
135 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 5 mM HEPES, 10 mM Saccharose,
0,01 mg/ml Phenolrot, pH 7,4 (NaOH)

Intrazellularlésung (ic6):

160 mM KCl, 0,5 mM MgCl,, 10 mM HEPES, 2 mM Na,ATP, pH 7,2 (KOH)

Pharmaka

Bupivacain-Hydrochlorid (Sigma) wund S-Bupivacain (Levobupivacain)-Hydrochlorid
(AstraZeneca) wurden als 1 mM Losung in ec6 angesetzt. Die in den Versuchen verwendeten
Konzentrationen wurden durch entsprechende Verdiinnung dieser Stock-Losung in ec6
hergestellt. (S)-Ropivacain-Hydrochlorid-Monohydrat (AstraZeneca) wurde als 833 uM bzw.

2,5 mM-Stock-Losung angesetzt und entsprechend mit ec6 verdiinnt.

3.2. Molekularbiologische Methoden

Fiir die heterologe Expression wurden Kv4.3 (mRNA Sequenz: NM 172198), KChIP2.2 (NM
173191), KvLQT1 (NM 000218), minK (NM 000219), HERG (NM 000238) und eGFP im
pcDNA3-Expressionsvektor (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA) verwendet. MiRP1
(NM 172201), MiRPIlsa wurden im pcDNAG6-Expressionsvektor (Invitrogen, Carlsbad,
Kalifornien, USA) verwendet. Die MiRP1- und MiRP1ga-DNA war iiber eine internal
ribosomal entry site (IRES) an die eGFP-DNA gekoppelt. Dadurch war gesichert, dass alle
griiln fluoreszierenden Zellen ebenfalls mit MiRP1- bzw. MiRPl11ga-DNA erfolgreich

transfiziert worden waren.
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3.3. Zellbiologische Methoden

3.3.1. Zellkultur

Die CHO-Zelllinie wurde in 20 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (MEM) in 50 ml
Zellkulturflaschen bei 37 °C, 5% CO,, 90 % relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Zellen
wurden alle 3 Tage bei Konfluenz des Monolayers umgesetzt und nach Zellzihlung in einer
Neubauer-Zihlkammer in einer Dichte von 10° Zellen/ml in Nihrmedium ausplattiert. Vor
dem Umsetzen wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Das Ablosen und die Vereinzelung
der adhédrent wachsenden Zellen erfolgten durch Zugabe von 5 ml Trypsin-EDTA-L6sung und
anschlieBender Trituration. Die enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe von 50
Volumenprozent Niahrmedium gestoppt. Danach wurden die Zellen fiir 5 min bei 1200 g
zentrifugiert und ein entsprechendes Aliqout in einer Mischung aus 8 ml frischem und 2 ml

Niéhrmedium resuspendiert und kultiviert.

3.3.2. Transfektion

Die Transfektion der CHO-Zellen wurde bei einer Zelldichte von 1 — 4 x 10* Zellen/ml
durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen mit 2 ml Optimem gewaschen und dann mit 800 pl
Optimem fiir 30 min inkubiert. Fiir den Transfektionsansatz wurden 0,1 — 2 ug Plasmid-DNA
vorsichtig mit 100 pl vorgewédrmten Optimem gemischt und mit einer weiteren frisch
angesetzten Mischung aus 3,5 ul LipofectAMINE (Life Technologies, Inc.) und 100 pl
vorgewdrmten Optimem versetzt. Der Ansatz wurde fiir 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieend zu den vorbehandelten CHO-Zellen gegeben. Nach 5 h wurde der
Transfektionsansatz gegen 2 ml MEMa-Medium ausgetauscht. Die CHO-Zellen wurden 24 -
48 h nach Transfektion fiir die elektrophysiologischen Experimente verwendet.

Im Fall von KvlQT1/minK und HERG wurden auch CHO-Zelllinien verwendet, die stabil mit
der entsprechenden DNA transfiziert waren. Es handelte sich um die gleichen Isoformen in

den gleichen Vektoren wie bei transienter Transfektion (siehe 3.2.).

3.4. Elektrophysiologische Methoden — patch clamp

Die patch clamp-Technik ist ein Messverfahren, mit dem der Ionenstrom durch einzelne
Kanile direkt gemessen werden kann (Neher & Sakman, 1976; Hamill et al., 1981;
Numberger & Draguhn, 1996). Die patch clamp-Technik ist eine Verfeinerung der voltage
clamp-Technik (Cole, 1979). Das Prinzip beruht darauf, Anderungen des Membranpotentials
der zu  untersuchenden Zelle durch Injektion eines  entgegengerichteten

Kompensationsstromes zu verhindern. Das aktuelle Membranpotential der Zelle wird iiber
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eine Elektrode in der Messpipette (s.u.) kontinuierlich gemessen (Upp) und mit der
Sollspannung (Uge) verglichen. Bei Unterschieden zwischen Ugy und Uy, wird ein
entgegengerichteter Kompensationsstrom in die Zelle injiziert.  Dieser sehr kleine
Kompensationsstrom wird in voltage clamp- und in patch clamp-Experimenten gemessen. Er
lasst unmittelbar Schliisse auf den Membranwiderstand zu, der von Ionenkanilen mitbestimmt
wird. Wihrend die Spannungsklemme (voltage clamp) mit zwei separaten Elektroden
arbeitet, von denen eine zur Messung von Uy, und die andere zur Injektion des
Kompensationsstromes dient, arbeitet die patch clamp-Technik mit nur einer Elektrode, iiber
welche sowohl Strom injiziert als auch gemessen wird. Zur Messung auf Einzelkanalebene
miissen  Strome von wenigen pA kompensiert werden. Das Problem des
Hintergrundrauschens konnte gelost werden, indem ein sehr kleiner Bereich der
Zellmembran, der patch, elektrisch von seiner Umgebung mit einer Mikropipette
(Patchpipette) isoliert wurde. Dies konnte durch Bildung eines sehr hohen
Abdichtwiderstandes in der Gréenordnung mehrerer GQ (gigaseal) durch Unterdruck an der
Patchpipette erreicht werden. Die Membran ist dann sehr fest mit der Glaswand der Pipette
verbunden. Dieser Zustand wird als cell attached oder on cell-Konfiguration bezeichnet und
eignet sich fiir Einzelkanalmessungen. Von diesem Zustand ausgehend konnen weitere Modi
erreicht werden. Durch weiteres Ansaugen kann die Zellmembran an der Beriihrungsstelle
durchbrochen werden (whole cell-Konfiguration). Dadurch werden ein elektrischer und ein
physikalischer Zugang zur Zelle geschaffen. Die Intrazelluldrlosung, mit der die Patchpipette
gefiillt ist, ersetzt bei diesem Vorgang die natiirliche Elektrolytzusammensetzung des
Intrazelluldrraums. Die Elektrolytverhiltnisse intra- und extrazelluldr sind somit
kontrollierbar. In der whole cell-Konfiguration kann der Ionenstrom durch alle in der
Zellmembran befindlichen Kanidle gemessen werden, durch die unter der gewéhlten

Elektrolytzusammensetzung bei definierten Membranpotentialen ein Strom flief3t.

3.4.1. Ausstattung des Messstands

Um die hochempfindlichen patch clamp-Messungen vor mechanischen Schwingungen und
Erschiitterungen zu schiitzen, wurde das Mikroskop auf einem schwingungsgeddmpften Tisch
(T-250, Physik Instrumente, Waldbronn, Deutschland) gelagert. Ein elektrisches
Hintergrundrauschen wurde so gering wie moglich gehalten, indem der gesamte Messstand in
einem geerdeten, faradayschen Metallkifig abschirmt wurde.

Zur Visualisierung der Anndherung der Elektrode, der Perfusionsspitze sowie der
Identifizierung transfizierter Zellen wurde ein inverses Axiovert-35-Mikroskop mit

Objektiven von 10- und 40-facher sowie einem Binokular von 10-facher Vergroerung (Zeiss,
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Oberkochen, Deutschland) verwendet. Insgesamt ist hierdurch eine 400-fache Vergroferung
moglich. Die transfizierten Zellen exprimierten als Reporter der erfolgten Plasmidaufnahme
Enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP, Clontech, Palo Alto, Kalifornien, USA), ein
Protein, das bei Anregung im UV-Bereich griinlich fluoresziert und leicht zu identifizieren ist.
Fiir die Identifizierung transfizierter Zellen wurde eine HBO-UV-Lampe (Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) benutzt.

Fir die Applikation der Testlosungen wurde ein Mehrkanal-Perfusionssystem verwendet.
Dieses bestand aus mehreren Reservoirs (20 ml Spritzen), die iiber eine Perfusionspipette mit
separatem Eingang und gemeinsamen Ausgang mit dem Zellbad verbunden waren. Alle
Schlauchsysteme bestanden aus inertem Teflon. Die Superfundierung mit der Kontroll- oder
Testlosung wurde unter Verwendung elektronisch gesteuerter Ventile (ValveBank 8 II,
AutoMate Scientific, San Francisco, Kalifornien, USA) reguliert. Die Losung lief gemall dem
hydrostatischen Druck in die Petrischale (FlieBgeschwindigkeit etwa 1ml/min). Der Abfluss
erfolgte liber ein druckluftgetriebenes Saugsystem.

Alle Messungen wurden mit Pipetten aus Borosilikatglas (World Precision Instruments,
Sarasota, Florida, USA) durchgefiihrt. Die Pipetten wurden in einem horizontalen
Pipettenziehgerit (Flaming/Brown Micropipette-Puller, Science Products GmbH, Hofheim,
Deutschland) mit einem Pipettenwiderstand von 2 - 7,5 MQ hergestellt und innerhalb weniger
Stunden verwendet.

Die Silberchloridschicht des Elektrodendrahtes wurde gegebenenfalls durch Schleifen
gereinigt und tédglich in einer hypochloridhaltigen Bleichlauge neu chloriert, um offset-
Potentiale zu vermeiden.

Die Pipetten wurden iiber einen Pipettenhalter direkt am Vorverstirker montiert. Am
Pipettenhalter befand sich ein seitlicher Eingang, an dem ein Teflonschlauch befestigt war,
iiber den durch Blasen oder Saugen ein Uber- bzw. Unterdruck erzeugt werden konnte. Die
Steuerung der Pipette erfolgte entweder iiber einen mechanischen (Narishige, Tokyo, Japan)
oder motorisierten Mikromanipulator (Eppendorf, Hamburg, Deutschland).

Fiir die Datenaufnahme wurde ein Apple Macintosh G3 verwendet. Die Pulsprotokolle zur
Kontrolle des Membranpotentials wurden mit dem Programm Pulse+PulseFit 8.11 (HEKA
Elektronik, Lambrecht, Deutschland) konfiguriert. Der patch clamp-Verstirker (EPC9,
HEKA Elektronik, Lambrecht, Deutschland) wurde iiber eine ITC16-Schnittstelle angesteuert,
welche im Oszilloskopfenster des Programms eine grafische Darstellung der Stromkurven

ermoglichte.
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3.5. Datenaufnahme

3.5.1. Verstirker (patch clamp-Schaltkreis)

Fir die Datenaufnahme wurde ein EPC9 patch clamp-Verstirker (HEKA Elektronik,
Lambrecht, Deutschland) verwendet. Der Verstirker besteht aus einem Vorverstirker und
einem Hauptverstirker. Die Zelle ist liber eine Elektrode aus chloriertem Silberdraht mit dem

Vorverstiarker und dem Verstéirker verbunden (Abbildung 3.1.).

Computer
Pipettenhalter
Mehrkanal-Perfusion
zum Ein- und Auswaschen
von Anisthetika
Verstarker
Interface

Abbildung 3.1.: Versuchsaufbau. Die zu applizierenden Losungen werden per Mehrkanal-Perfusion
superfundiert. Die Zelle ist physikalisch mit der Glaspipette und elektrisch iiber die Silberdrahtelektrode und
den Vorverstirker mit dem Verstédrker verbunden.

Die wichtigsten Funktionseinheiten des Vorverstirkers sind der Operationsverstirker
(operational amplifier, OPA) und der Riickkopplungswiderstand Ry (feedback resistance).
Am Plus-Eingang des OPA liegt die Kommandospannung U, an, am Minus-Eingang das
Pipettenpotential Uy, (Abbildung 3.2.). Beide Eingéinge weisen extrem hohe Widerstinde
auf, so dass sie die Spannungsdifferenz zwischen Uy und Uy, messen, ohne dass ein Strom
durch sie hindurch flieBen und verloren gehen kann. Am Ausgang des OPA liegt eine
Spannung U; an, die proportional zur Differenz der Eingangsspannungen, aber extrem
verstirkt ist. Uber Ry flieBt solange ein Strom I; in die Pipette, bis Ugy = U ist. Dabei
errechnet sich Ir aus Ur und R¢ (Ir = U¢R). Uber einen weiteren Differenzverstirker wird der
Unterschied zwischen Uy und Uy ermittelt und liegt an dessen Ausgang als
Ausgangsspannung U,,, an. U,y ist proportional zu Iy und kann nach entsprechender

Kalibrierung als Strom am Monitor gemessen werden.
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Abbildung 3.2.: Aufbau des Vorverstirkers. Der Operationsverstirker OPA misst die Differenz zwischen der
Kommandospannung Uy, und dem Pipettenpotential Uy, und gibt sie als U; an seinem Ausgang an. Uber den
Riickkopplungswiderstand Ry flieit der die Differenz ausgleichende Strom I in die Pipette. Die Differenz
zwischen Uy, und Uy ist die Ausgangsspannung und kann ist direkt proportional zu I;. (aus Numberger &
Draguhn, 1996.)

3.5.2. Kapazititskorrektur

Ein idealer Ohmscher Widerstand besitzt keine kapazitive Komponente. An realen
Widerstanden geht jedoch bei jeder Spannungsidnderung etwas Zeit fiir die kapazitive
Umladung von Ry verloren. Ein Strom-Spannungs-Wandler kann daher auf ein schnelles, fast
senkrecht ansteigendes Spannungssignal (z.B. von Einzelkanalstromen) an einem Eingang nur
mit einer exponentiell ansteigenden Kurve antworten. Um auch solche schnellen Signale
aufzulosen, sind in den Vorverstiarker noch zusitzliche Korrekturschaltkreise eingebaut, die
diese Verluste ausgleichen und so die Antwortzeit auf wenige ps herabsetzen. Neben der
Kapazitit des Vorverstirkers spielen auch die kapazitiven Eigenschaften der Patchpipette
sowie der Zellmembran eine wichtige Rolle. Eine Anderung der Kommandospannung fiihrt
nicht sofort zu einer entsprechenden Anderung des Membranpotentials, sondern zunichst
werden die Kapazititen von Pipette und Zellmembran umgeladen. Als Antwort auf den
Testpuls zeigen sich schnell ansteigende und exponentiell abfallende, so genannte transiente
Strome. Da diese kurzzeitigen Strome sehr hohe Werte annehmen konnen und so die

eigentlichen Messsignale storen wiirden, werden sie korrigiert, indem der zur Umladung

21



benotigte Strom nicht mehr durch den Vorverstirker, sondern iiber einen parallelen
Schaltkreis  injiziert —wird. Der EPCO-Verstiarker Dbesitzt zwei automatische
Korrekturmechanismen. Einen mit schneller Zeitkonstante (0,5-8 us) zur Korrektur der
kapazitiven Strome der Pipette und einen zweiten mit einer langsameren Zeitkonstante (>5us)
zur Korrektur der Umladestrome der Zellmembran. Die spezifische Kapazitit biologischer
Zellmembranen ist mit 1 pF/cm2 fiir alle Zellen ungefihr gleich. Deshalb ist der Wert der
langsamen Kapazitit ein direktes Mal fiir die Membranflidche und damit fiir die Groe der

untersuchten Zelle.

3.5.3. Serienwiderstandskompensation

Der Serienwiderstand Rgere stellt den Widerstand, der zwischen Zellmembran und Verstirker
liegt, dar und ist maB3geblich vom Eingangswiderstand der Patchpipette abhiangig. Je groBer
die Offnung der Pipettenspitze, umso geringer wird der Widerstand. Die GroBe des
Serienwiderstands bestimmt auch, ob das Membranpotential Vyempan der angelegten
Spannung Vump entspricht.  FlieBt ein Strom I durch die Pipette, fillt iiber den
Serienwiderstand Rgerie die Spannung IRgseqe ab. Das Potential an der Zellmembran Vyembran
entspricht dann nicht der angelegten Spannung V. jamp, sondern einem Potential, das um die
iber den Serienwiderstand abgefallene Spannung niedriger ist (Vimembran = Velamp - IRserie)-
Eine Ubereinstimmung von Vamp und dem Membranpotential Vyembran kann anndhernd nur
erreicht werden, wenn IRgeie klein ist und damit keine Spannung iiber IRgeyie abféllt. Um dem
Serienwiderstand entgegen zu wirken, wurde dieser elektronisch kompensiert. Der
Spannungsverlust ldsst sich kompensieren, indem man zur angelegten Spannung noch einen
zusitzlichen Anteil addiert, der proportional zum gerade injizierten Strom ist, und somit einen
Teil des erwarteten Spannungsverlusts ausgleicht. Der Widerstand zwischen Pipette und
Zellmembran  Rsey  sollte  im  Vergleich zu  Rgaa groB  sein, da  Viamp=
I { Rserie + (Rseal Rkanai / ( Rseal + Rkana1 ))}.  Hierdurch wird bei kleinem Rgeie sichergestellt,
dass die Spannung iiber Rga,n, abfillt und der gemessene Strom durch den Ionenkanal

flieBender Strom ist.

3.5.4. Leckstromkorrektur

Bei patch clamp-Messungen flieit trotz hochohmiger Abdichtung zwischen Membran und
Patchpipette ein zusitzlicher Leckstrom. Ein Teil des Leckstromes flieft durch permanent
geoffnete Ruhekanile. Sie werden auch als Leckkanile bezeichnet und sind unter anderem
fiir die Etablierung des Membranpotentials verantwortlich. Der andere Teil des Stromes flief3t

trotz Abdichtung im GQ-Bereich zwischen Membran und Patchpipette. Der Stromfluss ist in
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beiden Fillen linear proportional zur angelegten Spannung, dadurch wird eine Korrektur
moglich (Numberger & Draguhn, 1996). Um den Leckstrom von den tatsdchlich zu
messenden spannungsaktivierten Stromen zu subtrahieren, wurde in manchen Fillen (s.u.) ein
Leckprotokoll durchgefiihrt. Dabei wurde ein dem Messprotokoll analoges, jedoch nur einen
Bruchteil der Amplitude betragendes Protokoll mehrmals hintereinander durchgefiihrt, der

gemessene Strom aufsummiert und dann vom Testpuls abgezogen.

3.5.5. Digitalisierung und Filterung

Vor der Digitalisierung des analogen Stromsignals fand eine Filterung iiber zwei Bessel-Filter
statt. Die Grenzfrequenz des ersten Bessel-Filters betrug 10 kHz, die des zweiten 2,9 kHz.
Die Digitalisierung erfolgte mit sampling rates von 1 bis 20 kHz statt. Entsprechend hing die
sampling rate von dem angewendeten Protokoll ab. Die Analyse der verschiedenen
Parameter von I, Q und tpex wurde bei einer Filterung von 500 Hz vorgenommen. Die
Beschreibung der Zeitkonstanten der zeitabhidngigen Inaktivierung wurde ohne Filterung

vorgenommen.
3.6. Durchfiihrung der patch clamp-Experimente

3.6.1. Ablauf

Alle Experimente wurden in der whole cell-Konfiguration (s.0.) bei Raumtemperatur (ca.
20°C) durchgefithrt. Unmittelbar vor den Messungen wurde das Kulturmedium der zu
messenden CHO-Zellen durch 2 ml Extrazelluldrlosung (ec6) ausgetauscht. Die Kulturschale
wurde so in der Mikroskophalterung befestigt, dass die Zellen darin durch das invertierte
Mikroskop sichtbar waren.

Die Pipetten wurden mit steril filtrierter Intrazelluldrlosung (ic6) gefiillt und in den
Elektrodenhalter eingespannt. Fiir jedes Experiment wurde eine neue Pipette verwendet.
Durch Blasen in ein an der Pipettenhalterung angeschlossenes Schlauchsystem wurde vor dem
Eintauchen in die Badlosung ein Uberdruck angelegt, um ein Aufsaugen extrazellulirer
Losung und eine Partikelkontamination zu vermeiden. Offset-Potentiale wurden sofort
korrigiert.

Unter Mikroskopkontrolle wurde die Messpipette mit einem grob angetriebenen
Mikromanipulator von oben her in die Fliissigkeit mit den Zellen gebracht und langsam
vorgeschoben. Dabei wurde die Pipettenspitze zundchst unmittelbar oberhalb einer gewihlten

Zelle platziert und dann mit einem Feinantrieb-Mikromanipulator auf die Zelle aufgesetzt.
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Durch das Aufheben des angelegten Uberdrucks und vorsichtiges Saugen wurde die
Zellmembran in die Patchpipette gezogen, so dass eine Abdichtung von Pipette und
Zellmembran gegeniiber der Badlosung im GQ-Bereich erreicht wurde. Das
Membranpotential wurde auf -50 mV geklemmt. Durch weiteres Saugen wurde die Membran
innerhalb der Pipettenspitze geodffnet und damit ein physikalischer Zugang zum
Intrazelluldrraum sowie ein elektrischer Zugang zur gesamten Zellmembran erreicht (whole
cell-Konfiguration). Dabei auftretende kapazitive Strome wurden unmittelbar vor den
Messungen korrigiert, der Serienwiderstand wurde ebenfalls mit mindestens 85%

kompensiert.

3.6.2. Pulsprotokolle

Pulsprotokolle sind definierte Veridnderungen des Membranpotentials fiir einen definierten
Zeitraum, wihrend dem die Stromantwort aufgezeichnet wird. Sie bestehen aus mindestens
einem Schritt, dem Hauptpuls. Die Stromantwort auf den Hauptpuls enthilt die zu
analysierende Information. Neben dem Hauptpuls kann es weitere Abschnitte in einem
Pulsprotokoll geben, in denen das Membranpotential verdndert wird. Das Haltepotential
betrug bei allen Messungen -80 mV. Bei diesem Potential sind HERG und KvLQT1/minK in
einem offen aktivierbaren Zustand. Bei einigen Protokollen zur Untersuchung von
Kv4.3/KChIP2.2 wurde jedoch ein hyperpolarisierender Vorpuls ausgefiihrt, damit alle
Kanile im offen aktivierbaren Zustand sind (s.u.). Des Weiteren kamen bei manchen
Pulsprotokollen sogenannte tail-Pulse vor. Sie entsprechen dem Hauptpuls insofern, dass sie
die zu analysierende Stromantwort enthalten. Allerdings wurde das Membranpotential bei
einem tail immer fiir den gleichen Zeitraum auf den gleichen Betrag geklemmt. Das bedeutet,
dass die Variable, also z.B. die Spannung oder die Zeit, in einem dem tail vorgeschalteten

Schritt verandert wurde.

3.6.2.1. Aktivierungsprotokoll fiir Kv4.3/KChIP2.2

Als Aktivierung bezeichnet man den Ubergang von Kanilen vom geschlossenen in den
offenen Zustand. Das Aktivierungsprotokoll dient der Evaluation der Spannungsabhingigkeit
dieses Prozesses. Zunichst wurde das Membranpotential fiir 200 ms auf -100 mV geklemmt.
Dieser hyperpolarisierende Vorpuls hatte die Aufgabe, alle Kanéle aus der Inaktivierung in
einen offen aktivierbaren Zustand zu bringen (Bihring et al., 2001). Anschlieend wurde das
Membranpotential in 10 mV-Schritten von -40 bis +60 mV fiir je 1000 ms angehoben.
Zwischen den einzelnen Schritten des Aktivierungsprotokolls wurde ein Leckstromprotokoll

ausgefiihrt.
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3.6.2.2. Inaktivierungsprotokoll fiir Kv4.3/KChIP2.2

Die Inaktivierung bezeichnet den Ubergang offener Kanile in einen geschlossenen nicht-
aktivierbaren Zustand. Die Spannungsabhingigkeit des Inaktivierungsverhaltens wurde mit
Hilfe eines Protokolls untersucht, das aus einem 4000 ms langem Vorpuls bestand, wéhrend
welchem das Membranpotential auf in 5 mV-Schritten ansteigende Potentiale von -75 mV bis
-15 mV geklemmt wurde, um einen Gleichgewichtszustand der Inaktivierung bei dem
jeweiligen Potential zu erreichen, und einem 25 ms langem Hauptpuls auf +40 mV, um die
verbleibenden offenen Kanile zu erfassen. Auch das Inaktivierungsprotokoll war an ein

Leckstromprotokoll gekoppelt.

3.6.2.3. Rechteckpulsprotokoll fiir Kv4.3 und Kv4.3/KChIP2.2

Das Rechteckpulsprotokoll dient der Erfassung der Zeitabhédngigkeit der Inaktivierung.
AuBerdem wurde die konzentrationsabhédngige Inhibition von I, Q, Qcross und t; mit Hilfe
des Rechteckpulsprotokolls quantifiziert. Auch das Rechteckpulsprotokoll begann mit einen
200 ms andauernden Vorpuls, bei dem das Membranpotential auf -100 mV geklemmt wurde,
um alle Kanile aus der Inaktivierung zu holen. Darauf folgte eine Rechteckdepolarisation auf

+40 mV fiir 1000 ms. Hieran war ein Leckstromprotokoll angeschlossen.

3.6.2.4. recovery-Protokoll fiir Kv4.3/KChIP2.2

Die Erholung aus der Inaktivierung (recovery) ist der Vorgang, bei dem inaktivierte Kanile in
einen aktivierbaren Zustand wechseln. Um die recovery zu messen, wurde ein Protokoll
angewendet, in dem einem initialen 1500 ms andauernden Spannungssprung auf +40 mV ein
25 ms langer tail mit einer Depolarisation auf +40 mV folgte. Die Zeitabstinde zwischen
dem initialen Vorpuls und dem fail vergroBerten sich mit jedem Puls um den Faktor 2
ausgehend von 10 ms auf bis zu 5120 ms. Zwischen den einzelnen Pulsen wurde ein

Leckstromprotokoll ausgefiihrt.

3.6.2.5. Protokolle zur Untersuchung der Frequenzabhéngigkeit von Kv4.3/KChIP2.2

Um die Frequenzabhingigkeit der verschiedenen untersuchten Parameter sowohl unter
Kontrollbedingungen, als auch die Frequenzabhingigkeit der Inhibition dieser Parameter zu
analysieren, wurden verschiedene Protokolle angewandt. Sie entsprachen in ithrem Aufbau
grundsitzlich dem Rechteckpulsprotokoll (siehe 3.6.2.3). Der hyperpolarisierende Vorpuls
wurde in jedem Fall in gleicher Linge beibehalten, da eine Verkiirzung des Pulses nicht hitte
gewihrleisten konnen, dass alle Kanile aktivierbar sind. Die Linge der darauf folgenden

Depolarisation auf +40 mV wurde entsprechen der Frequenz variiert. Es wurden Frequenzen
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von 0,5Hz, 1 Hz und 1,67 Hz untersucht. Dies entsprach dem Intervall zwischen zwei
Depolarisationen. Bei 0,5 Hz betrug die Linge der Depolarisation 800 ms, sie war 400 ms
lang, wenn die Frequenz 1 Hz betrug, und 50 ms bei 1,67 Hz. Alle Protokolle zur
Untersuchung der Frequenzabhingigkeit wurden in Kombination mit Leckstromprotokollen

ausgefiihrt.

3.6.2.6. Rampenprotokoll

Das Rampenprotokoll ist ein Simulationsprotokoll fiir HERG-Kanile. Es wurde 1998 von
Hancox et al. entworfen, um die elektrischen Bedingungen, denen HERG wihrend des
Herzaktionspotentials unterliegt, in vitro zu simulieren. Im Gegensatz zu allen anderen hier
angewendeten Pulsprotokollen handelt es sich hierbei nicht um einen Rechteckpuls, sondern
um eine von einer initialen Depolarisation auf +60 mV nach -80 mV abfallenden Rampe.
Solche Protokolle werden auch zur Untersuchung der sogenannten instantanen Strom-
Spannungs-Beziehung angewandt. Sie haben den Vorteil, dass die sofortige, also instantane
Reaktion der Kanile auf Spannungsénderungen aufgenommen werden kann. Allerdings sind
rampenformige Depolarisation auch stiarker durch schnelle und langsame Kapazititen
beeintrichtigt, da das Auf- und Entladen von Kondensatoren nicht nur zu Beginn und Ende
des Pulses, sondern kontinuierlich erfolgt. Um diesen Fehler moglichst klein zu halten,
wurden die Rampenprotokolle ohne Leckstromsubtraktion ausgefiihrt. Es wurden jedoch nur
Experimente verwendet, bei denen der Unterschied zwischen der Inhibition von Ij,x bzw. Q
mit Auswasch und der Inhibition ohne Auswasch geringer als 6 % war. Direkt im Anschluss
an die Rampe wurde in dieser Arbeit eine 30 ms lange Rechteckdepolarisation auf +40 mV
ausgefiihrt. Dadurch sollte die Fidhigkeit der verschiedenen Kanile untersucht werden, auf
Depolarisationen am Ende des Herzaktionspotentials, wie sie z.B. durch Extrasystolen

hervorgerufen werden konnen, zu reagieren.

3.6.2.7. Rechteckpulsprotokoll fiir KvLQT1/minK

Fir die Untersuchung von KvLQTI1/minK-Kanal-Komplexen wurde ein weiteres
Rechteckpulsprotokoll angewendet. Im Gegensatz zu dem in 3.6.2.3. beschriebenen Protokoll
wurde hier kein Vorpuls verwendet, da bei dem Haltepotential von -80 mV alle
KvLQT1/minK-Kanal-Komplexe im aktivierbaren Zustand vorliegen (Barhanin et al., 1996).
Das Rechteckpulsprotokoll fiir KvLQTI1/minK bestand aus einer 2000 ms andauernden
Membrandepolarisation auf +40 mV und einer darauf folgenden Repolarisation auf -60 mV
fir 1000ms. Bei dem Rechteckpulsprotokoll fiir KvLQT1/minK wurde kein

Leckstromprotokoll angewendet.
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3.7. Theoretische Grundlagen

3.7.1. Berechnung des elektrochemischen Gradienten

Das Membranpotential beruht auf der unterschiedlichen ionalen Zusammensetzung des
intrazelluldren und extrazelluldren Milieus. Durch die verschiedenen lonengradienten, die
entsprechend der Permeabilitit der Membran unterschiedlich steil sind, baut sich ein
Diffusionspotential auf. Es gibt zwei Triebkrifte, die auf Ionen wirken. Zum einen folgt der
Ionenfluss dem Konzentrationsgradienten, zum anderen dem Spannungsgradienten. Fiir jedes
Ion kann das Potential ausgerechnet werden, bei dem chemische und elektrische Triebkrifte
im Gleichgewicht sind, das Nernst- oder Gleichgewichtspotential des Ions. Es wird auch
Umkehrpotential genannt, da der Ionenfluss iiber die Membran sich bei diesem Potential

umkehrt. Das Umkehrpotential errechnet sich nach der Nernst-Gleichung:

_rr [x°],

E zF |X ' |im

ey

Hierbei ist E; das Nernstpotential fiir lon X", [X"].y die extrazellulire Konzentration fiir Ion
X', [X']ix die intrazellulire Konzentration fiir Ion X', R die Gaskonstante, F die
Faradaykonstante, z die Wertigkeit des Ions und T die absolute Temperatur. Das in der
Nernst-Gleichung beschriebene Diffusionspotential stellt einen Gleichgewichtszustand dar,
bei dem kein Nettostrom dieses Ions mehr auftritt, das durch den Konzentrationsgradienten
einerseits und ein entgegengesetztes elektrisches Feld andererseits angetrieben wird. Unter
Verwendung der angegebenen Losungen berechnete sich ein Gleichgewichtspotential fiir

Kaliumionen (Ex) von -87,5 mV.

3.7.2. Berechnung der Leitfihigkeit

Die Leitfahigkeit g ist definiert als Kehrwert des Widerstandes und wird gemidfl dem

Ohmschen Gesetz:

1 I
=—=— 2
§ R U @
berechnet. Hier ist R der Widerstand, I die Stromstérke und U beschreibt die Spannung. Fiir

ionenselektive Kanile muss jedoch U durch die elektrochemische Triebkraft E fiir das
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permeable Ion ersetzt werden, die sich aus zwei Komponenten zusammensetzt. Fiir die

Leitfdhigkeit von Kaliumionen gilt:
E=E, -E,, 3)

wobei Ey das Membranpotential und Ex das nach der Nernst-Gleichung errechnete Kalium-
Gleichgewichtspotential (siehe 3.7.1.) ist. Setzt man Gleichung (3) in Gleichung (2) ein erhélt

man fiir die Kaliumleitfdhigkeit gg:

Iy

T (E, —Ey) @

8k

Ix ist die maximale Stromamplitude bei der jeweilig angelegten Spannung Ey. Diese
Berechnung der Leitfidhigkeit gilt fiir Strome, die durch Protokolle ohne fail, wie z.B. dem
Aktivierungsprotokoll (3.6.2.1.), hervorgerufen wurden. Bei einem Protokoll mit tail, wie
z.B. dem Inaktivierungsprotokoll (3.6.2.2.), entspricht die I,.x des fails in ihrem Verhalten der
Leitfahigkeit und muss daher zur Erstellung von Leitfdhigkeits-Spannungs- oder

Leitfdhigkeits-Zeit-Beziehungen nicht umgerechnet werden.

3.7.3. Leitfahigkeits-Spannungs-Beziehung

Um die Spannungsabhidngigkeit der Aktivierung und der Inaktivierung zu untersuchen,
Prozessen, bei denen es zu Leitfdhigkeitsinderungen kommt, wurde die normalisierte
Leitfahigkeit auf der Ordinate gegen die Spannung auf der Abszisse aufgetragen. Diese
Beziehung wurde mit einer Boltzmann-Gleichung beschrieben:

y=G,, /A+exp((V, ., —E,)/k)). 5)
Em ist das Membranpotential. Vg bezeichnet den Aktivierungsmittelpunkt, also das
Potential bei dem die Hilfte aller Kanile geoffnet ist. k ist der Steigungsfaktor (slope factor)
der Leitfdhigkeits-Spannungs-Beziehung. Die maximale Leitfdhigkeit wird durch Gpax
ausgedriickt. Die Leitfihigkeits-Spannungs-Beziehungen wurden mithilfe des Programms

Kaleidagraph Version 3.1 (Synergy Software, Reading, Pennsylvania, USA) beschrieben.
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3.7.4. Zeitkonstanten der Inaktivierung

Die Zeitkonstanten der Inaktivierung und deren Amplituden wurden durch die Anpassung
einer Exponentialfunktion an die gemessenen Kurven mit Hilfe des Pulse+PulseFit

Programms (HEKA Elektronik, Lambrecht, Deutschland) ermittelt.

3.7.5. Strom-Zeit-Beziehung der Erholung von der Inaktivierung

Fiir die Analyse der Zeitabhédngigkeit der Erholung von der Inaktivierung wurde die Iy,.x des
tails des recovery-Protokolls auf die I,,,x des Vorpulses normalisiert. Die normalisierte I,y
wurde gegen die Dauer der Repolarisation zwischen den beiden depolarisierenden Schritten
aufgetragen und mit einer exponentiellen Funktion beschrieben. Je nach Verlauf der

Beziehung wurde hierbei entweder eine monoexponentielle

y=1-(exp(At/7,,)) (6)

oder eine biexponentielle

y=1-7_ . «exp(=At/ampl)—7  , ~exp(—At/ amp?2s) @)

recl rec2
Funktion verwendet. Hierbei ist At die Dauer der Repolarisation, 1...; die erste Zeitkonstante
und, im Falle der biexponentiellen Funktion, amp 1 die Gewichtung der ersten Zeitkonstanten.
Trec2 1St dann entsprechend die zweite Zeitkonstante und amp 2 ihre Gewichtung. Das

Programm Kaleidagraph Version 3.1 (Synergy Software, Pennsylvania, Reading, USA) wurde

fiir die Beschreibung der Strom-Zeit-Beziehung verwendet.

3.7.6. Bestimmung von L.y, Q und theak

Die maximale Stromamplitude, die wihrend der Stromantwort auf ein Rechteckpulsprotokoll
floss, wurde als Ij,.x bezeichnet, die maximale Stromamplitude wihrend des Rampenstroms
als Irampe. Die Integration der Stromspur in Abhiingigkeit von der Zeit ist direkt proportional
zur Ladungsmenge Q, die in dem gewihlten Zeitraum iiber die Membran flieft. Die Zeit bis
zum Erreichen der maximalen Stromamplitude ist di€ tpeak. Imax, Q und tpeqx wurden mit Hilfe

von Pulse+PulseFit (HEKA Elektronik, Lambrecht) ermittelt.

3.7.7. Bestimmung der Stromdichte

Die maximale Stromamplitude I,x unterliegt einer hohen Variabilitit. Unter anderem hat die

GroBe einer Zelle, die proportional zu ihrer Kapazitit ist, einen Einfluss auf die Ij,.x. Dieser
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Einfluss kann durch Bestimmung der Stromdichte (I,) beriicksichtigt werden. I, wurde mit

der Gleichung
1
] =M (8)
p CM

ermittelt. Als Membrankapazitit Cy; wurde die durch Kompensation ermittelte langsame
Kapazitit am EPC-9 mit der Software Pulse+PulseFit (HEKA Elektronik, Lambrecht)

herangezogen.

3.7.8. Berechnung der Inhibition

Die Inhibition wurde unabhingig vom jeweiligen Parameter, Kanal, Pulsprotokoll und
Substanz stets mit derselben Gleichung berechnet. Auch die Beschleunigung von T wurde mit

dieser Gleichung errechnet:

X X
y — {1 _ (Xeinwasch/( kontrolle —; auswasch jj} X 100 ) (9)

wobei X dem jeweiligen Parameter entspricht, dessen Inhibition errechnet werden soll.

Zusitzlich wurde die Inhibition ohne Auswasch nach der Gleichung:

y = {1 - (Xeinwasch /Xkonrrolle )}X 100 (10)

errechnet. Unterschied sich die Inhibition unter Einbeziehung des Auswaschs von der
Inhibition ohne Auswasch um mehr als 6 %, wurde der Wert nicht verwendet, da eine zu
groBe Abweichung des Kontrollwertes vom Auswaschwert als Indikator fiir eine schlechte

Messung definiert wurde.

3.7.9. Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der Inhibition

Zur Beschreibung der Beziehung zwischen den beiden Parametern wurde die nach Gleichung
(9) errechnete Inhibition auf der Ordinate gegen die applizierte Lokalanésthetikum-
Konzentration auf der Abszisse halblogarhitmisch aufgetragen. Diese Beziehung wurde mit

einer Hill-Gleichung beschrieben:
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ele, =1/[1+(ICq/c)"] (11)

e ist die Inhibition, ey.x ist die maximale Inhibition. c¢ bezeichnet die Konzentration des
Lokalanésthetikums. v ist der Hill-Koeffizient. Der Hill-Koeffizient beschreibt die Steigung
der Kurve und gibt Auskunft iiber das Vorhandensein von Kooperativitit, wenn mehrere
inhibierende Molekiile binden. Der IC5o-Wert ist die Konzentration, bei der die halbmaximale
Inhibition des jeweiligen Parameters erreicht ist. Die Beschreibung der Konzentrations-
Wirkungs-Beziehungen erfolgte ebenfalls mit Kaleidagraph Version 3.1 (Synergy Software,
Pennsylvania, Reading, USA).

3.7.10. Statistische Signifikanz

Statistische Signifikanz wurde den Erfordernissen entsprechend entweder mit ANOVA
(Analysis of variance) und Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test (Graph Pad Prism, San
Diego, Kalifornien, USA), oder mit homoskedastischem bzw. heteroskedastischem
zweiseitigen Student t-Test fiir ungepaarte bzw. gepaarte Stichproben (Microsoft Excel,

Redmond, Washington, USA) iiberpriift.
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4. Ergebnisse

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind in zwei Teile gegliedert. Zunédchst wird der
Kanal-Komplex aus Kv4.3 und KChIP2.2, der den Hauptanteil des transienten
Kaliumauswirtsstroms Iy, des Herzaktionspotentials generiert, behandelt. Es gibt bisher keine
Untersuchungen zur Lokalanésthetikaempfindlichkeit dieses Proteinkomplexes. Der erste
Teil der Ergebnisse enthilt daher eine ausfiihrliche Charakterisierung des Effektes von
Bupivacain, Levobupivacain und Ropivacain auf Kv4.3/KChIP2.2.

Im zweiten Teil wird mit dem Rampenprotokoll (sieche Methoden) ein elektrophysiologisches
Protokoll vorgestellt, welches die elektrischen Vorginge am Herzen wihrend des
Aktionspotentials simuliert. Dieses Protokoll ist fiir den HERG-Kanal bereits etabliert
(Hancox et al., 1998). Hier soll nun seine Anwendbarkeit auf die weiteren fiir die
Repolarisation des Herzaktionspotentials verantwortlichen Kaliumkanile Kv4.3/KChIP2.2
und KvLQTI1/minK unter Kontrollbedingungen und bei Applikation der genannten
Lokalanisthetika untersucht werden. Zusitzlich soll der Einfluss der f-Untereinheit MiRP1
sowie des Polymorphismus MiRPltgs auf die Lokalandsthetikasensitivitit von HERG

untersucht werden.
4.1. Kv4.3/KChIP2.2

4.1.1. Eigenschaften des Kv4.3/KChIP2.2-Komplexes

Zunidchst wurden die Eigenschaften des Kv4.3/KChIP2.2-Kanal-Komplexes unter
Kontrollbedingungen, also ohne Substanzapplikation, untersucht. Zur Charakterisierung des
Kv4.3/KChIP2.2-Komplexes wurden die Aktivierung, die zeitabhingige Inaktivierung, die
spannungsabhingige Inaktivierung, die Erholung von der Inaktivierung sowie die

frequenzabhingigen Verdnderungen des Stromes analysiert.

4.1.1.1. Aktivierung

Abbildung 4.1.A. zeigt Stromspuren, die mit dem Aktivierungsprotokoll (siehe 3.6.2.1.)
hervorgerufen wurden. Die maximale Stromstérke bei jedem Potential wurde gemessen und
zur Berechnung der entsprechenden Leitfdhigkeit herangezogen (siehe 3.7.2.). Die
Leitfahigkeiten wurden normalisiert und gegen die Spannung aufgetragen. Die Leitfahigkeit
des Kv4.3/KChIP2.2-Komplexes war spannungsabhéngig und liel sich mit einer Boltzmann-
Gleichung (siehe 3.7.3.) mathematisch beschreiben (Abbildung 4.1.B.). Das Potential bei

dem die Hilfte aller Kanile geoffnet, also aktiviert, waren (Vpig), betrug
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(Mittelwert + Standardabweichung) 0 £ 4 mV, der Steigungskoeffizient (slope factor) betrug
13 + 3, die maximale Leitfdhigkeit (Gmax) 97 £2 % (n=10, Tabelle 4.1.).

4.1.1.2. Spannungsabhiingige Inaktivierung

Die Stromspuren der Abbildung 4.1.C. wurden mit dem Inaktivierungsprotokoll (siehe
3.6.2.2.) aufgenommen. Es wurde die maximale Stromamplitude wihrend des zweiten
Spannungssprungs des Protokolls gemessen. Da das Membranpotential bei diesem Schritt
immer auf das gleiche Potential geklemmt wurde, war die Stromamplitude direkt proportional
zur Leitfdhigkeit (siehe 3.7.2.). Die normalisierte Stromamplitude wurde gegen die Spannung
aufgetragen und ebenfalls mit einer Boltzmann-Gleichung beschrieben (Abbildung 4.1.D.).
Das Potential, bei dem die Hélfte aller Kanile inaktiviert waren, betrug -46 + 4 mV, der slope

factor war -3 £ 0,4 (n=8) (Tabelle 4.1.).
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Abbildung 4.1.: A. Stromantwort des Kv4.3/KChIP2.2-Komplexes auf das Aktivierungsprotokoll (Einschub).
B. Die auf den Maximalwert normalisierte Leitfahigkeits-Spannungs-Beziehung wéhrend der Aktivierung wurde
mit einer Boltzmann-Funktion beschrieben. C. Ausschnitt aus der Stromantwort von Kv4.3/KChIP2.2 auf das
Inaktivierungsprotokoll (Einschub) wihrend des Sprungs auf +40 mV. D. Beziehung der normalisierten
Stromamplitude zur Spannung. Die Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung wurde mit einer Boltzmann-
Gleichung beschrieben.
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4.1.1.3. Zeitabhidngige Inaktivierung

Die zeitabhingige Inaktivierung wurde bei einem Potential von +40 mV mit einem
Rechteckpulsprotokoll (siehe 3.6.2.3.) detailliert analysiert.  Die Stromantwort von
Kv4.3/KChIP2.2 auf diese angelegte Spannung unter Kontrollbedingungen zeigt Abbildung
4.2.A. Es handelt sich um einen schnell inaktivierenden Strom. Die Inaktivierung wurde mit
einer biexponentiellen Funktion (siehe 3.7.4.) beschrieben. Hieraus resultierten die
Zeitkonstanten 1; und 1. T; betrug (Mittelwert + Standardabweichung) 35 + 10 ms (n=16)
und 1, 91+34ms (n=16). Die Gewichtung von t;, welche durch die Amplitude 1
ausgedriickt wird, betrug 61 + 11 %, die Amplitude 2 entsprechend 39 + 11 % (Tabelle 4.1.).
Die maximale Stromamplitude I,,.x war 23 £ 13 nA (n=18). Dies entsprach einer mittleren
Stromdichte von 1057 + 714 pA/pF (n=18). Die Ladung Q, die wihrend des gesamten
Zeitraums der angelegten depolarisierenden Spannung iiber die Membran floss, betrug im

Mittel 1412 + 766 pC (n=18).
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Abbildung 4.2.: A. Stromantwort des Kv4.3/KChIP2.2-Komplexes auf das Rechteckpulsprotokoll (Einschub).
Es handelte sich um einen schnell inaktivierenden Strom. B. Uberlagerte Stromspuren, die mit dem recovery-
Pulsprotokoll (Einschub) evoziert wurden. Die Zeit zwischen zwei Depolarisationen (At) verdoppelte sich mit
jedem neuen Puls. C. Die Beziehung der auf den Maximalwert normalisierten Stromstdrke zur jeweiligen
Repolarisationsdauer wurde mit einer monoexponentiellen Funktion beschrieben.
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4.1.1.4. Erholung von der Inaktivierung

Abbildung 4.2.B. zeigt die Stromantwort von Kv4.3/KChIP2.2 auf das recovery-Protokoll
(siehe 3.6.2.4.). Die auf den Maximalwert normalisierte Stromamplitude der zweiten
Depolarisation wurde gegen die Zeit aufgetragen. Mit zunehmender Dauer der Repolarisation
zwischen den zwei depolarisierenden Pulsen wurde die Amplitude groler. Diese Beziehung
wurde mit einer monoexponentiellen Funktion (siehe 3.7.5.) beschrieben (Abbildung 4.2.C.).

Die Zeitkonstante der Erholung 1., betrug 58 £ 8 ms (n=6) (Tabelle 4.1.).

Aktivierung

Vinia (mV) -0,1 + 42
slope factor 13,1 + 2,6
Gax (%) 96,7 £ 2,1
n 10
spannungsabhdngige Inaktivierung

Vmid (mV) -46,0 + 3,6
slope factor 32 +£04
Gax (%) 101,3 + 3.3
n 8
zeitabhdngige Inaktivierung

71 (ms) 34,5 + 10,4
T, (ms) 91,3 +34,0
amp 1 (%) 60,6 +11,1
amp 2 (%) 39,4 +11,1
n 16

Erholung von der Inaktivierung

Trec (IMS) 57,9 + 8,0

n 6

Tabelle 4.1.: Parameter des Offnungs- und SchlieBverhaltens von Kv4.3/KChIP2.2 Kanilen unter
Kontrollbedingungen (Mittelwerte + Standardabweichungen). Vi Membranpotential der halbmaximalen
Aktivierung bzw. Inaktivierung, slope factor: Steigungskoeffizient, G, maximale Aktivierung bzw.
Inaktivierung, n: Anzahl der Experimente, T, bzw. 1,: schnelle bzw. langsame Konstante der zeitabhidngigen
Inaktivierung, amp 1 bzw. amp 2: Gewichtung der ersten bzw. der zweiten Zeitkonstante der Inaktivierung, T .:
Zeitkonstante der Erholung von der Inaktivierung.

4.1.1.5. Frequenz

Die untersuchten Frequenzen waren 0,5 Hz, 1 Hz und 1,67 Hz. Die Kanile wurden mit
verschiedenen Rechteckpulsprotokollen (siehe 3.6.2.5.) aktiviert. Es wurde die maximale
Stromamplitude I;,x und die Ladung, die iiber den gesamten Zeitraum des Pulsprotokolls
floss, Q, analysiert. Zusétzlich wurde die Ladung, die wihrend der ersten 50 ms des
jeweiligen Pulsprotokolls floss Qsoms untersucht. So konnten trotz unterschiedlicher Linge
der Pulsprotokolle die Ladungsfliisse wihrend eines gleichen Zeitraums miteinander
verglichen werden. Bei 0,5 Hz (entsprechend einer Herzfrequenz von 30 Schldgen/min)

35



betrug I, 28 = 14 nA (n=9), bei 1 Hz (60 Schldagen/min entsprechend) 27 + 14 nA (n=9) und
bei 1,67 Hz (100 Schldgen/min entsprechend) 26 + 13 nA (n=9). Die Werte unterschieden
sich nicht signifikant voneinander (p>0,05). Q betrug bei 0,5 Hz 3037 + 1848 pC (n=9), bei
1Hz 2714 +1702pC (n=9) und bei 1,67 Hz 1036 £546 pC (n=9). Diese Werte
unterschieden sich signifikant voneinander, was auf die unterschiedliche Linge der
Pulsprotokolle (siehe 3.6.2.5.) zuriickzufiihren ist (p<0,05), da zwischen den Werten fiir Qsoms
kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Frequenzen bestand (p>0,05).
Diese waren 1074 +£588 pC (n=9) fiir 0,5 Hz, 1044 £578 pC (n=9) fiir 1 Hz und
1036 + 546 pC (n=9) fiir 1,67 Hz.
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Kv4.3/KChlIP2.2

/

Abbildung 4.3.: A. Originalstromspur, die der Kv4.3/KChIP2.2-Komplex in Antwort auf das
Rechteckpulsprotokoll generierte. B. Stromspur, die durch das gleiche Protokoll bei dem Kv4.3-Kanal ohne
akzessorische Untereinheit hervorgerufen wurde. C. Bei Uberlagerung der beiden normalisierten Stromspuren
ist ein Uberkreuzungsphiinomen zu erkennen.

4.1.2. Eigenschaften der Kv4.3-a-Untereinheit

Kv4.3 ohne KChIP2.2 zeigte auf das Rechteckpulsprotokoll (siehe 3.6.2.3.) eine
Stromantwort, die in Abbildung 4.3.B. wiedergegeben ist. Es gibt einige Unterschiede zu
dem Strom, der von dem Kanal-Komplex aus Kv4.3/KChIP2.2 generiert wurde (Abbildung
4.3.A.). 1, der Inaktivierung des Kv4.3-Stromes war mit 20 £ 2 ms (n=10) signifikant
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geringer (p<0,05) als t; von Kv4.3/KChIP2.2. 1, war dagegen mit 153 +33 ms (n=10)
signifikant (p<0.05) groBer. Die Amplitude 1 nahm signifikant zu auf 81 £6 % (n=10,
p<0,05), die Amplitude 2 betrug entsprechend 19+6 %. Dies fiihrte zu einem
Uberkreuzungsphianomen: Uberlagert man die auf eine GroBe normierten Stromspuren von
Kv4.3 und dem Kv4.3/KChIP2.2-Komplex, so iiberkreuzen sie sich wihrend der
Inaktivierung (Abbildung 4.3.C.). Die maximale Amplitude der Kv4.3-Stromantwort
unterschied sich mit 6 5 nA (n=10) signifikant von Kv4.3/KChIP2.2 (23 £ 13 nA, n=19,
p<0,05). Die korrespondierende Stromdichte betrug 365 +263 pA/pF (n=10), der
Ladungsfluss 367 £ 285 pC (n=10). Auch hierin unterschied sich Kv4.3 signifikant von
Kv4.3/KChIP2.2 (1085 + 705 pA/pF, n=19 und 1412 + 766 pC, n=18; p<0,05).

4.1.3. Pharmakologie des Kv4.3/KChIP2.2-Komplexes

Bupivacain (30 uM) Levobupivacain (30 uM)
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Kontrolle, Auswasch
5nA 5nA
200 ms
B 1.0 mhibition 1,,,, C 10 Inhibition Q
0.8 0.8
0.6 - 0.6
04 04r @® Bupivacain
® Bupivacain O Levobupivacain
02| . . 0.2
O Levobupivacain
O L L 0 L L
10 100 1000 10 100 1000
Konzentration (uM) Konzentration (uM)

Abbildung 4.4.: A. Effekt von 30 uM Bupivacain und 30 uM Levobupivacain auf Strome, die mit dem
Rechteckpuls-Protokoll hervorgerufen wurden. B. Konzentrationsabhédngigkeit der Inhibition von I, durch
Bupivacain und Levobupivacain. Die Beziehung wurde mit einer Hill-Funktion beschrieben. C. Die
Konzentrations-Wirkungs-Kurve der Ladungsinhibition iiber den gesamten Zeitraum der Depolarisation wurde
ebenfalls mit einer Hill-Funktion beschrieben.
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4.1.3.1. Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der Inhibition

Bupivacain und Levobupivacain inhibierten den Kv4.3/KChIP2.2-Strom reversibel.
Abbildung 4.4.A. zeigt den Effekt von Bupivacain (30 uM) und Levobupivacain (30 uM) auf
Kv4.3/KChIP2.2-Stréme, die mit dem Rechteckpulsprotokoll (siehe 3.6.2.3.) hervorgerufen
wurden. Die Inhibition (siehe 3.7.8.) nahm mit steigender Konzentration zu. Die
Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der Inhibition von I;.x konnte mit einer Hill-Funktion
(siehe 3.7.9.) beschrieben werden (Abbildung 4.4.B.). Die Konzentration der halbmaximalen
Inhibition (ICso-Wert), betrug fiir Bupivacain (Mittelwert + Standardfehler) 90 + 33 uM
(n=27) und fiir Levobupivacain 116 £47 uM (n = 29). Die Hill-Koeffizienten waren fiir
beide Substanzen nahe eins (Tabelle 4.2., Seite 40). Auch die Unterdriickung des
Ladungsflusses Q iiber die Membran wurde mit einer Hill-Funktion beschrieben (Abbildung
4.4.C.). Dabei ergaben sich ICso-Werte von 55 + 8 uM (n=20) fiir Bupivacain und 50 £ 5 uM
(n=26) fiir Levobupivacain (Tabelle 4.2.).

4.1.3.2. Uberkreuzungsphinomen und Effekt auf die Zeitkonstanten

Abbildung 4.5.A. zeigt normalisierte Stromspuren unter Kontrollbedingungen und bei
Applikation von 30 uM, 100 uM und 300 uM Bupivacain. Bupivacain und Levobupivacain
beschleunigten t; der zeitabhingigen Inaktivierung konzentrationsabhingig (Abbildung
4.5.B.). Die Abnahme von t; lie sich mit einer Hill-Funktion beschreiben (Abbildung
4.5.C.). Die Hill-Parameter fiir diese Funktion ergaben ICsp-Werte von 19 £ 5 uM (n=23) fiir
Bupivacain und 17 £ 1 uM (n=29) fiir Levobupivacain. Die Hill-Koeffizienten waren auch
hier nahe eins (Tabelle 4.2.). 1, zeigte eine hohe Variabilitit. 30 uM Bupivacain und 30 uM
Levobupivacain vergroferten 1, signifikant gegeniiber der Kontrolle (p<0,05). 1000 uM
dieser Substanzen fiihrten jedoch gegeniiber der Kontrolle zu einer signifikanten Abnahme
von 1, (Abbildung 4.5.D.). Die Amplitude 1 nahm mit steigender Konzentration zu. Bei
Konzentrationen ab 100 uM Bupivacain und 30 uM Levobupivacain war diese Zunahme
signifikant (p<0,05). Die Uberkreuzung scheint somit auf eine substanzabhingige Anderung

der Inaktivierungszeitkonstanten zuriickzufiihren zu sein.
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Abbildung 4.5.: A. Uberlagerung einer Kontrollstromspur mit Stromspuren bei Applikation verschiedener
Bupivacainkonzentrationen. B. Werte der ersten Zeitkonstanten t; unter Kontrollbedingungen und bei
Applikation verschiedener Bupivacain- und Levobupivacainkonzentrationen. C. Die konzentrationsabhingige
Beschleunigung der ersten Zeitkonstante durch Bupivacain bzw. Levobupivacain wurde mit einer Hill-Funktion
beschrieben. D. Die Veridnderung von 1, unter Kontrollbedingungen und bei Applikation verschiedener
Bupivacain- und Levobupivacainkonzentrationen.

4.1.3.3. Parameter des Uberkreuzungsphiinomens

Das Uberkreuzungsphinomen bei Substanzeinwasch bedingte, dass durch die
Lokalanésthetika sowohl eine Inhibition, als auch eine Stimulation des transmembrandsen
Stroms hervorgerufen wurde. Im Zeitabschnitt vor der Uberkreuzung wurde der Strom
inhibiert, im Zeitabschnitt danach stimuliert (Abbildung 4.6.A.). Der Zeitpunkt der
Uberkreuzung war konzentrationsabhingig. Mit ansteigenden Konzentrationen nahm die Zeit
bis zur Uberkreuzung zu (Abbildungen 4.5.A. und 4.6.B.). Die Beziehung der
Ladungsreduktion vor der Uberkreuzung (Qcross) zur Konzentration lie3 sich mit einer Hill-
Funktion beschreiben (Abbildung 4.6.C.). Da ab Konzentrationen von 300uM
Lokalanisthetikum keine Uberkreuzung mehr stattfand, wurden fiir hohere Konzentrationen
die Inhibitions-Werte von Q eingesetzt (Abbildung 4.6.C.). Der ICsp-Wert war fiir
Bupivacain 30 £ 7 uM (n=24) und fiir Levobupivacain 26 £ 2 uM (n=28) (Tabelle 4.2.). So

wurde Qoss insgesamt stdarker inhibiert als Q. Die Stimulation der Ladung nach dem
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Uberkreuzen Qgim zeigte eine hohe Variabilitdit und keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Konzentrationen (p>0,05) (Abbildung 4.6.D.).
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Abbildung 4.6.: A. Durch die Uberkreuzung bei Bupivacain-Applikation kam es sowohl zu einer Inhibition wie
auch zur Stimulation des KV4.3/KChIP2.2-Stromes. B. Die Zeit bis zum Zeitpunkt des
Uberkreuzungsphéinomens teoss Nahm mit steigender Konzentration zu. C. Die Konzentrations-Wirkungs-
Beziehung fiir Q.. Wurde mit einer Hill-Funktion beschrieben. D. Die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung
der Stimulation Qg;, war fiir beide Lokalanisthetika sehr variabel und wurde nicht mit einer Funktion
beschrieben.

Inhibition I,,,,, Inhibition I, Inhibition Q Inhibition Q
Bupivacain Levobupivacain Bupivacain Levobupivacain
Vinax (%) |97 +11 101 +13 101 +5 93 +3
Hill 091 +£0,2 0,83 0,16 1,02 0,12 1,31 +0,14
ICso (uM) |89,8  +325 1164 +474 55,0 +£8.2 504 £5,1
n 27 29 20 26

Beschleunigung t; Beschleunigung t; Inhibition Q. oss Inhibition Q. pss

Bupivacain Levobupivacain Bupivacain Levobupivacain
Vinax (%) |97 +38 93 +1 99 +7 93 +2
Hill 0,81 +0,24 1,09 0,06 0,88 +0,18 1,01  £0,08
ICso (uM) | 18,5 +5,3 16,6 0,7 29,7 69 258 £20
n 23 29 24 28

Tabelle 4.2.: Die Konzentrationsabhéngigkeiten der verschiedenen Bupivacain- und Levobupivacaineffekte auf
Kv4.3/KChIP2.2-Komplexe lieBen sich mittels Hill-Funktionen beschreiben. V,,,,: maximaler Effekt, Hill: Hill-
Koeffizient, ICs,: Konzentration des halbmaximalen Effektes, n: Anzahl der Experimente.

40



Da die Konzentrations-Wirkungs-Kurven, wie auch alle anderen Parameter zwischen
Bupivacain und Levobupivacain, keine signifikanten Unterschiede aufwiesen, wurde nur die
Wirkung von Bupivacain im Detail weiter untersucht. Hierzu wurden zwei Konzentrationen
ausgewihlt, 30 uM und 100 uM Bupivacain. 30 uM Bupivacain ist der ICsp-Wert von Qcoss.
100 uM Bupivacain liegt nahe dem ICso-Wert von I,.x. Zwischen den beiden Werten liegt
der ICso-Wert fiir Q.

4.1.3.4. Einfluss von Bupivacain auf die Aktivierung

Es wurde der Effekt von 30 uM und 100 uM Bupivacain auf den Strom, den das
Aktivierungsprotokoll hervorruft, untersucht (siehe 3.6.2.1.).

Kontrolle Bupivacain (100uM) Auswasch
G/Gmax C G/Gmax
1.0 [ ] 1.0 - ()
0.8 0.8 |-
0.6 [ 0.6 -
O Kontrolle, Auswasch O Kontrolle, Auswasch

0.4 ® Bupivacain (30 uM) 0.4 ® Bypivacain (100 pM)
0.2 0.2

0 [ ] L L L L L 0 I L L L L

-40 -20 0 20 40 60 -40 -20 0 20 40 60

Membranpotential (mV) Membranpotential (mV)

Abbildung 4.7.: A. Originalstromspuren, die mit dem Aktivierungsprotokoll evoziert wurden unter
Kontrollbedingungen, bei Applikation von 100uM Bupivacain und nach Auswasch. B. Die
Spannungsabhingigkeit der Aktivierung unter Kontroll-Auswasch-Bedingungen und unter 30 uM Bupivacain
wurde mit einer Boltzmann-Gleichung beschrieben. Das Aktivierungsverhalten wurde durch 30 uM Bupivacain
nicht verdandert. C. 100 uM Bupivacain veridnderten jedoch das Aktivierungsverhalten des Kv4.3/KChIP2.2-
Kanal-Komplexes. Die mit einer Boltzmann-Funktion beschriebene Aktivierungs-Kurve ist in depolarisierter
Richtung verschoben.

Die Applikation von Bupivacain (30 uM und 100 uM) fiihrte zu einer reversiblen
Stromreduktion. Abbildung 4.7.A. zeigt Originalstromspuren vor, wihrend und nach der

Applikation von 100 uM  Bupivacain. 30 uM Bupivacain verdnderten das
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Aktivierungsverhalten, also die spannungsabhingige Anderung der Leitfihigkeit, jedoch nicht
(Abbildung 4.7.B.). Der Mittelwert von V4 unter Kontroll- und unter Auswasch-
Bedingungen betrug -3 + 3 mV und bei Gabe von Bupivacain (30 uM) -2+5mV (n=5)
(Tabelle 4.3.). Im Gegensatz hierzu veridnderten 100 uM Bupivacain die Leitfahigkeits-
Spannungsbeziehung. Vi wurde durch  Applikation von 100 uM Bupivacain um
+10£4 mV verschoben (n=5) (p<0,05). Auch die anderen Boltzmann-Parameter wurden

durch Bupivacain-Gabe signifikant verdndert (Tabelle 4.4., Seite 45; Abbildung 4.7.C.).

4.1.3.5. Einfluss von Bupivacain auf die spannungsabhéngige Inaktivierung

Beide Konzentrationen von Bupivacain fithrten zu einer Reduktion des Auswirtsstroms, der
durch das Inaktivierungsprotokoll (siehe 3.6.2.2.) evoziert wurde. Abbildung 4.8.A. zeigt die

Stromspuren unter dem Einfluss von 100 uM Bupivacain.

Kontrolle Bupivacain (100 uM) Auswasch

3nA
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I/Imax
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® Bupivacain (30 pM)
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Abbildung 4.8.: A. Originalstromspuren, die mit dem Inaktivierungsprotokoll evoziert wurden, unter
Kontrollbedingungen, bei Applikation von 100uM Bupivacain und nach Auswasch. B. Die
Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung unter Kontroll-Auswasch-Bedingungen und unter 30 uM Bupivacain
wurde mit einer Boltzmann-Gleichung beschrieben. Das Inaktivierungsverhalten wurde durch Bupivacain nicht
verdndert. C. Auch 100 pM Bupivacain veridnderten das Inaktivierungsverhalten des Kv4.3/KChIP2.2-Kanal-
Komplexes nicht.
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Abbildung 4.8.B. zeigt die Beziehung zwischen normalisierter Stromstirke und angelegtem
Potential unter Kontroll- und Auswaschbedingungen und bei Applikation von 30 uM
Bupivacain. Die Beziehung wurde mit einer Boltzmann-Funktion (siehe 3.7.3) beschrieben.
Zwischen den Boltzmann-Parametern unter Kontroll- und Auswaschbedingungen und denen
unter Einfluss von Bupivacain (30 uM)-Applikation gab es keinen signifikanten Unterschied
(p>0,05). Vpig betrug unter Kontroll-Auswasch-Bedingungen -47,0 £ 4,1 mV (n=4) und nach
Applikation von 30 uM Bupivacain -47,3 £ 4,4 mV (n=4, p>0,05) (Tabelle 4.3., Seite 45).
Auch 100 uM Bupivacain veridnderten die Inaktivierungseigenschaften des Kanal-Komplexes
nicht. Die Boltzmann-Inaktivierungskurve zeigte keine Verschiebung und die Boltzmann-
Parameter unterschieden sich nicht signifikant von den Kontroll-Auswasch-Werten (p>0,05)

(Abbildung 4.8.C., Tabelle 4.4.).

4.1.3.6. Einfluss von Bupivacain auf die Erholung von der Inaktivierung

Abbildung 4.9.A. zeigt Original-Stromspuren, die durch das recovery-Pulsprotokoll (siehe
3.6.2.4.) evoziert wurden. Unter Einwasch von 30 uM bzw. 100 uM Bupivacain kam es zur
Reduktion der Stromamplituden. Dieser Effekt war auswaschbar. Der normalisierte Strom
wurde gegen die Dauer des Zwischenpulses aufgetragen und diese Beziehung mit einer
monoexponentiellen Funktion (siehe 3.7.5.) beschrieben. Die Zeitkonstante der Erholung
(Trec) unter Bupivacain (30 uM)-Applikation unterschied sich mit 52 £ 7 ms nicht signifikant
gegeniiber T, unter Kontroll-Auswasch-Bedingungen mit 56+ 6 ms (n=5, p>0,05)
(Abbildung 4.9.B., Tabelle 4.3.). 100 uM Bupivacain veridnderten die Erholung von der
Inaktivierung jedoch derart, dass unter Bupivacaineinfluss eine zweite Zeitkonstante zur
addquaten Beschreibung der Strom-Zeit-Beziehung eingefiihrt werden musste (Abbildung
4.9.C.). 1 unter Kontroll-Auswasch-Bedingungen war 57 + 7 ms (n=6). Die Zeitkonstanten
zur Beschreibung der Strom-Zeit-Beziehung unter Bupivacain (100 uM) betrugen 42 + 6 ms
fiir Trec; und 2339 + 728 ms fiir Te» (n=6, Tabelle 4.4.). T..1 SOWie Tw» unterschieden sich

signifikant von 1. unter Kontroll-Auswasch-Bedingungen (p<0,05).

43



Kontrolle Bupivacain (100uM) Auswasch

I/Imax I/Imax
1.0 + % 1.0 o
0.8 0.8
0.6 3 0.6
0.4 O Kontrolle, Auswasch 0.4 O Kontrolle, Auswasch
® Bupivacain (30 pM) ® Bupivacain (100 uM)

0.2

0 200 400 600 800 1000 1200 1000 2000 3000 4000 5000 6000
At (ms) At (ms)

Abbildung 4.9.: A. Originalstromspuren, die mit dem recovery-Pulsprotokoll evoziert wurden, unter
Kontrollbedingungen, bei Applikation von 100 uM Bupivacain und nach Auswasch. B. Das Ausmal} der
Erholung, gemessen als die normalisierte maximale Stromamplitude (siehe 3.7.5.), war abhingig von der Dauer
der Repolarisation. Diese Beziehung wurde mit einer monoexponentiellen Funktion beschrieben. Nach
ungefdhr 300 ms war ein Plateau erreicht. Die Zeitabhéngigkeit der Erholung wurde durch Bupivacain (30 pM)
nicht veridndert. C. Unter Einfluss von 100 uM Bupivacain verlidngerte sich der Zeitraum bis zum Erreichen des
Plateaus. Die Beziehung wurde mit einer biexponentiellen Funktion beschrieben. Der unterschiedliche Maf3stab
der Abszissen ist zu beachten.
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Aktivierung Kontrolle/Auswasch 30 uM Bupivacain
Vmia (mV) 26 = 29 -1,8 + 53
slope factor 141 += 1,3 134 +22
Gnax (%) 97,2 = 20 98,6 £ 2,6

n 5 5
spannungsabhdngige Kontrolle/Auswasch 30 uM Bupivacain
Inaktivierung

Vg (mV) 470 = 4,1 473 + 44
slope factor 3,1 +0,2 29 +0,2
Gmax (%) 100,0 + 3,2 101,0 + 5,0

n 4 4

Erholung  von  der | Kontrolle/Auswasch 30 uM Bupivacain
Inaktivierung

T rec (MS) 55,6 + 6,3 522 + 6,8

n 3 3

Tabelle 4.3.: Einfluss von 30 uM Bupivacain auf die verschiedenen Schaltvorgidnge von Kv4.3/KChIP2.2

Aktivierung Kontrolle/Auswasch 100 uM Bupivacain
Vmia (mV) -0,1 + 38 9,6 + 2,0
slope factor 124 + 2,6 146 =+ 1,6
Gnax (%) 969 =+ 19 1004 + 09

n 5 5
spannungsabhdngige Kontrolle/Auswasch 100 uM Bupivacain
Inaktivierung

Vg (mV) 444+ 277 -44.1 = 3,0
slope factor 34 0,3 3,7 = 03
Gnax (%) 101,0 + 1,2 100,0 £ 0,8

n 4 4

Erholung  von  der | Kontrolle/Auswasch 100 uM Bupivacain
Inaktivierung

T rec1 (MS) 572 + 7,0 41,7 £ 5,6

T rec2 (ms) 2338,5 + 728,1

n 6 6

Tabelle 4.4.: Einfluss von 100 uM Bupivacain auf das Schaltverhalten von Kv4.3/KChIP2.2.
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4.1.3.7. Spannungsabhingigkeit der Inhibition
Die Spannungsabhédngighédngigkeit der Inhibition durch 100 uM Bupivacain wurde anhand

des Aktivierungsprotokolls (siehe 3.6.2.1.) untersucht. Die untersuchten Parameter waren die
Reduktion von I, und Q, die Verdnderung der Uberkreuzungsparameter teross UNA Qgrogs Und
die Verdnderung von t1; sowie des Verhiltnisses der Amplituden zueinander. Die
Spannungsabhingigkeit dieser Parameter wurde im Bereich von -10 bis +40 mV analysiert
(siehe 3.7.10.). Die Spannungsabhéngigkeit der Amplituden wurde nur im Bereich von 0 bis
+40 mV analysiert, da eine zweite Zeitkonstante und damit auch eine zweite Amplitude unter
Kontroll-Auswasch-Bedingungen erst ab diesem Potential bei allen Experimenten

nachweisbar war.
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Abbildung 4.10.: A. Die Inhibition von Qs Q, und I,,x durch 100 uM Bupivacain wurde zu verschiedenen
Potentialen im Bereich von -10 bis +40 mV berechnet. B. Der Zeitraum bis zum Uberkreuzen der Strome, teoqs,
vergroferte sich mit depolarisierteren Potentialen zunehmend. C. 1, war unter Kontrollbedingungen wie auch
bei Applikation von 100 uM Bupivacain spannungsabhidngig. D. Die Spannungsabhingigkeit der Amplituden
der beiden Zeitkonstanten kehrte sich unter 100 uM Bupivacain um.

Die Inhibition von Ij,x durch 100 uM Bupivacain war bei niedrigen Membranpotentialen
groBer als bei hohen, wihrend die Inhibition von Q mit steigender Depolarisation zunahm
(n=4, p<0,05) (Abbildung 4.10.A.). Auch die Inhibition des Uberkreuzungsparameters Qcross
(Abbildung 4.10.A.) und der Betrag des Uberkreuzungsparameters teross (Abbildung 4.10.B.)
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nahmen mit positiveren Potentialen zu. 1; war unter Kontroll- und Auswasch-Bedingungen
spannungsabhingig (n=4, p<0,05). Es zeigte sich eine Beschleunigung mit zunehmender
Depolarisation.  Diese Spannungsabhingigkeit blieb bei 100uM Bupivacain bestehen
(p<0,05) (Abbildung 4.10.C.). Die Spannungsabhingigkeit der Amplituden unter Kontroll-
Auswasch-Bedingungen, die zu einer Angleichung der beiden Amplituden fiihrte, wurde

durch 100 uM Bupivacain umgekehrt (p<0,05) (Abbildung 4.10.D.).

4.1.3.8. Frequenzabhingigkeit der Inhibition

Zur Beurteilung einer moglichen Frequenzabhingigkeit der Inhibition von I, Q und Qsoms
wurde die Wirkung von 30 uM Bupivacain bei den Stimulationsfrequenzen 0,5 Hz, 1 Hz und
1,67 Hz untersucht. Zusétzlich zu den Parametern, die unter Kontrollbedingungen analysiert

wurden, wurde Qs Untersucht.
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Abbildung 4.11.: Frequenzabhingigkeit des Bupivacaineffektes. A. I, wurde bei einer Frequenz von 1,67 Hz
signifikant stidrker inhibiert, als bei Frequenzen von 1 Hz und 0,5 Hz. B. Die Inhibition von Q war bei 1,67 Hz
ebenfalls signifikant grofer als bei 1 Hz und 0,5 Hz. C. Q. wurde ebenfalls frequenzabhingig reduziert, die
Inhibition war bei 1,67 Hz groBer, als bei Frequenzen von 1 und 0,5 Hz. D. Auch die Inhibition des Parameters
Q5o war frequenzabhéngig. (*) gibt einen signifikanten Unterschied an.
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Imax wurde von Bupivacain (30 uM) bei 0,5 Hz um 25 £5 % (n=9) inhibiert, bei 1 Hz um
32+6 % (n=9) und bei 1,67 Hz um 43 + 10 % (n=9) (Abbildung 4.11.A.). Damit war die
Inhibition von I, bei 1,67 Hz signifikant groer, als bei 1 Hz und 0,5 Hz (p<0,05) und bei
1 Hz signifikant groBer, als die bei 0,5 Hz (p<0,05). Die Inhibitionen von Q (Abbildung
4.11.B.) und von Q.o (Abbildung 4.11.C.) unterschieden sich bei allen Frequenzen
signifikant voneinander (p<0,05). Der Parameter Qsoms wurde von 30 uM Bupivacain wie
folgt inhibiert: 49 + 8 % (n=9) bei 0,5 Hz, 56 + 7 % (n=9) bei 1 Hz und 61 =7 % (n=9) fiir
1,67 Hz (Abbildung 4.11.D.). Die Inhibition von Qsoms bei 1,67 Hz unterschied sich
signifikant von der bei 1 Hz sowie der Inhibition bei 0,5 Hz (p<0,05) und auch zwischen der

Inhibition bei 1 Hz und bei 0,5 Hz bestand ein signifikanter Unterschied (p<0,05).

4.1.4. Pharmakologie der Kv4.3-a-Untereinheit

Bupivacain (30 uM) inhibierte den Strom, der bei Stimulation mit dem Rechteckpulsprotokoll
durch Kv4.3 floss (Abbildung 4.12.B.). Die Kontroll- und Auswasch-Stromspuren iiber die
Stromspur bei Bupivacain-Applikation gelagert zeigen bei Kv4.3 im Gegensatz zu
Kv4.3/KChIP2.2 (Abbildung 4.12.A.) keine Uberkreuzung. Dennoch scheint das
Inaktivierungsverhalten unter Bupivacain verdndert zu sein. Bupivacain beschleunigte 1
signifikant von 20 = 2 ms (n=6) unter Kontrollbedingungen auf 7 + 1 ms (n=6) (p<0,05). 1,
wurde im Gegensatz zu Kv4.3/KChIP2.2 ebenfalls signifikant beschleunigt: von 127 + 31ms
(n=6) unter Kontrollbedingungen auf 88 £ 7ms (n=6) bei Bupivacain-Applikation (p<0,05).
30 uM Bupivacain hatte keinen Einfluss auf die Amplituden von t; und t,.

Die Inhibition von I« des durch Kv4.3 generierten Stroms unterschied sich mit 31 +6 %
(n=6) nicht signifikant von der Inhibition von I, die der Kanal-Komplex mit 30 £ 2 % (n=5,
p>0,05) (Abbildung 4.12.C.) leitete. Auch die Inhibition von Qs durch Kv4.3/KChIP2.2
ergab mit 54 + 6 % (n=5) keinen signifikanten Unterschied gegeniiber der Inhibition von Q
durch Kv4.3 mit 53 = 6 % (n=4, p>0,05) (Abbildung 4.12.E.). Dagegen wurde die Ladung Q,
welche durch Kv4.3 floss, signifikant stirker inhibiert, als Q durch Kv4.3/KChIP2.2
(53 +£6 %, n=4 gegeniiber 36 £ 6%, n=5, p<0,05) (Abbildung 4.12.D.). Aufgrund des

fehlenden Uberkreuzungsphinomens fand keine Stimulation des Ladungsflusses statt.
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Abbildung 4.12.: A. Applikation von 30pM Bupivacain fithrten bei Kv4.3/KChIP2.2 zum
Uberkreuzungsphinomen. B. Bei von Kv4.3 generierten Stromen trat jedoch keine Uberkreuzung auf. (Die
unterschiedliche Skalierung der Ordinate ist zu beachten.). C. Beim Vergleich der Inhibition von I, durch
30 uM Bupivacain bei Kv4.3 mit und ohne KChIP2.2 ergab sich kein signifikanter Unterschied (p>0,05). D. Die
Inhibition des Parameters Q war bei Kv4.3/KChIP2.2 gegeniiber Kv4.3 alleine signifikant vermindert (p<0,05).
(*) zeigt den signifikanten Unterschied an. E. Wird die Inhibition von Qs bei Kv4.3/KChIP2.2 mit der
Inhibition von Q bei Kv4.3 verglichen, ergibt sich jedoch kein signifikanter Unterschied (p>0,05).

4.1.5. Untersuchungen mit Ropivacain

4.1.5.1. Inhibition und Uberkreuzungsphinomen bei Ropivacain

Die Sensitivitit des Kv4.3/KChIP2.2-Komplexes gegeniiber Ropivacain wurde anhand des
Rechteckpulsprotokolls (siehe 3.6.2.3.) bei verschiedenen Ropivacainkonzentrationen
untersucht. Abbildung 4.13.A. zeigt normalisierte Stromspuren, die von Kv4.3/KChIP2.2
generiert wurden. Verschiedene Konzentrationen von Ropivacain inhibierten den
Kv4.3/KChIP2.2-Strom verschieden stark. Die Inhibition des Stromes war bei Auswasch der
Substanz reversibel. Auch Ropivacain rief bei Kv4.3/KChIP2.2 ein Uberkreuzungsphinomen
der Stromspuren hervor (Abbildung 4.13.A.). Die Dauer bis zum Erreichen der
Uberkreuzung nahm mit steigender Ropivacainkonzentration zu (Abbildung 4.13.A. & C.).
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Abbildung  4.13.: A.  Uberlagerung von  normalisierten ~ Kv4.3/KChIP2.2-Stromspuren  unter
Kontrollbedingungen und bei Applikation von 25 und 250 uM Ropivacain. B. Die Konzentrations-Wirkungs-
Beziehungen der Inhibitionen von I,x, Q und Qs Wurden mit Hill-Funktionen beschrieben. C. Der Zeitraum
bis zur Uberkreuzung, t..s, nahm konzentrationsabhiingig zu. D. Die Beschleunigung von 1, in Abhiingigkeit
von der Konzentration wurde mit einer Hill-Funktion beschrieben.

Inhibition Imax Inhibition Q Beschleunigung 71 Inhibition choss
Vinax (%) |97 +6 97 +5 95 +5 97 +3
Hill 0,97 0,14 1,25  £0,23 1,26 0,2 0,93 £0,09
ICso (uM) | 158,8 *33,1 116,7 £21,0 77,1  £109 62,1 £79
n 34 30 30 33

Tabelle 4.5.: Konzentrationsabhingige Effekte von Ropivacain, mit Hill-Funktionen beschrieben.

Die Konzentrationsabhiingigkeit der Parameter I, Q und Qcoss Wurde mit Hill-Funktionen
beschrieben (Abbildung 4.13.B.). Die ICso-Werte waren fiir I;,x 159 + 33 uM (n=34) und fiir
Q 117 £21 uM (n=30) (Tabelle 4.5.). Bei Qoss Wurde fiir Konzentrationen grofler 250 uM
Ropivacain die Inhibition der des Parameters Q gleichgesetzt, da keine Uberkreuzung mehr
stattfand. Es ergab sich mit 62 + 8 uM (n=33) ein weitaus niedrigerer ICso-Wert als der fiir Q
(Tabelle 4.5.).

Ropivacain beschleunigte die zeitabhidngige Inaktivierung reversibel. Dieser Prozess wurde

mit zwei Zeitkonstanten t; und T, beschrieben. Die Abnahme von t; wurde berechnet (siehe
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3.7.4.) und gegen die Konzentration aufgetragen. Diese Beziehung wurde mit einer Hill-
Funktion beschrieben (Abbildung 4.13.D.) und ergab einen ICsp-Wert von 77 £ 11 uM (n=30)
(Tabelle 4.5.). 1, zeigte eine hohe Variabilitit. Ropivacain vergroferte t, signifikant bei
Konzentrationen von 8 uM, 25uM und 83 uM (p<0,05). 250 uM, 833 uM und 2499 uM
dieser Substanz riefen jedoch keine signifikante Verianderung der Zeitkonstanten t, hervor

(p>0,05).

4.1.5.2. Einfluss von Ropivacain auf das Schaltverhalten des Kv4.3/KChIP2.2-Komplexes

Nachdem die basale Sensitivitit des Kv4.3/KChIP2.2-Kanal-Komplexes gegeniiber
Ropivacain bestimmt worden war, wurde der FEinfluss auf das Schaltverhalten niher
untersucht (Tabelle 4.6.). Zu diesem Zweck wurde der Einfluss von 83 uM Ropivacain auf
die Aktivierung, die spannungsabhingige Inaktivierung und die Erholung von der
Inaktivierung untersucht (Abbildung 4.14.). Die verwendete Konzentration liegt zwischen

den ICsp-Werten fiir die Inhibition von I,,x und Q einerseits und t; und Q..ss andererseits.

A Kontrolle Ropivacain (83 uM) Auswasch

5nA
200 ms

ST

5ms

il L

500 ms

Abbildung 4.14.: Der Effekt von 83 uM Ropivacain auf Kv4.3/KChIP2.2-Strome, die mit A. dem
Aktivierungsprotokoll, B. dem Inaktivierungsprotokoll und C. dem recovery-Pulsprotokoll hervorgerufen
wurden.
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Abbildung 4.14.A. zeigt die Stromantwort des Komplexes auf das Aktivierungsprotokoll
(siehe 3.6.2.1.) unter Kontrollbedingungen, bei Applikation von 83 uM Ropivacain und nach
Auswasch. Ropivacain verschob in dieser Konzentration den Aktivierungsmittelpunkt Vg
um 7 £ 3 mV (n=6) in depolarisierte Richtung. Der slope factor der Kurve nahm um 2 + 1
(n=6) zu (Tabelle 4.6., Abbildung 4.15.A.).

83 uM Ropivacain inhibierten den durch das Inaktivierungsprotokoll (siehe 3.6.2.2.)
hervorgerufenen  Strom  (Abbildung 4.14.B.), verdnderten jedoch nicht die
Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung (Abbildung 4.15.B., Tabelle 4.6.).

Auch der mit dem recovery-Protokoll (siehe 3.6.2.4.) hervorgerufene Strom wurde durch
83 uM Ropivacain inhibiert (Abbildung 4.14.C.). Die Erholung von der Inaktivierung wurde
durch 83 uM Ropivacain verlangsamt. Wihrend unter Kontroll- und Auswaschbedingungen
die Beziehung zwischen normalisierter Stromstirke und Repolarisationszeit (Protokoll und
Berechnung siehe Methoden) einem monoexponentiellen Verlauf folgte, der mit einer
Zeitkonstante T von 54 = 11 ms (n=7) beschrieben wurde, musste unter dem Einfluss von
Ropivacain (83 uM) eine zweite Zeitkonstante eingefiihrt werden, um den Verlauf der Kurve
addquat zu beschreiben (Abbildung 4.15.C.). Die resultierenden Zeitkonstanten waren Ty
mit 40 +6 ms und Tec, mit 1222 + 882 ms (n=7) (Tabelle 4.6.). Beide Zeitkonstanten

unterschieden sich signifikant von 1,.. unter Kontroll- und Auswaschbedingungen (p<0,05).

Aktivierung Kontrolle/Auswasch 83 uM Ropivacain
Vg (mV) 1,1+ 1,7 6,2 + 3.8
slope factor 12,8 + 1,2 148 +14
Gmax (%) 96,6 =+ 09 99,0 £ 2,6

n 6 6
spannungsabhdngige Kontrolle/Auswasch 83 uM Ropivacain
Inaktivierung

Vg (mV) 446 + 45 4477 + 44
slope factor 4,1 *13 44 * 15
Gnax (%) 98,7 + 14 97,8 + 273

n 6 6

Erholung  von  der | Kontrolle/Auswasch 83 uM Ropivacain
Inaktivierung

T rec1 (MS) 536 + 11,3 399 +£ 6,1

T rec2 (MS) 1222,3 + 882,4
n 7 7

Tabelle 4.6.: Verinderung des Schaltverhaltens von Kv4.3/KChIP2.2 durch Ropivacain.
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4.1.5.3. Spannungsabhingigkeit des Ropivacaineffektes

Die Spannungsabhidngighingigkeit wurde anhand des Aktivierungsprotokolls (siehe
Methoden) im Bereich von -10 bis +40 mV untersucht. Im Fall der Amplituden wurde die
Spannungsabhiingigkeit nur im Bereich von 0 bis +40 mV ausgewertet, da eine zweite
Zeitkonstante und damit auch eine zweite Amplitude erst ab diesem Potential in allen

Experimenten zu analysieren war.

A Aktivierung B Inaktivierung C Erholung von der Inaktivierung
I/Imax I/Imax
G/Gmax
1.0F ° 1.0 O Kontrolle,
ool 0.8 Auswasch _
’ @® 83 uM Ropivacain
0.6 0.6
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0.41 O Kontrolle, Auswasch %4 04
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Abbildung 4.15.: A. 83 uM Ropivacain verschoben die Aktivierungskurve des Kv4.3/KChIP2.2-Komplexes zu
depolarisierteren Potentialen (p<0,05). B. Die Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung von Kv4.3/KChIP2.2
wurde nicht beeintrichtigt. C. Die Erholung von der Inaktivierung wurde jedoch verlangsamt. D.-E.:
Spannungsabhingigkeit der Ropivacaineffekte. D. Die Inhibition von I,,x, Q und Qs War spannungsabhingig.
E. Die Reduktion von 1, wurde mit zunehmender Spannung grofer. F. Die Spannungsabhiingigkeit der
Amplituden wurde im Gegensatz zu 100 uM Bupivacain durch 83 uM Ropivacain aufgehoben.

Bei Applikation von 83 uM Ropivacain nahm die Inhibition von I,x mit zunehmender
Depolarisation ab, wihrend die Inhibition von Q zunahm (n=6, p<0,05) (Abbildung 4.15.D.).
Die Uberkreuzungsparameter Qcross  (Abbildung 4.15.D.) und tg.s nahmen beide
spannungsabhingig zu. t; war unter Kontroll-Auswasch-Bedingungen spannungsabhéngig
(n=6, p<0,05). Es zeigte sich eine Beschleunigung mit zunehmender Depolarisation. Diese
Spannungsabhiingigkeit blieb bei 83 uM Ropivacain bestehen (p<0,05) (Abbildung 4.15.E.).

Unter Kontroll-Auswasch-Bedingungen zeigte sich eine Spannungsabhidngigkeit der
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Amplituden, die zu einer Uberkreuzung der beiden Amplituden bei 40 mV fiihrte (n=6,
p<0,05). Diese Spannungsabhingigkeit wurde durch 83 uM Ropivacain aufgehoben (p>0,05)
(Abbildung 4.15.F.).

4.1.5.4. Frequenzabhéngigkeit des Ropivacaineffektes

Es wurde der Einfluss von 83 uM Bupivacain auf Kv4.3/KChIP2.2 bei 0,5 Hz, 1 Hz und
1,67 Hz auf ILax, Q, Qcross und Qsoms untersucht (Abbildungen 4.16.A.-D.). I.x wurde von
Ropivacain (83 uM) bei 1,67 Hz signifikant stirker inhibiert als bei 0,5 Hz (p<0,05).
Zwischen der Inhibition von I, bei Frequenzen von 1, 67 Hz und 1 Hz, sowie 1 Hz und
0,5 Hz bestand jedoch kein signifikanter Unterschied (p>0,05) (Abbildung 4.16.A.). Die
Inhibition von Q war zwischen allen Frequenzen signifikant unterschiedlich (Abbildung
4.16.B.) (p<0,05). Qcross wurde von Ropivacain (83 uM) bei 1,67 Hz signifikant stirker
inhibiert, als bei 0,5 Hz (p<0,05). Die Inhibition bei 1 Hz unterschied sich nicht von der bei
den anderen Frequenzen (p>0,05) (Abbildung 4.16.C.). Bei der Inhibition von Qsoms gab es
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Frequenzen (p>0,05) (Abbildung 4.16.D.).
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Abbildung 4.16.: Frequenzabhingigkeit der Inhibition von Kv4.3/KChIP2.2 durch 83 uM Ropivacain. A. Die
Inhibition von I, war frequenzabhingig. B. Die Inhibition von Q nahm mit zunehmenden Frequenzen von
0,5 Hz, 1 Hz und 1,67 Hz signifikant zu. C. Qs wurde ebenfalls frequenzabhingig inhibiert. D. Qs Wurde
jedoch unabhiéngig von der Frequenz inhibiert. (*) gibt einen signifikanten Unterschied an.
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4.1.5.5. Pharmakologie der Kv4.3-a-Untereinheit

Ropivacain (83 uM) induzierte bei Kv4.3 (Abbildung 4.17.B.) im Gegensatz zu
Kv4.3/KChIP2.2 (Abbildung 4.17.A.) keine Uberkreuzung der Strome. Demnach fand auch
keine Ladungsstimulation statt und wéhrend I;,,x beider Kanile gleich stark inhibiert wurde
(p>0,05) (Abbildung 4.17.C.), wurde Q bei Kv4.3 signifikant stirker inhibiert als bei
Kv4.3/KChIP2.2 (p<0,05) (Abbildung 4.17.D.). Ein Vergleich der Inhibition von Qs bei
Kv4.3/KChIP2.2 mit Q bei Kv4.3 ergab jedoch keinen signifikanten Unterschied (p>0,05;
Abbildung 4.17.E.).

71 wurde durch Ropivacain signifikant von 22 + 3 ms (n=9) unter Kontrollbedingungen auf
8 + 2 ms (n=9) beschleunigt (p<0,05). 1, wurde im Gegensatz zu Kv4.3/KChIP2.2 ebenfalls
signifikant beschleunigt: von 140 £ 3 ms (n=9) unter Kontrollbedingungen auf 68 + 18 ms
(n=9) bei Ropivacain-Applikation (p<0,05). 83 uM Ropivacain fiihrten zu einer Reduktion
der Amplitude 1 (p<0,05).
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Abbildung 4.17.: A. Applikation von Ropivacain (83 uM) rief bei Kv4.3/KChIP2.2 ein
Uberkreuzungsphinomen hervor. B. Bei Kv4.3 ohne akzessorische Untereinheit kam es zu einer
Stromreduktion ohne Uberkreuzung. C. Die Inhibition von I, unterschied sich nicht zwischen den beiden
Kanilen. D. Dagegen war die Inhibition von Q bei Kv4.3 signifikant grofler, da hier keine Stimulation von
Ladung stattfand. (*) indiziert den signifikanten Unterschied. E. Vergleich der Ladungsinhibition vor der
Uberkreuzung Qcoss bei Kv4.3/KChIP2.2 mit der Inhibition von Q bei Kv4.3. Es gab keinen signifikanten
Unterschied.
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4.2. Rampe

Im ersten Teil der Ergebnisse wurde der Einfluss langwirksamer Amidlokalanisthetika auf
den Kv4.3/KChIP2.2-Kanal-Komplex untersucht. Dabei wurden Protokolle angewendet, die
die Analyse der einzelnen Schaltvorginge, ohne dass diese einander iiberlagern, erlaubten.
Diese Untersuchungen dienen der Aufkldrung biophysikalischer Vorginge, sie entsprechen
jedoch nicht den Ablidufen wihrend des Herzaktionspotentials. Im folgenden Abschnitt soll
das Verhalten verschiedener repolarisierender Kaliumkanile des Herzens mithilfe eines
Protokolls beschrieben werden, welches die elektrischen Verhéltnisse wihrend des
Herzaktionspotentials simuliert. Dazu wurde das Rampenprotokoll verwendet, welches
verschiedene Schaltvorgidnge kombiniert hervorruft. Seine Giiltigkeit fiir den HERG-Kanal
konnte bereits gezeigt werden, hier sollte nun untersucht werden, ob es auch auf andere am
Herzaktionspotential beteiligte Kanéle anwendbar ist. Zusétzlich wurde das Rampenprotokoll
durch eine konsekutive Rechteckdepolarisation erweitert, die die Fihigkeit der verschiedenen
Kanile evaluieren sollte, Extrasystolen am Ende des Herzaktionspotentials entgegenzuwirken.
Das Rampenprotokoll wurde auf Kv4.3/KChIP2.2 und KvLQT1/minK sowie auf HERG,
HERG/MiRP1 und HERG/MiRP1tgs angewendet.

4.2.1. Anwendung des Rampenprotokolls unter Kontrollbedingungen

In Abbildung 4.18.A. sind Originalstromspuren dargestellt, die das Rampenprotokoll (siehe
3.6.2.6.) bei Kv4.3/KChIP2.2, KvLQT1/minK und HERG hervorrief. Die maximale
Stromamplitude wihrend der Rampe Irampe Wurde bei den verschiedenen Kanilen nach
unterschiedlichen Zeitrdumen erreicht. Der Zeitraum bis zum Erreichen der maximalen
Stromamplitude tpeq betrug bei Kv4.3/KChIP2.2 3,9 + 0,4 ms (n=10) und bei KvLQT1/minK
418 £ 24 ms (n=5). HERG hatte mit 711 £41 ms (n=15) die groBte tpe.x (Abbildung 4.18.B.).
Die Fiahigkeit der verschiedenen Kanidle bzw. Kanal-Komplexe, der an die Rampe
anschlieBenden Rechteckdepolarisation entgegenzuwirken, wurde durch das Verhiltnis der
maximalen Stromamplitude bei Rechteckdepolarisation Irechieck ZU Irampe (IRechteck/IRampe)
ausgedriickt. Mit 0,73 + 0,04 (n=10) war Irechteck/IRampe VO Kv4.3/KChIP2.2 am geringsten.
Das Verhiltnis war bei KvLQT1/minK (1,21 + 0,07, n=5) und HERG (3,4 + 0,82, n=5)
dagegen grofBler eins (Abbildung 4.18.C.).
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Abbildung 4.18.: A. Das Rampenprotokoll simuliert die elektrischen Verhiltnisse wihrend des
Herzaktionspotentials, die anschlieBende Rechteckdepolarisation soll eine plotzliche Depolarisation
entsprechend einer Extrasystole imitieren. Das Protokoll rief Auswirtsstrome bei Kv4.3/KChIP2.2,
KvLQT1/minK und bei HERG hervor. B. Die Zeit bis zum Erreichen von Irampes tpeak» ist bei Kv4.3/KChIP2.2
am geringsten und bei HERG am grofiten. C. Das Verhiltnis der maximalen Stromamplitude wihrend der
Rechteckdepolarisation Igecheck ZU Irampe (Irechteck/Irampe) it bei Kv4.3/KChIP2.2 am kleinsten und bei HERG
ebenfalls am grofiten.

4.2.2. Pharmakologie mit dem Rampenprotokoll bei Kv4.3/KChIP2.2

Abbildung 4.19.A. zeigt den Effekt von 30 uM Bupivacain auf den Strom, den der
Kv4.3/KChIP2.2-Komplex bei Stimulation mit dem Rechteckpulsprotokoll (siehe 3.6.2.3.)
generiert. Dem gegeniibergestellt ist in Abbildung 4.19.B. der Effekt derselben Konzentration
des Lokalandsthetikums auf einen Strom, der mit dem Rampenprotokoll (siehe 3.6.2.6.)
hervorgerufen wurde. Unter Kontrollbedingungen evozierte das Rampenprotokoll bei
Kv4.3/KChIP2.2 einen Auswaértsstrom mit einer maximalen Stromstirke I,.x von 39 + 35 nA
(n=8) und einer Gesamtladung Q von 2585 + 1744 pC (n=6). Die Inaktivierung wurde mit
einer biexponentiellen Funktion (siehe 3.7.4.) beschrieben, die daraus resultierenden
Zeitkonstanten t; und T, betrugen 21 + 8 ms fiir t; und 115+ 51 ms fiir 1, (n=6). Die

Amplitude 1 betrug 64 + 24 % und der Wert der Amplitude 2 war 36 + 24 %.
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30 uM Bupivacain reduzierten die maximale durch das Rechteckpulsprotokoll (siehe 3.6.2.3.)
hervorgerufene Stromstidrke durch Kv4.3/KChIP2.2 um 31+1 % (n=5) und um 31+4 %
(n=4), wenn der Strom durch das Rampenprotokoll (siehe 3.6.2.6.) evoziert wurde (Abbildung
4.19.C.). Zwischen den Inhibitionen bestand kein signifikanter Unterschied (p>0,05). Auch
die Inhibition des Parameters Q (Abbildung 4.19.D.) unterschied sich zwischen Rechteckpuls-
und Rampenprotokoll nicht signifikant (33 + 7 % (n=5) bei Rechteckpulsprotokoll gegeniiber
44 + 13 % (n=4) bei Rampenprotokoll (p>0,05)).
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Abbildung 4.19.: A. Mit dem Rechteckpulsprotokoll hervorgerufener Kv4.3/KChIP2.2-Strom. B. Der mit dem
Rampenprotokoll hervorgerufeneKv4.3/KChIP2.2-Strom. Die Strome &hnelten sich unter Kontrollbedingungen
sowie bei Bupivacain-Applikation (30 uM). C. Auch die quantitative Analyse der Inhibition der maximalen
Stromamplitude, sowie, D., der Gesamtladung ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden
Protokollen (p>0,05).

Auch 83 uM Ropivacain hatten auf den Rampenstrom den gleichen Effekt wie auf den
Rechteckpulsstrom. I, des durch das Rechteckpulsprotokoll hervorgerufenen Stroms wurde
durch Ropivacain (83 uM) um 43 £3 % (n=8) reduziert, die Inhibition betrug ebenfalls
43 +3 % (n=8), wenn der Strom durch das Rampenprotokoll evoziert wurde. Zwischen den
Inhibitionen bestand kein signifikanter Unterschied (p>0,05). Auch die Inhibition des

Parameters Q unterschied sich zwischen Rechteckpuls- und  Rampenprotokoll nicht
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signifikant: 44 +8 % (n=6) bei Rechteckpuls- gegeniiber 52+ 10% (n=8) bei
Rampenprotokoll (p>0,05).

4.2.3. Pharmakologie mit dem Rampenprotokoll bei KvLQT1/minK

Der KvLQTI1/minK-Komplex, der Igs generiert, wird in der Literatur als relativ
unempfindlich gegeniiber Cocain (Zhang et al., 2001) und Bupivacain (Lipka et al., 1998)
beschrieben. Da die Applikation von 30 uM Bupivacain keinen messbaren Einfluss auf den
KvLQT1/minK-Strom hatte, wurden weitere Experimente mit der 10-fach hoheren
Konzentration durchgefiihrt. Das Rechteckpulsprotokoll fiir KvLQT1/minK (siehe 3.6.2.7.)
rief einen langsam aktivierenden, nicht inaktivierenden Strom hervor (Abbildung 4.20.A.),
wihrend der durch das Rampenprotokoll evozierte Strom glockenformig war (Abbildung
4.20.B.). Die maximale Stromamplitude I, die das Rechteckpulsprotokoll evozierte, war
signifikant groBer als die durch das Rampenprotokoll evozierte Irampe (p<0,05). Inax der
Stromantwort auf das Rechteckpulsprotokoll betrug 13 £6 nA (n=6), Irampe War 4 =2 nA
(n=7, p<0,05). Die Ladung, die iiber den gesamten Zeitraum des entsprechenden Protokolls
floss, Q, betrug fiir das Rechteckpulsprotokoll 15 + 8 nC (n=6) und fiir das Rampenprotokoll
2+1 nC (n=7). Auch hier bestand ein signifikanter Unterschied zwischen den Werten
(p<0,05).

Bupivacain (300 uM), Levobupivacain (300 uM) und Ropivacain (830 uM) inhibierten
sowohl die mit Rechtecksprotokoll als auch die mit dem Rampenprotokoll hervorgerufenen
KvLQT1/minK-Stréme reversibel (Abbildungen 4.20.A. & B.). Die Inhibition von I, des
Rechteckpulses durch 300 uM Bupivacain unterschied sich mit 19+ 8 % (n=6) nicht
signifikant von der Inhibition der Irampe mit 24 +3 % (n=7, p>0,05) (Abbildung 4.20.C.).
Auch Levobupivacain (300 uM) inhibierte Rechteckpulsstrome mit 19 £9 % (n=7) nicht
starker, als Rampenstrome mit 27+ 8 % (n=6, p<0,05) (Abbildung 4.20.C.). Ropivacain
(830 uM) rief bei Rechteckpulsstromen eine Inhibition der I« von 24 £5 % (n=9) und bei
Rampenstromen eine Inhibition um 22 +4 % (n=5, p>0,05) hervor (Abbildung 4.20.C.). Q
des Rechteckstroms wurde um 18+6 % (n=6) (300 uM Bupivacain), 20+7 % (n=7)
(300 uM Levobupivacain) und 21 +£3 % (n=9) (830 uM Ropivacain) inhibiert. = Die
Gesamtladung des Rampenstroms wurde durch Bupivacain um 25+5 % (n=7), durch
Levobupivacain um 27 +9 % (n=7) und von Ropivacain um 23 +5 % (n=5) inhibiert
(Abbildung 4.20.D.). Die Inhibition der Ladung war bei allen Lokalanisthetika fiir
Rechteckpuls- und Rampenstrome gleich (p>0,05). Aufgrund der relativen
Unempfindlichkeit der KvLQT1/minK-Komplexe gegeniiber den  verwendeten

Lokalanisthetika wurde auf eine weiterfithrende Analyse verzichtet.
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Abbildung 4.20.: A. Originalstromspuren, die mit einem Rechteckpulsprotokoll evoziert wurden. 300 uM
Bupivacain reduzierten den Strom reversibel. B. Das Rampenprotokoll rief weitaus kleinere Strome hervor
(siche Skalierung). Bupivacain (300 uM) inhibierte auch diese Strome reversibel. C. Die Inhibition der
maximalen Stromstirke und, D., der Gesamtladung Q war jedoch unabhéngig vom angewendeten Protokoll die
gleiche. Die Inhibition war im Vergleich mit den anderen untersuchten Kanélen bzw. Kanal-Komplexen gering.

4.2.4. HERG-Pharmakologie

Da das Rampenprotokoll fiir HERG bereits etabliert ist, wurde kein Vergleich zu einem
reinem Aktivierungsprotokoll vorgenommen. Das Rampenprotokoll (sieche 3.6.2.6.) wurde
entwickelt, um das Leitungsverhalten des HERG-Kanals wihrend des Herzaktionspotentials
zu simulieren (Hancox et al., 1998). Es evozierte einen glockenformigen Auswértsstrom
durch die Aktivierung der HERG-Kanile (Abbildung 4.22.A.). Die maximale
Stromamplitude I« betrug 0,5 +£0,2 nA (n=20). Sie wurde bei einem Membranpotential
von etwa — 40 mV erreicht. Der maximalen Stromamplitude entsprach eine Stromdichte von
32 + 12 pA/pF (n=20, Abbildung 4.22.B.). Die Ladung, die wihrend des Zeitraums der
Rampe iiber die Membran floss, Qrampe betrug 356 + 107 pC (n=20, Abbildung 4.22.C.). Die
Zeit, die verging, bis die maximale Stromamplitude erreicht wurde, tpe,x war 711 £41 ms

(n=15, Abbildung 4.22.D.).
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Abbildung 4.21.A. zeigt den Effekt von 30 uM Bupivacain, 10 uM Levobupivacain und
25 uM Ropivacain auf HERG-Strome, die mit dem Rampenprotokoll (siehe 3.6.2.6.) evoziert
wurden. Die Lokalanidsthetika inhibierten die HERG-Strome reversibel und
konzentrationsabhiingig. Die konzentrationsabhingige Reduktion der Ladung Qgrampe, die
wihrend der Rampendepolarisation floss, wurde mathematisch mit Hill-Funktionen (siehe
3.7.9.) beschrieben (Abbildung 4.21.B.). Die ICso-Werte betrugen fiir Bupivacain 20 + 2 uM
(n=29), fiir Levobupivacain 10 = 1 uM (n=40) und fiir Ropivacain 20 + 2 uM (n=49). Die
Hill-Koeffizienten (Mittelwert + Standardfehler) waren bei allen Substanzen nahe eins
(Tabelle 4.7.). Die konzentrationsabhingige Reduktion von I;,x wurde ebenfalls mit Hill-
Funktionen beschrieben. Die Werte der einzelnen Parameter waren denen der Inhibition von

Qrampe sehr dhnlich.
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Abbildung 4.21.: A. HERG-Stréome, die mit dem Rampenprotokoll evoziert wurden. Dargestellt sind die
Strome unter Kontrollbedingungen, bei Applikation von 30 uM Bupivacain, 10 uM Levobupivacain und 25 uM
Ropivacain und nach Auswasch des entsprechenden Lokalanésthetikums. B. Konzentrations-Wirkungs-Kurven
fiir die Inhibition von Qgampe durch Bupivacain, Levobupivacain und Ropivacain. Die Kurven wurden mit einer
Hill-Funktion beschrieben und ergaben ICsy-Werte zwischen 10 und 20 uM. C. Die Inhibitionen des
Ladungsflusses wihrend der Rechteckdepolarisation wurden ebenfalls in Bezug zur Konzentration aufgetragen
und mit Hill-Funktionen beschrieben. Die ICsy-Werte fiir die Inhibition von Qgecheck Waren zwei- bis dreimal so
gro} wie die fiir die Inhibition von Qrampe-
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Alle drei Lokalanisthetika verinderten die Form des HERG-Stroms, der mit dem
Rampenprotokoll hervorgerufen wurde. Unter Kontrollbedingungen wurde Iy.x nach
723 £ 36 ms (n=15) erreicht. 30 uM Bupivacain verldngerten die Zeit bis zum Erreichen des
maximalen Stromes, tpeak, signifikant auf 766 £33 ms (n=7, p<0,05). Bei 10 uM
Levobupivacain war tpea 796 + 49 ms (n=6, p<0,05) und 25 uM Ropivacain verlingerten tpeax
auf 803 + 10 ms (n=6, p<0,05). Vergleicht man die maximale Stromamplitude unter
Kontrollbedingungen mit der Stromamplitude, die zum gleichen Zeitpunkt bei Substanzeffekt
erreicht wird, so ergibt sich eine Reduktion der Stromstirke um 60 + 4 % (n=7) fiir 30 uM
Bupivacain, 48 + 6% (n=6) fiir 10 uM Levobupivacain und 53 +4 % (n=6) fiir 25 uM
Ropivacain. Vergleicht man jedoch die maximale Stromstidrke bei Substanzeffekt mit der
Stromstérke, die zu diesem Zeitpunkt unter Kontrollbedingungen erreicht wird, so ist die
Stromreduktion fiir alle drei Lokalanisthetika signifikant geringer (p<0,05): 55 +3 % (n=7)
fiir 30 uM Bupivacain, 39 + 3 % (n=6) fiir 10 uM Levobupivacain und 43 +7 % (n=6) fiir
25 uM Ropivacain.

Inhibition Qrampe ~ Inhibition Qrampe  Inhibition Qrampe

Bupivacain Levobupivacain Ropivacain
Viax (%) |94 + 2 91 + 2 93 + 2
Hill 0,95 + 0,08 0,97 + 0,09 0,99 + 0,07
ICs0 (UM) |20 + 2 10 + 1 20 + 2
n 29 40 49

Inhibition Qgrecireck  Inhibition Qgechieck IMhibition Qgechreck

Bupivacain Levobupivacain Ropivacain
Viax (%) |90 + 5 94 + 7 93 + 5
Hill 1,14 + 0,18 0,75 <+ 0,14 1,01 + 0,12
ICs0 (uM) |43 + 8 32 + 10 50 + 8
n 34 28 26

Tabelle 4.7.: Inhibition der Rampenparameter

Auch die Inhibition der Ladung, die wihrend des Zeitraums des Rechteckpulsprotokolls iiber
die Membran floss, Qgechteck, War konzentrationsabhingig und reversibel. Die Beschreibung
der Konzentrations-Wirkungs-Kurve mit einer Hill-Funktion (Abbildung 4.21.C.) ergab ICs-
Werte, die zwei- bis dreimal so gro8 waren, wie die fiir die Inhibition von Qgrampe. Die Hill-

Koeffizienten waren wie bei Qrampe Nahe eins (Tabelle 4.7.).
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4.2.5. Eigenschaften von HERG, HERG/MiRP1 und HERG/ MiRP1 g4
Die Auswirtsstrome, die das Rampenprotokoll bei HERG/MiRP1 und HERG/MiRP11ga

evozierte, waren ebenfalls glockenformig mit einer I,.x von 0,7+0,5 nA (n=10)
beziehungsweise 0,8 + 0,4 nA (n=10). Diesen entsprachen Stromdichten von 35 + 11 pA/pF
(n=10) fir HERG/MiRP1 und 33 £12 pA/pF (n=10) fiir HERG/MiRPl11ss (Abbildung
4.22.B.). Qrampe betrug fir HERG/MiRP1 376 + 203 pC (n=15) und 397 + 183 pC (n=15) fiir
HERG/MiRP1tss (Abbildung 4.22.C.). Tpea betrug 725 £ 43 ms (n=15) fiir HERG/MiRP1
und 728 + 39 ms (n=15) fiir HERG/MiRP1154 (Abbildung 4.22.D.). Keiner dieser Parameter
unterschied sich signifikant zwischen den verschiedenen Kanilen bzw. Kanal-Komplexen

(p>0,05).
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Abbildung 4.22.: A. HERG-Stromantwort auf das Rampenprotokoll unter Kontrollbedingungen. B. Die
Stromdichten unterschieden sich nicht zwischen HERG, HERG/MiRP1 und HERG/MiRP1g,. C. Auch der
Ladungsfluss wihrend des Rampenprotokolls unterschied sich nicht zwischen HERG, HERG/MiRP1 und
HERG/MiRPlg,. D. MiRP1 und MiRPlrg, verinderten die Dauer bis zum Erreichen der maximalen
Stromstérke tye nicht.

Die an die Rampe anschlieBende Rechteckdepolarisation (siehe 3.6.2.6.) evozierte schnell
inaktivierende Auswiértsstrome durch HERG, HERG/MiRP1 (Abbildung 4.23.A.) und

HERG/MiRP1r3a.
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Abbildung 4.23.: A. Originalstromspur, die im whole cell-Modus an mit HERG und MiRP1 transifizierten
CHO-Zellen aufgenommen wurde. Dem Rampenprotokoll folgte eine 30 ms lange Rechteckdepolarisation, die
eine Extrasystole simulieren soll. Die Rechteckdepolarisation evozierte schnell inaktivierende Auswirtsstrome.
B. Die Stromdichte der schnell inaktivierenden Auswartsstrome wihrend der Rechteckdepolarisation unterschied
sich nicht zwischen HERG, HERG/MiRP1 und HERG/MiRP1g,. C. Die zeitabhéngige Inaktivierung wéhrend
der Rechteckdepolarisation wurde mit einer Zeitkonstante beschrieben. Es gab keine signifikanten Unterschiede
zwischen den entsprechenden Kanal-Komplexen. D. Das Verhiltnis Igecheci/Irampe betrug 3,5:1 bei HERG und
wurde weder durch MiRP1, noch durch MiRP1g, beeinflusst.

Die Stromdichten betrugen 120+46 pA/pF (n=18), 114+67 pA/pF (n=9) und
114 + 36 pA/pF (n=10) fiir HERG, HERG/MiRP1 und HERG/MiRP1154 (Abbildung 4.23.B.).
Die Stromdichten unterschieden sich nicht signifikant voneinander (p>0,05). Die schnelle
Inaktivierung wurde mit einer monoexponentiellen Funktion beschrieben. Die Zeitkonstante
T betrug fiir HERG alleine 3,0 £ 0,4 ms (n=14), fiir HERG/MiRP1 3,1 £ 0,4 ms (n=9) und fiir
HERG/MiRPl11s4 3,0 £0,6 ms (n=9) (Abbildung 4.23.C.). Es gab keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Kanal-Komplexen (p>0,05). Das Verhiltnis von maximaler
Stromamplitude wihrend der Rechteckdepolarisation zu maximaler Stromamplitude wihrend
der vorangegangenen Rampe (Irechteck/IRampe) betrug 3.4 +0,8 (n=5), 3,3+ 1,3 (n=6) und
3,6 £0,7 (n=13) fiir HERG, HERG/MiRP1 bzw. HERG/MiRP1r3s (Abbildung 4.23.D.).
Auch hier unterschieden sich die verschiedenen Kanidle nicht signifikant voneinander

(p>0,05).
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4.2.6. Vergleichende Pharmakologie von HERG, HERG/MiRP1 und HERG/MiRP11ga

Der Einfluss von MiRP1 und von MiRPIgs auf die Lokalandsthetikaempfindlichkeit wurde
bei Substanzkonzentrationen nahe der ICsp-Werten der drei Lokalanisthetika fur die
Inhibition von Qgrampe untersucht. Falls MiRP1 oder MiRPIrss die Sensitivitdt von HERG-
Kanilen gegeniiber diesen Lokalanisthetika verdndern wiirden, wire ein solcher Effekt am
deutlichsten bei einer Konzentration wihrend des steilsten Teils der Konzentrations-

Wirkungs-Kurve zu sehen.
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Abbildung 4.24.: A. HERG/MiRP1gs—Stromspuren, die durch das Rampenprotokoll evoziert wurden, unter
dem Einfluss von Bupivacain (30 uM), Levobupivacain (10 uM) und Ropivacain (25 uM). B. Bei allen drei
Kanilen wurde eine reversible Reduktion von Qgampe induziert. Diese unterschied sich in den genannten
Konzentrationen nicht zwischen den Kanilen. C. Auch die Inhibition von Qgecpeck Wurde durch MiRP1 bzw.
MiRP11g, nicht beeinflusst.

Alle drei Lokalanisthetika inhibierten HERG/MiRP1 sowie HERG/MiRP11gs (Abbildung
4.24.A.) reversibel.  Qrampe durch HERG/MiRP1 wurde durch 30 uM Bupivacain um
55 3 % (n=10), fiir 10 uM Levobupivacain um 48 £ 6 % (n=7) und fiir 25 uM Ropivacain
um 49 £ 8 % (n=12, Abbildung 4.24.B.) inhibiert. Die Inhibition von Qgecnieck betrug bei
Applikation von 30 uM Bupivacain 37 +6 % (n=5), fir 10 uM Levobupivacain 27 +8 %
(n=4) und fiir 25 uM Ropivacain 29 £ 9 % (n=8, Abbildung 4.24.C.).

65



Das Ausmalf der Inhibition von Qgrampe bei HERG/MiRP1 unterschied sich bei keinem der drei
Lokalandsthetika signifikant von dem bei HERG alleine (p>0,05). Die Inhibition der von
HERG/MiRPlrss generierten Qgrampe betrug fiir Bupivacain (30 uM) 55 + 6% (n=7), fiir
Levobupivacain (10 uM) 43 +5% (n=14) und fiir Ropivacain (25 uM) 50 £ 6% (n=9). Die
Inhibition von Qgechteck betrug bei Applikation von 30 uM Bupivacain 33 + 13% (n=6), fiir
10 uM Levobupivacain 26 £ 9% (n=13) und fiir 25 uM Ropivacain 29 + 5% (n=9). Das
Ausmal} der Inhibition von Qgecheck bei HERG/MiRP11gs unterschied sich ebenfalls bei
keinem der drei Lokalanésthetika signifikant von dem bei HERG/MiRP1 (p>0,05).
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt langwirksamer Amidlokalanisthetika auf die
humanen kardialen Kaliumkanal-Komplexe Kv4.3/KChIP2.2, KvLQTI1/minK und
HERG/MiRP1 untersucht.

Zunachst wird der Lokalanisthetikaeffekt auf den Ii,-generierenden Kanalkomplex aus Kv4.3
und KChIP2.2 ausfiihrlich charakterisiert. Danach werden die Ergebnisse der
Untersuchungen aller drei Kaliumkanal-Komplexe mit dem Rampenprotokoll analysiert. Es
soll beurteilt werden, ob das Rampenprotokoll auch auf andere repolarisierende Kaliumkanéle
des Herzens als HERG angewendet werden kann.  Anhand der Ergebnisse der
pharmakologischen Untersuchungen mit dem Rampenprotokoll sollen die Auswirkungen der

Lokalanésthetika auf das Herzaktionspotential analysiert werden.

5.1. Der Effekt langwirksamer Amidlokalanisthetika auf Kv4.3/KChIP2.2

In dieser Arbeit wurde der Kanalkomplex aus der o-Untereinheit Kv4.3 und der (-
Untereinheit KChIP2.2 untersucht. Er generiert den Hauptanteil des transienten
Kaliumauswirtsstroms I, (Dixon et al, 1996; Bihring et al., 2001), der fiir die friihe
Repolarisation wihrend der Phase 1 des Herzaktionspotentials verantwortlich ist (Snyders,
1999). Dafiir wurde die DNA beider Untereinheiten in einer Sdugetierzelllinie heterolog
koexprimiert. Elektrophysiologische Untersuchungen an diesen Zellen zeigten, dass der
Kanal-Komplex einen schnell aktivierenden und schnell inaktivierenden sogenannten A-Typ
(Hille, 2001) Strom vermittelte, dessen biophysikalische Eigenschaften mit den in der
Literatur angegebenen Werten iibereinstimmten (Béhring et al., 2001; Wang et al., 2002).
Die Koexpression von KChIP-Untereinheiten mit Kv4 Untereinheiten erhoht deren
Stromdichte (An et al., 2000; Bahring et al., 2001; Rosati et al., 2001; Guo et al., 2002;
Deschenes et al., 2002; Rosati et al., 2003). Des Weiteren zidhlen zu den KChIP-Effekten
eine Verschiebung der Aktivierungskurve in hyperpolarisierende Richtung (An et al., 2000;
Bahring et al., 2001; Wang et al., 2002), eine Verlangsamung der zeitabhingigen
Inaktivierung (Bdhring et al., 2001; Wang et al., 2002; Gebauer et al., 2004) und eine
Beschleunigung der Erholung von der Inaktivierung (Béhring et al., 2001; Wang et al., 2002).
Es wurde der Einfluss des Razemats Bupivacain und seines S-Enantiomers Levobupivacain,
sowie des ihnen chemisch verwandten S-Ropivacains auf Kv4.3/KChIP2.2-Kanal-Komplexe
untersucht. Es handelt sich hierbei um das am héaufigsten verwendetet langwirksame

Lokalandsthetikum (Bupivacain) und zwei erst kiirzlich entwickelte verwandte
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Lokalandsthetika (Levobupivacain und Ropivacain), welche geringere kardiotoxische
Nebenwirkungen haben sollen (Akerman et al., 1988; Scott et al., 1989; Bardsley et al., 1998;
Foster & Markham, 2000). Alle drei Substanzen reduzierten die Kv4.3/KChIP2.2-Stréme und
beschleunigten die Abnahme der Stromamplitude in konzentrationsabhédngiger und reversibler
Weise. Bupivacain und Levobupivacain unterschieden sich nicht in ihrer inhibitorischen
Potenz und waren, abhingig vom jeweiligen Parameter, zwei- bis viermal potenter als
Ropivacain (Tabellen 4.2. und 4.5.). Da zwischen razemischem Bupivacain und dem S-
Enantiomer kein Unterschied in der Inhibition der untersuchten Parameter festzustellen war,
wurden weitergehende Untersuchungen zum modulatorischen Effekt der Substanzen nur mit
Bupivacain und Ropivacain durchgefiihrt. Beide Substanzen verschoben die
Kv4.3/KChIP2.2-Aktivierungskurve in depolarisierte Richtung und verlangsamten die
Erholung von der Inaktivierung. Die KChIP-Effekte auf Aktivierung, Inaktivierung und auf
die Erholung von der Inaktivierung, sowie auf die Stromdichte schienen somit durch die
Lokalanésthetika riickgéngig gemacht worden zu sein.

Die Beschleunigung des makroskopischen Stromabfalls ist ein charakteristisches Zeichen fiir
einen Offen-Kanal-Block (Armstrong, 1969). Dieser Mechanismus wurde bereits fiir die
Inhibition verschiedener a-Untereinheiten spannungsabhéngiger Kaliumkanile verantwortlich
gemacht (Franqueza et al., 1997, Franqueza et al., 1999, Friederich et al., 2002; Nilsson et al.,
2003, Gonzalez et al., 2002a), unter anderem auch fiir die Inhibition von Kv1.5 durch die
Bupivacain-Enantiomere Dextro- und Levobupivacain (Valenzuela et al., 1995). Kvl.5 ist
eine weitere a-Untereinheit eines kardialen Kaliumkanals. Sie assoziiert mit den [3-
Untereinheiten KvB1.3 und Kvf2.1 und stellt das molekularbiologische Substrat des schnellen
(ultra rapid) Kaliumstroms Ik, im menschlichen Vorhofmyokard dar (Fedida et al., 1993;
England et al., 1995; Uebele et al., 1996). Aminosduren in der Porenregion sowie dem S6-
Segment von Kv1.5 scheinen bei der Interaktion mit den Bupivacain-Enantiomeren eine Rolle
zu spielen (Franqueza et al., 1997). In der Porenregion handelt es sich dabei um die polare
Aminosdure Threonin in der Position 477 (T477) in der Tetraethylammonium-Bindungs-
Domine. Wird sie durch eine hydrophobe Aminosiure ersetzt, ist die Affinitédt gegeniiber R-
und S-Bupivacain herabgesetzt. Im S6-Segment sind die Aminosduren Threonin 505, Lysin
508 und Valin 512 von Bedeutung. Die Inhibition von Kv1.5 durch Bupivacain ist
stereoselektiv: Dextrobupivacain ist siebenfach potenter, als Levobupivacain. Mutationen
von T505, L508 und V512 heben die Stereoselektivitit des Kanal-Blocks auf. T477 in Kv1.5
entspricht der Aminosédure Threonin 358 in der Porenregion von Kv4.3. Das Valin 512 im

Kv1.5-S6-Segment entspricht Valin 401 in Kv4.3. Dieses Valin 401 wie auch ein Valin in
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der Position 399 spielen eine Rolle fiir die modulatorischen Effekt von KChIP-Untereinheiten
auf Kv4.3-Kanile (Wang et al., 2002). Es ist daher durchaus vorstellbar, dass Bupivacain und
Ropivacain ihre Effekte iiber eine Interaktion mit diesem Bereich im Rahmen eines Offen-
Kanal-Blocks ausiiben und dadurch mit dem KChIP-Effekt auf Kv4.3 interferieren. Diese

Interaktionen sind in Abbildung 5.1. in einem vereinfachtem Schalt-Modell zusammengefasst.

«— W

C &= 0

I

Ic lo

Abbildung 5.1.: Die Interaktion von KChIP2.2 und den Lokalanésthetika mit dem Kv4.3-Kanal interferieren
miteinander. (C) bezeichnet einen geschlossenen Zustand, (O) den offenen Zustand. (Ic) und (Io) sind die
inaktivierten Zustdnde, die iiber einen offenen bzw. geschlossenen Zustand erreicht werden. (B) ist der durch
das jeweilige Lokalanésthetikum blockierte Zustand.

Kv4-Kanile konnen sowohl aus einem geschlossenen Zustand (C), als auch aus einem
geoffneten Zustand (O) inaktivieren.  Wihrend es bei der Inaktivierung aus dem
geschlossenen Zustand (Ic) zu Konformationsidnderungen an der intrazelluldren Porenoffnung
kommt (Jerng et al., 1999; Beck et al., 2002), sind bei der Inaktivierung aus dem offenen
Zustand (Io) die N-Termini der a-Untereinheit beteiligt (Beck et al., 2002; Gebauer et al.,
2004). Die Interaktion von KChIP mit den N-Termini beeintrichtigt die Inaktivierung aus
dem offenen Zustand, indem sie eine Interaktion der N-Termini mit der intrazelluldren
Offnung der Pore verhindert (Beck et al., 2002). Daraus resultiert in den Kanal-Komplexen
aus Kv4- und KChIP-Untereinheiten eine iiberwiegende Inaktivierung aus dem geschlossenen
Zustand (Beck et al., 2002). Indem die Amidlokalanisthetika mit der Porenregion
interagieren, fithren sie einen offen-blockierten Zustand (B) des Kanal-Komplexes ein, der
einem aus dem offenen Zustand inaktivierten Zustand (Io) dhnelt (Armstrong, 1969; Zhou et
al., 2001). Die Uberkreuzung der Stromspuren bei Substanzapplikation mit dem Strom unter
Kontrollbedingungen ist ebenfalls mit einer Aufhebung des KChIP-Effekts vereinbar
(Béhring et al., 2001; Beck et al., 2002). Weiterhin wird diese Interpretation durch die
Tatsache unterstiitzt, dass Ropivacain die Spannungsabhingigkeit der Amplituden der
Inaktivierungszeitkonstanten veranderte. In der Anwesenheit des Lokalanédsthetikums sind
die Amplituden der Inaktivierungszeitkonstanten im Gegensatz zu Kontrollbedingungen nicht
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spannungsabhingig. Dies trifft ebenfalls fiir die a-Untereinheit Kv4.3 zu, wenn sie ohne
KChIP2.2 exprimiert wird (Beck et al., 2001).

Die inhibitorischen Effekte von Bupivacain, Levobupivacain und Ropivacain auf
Kv4.3/KChIP2.2-Komplexe fiithren zu einer Reduktion von I,. Auch die Modulation des
Schaltverhaltens durch diese Substanzen ldsst unter physiologischen Bedingungen eine
weitere Verringerung von I, erwarten. Dadurch wiirde die frithe Repolarisation wihrend der
Phase 1 des Herzaktionspotentials vermindert, was zu einer Verlidngerung des QT-Intervalls
im Elektrokardiogramm beitragen kann.  Weiterhin wird angenommen, dass eine
Verldangerung der initialen Repolarisation des Herzaktionspotentials durch Inhibition von I,
die ventrikuldre Erregungs-Kontraktions-Kopplung beeintriachtigen kann (Sah er al., 2002).
Eine Unterdriickung von I, kann so komplexe Verdnderungen der myokardialen Funktion
hervorrufen. Die Amplitude von I, nimmt von epi- nach endokardialen Myokardschichten
ab. Diesen Unterschieden liegt eine unterschiedlich hohe KChIP-Expression in den einzelnen
Muskelschichten zugrunde (Rosati et al., 2001; Kuo et al., 2001; Rosati et al., 2003). Die
unterschiedliche Lokalanésthetikaempfindlichkeit von Kv4.3-Kanélen und Kv4.3/KChIP2.2-
Kanal-Komplexen impliziert, dass Myokardschichten, in denen eine geringere KChIP-
Expression vorliegt, gegeniiber der arrhythmischen Wirkung von Bupivacain, Levobupivacain
und Ropivacain empfinglicher sind, als solche in denen eine hohere KChIP-Expression
vorliegt.

Die Ergebnisse des ersten Abschnitts der Arbeit zeigen, dass es sich bei den langwirksamen
Amidlokalanésthetika Bupivacain, Levobupivacain und Ropivacain um potente Inhibitoren
des transienten Kaliumauswirtsstroms I, am Herzen handelt. I, wurde bei Konzentrationen
inhibiert, die kardiotoxische Nebenwirkungen in vivo hervorrufen (Kotelko er al., 1984;
Feldman et al., 1989, Chang et al., 2001). Bei diesen Konzentrationen sind jedoch auch
andere repolarisierende Kaliumstrome betroffen (Valenzuela et al., 1997; Lipka et al., 1998;
Gonzalez et al., 2003), so dass weitere Untersuchungen notwendig sind, um die Rolle von I,

bei lokalandsthetikainduzierten Arrhythmien genauer zu definieren.
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5.2. Das Rampenprotokoll

Das Rampenprotokoll wurde fiir den HERG-Kanal entworfen und simuliert die elektrischen
Vorginge wihrend des Herzaktionspotentials (Hancox er al., 1998). Dadurch kénnen die
Auswirkungen einer Kanalmodulation durch Pharmaka auf den entsprechenden
repolarisierenden Strom des Herzaktionspotentials beurteilt werden. In dieser Arbeit wurden
neben HERG, HERG/MiRP1 und HERG/MiRPl1ss auch Kv4.3/KChIP2.2 und
KvLQT1/minK mit dem Rampenprotokoll untersucht und der Einfluss von Bupivacain,
Levobupivacain und Ropivacain auf die Rampenstrome analysiert. Das bei diesen
Experimenten verwendete Rampenprotokoll wurde auBerdem um eine an die
Rampendepolarisation angefiigte Rechteckdepolarisation erweitert (sieche 3.6.2.6.), um
weitere Funktionen repolarisierender Kaliumkanédle und Effekte der Lokalanisthetika auf

diese zu untersuchen.

5.2.1. Charakterisierung der Rampenstrome von Kv4.3/KChIP2.2, KvLQT1/minK und HERG

Das Rampenprotokoll evozierte bei Kv4.3/KChIP2.2 einen A-Typ-Strom, wihrend es bei
KvLQT1/minK und HERG einen glockenformigen Auswiértsstrom hervorrief. Dies beruht
auf den unterschiedlichen Schaltverhalten der Kanidle. Kv4.3/KChIP2.2 aktiviert und
inaktiviert schnell. KvLQT1/minK zeichnet sich durch eine langsame Aktivierung und
fehlende Inaktivierung aus, der Abfall der Stromkurve ist auf den abnehmenden
elektrochemischen Gradienten bei Anndherung an das Kalium-Gleichgewichtspotential
zuriickzufithren. Die Aktivierungsrate des HERG-Kanals ist verglichen mit seiner sehr
schnellen Inaktivierung langsam. Der Inaktivierungsvorgang setzt bereits ein, wenn die
Aktivierung noch nicht vollstindig abgeschlossen ist. Durch die Uberlagerung dieser beiden
Vorginge kann bei einer Depolarisation zunéchst nur ein sehr geringer Strom flieen. Bei der
Repolarisation werden jedoch trotz des abnehmenden elektrochemischen Gradienten groflere
Strome geleitet, weil die HERG-Kanile sich sehr schnell von der Inaktivierung erholen, bevor
sie mit einer langsameren Rate deaktivieren (Smith ef al., 1996). Der von HERG-Kanilen
wihrend des Rampenprotokolls erzeugte Strom wird also hauptsichlich durch Kanile

generiert, die sich bereits von der Inaktivierung erholt haben, aber noch nicht deaktiviert sind.
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Abbildung 5.2.: Die wichtigsten repolarisierenden Kaliumstrome des ventrikuldren Herzaktionspotentials
(schwarze Linie) treten in der frithen (I,) und in der spiten (Ix; und Ix,) Repolarisationsphase auf. Sie
korrelieren mit den Stromen, die das Rampenprotokoll bei Kv4.3/KChIP2.2, KvLQT1/minK bzw. HERG
hervorruft.

Die Stromantworten der Ionenkanile auf das physiologische Rampenprotokoll wiesen einige
fiir die korrespondierenden physiologischen Strome charakteristische Merkmale auf: Der
Zeitpunkt, an dem die maximale Stromamplitude I.x erreicht war, korrelierte gut mit dem
Auftreten des jeweiligen Stromes wihrend des Herzaktionspotentials (Abbildung 5.2.). Bei
Kv4.3/KChIP2.2 war dieser Zeitpunkt am frithesten erreicht, was dem Auftreten von I, im
Herzaktionspotential wihrend der Phase 1 entspricht. Als zweites wurde die Iya.x des durch
KvLQT1/minK flieBenden Stroms erreicht. Zu diesem Zeitpunkt floss aber auch bereits ein
groBer Teil des von HERG generierten Stroms, so dass die Beteiligung sowohl von Ik als
auch von Ix; an der Phase 2 des Herzaktionspotentials nachvollziehbar ist. Der von HERG
generierte Strom erreicht die maximale Amplitude jedoch erst nach dem KvLQT1/minK-
Strom, was dem Auftreten von Ik, in der Phase 3 wihrend des Herzaktionspotentials
entspricht.

Das in dieser Arbeit angewendete Rampenprotokoll wurde durch eine auf die

Rampendepolarisation folgende Rechteckdepolarisation erweitert (siehe 3.6.2.6.). Hierdurch
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wurde die Fahigkeit der Kanile untersucht, plétzlichen Depolarisationen, welche z.B. von
ventrikuldren Extrasystolen verursacht werden konnen, entgegenzuwirken. 1998 entwickelte
Roden das Konzept der Repolarisationsreserve des Myokards (Roden, 1998). Es bezieht sich
auf die Fiahigkeit, auch unter zusitzlichen depolarisierenden Bedingungen, wie z.B.
Extrasystolen, eine ausreichende Repolarisation zur rechtzeitigen Beendigung des
Herzaktionspotentials zu gewihrleisten.  Die Rechteckdepolarisation am Ende des
Rampenprotokolls soll eine solche depolarisierende Situation simulieren, fiir die eine unter
normalen Bedingungen nicht benétigte Repolarisationsreserve von Bedeutung ist. Alle drei
Kanile reagierten auf die Rechteckdepolarisation mit einem Auswértsstrom und scheinen
somit die Fahigkeit zu besitzen, plotzlichen Depolarisationen am Ende des
Herzaktionspotentials entgegenzuwirken. Das Verhiltnis der maximalen Stromamplitude
wihrend der Rechteckdepolarisation zur maximalen Stromamplitude wihrend der
Rampendepolarisation  (Irechteck/IRampe) gibt einen Hinweis auf den Anteil an der
Repolarisationsreserve, welchen der jeweilige Kanal am Ende des Herzaktionspotentials hat.
Je groBer Irechteck/IRampe 15t, desto groBer ist die Repolarisationsreserve des einzelnen Kanals.
Die absolute Repolarisationsreserve ist abhidngig von der Dichte des repolarisierenden Stroms
und damit von der Expression des jeweiligen Kanals. Fiir Kv4.3/KChIP2.2 war das
Verhiltnis Irechteck/IRampe kleiner eins. Am Ende der Rampe befindet sich ein Teil der
Kv4.3/KChIP2.2-Kanal-Komplexe noch in der Inaktivierung, aber ein anderer Teil hat sich
aufgrund der Repolarisation bereits erholt, so dass er fiir die erneute Aktivierung zu
Verfiigung steht. Fiir KvLQT1/minK war Irechieck/Irampe Nahe eins. Diese Tatsache lédsst sich
vor allem durch die langsame Deaktivierung und die fehlende Inaktivierung des
KvLQT1/minK-Komplexes (Pusch, 1998) erkliren. Bei Beginn der Rechteckdepolarisation
hat nur eine geringe Deaktivierung und keine Inaktivierung stattgefunden. Der Hauptanteil
der Kanile befindet sich im offenen Zustand und kann bei erneuter Entfernung vom
Kaliumgleichgewichtspotential durch die Rechteckdepolarisation instantan #hnlich viele
Ionen leiten wie bei der Rampendepolarisation zum Zeitpunkt der maximalen
Stromamplitude. Bei HERG war das Verhiltnis Irechteck/IRampe mit 3,5 groBler eins. Die Inay,
die durch die Rampendepolarisation evoziert wurde, war also weitaus geringer, als die durch
die darauf folgende Rechteckdepolarisation hervorgerufene maximale Stromamplitude.
Wihrend der Rampendepolarisation wird die Aktivierung der Kanile von inaktivierenden und
deaktivierenden Vorgingen iiberlagert. Bei Beendigung der Rampendepolarisation ist
aufgrund der schnellen Erholung von der Inaktivierung ein groBer Anteil der Kanéle offen

und noch nicht deaktiviert, so dass bei der Rechteckdepolarisation instantan Ionen geleitet
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werden konnen, ohne dass eine Uberlagerung durch die Inaktivierung stattfindet (Smith e al.,
1996). Das unterschiedliche Verhiltnis Irechteck/IRampe VOn KvLQT1/minK und HERG liegt
damit vor allem in der durch den Inaktivierungsvorgang reduzierten I,,x wihrend der Rampe
bei einer dhnlichen Fihigkeit, wihrend der Rechteckdepolarisation instantan repolarisierende
Strome zu generieren. Daher kann man nicht nur HERG, sondern auch KvLQT1/mink trotz
eines deutlich niedrigeren Verhiltnisses von Irechieck/IRampe €ine groBe Bedeutung bei der
Vermeidung von ventrikuldren Arrhythmien nicht nur durch rechtzeitige Beendigung des
Herzaktionspotentials, sondern auch durch Entgegenwirken von plotzlichen Depolarisationen

beimessen.

5.2.2. Pharmakologie von Kv4.3/KChIP2.2 und KvLQT1/minK-Rampenstromen
Da sowohl der Kv4.3/KChIP2.2-Komplex, als auch KvLQT1/minK bislang nur mit

Rechteckpulsprotokollen und noch nicht mit Rampenprotokollen untersucht worden waren,
wurde der Lokalandsthetikaeffekt sowohl mit dem Rampenprotokoll, als auch mit
Rechteckpulsprotokollen (siehe Methoden) untersucht und die Ergebnisse miteinander
verglichen.

Die Rampenstrome von Kv4.3/KChIP2.2 wiesen hohe Ahnlichkeit mit den durch ein
Rechteckpulsprotokoll (siche Methoden) hervorgerufenen Stromen auf. Dies ldsst sich durch
das Schaltverhalten des Kanal-Komplexes erkldren, welcher schnell aktiviert und schnell
inaktiviert (siehe 4.1.). Dem Rampenprotokoll fehlt im Gegensatz zum Rechteckpulsprotokoll
der hyperpolarisierende Vorpuls, so dass sich bei Beginn der Rampe ein Teil der Kanile im
inaktivierten Zustand befand, dennoch war die maximale Stromamplitude, die mit dem
Rampenprotokoll hervorgerufen wurde grofer, als die des Rechteckstroms. Dies ldsst sich
jedoch durch den stirkeren elektrochemischen Gradienten erkldren, der durch eine
Depolarisation auf +60mV beim Rampenprotokoll erreicht wurde, wihrend die
Depolarisation des Rechteckspulsprotokolls nur bis +40 mV reichte. Der Zeitpunkt der
maximalen Stromamplitude unterschied sich nicht zwischen Rampenstromen und
Rechteckstromen und war mit dem Auftreten von I, wihrend des Herzaktionspotentials
vereinbar.

Der Einfluss von Bupivacain und Ropivacain auf Kv4.3/KChIP2.2 unterschied sich nicht
zwischen Rampenstromen und Rechteckstromen. Die Lokalanésthetika inhibierten
Kv4.3/KChIP2.2 unabhédngig vom angewendeten Pulsprotokoll in gleichem Ausmal}. Auch
ein Uberkreuzungsphinomen durch Bupivacain und Ropivacain wurde sowohl bei

Rampenstromen als auch bei Rechteckstromen hervorgerufen.
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Bei der Anwendung des Rampenprotokolls auf Kv4.3/KChIP2.2 konnten wichtige Merkmale
von [, reproduziert werden. Das Rampenprotokoll scheint sich neben HERG auch fiir die
Untersuchung anderer kardialer Kaliumkanile zu eignen. Pharmakologische Untersuchungen
mit Lokalanésthetika kamen weitestgehend zu den gleichen Ergebnissen unabhingig vom
angewendeten Protokoll. Das Rampenprotokoll kann aber zusitzliche Informationen, z.B.
iber die Repolarisationsreserve im Anschluss an das Herzaktionspotential liefern.

Die Stromantwort des KvLQT1/minK-Komplexes auf das Rampenprotokoll unterschied sich
stark von der Stromantwort auf ein Rechteckpulsprotokoll (siehe Methoden), sowohl was die
Stromgrofle, als auch was dessen Form betrifft. Die Stromantwort auf das Rampenprotokoll
sah im Gegensatz zum Rechtecksstrom glockenférmig aus. Dies liegt unter anderem an dem
langsamen Aktivierungsverhalten dieses Kanal-Komplexes. Mit zunehmender Repolarisation
wihrend der abfallenden Rampe, nimmt zum einen der elektrochemische Gradient fiir
Kaliumionen ab, zum anderen beginnt ein Teil der Kanile zu deaktivieren. Daher ist die
maximale Amplitude des Rampenstroms kleiner und wird frither erreicht als die des
Rechteckstroms. Der Zeitpunkt der maximalen Amplitude des Rampenstroms entspricht eher
dem physiologischen Auftreten von Ixs wihrend des Herzaktionspotentials, als beim
Rechteckpulsprotokoll. Die Anwendung des Rampenprotokolls ist auch bei KvLQT1/minK
moglich und gegeniiber dem Rechteckpulsprotokoll zur Untersuchung des Einflusses auf das
Herzaktionspotential sogar vorteilhaft.

KvLQT1/minK erwies sich unabhingig vom angewendeten Protokoll als wenig empfindlich
gegeniiber den untersuchten Lokalanésthetika. 300 uM Bupivacain reduzierten Rampen- und
Rechtecksstrome um 20 %, es bestand kein Unterschied zu Levobupivacain. 830 uM
Ropivacain fiihrten zu einer Stromreduktion von 25 %. Eine dhnliche Konstellation wird in
der Literatur fiir Cocain beschrieben, welches HERG-Kanile potent inhibiert, aber selbst in
Konzentrationen bis 200 uM keinen messbaren Effekt auf KvLQT1/minK hatte (Zhang et al.,
2001). Der Kanal-Komplex, der den repolarisierenden Ik, vermittelt, scheint somit keine

Zielstruktur fiir arrhythmieauslosende Amidlokalanésthetika zu sein.

5.2.3. Pharmakologie von HERG, HERG/MiRP1 und HERG/MiRP11ga

Da das Rampenprotokoll fiir Untersuchungen mit dem HERG-Kanal entworfen wurde
(Hancox et al., 1998) und bereits bei pharmakologische Untersuchungen angewendet worden
ist (Sesti et al., 2000), wurde auf einen Vergleich mit einem Rechteckpulsprotokoll verzichtet.
Der HERG-Kanal ist aufgrund seiner auergewohnlichen Struktur Angriffspunkt fiir viele
inhibierend wirksame Substanzen (Mitcheson er al., 2000). Auch Amidlokalanisthetika

haben einen inhibierenden Effekt auf den Kanal (Gonzalez et al, 2002a). Die
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Untersuchungen zur Lokalanisthetikasensitivitit wurden jedoch nicht mit einem
Rampenprotokoll durchgefiihrt.  Der Einfluss akzessorischer B-Untereinheiten auf die
Lokalanésthetikaempfindlichkeit spannungsabhingiger Kaliumkanile wurde bereits fiir
Kv1.5-Kanile nachgewiesen (Gonzalez et al., 2002b). Der HERG-Kanal wird durch die -
Untereinheit MiRP1 moduliert (Abbot et al., 1999; Sesti et al., 2000, Lu et al., 2001). Ob
MiRP1 einen Einfluss auf die Pharmakosensitivitdt des Kanals hat, ist jedoch nicht bekannt.
Von einem moglichen modulatorischen Einfluss genetischer Variationen der
Ionenkanaluntereinheiten auf die Lokalandsthetikaempfindlichkeit ist bisher ebenfalls nicht
berichtet worden. FEine Empfindlichkeit gegeniiber dem Antibiotikum Sulfamethoxazol
wurde jedoch fiir den Polymorphismus MiRP11gs festgestellt (Sesti et al., 2000). Diese
Mutation fiihrte zu einem unter Ruhebedingungen klinisch unauffilligem Phinotyp (Abbott et
al., 1999), bei Gabe von therapeutischen Konzentrationen des Antibiotikums kam es jedoch
zu einer Verldngerung des QT-Intervalls im Elektrokardiogramm (Sesti et al., 2000).
Genetische Faktoren, die nicht zu einem angeborenen LQT-Syndrom fiihren, scheinen jedoch
fiir ein erworbenes LQT-Syndrom préadisponieren zu konnen. Sollten in der Bevdlkerung
hiufig auftretende klinisch unauffillige Mutationen von Ionenkanaluntereinheiten die
Lokalanédsthetikaempfindlichkeit erhohen, konnte die Anwendung einer genetischen
Rasteruntersuchung moglicherweise helfen, schwere kardiale Nebenwirkungen bei
Lokalandsthetikaintoxikation zu reduzieren. Das Konzept dieses Teils der vorliegenden
Arbeit erlaubte, den Einfluss von Lokalanisthetika auf HERG, HERG/MiRP1 und
HERG/MiRP11s4 mit Hilfe eines Protokolls zu untersuchen, das die komplexen
biophysikalischen Vorgédnge wihrend des Herzaktionspotentials beriicksichtigt.

Der glockenformige Auswirtsstrom, den das Rampenprotokoll bei HERG hervorrief wurde
weder in seiner Amplitude, noch in seiner Form verdndert, wenn MiRP1 bzw. MiRP11ga
koexprimiert wurden. Abbott et al. klonierten 1999 zum ersten Mal das transmembrane
Protein, das bei Patienten mit LQT-6 mutiert ist. Sie entdeckten, dass die Koexpression von
HERG mit MiRP1 die pharmakologische Diskrepanzen, die in der Literatur zwischen HERG-
Stromen und nativem Ik, beschrieben werden (Sanguinetti & Jurkiewicz, 1990; Sanguinetti et
al., 1995), aufthob und postulierten fiir MiRP1 die Rolle einer B-Untereinheit des HERG-
Kanals. Die Deaktivierungskinetik des HERG-Kanals war beschleunigt, wenn MiRP1
koexprimiert wurde (Abbott et al., 1999). Es wurden zwar keine Experimente mit dem
Rampenprotokoll durchgefiihrt. Da aber der wihrend des Rampenprotokolls erzeugte Strom
auch von der relativ langsamen Deaktivierungskinetik des HERG-Kanals beeinflusst wird,

wiirde eine Beschleunigung dieses Prozesses wahrscheinlich nicht ohne Verinderung des
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Rampenstroms bleiben. So zeigten Lu et al. 2003 auch eine verdnderte Kinetik des
Rampenstroms, wenn HERG mit MiRP1 koexprimiert wurde. Die Rolle von MiRP1 als
modulierende B-Untereinheit des HERG-Kanals ist jedoch nicht unumstritten und die
Beschleunigung der Deaktivierung sowie die Aufhebung der pharmakologischen
Diskrepanzen konnten in einer folgenden Arbeit nicht reproduziert werden (Weerapura et al.,
2002). Auch in den Experimenten der vorliegenden Arbeit konnte eine Modulation des
Rampenstroms bei Koexpression mit MiRP1 nicht reproduziert werden. Wenn HERG mit der
mutierten Untereinheit MiRP11gs koexprimiert wird, dnderte sich seine Kinetik gegeniiber
dem HERG/MiRP1-Komplex nicht (Sesti et al., 2000). Diese Beobachtung konnte durch die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestitigt werden.

Bupivacain, Levobupivacain und Ropivacain inhibierten HERG auf konzentrationsabhéngige
Weise. Die Substanzen hatten zwei Effekte auf die maximale Stromamplitude I, die
HERG bei Stimulation mit dem Rampenprotokoll hervorrief: I,.x wurde reduziert und die
Zeit bis zum Erreichen von I,x wurde verlingert. Beide Effekte vermindern den
repolarisierenden Auswirtsstrom wéhrend der Phase 3 des Herzaktionspotentials.

Gonzalez et al. (2002a) konnten =zeigen, dass die Inhibition von HERG durch
Amidlokalandsthetika spannungs- und zeitabhingig ist und postulierten eine Bindung des
Substrats an den Kanal im offenen und im inaktivierten Zustand. Dies ist auch der
Mechanismus, iiber den viele andere Substanzen den Kanal blockieren (Mitcheson ef al.,
2000). Somit ist es vorstellbar, dass Lokalandsthetika an der gleichen Bindungsstelle, wie
auch andere HERG-inhibierende Substanzen ihre Wirkung ausiiben. Die Konzentrationen der
halbmaximalen Inhibition von I, korrelieren sehr gut mit den Werten, die Gonzalez et al.,
(2002a) allerdings unter Verwendung eines anderen Pulsprotokolls, angeben. Bupivacain und
Ropivacain unterdriickten die maximale Stromstdrke mit gleicher Potenz. Das S-Enantiomer
Levobupivacain war ein stiarkerer Inhibitor der I, als das Razemat, was mit einem
stereoselektiven Block vereinbar ist. Kv1.5-Kanile werden ebenfalls stereoselektiv inhibiert
(Valenzuela et al., 1995; Valenzuela et al., 1997), hier ist jedoch das R-Enantiomer der
potentere Inhibitor. In den Interaktionsmechanismus von Bupivacain mit Kv1.5 involvierte
Aminosduren sind Threonin 505, Lysin 508 und Valin 512 im S6-Segment des Kanals
(Franqueza et al. 1997, siehe 5.1). Die mit dem Valin 512 korrespondierende Aminoséure ist
bei HERG ein Phenylalanin in Position 656. Das Phenylalanin 656 gehort zu der
entscheidenden Aminosiduresequenz Isoleuzin-Phenylalanin-Glutamat (siehe 2.3.2.2.), die nur
Mitgliedern der HERG-Famile eigen ist und fiir die Bindung von Medikamenten

verschiedenster chemischer Struktur verantwortlich gemacht wird (Mitcheson et al., 2000).
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Diese Aminosduresequenz konnte auch fiir die umgekehrte Stereoselektivitit des HERG-
Kanals fiir Bupivacain-Enantiomere verantwortlich sein.

Bupivacain, Levobupivacain und Ropivacain beeintrichtigten ebenfalls die Féahigkeit von
HERG, plotzlichen Depolarisationen mit einem schnellen Auswirtsstrom entgegenzuwirken.
Auch dieser Effekt war konzentrationsabhidngig und reversibel, wobei jedoch hohere
Konzentrationen zur halbmaximalen Inhibition der Rechteckstrome erforderlich waren. Die
Fahigkeit der HERG-Kaniile, plotzlichen Depolarisationen entgegenzuwirken, scheint somit
durch Lokalanisthetika weniger stark eingeschrankt zu sein, als die Repolarisation wéhrend
des Herzaktionspotentials. Sowohl die Verlingerung der Herzaktionspotentialdauer, als auch
die verminderte Féahigkeit, Depolarisationen am Ende des Aktionspotentials zu unterdriicken,
konnen ventrikuldre Tachyarrhythmien, wie sie bei Lokalanésthetikaintoxikationen
beobachtet werden, provozieren.

Die Konzentration, welche bendtigt wurde, um HERG halbmaximal zu inhibieren, wurde
verwendet, um die Lokalanisthetikaempfindlichkeit von HERG mit HERG/MiRP1 und
HERG/MiRPl1g4 zu vergleichen. Koexpression von HERG mit MiRP1 verinderte den
Substanzeffekt nicht. Demzufolge scheint der Lokalanisthetikaeffekt auf HERG-Kanile
nicht mit einer Interaktion der B-Untereinheit zu interferieren. Zwischen HERG/MiRP1 und
HERG/MiRP11g4 bestand ebenfalls kein Unterschied in der Lokalanésthetikaempfindlichkeit.
Der T8A-Polymorphismus wurde bei genetischen Rasteruntersuchungen mit einer Hiufigkeit
von 1,6 % in der kaukasischen Bevolkerung gefunden (Abbott ef al., 1999). Er ruft keine
klinischen Symptome (Abbott et al., 1999) oder Elektrokardiogrammveridnderungen hervor
(Sesti et al., 2000). Allerdings wurde ihm bereits eine Rolle bei der Entstehung
substanzinduzierter kardialer Arrhythmien zugewiesen (Sesti et al., 2000). Therapeutische
Konzentrationen des Antibiotikums Sulfamethoxazol inhibierten HERG/MiRP11g5-Komplexe
wihrend HERG/MiRP1-Komplexe nicht beeintriachtigt wurden (Sesti et al., 2000). Die
Empfindlichkeit gegeniiber Lokalanisthetika wurde durch den T8A-Polymorphismus jedoch
nicht verindert, eine Pridisposition fiir lokalanésthetikainduzierte Arrhythmien scheint daher
unwahrscheinlich und eine genetische Rasteruntersuchung fiir MiRP11ga nicht erforderlich zu
sein. In dieser Arbeit konnte ein Einfluss von MiRP1 oder MiRP11gan weder auf HERG-
Rampenstrome, noch auf die Lokalandsthetikaempfindlichkeit von HERG gezeigt werden.
Die Rolle von MiRPI1 als akzessorische B-Untereinheit von HERG ist in der Literatur
umstritten (Abbott et al., 1999; Sesti et al., 2000, Isbrandt et al., 2002; Weerapura et al.,
2002, Lu et al., 2003) und bleibt nach diesen Resultaten weiterhin fraglich.
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Die Ergebnisse des zweiten Abschnitts der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die drei
langwirksamen Amidlokalanésthetika Bupivacain, Levobupivacain und Ropivacain potente
Inhibitoren der repolarisierenden Kaliumkandle Kv4.3/KChIP2.2 und HERG des
menschlichen Herzens bei Konzentrationen sind, die in vivo ventrikuldre Tachyarrhythmien
hervorrufen. Ropivacain kann in Bezug auf die Inhibition repolarisierender Kaliumstrome am
Herzen nicht weniger kardiotoxisch als Bupivacain angesehen werden. Levobupivacain, das
S-Enantiomer von Bupivacain, welches als nebenwirkungsidrmere Alternative zum Razemat
entwickelt wurde, erwies sich als der potenteste Inhibitor des wichtigen repolarisierenden

HERG-Stroms.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Lokalanédsthetika Bupivacain,
Levobupivacain und Ropivacain auf die heterolog exprimierten kardialen Kaliumkanile
Kv4.3/KChIP2.2, KvLQT1/minK und HERG/MiRP1mit der patch clamp-Technik untersucht.
Diese Kaliumkanile leiten am Herzen die wichtigsten repolarisierenden Strome Iy, Ixs und
Ik:.

Zwel der drei untersuchten Kanidle, Kv4.3/KChIP2.2 und HERG, wurden von den
Lokalandsthetika mit ICsop-Werten zwischen 10 uM und 100 uM bei klinisch relevanten
Konzentrationen inhibiert, wihrend der KvLQT1/minK-Komplex erst bei Konzentrationen 6
bis 30-fach oberhalb dieser ICso-Werte inhibiert wurde. HERG erwies sich gegeniiber den
untersuchten Lokalanisthetika als der empfindlichste Kanal.

Die neueren Substanzen Levobupivacain und Ropivacain besallen eine dhnliche inhibitorische
Potenz gegeniiber Kv4.3/KChIP2.2 und HERG wie Bupivacain. Da die Inhibition von HERG
durch Lokalanisthetika stereoselektiv war, war Levobupivacain sogar ein potenterer Blocker
des HERG-Kanals als Bupivacain. Der Kv4.3/KChIP2.2-Kanal-Komplex wurde von
Bupivacain nicht stereoselektiv inhibiert.

Bupivacain und Ropivacain modulierten das Schaltverhalten von Kv4.3/KChIP2.2 derart,
dass unter physiologischen Bedingungen eine zusitzliche Stromreduktion zu erwarten ist.
Die modulierenden und inhibierenden Eigenschaften der Lokalandsthetika auf diesen Kanal-
Komplex sind mit einem Offen-Kanal-Block und einer partiellen Aufhebung der KChIP-
Effekte vereinbar.

Akzessorische B-Untereinheiten kardialer Kaliumkanile konnen deren
Lokalanisthetikasensitivitit verdndern. Die [-Untereinheit KChIP2.2 verminderte die
Empfindlichkeit des Kv4.3-Kanals gegeniiber den Lokalanésthetika. Die B-Untereinheit
MiRP1 hatte jedoch keinen modulierenden Effekt auf die Sensitivitit des HERG-Kanals.
Auch der im Zusammenhang mit kardialen Arrhythmien bei Antibiotikagabe beschriebene
Polymorphismus MiRP11gs hatte keinen Einfluss auf die Lokalandsthetikasensitivitit von
HERG.

Mit dem Rampenprotokoll konnten wichtige Merkmale der repolarisierenden Strome Iy, Ik
und Ik, reproduziert werden. Die Inhibition von Rampenstromen bei Kv4.3/KChIP2.2 und
HERG weist auf eine mogliche Reduktion von I, und Ik, in der frithen bzw. in der spiten
Phase des Herzaktionspotentials hin. Eine solche Reduktion kann in vivo zu einer
Verlangerung des QT-Intervalls im Elektrokardiogramm und zu einer erhohten

Empfindlichkeit gegeniiber der Entstehung von ventrikuldaren Tachyarrhythmien fiihren.
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