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1. ZUSAMMENFASSUNG

1.1. ZUSAMMENFASSUNG

1.1.1. Hintergrund und Ziele

Spannungsabhangige Natriumkanéle (Na,) in Nervenzellmembranen sind wesentlich
an der Erregungsbildung und der Ausbreitung von Aktionspotentialen beteiligt und
spielen somit auch eine wichtige Rolle in der Weiterleitung von Schmerzreizen im
peripheren bis in das zentrale Nervensystem (Chevrier et al., 2004). Unter den
neuronalen Subtypen der Natriumkanéle wird der tetrodotoxin-resistente (TTXr) Na,1.8
Kanal selektiv in nozizeptiven, sensorischen Neuronen exprimiert und stellt mit dieser
Eigenschaft ein viel versprechendes Ziel fur die Entwicklung neuer Analgetika dar.
Viele im klinischen Gebrauch etablierte Analgetika und Co-Analgetika sind zwar
potente Natriumkanal-Blocker, durch ihre fehlende Selektivitat flr bestimmte
Kanalsubtypen verursachen sie jedoch haufig dosis-limitierende Nebenwirkungen
(Gaida et al., 2005). Das Sekretolytikum Ambroxol inhibiert hingegen bevorzugt jene
TTXr Natriumstrome, welche durch Na,1.8 Kanéle in sensorischen Neuronen generiert
werden (Gaida et al., 2005; Weiser, 2006; Weiser et al., 2002). Des Weiteren reduziert
Ambroxol im Tierversuch das Schmerzverhalten von Saugetieren und weist auch beim
Menschen eine schmerzlindernde Komponente auf, beispielsweise in der Behandlung
einer Pharyngitis (Fischer et al., 2002; Schutz et al., 2002, Gaida et al., 2005).

Die vorliegende Studie wurde durchgefiihrt, um die molekularen Wirkmechanismen von
Ambroxol an Natriumkandlen n&her zu untersuchen sowie die vorbeschriebene
Praferenz von Ambroxol fir Na,1.8 Kanale im Unterschied zu tetrodotoxin-sensiblen

(TTXs) Natriumkandlen zu prufen.

1.1.2. Methoden

Um den Einfluss von Ambroxol auch im Vergleich zu anderen Lokalanéasthetika
studieren zu kénnen, wurden der Block an dem TTXr Natriumkanalsubtyp Na,1.8, der
Block an TTXs Natriumkandlen sowie die Inhibition des Wildtyps und der
lokalanasthetika-unempfindlichen Mutationen des Na,1.4 Kanals mit der Whole-cell

Patch-Clamp-Methode untersucht.



1.1.3. Ergebnisse und Beobachtungen

An den fir Lokalanasthetika unempfindlichen Mutationen des Na,1.4 Kanals stellte sich
der tonische sowie der phasische ,use-dependent” Block stark abgeschwécht dar.

Der ,use-dependent” Block, nicht aber der tonische Block, war an Na,1.8 Kanélen
signifikant starker ausgeprégt als an TTXs Kandlen in ND7/23 Zellen. Der TTXs
Kanalsubtyp Na,1.3 zeigte den geringsten Grad an ,use-dependent” Block durch
Ambroxol.

Auch die im Vergleich verwendeten Lokalanédsthetika Mepivacain und S(-)-Bupivacain
hatten eine unterschiedliche Wirkung an den verschiedenen Kanalen. Wahrend
Mepivacain einen bevorzugten ,use-dependent* Block am Na,1.8 Kanal aufwies, war

die S(-)-Bupivacainblockade an TTXs Kanélen ausgepragter.

1.1.4. Schlussfolgerungen

Unsere Daten zeigen, dass Ambroxol in der Tat &hnlich wie ein typisches
Lokalanasthetikum fungiert, indem es mit spezifischen Aminosauren im Segment S6
des Natriumkanals interagiert. Diese Eigenschaft vermittelt wahrscheinlich den
analgetischen Effekt des Sekretolytikums. Ambroxol inhibiert dabei bevorzugt den
Natriumkanalsubtyp Na,1.8, teilt diesen Effekt allerdings mit etablierten

Lokalanasthetika, wie Mepivacain.



1.2. SUMMARY

1.2.1. Background and Purpose

Voltage-gated sodium channels (Na,) are critical for the generation and propagation of
action potentials and thus for neuronal excitability. In sensory neurons, several Na,-
subtypes are involved in transmitting nociceptive information from the periphery into the
central nervous system (Chevrier et al., 2004). The tetrodotoxin-resistant (TTXr)
subtype Na,l1.8 is selectively expressed in nociceptive sensory neurons and is
regarded a promising target for the development of novel analgesics.

Several Na" channel blockers are established as analgesics or co-analgesics in clinical
practise. However, all these substances are non-selective Na,-blockers und thus their
use is hampered by dose-limiting side effects (Gaida et al., 2005). With properties
resembling those of classical local anesthetics, the secreolytic ambroxol has been
reported to inhibit Na* currents in sensory neurons with a preference for the TTXr
current generated by Na,1.8 (Gaida et al., 2005; Weiser, 2006; Weiser et al., 2002).
Accordingly, ambroxol reduces pain-related behaviour in rodents and alleviates pain in
humans (Fischer et al., 2002; Schutz et al., 2002, Gaida et al., 2005).

The present study was performed to explore molecular determinants for ambroxol-
induced block of Na* channels and to study the proposed preferential block of Na,1.8

compared to tetrodotoxin-sensitive (TTXs) Na,-subtypes in more detail.

1.2.2. Methods

In this study, the effects of ambroxol and local anesthetics on the recombinant TTXr
subtype Na,1.8, on neuronal TTXs subtypes and on local anesthetic insensitive

mutants of Na,1.4 were investigated using the whole-cell patch clamp technique.

1.2.3. Key results

Tonic and use-dependent block by ambroxol were strongly alleviated in local
anesthetic-insensitive mutant-constructs of the TTXs Na“ channel Na,1.4. Use-
dependent block, but not tonic block was significantly stronger on Na,1.8 than on TTXs
channels. The TTXs subtype Na,1.3 displayed the least degree of use-dependent block
by ambroxol.

The classical local anesthetics mepivacaine and S(-)-bupivacaine also blocked Na,1.8
and TTXs channels differentially. While mepivacaine displayed a preferential use-
dependent block of Na,1.8, S(-)-bupivacaine displayed a preference for TTXs Na*

channels.



1.2.4. Conclusions

Ambroxol indeed acts similarly to local anesthetic on Na* channels by interacting with
specific residues in the S6 segments. This property most likely meditates the analgesic
effect of ambroxol. Ambroxol preferentially blocks Na,1.8, however shares this property

with commonly used local anesthetics like mepivacaine.



2. EINLEITUNG

2.1. DER WIRKSTOFF AMBROXOL

In der Therapie von akuten und chronischen Erkrankungen der Atemwege, wie
beispielsweise der Bronchitis oder des Atemnotsyndroms bei Neugeborenen, hat der
Wirkstoff Ambroxol aus der Gruppe der Expektorantien seit 1979 seinen festen Platz.
Zu seinen Wirkkomponenten zahlen wunter anderem die Aktivierung der
Sekretproduktion serdser Drisen mit Normalisierung der Schleimstruktur, die
Stimulierung der Zilientatigkeit, die Reduktion von Sauerstoffradikalbildung sowie die
vermehrte Bereitstellung von Surfactant in den Atemwegen (Malerba et al., 2008;
Wunderer, 2006). Damit besitzt Ambroxol ein komplexes Spektrum an Wirkungen,
welche die Selbstreinigung und das Schutzsystem der Lunge fordern.

Neben diesen Effekten auf das respiratorische System weist Ambroxol
interessanterweise  eine  weitere  Wirkkomponente mit lokalané&sthetischen,
analgetischen Eigenschaften auf. Ambroxol zeigt einen wirksamen, schmerzlindernden
Effekt bei Patienten mit akuten Halsschmerzen (Fischer et al., 2002; Schutz et al.,
2002, Wunderer, 2006) und reduziert Symptome des chronischen, des
neuropathischen und des entzundlichen Schmerzes im Tierversuch (Gaida et al.,
2005). Des Weiteren inhibiert Ambroxol Reflexe wie den Husten- oder Kornealreflex,
welche durch die Stimulation freier Nervenendigungen von C-Fasern ausgeltst werden
(Nemcekova et al., 1998). Diese Forschungsergebnisse unterstiitzen die Hypothese,
dass Ambroxol, @hnlich wie ein Lokalanasthetikum, die neuronale Erregbarkeit und die
Signaltransduktion sensorischer Neurone mdoglicherweise durch eine Blockade von
spannungsabhangigen Natriumkanélen beeinflusst und so eine schmerzlindernde

Komponente erlangt.

2.2. SCHMERZ UND DIE PHYSIOLOGIE DER NOZIZEPTION

Die klinische Disziplin der Anasthesiologie befasst sich unter anderem mit der
Vermeidung sowie der Reduktion und Behandlung von Schmerzen. So definiert die
"International Association for the Study of Pain" Schmerz als "[...] ein unangenehmes
Sinnes- oder Gefihlserlebnis, das mit tatsachlicher oder potenzieller
Gewebeschadigung verknipft ist oder mit Begriffen e iner solchen beschrieben
wird ". Dies impliziert schon, dass die Wahrnehmung von Schmerz nicht nur Folge
einer einfachen Reiz-Reaktion-Beziehung ist, sondern vielmehr ein komplexes

Geschehen darstellt, basierend auf aktiven, plastischen Prozessen.



Die Nozizeption setzt sich dabei aus der Aufnahme, der Weiterleitung und der
zentralnervisen Verarbeitung noxischer (gewebsschadigender oder potentiell
gewebsschadigender) Reize zusammen. Diese Schmerzreize werden dabei primar von
peripheren Schmerzsensoren (Nozizeptoren) registriert und an das zentrale
Nervensystem weitergeleitet. Bei den polymodalen Nozizeptoren handelt es sich um
freie Nervenendigungen der Klassen C und A- , welche direkt auf verschiedene Arten
der Gewebsschadigungen reagieren, welche mechanischer (z.B. Durchtrennung,
starker Druck), thermischer (Hitze, Kélte), chemischer oder ischamischer Natur sein
kénnen. Neben dieser direkten Reizung kommt es stets auch zu einer entziindlichen
Reaktion des betroffenen Gewebes. Durch pH-Absenkung und die Ausschittung von
lokalen Schmerzmediatoren, wie Kaliumionen, ATP, Bradykinin, Serotonin oder
Histamin, werden die beschriebenen Rezeptoren stimuliert. Prostaglandine setzen die
Reizschwelle an Nozizeptoren herab und kénnen so zu einer peripheren
Sensibilisierung des schmerzvermittelnden Systems fuihren. Die afferenten C-Fasern
reagieren auf diesen gesteigerten nozizeptiven Input mit einer Ausschittung von
Neuropeptiden, wie Substanz P und Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP). Diese
fihren mit Hilfe einer Vasodilatation und einer gesteigerten Kapillarpermeabilitéat zu
einer neurogenen Entzindung. Insgesamt flhren diese Vorgdnge zu einer
pathologisch gesteigerten Erregungsleitung im ersten afferenten Neuron. Die
Reizschwelle der Nozizeptoren kann gesenkt werden. Zuvor inaktive C-Fasern
(,schlafende Neurone®) der unmittelbaren Umgebung werden rekrutiert und entfalten
spontane und evozierte Aktivitdt. Die klinische Konsequenz einer peripheren
Sensibilisierung  von  Nozizeptoren und der Rekrutierung  schlafender
Schmerzrezeptoren besteht in einem erheblichen, die Zeit einer chirurgischen
Intervention lange Uberdauernden Spontanschmerz sowie einer gesteigerten
Empfindlichkeit auf schmerzhafte Reize im Bereich des Traumas; man spricht von
primarer Hyperalgesie (Klinke und Silbernagl, 2003; Sittl, GrieBinger und Markert,
2003; Nau, 2007).

Schmerzrezeptoren benétigen einen im Vergleich zu Mechanozeptoren starken Reiz,
um erregt zu werden und adaptieren dabei nicht. Uberschreitet der Reiz diese
Erregungsschwelle, wird ein Aktionspotential (vgl. 2.3.2.) generiert. Diese ausgeltste
Impulsaktivitat wird Gber schnelle A - (10-30 m/s) und langsame C-Fasern (0,5-2 m/s)
zum Rlckenmark geleitet. A -Fasern sind myelinisiert, dadurch schnell leitend und far
den hellen, gut lokalisierbaren, epikritischen Sofortschmerz verantwortlich. Die nicht
myelinisierten, daher langsam leitenden C-Fasern vermitteln dagegen den dumpfen,
schlecht lokalisierbaren, protopathischen Zweitschmerz (Tab. 1) (Klinke und Silbernag|,
2003; Sittl, GrieRRinger und Markert, 2003).



Fasertyp | Funktion Durchmesser | Geschwindigkeit
[bm] [m/s]

A Muskelspindelafferenz, 10-20 60-120

Skelettmuskelefferenz

A Hautafferenz (Druck, Beriihrung) 7-15 40-90

A Muskelspindelefferenz 4-8 30-50

A Hautafferenz (Temperatur, Nozizeption) | 2-5 10-30

B Praganglionare sympathische Efferenz 1-3 5-20

C Nozizeption, 0,5-1,5 0,5-2

postganglionare sympathische Efferenz

Tabelle 1: Klassifikation der peripheren Nervenfasern (Erlanger und Gasser, 1932).

Die schmerzleitenden afferenten Fasern treten tber die Hinterwurzeln ins Rickenmark
ein und werden in der Substantia gelatinosa des Hinterhorns auf die zweiten Neurone
umgeschaltet. Die zweiten Neurone kreuzen im jeweiligen Rickenmarkssegment auf
die Gegenseite und steigen im kontralateralen Vorderseitenstrang (Tractus
spinothalamicus) zu den Thalamuskernen auf. Die zweiten Neurone haben auf dem
entsprechenden Rickenmarkssegment auch eine Verschaltung zu den motorischen
und sympathischen Efferenzen, welche motorische Fluchtreflexe und sympathische
Reflexe auslésen konnen. Die Hand wird beispielsweise von der Herdplatte
zuriickgezogen, noch bevor diese als heil erkannt wird. Der Vorderseitenstrang gibt
auf dem Weg zu den Thalamuskernen Kollateralen zur Formatio reticularis des
Hirnstamms und zum aufsteigenden retikularen aktivierenden System ab. Dadurch
werden bei Schmerzen das Atem- und Kreislaufzentrum und der Wachheitsgrad
beeinflusst. Von den Thalamuskernen aus verlaufen Bahnen zum somatosensorischen
Kortex, wo der Entstehungsort des Schmerzes erkannt wird sowie zum limbischen
System, wo die affektiv-emotionale Komponente des Schmerzes bewertet wird. Ferner
wird bei Schmerzen das endokrine System stimuliert: Der Hypophysenvorderlappen
schittet ACTH und R-Endorphin ins Blut aus (Abb. 1) (Nau, 2007). Bei der
nozizeptiven Informationsverarbeitung auf spinaler Ebene kommt es zu einer
Freisetzung von exzitatorischen Neurotransmittern, wie z.B. L-Glutamat, Substanz P,
Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP) oder Neurokinin A. Diese Neurotransmitter
fuhren Uber eine verstarkte Exprimierung von immediate early genes (z.B. c-fos und c-
jun) mit nachfolgend gesteigerter Proteinsynthese und Hochregulierung von
Schmerzrezeptoren zu einer erhdhten neuronalen Chemosensitivitat und damit zu

einer zentralen Sensibilisierung (Sittl, GrieRinger und Markert, 2003).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des nozizeptiven Systems (Nau, 2007).

In allen Abschnitten des nozizeptiven Systems kann es zu plastischen Veranderungen
kommen, die zu verénderter, pathologischer Schmerzwahrnehmung fihren. Die
schmerzhafte Information sowie die beschriebenen pathophysiologischen
Sensibilisierungsprozesse mit abnorm gesteigerter Erregbarkeit nach einem Trauma
oder einer Operation mit den Folgen einer Allodynie oder Hyperalgesie konnen auf
peripherer, spinaler und supraspinaler Ebene gehemmt werden. Lokalanasthetika
entfalten ihre Wirkung peripher bei der Weiterleitung von Schmerzreizen an der
Zellmembran von Nervenzellen. Hier blockieren sie Natriumkanéle und verhindern
dadurch den Einstrom von Natriumionen in die Zelle und somit die Bildung von

Aktionspotentialen.

2.3. ELEKTROPHYSIOLOGIE

2.3.1. Das Ruhepotential

Das Ruhepotential ist von der unterschiedlichen ionalen Zusammensetzung im Extra-
und Intrazellularraum einer elektrisch erregbaren Zelle abhangig. Kalium ist das
haufigste intrazellulare lon, wahrend Natrium im Extrazellularraum Uberwiegt. Das
Ruhepotential ist weitgehend ein Kalium-Diffusionspotential und wird in erster Linie von
dem Konzentrationsgradienten fur Kalium tber die Membran bestimmt. In neuronalen

Zellen herrscht durch den lonengradienten an der Lipiddoppelmembran eine



elektrische Potentialdifferenz von -60 mV bis -90 mV. Durch energieverbrauchende
Transportmechanismen, die lonen gegen ihren elektrochemischen Gradienten
bewegen, wird ein lonengradient Uber der Zellmembran aufgebaut, welcher durch
Diffusion ausgeglichen wirde. Da jedoch die Verschiebung geladener Teilchen ein
elektrisches Feld aufbaut, das dem Diffusionsdruck entgegenwirkt, entsteht letztlich ein
Gleichgewicht zwischen elektrischen und chemischen Gradienten. Negativ geladene,
intrazellulare Proteine kdnnen die Doppellipidmembran nicht Gberwinden, es verbleiben

somit negative Ladungen im Zellinneren. Das Gleichgewichtspotential (E_) kann fdr

einzelne lonen mit der Nernstschen Gleichung bestimmt werden:

RT [loN]augen
Gleichung 1: Ec= In
F Z [Ion]innen

Ec = Gleichgewichtspotential des lons [V]

R = allgemeine Gaskonstante 8,31451 [J-mol™-K™]
F = Faraday-Konstante 9,6485 [C-mol™]

T = Temperatur [K]

z = Wertigkeit des lons

Das Ruhepotential und die lonenungleichverteilung einer Zelle liefert die potentielle
Energie fir die Impulsweiterleitung in Nervenzellen durch fortgeleitete
Aktionspotentiale (Klinke und Silbernagl, 2003).

2.3.2. Das Aktionspotential

Wird eine Zelle etwa durch einen mechanischen, thermischen, chemischen oder
elektrischen Reiz erregt, lauft lokal in kirzester Zeit eine komplexe Kaskade von
lonenverschiebungen ab. Bei Erreichen des Schwellenpotentials werden
spannungsabhangige Natriumkandale gedffnet und Natriumionen stréomen aufgrund des
Konzentrationsgradienten ein. Uber der Zellmembran findet eine Potentialumkehr zur
Depolarisation statt. Als Aktionspotential bezeichnet man so die Umkehrung des
Membranpotentials in  den positiven Bereich. Die Ruckkehr  zum
Ruhemembranpotential, die Repolarisation, wird durch die Inaktivierung der
Natriumkandle eingeleitet. Daraufhin 6ffnen sich Kaliumkandale, welche durch den
Ausstrom positiv geladener Kaliumionen die Ruckkehr zu dem negativen

Membranpotential beschleunigen (Klinke und Silbernagl, 2003).
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2.3.3. Die Erregungsleitung

Das durch eine Reizung der Nervenzelle ausgeldste Aktionspotential wird durch die
Erregung angrenzender Membranabschnitte des Axons fortgeleitet. Durch die lokale
Membranumladung werden benachbarte Abschnitte der Zellmembran depolarisiert und
I6sen bei Erreichen der Schwellenspannung wiederum ein Aktionspotential aus. Der
elektrische Impuls wird nur in eine Richtung fortgeleitet, da sich die lonenkanale
zurlckliegender Membranabschnitte in einem inaktiven, nicht erregbaren Zustand
befinden. Faserdurchmesser, Membranwiderstand und Membrankapazitat bedingen
die elektrotonische Ausbreitung und somit die Leitgeschwindigkeit (Tab. 1). Eine gute
Isolierung durch Myelinscheiden, gebildet durch Schwann-Zellen, welche das Axon
zwiebelschalenartig umschlieRen, fihren ebenso wie eine  VergréRerung des
Abstandes beider Leiter zu einer kleineren Membrankapazitat und damit einer héheren
Leitungsgeschwindigkeit. Die néchste Potentialumkehr kann so erst wieder am
nachsten freien Membranfleck, dem Ranvierschen Schnurring, stattfinden. Man spricht
bei dieser Art der Erregungsleitung auch von ,saltatorischer Leitung“. An den
Schnirringen selbst laufen die gleichen Erregungsprozesse ab wie an den marklosen
Nervenfasern. Die Starke eines Sinneseindruckes wird durch die Anzahl der
gleichférmigen elektrischen Impulse pro Zeiteinheit kodiert. Im zentralen Nervensystem
ist das Aktionspotential Grundlage der Informationsverarbeitung. Durch Vernetzung
vieler Neurone werden die ankommenden Aktionspotentiale der afferenten Fasern
aufsummiert und verrechnet, womit zum Beispiel eine gezielte Reaktion Uber efferente

Neurone ausgeltst werden kann (Klinke und Silbernagl, 2003).

2.4, DER SPANNUNGSABHANGIGE NATRIUMKANAL

Spannungsabhangige Natriumkanale spielen eine entscheidende Rolle fir die
Generierung und Weiterleitung von Aktionspotentialen in erregbaren Membranen und
sind damit fir die Informationsibertragung in unserem Nervensystem sowie flr die
Nozizeption zustandig. Nach Verletzung peripherer Nerven kdénnen primar afferente
Impulse spontan auch ohne Aktivierung peripherer Rezeptoren generiert werden.
Ursache hierflr sind mitunter eine Umverteilung, eine verdnderte Transkription und
eine Neuexpression spannungsabhangiger Natriumkanéle (Nau, 2007). Natriumkanale
gehéren zusammen mit den spannungsabhangigen Kalium- und Calciumkanélen zu
einer Familie strukturell verwandter Membranproteine, die durch Anderungen der

Spannung Uber der Zellmembran gedéffnet und geschlossen werden kénnen.
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2.4.1. Struktur und Funktion

Natriumkanale sind Transmembranproteine und bestehen aus einer -Untereinheit und
variablen -Untereinheiten. Die funktionellen Eigenschaften des Kanals werden allein
durch die -Untereinheit (200-300 kDa) bestimmt, wahrend die -Untereinheiten
vermutlich regulatorische Funktionen haben. Jede -Untereinheit besteht aus vier
homologen Domaéanen (I-1V), von denen jede wiederum sechs hydrophobe -Helices,
Transmembransegmente (S), aufweist, welche durch extra- und intrazellulare
Aminosaureketten miteinander verbunden sind (Abb. 2). Das Segment 4 (S4) mit
seiner hohen Anzahl an positiv geladenen Aminosduren dient als Sensor fir
Anderungen des elektrischen Feldes uiber der Membran. Die homologen S4-Segmente
in einem monomeren Natriumkanal reagieren auf Depolarisationen mit einer
Konformationséanderung des gesamten Proteinmolekils, wodurch schlielich die
Kanalpore spannungsabhéngig geoffnet wird. Die eigentliche Kanalpore bilden die vier
P-Segmente, die zwischen den Segmenten S5 und S6 haarnadelférmig in die
Membran hineinragen (Nau et al.,1999; Catterall et al., 2003).

extrazellulare Seite

intrazelluldre Seite

COOH

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Sekundéarstruktur der -Untereinheit

eines spannungsabhangigen Natriumkanals (Frese, 2006).

Unter physiologischen Bedingungen kommt es bei der Uberwiegenden Mehrheit der
Natriumkanalen zu einer Inaktivierung, welche durch eine kurze Aminosauresequenz in
der intrazellularen Schleife zwischen den Doméanen IIl und IV verursacht wird und aus
den Aminosauren Isoleucin, Phenylalanin und Methionin (I, F, M) besteht. Dieses
Tripeptid verschlie3t nach erfolgter Aktivierung die Membranpore funktionell von
intrazellular und bewirkt so die schnelle Inaktivierung (Eaholtz et al., 1994).
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Natriumkanale konnen also im Wesentlichen drei verschiedene Zustandsformen
annehmen. Im Laufe eines Aktionspotentials durchlauft der Kanal diese Zusténde,
wobei die Konformation von dem jeweiligen Membranpotential abhangt. Im
Ruhezustand (ruhend-aktivierbar) zieht das negative Potential des Intrazellularraumes
die positiven Ladungen der S4-Helix in die Membran hinein. Der Kanal ist zur
Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials geschlossen, jedoch jederzeit
erregbar. Erst eine Depolarisation der Membran fiihrt, mit einer Anderung der
Potentialdifferenz zum Positiven, zu einer Konformationsanderung im Molekl, und der
zuvor ruhende Kanal 6ffnet sich, um die Passage von Natriumionen zu gewahrleisten
(offen-aktiviert). Die Latenzzeit und der zeitliche Verlauf der Aktivierung werden durch
die Zeitkonstanten der Aktivierung wiedergegeben. Bei anhaltender Depolarisation
gehen die meisten Kandale nach einer charakteristischen Offenzeit in einen inaktivierten
und damit wieder geschlossenen Zustand Uber (geschlossen-inaktiviert). Erst nach
einer ausreichenden Repolarisation kann der Kanal wieder in den ruhenden Zustand
Ubergehen (Klinke und Silbernagl, 2003).

Die Spannungsabh&ngigkeit des Natriumkanals sowie dessen Inaktivierung konnen
also genau definierten Molekilanteilen zugeordnet werden. Natriumkanéle sind weiter
auch das priméare Ziel von Lokalanasthetika, welche die Kanéle blockieren, indem sie
mit einer Lokalanasthetikumbindungsstelle interagieren, wobei sich diese aus den
Segmenten S6 der Doménen 1, 3 und 4 (D1-S6, D3-S6, D4-S6) entlang der Pore

zusammensetzt (Nau et al., 1999, Nau et al., 2004).

2.4.2. Vorkommen und Bedeutung

Derzeit differenziert man neun verschiedene Subtypen spannungsaktivierter
Natriumkandle. Der gebrauchlichen Nomenklatur entsprechend werden sie nach
phylogenetischen und funktionellen Kriterien als Na,1.1 - Na,1.9 bezeichnet. Der Index
v steht fur "voltage-activated" und damit fir die Spannungsabhangigkeit. Die erste
Ziffer kennzeichnet die Genfamilie, gefolgt von der zweiten Ziffer, welche die
Reihenfolge der Entdeckung ihrer codierenden Chromosomenabschnitte angibt.
Gemeinsam ist allen Kanédlen der modulare Aufbau, wobei schon minimale
Veranderungen verschiedene, gewebsspezifische Kanaltypen erzeugen, welche ein
individuelles Verhalten gegenuber natriumkanalblockierenden Substanzen sowie eine

charakteristische Aktivierungs- und Inaktivierungskinetik zeigen (Catterall et al., 2003).
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Name Alter Name | Gen Chromosom | TTX Vorkommen

Na,1.1 Type | SCN1A 2q24 TTX-s ZNS, PNS

Na,1.2 Type Il SCN2A 20923-24 TTX-s ZNS

Na,1.3 Type I SCN3A 2q24 TTX-s ZNS

Na,1.4 SkM SCN4A 17923-25 TTX-s Skelettmuskel

Na,1.5 Cardiac SCN5A 3p21 TTX-r Herzmuskel,
Skelettmuskel

Na,1.6 NaCh6é SCNS8A 12913 TTX-s ZNS, PNS

Na,1.7 PN1 SCN9A 2q24 TTX-s PNS, Schwann

Na,1.8 SNS/PN3 SCN10A | 3p22-24 TTX-r DRG

Na,1.9 NaN SCN11A | 3p21-24 TTX-r PNS

Tabelle 2: -Untereinheiten spannungsabhangiger Natriumkanéle (modifiziert nach
Wood und Baker, 2001)

Die vier Kanalsubtypen Na,1.1, 1.2, 1.3 und 1.7 geh6ren zu den am engsten
verwandten Kanélen, sind hoch TTX-sensibel und kommen Uberwiegend in Neuronen
des zentralen und peripheren Nervensystems vor. Trotz einer Ubereinstimmung der
Aminosauresequenz von Uber 84% grenzen sich die Isofomen Na,1.4 des
Skelettmuskels (Chromosom 17q) und Na,1.6 vorwiegend des zentralen
Nervensystems (Chromosom 12q) evolutionsbiologisch von den anderen Kanalformen
ab. Auch diese Formen reagieren sensibel auf TTX. Die auf dem Chromosom 3p21-24
codierten Kanalsubtypen Na,1.5, 1.8 und 1.9 sind ebenfalls eng verwandt und gleichen
in Uber 64% der Aminosduresequenz der zuvor Genannten auf Chromosom 2q.
Wahrend der Na,1.5 Kanal v.a. im Herzmuskel zu finden ist, wird der Kanal Na,1.9 im
peripheren, sensorischen Nervensystem exprimiert. Diese drei Kanédle weisen einen
unterschiedlichen Grad an TTX-Empfindlichkeit auf (Catterall et al., 2003).
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2.4.3. Der TTX-resistente Natriumkanal und Na ,1.8

Die Natriumkanalsubtypen unterscheiden sich also in ihrer Genetik, in ihrer
Primarstruktur, in ihren biophysikalischen Eigenschaften sowie in ihrer Sensitivitat
gegeniuber Tetrodotoxin (TTX). TTX ist ein Neurotoxin, welches hauptsachlich von
einigen Meerestierarten sowohl zum Zwecke der Selbstverteidigung als auch zum
Beutefang eingesetzt wird. Am haufigsten tritt sein Name in Zusammenhang mit dem
japanischen Kugelfisch (Fugu) auf, welcher das Gift in den Ovarien, der Leber und der
Haut speichert. Die hochpotente Wirksamkeit von TTX beruht auf der Fahigkeit,
spannungsabhangige Natriumkanédle zu blockieren, was zur Folge hat, dass keine
Aktionspotentiale mehr ausgeldst werden koénnen und jegliche Nerven- und
Muskelerregung unterbunden wird. Die Folge sind motorische und sensible
Lahmungen. Bei der Bindungsstelle fir TTX in den TTX-sensitiven (TTXs) Kanélen
handelt es sich um einen Glutaminsaurerest auf dem P-Segment der Doméne |. Mit
seiner negativen Ladung geht dieser Glutaminsaurerest eine starke Bindung mit der
positiv geladenen Guanidiniumgruppe des TTX-Molekils ein (Noda et al., 1989). TTX-
resistente (TTXr) Natriumkandle haben anstelle der Glutaminsdure eine andere, nicht
geladene Aminoséaure.

Mit Hilfe der differentiellen Blockade der TTX-sensitiven Kandle durch TTX kann der
TTX-resistente Natriumstrom separat untersucht werden. TTX-resistente Strome
zeigen im Vergleich zu TTX-sensitiven Strdmen eine langsamere Aktivierungs- und
Inaktivierungskinetik. Die Kanéle erholen sich schneller von der Inaktivierung als TTX-
sensitive Kanéle (Elliott und Elliott, 1993).

Obwohl die elektrophysiologischen Eigenschaften dieses Kanalsubtyps bereits
eingehend untersucht worden sind, ist seine Funktion im peripheren sensorischen
Nervensystem noch nicht endgtiltig geklart. Zahlreiche Hinweise deuten auf die Rolle
des TTX-resistenten Natriumkanals bei der Impulsentstehung und Weiterleitung im
peripheren Schmerzsystem hin. Sensorische Neurone exprimieren eine einzigartige
Zusammensetzung an -Untereinheiten von Natriumkandlen, darunter die TTX-
sensitiven (TTXs) Subtypen Na,1.2, Na,1.3, Na,1.6 und Na,1.7 sowie die TTX-
resistenten (TTXr) Subtypen Na,1.8 und Na,1.9 (Rush et al., 2007). Der TTXr
Kanalsubtyp Na,1.8 wird dabei vorrangig in Spinalganglienzellen exprimiert (Akopian et
al.,, 1996). Es wird vermutet, dass Na,1.8 im Rahmen einer Entzindung oder
Nervenverletzung eine wichtige Rolle in der Sensibilisierung von Nozizeptoren
einnimmt und so zur Entstehung und zur Aufrechterhaltung von neuropathischen
Schmerzen beitragt (Akopian et al., 1999; Gold et al., 2003; Lai et al., 2003; Laird et al.,

2002; Roza et al., 2003). Auch die Schmerzentstehung bei niedrigen Temperaturen



15

sowie der durch Kalte verursachte Schmerz scheinen eng verknupft mit der Prasenz
von Na,1.8 Kanalen, welche fir die Erregung von Nozizeptoren in abgekinhlter Haut
verantwortlich gemacht werden (Zimmermann und Leffler et al., 2007). Damit gewinnt
die pharmakologische Untersuchung des Kanals an Bedeutung fir die klinische
Forschung. Basierend auf diesen Eigenschaften stellt Na,1.8 offensichtlich ein hoch
spezifisches und effektives molekulares Ziel zur Behandlung von Schmerzen dar.

Die langsame Kinetik dieser TTXr Natriumstrome ware fur schnell fortgeleitete
Aktionspotentiale dicker myelinisierter Nerven zu langsam, fiur langsame
Aktionspotentiale in nozizeptiven C-Fasern ist sie jedoch voéllig ausreichend. Die
physiologischen Eigenschaften zeigen, dass dieser Kanal zur Impuls- und somit
Schmerzentstehung in pathologisch verdnderten Nerven beitragen kann. Gerade an
Nervenfasern, deren Membranpotential durch eine Schadigung weniger negativ ist,
kann der TTX-resistente Natriumkanal noch zur Impulsentstehung beitragen, da sein
Aktivierungs- und Inaktivierungspotential deutlich héher liegt als das TTX-sensitiver
Natriumkandle. Zusatzlich unterstiitzt die schnellere Erholung nach der Inaktivierung
die repetitive Erregbarkeit (Elliott und Elliott, 1993).

Des Weiteren ist wichtig, dass die Expression von Na,1.8 Kanélen auf die Peripherie
begrenzt ist. Somit sollten Na,1.8-bevorzugende Natriumkanal-Blocker, welche selektiv
den peripheren Kanalsubtyp blockieren, schmerzlindernd wirken, ohne schwere
zentrale Nebenwirkungen zu verursachen, welche bei nicht-selektiven Therapeutika zu

erwarten waren (Lai et al., 2002).

2.5. DIE NATRIUMKANALBLOCKADE DURCH LOKALANASTHETIK A

Zahlreiche Pharmaka zeigen eine Blockade von Natriumkanalen und verhindern auf
diese Weise die Generierung und elektrische Ubertragung von Aktionspotentialen in
erregbaren  Membranen und somit die Informationsibertragung in unserem
Nervensystem. Dazu gehtren Lokalanasthetika, Antiarrhythmika (Klasse |, z.B.

Ajmalin, Flecainid), Antiepileptika sowie Antidepressiva.

2.5.1. Der Wirkmechanismus

Bei der Suche nach einer geeigneten Zielstruktur fir die Behandlung von Schmerzen
ist zun&chst das Verstandnis fur den Wirkmechanismus der Natriumkanalinhibitoren im
Allgemeinen von entscheidender Bedeutung. Lokalandsthetika binden an einen
Kanalproteinkomplex, eine Bindungsstelle in der Pore des Natriumkanals, welcher sich
wahrscheinlich aus den Segmenten S6 der Domanen 1, 3 und 4 (D1-S6, D3-S6, D4-
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S6) zusammensetzt (Nau et al., 1999; Nau et al., 2004). Durch diese Interaktion wird
die Depolarisation und somit die Entstehung von Aktionspotentialen verhindert. Zuvor
diffundiert das ungeladene Lokalanasthetikum durch die Phospholipid-Doppelschicht
der Nervenmembran in das intrazellulare Axoplasma, dissoziiert dort in die geladene,
kationische Form, die sich schlie3lich an die Bindungsstelle des Natriumkanals heftet
und den Kanal in seiner inaktiviert-geschlossenen Form stabilisiert. Hierdurch wird die
Umwandlung des Kanals in den ruhenden und den aktiviert-offenen Zustand als
Reaktion auf den Nervenimpuls verhindert. Die Blockade ist konzentrationsabhéngig
und reversibel (Mutschler, 2001).

Die reversible Blockade, welche beim erstmaligen Offnen des Kanals vorhanden ist,
wird als tonischer Block bezeichnet. Wird der Natriumstrom redundant, mehrere Male
schnell hintereinander ausgelést, nimmt bei einigen Lokalanasthetika die
Natriumkanalblockade zu. Diese Frequenzabhéngigkeit der Blockade wird phasische
Blockade oder use-dependent Block genannt und ist abhéangig von der Art des
Lokalanasthetikums (pk,-Wert, Lipidloslichkeit und Molekilgrof3e) sowie der
Reizfrequenz, der Reizdauer und dem Membranpotential. Verschiedene Modelle
versuchen dieses Ph&dnomen zu erklaren. Nach der ,Modulated Receptor Hypothesis”
ist das Lokalanasthetikum, je nach Konformationszustand des Kanals, unterschiedlich
affin zur Bindungsstelle. Der aktivierte und besonders der inaktivierte Zustand besitzen
hierbei eine deutlich héhere Affinitat fir Natriumkanalblocker (Hille, 1977; Hondeghem
und Katzung, 1977). Nach der ersten Aktivierung durch einen Reiz kommt es zu einer
weiteren Blockade der nun inaktivierten Kandale. Die ,Guarded Receptor Hypothesis*
postuliert, dass dem Lokalanasthetikum der Weg zum Rezeptor solange versperrt
bleibt, bis der Kanal den Ruhezustand verlasst und aktiviert bzw. anschlielRend
inaktiviert. Die Bindungsstelle hat dabei immer dieselbe Affinitdt zum
Lokalanasthetikum (Starmer et al., 1984).

Eine wichtige Rolle spielt auch die Geschwindigkeit der Dissoziation von der
Bindungsstelle im Natriumkanal. Rasch dissoziierende Lokalanéasthetika benétigen

eine hdhere Frequenzstimulation als langsam dissoziierende.

2.5.2. Anwendungsgebiete und Nebenwirkungen

Lokalanasthetika, wie die hier verwendeten Pharmaka S(-)-Bupivacain, Mepivacain
oder Benzocain, heben reversibel und ortlich begrenzt die Erregbarkeit der
schmerzvermittelnden sensiblen Endorgane und das Leitungsvermégen der sensiblen
Nervenfasern auf. Als Folge wird die Schmerzempfindung ohne Beeintrachtigung des

Bewusstseins vorubergehend ausgeschaltet. Demnach finden diese Substanzen ihre
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Anwendung vor allem bei der topisch begrenzten Analgesie, beginnend bei der
Oberflachenanasthesie, tber Infiltrationsandsthesien bis hin zur Leitungsanasthesie
mit der Anlage von riickenmarksnahen Schmerzkathetern (z.B. Periduralandsthesie).
Eine systemische Applikation von Lokalanadsthetika zur Analgesie wird durch eine
Vielzahl an Nebenwirkungen limitiert. Zentralnervose Vergiftungssymptome mit
Nausea, Erbrechen, Benommenheit, Somnolenz, Ataxie, klonischen Krampfen und
Atemldhmung sind Beispiele aus einer weiten Palette lebensbedrohlicher
Nebenwirkungen. Am Herzen fihrt die Hemmung der Erregungsleitung zu einer
negativ inotropen, dromotropen und bathmotropen Wirkung mit Bradykardie und
Herzstillstand (Mutschler, 2001). Grund flir diese Vielzahl an unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen ist, dass Lokalanasthetika nicht nur Natriumkanale im
peripheren Nerven-, sondern auch im zentralen Nervensystem sowie im
Reizleitungssystem des Herzens blockieren.

Bei chronischen oder neuropathischen Schmerzen ist jedoch eine lokale
Schmerztherapie auch wegen der Beteiligung Ubergeordneter
Reizverarbeitungssysteme oft nicht moglich, wahrend eine systemische
Schmerztherapie wegen der genannten Nebenwirkungen nur eingeschrankt erfolgen
kann. Winschenswert ware demnach ein Pharmakon, das analgetisch wirkt, ohne die
dadurch gewonnene Lebensqualitdt durch eine Vielzahl unerwinschter Effekte zu

beeintrachtigen.

2.6. FRAGESTELLUNG

Der TTXr Natriumkanal Na,1.8 spielt nach dem heutigem Verstandnis eine wesentliche
Rolle in der Schmerzempfindung und besonders in der Entstehung von
neuropathischem und chronischem Schmerz. Préklinischen Studien zufolge zeigen
Na,1.8-spezifische oder Na,1.8-préferierende Blocker vielversprechende Resultate im
analgetischen Effekt bei Saugetieren (Ekberg et al., 2006; Jarvis et al., 2007; Kort et
al., 2008). Jedoch weist keines der etablierten Analgetika einschliellich
Lokalanasthetika, Antidepressiva oder Antikonvulsiva, eine relevante Selektivitat fur
diesen spezifischen Kanalsubtyp auf (Leffler et al., 2007). Das Sekretolytikum
Ambroxol hingegen scheint bei der Blockade neuronaler Natriumkanéale gerade Na,1.8,
im Vergleich zu den TTXs Subtypen, bevorzugt zu inhibieren (Gaida et al., 2005;
Weiser, 2006; Weiser et al., 2002). In der aktuellen Studie wurde deshalb der Effekt
von Ambroxol auf rekombinante Na,1.8 und TTXs Subtypen im Vergleich zu anderen

Lokalanasthetika, wie S(-)-Bupivacain, Mepivacain und Benzocain, untersucht. Zudem



18

wurde die Interaktion von Ambroxol mit der Lokalanadsthetikumbindungsstelle an

Mutationen des skelettmuskel-spezifischen TTXs Subtyps Na,1.4 studiert.

2.7. ZUSAMMENFASSENDE EINLEITUNG IN ENGLISCHER SPRA CHE

Ambroxol, a member of the group of expectorants, was introduced in Germany in 1979
for the treatment of bronchopulmonary diseases, e.g. bronchitis or the infant respiratory
distress syndrome. Ambroxol achieves its effect by influencing parameters considered
as basis for the physiological production and the transport of the bronchial mucus
(Malerba et al., 2008; Wunderer, 2006).

In addition to its effects on the respiratory system, ambroxol has another active
component with local anesthetic properties. Ambroxol has been shown to inhibit the
cough- and the corneal reflex, both of which are induced by activation of free nerve-
endings of C-fibers (Nemcekova et al., 1998). Furthermore ambroxol has a beneficial
pain-relieving effect in patients with acute sore throat (Fischer et al., 2002; Schutz et
al.,, 2002) and shows a suppression of symptoms of chronic, neuropathic and
inflammatory pain in animal models (Gaida et al., 2005). This findings support the
hypothesis that ambroxol can affect neuronal excitability and signal transduction in
sensory neurons, possibly by the blockade of voltage-gated Na* channels.
Voltage-gated Na® channels (Na,) are transmembrane proteins responsible for an
intact generation and propagation of action potentials in excitable membranes. Na*
channels are thus the primary targets of local anesthetics which block Na* channels by
interacting with the local anesthetic binding sites formed by the pore-lining
transmembrane segments 6 of the domains 1, 3 and 4 (D1-S6, D3-S6, D4-S6) in all
Na, -subunits (Nau et al., 1999; Nau et al., 2004).

Sensory neurons express a unique assembly of -subunits of voltage-gated sodium
channels, including the TTX-sensitive (TTXs) Na,1.2, Na,1.3, Na,1.6 and Na,1.7 and
the TTX-resistant (TTXr) Na,1.8 and Na,1.9 (Rush et al., 2007). The TTXr -subunit
Na,1.8 is predominantly expressed in primary sensory neurons where it is likely to play
an important role for the development and maintenance of persistent pain states
associated with inflammation and nerve injury (Akopian et al., 1996; Akopian et al.,
1999; Gold et al., 2003; Lai et al., 2003; Laird et al., 2002; Roza et al., 2003).

Based on these properties, Na,1.8 probably offers a highly specific and effective
molecular target for the treatment of both, inflammatory pain and neuropathic pain.
Importantly, the expression of Na,1.8 is restricted to the periphery in sensory neurons
and thus Na,1.8-preferring Na* channel blockers should be able to relieve pain without

causing severe side effects associated with non-selective therapeutics (Lai et al, 2002).
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Accordingly, pre-clinical studies on Na,1.8-specific or Na,1.8-preferring blockers have
shown promising results in respect to analgesic effects in rodents (Ekberg et al., 2006;
Jarvis et al., 2007; Kort et al., 2008). Unfortunately, none of the established analgesic
drugs, including local anesthetics, antidepressants or antiepileptics, displays a relevant
selectivity for Na,1.8 (Leffler et al., 2007).

Recent investigations propose that the secreolytic ambroxol is not only an effective
blocker of Na* channels, but also preferentially inhibits the Na* channel subtype Na,1.8
as opposed to TTXs subunits (Gaida et al., 2005; Weiser, 2006; Weiser et al., 2002).

In the present study we therefore investigated the effect of ambroxol in comparison to
the local anesthetics S(-)-bupivacaine, mepivacaine and benzocaine on recombinant
Na,1.8 and TTXs subunits. In addition, the interaction of ambroxol with the local
anesthetic binding sites was studied on mutant constructs of the skeletal muscle-

specific TTXs subunit Na,1.4.
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3. MATERIALUND METHODEN

3.1. DIE PATCH-CLAMP TECHNIK

Die Experimente der vorliegenden Arbeit wurden mit der von Ernst Neher und Bert
Sakmann entwickelten "patch-clamp"-Methode durchgefihrt. Diese Technik wurde
erstmals 1976 beschrieben und erlaubt die genaue Messung von Strdmen durch
lonenkanéle in der Zellmembran einer Zelle.

Bei dieser Methode wird unter mikroskopischer Betrachtung mit Hilfe eines
Mikromanipulators die Spitze einer fein ausgezogenen Glaspipette an die Zellmembran
herangefahren und aufgesetzt, wodurch eine Dichtung ("seal") mit einem sehr hohen
Widerstand im Gigaohmbereich ("gigaseal”) hergestellt wird. Durch einen leichten
Unterdruck wird die Zellmembran an die Pipette angesaugt und hierbei durch
Mikroadh&sionskrafte ein fester Verschluss geschaffen. Der Leckstrom der Zelle zeigt
sich so vernachlassigbar klein, wobei der gemessene Strom ausschlief3lich durch die
lonenkanéle der Zellmembran flie3t. So gelingt die elektrische Isolierung eines
Membranflecks ("patch") bzw. einzelner lonenkanale von ihrer Umgebung.

Wahrend der Messung wird der Membranpatch auf einem vorgegebenem Potential
gehalten. Dieses Prinzip der Strommessung bei eingestellter Spannung bezeichnet

man als Spannungsklemme ("voltage-clamp").

Verstarker

Tiefpass
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Abbildung 3 : Schematische Darstellung des Patch-Clamp Schaltkreises (modifiziert
nach Frese, 2006).
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Dabei wird von einem PC die vorgegebene Sollspannung Uy, Uber einen Digital-
Analog-Wandler (DA-Wandler) an den Verstarker gegeben. Durch einen negativen
Ruckkopplungsmechanismus, bei welchem das in der Pipette gemessene
Membranpotential U, mit der vorgegebenen Sollspannung verglichen wird, wird ein
Kompensationsstrom entgegengesetzter Polaritat in die Zelle injiziert. Dieses
Spannungssignal wird weiter verstarkt und kann als Ausgangsspannung U, als
MessgroRe fir den geflossenen Membranstrom verwendet werden. Mit einem
Tiefenpassfilter wird hochfrequentes Rauschen herausgefiltert und nach Digitalisierung
durch einen Analog-Digital-Wandler (AD-Wandler) kann das Signal schlieZlich auf dem
Computer dargestellt werden (Abb. 3) (Freese, 2007).

Abhangig davon, ob nach dem Aufsetzen der Patch-Pipette dieser Membranbereich
aus der Zelle herausgeldst oder an der intakten Zelle gemessen wird, werden vier

verschiedene Konfigurationen in der Patch-Clamp-Technik unterschieden (Abb. 4).

"cell-attached"” "whole-cell”

Pip%
saugen saugen
Zelle @ ) |—_g—:>

A €

"inside-out” "outside-out"

usyaiz
usyaiz

Abbildung 4: Patch-Konfigurationen (Frese, 2006)

Die Ausgangssituation nach Etablieren eines Gigaseals bezeichnet man als "cell-
attached" Konfiguration. In dieser Konfiguration werden die lonenkanéle erfasst, die
sich im Zellmembranareal unterhalb der Pipettendffnung befinden. Nun lassen sich
durch gezielte Manipulationen die Messkonfigurationen variieren. Die Experimente
dieser Arbeit wurden im "whole-cell"-Modus durchgefihrt, welcher die Messung des
Summenstroms aller in der Zellmembran enthaltenen lonenkanéle erlaubt. Dafir muss

nach Ausbildung des Gigaseals zwischen Pipette und Zellmembran ein andauernder
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Sog angelegt werden, bis die Zellmembran unter der Pipette reif3t. In der Pipette wird
ein dem intrazellularen Milieu angepasstes Elektrolyt verwendet, da es durch die
Er6ffnung der Zellmembran rasch zum Austausch der intrazellularen Flissigkeit
kommt. Durch die vorgegebene Sollspannung ist die Potentialdifferenz zwischen
Zellinnerem und der Pipette minimal. Wenn der Seal erhalten bleibt, misst man jetzt
den Strom, der durch die gesamte Membranoberflache fliel3t. So bietet diese Technik
die Mdglichkeit, Veranderungen von lonenstrémen durch die Applikation verschiedener
Pharmaka und Toxine zu messen.

Neben den zellgebundenen Patchformen "whole-cell* und "cell-attached" bestehen die
zellfreien Techniken "inside-out" und "outside-out". Durch Zurlickziehen der Pipette
nach Erlangen der "cell-attached"-Konfiguration erhalt man durch Ldsung eines
Membranflecks den "inside-out-Patch". Bei Erzeugen eines starken Unterdruckes wird
ein Loch in die Zellmembran gerissen. Man erhélt, wie bereits beschrieben, die "whole-
cell-Patch"-Konfiguration, die durch vorsichtiges Zuriickziehen der Pipette in den

"outside-out-Patch" tibergeht.

3.2. DER EXPERIMENTELLE AUFBAU

3.2.1. Pipetten

Fur die Herstellung der Pipetten wurden Borosilikat-Glaskapillaren (TW150F-3; World
Precision Instruments, Germany) verwendet, welche unter Zug in jeweils zwei
Patchpipetten getrennt wurden. Die Temperatur der dazu verwendeten Gliihwendel,
die Zuggeschwindigkeit sowie die Zeit zum Ziehen der Kapillaren sind variabel und
entscheiden Uber die Form und den Spitzendurchmesser der hergestellten Pipetten.
Kurz vor dem Experiment wurden die gezogenen Pipetten an einem glihenden
Platindraht "hitzepoliert”, um den Rand ihrer Spitze zu glatten und bei Bedarf ihren
Spitzendurchmesser weiter zu verjingen. Um einen zu hohen Serienwiderstand zu
vermeiden, wurden bei den vorliegenden Experimenten Pipetten mit einem grol3en
Offnungsdurchmesser und damit geringen Widerstanden zwischen 1,0 - 1,9 M fiir die
Ganzzellableitungen ausgewdahlt. Zum luftfreien Beflllen der Pipetten musste eine
kleine Menge Pipettenlésung durch eine Spritze vom offenen Ende her instilliert
werden. Wie bereits beschrieben, wurde nun unter mikroskopischer Betrachtung mit
Hilfe eines Mikromanipulators die Spitze der Patchpipette an die Zellmembran
herangefahren und behutsam aufgesetzt. Zur Schwingungsdampfung war dieses
System auf einen druckluftgelagerten Tisch gebaut. Ein Metallgeriist im Sinne eines
Faradayschen Kafigs sollte rund um die Versuchsanordnung Signalrauschen durch

elektromagnetische Strahlung abschwachen.
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3.2.2. Das Applikationssystem

In dieser Studie wurden die Lokalan&sthetika S(-)-Bupivacain, Mepivacain und
Benzocain sowie das Mucolytikum Ambroxol durch ein Superfusionssystem appliziert.
Dieses Applikationssystem besteht aus einem Plexiglasblock tiber dem Versuchsstand,
in welchen sich bis zu sechs Einwegspritzen stecken lassen. Uber diese Spritzen
gelangen die Prifsubstanzen nach Passage von Kanilen und flexiblen
Schlauchinterponaten an die Zelle (Uber sechs nebeneinanderliegende
Polytetrafluorethylen-Glaskapillaren. So konnten bis zu sechs verschiedene Lésungen
oder Konzentrationen an die Zelle herangetragen werden. Dies konnte nach
behutsamem Eintauchen in die Badlésung und genauer Positionierung der jeweiligen
Glaskapillare vor der Patch-Pipette erreicht werden. Das am Objekttisch verankerte
Applikationssystem gewabhrleistete einen sekundenschnellen Lésungswechsel an der

Zelle.

3.2.3. Datenerhebung und — verarbeitung

Als Patch-Clamp Verstarker wurde der Axopatch 200B (Axon Instruments/Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA) verwendet. Mittels eines chlorierten Silberdrahtes
wurde dessen Eingang mit der Patch-Pipette verbunden. Zur Unterdriickung
hochfrequenten Rauschens wurden die erfassten Strome nach Passage eines 5 kHz —
Tiefpassfilters digitalisiert. Die Abtastfrequenz (Sampling rate) der Digitalisierung lag
bei 20 kHz. Bei allen Registrierungen wurde eine Serienwiderstands- und
Kapazitatenkompensation vorgenommen. Die Messungen wurden bei Raumtemperatur
durchgefuhrt.

Die Steuerung der Impulsprotokolle sowie die digitale Speicherung und Auswertung
der Experimente erfolgten mit der auf einem handelstiblichen Personal Computer
installierten Software pCLAMP 8.2 (Axon Instruments/Molecular Devices). Zur
Erstellung der Graphiken und statistischen Bearbeitung kam die Software Microcal
Origin 6.1 (OriginLab Corp., Northampton, MA) zur Anwendung. Aus den
Messergebnissen wurden Mittelwerte + SEM (standard error of the mean) aus
mindestens finf Zellexperimenten berechnet. Statistische Vergleiche wurden mit der
Hilfe der Software SigmaStat (Jandel Scientific Software, San Rafael, CA, USA)
durchgefuhrt. P-Werte <0.05 wurden als statistisch signifikant angesehen.

Samtliche Anpassungsvorgange wurden mit Hilfe nicht-linearer Anpassung gewonnen.
Um Aktivierungskurven zu erhalten, wurde die Leitfahigkeit g, aus der Gleichung gm =
Ina / ( Em  E (v ) berechnet. Dabei wird der Natriumspitzenstrom Iy, in Abhéngigkeit

vom Potential des Testpulses E,, beschrieben. E., stellt das Gleichgewichtspotential
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und g, die Natriumleitfahigkeit dar. Die Strom-Spannungs-Beziehung wurde mit einer
modifizierten Boltzmann-Funktion angepasst, um das halbmaximale

Aktivierungspotential (E ), bei dem die maximale Leitfahigkeit gmax zur Halfte aktiviert

ist, zu bestimmen.

Gleichung 2: Om/Omax=1/ {1+exp((Eos E)/kg)}

Der Steilheitsfaktor k_ beschreibt, wie sich die Leitfahigkeit in Abhangigkeit des
Potentials um E__ andert. g__ ist die maximale Natriumleitfahigkeit und E_ ist das
. max rev

Gleichgewichtspotential fir Natriumionen. Die Variable E entspricht dem Testpotential.

Um Inaktivierungskurven abbilden zu kénnen, wurde der Natriumspitzenstrom gegen
das Potential des Vorpulses aufgetragen. Die Kurve wurde anschlieRend mittels der

Boltzmann-Funktion angepasst:

Gleichung 3: y=1/{1+exp((Epp hos)/kn)}

Der Parameter hgs beschreibt das halbmaximale Inaktivierungspotential (mV), k, nennt
den Steilheitsfaktor (mV).

Die Hill-Formel wurde zum Anpassen der Konzentrations-Inhibitions-Kurven fur das
Verhaltnis von der Konzentration zur Hemmung verwendet. h ist der Hill-Koeffizient, ¢
die Konzentration, ICsy die halbomaximale Blockierungskonzentration und f; der relative
Block:

Gleichung 4: fi(c)=1/{1+(ICs/c)"}

3.3.  LOSUNGEN UND KANAL-MODIFIZIERENDE SUBSTANZEN

3.3.1. Kristalline Losungen

Alle zum Experimentieren verwendeten Ldsungen wurden selbst hergestellt. Vor den
Versuchen wurden die Badlosung (externe Ldsung) und die Pipettenlésung (interne
Ldsung) auf Raumtemperatur angewarmt und durch einen Spritzenfilter erneut filtriert.

Die Zusammensetzung der kristallinen Losungen ist in Tabelle 3 dargestellt:
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Externe Losung | 65 mM NacCl, 85 mM Choline CI, 2 mM CaCl,, 10 mM HEPES
(pH 7.4)
Externe Losung Il 140 mM NaCl, 3 mM KCI, 1 mM MgCl,, 1 mM CacCl,, 10 mM HEPES
(pH 7.4)
Interne Losung | 100 mM NaF, 30 mM NaCl, 10 mM EGTA, 10mM HEPES
(pH 7.2)
Interne Losung 10 mM NacCl, 140 mM CsF, 1 mM EGTA, 10 mM HEPES
(pH 7.4)

Tabelle 3: Losungen

Um die Natriumstrome isoliert darstellen zu konnen, wurden die extra- und
intrazellularen Losungen gegeniber natirlichen Verhaltnissen stark modifiziert. Die
Verwendung eines umgekehrten Natriumgradienten verringert Artefakte des
Serienwiderstands, welche bei Potentialen, bei welchen sich unter physiologischen
Bedingungen Strome umkehren, auftreten wirden. Eine Natriumuberladung der Zellen
wahrend den repetitiven Stimulationen wird so ebenfalls vermieden. Die Osmolaritét
aller Lésungen betrug 300-310 mosm. Mit Hilfe von Tetramethylammoniumhydroxid
(TMA-OH) und Caesiumhydroxid (CsOH) wurde der pH-Wert eingestellt.

3.3.2. Pharmaka

Die Substanzen Ambroxol, S(-)-Bupivacain, Mepivacain, Benzocain (alle Sigma-
Alldrich) und Bromhexin (Tocris) wurden in Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst und je

nach Loslichkeitsverhalten zu Stammlésungen verdinnt.

3.3.3. Toxine

Tetrodotoxin (TTX) (Tocris, Ellisville, M60O) wurde in Wasser gelost, um eine

Stammldsung einer Konzentration von 5 mM herstellen zu kénnen.

3.4. ZELLKULTUR UND TRANSFEKTION

Bei der vorliegenden Arbeit wurden humane embryonale Nierenstammzellen (HEK,
human embryonic kidney 293t cells) sowie Zellen dorsaler Spinalganglien aus der
Neuroblastomzellreihe ND7/23 (dorsal root ganglion neuroblastoma hybridoma cell line
ND7/23) (European Collection of Cell Cultures) verwendet. Die Zellen wurden in dem
Nahrmedium "Dulbecco's modified Eaglemedium” (DMEM) (GIBCO-Invitrogen,
Germany) bei 37 € und 5% CO, kultiviert. Dieses war mit 100 U/ml
Penicillin/Streptomycin (GIBCO-Invitrogen), 25 mM HEPES (GIBCO-Invitrogen), 10%
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Kéalberserum (GIBCO-Invitrogen) und 3 mM Taurin (Sigma-Aldrich, Germany) versetzt.
Alle zwei bis drei Tage wurde das Kulturmedium gewechselt und abhangig von der
Dichte der Zellen eine Umsetzung (Splitten) durchgefihrt. Dazu wurde zunéchst das
alte Medium verworfen. Die adharenten Zellen wurden zundchst mit Trypsin
gewaschen, um Reste des Kulturmediums zu entfernen und nachfolgend durch
weiteres Einwirken von Trypsin vom Flaconboden geldst. Einige Tropfen (3-8 Tropfen,
abhéangig vom weiteren Verwendungsziel) wurden davon in eine neue Kulturflasche
gleicher GroR3e (T25) transferiert.

Fur die Transfektion der verschiedenen Natriumkandle wurde das Verfahren der
Calcium-Phosphat-Prazipitation angewandt. ND7/23 Zellen wurden mit Na,1.8-cDNA
der Ratte (31-pcDNA1/Amp und CD8-pih3m reporter plasmid) (John Wood, University
College London, London, UK) transfiziert. HEK293t Zellen wurden mit Na,1.4-Wildtype-
pcDNAL1 der Ratte, Na,1.4-Mutationen oder menschlicher Na,1.7-pcDNA (Theodore
Cummins, Indiana University School of Medicine, Indianapolis, USA) transfiziert (CD8-
pih3m reporter plasmid) (Leffler et al., 2007; Nau et al., 2003). Nach einer
Inkubationszeit von 12 bis 15 Stunden wurden die Zellen auf kleinere (35 mm), mit
Nahrmedium beflillte Kulturschélchen aufgeteilt und innerhalb von drei Tagen
verwendet. Transfizierte Zellen wurden kurz vor dem Experiment durch die Zugabe von
Immunobeads (CD-8 Dynabeads; Dynal Biotech, Oslo, Norway) erkenntlich gemacht.
Einige Experimente wurden an nativen, nicht transfizierten ND7/23 Zellen durchgefuihrt,
welche ebenso kultiviert und gesplittet wurden. Stabile HEK-Na,1.3 Zellen wurden
gleichsam kultiviert und fir Versuche ohne Transfektion verwendet (Stephen Waxman,

Yale University, New Haven, USA).

3.5. REVERSE TRANSKRIPTASE UND PCR-ANALYSE

In einem ersten Schritt wurde die RNA von ND7/23 Zellen isoliert und gewonnen,
indem ein spezielles Reagenz (TRIzol Reagent®, Sigma Aldrich) nach einem
herstellerspezifischen Protokoll angewendet wurde. Dieses Verfahren basiert auf der
Lysierung der Zellen in einer chemischen Umgebung, in der RNasen denaturiert
werden. Anschliel3end wird die RNA von den Ubrigen zellularen Bestandteilen getrennt.
RNA eignet sich nicht zur Genamplifikation mittels PCR. Daher wurde zunachst die
RNA in der reversen Transkription in die stabilere komplementdare DNA (cDNA)
umgeschrieben (RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase, Fermentas, St.
Leon-Rot, Germany). Die PCR ist eine Technik zur zyklischen Amplifikation bestimmter
DNA-Bereiche. Nach Denaturierung der DNA und damit Trennung der gebildeten
Doppelstrange lagert sich ein Paar spezifischer Oligodesoxynukleotide (Primer), das
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die nachzuweisende DNA-Region flankiert, der DNA an ("annealing”) und initiiert die
Synthese des jeweils komplementaren DNA-Stranges durch eine thermostabile DNA-
Polymerase (Elongation). Da sich die synthetisierten DNA-Fragmente mit jedem Zyklus
idealerweise verdoppeln, resultiert daraus eine exponentielle Vermehrung des PCR-
Produktes. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung in einem Agarosegel stellen sich
die PCR-Fragmente nach Farbung mit Ethidiumbromid als Bande dar. Die RT-PCR
untersucht Expressionsunterschiede von zuvor in cDNA umgeschriebener RNA. Bei
der vorliegenden Arbeit wurde die RT-PCR mit Primern durchgefihrt, welche die Na,

-Untereinheiten von Ratten und Mausen nachweisen, da die verwendeten ND7/23

Hybridzellen von Ratten und Mausen stammen (Wood et al., 1990):

Na,1.1 (5-GTGTGGGGAGTGGATAGAGAC-3 und 5-GGCTGGGGTTGTTTATGA-ATG-3),
Na,1.2 (5-CATCATCGTCTTCATTTTTGCC-3 und 5-GGTCCTTGCCTATTTCTATGG-3),
Na,1.3 (5-CATCTGTGTGAAGGCTGGAC-3 und 5 -GTTTTGCTATTGCGTCTTGG-3"),
Na,1.4 (5-CTACAATGCGATGAAGAAGC-30 und 5-CACTGTTGAGGATGGGGTTC-3),
Na,1.6 (5-CTTCCTCATTGTGGCTGTCTC-3 und 5-GAAGGAGCCGAAGATGATG-3),
Na,1.7 (5-GGAACTGGCTGGACTTTG-3 und 5-CTACCACAGCCAGGATCAAG-3).

Als Kontrollgruppe wurden Amplifikationen durch Primer fur die R-Aktin2-cDNA
verwendet, welche 3-Aktin2 des Menschen, der Ratte und der Maus aufzeigen (5 -
CAATGAGCTGCGTGTGGC-3 und 5-CATCTGCTGGAAGGTGGAC-3).
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4. ERGEBNISSE UND BEOBACHTUN GEN

Die dieser Arbeit zugrundeliegenden Experimente wurden an HEK293t Zellen und
ND7/23 Zellen durchgefihrt. In HEK293t Zellen wurden der Na,1.4-Wildtyp Kanal und
dessen Mutationen (L1280K, N434K, F1579K) sowie der Na,1.7 und der Na,1.3 Kanal
transfiziert. ND7/23 Zellen erhielten den TTX-resistenten (TTXr) Na,1.8 Kanal. Fur die
TTX-sensible (TTXs) Kontrollgruppe wurden untransfizierte ND7/23 Zellen verwendet.
Natriumstrome wurden mit Hilfe der "whole-cell'-Konfiguration der Patch-Clamp
Technik dargestellt, um die Wirkungen von Ambroxol und verschiedener
Lokalanasthetika (S(-)-Bupivacain, Mepivacain, Benzocain) untersuchen zu kdnnen.
Um dabei ausschliedlich die transfizierten TTXr Na,1.8 Kanale messen zu kdnnen,
wurde der Badlésung TTX (300 nM) zugegeben, womit die additiv vorhandenen TTXs
Strome blockiert werden konnten.

Nach erfolgreichem Patch einer Zelle wurde tber den Verstarker nach dem Prinzip der
Spannungsklemme ein negatives Membranpotential von -140 mV eingestellt. Uber den
PC wurde die Zelle mit einem definierten Impulsprotokoll gereizt, je nachdem, ob der
tonische Block, die Inaktivierung oder der phasische Block gemessen werden sollte.
Zur Messung der Blockade des Natriumstromes wurde die Zelle mit unterschiedlichen
Konzentrationen des Pharmakons gereizt, dessen Applikation in verschiedenen

Konzentrationen Uber das réhrenférmige Superfusionssystem erfolgte (vgl. 3.2.2.).

41. Na,/1.4 - Die Inhibition von Wildtypkandlen und Lokalan  &sthetika

unempfindlichen Na 1.4 Mutationen durch Ambroxol

Aus friheren Untersuchungen ist bekannt, dass Ambroxol Natriumkanale auf eine
spannungsabhangige Weise blockiert, wobei eine hdhere Affinitat fir die Blockierung
von inaktivierten und offenen Kanalen vorliegt (Weiser und Wilson, 2002). Diese
charakteristische Blockade ist eine typische Eigenschaft von Pharmaka, welche eine
Interaktion mit der Lokalanasthetikumbindungsstelle eingehen (Nau und Wang, 2004).
Von vorrangiger Bedeutung war es deshalb zu klaren, ob Ambroxol, ebenso wie
géngige Lokalanasthetika, eine Blockade der Natriumkandle durch eine solche
Interaktion mit dieser Bindungsstelle erreicht. Der Effekt von Ambroxol wurde somit an
dem Natriumkanalwildtyp Na,1.4WT in HEK293t Zellen untersucht. Im Vergleich dazu
wurden drei seiner Na,1.4-Mutationen (L1280K in D3-S6, N434K in D1-S6, F1579K in
D4-S6) gewahlt, welche fiur eine stark reduzierte Sensitivitit gegenuber
Lokalanasthetika bekannt sind (Nau und Wang, 2004).
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Die Reizung der verschiedenen Zelle mit ihren transfizierten Na,1.4 Kanéalen erfolgte
von einem Haltepotential von -140 mV durch einen depolarisierenden Impuls von 5 ms
Dauer zu einem Potential von +50 mV. Die resultierenden maximalen Stréme bei den
verschiedenen Ambroxolkonzentrationen wurden durch den Natriumspitzenstrom in
Kontrolllésung dividiert und von 1 subtrahiert, um den fraktionellen Block zu erhalten.
Mit zunehmender Ambroxolkonzentration kam es zu einer zunehmenden Blockierung
des Natriumspitzenstromes. Dies wird als tonischer Block bezeichnet (Abb. 5a. A, B).
Der Block durch Ambroxol stellte sich nach wenigen Sekunden ein und zeigte sich

vollkommen reversibel nach dem Auswaschen der Substanz.
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Abbildung 5a.:

Blockade von Na ,1.4-WT und dessen Mutationen in HEK293t Zellen durc h
Ambroxol.

A, B. Reprasentative Strome von Na,1.4-WT (A) und Na,1.4-1579K (B) mit steigenden
Konzentrationen an Ambroxol. Die Stréme wurden durch 5 ms lange Impulse von 140 mV
bis +50 mV in 20 s Intervallen aktiviert.

C. Konzentrationsabhéngiger Block von Na,1.4-WT und dessen Mutationen 1280K, 434K
und  1579K durch Ambroxol. Die Natriumspitzenstrome  bei verschiedenen
Ambroxolkonzentrationen wurden auf den Spitzenstrom in der Kontrollldsung normalisiert
und in Abhangigkeit von der Ambroxolkonzentration aufgetragen. Die durchgezogene Linie
reprasentiert die Datenpunkte nach Anpassung mit der Hill-Formel.

D. Spannungsabhangige steady-state Inaktivierung von Na,1.4-WT und Na,1.4-1579K bei
100 M Ambroxol. Die Stréme wurden durch einen Impuls bis +50 mV aktiviert, nachdem
ein 100 ms langer Vorpuls zwischen -140 mV und 20 mV in 5 mV Schritten appliziert
wurde. Die Stréme wurden normalisiert und gegen die Vorpuls-Spannung aufgetragen. Die
durchgezogene Linie reprasentiert die Datenpunkte nach Anpassung mit der
Boltzmannfunktion.
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Die Effektivitat der Blockade durch Ambroxol war bei allen drei Mutationen um das
Vierfache reduziert (ICso L1280K 201.7 + 14.3 pM, N434K 229.8 + 13.4 pM und
F1579K 232.8 + 5.4 pM, n = 6-10) verglichen mit dem Wildtyp Na,1.4 (ICs, 48.5 + 3.8
UM, n =7) (Abb. 5a. C, auch Tab. 4, siehe Anhang ).

Ein ahnlicher Grad der Reduktion des tonischen Blockes an diesen Mutationen wurde
bereits fur etablierte Lokalanasthetika, wie Kokain und S(-)-Bupivacain, demonstriert
(Wright et al., 1998; Nau et al., 1999).

Zur Untersuchung der Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung wird ein anderes
Impulsprotokoll verwendet, in welchem zuvor ein Vorimpuls zu verschiedenen
depolarisierenden Potentialen ausgelost wird. Dies geschieht repetitiv in 5 mV
Schritten von -140 mV bis -20 mV Uber 100 ms Dauer. Dem Vorimpuls folgt ein
Hauptimpuls nach +50 mV fir 5 ms, bei welchem der resultierende
Natriumspitzenstrom gemessen wird. Die so ausgeldsten Maximalstrome mehrerer
Experimente werden normalisiert und gegen das Potential des zugehorigen
Vorimpulses aufgetragen. Aufgrund der hohen Affinitdt fur inaktivierte Kandle
verursachen Natriumkanalblocker, welche mit der Lokalan&sthetikumbindungsstelle
interagieren, eine Verschiebung (Shift) der Inaktivierungskurve zu starker
hyperpolarisierten Potentialen (Bean et al., 1983; Leffler et al., 2007; Nau und Wang,
2004). Dementsprechend induziert Ambroxol (100 pM) einen starken Shift der
Inaktivierungskurve des Na,1.4-WT zu niedrigeren Potentialen, von -76.3 £ 0.3 mV auf
-86.6 £ 0.31 mV (n= 6) (Abb. 5a. D). Dieser Effekt war signifikant vermindert bei allen
drei Mutationen (L1280K -88.9 + 0.1 uM auf -94.4 + 0.3 mV, P < 0.01; N434K -71.5 +
0.2 auf -76.9 £ 0.2 mV, P < 0.01 und F1579K -72.3 + 0.1 auf -77.3 + 0.2 mV, P < 0.05;
n= 6 - 7, unpaired t-test) (Abb. 5a. D).

Zur Messung des sequentiellen Blockadeverhaltens an Na,1.4-WT und dessen
Mutationen wurden die Zellen mit einem depolarisierenden Impuls von 25 ms Dauer zu
einem Potential von +50 mV aktiviert und gleichférmig mit einer Frequenz von 2 oder
10 Hz repetitiv weiter gereizt. Mit jedem weiteren Impuls kam es bei gleichbleibender
Ambroxolkonzentration zu einer weiteren Zunahme der Blockierung. Die Starke dieses
Effektes nahm bei Natriumkanalblockern mit der Konzentration zu und wird als
phasischer oder use-dependend Block bezeichnet.

Wahrend sich beim Wildtyp Na,1.4-WT ein ausgepragter use-dependend Block bereits
bei einer niedrigen Konzentration von 10 pM Ambroxol einstellte und eine
konzentrationsabhéngige Steigerung der Blockade bei 30 und 100 uM auffiel, konnte
bei der Kanalmutation F1579K selbst bei einer Konzentration von 100 pM lediglich eine
geringe Kanalblockade erreicht werden (P<0.001, unpaired t-tests) (Abb. 5b. E, F).

Dementsprechend fiel der use-dependend Block aller Mutationen bei geringeren
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Ambroxolkonzentrationen von 10 oder 30 pM vermindert aus. Die abgewandelten
Kanale zeigten sich also signifikant weniger sensitiv im Vergleich zu dem Kanalwildtyp
bei beiden Frequenzen 2 und 10 Hz (P<0.01, unpaired t-tests) (Abb. 5b. G, H).

Abbildung 5b .:

Blockade von Na ,1.4-WT und dessen Mutationen in HEK293t Zellen durc h
Ambroxol.

E. Use-dependent Block von Na,1.4-WT und Na,1.4-1579K durch Ambroxol. Die Strome
wurden bei einer Frequenz von 10 Hz durch 25 ms lange Testpulse bis +50 mV aktiviert (Vj,
140 mV) unter 10, 30 und 100 M Ambroxol. Die Spitzenstréme wurden auf den ersten
Testpuls normalisiert und gegen die Pulsanzahl aufgetragen.

F. Durchschnittlicher use-dependent Block von Na,1.4-WT und Na,1.4-1579K durch 10, 30
und 100 M Ambroxol beim letzten Puls, dargestellt in Abhangigkeit zum Strom des ersten
Pulses bei 10 Hz.

G, H. Durchschnittlicher use-dependent Block von Na,1.4-WT, 1280K, 434K und 1579K
durch 10 und 30 M Ambroxol beim letzten Puls, dargestellt in Abhangigkeit zum Strom des
ersten Pulses bei 2 Hz (G) oder 10 Hz (H).
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4.2. Nayl.8 und TTXs Kanéle - Die Inhibition von Na 1.8 und TTXs Kané&le durch

Ambroxol

Im nachsten Schritt wurde der Effekt von Ambroxol auf den TTXr Na,1.8 Kanal
untersucht. Aufgrund der geringen Expressionsrate in HEK293t Zellen wurde der
Kanaltyp Na,1.8, wie bereits beschrieben, in ND7/23 Zellen exprimiert (John et al.,
2004; Leffler et al., 2007). Die Wirkung von Ambroxol auf den TTXr Na,1.8 Kanal
wurde mit den Auswirkungen auf TTXs Natriumkanéle verglichen, welche endogen in
ND7/23 Zellen exprimiert werden. Fur die Aufzeichnungen an Na,1.8 wurden zu allen
Testlosungen 300 nM TTX beigefiigt, um die TTXs Kanéle der Zelle zu blockieren.
Ruhende Natriumkanale wurden bei einem Haltepotential (V) von -140 mV untersucht.
Gemessen wurde erneut der tonische, konzentrationsabhéngige Block nach
bekanntem Protokoll (Abb. 6a. A-B).

Abbildung 6a.:

Tonische Block von TTXr Na ,1.8 und TTXs Na® Strémen in ND7/23 Zellen

durch Ambroxol.

A, B. Repréasentative Strome von Na,1.8 (A) und TTXs Kanédlen (B) mit steigenden
Konzentrationen an Ambroxol. Die Stréome wurden durch 5 ms lange Testpulse von 140
mV bis +50 mV in 20 s Intervallen aktiviert.
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Wie aus den Dosis-Wirkungskurven in den Abbildungen 6b. C und D ersichtlich,
boten beide Kanale, Na,1.8 (50.9 + 2.3 pM, n= 6) und TTXs (42.3 = 3.8 uM, n= 7),

einen ahnlichen Grad an tonischem Block durch Ambroxol (Tab. 4, siehe Anhang ).

Abbildung 6b .:

Tonischer Block von TTXr Na ,1.8 und TTXs Na ™ Strémen in ND7/23 Zellen

durch Ambroxaol.

C, D. Konzentrationsabhéngiger Block von ruhenden Na,1.8 (C) und TTXs (D) Kanalen
durch Ambroxol. Ruhende Kanale wurden durch 5 ms lange Impulse von 140 mV bis +50
mV in 20 s Intervallen aktiviert. Die Natriumspitzenstréme bei verschiedenen Ambroxol-
konzentrationen wurden auf den Spitzenstrom in der Kontrollldsung normalisiert und in
Abhéngigkeit von der Ambroxolkonzentration aufgetragen. Die durchgezogene Linie
reprasentiert die Datenpunkte nach Anpassung mit der Hill-Formel.

E, F. Spannungsabhéngige steady-state Inaktivierung von Na,1.8 (E) und TTXs (F)
Kanéalen bei 100 M Ambroxol. Die Stréme wurden durch einen 5 ms langen Testpuls bis
+50 mV aktiviert, nachdem ein 100 ms langer Vorpuls zwischen -120 mV und +40 mV bzw.
-140 mV und +30 mV in 5 mV Schritten appliziert wurde. Die Stréme wurden normalisiert
und gegen die Vorpuls-Spannung aufgetragen. Die durchgezogene Linie reprasentiert die
Datenpunkte nach Anpassung mit der Boltzmannfunktion.
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Um den Effekt von Ambroxol auf inaktivierte Kanale studieren zu kénnen, wurde die
steady-state Inaktivierung von Na,1.8 und TTXs Strémen in Kontrolllésung und in
Anwesenheit von 3, 10, 30 und 100 uM Ambroxol Uberprift. Wie die Abbildung 6b. E
und F demonstriert, induziert Ambroxol einen konzentrationsabhangigen Linksshift der
steady-state Inaktivierungskurve. Dieser Effekt war mit 100 uM Ambroxol signifikant
starker auf Na,1.8 als auf TTXs Strome (P < 0.01, unpaired t-test), nicht aber bei
niedrigeren Ambroxolkonzentrationen von 3 oder 10 uM (P = 0.4 und 0.2, unpaired t-
tests). Basierend auf dieser konzentrationsabhangigen Verschiebung der steady-state
Inaktivierungskurve, errechneten wir die Dissoziationskonstante K, der inaktivierten
Na,1.8 und TTXs Kandale mit der Gleichung (Bean et al., 1983; Leffler et al., 2007):

Gleichung 5: Vos=k IN[(1+ ([L]/1Csor))/(1+([L]/K))]

Vo5 gibt dabei den Shift im Mittelpunkt der steady-state Inaktivierungskurve an, k ist

der slope Faktor, welcher mit der Boltzmann Gleichung errechnet wurde, [L] ist die
Konzentration des applizierten Ambroxols, ICsor ist der ICso-Wert fUr ruhende Kanéle
mit Ambroxol und K, ist die Dissoziationskonstante fur den Block von inaktivierten
Kanalen. Wir schlossen die Daten fir 3, 10 und 100 puM Ambroxol ein, um die
Dissoziationskonstante K, zu errechnen und erhielten ahnliche Werte von 9.1 £ 0.8 uM
fir Na,1.8 (n=8) und 8.5 + 0.7 uM fir TTXs Kanéle (n= 8) (P= 0.5, unpaired t-test).
Zusammenfassend zeigte sich kein Unterschied im tonischen Block von ruhenden oder
inaktivierten Na,1.8 und TTXs Kanéalen durch Ambroxol.

Um den use-dependend Block von Na,1.8 und TTXs Kandlen durch Ambroxol zu
untersuchen, wurden Stréme mit einer Frequenz von 2 oder 10 Hz durch eine Serie
von sechzig 25 ms langen, depolarisierenden Pulsen auf +50 mV, ausgehend von
einem Haltepotential von -140 mV, aktiviert (Abb. 7.). Wie schon in frilheren Arbeiten
beschrieben (Leffler et al., 2007), beobachteten wir fiir Na,1.8 Kanéle in Kontrolllésung
eine starkere use-dependent Blockade verglichen mit TTXs Strémen (Abb. 7. C - F). In
der Kombination mit 10 pM und 30 pM Ambroxol zeigten Na,1.8 und TTXs
Natriumkandle einen typischen phasischen Block, welcher mit steigender Frequenz
und Konzentration an Ambroxol zunahm. Allerdings wurde Na,1.8, verglichen mit den
TTXs Kandlen in ND7/23 Zellen, unabhangig von Frequenz und Konzentration,
signifikant starker blockiert, (P< 0.01, unpaired t-tests, n= 6- 8) (Abb. 7. C - F).
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Abbildung 7 :

Use-dependent Block von TTXr Na ,1.8 und TTXs Na® Stromen in ND7/23
Zellen durch Ambroxol.

A, B. Repréasentative Strome von Na,1.8 (A) und TTXs Kanalen (B), aktiviert bei einer
Frequenz von 10 Hz mit 30 uM Ambroxol (V, 140 mV). Der use-dependend Block wurde
bei einer Frequenz von 2 oder 10 Hz durch 25 ms lange Impulse bis +50 mV untersucht.

C, D. Entwicklung des use-dependend Blocks von Na,1.8 und TTXs Kandlen bei 2 (C) und
bei 10 Hz (D) in Kontrollldsung und unter 10 oder 30 M Ambroxol. Die Spitzenstrome
wurden auf den ersten Testpuls normalisiert und gegen die Pulsanzahl aufgetragen.

E, F. Durchschnittlicher use-dependent Block von Na,1.8 und TTXs Kanalen durch 10 und
30 M Ambroxol beim letzten Puls (60), dargestellt in Abhangigkeit zum gemessenen Strom
des ersten Pulses bei 2 (E) und bei 10 Hz (F).
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Diese unterschiedliche Blockade von Na,1.8 und TTXs Kanalen durch Ambroxol
konnte ebenso bei Natriumeinwartsstromen festgestellt werden (vgl. Externe und
Interne Loésung 1l, Material und Methoden). Bei diesen Experimenten resultierte ein
use-dependend Block durch 30 uM Ambroxol bei einer Frequenz von 10 Hz, welcher,
verglichen mit TTXs (46.5 £ 1.7%, n=6), zu einer signifikant starkeren Reduktion von
Na,1.8 (81.5 + 1,6%, n=6) fuhrte (P<0.01, unpaired t-test).

4.3. TTXs Kanale, Na,1.3 und Na,l1.7 - Die Inhibition von TTXs Kanélen in
ND7/23 Zellen durch Ambroxol

Obwohl allgemein anerkannt ist, dass ND7/23 Zellen endogen TTXs Natriumkanale
exprimieren, welche durch niedrige Konzentrationen an TTX blockiert werden kénnen
(Abb. 8. A) (John et al., 2004, Leffler et al., 2007; Wittmarck et al., 2004), wurde die
Identitat der Na, a-Untereinheiten, welche diese TTXs Stréme generieren, noch nicht
geklart. Deswegen wurden erganzend zu dieser Arbeit RT-PCR Analysen
durchgefuhrt, um die TTXs Natriumkanalsubtypen der ND7/23 Zellen weiter zu
klassifizieren (vgl. Material und Methoden). Zu diesem Zweck wurde die cDNA aus
ND7/23 Zellen gewonnen, um die RT-PCR Analyse mit Primern durchfihren zu
konnen, welche fir den Nachweis der Natriumkanale Na,1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.6 und 1.7
konzipiert wurden. Wie in Abbildung 8 gezeigt, exprimieren ND7/23 Zellen die
Natriumkanale Na,1.2, Na,1.3 und Na,1.7. Dieses Muster an TTXs
Natriumkanalsubtypen entspricht dabei der Verteilung an Kanaluntereinheiten in
adulten und neonatalen DRG Neuronen (Rush et al., 2007).

Ferner wurden deshalb zusatzliche Experimente an zwei dieser TTXs Kanalsubtypen
durchgefuhrt. Der Na,1.3 Kanal wird in neonatalen und verletzten DRG Neuronen
exprimiert, wahrend der Kanalsubtyp Na,1.7 als vorherrschender TTXs Kanal in
adulten sensorischen Neuronen gilt (Rush et al., 2007). Der tonische Block ruhender
Kanale (Vi -140 mV) zeigte sich fur beide Subtypen &hnlich (ICso Na,1.7 73.9 £ 2.1 mV,
n=5und ICs Na,1.3 96.4 £ 3.2 mV, n = 6) (Abb. 8. C, Tab. 4). Dahingegen offenbarte
der use-dependent Block durch 10 uM Ambroxol bei einer Frequenz von 10 Hz eine
niedrigere Sensitivitat fur Na,1.3 im Vergleich zu beiden, Na,1.7 und TTXs Kanélen, in
ND7/23 Zellen (P< 0.05, unpaired t-test) (Abb. 8. D, E).
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Abbildung 8 :

Expression von TTXs  -Untereinheiten in ND7/23 Zellen.

A. Reprasentative Na* Stréme von untransfizierten ND7/23 Zellen in Kontrollldsung und mit
300 nM TTX. Die Strome wurden durch 5 ms lange Impulse von 140 mV bis +50 mV in 20 s
Intervallen aktiviert.

B. RT-PCR Analyse von Na,1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.6 und 1.7 in ND7/23 Zellen. Das + und das -
Symbol zeigt den Nachweis von RT-PCR Produkten. R-Aktin2-cDNA wurde als
Kontrollvorlage verwendet.

Block von Na ,1.3 und Na,1.7 in ND7/23 Zellen durch Ambroxol.

C. Fur den tonischen Block wurden Stréme durch 5 ms lange Impulse von 140 mV bis +50
mV in 20 s Intervallen aktiviert. Die Natriumspitzenstrome bei verschiedenen Ambroxol-
konzentrationen wurden auf den Spitzenstrom in Kontrollldsung normalisiert und in
Abhéangigkeit von der Ambroxolkonzentration aufgetragen. Die durchgezogene Linie
reprasentiert die Datenpunkte nach Anpassung mit der Hill-Formel.

D. Use-dependent Block von Na,1.3 und Na,1.7 durch Ambroxol. Die Stréme wurden bei
einer Frequenz von 10 Hz durch 25 ms lange Testpulse bis +50 mV unter 10 uM Ambroxol
aktiviert (Vi 140 mV). Die Spitzenstrome wurden auf den ersten Impuls normalisiert und
gegen die Pulsanzahl aufgetragen.

F. Durchschnittlicher use-dependent Block von Na,1.3 und Na,1.7 durch 10 M Ambroxol
beim letzten Puls, dargestellt in Abhangigkeit zum Strom des ersten Pulses bei 10 Hz.
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4.4. Nay1.8 und TTXs - Die Inhibition von Na

Bromhexin

Der Wirkstoff Ambroxol stellt den aktiven
Metabolit des Pharmakons Bromhexin dar,
welches ebenfalls als Sekretolytikum im
klinischen Gebrauch eingesetzt wird. Da sich
die molekularen Strukturen von Ambroxol und
Bromhexin &hneln (Abb. 9a. A), wurde der
Effekt von Bromhexin ebenfalls an Na,1.8 und
TTXs  Natriumkandlen  untersucht.  Eine
sorgféltige Charakterisierung des tonischen
Blocks ruhender Kanale war jedoch aufgrund
der verminderten Lo&slichkeit der Substanz
erschwert, und eine valide Kalkulation der 1Cs,-

Werte erschien nicht mdglich.

v1.8 und TTXs Kanalen durch

Abbildung 9a.:
A. Chemische Strukturen von
Ambroxol und Bromhexin

Dennoch zeigte sich der tonische Block durch Bromhexin bei Konzentrationen unter

100 uM vergleichbar mit den Effekten, welche bereits fir Ambroxol beobachtet wurden,

und offenbarte keine wesentlichen Unterschiede zwischen den Kanalsubtypen Na,1.8
und TTXs (Abb. 9b. B ). Ferner wurde der use-dependent Block mit 10 uM Bromhexin

und einer Frequenz von 10 Hz bei einem Haltepotential von -140 mV bestimmt. Der

Wirkstoff Bromhexin vermittelte einen ausgepragten use-dependent Block, welcher

sich nahezu identisch an beiden Kanélen zeigte (P = 0.3, unpaired t-test, n = 6-7)

(Abb. 9b. C).
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Abbildung 9b. :

Block von TTXr Na ,1.8 und TTXs Na " Kanalen durch Bromhexin.

B. Tonischer Block von ruhenden Na,1.8 und TTXs Kanalen durch Bromhexin und
Ambroxol. Ruhende Kanale wurden durch 5 ms lange Testpulse von 140 mV bis +50 mV
in 20 s Intervallen aktiviert. Die Natriumspitzenstrome bei verschiedenen
Ambroxolkonzentrationen wurden auf den Spitzenstrom in der Kontrollldsung normalisiert
und in Abhangigkeit von der Ambroxolkonzentration aufgetragen. Die durchgezogene Linie
dient der Verdeutlichung, es erfolgte keine Anpassung mit der Hill-Formel.

C. Use-dependend Block von Na,1.8 und TTXs Kanélen bei 10 Hz unter 10 M Bromhexin
und 10 uM Ambroxol. Die Spitzenstréme wurden auf den ersten Testpuls normalisiert und
gegen die Pulsanzahl aufgetragen.
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4.5. Nayl1.8 und TTXs - Die Inhibition von Na 1.8 und TTXs Kanalen durch die

Lokalanasthetika S(-)-Bupivacain, Mepivacain und Be  nzocain

Aus den bisherigen Daten geht hervor, dass der bedeutendste Unterschied zwischen
dem TTXr Kanalsubtyp Na,1.8 und den TTXs Kanélen beziglich der Sensitivitat
gegenuber Ambroxol im use-dependent Block liegt, welcher signifikant starker fur
Na,1.8 ausfiel. Eine ahnliche Praferenz fir Na,1.8 im use-dependent Block konnte erst
kurzlich fur das Lokalanasthetikum Lidocain nachgewiesen werden, im Gegensatz zu
dem trizyklischen Antidepressivum Amitriptylin (Leffler et al., 2007). Wie Ambroxol
blockieren die Wirkstoffe Lidocain und Amitriptylin Natriumkandale, indem sie mit der
Lokalanasthetikumbindungsstelle interagieren (Nau und Wang, 2004; Nau et al., 2000;
Ragsdale et al., 1994). Deswegen schien ein Vergleich mit anderen Lokalané&sthetika
sinnvoll, um gegebenenfalls einen ahnlichen bevorzugten Block an Na,1.8 nachweisen
zu kdnnen. Der tonische und der use-dependent Block von Na,1.8 und TTXs Kanalen
in ND7/23 Zellen wurde fir S(-)-Bupivacain, Mepivacain und Benzocain bestimmt
(Abb. 10).

Ahnlich wie Ambroxol zeigten alle drei Substanzen einen vergleichbaren Grad an
tonischem Block fur Na,1.8 und TTXs Kanale (Abb. 10. A, D, C und Tab. 4). Im
Gegensatz dazu wurden signifikante Unterschiede fir den use-dependent Block der
Kanéle beobachtet. Wie in Abbildung 10. B und C demonstriert, zeigte
S(-)-Bupivacain einen signifikant starker ausgepragten use-dependent Block an TTXs
Kanalen als an Na,1.8. Das Pharmakon Mepivacain hingegen wirkte im use-dependent
Block wesentlich betonter auf Na,1.8 als auf TTXs Kanale (Abb. 10. E und F) (P <
0.05, unpaired t-tests, n = 6 - 10). Demgegeniber produzierten auch hohe
Konzentrationen an Benzocain (1 mM) keinen relevanten use-dependent Block von
Na,1.8 oder TTXs Kanalen in ND7/23 Zellen (Abb. 10. H und | ). Diese fehlende
Inhibition durch Benzocain stimmte dabei mit vorhergehenden Erkenntnissen (berein
(Quan et al. 1996), steht aber im Gegensatz zu seiner Interaktion mit der
Lokalanasthetikumbindungsstelle (Wang GK et al., 1998).
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Abbildung 10 :

Block von TTXr Na ,1.8 und TTXs Na * Kanalen durch die Lokalanasthetika S(-)-
Bupivacian, Mepivacain und Benzocain.

A, D, G. Tonischer Block von ruhenden Na,1.8 und TTXs Kanélen durch S(-)-Bupivacain
(A), Mepivacain (D) und Benzocain (G). Ruhende Kanéle wurden durch 5 ms lange Impulse
von 140 mV bis +50 mV in 20 s Intervallen aktivier t. Die Natriumspitzenstrome bei
verschiedenen Konzentrationen wurden auf den Spitzenstrom in Kontrollldsung normalisiert
und in Abhéngigkeit von der Konzentration aufgetragen. Die durchgezogene Linie dient der
Verdeutlichung, es erfolgte keine Anpassung mit der Hill-Formel.

B, E, H. Use-dependent Block von Na,1.8 und TTXs Kanalen bei 10 Hz mit S(-)-Bupivacain
(B), Mepivacain (E) und Benzocain (H). Die Strome wurden bei einer Frequenz von 10 Hz
durch 25 ms lange Testpulse bis +50 mV aktiviert (V,, 140 mV). Die Spitzenstrome wurden
auf den ersten Testpuls normalisiert und gegen die Pulsanzahl aufgetragen.

C, F, I. Durchschnittlicher use-dependent Block von Na,1.8 und TTXs Kanalen durch S(-)-
Bupivacain (C), Mepivacain (F) und Benzocain (I) beim letzten Puls, dargestellt in
Abhéngigkeit zum Strom des ersten Pulses bei 10 Hz
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5. DISKUSSION

Die Bindungsstelle fur Lokalanasthetika in verschiedenen Natriumkanalsubtypen setzt
sich mit groBer Wahrscheinlichkeit aus mehreren S6 Segmenten zusammen, welche
einen gemeinsamen ,Rezeptor" fur die Substanz bilden (Nau und Wang, 2004). Viele
verschiedene Substanzen, allen voran die meisten Lokalandsthetika, verursachen
einen spannungsabhangigen Block von Natriumkanélen, indem sie eine Interaktion mit
jener Bindungsstelle eingehen (Nau und Wang, 2004). Wéahrend diese Inhibitoren eine
geringe Affinitat fir Natriumkanéle im ruhenden Zustand aufweisen, kann eine hohe
Bereitschaft fur die Blockade inaktivierter und offener Kanale beobachtet werden. Auch
der Ambroxol-induzierte Block von Natriumkanalen wurde bereits zuvor als stark
spannungsabhangig beschrieben (Weiser und Wilson, 2002), was sich auch in dieser
Studie fur Na,1.8 und TTXs Kanéle zeigte. Darliber hinaus legten die gesammelten
Daten an den Lokalanasthetika-unempfindlichen Na,1.4 Mutationen die Vermutung
nahe, dass Ambroxol und Lokalanédsthetika eine gemeinsame Bindungsstelle fir die
Blockade von Natriumkanélen besitzen. Demzufolge war der Effekt von Ambroxol an
den Lokalanasthetika-unsensiblen Mutationen stark abgeschwéacht. Zu beobachten war
dies bei den Experimenten an inaktivierten Kanalen (z.B. steady-state Inaktivierung,
use-dependent Block), an offenen Kanélen (z.B. use-dependent Block), aber auch an
ruhenden Kanélen (z.B. tonischer Block). Beriicksichtigt man zudem die Tatsache,
dass die Bindungsstelle fir Lokalanasthetika in allen Natriumkanalsubtypen enthalten
ist, kann man davon ausgehen, dass Ambroxol alle Natriumkanéle auf dhnliche Weise
blockiert. Folglich war es nicht verwunderlich, dass der tonische Block von ruhenden
und inaktivierten Na,1.8 und TTXs Kanélen durch Ambroxol einen ahnlichen Grad
aufwies und nicht, wie zuvor angenommen, eine Praferenz fir Na,1.8 zeigte.

Heterolog exprimierte Na,1.8, Na,1.7 und Na,1.3 Kandle wurden in dieser Arbeit
ebenso untersucht wie TTXs Kandle der Zelllinie ND7/23. Diese Auswahl ermdglichte
die Charakterisierung der eigentlich interessanten Kanalsubtypen der sensorischen
Neuronen. In vorhergehenden Studien wurde bislang der Effekt von Ambroxol auf TTXr
Natriumkanale in Nervenzellen von Spinalganglien dem Effekt auf heterolog
exprimierten Na,1.2 Kandlen gegenubergestellt (Weiser, 2006; Weiser und Wilson,
2002). Wahrend TTXs Natriumkanale jedoch schon bei hyperpolarisierenden
Potentialen anfallig fir eine Inaktivierung sind, beginnen Na,1.8 Kanéle erst bei starker
depolarisierenden Potentialen zu inaktivieren. Folglich verbleibt bei kurzen
Depolarisationen, verglichen mit den TTXs Kanélen, ein grol3erer Anteil an Na,1.8
Kandalen im ruhenden Zustand (Blair und Bean, 2002; Renganathan et al., 2001; Rush

et al., 2007). Diese Tatsache belegt die frihere These, dass TTXs Kandle eine hthere
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Bereitschaft fir den Block durch Lidocain haben als TTXr Kanéle (Roy und Narahashi,
1992; Scholz et al., 1998). Diese offensichtliche Differenz zwischen den beiden
Kanalsubtypen scheint dabei nicht Folge unterschiedlicher Bindungsstellen zu sein,
sondern vielmehr ein "spannungsabhangiger", "state-dependend" Effekt infolge
verschiedener experimenteller Protokolle (Leffler et al., 2007). Die Vermutung, dass
sich die Sensitivitaten von Na,1.8 und TTXs Kanalen gegenliber den beschriebenen
Natriumkanalblockern &ahneln, wird von der Tatsache untermauert, dass Ambroxol,
S(-)-Bupivacain, Mepivacain sowie Benzocain keinen Unterschied zwischen den
Kanalsubtypen im tonischen Block zeigten. Bemerkenswert erscheint jedoch, dass
Ambroxol wie ein sehr starkes Lokalanasthetikum fungiert und eine héhere Potenz im
tonischen Block von Natriumkanalen zeigt, als alle bislang unter identischen
experimentellen Bedingungen untersuchten Lokalanasthetika (Ambroxol > S(-)-
Bupivacain > Mepivacain > Lidocain > Benzocain) (Tab. 4, Leffler et al., 2007). Unter
Berlcksichtigung der ausgepragten Spannungsabhangigkeit der Inhibition durch
Ambroxol ist das Design des experimentellen Protokolls von entscheidender
Bedeutung. Die Daten der vorliegenden Studie wurden deshalb bei einem
Haltepotential von -140 mV fir ruhende Kandle und bei -40 mV beziehungsweise -70
mV fur den Block inaktivierter Na,1.8 und TTXs Kanéle aufgenommen.

Die Ergebnisse belegen, dass Ambroxol einen starken use-dependent Block mit einer
signifikanten Praferenz fir den Na,1.8 Kanal im Gegensatz zu TTXs Kanélen induziert
und somit ein Na,1.8-bevorzugenden Inhibitor zu sein scheint. Diskrepante
Untersuchungen, welche fir die Substanz einen schwachen use-dependent Block mit
Praferenz fur Na,1.2 im Vergleich zu Na,1.8 beschrieben haben (Weiser und Wilson,
2002), konnten Folge unterschiedlicher Expressionssysteme und unterschiedlicher
experimenteller Protokolle sein. Von entscheidender Bedeutung ist allerdings, dass
Ambroxol in der vorliegenden Studie einen robusten use-dependent Block in allen
Experimenten ausloste und dass die Praferenz fur Na,1.8 im Gegensatz zu TTXs
Kanalen nicht nur fir endogen exprimierte TTXs Kanale in ND7/23 Zellen beobachtet
wurde, sondern auch fir Na,1.3 und Na,1.7.

Ob diese eindriickliche Blockade von Na,1.8 Kanalen einen relevanten Einfluss auf die
analgetischen Eigenschaften von Ambroxol hat, ist zu diesem Zeitpunkt noch unklar.
Studien zufolge soll das Lokalanasthetikum Lidocain ektope Impulse von verletzten
peripheren Nerven blockieren mit einer Konzentration weit unter den Ublichen
Konzentrationen fiir einen totalen Leitungsblock und dies mdglicherweise durch eben
einen solchen use-dependent Block von Natriumkanélen (Chabal et al., 1989; Devor et
al., 1992; Tanelian und Maclver, 1991). Die Expression von Na,1.8 scheint erforderlich

fur die Entwicklung von spontaner Aktivitat in Neurinomen verletzter peripherer Nerven
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(Roza et al., 2003). Diese Annahme lasst auf den glinstigen Einfluss eines Wirkstoffes
hoffen, welcher einen stabilen use-dependent Block mit einer Praferenz fir Na,l1.8
Kandle induziert. Gegen eine tragende Rolle des use-dependent Blocks beim Lindern
von Schmerzen spricht jedoch eine kirzlich veroffentlichte Studie, welche zeigt, dass
die Effizienz einer Kanalblockade in verletzten peripheren Nerven nicht vorrangig von
der Frequenz abhéngt, bei welcher Aktionspotentiale generiert werden (Ritter et al.,
2007). Des Weiteren wurde ein use-dependent Block mit einer Praferenz fir Na,1.8
ebenfalls fir das klassische Lokalanasthetikum Lidocain, nicht aber fur S(-)-Bupivacain
und das trizyklische Antidepressivum Amitriptylin beobachtet (Chevrier et al., 2004,
Leffler et al., 2007; Roy und Narahashi, 1992). Unter diesen Substanzen erweist sich
jedoch nur Amitriptylin als ausreichend fur die Behandlung neuropathischer
Schmerzen, weswegen ein bevorzugter use-dependent Block von Na,1.8 offensichtlich
keine relevante Determinante in der Behandlung dieser Schmerzform darstellit.

Welche pharmakologische Zusammensetzung oder molekulare Struktur eines
Natriumkanalblockers zu einer Praferenz fir die Blockade von Na,1.8 oder TTXs
Kanalen flhrt, ist unklar. Das komplette Fehlen eines Na,1.8-préaferierenden use-
dependent Blocks bei Bromhexin deutet jedoch darauf hin, dass schon eine minimale
strukturelle Anderung einer Substanz den Effekt auf Natriumkanale in einer
subtypangepassten Weise signifikant modifizieren kann.

Zusammenfassend stellt Ambroxol einen potenten Inhibitor von Na,1.8 und von TTXs
Kanélen dar, welche in sensorischen Neuronen exprimiert werden. Dieser Effekt
resultiert aus einer Interaktion mit der Lokalanasthetikumbindungsstelle, weswegen
gemeinsame Eigenschaften mit Lokalan&sthetika nicht verwunderlich erscheinen. Die
Praferenz von Ambroxol fir Na,1.8 Kandle ist dabei auf den use-dependent Block
beschrankt, was jedoch eine vorteilhafte Komponente hinsichtlich der analgetischen
Potenz von Natriumkanalblockern darstellen kénnte. Ambroxol ist demnach mit seiner
hohen Potenz fir die Blockade von Natriumkanélen, einer guten Bioverflgbarkeit
sowie dem Fehlen von ernsten Nebenwirkungen ein interessantes Molekil und kénnte
mdglicherweise, ebenso wie viele andere natriumkanalblockierende Medikamente, flr

die Behandlung akuter und chronischer Schmerzen einsetzbar sein.
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7. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Aminosauren:

F Phe Phenylalanin

I lle Isoleucin

K Lys Lysin

L Leu Leucin

M Met Methionin

N Asn Asparagin

cDNA complementary DNA

CGRP Calcitonin Gene-Related Peptide

CsOH Caesiumhydroxid

D Domaéane

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DRG dorsal root ganglion, Spinalganglion
EGTA ethylene glycol tetraacetic acid

HEK 293t human embryonic kidney 293t

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Na, voltage-gated Na" channel, spannungsabhangiger Natriumkanal
ND7/23 DRG neuroblastoma hybridoma cell line
PCR polymerase chain reaction

PNS peripheres Nervensystem

S Segment

S.E.M. standard error of the mean

TMA-OH Tetramethylammoniumhydroxid

TTX Tetrodotoxin

TTXr Tetrodotoxin-resistent
TTXs Tetrodotoxin-sensitiv
Vh Haltepotential

WT Wildtyp

ZNS zentrales Nervensystem
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9. ANHANG

Tabelle 1: Klassifikation der peripheren Nervenfasern (Erlanger und Gasser, 1932).

Fasertyp | Funktion Durchmesser | Geschwindigkeit
[um] [m/s]

A Muskelspindelafferenz, 10-20 60-120

Skelettmuskelefferenz

A Hautafferenz (Druck, Beriihrung) 7-15 40-90

A Muskelspindelefferenz 4-8 30-50

A Hautafferenz (Temperatur, Nozizeption) | 2-5 10-30

B Praganglionare sympathische Efferenz 1-3 5-20

C Nozizeption, 0,5-1,5 0,5-2

postganglionéare sympathische Efferenz
Tabelle 2: -Untereinheiten spannungsabhangiger Natriumkanéle (modifiziert nach
Wood und Baker, 2001).

Name Alter Name | Gen Chromosom | TTX Vorkommen

Na,1.1 Type | SCN1A 2024 TTX-s ZNS, PNS

Na,1.2 Type Il SCN2A 2023-24 TTX-s ZNS

Na,1.3 Type Il SCN3A 2024 TTX-s ZNS

Na,1.4 SkM SCN4A | 17923-25 TTX-s Skelettmuskel

Na,1.5 Cardiac SCNb5A 3p21 TTX-r Herzmuskel,

Skelettmuskel

Na,1.6 NaCh6 SCNB8A 12913 TTX-s ZNS, PNS

Na,1.7 PN1 SCN9A 2024 TTX-s PNS, Schwann

Na,1.8 SNS/PN3 SCN10A 3p22-24 TTX-r DRG

Na,1.9 NaN SCN11A 3p21-24 TTX-r PNS
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Tabelle 3: Losungen.

65 mM NacCl, 85 mM Choline CI, 2 mM CaCl,, 10 mM HEPES
(pH 7.4)

Externe Losung |

140 mM NacCl, 3 mM KCI, 1 mM MgCl,, 1 mM CacCl,, 10 mM HEPES
(pH 7.4)

Externe Losung Il

100 mM NaF, 30 mM NaCl, 10 mM EGTA, 10mM HEPES
(pH 7.2)

Interne Losung |

10 mM NacCl, 140 mM CsF, 1 mM EGTA, 10 mM HEPES
(pH 7.4)

Interne Losung |

Tabelle 4: ICs-Werte fur den tonischen Block an verschiedenen, ruhenden
Natriumkanalen durch Ambroxol und Lokalandsthetika. Der Hill-Koeffizient ist in
eckigen Klammern notiert, n.d. not determined, n Anzahl der Zellexperimente.

Na, -subunit Ambroxol S(-)Bupivacain | Mepivacain Benzocain
Na,1.8 50.9+23 145.7 £ 6.7 285.2 + 30.2 1709.3 £ 68.8
(n=6) (n=6) (n=8) (n=8)
[1.02+0.04] | [0.93+0.04] [0.65+0.05] |[1.24+0.07]
TTXsin ND7/23 | 42.3+3.8 129.8 + 8.0 491.4 +23.7 1433.3+87.4
(n=7) (n=7) (n=10) (n=7)
[0.90 + 0.07] [0.88 + 0.05] [0.91+0.04] |[1.35+0.13]
Na,1.7. 73.9+2.1 n.d. n.d. n.d.
(n=5)
[1.54 +0.04]
Na,1.3 96.4+3.2 n.d. n.d. n.d.
(n=6)
[1.51+0.12]
Na,1.4-WT 48.5 + 3.77 n.d. n.d. n.d.
(n=7)
[0.97 £ 0.07]
Na,1.4-L1280K 201.7 +14.33 | nd. n.d. n.d.
(n=7)
[1.20 +0.10]
Na,1.4-N434K 229.8 +13.42 | nd. n.d. n.d.
(n=6)
[1.10 £ 0.07]
Na,1.4-F1579K 232.8 +5.39 n.d. n.d. n.d.
(n=10)
[1.31+0.04]
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