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Einleitung

1 Einleitung

Die lokale und regionale selektive Blockade neuronaler Strukturen ist neben der sog. Allge-
meinanésthesie ein wesentlicher Bestandteil klinisch angewandter Anésthesiologie. Die in
diesem Kontext verwendeten Medikamente, allen voran die Lokalanésthetika, sind in der
Mehrzahl lange Zeit evaluiert und gelten im Allgemeinen als sehr gut vertrdglich. Es sind
jedoch auch Nebenwirkungen assoziiert, die ihre Anwendung im klinischen Routinebetrieb
limitieren. Seit Beginn der Anwendung sind toxische Auswirkungen in Bezug auf das Zent-
ralnervensystem sowie kardiotoxische Nebeneffekte beschrieben und von klinischer Rele-
vanz. In der aktuelleren wissenschaftlichen Forschung riickt die direkte Toxizitdt der Lokal-
andsthetika am Applikationsort vermehrt in den Fokus der Aufmerksamkeit. Diese zeigt sich
nicht nur im Rahmen neuronaler Zielstrukturen, sondern auch im Bereich umliegenden Ge-
webes wie zum Beispiel der Muskulatur oder Knorpelgewebe. Im Bereich der klinischen
Anwendung sind mehrere Berichte {iber relevante Myonekrosen nach Anwendung von Lo-
kalanisthetika, insbesondere bei Applikation von Bupivacain, verdffentlicht worden. Die
hintergriindigen Pathomechanismen dieser direkten Toxizitét sind sehr komplex und zu gro-
en Teilen bislang ungeklért. Neben direkten Einfliissen auf die zelluldre Integritét scheinen
Apoptose-induzierende Faktoren einen entscheidenden Beitrag zu den relevanten Mechanis-
men zu leisten. Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zur Identifizierung der apoptoti-

schen Signalwege leisten.
1.1 Allgemeine Grundlagen von Lokalanisthetika

1.1.1 Historische Entwicklung

Mit ihren Selbstversuchen entdeckten der Psychoanalytiker Sigmund Freud und sein Freund
Carl Koller, ein Augenarzt aus Wien, zufillig die betdubende Wirkung von Kokain und leg-
ten damit den Grundstein fiir die Entwicklung der Lokalanidsthesie in der Medizin. 1884
berichtete Carl Koller erstmals von der Moglichkeit mit Hilfe einer Kokainlosung die Au-
genoberfldche flir operative Zwecke ausreichend zu betduben [1]. Somit begann fast 42 Jahre
nach der ersten erfolgreichen Allgemeinnarkose mit Ather, nun auch die Entwicklung der
Lokal- und Regionalandsthesie. Schon 1885 wurde Kokain als Lokalandsthetikum in der
Zahnheilkunde verwendet. 1888 gelang die erfolgreiche Leitungsanésthesie des Fingers und
1892 beschrieb Carl Ludwig Schleich erstmalig die Technik der Infiltrationsanésthesie, mit

der es nun moglich war oberfldchliche Hautareale suffizient zu betduben [2]. Die Grundlagen
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zur Spinalkanalandsthesie legte 1899 August Bier mit der Verdffentlichung seiner ,,Versu-
che iiber die Cocainisirung des Riickenmarks* [3]. Neun Jahre spéter folgten die Grundlagen
zur intravendsen Lokalandsthesie [4]. Bereits mit Beginn der Anwendungen wurden jedoch
auch unerwiinschte Nebenwirkungen deutlich. Aufgrund toxischer Eigenschaften und eines
relevanten Suchtpotentials konnte sich Kokain als Lokalandsthetikum im klinischen Alltag
daher beispielsweise nicht durchsetzen, ermoglichte jedoch nach Analyse der chemischen
Struktur zu Beginn des 20. Jahrhunderts u.a. die Entwicklung der auch heutzutage gebrauch-
lichen synthetischen Lokalandsthetika. Mit klinischer Relevanz wurden 1905 von Alfred
Einhorn zunichst das erste Ester-Lokalandsthetikum Procain eingefiihrt, wenig spéter folg-

ten die Lokalandsthetika vom Aminoamid-Typ [5].

1.1.2 Pharmakologie der Lokalanisthetika

Lokalanidsthetika setzen sich aus einer aromatischen lipophilen Ringstruktur und einer hyd-
rophilen Aminogruppe zusammen, die {iber eine Zwischenkette miteinander verbunden sind
(s. Abbildung 1-1). Sie sind chemisch betrachtet schwache Sduren. Entsprechend der che-
mischen Bindung innerhalb der Zwischenkette kann man grundsétzlich eine Einteilung der
Lokalanidsthetika in Aminoamide oder Aminoester vornechmen [6]. Im klinischen Kontext,
insbesondere der Anisthesiologie, sind iiberwiegend Lokalandsthetika des Aminoamid-Typs

in Verwendung [7].

CH3
(o) C2H5
\ / NH C CH2 N\
\ C2H5
CH3
Aromatische lipophile = Zwischenkette Hydrophile
Ringstruktur Aminogruppe

Abbildung 1-1. Strukturchemischer Aufbau der Lokalanésthetika am Beispiel des Lokalanésthetikums Lidocain.

Pharmakokinetische Eigenschaften und pharmakodynamische Effekte werden von substanz-
spezifischen physio-chemischen Eigenschaften bestimmt, sodass eine breite Palette von
Substanzen zur individuellen Steuerung zur Verfiigung steht. Wichtige Merkmale sind u.a.

Proteinbindung und pKa-Wert. Tabelle 1-1 zeigt einen Auszug gebriuchlicher
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Lokalanésthetika mit ihren Eigenschaften und der daraus resultierenden Anwendungsge-
biete. Zudem werden im klinischen Gebrauch héufig weitere Pharmaka (z.B. Vasokon-
striktoren) in Kombination additiv appliziert um entsprechende Modifikationen des pharma-

kologischen Verhaltens zu erzeugen.

Tabelle 1-1. Tabelle wichtiger Eigenschaften gebrauchlicher Lokalandsthetika (abgeéndert nach Stiiber und Dullendorf [7]

Wirkstoff | pKa- Protein- Wirkungs- Wirk- Anwendungsspektrum
Wert bindung eintritt dauer
(in min)

Lidocain 7,9 65 % Schnell 60-120 Infiltrationsanisthesie, pe-

riphere und zentrale Ner-
venblockade, topische Lo-
kalandsthesie

Mepivacain | 7,6 75 % Schnell 90-180 Infiltrationsanésthesie, pe-
riphere  Nervenblockade,
Epiduralanisthesie, Spinal-
andsthesie

Prilocain 7,7 55% Schnell 60-120 Infiltrationsanisthesie, pe-
riphere  Nervenblockade,
Epiduralanésthesie
Bupivacain | 8,1 95 % langsam 240-480  Peripher Nervenblockade,
Infiltrationsanésthesie,
Epiduralanisthesie, Spinal-
andsthesie

Ropivacain | 8,1 94 % langsam 240-360  Periphere Nervenblockade,
Infiltrationsanésthesie,

Epiduralanisthesie
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1.1.3 Wirkungsmechanismus der Lokalanisthetika

Lokalanésthetika entfalten ihre beabsichtige Wirkung, indem sie die neuronale Erregungs-
weiterleitung blockieren. Hierbei binden sie nach Diffusion im Zellinneren an spannungsab-
hingige Natrium (Na")-Kanile (s.u.) und fiihren zu einer reversiblen Inhibition des Na*-
Einstroms in der Depolarisationsphase des Aktionspotentials, der bis zu einem Membranpo-
tential von bis zu +30 mV gegeniiber dem Extrazellularraum fiihren kann, sodass das an-
kommende Aktionspotential gestoppt wird [8]. Dabei binden Lokalanésthetika {iber die Zy-
tosolseite im Innern des Na“-Kanals an eine spezifische Proteinregion. Diese Bindung der
Lokalandsthetika ist abhéingig vom Aktivititszustand des Na'-Kanals und erfolgt {iberwie-
gend in deren offenem Zustand in der Depolarisationsphase [9]. Eine hohe Aktionspotenti-
alfrequenz steigert somit die Affinitdt und damit die Wirkung des Lokalanésthetikums. Die-

ser Mechanismus wird als ,,use-dependend block* bezeichnet.

Spannungsabhingige Na*-Kanile sind Transmembranprotein, die aus vier homologen Un-
tereinheiten (I-IV) mit je sechs alpha-Helices (Segment 1 - 6) bestehen. Die Abfolge positiv
geladener Aminoséduren in Segment 4 ist als sensibler Bereich fiir die spannungs- und elekt-
rochemischen Konformationsdnderungen identifiziert worden. Als Pore fiir den Natrium-
einstrom wurden zudem Strukturen der Segmente 5 und 6 identifiziert [10]. Eine spezifische
Bindungsstelle fiir Lokalandsthetika konnte bisher nicht genau definiert werden, jedoch exis-
tiert in Segment 6 eine charakteristische Abfolge der Aminosduren Phenylalanin und Tyro-
sin, die durch ihren hydrophoben Charakter mit Lokalanésthetika mutmaBlich interagieren

kénnen [11-13].

Es wurden zudem weitere Mechanismen beschrieben, welche die elektrochemischen Eigen-
schaften der Lipiddoppelmembran neuronaler Zellen beeinflussen. Indem Lokalandsthetika
unspezifisch an die Lipid-Doppelschicht binden, verdndern sie deren physikochemischen
Eigenschaften (Fluiditdt, Mikroviskositdt, Permeabilitdt), sowie ebenfalls das elektrostati-
sche Potential. Insbesondere im Umfeld von Ionenkandlen und Rezeptoren fiihrt dies zu
Konformationsédnderungen der Transmembranproteine mit konsekutivem Einfluss auf ent-
sprechende Tonenstrome und konkret in Bezug auf spannungsabhingige Na'-Kanéle zu einer
Verringerung der Na'-Permeabilitit [14—16]. Diese Eigenschaft steht durch ihre unspezifi-
schen Zielstrukturen ganz besonders im Fokus toxischer Effekte und ist z.B. fiir die kardi-
otoxischen Eigenschaften von entsprechender Relevanz [17,18]. Neben o.g. Hauptwirkung
auf spannungsabhingige Na*-Kanile sind auch spannungsgesteuerte Calcium (Ca*") -Ka-

néle gegeniiber Lokalanésthetika affin und deren Blockade vermutlich fiir einen Teil der
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analgetischen Wirkung mitverantwortlich. Gerade Einfliisse auf den intrazelluliren Ca'-
Haushalt stehen jedoch ebenfalls im Fokus toxischer Eigenschaften und sind insbesondere

fiir die in dieser Arbeit untersuchten Aspekte der Myotoxitit von Bedeutung [19].

1.1.4 Toxizitit von Lokalanisthetika

Wie alle Arzneimittel konnen auch Lokalandsthetika allergische oder anaphylaktische Re-
aktionen hervorrufen [20,21]. Ein besonders allergenes Potential ist dabei der Gruppe der
Aminoester zuzuschreiben, insbesondere jenen mit para-stindigen Aminogruppen und deren
Abbauprodukte [22]. Von den allergischen Reaktionen abzugrenzen sind zytotoxische Re-
aktionen. Hier sind insbesondere systemische toxische Effekte und ihre Auswirkungen auf
das Zentralnervensystem sowie das kardiovaskulidre System hervorzuheben. Klinisch rele-
vante zentralnervose Effekte reichen von perioralem Taubheitsgefiihl iiber Ohrengerdusche,
Vigilanzstorungen und Dysarthrie bis hin zu Krampfanfillen mit Bewusstlosigkeit und Ap-
noe [23,24]. Kardiotoxische Einfliisse dulern sich z.B. durch plétzliche Bradykardien oder
elektrophysiologischen Anomalitdten [23].

Von diesen systemischen Toxizitdtsfolgen sind direkte zytotoxische Eigenschaften von Lo-
kalandsthetika, also lokale Auswirkungen auf das umliegende Gewebe am Applikationsort,
zu unterscheiden. Direkte Zytotoxizitit konnte vor allem in peripherem Nervengewebe und
der umliegenden Muskulatur festgestellt werden [25]. Neuere Studien in vitro und in vivo

zeigen zudem auch toxische Wirkungen auf Knorpelgewebe [26-29].

1.2 Das Lokalanisthetikum Bupivacain

Bupivacain gehort zu der Gruppe der Aminoamide (s. Abbildung 1-1) und liegt als Racemat
aus einem R- und S-Enantiomer vor. Wie alle Lokalandsthetika wirkt Bupivacain vor allem
iiber die reversible Blockade der spannungsabhingigen Na‘-Kanile (s. Kapitel 1.1.3). Bu-
pivacain ist ein langwirksames Lokalandsthetikum mit einem langsamen Wirkeintritt und
einer Wirkungsdauer von 240 min bis 480 min. Die lange Wirkdauer liegt unter anderem an
einer hohen Proteinbindung von bis zu 95%. Der pKa-Wert liegt bei 8,1, sodass Bupivacain
bei einem physiologischem pH von 7,35 bis 7,45 formal zwar in einem Gleichgewicht vor-
liegt, diese jedoch sehr stark zur protonierten Form verschoben ist (s. Tabelle 1-1). Es erfolgt
daher eine verzogerte (pH-abhingige) Diffusion nach intrazellulér, da nur ungeladene Mo-
lekiile durch die Zellmembran diffundieren konnen. Dies erklért den langsamen Wirkeintritt.

Fiir die reversible Blockade des spannungsabhéngigen Na'-Kanals ist nach Uberschreiten
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der Plasmamembran eine intrazelluldre Re-Protonierung des ungeladenen Molekiils erfor-

derlich [30].

Bupivacain ist das Lokalanisthetikum mit der hochsten toxischen Potenz. Ab einer Plasma-
konzentration von 1,5 ug/ml kann es zentralvendse oder kardiale Nebenwirkungen auslosen
(Abbildung 1-2). Insbesondere die hohe Proteinbindungskapazitit von Bupivacain begiins-
tigt auBerdem seine verldngerte toxische Wirkung. Bei systemischer Intoxikation kommt es
vor allem am Herzen zu einer Beeinflussung des Reizleitungssystems, die zu ventrikuldren
Arrhythmien bis hin zu Kammerflimmern und Asystolie fiihren kann [31-33]. In Bezug auf
die lokale Wirkung ist Bupivacain das am stiarksten myotoxische und chondrotoxische Lo-

kalanisthetikum [26, 34, 35].

CaHs
CH;

\

CH,

Abbildung 1-2. Strukturformel des Lokalanésthetikums Bupivacain.

1.2.1 Myotoxizitit von Bupivacain

Klinische Manifestationen von Myotoxizitdt sind, obwohl die myotoxische Wirkung von
Lokalandsthetika bereits sehr friih in der Literatur beschrieben wurde [36], in der klinischen
Andsthesie eine sehr selten Komplikation. Bei Katarakt-Operationen oder anderen okularen
Manipulationen, bei denen eine Retrobulbir-Andsthesie mit dem Lokalanésthetikum Bu-
pivacain erfolgte, konnte jedoch relativ gehéduft eine persistierende Schiadigungen der Au-
genmuskulatur festgestellt werden [37,38]. In Verdffentlichungen im Bereich der Augen-
heilkunde sind derartige Zwischenfille mit einer Inzidenz von etwa 0,25% beschrieben [37],
wobei hierzu keine systematische Privalenzstudien vorliegen. Im Bereich groBerer Muskel-
gruppen und somit im Anwendungsbereich der peripheren Regionalanésthesie gibt es trotz
hochdosierter Applikation von Lokalandsthetika nur vereinzelte Fallberichte iiber muskuldre

Dysfunktionen, die im Zusammenhang mit einer vorausgegangenen Dauerinfusion eines
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Lokalanéasthetikums stehen. Sie duflern sich insbesondere durch anhaltende Muskelschmer-

zen [39].

1.2.2 Histopathologische Verinderungen der Zellstruktur durch Bupivacain

Mikroskopischen Untersuchungen zeigten sowohl in vivo als auch in vitro (in humanem
Gewebe und in Tiermodellen), dass Lokalandsthetika die Zellstruktur von Myozyten,
Chondrozyten und Neuronen schiddigen und lokale inflammatorische Reaktionen hervorru-
fen [25,26,28]. In Maus-Modellen konnten nach intramuskulérer Injektion von Lokalanés-
thetika vielfadltige, allerdings eher unspezifische, strukturelle Verdnderungen demonstriert
werden, die von einer permanenten Myonekrose bis hin zur vollstaindigen Regeneration des
Muskelgewebes reichen [40—42]. Sowohl bei einmaliger hochkonzentrierter Bupivacain-In-
jektion [41] als auch bei Dauerinfusion von Bupivacain [35] in muskuldres Gewebe konnten
diese histopathologischen Veranderungen gleichermallen beobachtet werden. Sie umfassen
in erster Linie eine Hyperkontraktion von Faserbiindeln und Mikrofibrillen [43] mit an-
schlieBender ZerreiBung einzelner Fibrillen, einer Auflésung des Sarkoplasmatischen Reti-
kulums, sowie pathologischen Verdnderungen des Zellkerns. Zudem zeigt sich eine Dege-
neration der Zellorganellen, bis hin zum vollstindigen Bild einer kalzifizierenden Nekrose
mit Aufldsung der gesamten Zellstruktur. Begleitet wird das Bild durch ein ausgedehntes
interstitielles Odem mit der Einwanderung von mononukleéren inflammatorischen Zellen

[40].

Eine Schidigung von umgebendem vaskulirem und neuronalem Gewebe, sowie von Ba-
sallamina und Satelliten-Zellen scheint nicht manifest zu werden [34,44]. Dies erklart unter
Umstidnden die gute Regenerationsfahigkeit muskuldren Gewebes nach Lokalanisthetika-

Exposition [42,45].

Insbesondere Bupivacain ist dariiber hin aus auch in der Lage apoptotische Mechanismen
auszulosen [35,46]. Bereits im mikroskopischen Bild konnen in Korrelation hierzu patholo-
gische Verdnderungen mitochondrialer Strukturen festgestellt werden, die elektronenmikro-
skopisch mit einer Auflosung der Cristae der inneren Membran sowie einer Schwellung der

gesamten Zellorganelle einhergehen [47].

1.3 Pathomechanismen der direkten Toxizitit

Der bisherige Forschungsstand zeigt, dass die Lokalanésthetika-induzierte Toxizitdt in Neu-

riten, Chondrozyten und Myozyten unabhidngig von ihrer Wirkung an Na'-Kandlen
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vermittelt wird [48]. Sie steht nicht nur mikroskopisch, sondern auch auf molekularer Ebene,
in engem Zusammenhang mit den Mitochondrien und dem Endoplasmatischen Retikulum
(ER) in den Neuronen, bzw. dem Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) in den Myozyten [49].
So wurde beispielsweise die Bildung von toxischen reaktiven Sauerstoffradikalen (,, Reac-
tive Oxygen Species “, ROS) [50] und eine Beeinflussung des mitochondrialen Energie-Me-
tabolismus durch Lokalanisthetika beobachtet [51,52]. Ferner scheint auch die Elektroly-
thomdostase, und hierbei insbesondere das Gleichgewicht des Ca?*-Haushalts, eine groBe
Rolle zu spielen [53—-55]. Als Resultat einer Dysbalance konnen sowohl nekrotische als auch

apoptotische Effekte beobachtet werden.

1.3.1 Nekrotische Effekte der Lokalaniisthetika

Bei Anwendung von Lokalandsthetika konnen Prozesse des Zelluntergangs am Applikati-
onsort beobachtet werden. Hierbei spielt offenbar neben dem Wirkstoft selbst auch die Kon-
zentration der eingesetzten Lokalanésthetika eine Rolle: niedrige Konzentrationen induzie-
ren liberwiegend apoptotische Prozesse, hohe Konzentrationen fiihren tiberwiegend zu einer

unmittelbaren Zellnekrose [56—58].

Die genauen Umsténde des nekrotischen Zelluntergangs sind, abgesehen von einer Konzent-
rationsabhédngigkeit, ungeklédrt und scheinen unspezifisch zu sein. Es ist jedoch anzunehmen,
dass die ursidchlichen Mechanismen ebenfalls mitochondrial vermittelt werden [59]. Ent-
scheidend hierfiir sind vermutlich der Verlust der Membranintegritit, Verdnderungen des
Ionenhaushaltes mit konsekutivem Verlust des Ruhemebranpotentials, sowie Verdnderun-

gen der zelluldren Energiebalance [57].

1.3.2 Apoptotische Effekte der Lokalanésthetika

1.3.2.1 Grundlagen der mitochondrialen Apoptose-Kaskade

Apoptotische Vorginge werden weitestgehend von intrazytosolischen Proteinen reguliert.
Einen Hauptanteil stellt die Gruppe der Caspasen dar. Caspasen sind Cystein-Proteasen, die
als Zymogene in jeder Zelle vorliegen und zunéchst proteolytisch in ihre aktive Form um-
gewandelt werden miissen [60]. Sie sind u.a. fiir den Abbau intrazellulirer Proteine wihrend
der Apoptose von Bedeutung [61]. Es existieren prinzipiell zwei Haupt-Aktivierungswege
des Caspase-Systems: der intrinsische und der extrinsische Weg, die beide im Folgenden fiir

das weitere Verstandnis kurz erlautert werden sollen.
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Der extrinsische Weg wird iiber Oberflachenrezeptoren der Zelle, den sog. ,, Death-Recep-
tors “ vermittelt. Die Bindung eines Liganden fiihrt zur Rekrutierung des ,,Fas-associated
protein with death domain “ (FADD) und anschlieBender Bildung eines ,, death-inducing sig-
naling Complex* (DISC) [62]. Als Ligand kommen nicht nur Proteine, wie beispielsweise
der Tumornekrosefaktor o (TNF o), sondern auch Membranstrukturen auf der Zelloberfla-
che anderer Zellen in Frage (z.B. Fas (CD95/Apo-1)) [63]. Der DISC aktiviert die Caspasen
8 und 10, die wiederum die Caspasen 3 oder 7 aktivieren. Die folgende intrazytosolische

Kaskade resultiert letztlich im apoptotischen Zelluntergang (s. Abbildung 1-3).

Der intrinsische Weg wird durch eine Vielzahl an extrazelluldren und intrazelluldren Fakto-
ren getriggert. Zu den extrazelluldren Stimuli gehdren chemische Noxen, Strahlenexposition
oder andere physikalische Einfliisse. Intrazellulér sind oxidativer Stress, DNA- oder mito-
chondriale Schiadigungen oder auch Protein-Fehlbildungen von Bedeutung. Kennzeichnend
fiir den intrinsischen Aktivierungsweg ist, dass dieser iiber mitochondriale Prozesse und da-
bei iiber eine Permeabilisation der dulleren Mitochondrienmembran (,, mitochondrial outer
membrane permeabilization” (mOMP)) moduliert wird. Dabei spielen Proteine der ,,B-cell
lymphoma 2 (Bcl-2) -Familie eine entscheidende Rolle. Sie sind im Intermembranraum des
Mitochondriums als ,,Wiachter der mitochondrialen Integritdt® [64] lokalisiert und bestehen
aus pro- und antiapoptotischen Proteinen. Unspezifische apoptotische Signale aktivieren die
proapoptotischen Proteine ,,Bcl-2-associated X protein“ (BAX) und ,, Bcl-2 antagonist or
killer“ (BAK), die letztlich eine Permeabilisation der duleren Mitochondrienmembran her-
beifiihren. Hieriiber 16sen sie die Freisetzung von Cytochrom c¢ (cyt c¢) und anderen
proapoptotischen Stoffen aus (z.B. OMI/HtrA2, Smac/Diablo, Endonuclease G oder den
Apoptose-induzierenden Faktor (AiF)). Antiapoptotische Bcl2-Proteine verhindern die
mOMP, indem sie BAX, BAK und andere Apoptose-aktivierende Proteine binden. Cyt ¢
fiihrt im Cytoplasma mit dem ,,apoptotic protease activating factor 1 (Apaf-1) zur Akti-
vierung der Caspase 9, mit der sie ein Proteinpolymer, das Apoptosom bilden [65,66]. Das
Apoptosom erlaubt nun die Aktivierung der Caspasen 3 und 7 und verstérkt die nachfolgende

Apoptose-Kaskade [67] (s. Abbildung 1-3).



Einleitung

Extrinsische Apoptose-Kaskade Intrinsische Apoptose-Kaskade

TNFa, Fas
(CD95/Apo-1),
ect.

rezeptor

Extrazelluldre
Intrazellulare Stimuli
I Stimuli /

L

Caspase 8
Caspase 10 @
< — T

Caspase 3 1

Caspase 7 — @
OMI/HtrA2,

X Smac/Diablo,
Apop! < Endonuclease G,
J AF

Apoptosom
Abbildung 1-3. Vereinfachte Darstellung der mitochondrialen Apoptosekaskade (eigene Darstellung).
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Die gemeinsame apoptotische Endstrecke vollzieht sich in einer globalen Proteolyse und der
Aktivierung von DNAsen [61]. Zudem aktivieren Proteine der Bcl2-Familie auch Apopto-
som-unabhédngig eine Caspasen-Kaskade [68]. Ebenso kann eine direkte Caspase-unabhin-
gige Apoptoseinduktion durch Endonuclease G und den AiF iiber spezifische DNAsen er-
folgen [69,70].

Gerade in Bezug auf myotoxische Eigenschaften von Lokalandsthetika kommt insbesondere
dem Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) sowie dem Endoplasmatischen Retikulum (ER)
eine entscheidende Rolle zu. Das ER/SR-System ist in der Lage, unabhédngig von der
mOMP, den intrinsischen Apoptoseweg im Zusammenhang mit ,,Zellstress* (gestorte Gly-
kosylierungsvorgiange, Mangel an Energiemetaboliten oder z.B. aufgrund einer Stérung der

Ca’"-Homdostase) zu aktivieren [71,72].

Es existieren mehrere wechselseitige lonen-/Proteintransportprozesse zwischen dem SR und
den Mitochondrien, die zur Freisetzung apoptotischer Faktoren (z.B. Cytochrom c) und da-
mit zur intrinsischen Aktivierung fithren. Als Kommunikationstrager kommen verschiedene
Proteine (z.B. auch der Bcl2-Familie, BAX oder BAK) infrage [73—76]. Sie flihren hierbei
zu einer Verinderung der Ca?*-Homdostase, Sensibilisierung des Mitochondriums fiir

apoptotische Signale und der cyt c-Freisetzung sowie zur Induktion von Caspase 12 [77,78].
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Die Caspase 12 ist auf der SR-Membran verankert und bei Aktivierung in der Lage eigen-

standige eine Apoptose-Kaskade auszuldsen [79].

1.3.2.2 Einfluss der Lokalanisthetika auf apoptotische Signalkaskaden

Bislang wurden zur genaueren Differenzierung der Relevanz o.g. apoptotischer Mechanis-
men gezielt einzelne Abschnitte der mitochondrialen Apoptose-Kaskade untersucht. Hierbei
wurde u.a. der Einfluss der Lokalanisthetika auf das Caspasen-System, verschiedene Pro-
teinkinase-Systeme oder aber auf das mitochondriale Membranenpotential festgestellt
[46,80,81]. In Versuchen mit Knockout-Zellen (in Bezug auf FADD, Bcl2, Caspase 8 und
Caspase 9) konnte eine relevante Aktivierung des extrinsischen Weges tiber Zelloberfli-
chenrezeptoren ausgeschlossen und eine Beteiligung des intrinsischen Weges nachgewiesen
werden [57]. Auch eine direkte Bupivacain- und Lidocain- induzierte Caspase 3- und
Caspase 7-Aktivierung konnte bereits beschrieben werden [56]. Ein Nachweis der Beteili-
gung von SR-Stress konnte durch einen Bupivacain-induzierten CHOP (,, C/EBP homolo-
gous protein “)-Anstieg erbracht werden, der durch ROS-Reduktion teilweise unterdriickt

werden kann [50].

Weiterhin existieren direkte toxische Effekte auf das Mitochondrium. Sie kdnnen {iber den
Verlust des mitochondrialen Membranpotentials zur Freisetzung intramitochondrial gespei-

cherter Apoptose-induzierender Intermebranproteine (z.B. cyt ¢) fithren [46].

1.3.3 Einfluss der Lokalanésthetika auf den mitochondrialen Energie-Metabolismus
Die aerobe ATP-Produktion spielt in Nerven- und Muskelzellen aufgrund des erh6hten Ener-
giebedarfs eine besondere Rolle, die in der vermehrten Anzahl an Mitochondrien zum Aus-
druck kommt. Eine Auswirkung von Lokalandsthetika auf den neuronalen Zellstoffwechsel
zeigt sich u.a. durch einen Riickgang der ATP-Produktion um ca. 30-50% in vitro [51]. Pa-
thogenetisch liegen hierfiir mehrere Einfliisse im Bereich der Atmungskette vor. Langwirk-
same Lokalandsthetika konnen die oxidative Phosphorylierung entkoppeln und die
Atmungskette sowohl in Komplex I als auch in Komplex III hemmen [82—84]. Weiterhin
fiihren sie iiber eine direkte Hemmung der mitochondrialen FO-F1-ATPase zu einem Absin-
ken der ATP-Synthase-Aktivitit [85]. Weitere bereits aufgezeigte Mechanismen sind der
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranenpotentials [86,87] und die Auflosung der

intramitochondrialen Strukturen mit konsekutiver Mitoptosis [87]. Zudem konnte nach
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langer Bupivacain-Exposition eine Abnahme der Proteindichte der Atmungskette beschrie-

ben werden [87].

1.3.4 Der Einfluss von Lokalaniisthetika auf die Ca?>*-Homdostase

Ca?" ist ein wichtiger sekundirer Signaltransmitter (,, second messenger ), der auf moleku-
larer Ebene an der Steuerung vieler Prozesse beteiligt ist. In Nervenzellen hat Ca** besonde-
ren Einfluss auf das neuronale Wachstumsverhalten, die Ausbildung neuer Axone und die
Plastizitdt von Neuronen [88-90]. In Muskelzellen bindet es an Troponin C, wodurch eine
Konformationsédnderung des Troponin-/Tropomyosin-Komplexes ausgelost wird, die wie-
derum eine Bindung zwischen Aktin und Myosin ermdglicht. In beiden Zelltypen hat Ca**
einen entscheidenden Einfluss auf die Modulation von lonenkanélen und Rezeptoren, die
Aktivierung von Enzymen, die Genexpression, sowie letztlich auch auf den mitochondrialen
Energie-Stoffwechsel (siche auch Kapitel 1.3.3.) [91,92]. Ca?" ist auBerdem entscheidend
am Aufbau des mitochondrialen Membranpotentials beteiligt. Eine Stérung beeintréchtigt
die Funktion des Mitochondriums und ist in der Lage zum Zelltod zu fiihren [93]. Bisherige
Studien konnten zeigen, dass die Applikation von Lokalandsthetika, insbesondere von Bu-
pivacain, liber unterschiedliche und bislang weitgehend unbekannte Mechanismen in engem

Zusammenhang mit einer intrazytosolischen Ca?"-Erhohung steht [40,55].

1.3.4.1 Grundlagen des Mitochondriums und seines Ca?* -Stoffwechsels

Das Mitochondrium besitzt eine Doppelmembran aus je einer Phospholipiddoppelschicht,
die duBere (,, outer mitochondrial membrane*“ [OMM]) und die innere Membran (,,inner
mitochondrial membrane *“ [IMMY]). Sie unterscheiden sich in ihrem Proteinaufbau. Es bilden
sich zwei Kompartimente: der Intermembranraum zwischen innerer und duferer Membran
und die Matrix, der Raum innerhalb der inneren Membran. In der Aullenmembran befinden
sich unselektive Porine, die eine freie Diffusion von Molekiilen < 5 kDa erlauben, sowie
Transportsysteme, die den aktiven zielgerichteten Transport von grofleren Proteinen ermog-
lichen. Sie ist vor allem in Myozyten eng mit dem SR {iber Proteinbindungen verbunden
[94,95]. Diese Verbindung wird als ,,Mitochondrien-assoziierte ER-Membran“ (MAM) be-
zeichnet und ist am Ca?’-Signalweg, dem Lipid-Stoffwechsel, dem Energiemetabolismus
sowie dem Zelliiberleben beteiligt [96—98]. In der inneren Membran befinden sich neben
den Proteinen des Energiemetabolismus und speziellen Transportproteine auch Integritéts-
assoziierte Proteine (z.B. Bcl-2). Zudem regulieren Proteine der IMM das Milieu der Matrix

(s. Abbildung 1-4).
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1.3.4.2 Der Ca**-Influx

Der Ca?'-Transport iiber die OMM erfolgt weitgehend durch freie Diffusion aus dem Zyto-
sol. Zudem besteht eine weitere selektive Transportmdglichkeit, iiber den spannungsabhin-
gigen Anionen-Kanal, VADC (,, voltage-dependet anion channel ), der spannungsabhéngig
fiir Kationen permeabel ist. Dieser ist mit dem SR tiber das ,, Glucose-Regulated Protein 75 *
(GRP75) assoziiert [99—101]. Durch eine Blockade des VDAC konnte bereits gezeigt wer-
den, dass die Storung des Anionen-Einstroms und die gleichzeitiger Erhéhung des Katio-
neneinstroms zu einer Permeabilititssteigerung der Mitochondrienmembran mit Folge der

Apoptoseinduktion fiihrt [100,102].

In der IMM existiert ein kleiner hochselektiver Ionenkanal, der ,, mitochondriale Ca’*-uni-
porter (MCU), der Teil eines fiir den Ca?*-Transport verantwortlichen Makroproteinkom-
plexes ist [103—105]. Er transportiert Ca*>*-Ionen entlang des elektrochemischen Gradienten
in die Matrix, ohne direkte Kopplung an einen ATP-Verbrauch oder andere Ionenstrome
[106]. Auch andere zweiwertige Kationen konnen hieriiber mit geringerer Affinitdt durch
die IMM gelangen. Im Jahr 2011 konnte der MCU als 40 kDa-Protein mit zwei Transmemb-
ranhelices in der IMM identifiziert werden [101,105]. In diesem Zusammenhang konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass eine Uberexpression des MCU zu einer Abschwiichung eines
zytosolischen Ca?*-Peaks fiihrt, indem die Ca**-Aufnahme in die Mitochondrienmatrix ver-
doppelt wird [104]. Damit kommt dem MCU eine bedeutende Rolle in der Regulation der

Ca?"-Homdostase des Zytoplasmas zu.

Eine indirekte Beeinflussung des MCU durch p38 MAPK (z.B. durch Bupivacain) fiihrt zu
einem intramitochondrialen Ca**-Anstieg [107]. Ca** selbst gilt als wichtiger Regulator des
MCU, der durch einen Anstieg des zytosolischen Ca?" sowohl aktiviert als auch wieder in-
aktiviert werden kann [108,109]. Bisherige Studien konnten zeigen, dass der MCU mal3 geb-
lich an der Regulation des mitochondrial vermittelten Zelltods beteiligt ist [110]. Weniger
relevant, aber aus Griinden der Vollstdndigkeit erwédhnenswert ist ein Ryanodin-Rezeptor

innerhalb der IMM, der ebenfalls am Ca**-Transport in die Matrix beteiligt ist [111,112].

1.3.4.3 Der Ca**-Efflux

Der Ca?*-Efflux erfolgt iiber mehrere Proteinsysteme: Neben den beiden mitochondrialen
Antiportern Na'/Ca?*-Austauscher (,, mitochondrial Na'/Ca’*-exchanger” (mNCX)) in
Verbindung mit der Na'/H"-Pumpe und einem H'/Ca®"-Austauscher (,,mitochondrial

H'/Ca*"-exchanger* (mHCX)) existiert ein spezieller Kanal (,, mitochondrial permeability
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transition pore* (mPTP)), dem neben einem schnellen Ca®"-Auswirts-Transport weitere
Funktionen in der Zellorganisation zugeschrieben werden konnen. Die mPTP nimmt im
Ca**-Stoffwechsel daher eine Sonderstellung ein und wird daher im Rahmen der mitochond-
rialen Membranenpermeabilisation ndher erldutert (s. Kapitel 1.3.4.4). Grundlage fiir die
Funktion der Ca?"-Antiporter ist der aktive Na'-Auswirtsstransport aus der Matrix bzw. die

passive Riickdiffusion der freien Protonen [113-116].

BAX- und BAK-
Proteine

BAX-Ch

oyt c

Ca™
Na* Na° . o,
Ca* Molekale >1,5 Da
Legende:
Mitochondrium Frele
Diffusion

Abbildung 1-4. Schematische Darstellung des Ca?*-Ionenstoffwechsels des Mitochondriums (eigene Darstellung).

1.3.4.4 Die mitochondriale Membranenpermeabilisation (mOMP) im Rahmen des
Ca**-Stoffwechsels
Durch Enzyme der Atmungskette, sowie durch mitochondriale Ionenkanéle, entsteht ein
Membranpotential A¥ von ungefihr -180 mV iiber der inneren Mitochondrienmembran, das
fiir die Funktionalitit aller Proteinstrukturen essentiell ist [117]. Der Zusammenbruch dieses
Potentials durch die mOMP ist ein entscheidender Schritt in der intrinsischen Aktivierung
der Apoptose (siche auch Kapitel 1.3.2.). Erst dadurch wird die Freisetzung von cyt ¢ iiber
spezifische Kanalsysteme und die darauffolgende Bildung des Apoptosoms mdglich. Uber
den intrinsischen Weg sind BAX und BAK in der Lage neben der Rekrutierung vorhandener
Kanile der OMM, wie der ,, mitochondrial apoptosis-induced channel“ (MAC), eigenstin-
dig Kanile, die sog. ,, BAX-Channels®, zu formieren [118], welche die Integritit des
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Mitochondriums beeintriachtigen. Ein anderer Weg der mOMP fiihrt {iber die Aktivierung
der ,, mitochondriale permeability transition pore” (mPTP), einer weitgehend unspezifi-
schen Pore in der IMM [119]. Alle diese Strukturen sind entscheidend an die Ca?>*-Homoo-
stase gekoppelt [93] (s. Abbildung 1-5).

1.3.4.5 Der ,BAX-Channel”

Sowohl die antiapototischen, als auch die apoptotischen Proteine der Bcl2-Familie sind dafiir
bekannt, dass sie in vitro Poren mit verschiedenen Eigenschaften in Membranen formen
konnen [120-122]. Auch BAX und BAK als Hauptakteure der mOMP sind hierzu durch
Oligomerisierung bzw. Konformationsianderung in der Lage [116,122—-125]. Hierdurch ist
zumindest in vitro eine Freisetzung von cyt ¢ ins Zytoplasma bereits beschrieben worden

[126].

1.3.4.6 Der “mitochondrial apoptosis-induced channel” (MAC)

Der MAC formiert sich in der frithen Phase des intrinsischen und in der spiten Phase des
extrinsischen Apoptoseweges in der OMM. Er ist eng verkniipft mit der Freisetzung von cyt
c und der Depolarisation des mitochondrialen Membranenpotentials [127—129] und ist struk-

turell mit dem ,, BAX-Channel “ vergleichbar [129,130].

1.3.4.7 Die ,,mitochondriale permeability transition pore*“ (mPTP)

Die mPTP ist ein Proteinsystem in der IMM und reguliert insbesondere die Ca**-Konzent-
ration der Matrix und verhindert unter physiologischen Bedingungen eine Ca?"-Uberladung
[131,132]. Im Gegensatz zu MAC und ,, BAX-Channel  ist die Offnung der mPTP span-
nungsabhingig. Die gedffnete mPTP besitzt eine hohe Leitfdhigkeit fiir Molekiile bis 1,5
kDa [133] und fiihrt damit zu einer mitochondrialen Depolarisation. Zudem konnte gezeigt
werden, dass ein Teil des physiologischen Ca?"-Ausstroms ebenfalls iiber die mPTP vermit-
telt wird, indem diese in den Zustand eines langsam-leitenden selektiven Ca*>*-Kanal wech-
selt [132,134,135]. Dieser kann von verschiedenen Effektoren moduliert werden [134]. Die
Bedeutung der mPTP fiir das Zelliiberleben ist von der Dauer des Offnungszustandes abhin-
gig [136], durch den die ATP-Synthese verhindert und gleichzeitig eine ATPase aktiviert

werden.

Eine dauerhafte Offnung kann folglich zum giinzlichen Verlust des Ionen-Gradienten, zu
einem osmotisch bedingten Anschwellen des Mitochondriums, zur Entfaltung der Cristae

und zur Ruptur der duBBeren Membran flihren [137]. Additiv erfolgt die Ausschiittung von
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cyt ¢ und anderen proapoptotischen Molekiilen liber BAX/BAK-Kanile und so die Initiie-

rung eines apoptotischen Prozesses [138,139].

Die Modulation durch entsprechende Effektoren ist iiber unterschiedliche Mechanismen
denkbar. Haupteffektor an der IMM ist das Membranpotential, das den mPTP in seiner Kon-
figuration stabilisiert [ 140] und nachweislich durch Lokalanésthetika beeinflusst wird. Auch
die Beeinflussung der Atmungskette sowie die Bildung von ROS (siehe auch Kapitel 1.3.5)
haben einen direkten Einfluss auf die mPTP [141-144]. Von besonderer Bedeutung beziig-
lich der myotoxischen Eigenschaften von Lokalanésthetika ist die intrazelluldre Freisetzung
von Ca®" aus dem SR, die iiber eine relative Ca?*-Uberladung erwiesenermafBen zur Offnung
der mPTP fiihrt [46].

BAX- und BAK-

Proteine
mPTP

Mitochondrium
MAC

BAX-Channel

a@»> e

Ca%*, Molekiile

>1,5 Da
l AiF, Endonuclease G
Apoptose CytC
-~ + Caspase 9
\ Caspase 7 + Apaf-1
Caspase 3 «— Apoptosom

Abbildung 1-5. Vereinfachte, schematische Darstellung der mOMP und des intrinsischen Apoptosewegs (eigene Darstel-
lung).

Die Rolle des Mitochondriums im Ca?*-Stoffwechsel in Bezug auf die direkte Toxizitit von
Lokalanésthetika ist bisher noch nicht vollstdndig untersucht. Das Mitochondrium stellt, ne-
ben seinen vielfdltigen Aufgaben in der Energiebereitstellung, neben dem SR einen bedeu-

tenden Ca**-Speicher der Zelle dar.
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1.3.4.8 Die Rolle des Ca**-Stoffwechsels des ER/SR und seine Verinderung durch
Lokalaniisthetika
Am SR konnte die Relevanz der Beeinflussung des Ca?*-Stoffwechsels bereits gezeigt wer-
den. Im Ruhezustand wird Ca** mit Hilfe von membrangebundenen Ca?"-ATPasen kontinu-
ierlich aus dem Zytosol in das SR gepumpt. Diese gewihrleisten den sofortigen Riicktrans-
port von Ca®" nach Freisetzung Ca®" ins Zytoplasma, sodass die intrazellulire Ca**-Kon-
zentration weitgehend konstant bleibt. AuBerdem halten sie einen Gradienten von 1:10* bis
1:10° iiber der Membran des SR aufrecht [145]. Die intrazellulire Ca?*-Konzentration liegt
bei 0,1 uM und kann bei Stimulation durch ein Aktionspotential kurzzeitig auf das 100- bis
1000-fache ansteigen. Dabei wird Ca®" aus den zelluldren Speichern freigesetzt. Es gibt zwei
unterschiedliche intrazelluldre Ca**-Kanile, die fiir den schnellen Ca**-Anstieg im Zyto-
plasma verantwortlich sind, der Ryanodinrezeptor (RyR) und der Inositol-Triphosphat-Re-
zeptor (IP3R). Nach Aktivierung fiihren sie zu einer Freisetzung von Ca®" aus dem SR in
das Zytoplasma. Beide Kanile weisen in ihrem Aufbau strukturelle Ahnlichkeiten auf und
existieren in mehreren Isoformen [146]. Der IP3-Rezeptor ist ein Protein mit sechs Trans-
membrandomaénen, das sich im SR befindet. Gewebeabhingig sind drei unterschiedliche Is-
oformen zu finden [147,148]. Er wird hauptsichlich durch Ca** oder Inositol-Triphosphat
(IP3) kontrolliert [ 149]. Dariiber hinaus existieren zur Modulation Steuerungsdoménen, die
durch diverse Kinasesysteme phosphoryliert und damit aktiviert werden konnen. Daran be-
teiligt sein konnen die Protein Kinase A (cAMP-abhingig) [150], die Protein Kinase B
(Akt/PKB) [151], die Protein Kinase G (¢cGMP-abhingig) [152], die Calmodulin-abhingige
Protein Kinase II (CaMKII) [153], die Protein Kinase C (PKC) [154] und verschiedene Pro-
tein-Tyrosin Kinasen (PTK) [155]. Der IP3-Rezeptor ist dafiir bekannt, dass er Ca** aus dem
SR freisetzt und so als second-Messenger zwischen SR und Mitochondrium dient. Der RyR
ist in unterschiedlichen Organen in drei verschiedenen Isoformen exprimiert: RyR1 findet
sich vor allem in Muskelgewebe, RyR2 wird dem Herz zugeordnet und RyR3 findet man in
Nervenzellen. Es ist jedoch auch bekannt, dass auch alle drei Isoformen nebeneinander ex-
primiert vorliegen kénnen [156,157]. Studien legen nahe, dass der RyR1 am SR {iber direkte
physikalische Bindungen mit einem Proteinkomplex in der Zellmembran verbunden ist, dem
Dihydropyridin-Rezeptor [158]. Uber sog. ,,elektromechanische Kopplung* wandelt er Po-
tentialverdnderungen der Muskelmembran durch ankommende Aktionspotentiale in ein Ak-
tivierungssignal fiir den RyR1 um. Dadurch kommt es zu einer Konformationsanderung des
RyR1 und folglich zur Ca®"-Ausschiittung aus dem SR [159]. In verschiedenen Untersu-

chungen konnte die Myotoxizitit der Lokalandsthetika mit dem Anstieg der zytosolischen
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Ca?"-Konzentration in Verbindung gebracht werden. Mit Hilfe von Querceptin, das die Ca**
-Aufnahme in das SR blockiert, konnte nachgewiesen werden, dass eine Schidigung der
Myozyten bei fehlendem zytosolischem Ca**-Einstrom ausbleibt. Selbiges zeigte sich in An-
wesenheit von Ca?’-Antagonisten, wie Verapamil [160,161]. Es gibt nur wenige Studien
zum Ca**-Stoffwechsel in Neuronen, aber auch sie zeigen, dass auch hier die Toxizitit von
Lokalanisthetika in engem Zusammenhang mit einer Erhdhung der intrazelluldren Ca*'-
Konzentration steht [54]. Am ehesten lésst sich der Einfluss auf den Ca**-Stoffwechsel durch
eine Beeinflussung des Aufnahmemechanismus und der Entleerung der zytosolischen Ca?*-
Speicher erklédren, wie im Folgenden erklért wird. Abhéngig von der Isoform des RyR, for-
dert Bupivacain insbesondere in Muskelzellen den Ca**-Ausstrom durch den RyR1 aus dem
SR [162]. Auch andere Lokalanisthetika wurden auf ihren Einfluss auf den RyR untersucht
[163]. Zusitzlich konnte der Einfluss von Bupivacain auf die Ca**-ATPase und damit auf
die Wiederaufnahme von Ca** nachgewiesen werden. Weiterhin zeigten sich Veriinderungen
der Sensibilisierung der Ca**-Bindestellen an den Proteinkomplexen und des Kontraktions-
apparates [55]. Auch andere Lokalanisthetika konnen die Wiederaufnahme der Ca*"-Auf-
nahme in das SR hemmen [164]. Ein Effekt auf die Membranpermeabilitit des SR mit Er-
hohung der Ca**-Leitfihigkeit scheint von untergeordneter Wichtigkeit zu sein. Wie genau
Bupivacain und die tibrigen Lokalanésthetika auf die Rezeptoren des SR wirken, ist bislang
ungeklart. Man vermutet, dass Bupivacain iiber die Produktion von reaktiven ROS zu einer
Modulation des RyR sowie der Membranpermeabilitidt des SR fiihrt [50]. Andere Studien
sprechen von einer direkten Interaktion am RyR [163]. Ebenso scheinen Lipophilitit und

Stereoselektivitit die Effektivitit der Ca?>*-Beeinflussung zu verindern [165].

1.3.5 Oxidativer Stress durch Lokalanisthetika

Reaktive Sauerstoffspezies (,, reactive oxygene species““ , ROS) sind Stoffwechselprodukte,
die im Rahmen einer aeroben Energiegewinnung anfallen und sehr toxisch sind [166,167].
Zum Schutz der Zelle existieren mehrere Mechanismen (Katalasen, Glutathion Peroxi-
dasen), die einen erhdhten Anfall solcher Substanzen verhindern, und die durch ROS verur-
sachte Schéiden reparieren konnen [168]. Die AMP-abhéngige Protein-Kinase, verstarkt in
bestimmten Konstellationen die Produktion von ROS [169]. ROS sind in der Lage ebenfalls
den Ca**-Stoffwechsel der Zelle durch Beeinflussung der beteiligten Kanalsysteme zu ver-
dndern und zu einem Uberangebot an freiem Ca>" zu fiihren [170,171]. Bupivacain initiiert
eine erhohte Produktion von ROS [82,172], die SR-Stress und somit eine Apoptose-Kaskade

auslosen kénnen [50].
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2 Zielsetzung

Lokalandsthetika, allen voran Bupivacain mit dem héchsten myotoxischen Potential, wirken
konzentrationsabhédngig toxisch auf Skelettmuskelzellen. Insbesondere sind sie in der Lage
in Myozyten apoptotische Mechanismen zu initiieren. Die genauen Signalwege sind bislang
kaum aufgekldrt. Die Korrelation der Lokalanésthetika-vermittelten Myotoxizitit mit der
Ca’"-Homdostase und die gleichzeitige Bedeutung sowohl direkter Zellschidigung, als auch
der Apoptoseinduktion (liber mehrere Signalwege) konnten bereits gezeigt werden. Hierbei

scheint die Interaktion mit Mitochondrien einen wesentlichen Beitrag zu leisten.

Das Ziel der Arbeit ist es an murinen Muskelzellen die Rolle des Mitochondriums und der
mitochondrialen Signalwege im Rahmen einer Bupivacain-Exposition zu betrachten. Durch
gezielte Blockade exemplarisch bedeutsamer mitochondrialer Kanéle soll deren Bedeutung

fiir die Signalwege der Myotoxizitdt von Lokalandsthetika analysiert werden.

Mitochondriale Apoptosekaskaden werden unter anderem durch eine intrazelluldre Erho-
hung lokaler Ca**-Konzentration getriggert [93,173]. Der Signalweg wird hierbei iiber meh-
rere Transportprozesse vermittelt. Im Rahmen der Studienvorbereitung wurden drei wichtige
Ca?"-getriggerte Kaniile der Apoptose, nimlich die mPTP, der MAC und der MCU, mittels
Literaturstudium identifiziert (s. Kapitel 1.3.4). Alle betrachteten Transportkandle konnen
selektiv durch verschiedene Substanzen blockiert werden, sodass die Ca**-vermittelte Sig-
nalkaskade an dieser Stelle gezielt unterbrochen werden kann. Aus bereits veroffentlichen
Untersuchungsergebnissen konnten entsprechend geeignete Substanzen identifiziert und die
vermeintlich bendtigten Substanzkonzentrationen abgeschitzt werden (s. Kapitel 4.3.2). Die
mPTP kann durch Cyclosporin A (CsA) blockiert werden [174,175]. Fiir den MAC wurde
der Blocker ,, mitochondrial apopototic inhibitor“ (iIMAC) ausgewéhlt [176,177]. Ein spe-
zifische Blocker fiir den MCU ist Ru360 [178].
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3 Material

3.1 Gerite

CO2-Inkubatoren Heracell 1501

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Digital-pH-Meter

Knick, Berlin, Deutschland

Durchflusszytometer FACS Calibur

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Feinwaage BP 2215 Sartorius, Gottingen, Deutschland
Gefrierschrank Bosch, Gerlingen, Deutschland
Kiihlschrank Bosch, Gerlingen, Deutschland
Lichtmikroskop Leitz DMIRB Leica, Wetzlar, Deutschland
Multipette plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipetten Pipetmon (10, 200, 1000 ul)

Gilson, Limburg an der Lahn, Deutschland

Ultraschallbad Sonorex super RK510 H

Bandelin, Berlin, Deutschland

Zellbank klein, Lamin Air HB 2448

Heraeus instruments, Hanau, Deutschland

Zellbank grof3, Hera safe KS

Thermo Fisher scientific Inc., Waltham, USA

Zentrifuge Megafuge 1.0 R

Heraeus sepatech, Hanau, Deutschland

Zentrifuge Biofuge stratos

Heracus instruments, Hanau, Deutschland

Zentrifuge Biofuge pico

Heracus instruments, Hanau, Deutschland

3.2 Verbrauchsmaterialien

Combitips

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Einweg-Pipettenspitzen (100,200,1000 ul)

Sarstedt AG, Niimbrecht, Deutschland

FACS-Rohrchen, 5 ml

Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland

Falkons (15, 50 ml)

Sarstedt AG, Niimbrecht, Deutschland

Falkons braun (50 ml)

Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland

Falkon Zellkulturflasche

Schuber&Weiss, Miinchen, Deutschland

Glaspipetten (1, 5, 10, 25, 50 ml)

Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland

Tissue Culture Multi-Wellplatten 24

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

3.3 Chemikalien und Reagenzien

3.3.1 Medikamente

Bupivacain hydrochloride

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Bax channel Blocker Imac

Calbiochem, EMD Millipore, Billerica, USA

Cyclosporin A Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Ru360 Calbiochem, EMD Millipore, Billerica, USA
3.3.2 Kits

FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I

BD Pharmingen TM, Heidelberg, Deutschland
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3.3.3 Sonstiges

Aqua dest. Laboreigene Herstellung
BD FACS Flow BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
BD FACS Rinse Solution BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Chicken Embryo extract lyophilized (CEE)

Seralab, West Sussex, United Kingdom

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Dulbecco's Phosphat Buffered Saline

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

PAA, Colbe, Deutschland

Fetales Kdlber Serum (FKS)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Hepes Buffer (1 M)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Horse Serum (HS)

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

L-Glutamin 2mM

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutsch-
land

Natriumhydrogencarbonat NaOH (1mol/L)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Penicillin/Streptomycin-Losung (Pen/Strep)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Salzsdure (HCI) (0,1%)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

RPMI 1640

PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland

0,5% Trypsin/EDTA

Life Technologies Ltd, Pailey, UK

3.4 Verwendete Zellen

Primére Zellkultur aus:

BALB/c AnNcrl Mause

Charles River Laboratories, Sulzfeld,

Deutschland

Zellkultur aus: C2C12-Zellen

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

3.5 Datenbank und Software

Citavi 5

Swiss Academic Software, Wadenswil,
Schweiz

Flow Jo

TreeStar, Ashland, USA

IBM SPSS Statistics 21

IBM, Armonk, USA

Microsoft Office Excel 2010

Microsoft, Redmond, USA

Microsoft Office Word 2010

Microsoft, Redmond, USA,
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4 Methoden

4.1 Verwendete Zellen

Um die myotoxische Wirkung von Bupivacain genauer zu untersuchen, wurden bereits im
Vorfeld Zellkulturmodelle aus murinen Muskelzellen etabliert. Unter sterilen Kautelen und
konventionellen Kulturbedingungen von 37°C, 5% CO2 und 97% Luftfeuchtigkeit wurden
eigenstdndig gewonnene primdre Mausmuskelzellen (pM-Zellen) aus BALB/c AnNcrl-
Mausen (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland), sowie kommerziell erhéltli-

chen immortalisierten C2C12-Zellen (Sigma Aldrich, Miinchen) kultiviert.

4.1.1 C2C12-Zellen und ihre Gewinnung

Die C2C12-Zellen wurden in 10 ml-Zellkulturflaschen unter konventionellen Bedingungen
kultiviert. Es wurde sowohl ein Kulturmedium, das der Vermehrung der Zellen diente, als
auch ein Differenzierungsmedium, das zur Ausdifferenzierung in reife Muskelzellen fiihrt,

verwendet. Sie setzten sich wie folgt zusammen.
Proliferationsmedium (Medium A): RPMI 1640

+ 20% Fetales Kalber-Serum (FKS)

+ 1% 2mM L-Glutamin

+ 1% Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)
Differenzierungsmedium (Medium B): RPMI 1640

+ 2% Horse Serum (HS)

+ 1% 2mM L-Glutamin

+ 1% Pen/Strep

4.1.2 Primire Mausmuskelzellen und ihre Gewinnung

Die primiren Mausmuskelzellen wurden unter Beriicksichtigung der Regularien der lokalen
Tierschutzkommission entsprechend laborinternen Protokollen durch das dort beschéftigte
Fachpersonal durch Priparation der Mm. extensor digitorum longus, Mm. soleus und Mm.
tibialis anterior aus Muskelgewebe von BALB/c AnNcrl-Miusen gewonnen und dankens-

werterweise zur Verfligung gestellt.
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Analog der Kultivierung von C2C12-Zellen wurden auch hier zwei Kulturmedien benétigt:

ein Proliferationsmedium zur Vermehrung der Zellen und ein Differenzierungsmedium zur

Ausreifung in Myozyten.
Proliferationsmedium (Medium A): DMEM
+ 10% FKS
+ 10% HS
+ 1% 2mM L-Glutamin
+ 1% Pen/Strep
+ 1% CEE
Differenzierungsmedium (Medium B): DMEM
+ 2% HS

+ 1% 2mM L-Glutamin
+ 1% Pen/Strep

+ 0,5% CEE (gelost in Aqua dest.)

Abbildung 4-1. Zellkulturen in Proliferationsphase unter dem Lichtmikroskop; A: vereinzelte C2C12-Zellen, B:
vereinzelte primdre Mausmuskelzellen (400-fache VergroBerung).
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4.2 Zellkultur

Aus beiden Zellkulturen wurde jeweils eine Passage herangezogen und bei -196°C im Stick-
stofftank konserviert, sodass alle Versuchsreihen auf diese Ur-Passagen basieren. Nach se-
lektivem Auftauen wurden die Zellen entsprechend den o.g. Kulturbedingungen mit Medium
A inkubiert. Jeden zweiten Tag erfolgte ein Mediumwechsel unter Temperaturerhaltung.
Nach mikroskopischer Kontrolle erfolgte eine Passagierung bei konfluenter Zellausbreitung

(in der Regel nach je 4-5 Tagen).

Abbildung 4-2. Konfluente C2C12-Zellen am Tag des Versuchsbeginns (200-fache VergroBerung).

4.2.1 Vorbereitungen

Zur Kultivierung und Inkubation der pM-Zellen wurden die Zellkulturflaschen zunachst mit
einer Matrigellosung beschichtet. Kommerziell erhiltliches reines Matrigel wurde dazu im
Verhiltnis 1:10 mit reinem DMEM verdiinnt. Pro Kulturflasche wurden 0,5 ml der herge-
stellten Matrigellosung verwendet. Hierbei wurde auf eine gleichmaflige Benetzung geach-
tet. Im Anschluss wurden die Flaschen mind. 30 min vor Zellzugabe unter o.g. Kulturbedin-
gungen leer inkubiert. (Fiir die C2C12 Zellen waren keine vorbereitenden Mafinahmen er-
forderlich, sie konnten direkt in Medium A, auf den unbehandelten Flaschenboden wach-

send, inkubiert werden).

4.2.2 Auftauen

Die Kryordhrchen mit den gefrorenen Zellen wurden unter warmem Wasser zunédchst leicht
angetaut, bis sich das Eis vom Rand 16ste und das Eispellet in 10 ml Proliferationsmedium
(kalt) iiberfiihrt werden konnte, um die Temperaturunterschiede gering zu halten. Das Zent-
rifugenréhrchen wurde sofort fiir 5 min bei 4°C und 425 g zentrifugiert. Das entstandene

Zellpellet wurde im Anschluss nach Absaugen des Uberstands in 10 ml warmen (37°C)
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Proliferationsmedium resuspendiert und in Kulturflaschen tiberfiihrt. Es erfolgte ein weiterer

Wechsel des Mediums innerhalb von 24 h um letzte Reste des Einfriermediums zu entfernen.

4.2.3 Passagieren

Bei einer Zelldichte >90% (nach lichtmikroskopischer Kontrolle) wurde ein Passagieren der
Zellen nétig. Hierzu wurden das vorhandene Medium entfernt und die Muskelzellen zum
Entfernen von weiteren Stoffwechselprodukten mit 10 ml PBS gespiilt. Anschlieend wur-
den zur Losung der Zellen 4 ml Trypsin-Losung (1:10) hinzugegeben und die Zellen damit
1.d.R. fiir 2 min. (je nach Erfolg) inkubiert. Trypsin fiihrt zu Spaltung extrazelluldrer Pro-
teinstrukturen, lockert dadurch die Gewebestruktur und fithrt somit zu einer leichteren Ab-
16sung der adhdrent wachsenden Zellen. Die Wirkung des Trypsins wurde im Anschluss
durch Zugabe eines Uberschusses an Medium A (hier 6 ml) gestoppt und die Zellsuspension
in einem 50 ml Falcon fiir 5 min zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abgesaugt und
das verbleibende Pellet wurde in 10 ml Proliferationsmedium resuspendiert. Die Zellsuspen-

sion wurde anschliefend in Kulturflaschen tiberfiihrt.

4.2.4 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer-Zihlkammer verwendet. Die Zellen
wurden zundchst passagiert und anschlieBend in einem Zentrifugenréhrchen in 10 ml
Proliferationsmedium geldst. Nun wurden je 10 pl von beiden Seiten in die Z&dhlkammer
gegeben und die 16-Felder-Kammer unter dem Lichtmikroskop ausgezéhlt. Die Zellzahl

wurde wie folgt berechnet:

Arithmetisches Mittel aus 4 Zdhlquadranten x Verdiinnungsfaktor (10.000) = Zellen/ml

4.2.5 Einfrieren
Zum Einfrieren der Zellen wurden drei verschiedene Medien benétigt, deren Zusammenset-

zung im Folgenden aufgefiihrt ist.

Basismedium: Je nach Zellart: RPMI oder DMEM mit mind. 30% FKS
Einfriermedium I: 90% Basismedium + 10% Hepes (20 uM)
Einfriermedium II: 70% Basismedium + 10% Hepes (20uM) + 20% DMSO
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Alle Medien wurden kurz vor dem Einfriervorgang hergestellt. Einfriermedium I und II
mussten auf Eis gelagert werden. Die gewlinschten Kulturflaschen wurden geerntet und aus-
gezihlt. Die ausgezihlte Zellsuspension wurde zentrifugiert und das Zellpellet anschlieBend
in 10 ml Basismedium resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das entsprechende
Zellpellet in 5 ml Einfriermedium I geldst. Zuletzt wurden je 600 pl der Zellsuspension mit
Einfriermedium I in die bereitstehenden Kryordhrchen gegeben und je Kryoréhrchen 600 pl
Einfriermedium II zugegeben. Die Einfrierbox wurde initial 12 h in einem Gefrierschrank
mit -80°C gelagert und innerhalb von 24 h in einem Stickstofftank bei -196°C zur Langzeit-

lagerung verwabhrt.

4.3 Protokolle zur Intoxikation mit Bupivacain
Um die Wirkung der mitochondrialen Ionenkanalblocker und des Bupivacains auf die pM-
und C2C12-Zellen in vitro zu untersuchen, wurden diese mit unterschiedlichen Konzentra-

tionen beider Stoffe unter verschiedenen Zeitbedingungen (s. Abbildung 4-3) inkubiert.

4.3.1 Auswahl des verwendeten Bupivacain und seiner Konzentrationen

In bereits veroffentlichen Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte eine Konzentrationsabhin-
gigkeit der Bupivacain-induzierten Myotoxizitit beschrieben werden [179]. Orientierend an
den somit bereits ermittelten toxisch relevanten Lokalanésthetikakonzentrationen wurden im
Rahmen eines Vorversuchs die verwendete Bupivacain-Konzentrationsbreite an C2C12-
Zellen zunichst eingegrenzt und dann fiir alle Versuchsansétze fiir C2C12-Zellen und pM-

Zellen verwendet.

Die Muskelzellen wurden hierzu mit Bupivacain-Losungen der Konzentration von 0 ppm
(OmM), 500 ppm (1,73 mM), 1000 ppm (3,47 mM), 1350 ppm (4,68 mM), 1750 ppm (6,07
mM) und 2500 ppm (8,67 mM) inkubiert. Fiir die Vorversuche wurden 24-Well-Platten ver-
wendet. Pro Well ergab sich ein Endvolumen von 1 ml, das sich zur Hélfte aus Proliferati-
onsmedium und zur anderen Halfte aus der entsprechenden Bupivacain-Ldsung zusammen-
setzte. Daher wurden reine Bupivacain-Ldsungen mit den doppelten Konzentrationen ange-
setzt. Da Bupivacain in Form von Bupivacain-Hydrochlorid (BHCI)- Pulver vorlag, wurde
in einer vorhergehenden Berechnung zunéchst die Masse des reinen Bupivacain in dem vor-
liegenden BHCI-Pulver bestimmt. Davon abgeleitet wurde dann die nétige Masse der BHC-

Mischung errechnet.
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Da BHCI in basischen Medien aufgrund seines pKa-Werts von 8,1 kaum I6slich ist, wurde
als Grundlage fiir die BHCI-Losung ein Mediumgemisch Medium 1 hergestellt, das neben
dem sehr basischen Proliferationsmedium (Medium A) auch einen Anteil einer Pufferlésung

PBS enthielt, wodurch sich die Gesamtbasizitit der Mischung relativierte.
Medium 1: PBS + Medium A (1:1)

Fiir die jeweiligen Bupivacain-Losungen wurde jeweils je 15 ml einer entsprechenden Ver-
diinnung angefertigt (s. Tabelle 4-1). Zudem wurde durch Zugabe von je 0,05 ml HCI 0,1M
pro 15 ml eine vollstdndige Loslichkeit des BHCI gewihrleistet.

Tabelle 4-1. Verdiinnungsreihe der Bupivacain-Losungen des Vorversuchs.

Medium 1 32 ml PBS + 32 ml Medium A
0 ppm 15 ml Medium 1

1000 ppm 16,9 mg BHCI + 14,95 ml Medium 1 + 0,05 ml HCI
2000 ppm 33,79 mg BHClI  + 14,95 ml Medium 1 + 0,05 ml HCI
2700 ppm 45,62 mg BHCI  + 14,95 ml Medium 1 + 0,05 ml HCI
3500 ppm 59,13 mg BHClI  + 14,95 ml Medium 1 + 0,05 ml HCI
5000 ppm 84,48 mg BHCI  + 14,95 ml Medium 1 + 0,05 ml HCI

Fiir die jeweilige Losung wurde mit Hilfe der Feinwaage die entsprechende Menge BHCI
eingewogen und unter sterilen Bedingungen in 14,95 ml Medium 1 und 0,05 ml HCI 0,1 M
mit Hilfe eines Ultraschallbads gelost. Vor Exposition der Zellen wurde die Losung zunéchst
durch Zugabe von NaOH (1 M) auf einen anndhernden neutralen pH um 7,0 bei Raumtem-
peratur gebracht. Die hierbei zugefiihrten NaOH-Volumina lagen im Bereich zwischen 5 pl
bis 20 ul, sodass eine Auswirkung auf die endgiiltige Bupivacain-Konzentration vernachlés-

sigbar ist. Der pH-Wert wurde mit Hilfe eines pH-Meters bestimmt.

In Anlehnung an bereits vorhandener Arbeitsprotokolle der Arbeitsgruppe wurden die
C2C12-Zellen fiir zwei Stunden bei entsprechender Bupivacain-Konzentration (Medium 1)
und in Proliferationsmedium (Medium A) inkubiert. Im Anschluss wurde das Medium voll-
standig entfernt und durch Proliferationsmedium (Medium A) fiir weitere 24 h unter Kultur-
bedingungen ersetzt. AnschlieBend wurden die Zellen geldst, mit Propidiumiodid/Annexin

V angefirbt (s. Kapitel 4.4.5.24.4.5.2) und mit Hilfe der Durchflusszytometrie valuiert.

27



Methoden

Anhand der Ergebnisse dieses Vorversuchs wurde die Konzentrationsbreite fiir Bupivacain
auf die Konzentrationen von 0 ppm (O0mM), 1000 ppm (3,47 mM), 1350 ppm (4,68 mM)
und 1750 ppm (6,07 mM) eingegrenzt (s. Kapitel 5.1.2).

4.3.2 Auswahl der verwendeten Blocker-Konzentrationen

Die mPTP kann durch Cyclosporin A (CsA) blockiert werden [174,175]. Die in der Literatur
beschriebenen erforderlichen Konzentrationen fiir CsA liegen bei etwa 0,5 uM [133]. Es
wurde daher folgender Konzentrationsbereich ausgewdhlt: 0 uM, 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM
und 5 uM.

Der Blocker ,, mitochondrial apopototic inhibitor“ (iIMAC) kann den MAC erfolgreich blo-
cken [176,177]. Die in der Literatur bislang erwdhnten Konzentrationen fiir eine vollstindige
Blockade des MAC liegen zwischen 0,8 uM und 5 uM [133,176,177]. Fiir diese Arbeit wur-
den demnach folgender Konzentrationsbereich gewéhlt: 0 uM, 0,5 uM, 1 uM, 2uM und 5
uM.

SchlieBlich wurde fiir die Blockade des MCU der spezifische Blocker Ru360 verwendet
[178]. In Anlehnung an die Richtwerte der Literaturinformation von Ru360 ergibt sich nach
ca. 30 min. eine spezifische Blockade des MCU mutmallich bei Konzentrationen von ca. 10
uM in intakten Myozyten [180]. Daher wurden in dieser Arbeit die Konzentrationen 0 uM,
0,5 uM, 2,5 uM, 5 uM und 10 uM fiir Ru360 verwendet.

Fiir alle Blockerkonzentrationen wurde eine Prdinkubationszeit mit der doppelten reinen
Blockerlosung vor Zugabe des Bupivacain verwendet, unter der Vorstellung, dass die Sub-
stanzen bis zur Erreichung ihrer maximalen Wirkung am Bestimmungsort eine gewisse Zeit-
spanne bendtigen. Diese Zeiten sind bislang nicht ndher quantifiziert worden. Lediglich die
Literaturinformation von Ru360 liefert einen vergleichbaren Ansatz von ca. 30 min [180].
Es wurden daher jeweils mehrere unterschiedliche Zeitspannen der Prainkubation betrachtet:

0 min, 15 min, 30 min und 60 min.

4.4 Versuchsdurchfiihrung

Im Rahmen der Versuchsdurchfiihrung wurden Myozyten mit unterschiedlichen verdoppel-
ten Blocker-Konzentrationen und verschiedenen Prainkubationszeiten (0 min, 15 min, 30
min, 60 min) inkubiert und nach Prdinkubation in einer Bupivacain-haltigen Losung unter-

schiedlicher Konzentrationen (0 ppm, 1000 ppm, 1350 ppm, 1750 ppm) zusammen mit der
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normalen Blocker-Konzentration fiir weitere zwei Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden
die Zellen in eine 24-stiindige Erholungsphase iiberfiihrt, nach der sie anschlieBend mit den
Farbstoffen Annexin V/FITC (Annexin) und Propidium-lodid (PI) gefirbt und mittels
Durchflusszytometrie differenziert wurden. Beurteilt wurde der Anteil apoptotischer (An-
nexin'-Zellen), primir nekrotischer (PI'/Annexin -Zellen) und vitaler Zellen (P /Annexin -

Zellen).

1. Vorversuche

24h-Inkubation in

Zellkultur mit — Differenzierungsmedium
reifen C2C12-
/pM-Zellen 2h-Inkubation mit

Bupivacain-Lésung
(0, 1000, 1350, 1750 ppm)

24-Inkubation in

Messung mittels i 2 =
Proliferationsmedium

Durchflusszytometrie Férbung mit
AnnexinV und

Pr

(P1)

2. Hauptversuche
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— e seontion At — ur\Btlsfsli:el:ilzjll:::er
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reifen C2C12- i o;z;g rsao«oq
/pM-Zellen (0, 15, 30, 60 min)

l
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Bupivacain-Losung

Durchflusszytometrie Férbung mit Proliferationslosun
vt Annexin V und & (0, 1000,1350, 1750 ppm)

Propiduimiodid
(P1)

Abbildung 4-3. Schematische Darstellung des Versuchsprotokolls der Vor- und Hauptversuche.

4.4.1 Einflussfaktoren und Fehlerquellen in der Versuchsanordnung

4.4.1.1 Der Einfluss des Losungsmittels DMSO

CsA und iMAC wurden aufgrund ihrer Lipophilie in DMSO (0,12 % -ige Losung fiir CsA
und 0,139 % -ige Losung fiir IMAC) gel6st. Das Losungsmittel DMSO gilt als potentiell
zelltoxische (insbesondere durch Apoptoseinduktion) [181]. Ein Einfluss von DMSO im

Kontext dieser Arbeit wurde in Vorversuchen ausgeschlossen (s. Kapitel 5.1.3.).
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Ru360 wurde in destilliertem autoklavierten Wasser gelost. Das verwendete Proliferations-
medium selbst enthielt zum groBten Teil Wasser, mit einer toxischen Wirkung von Ru360
war somit nicht zu rechnen. Aus Griinden der Vollstindigkeit wurden im Vorfeld ebenfalls
Untersuchungen mit einer Proliferationsmedium-Losung (zu 0,551% mit destillierter auto-
klavierten H>O -Losung verdiinnt) durchgefiihrt. Sowohl bei C2C12- als auch den pM-Zel-

len ergaben sich keine Verdnderungen der Anteile Annexin'- oder PI*-Zellen (Daten nicht

gezeigt).

4.4.1.2 Der Einfluss der mitochondrialen Blockerlésungen

Im Vorfeld wurde ein toxischer Einfluss der reinen Blockerldsungen auf beide Zellpopula-
tionen ausgeschlossen. Alle verwendeten Blocker greifen in den lonenstoffwechsel des Mi-
tochondriums ein und kénnen dadurch potentiell die Zellhomdostase storen. Es wurde dies-
beziiglich fiir jede Versuchskonstellation der Effekt der reinen Blockerlosungen auf beide
Zelllinien mituntersucht. Ein Einfluss von CsA, iMAC und Ru360 auf die Fragestellung

konnte dadurch im Vorfeld ausgeschlossen werden.

4.4.2 Herstellung der Medien

Fiir einen Ansatz der Versuchsreihe wurden drei 24-Wellplatten verwendet. Pro Losungsan-
satz wurde ein Gesamtvolumen von 1 ml gewdhlt. Dieses setzte sich aus der Bupivacain-
Losung und der Blockerlosung zusammen. Es wurden entsprechend des gewiahlten Gesamt-
volumens sowohl Bupivacain-Lésungen als auch Blocker-Losungen in hoherer Konzentra-
tion vorbereitet, sodass nach Mischung eine korrekte Konzentration beider Bestandteile im

Losungsgemisch vorlag.

4.4.2.1 Bupivacain-Losungen im Hauptversuch

Anhand der Vorversuche wurden Bupivacain-Konzentrationen von 0 ppm (0mM), 1000
ppm (3,47 mM), 1350 ppm (4,68 mM) und 1750 ppm (6,07 mM) festgesetzt. Analog zur
Herstellung der Vorversuchs-Losungen wurden auch in den Hauptversuchen wieder reine

Bupivacain-Losungen in doppelter Konzentration hergestellt (s. Tabelle 4-2).

Tabelle 4-2. Verdiinnungsreihe der Bupivacain-Losungen des Hauptversuchs

Medium 1 32 ml PBS + 32 ml Medium A
0 ppm 15 ml Medium 1
2000 ppm 33,79 mg BHCI + 14,95 ml Medium 1 + 0,05 ml HC1
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2700 ppm 45,62 mg BHClI  + 14,95 ml Medium 1 + 0,05 ml HCI
3500 ppm 59,13 mg BHCI  + 14,95 ml Medium 1 + 0,05 ml HCI

4.4.2.2 Cyclosporin A-Losungen

CsA (5 mg) wurde zunéchst in 0,5 ml DMSO in Losung gebracht. Fiir die Versuchsdurch-
fiihrung waren Losungen der Konzentrationen 0,2 uM, 1 puM, 2uM und 10 uM erforderlich.
Als Ausgangslosung wurden zunéchst 13,5 ml einer Stammlosung der Konzentration 10 uM
hergestellt, aus der die iibrigen benétigten Losungen am Versuchstag verdiinnt wurden. (Da
die Stammldsungen einen DMSO-Gehalt von 0,12% DMSO enthielt, wurden auch die {ibri-
gen CsA-Ldsungen durch Zugabe von DMSO entsprechend an diesen Prozentsatz angegli-
chen). Als Kontrolllosung (= 0 uM CsA) wurden sowohl ein reines Proliferationsmedium

(Medium A), als auch eine DMSO-L6sung (0,12%) verwendet (s. Tabelle 4-3).

Tabelle 4-3. Schema zur Herstellung der Cyclosporin A-Lsungen

Stammlo-

sung: 16,24 ul  CsA+DMSO + 13,48 ml Medium A

10 uM:

0,2uM: 0,18 ml  Stammlo- + 8,80 ml Medium A + 10,60 ul
sung DMSO

1 uM: 0,9 ml Stammlo- + 8,09 ml Medium A + 9,74 ul DMSO
sung

2 uM: 1,8 ml Stammlo- + 7,19 ml Medium A + 8,66 ul DMSO
sung

DMSO: 9,98 ml + 12 ul DMSO

Medium A
Medium A: 9 ml Medium A

4.4.2.3 iMAC-Losungen

Auch iIMAC (5 mg) wurde in DMSO (1ml) geldst. Fiir die Versuchsdurchfiihrung wurden
Losungen der Konzentrationen 1 uM, 2 uM, 4 uM und 10 uM hergestellt. Zunichst wurden
17,5 ml einer 10 uM-Stammldsung hergestellt. Die tibrigen Losungen wurden iiber eine Ver-
diinnungsreihe generiert. Da die Stammldsungen einen DMSO-Gehalt von 0,139 % enthiel-

ten, wurden auch hier die weiteren Losungen entsprechend adaptiert. Ebenfalls wurde als
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Kontrolllosung (= OuM iMAC) sowohl eine 0,139%-ige DMSO-Losung, als auch reines

Proliferationsmedium (Medium A) verwendet (s. Tabelle 4-4).

Tabelle 4-4. Schema zur Herstellung der iMAC-Ldsungen.

Stamml6-

sung: 2434 ul  iIMAC+DMSO + 17,47 ml Medium

10 uM: A

1 uM: Iml Stammlosung + 9 ml Medium A + 12,52 ul
DMSO

2 uM: 2ml Stammlésung + 8 ml Medium A + 11,12 ul
DMSO

4 uM: 4ml Stammlosung + 6 ml Medium A + 8,34 ul DMSO

DMSO: 9,98 ml Medium + 13,9 ul DMSO

A
Medium A: 9 ml Medium A

4.4.2.4 Ru360-Losungen

Ein Milligramm des Blockers Ru360 wurde in 1 ml sterilisiertem Aqua dest. (H2O) gelost.
Zur Versuchsdurchfiihrung wurden Lésungen der Konzentration 0,5 uM, 2,5 uM, 5 uM und
10 uM aus einer Stammldsung (10uM) vorbereitet. Die Konzentrationen 0,5 uM, 2,5 uM
und 5 uM wurden aus einer vorher hergestellten Stammlésung von 10 uM verdiinnt. Die
verwendete Kontrolllosung (= 0 pM Ru360) entsprach hier entweder reinem Proliferations-
medium (Medium A) oder aber Proliferationsmedium, das mit dem entsprechenden Lo-

sungsmittel (hier Aqua dest.) verdiinnt wurde (s. Tabelle 4-5).

Tabelle 4-5. Schema zur Herstellung der Ru360-Lésungen.

Stammlo-

sung: 90,88 ul  Ru360+dest. + 16,40 ml Medium

10 pM: H>O A

5 uM: 4,50ml  Stammldsung + 4,47 mlMedium A + 24,8 ul H2O
2,5 uM: 2,25ml  Stammldsung + 6,71 ml Medium A + 37,2 ul HO
0,5 uM: 0,45ml  Stammldsung + 8,50 ml Medium A + 47,1 ul H,O
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Dehydr. H>O: 9,94 ml Medium A + 55,1 ul H2O
Medium A: 9 ml Medium A

4.4.3 Vorbereitung der Zellen

Zunéchst wurde die Zellzahl bestimmt und die Zellen in Proliferationsmedium (Medium A)
in einer Dichte von 250.000 Zellen pro 1 ml und Well in vier 24-Well-Platten ausgesit und
unter konventionellen Bedingungen im Brutschrank bis zur Konfluenz inkubiert (= Ver-
suchstag 1). Dafiir waren im Verlauf je nach Wachstumsrate unterschiedlich lange Inkuba-
tionszeiten notig (bei C2C12-Zellen etwa 24 h, bei pM-Zellen ca. 3-5 Tage). Eine regelma-
Bige Kontrolle der Zelldichte erfolgte unter dem Lichtmikroskop. Der Tag, an dem die Zellen

ausreichend konfluent waren wird als Versuchstag 2 bezeichnet.

4.4.4 Exposition der C2C12- und pM-Zellen mit den Bupivacain-Losungen und den
mitochondrialen Blocker-Losungen

An Versuchstag 2, wurde das Proliferationsmedium der bis dahin konfluent gewachsenen

Zellen durch je 1 ml Differenzierungsmedium ersetzt, um die Ausdifferenzierung der Zellen

in reife Myozyten mit regelrecht entwickelten Zellorganellen zu erreichen. Gleichzeitig wur-

den die Losungen entsprechend den o.g. Schemata hergestellt und fiir 24 h bei + 4 °C gela-

gert.

Nach 24 Stunden Differenzierung (= Versuchstag 3) wurden zunéchst die Losungen im Was-
serbad bei 37°C angewdrmt und anschlieBend die Exposition der Myozyten mit Lokalands-
thetikum und mitochondrialen Blockerlosungen durchgefiihrt: Hierzu wurde konkret je eine
zellbesetzte Well-Platte fiir 0, 15, 30 und 60 min. (= Priainkubationszeit) mit entsprechender
Blockerlosung (in aufsteigender Konzentration versetzt). AnschlieBend wurden die Bu-
pivacain-Lésungen (in ebenfalls aufsteigender Konzentration) hinzugefiigt und die Platten
unter Kulturbedingungen fiir zwei Stunden inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wur-
den die iiberstehenden Losungen abgesaugt und durch je 1 ml Proliferationsmedium ersetzt.
Aufgrund der aus bisherigen Untersuchungen beobachteten Latenzzeit flir apoptotische Me-

chanismen erfolgte anschlieend eine weitere Inkubation fiir 24 Stunden [179].
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4.4.5 Durchflusszytometrie

4.4.5.1 Vorbereitungen

Nach Ende der Latenzzeit wurden die Losungen aus den 24-Well-Platten in bereitstehende
FACS®-Rohrchen iiberfiihrt. Durch Zugabe von 0,3 ml Trypsin pro Well fiir 2 min. wurden
adhérente Zellen abgeldst. Nach mikroskopischer Kontrolle wurde die Trypsin-Reaktion mit
je 0,5 ml Proliferationsmedium abgestoppt. AnschlieBend wurde die Zellsuspension zu den
Uberstanden hinzugefiigt um eine mdglichst vollstindige Erfassung zu gewihrleisten. Nach
Zentrifugation (5 min, 425 g bei Raumtemperatur) wurde das entstandene Zellpellet in 100
ul Bindepuffer (Bindepuffer aus FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I von BD Phar-

mingen™ 1: 10 mit Aqua dest.) in Losung gebracht.

4.4.5.2 Firbung apoptotischer/nekrotischer Zellen

Sowohl Nachweis als auch Unterscheidung apoptotischer und direkt-nekrotischer Zellsché-
digung erfolgte mit Hilfe des FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD Pharmin-
gen™), das als Nachweisprinzip eine Markierung der entsprechenden Zellen durch die Sub-
stanzen Annexin V und Propidium-Ilodid (PI) beinhaltet. Annexin V ist ein Phopshoplipid-
bindendes Protein, das mit hoher Affinitdt an das membranstdndigen Phospholipid Phos-
phadidylserin bindet, welches selektiv im Rahmen apoptotischer Prozesse an der &dufleren
Membranoberfliche exprimiert wird [182]. Pl ist eine Substanz, die nach nekrotischer Zell-
schidigung und der damit verbundenen Permeabilitidtserh6hung der Zellmembran ins Zell-

innere diffundiert und dort an doppelstrangige DNA oder rRNA bindet [182].

Fiir die FACS®-Analyse wurden initial ,,Referenzwerte** generiert. Hierzu wurde zur Kon-
trollprobe ohne Bupivacain (ohne Blocker und ohne Prdinkubation) 0,4 ml Bindepuffer pi-
pettiert. Diese Losung wurde dann analog der entsprechenden Herstelleranleitung des FITC
Annexin V Apoptosis Detection KIT I in Leerwert, Annexin-Wert (mit 5 pl Annexin V-
Losung) und PI-Wert (mit 5 pl PI-Losung) geteilt. Die Referenzmessung erfolgte nach 15-
miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur (25 °C) im Dunkeln und nach Zugabe von weite-

ren 100 ul Bindepuffer.

4.4.5.3 Methode Durchflusszytometrie
Die Durchflusszytometrie ist eine Technik zur Sortierung und Messung von zuvor gefarbter
Zellen, die im Rahmen der Messung einen fokussierten Laserstrahl passieren. Hierbei wird

Streulicht und Fluoreszenzlicht separat detektiert [183].
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4.4.5.4 Auswertung der Durchflusszytometrie

Die Auswertung der Durchflusszytometrieergebnisse erfolgte Software-basiert mit dem Pro-
gramm FlowJo®. Betrachtet wurde der Anteil vitaler Zellen (PI /Annexin -Zellen), der An-
teil apoptotischer Zellen (Annexin® -Zellen unabhingig ihres PI-Firbeverhaltens) und der
Anteil primédrnekrotischer Zellen (PI"/Annexin -Zellen). Hierzu wurde das Messfeld zu-
nichst (anhand der Referenzwerte) in vier Quadranten eingeteilt und der Anteil der Zellen

pro Quadrat an der Gesamtzellzahl bestimmt (s. Abbildung 4-4).
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Abbildung 4-4. Auswertung der Durchflusszytometrie mittels FlowJow® am Beispiel von C2C12-Zellen bei Bupivacain
1750 ppm zum Inkubationszeitpunkt 0 mit CsA = 0 uM. Schritt 1: Gating der gewiinschten Zellpopulation; Schritt 2:
Eichung der Rastereinteilung anhand 1. PT/Annexin -Zellen, 2. PI*/Annexin™-Zellen, 3. PI/Annexin*-Zellen; Schritt 3:
Anwendung der Rastereinteilung an der C2C12-Zellen, die mit einer Bupivacain-Konzentration von 1750 ppm zum Inku-
bationszeitpunkt 0 ohne CsA-Losung zunéchst fiir 2 h und anschliefiend fiir 24 h mit Proliferationsmedium inkubiert wur-
den. Q1: Anteil PI*/Annexin -Zellen, Q2: Anteil PI*/Annexin’-Zellen, Q3: Anteil PI/Annexin*-Zellen, Q4: Anteil PI"/An-
nexin -Zellen.
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4.5 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung aller Ergebnisse erfolgte Software-basiert mit ,,IBM SPSS Sta-

tistic Version 21°.

Die Testung auf Vorliegen einer Normalverteilung innerhalb der Stichprobe erfolgte mit
Hilfe des Shapiro-Wilks-Tests, die Uberpriifung der Varianzhomogenitiit wurde mittels Le-
vene-Test untersucht. Im Falle normalverteilter Daten wurden entsprechende Gruppenunter-
schiede mit ANOVA und Dunnett-T3-Test (bei Varianzungleichheit) valuiert, andernfalls
mit Hilfe des Kruskal Wallis-Tests mit anschlieBender Post-Hoc-Analyse {iber Dunnett-T3-
Test.

Priméar wurde der Anteil Annexin’-Zellen an der Gesamtzellzahl betrachtet und dargestellt.
Dieser Anteil wird im Folgenden als Gesamtapoptose bezeichnet. AuBBerdem wurden die
Anteile der PI'/ Annexin - Zellen (primér nekrotische Zellen) und der PI'/Annexin -Zellen
(vitale Zellen) ausgewertet. Unterschieden sich die Werte der betrachteten Gruppen mit p <

0,05 wurden sie als signifikant bezeichnet.

In den Abbildungen sind Mediane, oberes und unteres Quartil sowie die Extremwerte und
Ausreifler aus mindestens 4 unabhéngigen Experimenten dargestellt. Ausreiler werden in
den Diagrammen als o dargestellt. Als Ausrei3er sind hierbei diejenigen Werte definiert, die
zwischen dem 1,5- und 3-fachem oberhalb bzw. unterhalb der 75% bzw. 25%-Perzentile
liegen. AuBlerdem wurde die Signifikanz in den Diagrammen symbolisch dargestellt (* p <

0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).

Die Tabellen stellen ebenfalls Median sowie Interquartilbereich aus mind. 4 unabhingigen
Experimenten dar. AuBBerdem zeigen sie Werte der Kruskal-Walis-Berechnung und der A-
NOVA-Berechnung sowie die jeweiligen p-Werte aus der Post-Hoc-Analyse (berechnet mit-
tels Dunnett-T3-Test). Betrachtet wurden hierbei ausschlielich Unterschiede zum Refe-
renzwert der Bupivacain-Gruppe (Bupivacain-Konzentration von 0, 1000, 1350 oder 1750

ppm ohne mitochondrialer Blocker-Lsung).
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5 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss selektiver mitochondrialer Ionenkanalblo-
ckade auf das Apoptoseverhalten von murinen Myozyten unter Bupivacain-Exposition un-

tersucht.

5.1 Nachweis der Myotoxizitit von Bupivacain und Festsetzung der Bu-

pivacain-Konzentration

5.1.1 Morphologische Zellverinderungen nach Bupivacain-Intoxikation
Morphologische Verdanderungen korrelierend zur Zellschadigung unter Einfluss von Lokal-
andsthetika sind bereits mehrfach histopathologisch beschrieben worden [40—43]. Im Rah-

men der Versuchsdurchfiihrung wurden daher regelméBige auch lichtmikroskopisch erfass-

bare Anderungen der Zellmorphologie dokumentiert.

Abbildung 5-1. Mikroskopische Betrachtung der Zellkulturen am Beispiel von C2C12-Zellen unter 1350 ppm Bupivacain
(200-fache VergroBerung). A: konfluenter Zellteppich vor Bupivacain-Exposition, B: C2C12-Zellen nach 2-stiindiger Ex-
position mit Bupivacain 1350 ppm, C: C2C12-Zellen nach 2 h Exposition mit Bupivacain und anschlieBender 24-stiindiger
Inkubationszeit mit Proliferationsmedium
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Abbildung 5-1 zeigt am Beispiel von C2C12-Zellen die Verdnderungen der Zellmorphologie
wihrend des Intoxikationszyklus. Vor Zugabe der Bupivacain-Losung zeigte sich ein kon-
fluenter und adhérenter Zellteppich (s. Abbildung 5-1A). Nach 2-stlindiger Exposition mit
Bupivacain verdnderten die Zellen ihre Form, quollen auf und 16sten sich aus dem Zellver-
band (s. Abbildung 5-1B). Nach Entfernung der Lokalandsthetikalosung und 24-stiindiger
Inkubation in Proliferationsmedium konnte zum Teil ein Riickgang in die l&ngliche Muskel-

zell-typische Form beobachtet werden (s. Abbildung 5-1C).

5.1.2 Nachweis der Myotoxizitit mithilfe der Durchflusszytometrie

5.1.2.1 Myotoxizitit von Bupivacain bei C2C12-Zellen in der Durchflusszytometrie

Abbildung 5-2 zeigt, dass niedrige Bupivacain-Konzentrationen bis 1000 ppm bei den
C2C12-Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe zu keiner signifikanten Zunahme des An-
teils Annexin’-Zellen fiihrte. Bei hoheren Bupivacain-Konzentrationen (1350 ppm, 1750
ppm und 2500 ppm) konnte eine signifikante und konzentrationsabhingige Zunahme der

Annexin‘-Zellen und damit eine signifikante Zunahme der Apoptose beobachtet werden.
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Abbildung 5-2. Anteil Annexin®-Zellen an Gesamtpopulation bei C2C12-Zellen nach 2-stiindiger Inkubation mit Bupivacain
und anschlieBender 24-stiindiger Inkubationszeit in Proliferationsmedium.
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Tabelle 5-1 zeigt die Abhingigkeit primér nekrotische Schadigung von der verwendeten Bu-
pivacain-Konzentration. Der Anteil der PI"/Annexin -Zellen (primér nekrotische Zellen) bei
Konzentrationen bis 1000 ppm Bupivacain unterschied sich nicht von der Kontrollgruppe,
stieg jedoch bei 1350 ppm Bupivacain sprunghaft und signifikant an, um dann wiederum

zugunsten der Annexin’-Zellen abzunehmen.

Der Anteil der PI'/Annexin -Zellen (vitale Zellen) nahm bei Bupivacain-Konzentrationen

ab 1350 ppm signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe ab.

Tabelle 5-1. Anteile PT*/Annexin™ - und PI"/Annexin-Zellen an Gesamtpopulation bei C2C12-Zellen nach 2-stiindiger
Inkubation mit Bupivacain und anschlieBender 24-stiindiger Inkubationszeit in Proliferationsmedium.

Anteil PI"/Annexin-Zellen Anteil PI*/Annexin -Zellen
an Gesamtpopulation [%] an Gesamtpopulation [%)]
[Median (IQR)] [Median (IQR)]
E 0 87,70 (8,85) 2,71 (3,99)
= 500 91,60 (19,3) 3,47 (4,24)
1000 91,90 (5,25) 3,91 (2,45)
'§ 1350 4,33 (2,39) 54,50 (18,15)
.% 1750 10,80 (12,43) 30, 55 (23,10)
Cl? 2500 2,71 (2,43) 2,56 (11,10)

Die Vorversuche mit den C2C12-Zellen zeigten, dass das zugrundeliegende Versuchsmodell

funktioniert. Bupivacain induzierte in unserem Modell eine konzentrationsabhéngige Zu-
nahme der Apoptose, wihrend nekrotische Effekte sowie der Anteil vitaler Zellen zugleich
abnahmen.

Da durch gezielte Inhibitionseffekte insbesondere die Verdanderung des Apoptoseverhaltens
untersucht werden sollte, wurde die Konzentrationsbreite von Bupivacain anhand der obigen

Ergebnisse der C2C12-Zellen auf 0 ppm, 1000 ppm, 1350 ppm und 1750 ppm festgesetzt.
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5.1.2.2 Myotoxizitiat von Bupivacain bei pM-Zellen in der Durchflusszytometrie

Aus Abbildung 5-3 ist ersichtlich, dass bei pM-Zellen bereits eine Bupivacain-Konzentra-
tion von 1000 ppm zu einer signifikanten Zunahme der Gesamtapoptose (Anteil der An-
nexin’-Zellen) fiihrte. In hdheren Konzentrationsbereichen zeigte sich kein weiterer Anstieg

der Apoptoserate.

Hog ok
100,007 I 1

80,00- il

Anteil Annexin+ -Zellen an
Gesamtpopulation in %

i I

,DG 1 1 T T
0 1000 1350 1750

Bupivacain-Konzentration in ppm

Abbildung 5-3. Anteil Annexin*-Zellen an Gesamtpopulation bei pM-Zellen nach 2-stiindiger Inkubation mit Bupivacain
und anschlieender 24-stiindiger Inkubationszeit in Proliferationsmedium.

In Tabelle 5-2 zeigt sich der Anteil der primar nekrotischen Zellen (PI'/ Annexin -Zellen)

ohne signifikante Verdanderungen innerhalb der unterschiedlichen Bupivacain-Konzentrati-

onsbereiche.

Der Anteil PI'/Annexin -Zellen reduzierte sich ab einer Konzentration von 1000 ppm signi-
fikant zur Kontrollgruppe (s. Tabelle 5-2). Hier stabilisierte er sich auf einem niedrig kon-
stanten Niveau ohne weitere signifikanten Veridnderungen bei steigenden Bupivacain-Kon-

zentrationen.
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Tabelle 5-2. Anteil PI"/Annexin™- und PI"/ Annexin - Zellen an Gesamtpopulation bei C2C12-Zellen nach 2-stiindiger
Inkubation mit Bupivacain und anschlieBender 24-stiindiger Inkubationszeit in Proliferationsmedium.

PI'/Annexin™-Zellen PI*/Annexin - Zellen
an Gesamtpopulation [%] an Gesamtpopulation [%]
[Median (IQR)] [Median (IQR)]

E)

g 0 76,00 (27,75) 3,23 (4,36)
£ 1000 6,00 (8,35) 6,05 (39,71)
g 1350 4,51 (4,75) 5,64 (9,46)
§ 1750 4,61 (4,99) 1,43 (17,26)
a)

Im Vergleich zu den C2C12-Zellen reagierten die pM-Zellen sensibler auf Intoxikation mit
Bupivacain. Bereits bei einer Konzentration von 1000 ppm konnte bei den pM-Zellen einen
Anstieg des Anteils apoptotischen Zellen erreicht werden. Die Wirkung von Bupivacain war
auflerdem nicht konzentrationsabhingig, sondern bereits ab 1000 ppm voll ausgeprégt. Bei
den C2C12-Zellen zeigte sich eine spétere und konzentrationsabhingige Steigerung der Ge-

samtapoptose.

5.1.3 Der Einfluss der Losungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSQO)

Aus Abbildung 5-4 wird ersichtlich, dass eine 60-miniitige Inkubation mit DMSO-L6sung
keinen Einfluss auf den Anteil Annexin’-Zellen in beiden Zellpopulationen hatte. Auch bei
anderen Inkubationszeiten konnten keine signifikanten Effekte auf die Zellpopulationen ge-
zeigt werden (Daten nicht dargestellt). Ebenso blieben die Anteile vitaler und primér nekro-
tischer Anteile unabhéngig der angewandten Inkubationsdauer konstant, sodass mit keiner

Beeinflussung der Versuchsergebnisse durch DMSO zu rechnen war (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 5-4. Einfluss von DMSO den Anteil Annexin*-Zellen bei C2C12- und pM-Zellen nach 3-stiindiger Inkubation
mit DMSO und 24-stiindiger Inkubation in Proliferationsmedium. A, B: bei C2C12-Zellen, C, D: bei pM-Zellen

5.2 Einfluss selektiver mitochondriale Ionenkanal-Blockade

5.2.1 Einfluss von CsA auf die Bupivacain-induzierte Apoptose

Zunichst zeigte sich bei den reinen Bupivacain-Intoxikationen (CsA = 0 uM) die erwartete
konzentrationsabhéngige Zunahme des Anteils Annexin'-Zellen und damit eine Zunahme
der Gesamtapoptoserate sowohl bei den C2C12-Zellen als auch bei den pM-Zellen. Ferner
hatte CsA (ohne vorhandene Bupivacain-Losung) unabhingig von Konzentration und Préin-

kubationszeit keinen eigenen Einfluss auf den Anteil Annexin'-Zellen.

Bei einer mittleren Bupivacain-Konzentration von 1000 ppm fiihrte die Zugabe von CsA

ohne Priinkubation bei C2C12-Zellen zu einer leichten Steigerung des Anteils Annexin®-
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Zellen, mit Signifikanz ab einer CsA-Konzentration von 5 uM im Vergleich zur Kontrolle
(Abbildung 5-5B). In den Gruppen mit lingeren Prainkubationszeiten war dieser Effekt in
beiden Zellpopulationen nicht mehr erkennbar (s. Tabelle 5-4, Tabelle 5-5).
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Abbildung 5-5. Anteil Annexin®-Zellen bei C2C12-Zellen nach 2-stiindiger Inkubation mit Bupivacain und CsA (ohne
Prainkubationszeit) und 24-stiindiger Inkubation in Proliferationsmedium.

Korrelierend hierzu war bei C2C12-Zellen - bei global unverandertem Anteil primdr nekro-
tischer Zellen - die insgesamte Abnahme vitaler Zellen zu beobachten (s. Tabelle 5-3). Bei
hoheren Bupivacain-Konzentrationen und pM-Zellen lieB3 sich dieser Effekt allerdings nicht

mehr beobachten.
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Tabelle 5-3. Anteil PI"/Annexin -Zellen bei C2C12-Zellen nach 2-stiindiger Inkubation mit Bupivacain und CsA (ohne
Prainkubation) und 24-stiindiger Inkubation mit Proliferationsmedium.

PI'/Annexin -Zellen an
Gesamtpopulation [%]
[Median (IQR)]
E‘ 0 87,70 (8,85) 91,90 (5,25) 4,33 (2,39) 10,80 (12,43)
= 0,1 88,80 (8,97) 91,20 (6,35) 5,85 (3,56) 11,60 (21,05)
é 0,5 83,10 (15,80) 75,40 (38,20) 5,57 (3,55) 4,00 (18,32)
1 82,80 (8,60) 77,40 (16,83) 6,80 (4,79) 5,81 (10,28)
5 83,40 (11,80) 64,10 (37,35) 4,33 (2,42) 4,44 (5,72)

Bei Bupivacain-Konzentrationen von 1350 ppm und 1750 ppm ergaben sich Zellmodell-
unabhingig keine signifikanten Verdnderungen der Bupivacain-induzierten Myotoxizitét
unter dem Einfluss von CsA. Die Anteile apoptotischer, primér nekrotischer und vitaler Zel-

len waren konstant (s. Tabelle 5-4, Tabelle 5-5).

Auffillig war lediglich eine nicht signifikante Reduktion der Gesamtapoptose bei aus-
schlieBlich C2C12-Zellen, die mit 1750 ppm Bupivacain und 5 pM CsA bei einer CsA-

Priainkubation von 60 min inkubiert worden waren.
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Tabelle 5-4. Annexin®-Zellen bei C2C12-Zellen nach 2-stiindiger Inkubation mit Bupivacain und CsA und 24-stiindiger

Inkubation in Proliferationsmedium.
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Tabelle 5-5. Annexin*-Zellen bei pM-Zellen nach 2-stiindiger Inkubation mit Bupivacain und CsA und 24-stiindiger Inku-

bation in Proliferationsmedium.
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5.2.2 Einfluss von iMAC auf die Bupivacain-induzierte Apoptose

Bei alleiniger Inkubation mit Bupivacain in der Kontrollgruppe (iIMAC = 0 uM) zeigte sich
die erwartete konzentrationsabhingige Zunahme des Anteils Annexin'-Zellen und damit
eine Zunahme der Gesamtapoptose sowohl bei C2C12-Zellen als auch pM-Zellen. Ebenso
ist festzustellen, dass die alleinige Zugabe von iMAC keinen signifikanten Einfluss auf den
Anteil Annexin'-Zellen in allen Versuchsabschnitten hatte. Innerhalb der Bupivacain-Grup-
pen (1000 ppm, 1350 ppm, 1750 ppm) lieBen sich weder bei C2C12-Zellen noch bei pM-
Zellen signifikante Verdnderungen der Anteile Annexin'-Zellen nach Zugabe von iMAC

unterschiedlicher Konzentrationen beobachten (s. Tabelle 5-6, Tabelle 5-7).

Die Anteile der PI'/Annexin -Zellen (primir nekrotische Zellen) und der PI'/Annexin -Zel-
len (vitale Zellen) blieben unverdndert, sodass insgesamt kein signifikanter Einfluss von

iIMAC auf die Bupivacain-induzierte Myotoxizitét ersichtlich war.
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Tabelle 5-6. Annexin*-Zellen bei C2C12-Zellen nach 2-stiindiger Inkubation mit Bupivacain und iMAC und 24-stiindiger

Inkubation in Proliferationsmedium.
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Tabelle 5-7. Annexin*-Zellen bei pM-Zellen nach 2-stiindiger Inkubation mit Bupivacain und iMAC und 24-stiindiger Inku-

bation in Proliferationsmedium.
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5.3 Einfluss von Ru360 auf die Bupivacain-induzierte Apoptose

Die Exposition mit Bupivacain fiihrte sowohl bei C2C12-Zellen als auch bei pM-Zellen zu
einer erhohten Lokalandsthetika-induzierten Myotoxizitdt und gesteigerten Apoptoserate,
wenngleich in dieser Versuchsreihe sehr variierende Apoptoseraten festzustellen waren. Die

alleinige Inkubation mit Ru360 beeinflusst das Zelliiberleben von Myozyten nicht.

Unabhingig von Bupivacain-Konzentrationen und Zellart zeigte sich keine signifikante Re-
duktion der Apoptoserate (Anteil Annexin'-Zellen) bei zusitzlicher Inkubation mit Ru360.
Dieses Ergebnis war bei allen Ru360-Prainkubationszeiten und Ru360-Konzentrationen

identisch (s. Tabelle 5-8, Tabelle 5-9).

Es zeigte sich lediglich bei einer Konzentration von 1350 ppm eine signifikante Reduktion
primér nekrotischer Effekte (PI'/Annexin -Zellen) bei Inkubationszeiten von 15 min, 30 min
und 60 min in unterschiedlichen Ru360-Konzentrationsbereichen (s. Tabelle 5-10). Der An-

teil vitaler Zellen (PI"/Annexin -Zellen) zeigte keine signifikanten Anderungen.
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Tabelle 5-8. Annexin*-Zellen bei C2C12-Zellen nach 2-stiindiger Inkubation mit Bupivacain und Ru360 und 24-stiindiger

Inkubation in Proliferationsmedium.
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Tabelle 5-9. Annexin*-Zellen bei pM-Zellen nach 2-stiindiger Inkubation mit Bupivacain und Ru360 und 24-stiindiger In-

kubation in Proliferationsmedium.
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Tabelle 5-10. PI*/Annexin~-Zellen bei C2C12-Zellen nach 2-stiindiger Inkubation mit Bupivacain und Ru360 und 24-stiin-
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6 Diskussion

Im Gegensatz zur systemischen Toxizitdt von Lokalandsthetika, die klinisch hinreichend be-
kannt und pathomechanistisch bereits in Teilen untersucht ist, sind die Mechanismen der
lokalen Toxizitdt bisher kaum geklart. Der Fokus der hier vorliegenden Arbeit liegt hierbei
insbesondere auf der Myotoxizitit von Lokalanésthetika [47]. Von allen klinisch relevanten
Lokalanidsthetika gilt Bupivacain hierbei als das Lokalanésthetikum mit dem gréften my-
otoxischen Potential [35]. Obwohl der genaue Pathomechanismus bisher nicht verstanden
ist, ist bekannt, dass die Myotoxizitdt nicht allein auf eine direkte Zellschddigung durch Lo-
kalanisthetika, sondern auch auf deren Einfluss auf die Ca>*-Homdostase und die Induktion
von Apoptosekaskaden zuriickzufiihren ist [53—55]. Eine wesentliche Rolle scheint den Mi-
tochondrien zuzukommen [46]. Ca**-abhiingige mitochondriale Mechanismen kénnen iiber
eine Beteiligung verschiedener intramitochondrialer Ionen- und Transportkandle wie den
»mitochondrial-apoptosis channel”, ,, mitochondrial Permeabililty Transition Pore“ oder

den ,, mitochondrial calcium uniporter“ zur Apoptose der Zellen fiihren [118,119].

In der vorliegenden Arbeit wurde durch die Modifikation mitochondrialer lonenkanile die
Myotoxizitdt von Bupivacain untersucht um hieriiber einen Beitrag zur Erforschung der Pa-

thomechanismen der Myotoxizitét zu leisten.

6.1 Nachweis der Myotoxizitit und Auswahl der Bupivacain- Konzentra-

tionen
In der vorliegenden Arbeit wurde mit einem 2D-Zellkultur-Modell gearbeitet. Die Myozyten
breiten sich als einzellige Schicht aus, sodass die Dreidimensionalitdt der in vivo-Situation
unbeachtet bleibt. Auch physiologische und pharmakologische Faktoren wie die Verteilung
oder Resorption des Lokalanidstethikums flie8en in ein derartiges Modell nicht ein. Zur Be-
antwortung der vorliegenden Fragestellung sind diese Faktoren jedoch nicht primér entschei-
dend. 2D-Zellkultur-Modelle sind breit etabliert und bieten damit eine gute Vergleichs-
grundlage. Daher sind sie im Rahmen dieser und dhnlicher Arbeit vergleichsweise gut und
einfach anwendbar. Innerhalb der Arbeitsgruppe wurde zur Betrachtung der apoptotischen
Effekte ein Versuchsmodell mit 2-stlindiger Bupivacain-Inkubation und einer anschlieen-
den Erholungszeit von 24 h etabliert [ 184]. Mittels Durchflusszytometrie wurden die Anteile
apoptotischer, primar nekrotischer und vitaler Zellen gemessen. Die Versuchsanzahl wurde

auf mindestens 4 Versuchsreihen pro Vergleichsgruppe festgesetzt, sodass im Mittel iiber 96
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Einzelmessungen je Blockergruppe (CsA, Ru360, iMAC) erfolgten (exklusive Vorversu-
che). Insgesamt konnten in den Versuchsreihen viele Effekte leider nur tendenziell beobach-
tet werden, ohne statistische Signifikanz zu erreichen. Hierzu sind Folgeversuche mit hohe-
ren Fallzahlen oder aber auch eine feinere Abstimmung der verwendeten Konzentrationsrei-

hen notwendig und sinnvoll.

In der vorliegenden Arbeit konnte die mikroskopische Betrachtung der C2C12- und der pM-
Zellen zeigen, dass die 2-stiindige Inkubation mit Bupivacain in vitro zu einer unspezifischen
Schadigung der myozytéiren Zellverbdnde fiihrt. Die Zellen 16sten sich aus ihren Verbanden,
kugelten sich ab und schwammen vereinzelt im Medium. Dieses Phdnomen war nach 24 h
teilweise reversibel und die Zellverbidnde mit der typischen Muskelstruktur wiederherge-
stellt. In der Literatur wurden derartige Beobachtungen noch nicht formuliert. Die in der
vorliegenden Arbeit beobachteten Effekte nach Bupivacain-Intoxikation sind im Hinblick
auf das gewéhlte 2D-Zellkulturmodell jedoch vermeintlich als Bestdtigung der Toxizitit zu
werten. In der Literatur wurde bereits anhand verschiedener in-vivo-Tiermodelle insbeson-
dere nach intramuskulédrer Bupivacain-Injektion elektronen- und lichtmikroskopisch nach-
gewiesen, dass Bupivacain unspezifische myotoxische Reaktionen hervorruft. Die ultra-
strukturellen Verdnderungen wurden ausfiihrlich beschrieben. Diese reichen von irreversib-
len Myonekrosen iiber apoptotische Prozesse bis hin zur vollstindigen Regeneration des

Muskelgewebes nach bis zu 4 Wochen [40—42].

Mittels Durchflusszytometrie wurde in der vorliegenden Arbeit der Anteil apoptotischer,
primdr nekrotischer und vitaler Zellen an der Gesamtzellzahl analysiert. Bei den C2C12-
Zellen zeigte sich mit steigender Bupivacain-Konzentration eine steigende Apoptoserate.
Gleichzeitig sank der Anteil vitaler Zellen. Diese konzentrationsabhéngige Zunahme der
Bupivacain-induzierten Myotoxzitdt konnte bereits in fritheren Arbeiten der Arbeitsgruppe
nachgewiesen werden [184] und zeigte an dieser Stelle eine solide Modellstruktur. Bei den
pM-Zellen war bereits bei Bupivacain-Konzentrationen von 1000 ppm ein Maximum an
Zellschiadigung erreicht. Diese Beobachtung stimmt mit den beschriebenen Erkenntnissen
von Hofmann et al. bzw. Plank et al. {iberein. Die Autoren beobachten bereits, dass pM-
Zellen sensibler auf eine Exposition mit Bupivacain reagieren und vermuten u.a. eine Ver-
minderung des sarkoplasmatischen Retikulums als mégliche Ursache [179,184,185]. Mog-
licherweise wurde unter diesem Aspekt ein ungiinstig hoher Konzentrationsbereich gewéhlt,

so dass gerade apoptotische Prozesse bei pM-Zellen nicht addquat erfassbar waren.
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6.2 Blockade der mPTP durch CsA

Insbesondere flir Bupivacain ist ein Zusammenhang zwischen der Induktion der Apoptose
und der Offnung der ,, Permeability Transition Pore“ (mPTP) bekannt [46]. Unter anderem
konnte Bupivacain iiber einen Anstieg des zytoplasmatischen Ca*" zur Offnung der mPTP
und damit zur Ausschiittung proapoptotischer oder pronekrotischer Faktoren, insbesondere
Cytochrom c (cyt ¢) fiihren. [137,141]. Irwin et al. konnten sowohl in isolierten Mitochond-
rien als auch in intakten murinen Muskelfaser in situ nachweisen, dass niedrige Bupivacain-
Konzentrationen zu einer Offnung der mPTP fiihren. AuBerdem war es mittels Cyclosporin
A — einem selektiven mPTP-Blocker — moglich, die durch Bupivacain-induzierte cyt c-Frei-
setzung zu inhibieren [46]. Im Gegensatz dazu konnte in der vorliegenden Versuchsreihe flir
eine Bupivacain-Konzentration von 1000 ppm und eine CsA-Konzentration 5 uM sogar eine
signifikant erhohte Rate an apoptotischen C2C12-Zellen beobachtet werden. In den iibrigen
Konzentrationsreihen war dagegen kein Effekt auf die Apoptoserate nachweisbar. Auch der
Anteil vitaler Zellen war hier bei CsA-Konzentrationen von 0,5 uM, 1 uM und 5 uM signi-
fikant erniedrigt. Ahnliche myotoxische Einfliisse durch CsA konnten bereits Tang et al.
nachweisen. Dabei rief CsA tber den ,,Calcium sensing receptor' einen Anstieg des intra-
zelluliiren Ca®" hervor [186], was durch Beeinflussung der ERK MAPK- und p38 MAPK-
Signalkaskaden zu einer erhohten Apoptoserate fiihrt [187]. Auch in neuronalen Zellen und
Glia-Zellen konnte eine CsA-induzierte Erhdhung des intrazelluliren Ca®*-Levels mit kon-
sekutiver Verstdarkung der Apoptose beobachtet werden [188]. Moglicherweise wirkt CsA
auch in der vorliegenden Arbeit iiber die Erhohung des intrazelluliren Ca®*-Levels syner-
gistisch oder additiv mit Bupivacain und erhoht dadurch kumulativ die Toxizitét fiir die je-
weilige Zellkultur, sodass dadurch proapototische Ca?"-abhingige Signalkaskaden unabhin-

gig von einer Inhibierung der cyt c-Freisetzung gefordert werden.

6.3 Blockade des MAC durch iMAC

Die Offnung des ,,mitochondrial apoptotic channel“ (MAC) ist eng verkniipft mit der Frei-
setzung von cyt ¢ in der frithen Phase der Apoptose [127,128]. Peixoto et al. wiesen nach,
dass die Blockade des MAC durch ,,mitochondrial apoptotic channel inhibitors“ (iIMAC)
die Freisetzung von cyt ¢ und damit die Initiierung der Apoptose hemmen kann [177]. Aus-
geschlossen hiervon werden jedoch starke toxische Effekte, wie sie beispielsweise durch den
Kinase-Inhibitor Staurosporin hervorgerufen werden kénnen. Diese konnten durch einen

Blockade des MAC nicht verhindert werden [177,189].
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In der hier vorliegenden Arbeit konnte durch die alleinige Blockade des MAC kein Einfluss
auf die Bupivacain-induzierte Toxizitdt beobachtet werden. Allerdings wurde der Einfluss
von Bupivacain bei MAC-Blockade lediglich mittels Durchflusszytometrie betrachtet und
damit allein das toxische Endresultat ohne eine Betrachtung molekularer Ebenen beurteilt.
Die Bedeutung des MACs scheint daher im Gesamten eher weniger bedeutend zu sein. Mog-
lich wére auch, dass die Toxizitdt von Bupivacain insgesamt als zu stark einzustufen ist
[189]. Unabhédngig von dem hier beobachteten Endresultat ist damit die Rolle des MAC

weiterhin ungeklart.

6.4 Blockade des MCU durch Ru360

Der ,mitochondrial calcium uniporter” (MCU) ist ein Proteinkomplex der inneren Mito-
chondrialen Membran, der eine bedeutende Rolle bei der Ca’>*-Homdostase, dem Energie-
metabolismus und der Apoptoseinduktion spielt. AuBerdem kommt ihm eine wichtige Rolle
bei der durch oxidativen Stress vermittelten Zytotoxizitét zu. Liao et al. zeigten in HeLa-
Zellen (Epithelzellen eines Zervixkarzinoms) und primédren cerebelldren Kornerzellen, dass
die Blockade von MCU die Ca**-Aufnahme des Mitochondriums minimierte und einen pro-
tektiven Effekt auf den durch oxidativen Stress hervorgerufenen Zelltod hatte [110]. Ahnli-
ches konnten Yan et al. nachweisen [190]. Auerdem demonstrierten jene Autoren im Tier-
modell an Ratten, dass eine Blockade der MCU den Anteil apoptotischer Zellen nach einer
Subarachnoidalblutung sowie die Freisetzung von cyt ¢ und Aktivierung der Caspase 3 re-
duzierte [190]. In weiteren Studien in Neuronen hatte die Blockade von MCU durch Reduk-
tion sowohl der Freisetzung von cyt ¢ aus den Mitochondrien als auch der Produktion von
,, reactive oxygen species “ (ROS) einen neuroprotektiven Effekt. Auch hier konnte der An-
teil apoptotischer Zellen gesenkt werden [191]. Eine Offnung des MCU im Rahmen von
Ischdmie-Reperfusions-Schiden in Neuronen dagegen zeigte eine gesteigerte Apoptoserate
[192]. In einem vergleichbaren Setting an Kardiomyozyten konnte ebenfalls bei Ischimie-
Reperfusions-Schidden eine Blockade des MCU durch Ru360 eine Verminderung der
Apoptoserate hervorrufen [193]. Ischdmische Prozesse in Kardiomyozyten gehen, &hnlich
wie eine Intoxikation mit Bupivacain, mit einer Erhdhung der intrazelluliren Ca**-Konzent-
ration und der Produktion von ROS einher. Idealerweise wire daher eine Ubertragbarkeit
der an Kardiomyozyten nachgewiesenen Apoptosereduktion durch MCU-Blockade auch

nach Bupivacain-Intoxikation zu erwarten.
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Passend hierzu zeigte sich bei mittleren Bupivacain-Konzentrationen Zellmodell-unabhin-
gig eine tendenzielle Reduktion der Apoptoserate jedoch ohne Signifikanz. Innerhalb dieses
Konzentrationsbereichs wurde durch Zugabe von Ru360 eine signifikante Erniedrigung der
primir nekrotischen Zellen beobachtet. Gleichzeitig nahm der Anteil vitaler Zellen zu. Diese
Ergebnisse bestétigen die Annahme, dass eine Blockade des MCU protektive Effekte auf die

Bupivacain-induzierte Myotoxizitéit haben kann.

6.5 Schlussfolgerung

Die vorliegende Arbeit kann bestdrken, dass labortechnisch hergestellte, immortalisierte
C2C12-Zellen im Vergleich zu primédre Mausmuskelzellen weniger sensibel auf Lokalanés-
thetika reagieren. Dies macht ihre Handhabung zwar einfacher, schriankt aber die Vergleich-
barkeit zu in vivo Prozessen ein. Diskutiert werden kdnnen hier unterschiedliche Ursachen.
Einerseits wird in der Literatur vermutet, dass eine signifikante Reduktion des Sarkoplasma-
tischen Retikulums ursichlich hierfiir ist [ 185]. Andererseits muss jedoch auch beachtet wer-
den, dass im Rahmen der labortechnischen Herstellung gezielt intrazelluldre Apoptose-in-

duzierende Signalkaskaden modifiziert werden.

Weiterhin konnte die konzentrationsabhidngige Toxizitdt von Bupivacain auf Myozyten in
Form einer konzentrationsabhédngigen Apoptose-Induktion gezeigt werden. Auch wenn im
Weiteren viele Effekte nur tendenziell beobachtet werden konnten, liefert die vorliegende
Arbeit weitere Hinweise darauf, dass diese Myotoxizitidt zu einem gewissen Grad mito-
chondrial beeinflusst wird. Sie unterstiitzt die Vermutung, dass ein wichtiger Weg hierbei
{iber Ca?*-abhiingige Prozesse des Mitochondriums zu fiihren scheint. So hatte die Blockade
des Ca?*-Strom iiber den MCU in der IMM einen protektiven Effekt auf die Myotoxizitit
von Bupivacain. AuBerdem scheint eine Erhohung des intrazelluliren Ca**-Levels durch
Cyclosporin A die Toxizitit von Bupivacain zu verstirken. Ahnlich konnten auch weitere
Arbeiten einen Einfluss einer Modifikation der Ca**-Homéostase auf die Toxizitéit von Lo-
kalanisthetika zeigen: Die Blockade von Ca’" aus dem SR durch Dantrolen zeigte eine sig-
nifikante Reduktion der primér nekrotischen Zellen, wihrend auch hier eine Erh6hung des
intrazelluliren Ca?*-Spiegels durch Koffein eine Nekrose-Induktion forderte [185]. Im Be-
sonderen gilt hier zu erwéhnen, dass die Verdanderungen der Toxizitét insbesondere in mitt-
leren Konzentrationsbereichen zu beobachten sind [185]. In sehr niedrigen oder héheren

Konzentrationen findet sich auch hier keine signifikante Modifikation der Toxizitét.
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In Zusammenschau der in dieser Arbeit sowie durch Literaturrecherche gewonnenen Er-
kenntnisse scheint der mitochondriale Ca**-abhiingige Signalweg in der Bupivacain-indu-
zierten Myotoxizitdt eine wichtige Rolle zu spielen. Allerdings miissen parallel hierzu auch
weitere Effektorkaskaden existieren. Eine génzliche Authebung der Bupivacain-induzierten
Myotoxizitit konnte durch gezielte Modifikation der Ca**-Homdostase weder in der vorlie-
genden Arbeit noch in weiteren den Ca?’-Zellstoffwechsel betreffenden Versuchsreihen in

der Literatur erreicht werden [185].

Im Rahmen des Forschungsgebietes der Neurotoxizitdt von Lokalanésthetika, welche bereits
sehr ausfiihrlich untersucht wurde, wurden neben der Ca’>*-Homdostase und der ROS-Pro-
duktion weitere Signalwege als wesentliche Effektoren der Apoptose-induzierenden Toxizi-
tit identifiziert. Sie wurden von Verlinde et al. schematisch dargestellt [194] (s. Abbil-
dung 6-1). Insbesondere die Aktivierung unterschiedlicher Proteinkinasen-Systeme wie den
Signalwegen PI3K sowie MAPK werden signifikante Einfliisse auf die Neurotoxizitédt nach-
gewiesen. Die wichtigsten Effektorkaskaden sind in der Abbildung 6-1 rot markiert. Die
MAPKSs gehoren zu der Familie der Serin-Threonin-Proteinkinasen und dienen als wichtige
Vermittler in der Kommunikation zwischen Zellmembran und Zellkern [195]. Dadurch spie-
len sie auch eine wichtige Rolle beim Zelluntergang, respektive der Apoptose, indem sie
beispielsweise die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren wie CHOP initiieren [196].
Im Besonderen konnte die Aktivierung des p38 MAPK-Signalwegs beschrieben werden
[173]. Direkte neurotoxische Effekte von Lidocain konnten sowohl in vitro als auch in vivo
durch eine Blockade des p38 MAPK-Signalwegs verhindert werden. Dadurch war ein Riick-
gang der Apoptose-Rate zu verzeichnen [197]. Auch der von der Serin/Threonin Kinase Akt
induzierte Signalweg wurde in unterschiedlichen Studien untersucht. Der Akt-Signalweg
steuert Zellfunktionen wie das Zelliiberleben, Wachstum, Proliferation, Angiogenese, Me-
tabolismus und Migration [198]. Unter dem Einfluss von Bupivacain und Lidocain zeigte
sich die Aktivitit von Akt herabgesetzt [80], wihrend die Aktivierung von Akt durch Phos-
phorylierung einen protektiven Effekt auf die Zellschiddigung von Neuronen zeigte [199].
Weiterhin konnte im Rahmen der Neurotoxozitéit die Involvierung anderer Signalsysteme
wie der ,,c-jun terminal N-kinase“ (JNK) und der ,,extracellular signal-regulated kinase
(ERK) nachgewiesen werden [81]. Die Aktivierung dieser Proteinkinasensysteme erfolgt
hierbei jedoch ortsabhiingig. So kann beispielsweise in Neuronen eine Inhibierung der

Caspasen-Systeme protektiv wirken, wihrend sie in Axonen keinen Schutz bietet [200]. Es
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ist folglich davon auszugehen, dass in Abhédngigkeit von der Lokalisation des Lokalanésthe-

tikums an der Zelloberfliche unterschiedliche Signalkaskaden aktiviert werden.
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Abbildung 6-1. Schematische Darstellung relevanter intrazelluldrer Signalwege der Lokalandsthetika-induzierten Toxizitét
anhand der Neurotoxizitit [1]

Grundsitzlich wire eine Ubertragbarkeit dieser bereits an neuronalen Zellen gewonnener
Erkenntnisse einfach und wiirde sich angesichts einer Ahnlichkeit molekularer Strukturen
von Myozyten und Neuronen anbieten. Dennoch sollte eine vollstindige Ubertragbarkeit der
wissenschaftlichen Erkenntnisse auf Myozyten genau iiberpriift werden. So zeichnen sich
Myozyten anders als Neuronen durch einen verstirkten Anteil an SR aus. Die besondere
Bedeutung von ER/SR-Stress sowie der Bildung von ROS fiir die Bupivacain-induzierten
Myotoxizitit konnte bereits nachgewiesen werden [50]. Zusammen mit den in dieser Arbeit
gewonnenen Erkenntnisse unterstreicht dies die Bedeutung eines Ca®"-abhingigen Wegs der
Apoptose iiber mitochondriale Kaskaden sowie die Produktion von ROS durch SR-Stress in

Myozyten als Effektorkaskade der Myotoxizitét von Lokalanisthetika.

Speziell beziiglich der Myotoxizitit konnten ergidnzend neuere Studien an C2C12-Zellen

zudem erstmal ein signifikanter direkter Einfluss von Bupivacain auf die Autophagozytose

60



Diskussion

als Ursache der Lokalandsthetika-induzierten Myotoxizitit nachweisen [201]. Hiermit eroff-

net sich ein vollig neuer Aspekt eines moglichen Pathomechanismus.

Zusammenfassend liefert die vorliegende Arbeit einen Beitrag zur Aufklédrung des Pathome-
chanismus der Lokalanidsthetika-induzierten Myotoxizitit, wirft aber zugleich neue Fragen
auf und er6ffnet weitere Forschungsansitze flir die Zukunft. Neben der Erfassung der klini-
schen Relevanz der Myotoxizitit von Lokalandsthetika in der tdglichen Anwendung, zu der
aktuell noch aussagekriftige Privalenzstudien fehlen, sollte die Ubertragbarkeit der im Rah-
men der Neurotoxizitit als signifikant erachteten Signalkaskaden iiberpriift werden. Unter-
stiitzend zu den in der Arbeit vorliegenden durchflusszytometrischen Messungen bietet es
sich an die exakten Ca?’-Austauschprozesse iiber die mitochondrialen inneren und AuBeren
Membranen sowie die Bedeutung der Blockaden der einzelnen Mitochondrienkanile auf

molekularer Ebene weiter zu quantifizieren.
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7 Zusammenfassung

Lokalandsthetika, allen voran Bupivacain mit dem héchsten myotoxischen Potential, wirken
konzentrationsabhéngig toxisch auf Skelettmuskelzellen. Insbesondere Bupivacain ist au-
Berdem in der Lage in Myozyten apoptotische Zellvorginge zu induzieren. Hier scheinen
die Erhohung des intrazelluliren Ca**-Spiegels und die Bildung von ,, Reaktiv Oxygen Spe-
cies“ (ROS) eine Rolle zu spielen. Ziel der Arbeit war es, durch Blockade der ,, mitochond-
rialen Permeability Pore “ (mPTP), des ,, mitochondrial apoptotic channel“ (MAC) und des
,,mitochondrial Calicum Uniporter“ (MCU) eine Modifizierung der Myotoxizitit von Bu-
pivacain zu erreichen, um Riickschliisse auf die intrazelluldren apoptotischen Signalkaska-

den ziechen zu konnen.

Fiir die Durchfithrung wurden murine immortalisierte C2C12-Zellen und aus BALB/c An-
Ncrl Miuse gewonnene primare Mausmuskelzellen in vitro mit Bupivacain und den jewei-
ligen o.g. Substanzen unterschiedlicher Konzentration sowie nach unterschiedlicher Priin-
kubationszeiten inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in eine 24-stiindige Erholungs-
phase tiberfiihrt. Im Anschluss wurden sie mit Annexin V/FITC (Annexin) und Propidium-
Iodid (PI) gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht. Beurteilt wurde dabei der Anteil
apoptotischer Zellen (PI"/Annexin®, PI"/Annexin®), der Anteil primir nekrotischer Zellen

(PI'/Annexin) und der Anteil vitaler Zellen (PI /Annexin ).

In den Vorversuchen konnte die Myotoxizitit von Bupivacain bestdtigt werden. Hierbei
zeigte sich eine unterschiedliche Sensibilitit von C2C12- und pM-Zellen gegeniiber Bu-
pivacain. Die Zugabe von CsA fiihrte bei C2C12-Zellen sogar zu einer signifikant erhdhten
Apoptoserate (Bupivacain-Konzentration 1000 ppm und CsA-Konzentration 5 uM). Auch
der Anteil vitaler Zellen war hier bei CsA-Konzentrationen von 0,5 uM, 1 uM und 5 uM
signifikant erniedrigt. Bei den pM-Zellen konnten keine signifikanten Anderungen gezeigt
werden. Fiir iMAC lieBen sich innerhalb der Bupivacain-Gruppen (1000 ppm, 1350 ppm,
1750 ppm) weder bei C2C12-Zellen noch bei pM-Zellen signifikante Verdnderungen der
Anteile apoptotischer primér nekrotischer oder vitaler Zellen beobachten. Die Blockade des
MCU durch Ru360 zeigte bei mittleren Bupivacain-Konzentrationen von 1350 ppm eine
Zellmodell-unabhéngige tendenzielle Reduktion der Apoptoserate bei Ru360-Konzentratio-
nen von etwa 2,5 uM und 5 pM. Hiermit einhergehend war eine signifikante Reduktion der

primir nekrotischen Zellen mit tendenzieller Zunahme der vitalen Zellen.
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Zusammenfassend bestérkt die vorliegende Arbeit, dass labortechnisch hergestellte, immor-
talisierte C2C12-Zellen im Vergleich zu primidre Mausmuskelzellen weniger sensibel auf
Lokalandsthetika reagieren. Weiterhin lasst sich die konzentrationsabhingige Toxizitit von
Bupivacain auf Myozyten in Form einer konzentrationsabhdngigen Apoptose zeigen. Es zei-
gen sich im weiteren Hinweise, dass die Lokalandsthetika-induzierte Myotoxizitét zu einem
gewissen Grad iiber eine Erhéhung des intrazelluliren Ca**-Levels mitochondrial beeinflusst
wird. An vorliegender Arbeit ankniipfend bieten sich weitere Forschungsansitze insbeson-
dere durch Messungen der mitochondrialen Ca?*-Austauschprozesse sowie durch die Be-

obachtung der Effekte von Ionenkanalblockaden auf molekularer Ebene an.
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