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Abkilrzungsverzeichnis

cDNA.: ..... ,complementary* DNA

5-HT: ....... 5-Hydroxytryptamin

h5-HT34: ...Humaner 5-Hydroxytryptamin-3 A-Rezeptor
HEK 293:..“Human embryonic Kidney” Zellen 293

HEPES: ....2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsiure

ECS: ........ Extracellular Solution
AP:......... Area Postrema.
ICS: ....... ,Intracellular Solution* ( Interne Losung der Messpipette )

SEM: ...... Standard error of the Mean.
n.s.: .........nicht signifikant

MAC: ......Minimal alveolare Konzentration: Alveolare Konzentration, bei der 50% aller
Patienten auf die Hautinszision nicht mehr mit Abwehrbewegung reagieren.

ECso:....... Mittlere effektive Konzentration, die halbmaximale Effekte bewirkt
ICsp:........ Mittlere inhibitorische Konzentration, die eine Reduktion des Effektes um die Halfte
bewirkt

PONV:.... , postoperative Nausea and Vomiting* — Postoperative Ubelkeit und Erbrechen
ZNS:........ Zentralnervensystem

Ca.......... .Calcium

KOH.......... Kaliumhydroxid

T, Zeitkonstante



SD ............ Standardabweichung
PA..ccos Picoampere (107'%)
mM............ Millimolar (107)
MS..oooveann. Millisekunde(n) (107)
1 Einleitung

1.1. Anasthesie

In wortlicher Ubersetzung aus dem Griechischen bedeutet Anisthesie Unempfindlichkeit
gegeniiber Schmerz-, Temperatur- und Beriihrungsreizen. Der Begriff Anésthesie wurde erstmals
von griechischen Philosophen wie Discorides im 1. Jahr n. Christus benutzt und beschrieb den
narkotischen Effekt der Pflanze Mandragora (Stanski, 2000). Am 30. Mérz 1842 wurde die erste
Athernarkose durch Crawford Williamson Long angewendet. Wenige Jahre spiter, am 16.
Dezember 1846, wurde die erste Athernarkose zur Durchfiihrung einer Operation mit
Diethylether von William Thomas Green Morton in Boston ausgefiihrt (Ash, 1985; Bovill, 2008).
Diese Substanz fiihrte zu Bewusstlosigkeit und Analgesie. Wegen Gefahren durch das Gas
(Explosionsgefahr) und der nicht unerheblichen Nebenwirkungen hat man bereits in der zweiten
Hilfte des neunzehnten Jahrhunderts die Kombination aus Chloroform und Lachgas (N:O) zur
Narkose verwendet, da Chloroform alleine zwar betdubt, aber keine Analgesie bewirkt. Lachgas
ist ein sehr potentes Analgetikum, welches im Rahmen einer modernen Narkose supplementér in
ein Gasgemisch aus Sauerstoff und Narkosegas eingespeist werden kann, um die analgetische
Komponente hinzuzufiigen. Moderne Narkose-Inhalationsgase sind chemisch so aufgebaut, dass
sie aufgrund eines niedrigen Blut-Gas-Verteilungskoeffizienten schnelle Anflutungs- und
Abflutungszeiten haben und eine Narkose besser steuer- und beherrschbar machen. Zu diesem
Zweck lief die Entwicklung der Narkosegase zunehmend auf Hypnose und Muskelrelaxation zu.
Die heute verwendeten Inhalationsgase (Desfluran, Enfluran, Isofluran und Sevofluran) sind im
Gegensatz zu den “historischen” Gasen wesentlich nebenwirkungsérmer, einfacher handhabbar

und, als Substanz selbst, ungefédhrlicher.


http://de.wikipedia.org/wiki/Narkose�
http://de.wikipedia.org/wiki/Crawford_Williamson_Long�
http://de.wikipedia.org/wiki/William_Thomas_Green_Morton�

1.2. Volatile Anasthetika

Die heutzutage zur Verfiigung stehenden Narkotika konnen unterteilt werden in:
Inhalationsanisthetika, Intravendsandsthetika bzw. Sedativa, Lokalandsthetika und Analgetika
wie z.B. Opiate. Volatile Anésthetika bilden eine der bedeutendsten Klassen von Medikamenten
in der modernen Anésthesie.

Inhalationsandsthetika sind Substanzen, die iiber die Lunge aufgenommen und mit dem Blut in
den verschiedenen Geweben des Korpers verteilt werden. Sie sind an der Forderung von
inhibitorischen postsynaptischen Kanalaktivititen und an der Ddmpfung der exzitatorischen
synaptischen  Tatigkeit  beteiligt. = Hauptwirkungsort  dieser =~ Substanzen ist das
Zentralnervensystem, wo sie mit den Funktionen neuronaler Membranen in Wechselwirkung
treten. Im Allgemeinen ist die Inhalationsandsthesie im Vergleich zu der Intravendsen Andsthesie
besser steuerbar, weil die Narkosetiefe leicht durch Verdnderungen der inspiratorischen
Anésthetikumkonzentration beeinflusst werden kann. Da die Inhalativa nicht alle Kriterien der
Anisthetika erflillen- wie beispielsweise Reflexddmpfung, Muskelrelaxierung, eine grofle
Sicherheitsbreite und keine toxischen Wirkungen in klinischer Dosis- werden Sie hdufig mit den
anderen oben genannten Substanzen kombiniert, (Larsen,1995; 5. Auflage). Somit tragen die
Intravenésen Anésthetika zur raschen Narkoseeinleitung, die Opioide und Lachgas zur
verstarkten analgetischen Wirkung und die Muskelrelaxanzien zur vollstdndigen Erschlaffung der
Muskeln bei. Der Mechanismus der Wirkung Inhalativer Anisthetika ist nicht vollstindig
definiert worden. Einige Faktoren konnen deren Pharmakokinetik beeinflussen, wie die
Loslichkeit in Blut, Gewebe-Aquilibrierung, Umfang der Gewebeperfusion, Stoffwechsel,
Partialdruck zwischen Blut und Gewebe und Alter des Probanden (Stachnik, 2006). Deshalb ist
es von eminenter Bedeutung auf den molekularen Ebenen, die zugrunde liegenden
biochemischen Vorgénge, die zur Inhibierung der Depolarisation fiithren, zu verstehen. Denn nur
so kann man effektiv die Wirkungen dieser Substanzen an z.B. Rezeptoren beschreiben und nach
Vergleich mit anderen Studien deren Wirkung charakterisieren. Wenn man nun der Frage
nachgeht, wie die narkotische Wirkung zustande kommt, so machten Meyer und Overton einen
wichtigen Schritt, indem sie die andsthetische Potenz von Narkotika mit einer ihrer
physikochemischen Eigenschaften, ihrer Lipidloslichkeit, in Verbindung brachten. Demnach

sollte eine positive Korrelation (,,Meyer-Overton-Korrelation®) zwischen Wirkpotenz eines
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Anésthetikums und seiner Lipophilie existieren. Die Lipophilie wird durch den Octanol/Wasser
Partitionskoeffizienten , Kol ausgedriickt. Sie wird definiert als das Verhiltnis der
Konzentration einer Chemikalie in der Octanol Phase zu seiner Konzentration in der wisserigen
Phase in einem zweiphasigen Octanol/Wassersystem und wird als log P-Wert (Partition)
ausgedruckt (Leo et al., 1971; Hansch et al., 1987). Der ,,K,x von Halothan liegt beispielsweise
bei 2,70, der von Isoflurane bei 2,46 und von Desfluran bei 2,11.

Alle der genannten Inhalativa sind effektiv, sowohl fiir die Induktion als auch fiir die
Aufrechterhaltung der Narkose. Die vorliegende Arbeit beschrinkt sich auf Halothan als

Inhalationsanisthetikum

1.3. Halothan

Halothan wurde 1956 als erstes potentes, nichtexplosives Inhalationsandsthetikum in der
klinischen Praxis eingefiihrt und hatte sich seit dem weltweit rasch verbreitet. Heutzutage hat es
eher historischen Wert. Halothan liegt bei Raumtemperatur als klare, farblose, siillich-dtherartig
riechende Fliissigkeit vor (Conzen, 1996; Doi, 1993; Eger, 1994; Lerman, 1996; Liu, 1996;
Rushman, 1999;), die einige Vorteile gegeniiber klassischen Inhalativa aufweist: eine gute
narkotische Wirkung, keine Reizung der Atemwege. Konstringierte Bronchien werden durch
Halothan dilatiert, daher ist eine Anwendung bei Asthmatikern moglich (Baigel G. et al., 2003;
Restrepo RD et al., 2005). Jedoch bestehen Nachteile von Halothan gegeniiber anderen
Narkotika, wie beispielsweise ein relativ hoher Blut-Gas-Verteilungskoeffizient, daher relativ
langsame An- und Abflutungszeiten. Dies macht eine Narkose weniger gut steuer- und
beherrschbar. Deshalb lief die Entwicklung der Narkosegase zunehmend auf die Sdulen
,Hypnose* und Muskelrelaxation zu. Meistens wird Halothan in Kombination mit Lachgas
(N,O), einem zentral wirksamen Analgetikum oder einem Opioid verabreicht, um eine
ausreichende Anisthesie ohne unerwiinschte Beeintrichtigung der Herz-Kreislauf-Funktion zu
erreichen. Weiterhin  besteht eine schwache analgetische Wirkung und geringe
muskelrelaxierende Wirkung. Bei lingerdauernder Narkose wird eine kontrollierte Beatmung
benotigt, da Halothan atemdepressive Wirkungen zeigt (Baigel G. et al., 2003; Restrepo RD et
al., 2005). Es heil}t, dass der Patient bei unzureichenden oder suboptimalen thorakalen

muskuldren Aktivitdten maschinell unterstiitzt wird, damit die normalen Atemziige und somit das
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bedarfsgerechte Atemvolumen ermdglicht wird. Halothan ist auerdem eine Triggersubstanz der
malignen Hyperthermie, einer pathologischen Verdnderung des Zellstoffwechsels mit plotzlicher

Steigerung der CO,-Produktion.

1.4. Emesis

Emesis (gr. emetikos) bedeutet Erbrechen. Ungeféhr ein Drittel der chirurgischen Patienten hat
Ubelkeit, Erbrechen und/oder beides nach der Gabe von Anaesthetika. Risikofaktoren sind
weibliches Geschlecht, Nichtraucherstatus, vorherige Geschichte von postoperativer Ubelkeit und
Erbrechen oder unkontrollierter Gebrauch von postoperativen Opioiden. Das Vorkommen
postoperativer Ubelkeit und Erbrechen (PONV) ist und bleibt eine der hiufigsten
Komplikationen nach allgemeiner Anésthesie. Die Ursachen fiir PONV sind multimodal;
involviert sind mehrere physiologische Pfade, die das Brechzentrum stimulieren, einschlieBlich
der Chemorezeptor- triggerzone (CTZ), des gastrointestinalen Trakts, des vestibuldren Systems,
des cerebralen Kortex und des Zwischenhirns. Bedeutsame Forschungsergebnisse legen den
Fokus auf den Einsatz verschiedener pharmakologischer Agenzien und unterschiedlicher
andsthetischer Verfahren zur Vermeidung und ,,managing* des PONV (Couture DJ et al., 2006).
Die Forschung (wie der Gegenstand der vorliegenden Arbeit) ist auf die Vermeidung anstatt der
Therapie der etablierten Symptome ausgerichtet. Dazu ist eine Verhinderung der Aktivierung des
Brechreflexes notwendig. Der Brechreflex besteht aus Detektoren, die die Notwendigkeit zum
Erbrechen feststellen, aus Effektoren, die das Erbrechen verursachen, und einem
Koordinationszentrum, welches den gesamten Prozess steuert. Die Hauptdetektoren fiir das
Erbrechen sind im Gastrointestinaltrakt, im Labyrinth des Innenohres, sowie in der sog.
Chemorezeptorentriggerzone (CTZ), die sich in der Area postrema (AP) auf dem Boden des IV.
Hirnventrikels befindet, lokalisiert. Die Chemo- und Mechanorezeptoren im Gastrointestinaltrakt
{ibermitteln den Reiz an den Kern des Solitirbiindels iiber den N.vagus, dessen einzelne Aste bis
in die Area postrema reichen. Zum anderen ist die CTZ fiir die im Blut zirkulierenden Substanzen
empfinglich, da sie durch ihre Lage Kontakt zu der zerebrospinalen Fliissigkeit hat. So handelt es
sich um eine komplexe Schaltung- eine Substanz (Toxin oder Medikament) kann an mehreren

Stellen aktiv werden und Ubelkeit sowie Erbrechen ausldsen (Leslie und Gwyn, 1984).
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Serotonin (5-HT3)-Rezeptorantagonisten sind die Grundlage fiir die standardisierte antiemetische
Behandlung bei Krebspatienten, die eine Chemotherapie erhalten oder unter postoperativer
Emesis leiden. Um die Wirksamkeit dieser Agenzien zu fordern, wird regelmifig Dexamethason
in Kombination mit dem 5-HTj;- Rezeptorantagonisten durch intravendse Infusion verabreicht,
bevor mit der Chemotherapie oder der Operation begonnen wird. Der klinische Einsatz von
Odansetron oder anderen 5-HT;-Antagonisten hat sich bei Zytostatika- und Bestrahlungs-
Induzierter Emesis bewdhrt. Der Hauptangriffspunkt emetogener Chemo- und Strahlentherapie
liegt in der Schleimhaut des oberen Magen-Darm-Traktes, wo enterochromaffine Zellen in
unmittelbarer Nachbarschaft zu Vagusafferenzen nachweisbar sind. Die emetische Wirkung von
Zytostatika wird durch zwei Mechanismen ausgel0st: eine direkte zytotoxische Wirkung sowie
die Freisetzung von Serotonin durch Exozytose aus den enterochromaffinen Zellen mit
anschlieBender Erregung von 5-HTs - Rezeptoren auf vagalen Afferenzen. Durch eine selektive

Blockade der 5-HT;—Rezeptoren mit Ondansetron wird das Erbrechen wirksam gehemmt.

1.5. Der Serotonin (5-HT)sa-Rezeptor

Der 5-HTs-Rezeptor ist ein ligandengesteuerter Kationen-Kanal, der im Zentralen- und im
Peripheren Nerverensystem zu finden ist, sowie auf extraneuronalen Lokalisationen wie
Lymphozyten und Monozyten. Fiinf Subtypen, 5-HT3ag) sind identifiziert worden. Bradley
(1986) ging davon aus, dass die unterschiedliche Affinitit bestimmter Antagonisten fiir 5-HT3 -
Rezeptoren in verschiedenen neuronalen Strukturen das Vorhandensein mehrerer 5-HTs-
Rezeptorsubtypen vermuten ldsst. Diese zeigen Unterschiede sowohl im Amino-terminalen, als
auch im transmembraniren Gebiet. Diese Ergebnisse lassen sich allerdings auch auf Spezies-
Unterschiede zuriickfiihren (Butler und Elswood, 1990).

5-HTs Rezeptoren befinden sich iiberwiegend in ZNS Gebieten, die an der Integration von
Brechreflexen, Schmerzverarbeitung und Angst beteiligt sind (Faeber et al., 2007). Die 5-HT;34-
Rezeptoruntereinheit kommt funktionell als Homopentamer oder in Verbindung mit der 5-HT3g-
Rezeptoruntereinheit, als Heteromer vor (Davies et al., 1999). 1991 wurde bei Mausen die aus

487 Aminosduren (56 kDa) bestehende erste Rezeptoruntereinheit 5-HT;4 kloniert (Maricq und
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Peterson, 1991). Hiervon sind alternative Splice-Varianten bekannt: eine Langform (5-HTs4))
sowie eine Kurzform (5-HT;,s). Die Splice-Varianten konnen keine funktionellen homomeren
Rezeptoren bilden, beeinflussen aber die Kanalfunktion (Briiss et al., 2000)

Der 5-HTs-Rezeptor konnte in verschiedenen Hirnregionen nachgewiesen werden. Unabhéngig
von der Spezies ist er in sehr hoher Dichte im Tractus solitarius, in der Area postrema, am
hinteren motorischen Nervus vagus Nukleus und im Nukleus des Tractus spinalis N. trigeminus
zu finden (Pratt et al., 1990). Dies sind Nervenstrukturen, die an der Vermittlung von Emesis
beteiligt sind, und somit mit der antiemetischen Wirkung von 5-HTs-Antagonisten in
Zusammenhang gebracht werden. Der 5-HT;-Rezeptor fungiert als Signalerkennung- und
Ubersetzung in einem Makromolekiil: er spielt eine Rolle sowohl als Rezeptor als auch Effektor

—namlich als Ionenkanal.

1.6. Zielsetzung dieser Arbeit

Substanzen wie volatile Andsthetika und n-Alkohole sind bereits auf der molekularen Ebene
sowohl an humanen 5-HTsa-, als auch an Heteromédren humanen (h)5-HT;ap-Rezeptoren
untersucht worden (Stevens R et al, 2005). Vorherige Studien haben gezeigt, dass volatile
Anisthetika und n-Alkohole Strome modulieren, die bei Nagetieren (Machu und Harris, 1994;
Jenkins et Al., 1996; Zhou und Lovinger, 1996) und Menschen (Suzuki et Al., 2002; Stevens et
al., 2005) iiber 5-HT34 vermittelt werden. Eine Potenzierung der Stréme wurde bei Substanzen
beobachtet, deren GroBe kleiner als 0.120 nm® betrigt (Stevens et Al., 2005).

Vor kurzem wiesen Koshizaki et al. (2003) auf Halothan-induzierte Inhibierung der dorsalen
Spinalneuronenaktivititen hin. Diese partiell modulierende Wirkung geschah iiber GABA - und
Strychnin-sensitive Glycinrezeptoren. Diese Rezeptoren gehoren zu derselben Familie der
ligandengesteuerten lonen-Kanile wie der 5-HTs-Rezeptorsubtyp. Deshalb wurde eine mogliche
Beteiligung des 5-HT-Rezeptorsystems bei der Halothan induzierten Inhibierung spinaler
sensorischer Neuronen vermutet. Dieses Ergebnis unterstiitzt die Hypothese, dass 5-HTs;-
Rezeptoren teilweise an der Wirkung von Halothan auf der spinalen neuronalen Ebene beteiligt

sind.
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Trotz der klinischen Bedeutung des 5-HT; -Rezeptors ist noch wenig iiber die Mechanismen der
Interaktion von 5-HT mit seiner Bindungsstelle an diesem Rezeptor bekannt. In dieser Arbeit
wird zur Charakterisierung des 5-HT3a-Rezeptors zuerst die Reaktion des 5-HT; -Rezeptors auf
5-HT, und zwar in variablen Konzentrationen, untersucht. Es soll iiberpriift werden, welche
Wirkungen Halothan am 5-HT;,-Rezeptor im ,,Outside-out*“-Patch Modus zeigt und ob sich diese
mit den Effekten von anderen volatilen Analgetika, wie z.B. Sevofluran und Desfluran,
vergleichen lassen und, ob die Ergebnisse der Untersuchung mit denen von anderen Autoren
vergleichbar sind.

Es wurde bereits gezeigt (nicht publizierte Ergebnisse), dass Sevofluran (ein volatiles
Anisthetikum) eine Inhibierung der 5-HT (30uM)-induzierten Strome in einer konzentrations-
abhingigen Art und Weise (IC-so = 0,4 mM) aufweist. Demnach tritt bei Sevofluran eine nicht-
kompetitive Inhibierung im Offenkanalzustand auf. Im Gegensatz dazu zeigte Halothan eine
schnelle Potenzierung der durch 5-HT-induzierten initialen Signale und eine Inhibierung, die
nicht unbedingt etwas mit dem Offenzustand der Kanéle zu tun hatte. Diese Erkenntnisse deuten
auf Unterschiede in der Wirkung zwischen Sevofluran und Halothan an h5-HTs4-Rezeptoren auf
der molekularen Ebene hin. Somit ist ein weiteres Studium der molekularen Wirkungen der
humanen 5-HT;a-Rezeptoren unabdingbar, um die verschiedenen Indizien der postoperativen

Emesis zu erkldren, wenn verschiedene strukturell verwandte Andsthetika verwendet werden.

2. Material und Methodik

2.1. Stabile Transfektion

Die Transfektion der humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293 Zellen) fand im Institut fiir
Pharmakologie (Abt. Bonisch / Briiss) der Universitidt Bonn statt. Fiir die Versuche erfolgte die
stabile Transfektion der humanen embryonalen Nierenzellen mit der h5-HTs5-Rezeptor cDNA
nach der modifizierten Calciumphosphat-Methode (Chen und Okayama, 1987) mit Hilfe eines
pCDNA3 (Invitrogen) Vektors unter Kontrolle des humanen Cytomegalovirus Promotors. Zwei
Tage danach wurden die Zellen nach der stabilen Transfektion durch Zugabe von Geneticin (800

pug/ml) selektioniert. Aus jeder Transfektion wurden 20-40 Kolonien hinsichtlich erfolgreicher
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Expression der humanen 5-HT3;s Rezeptoren mit ['*C] Guanidinium Influx und Bindung des
selektiven 5-HTs-Rezeptor Antagonisten ["HJGR 65630 [3-(5-methyl-1H-imidazol-4-yl)-1(1-
metzhyl-1H-indol-3-yl)-1-propanone] oder durch spezielle [*H]5-HT Aufnahmeexperimente
getestet. Die Kolonien, die die beste Expression zeigten, wurden vermehrt und fiir weitere

Experimente verwendet.

2.2. Zellkultur

Die HEK293 Zellen wurden in einem DMEM nutrient mix F12 (1:1; v/v) Medium bei 37°C mit
95% Luft und 5% CO2 in einem Brutschrank (Typ BB16, Fa Heraeus, Deutschland) kultiviert.
Das Medium fiir das Wachstum enthielt 10% fetales Kélberserum, Penicillin (100 1.U./ml),
Streptomycin (100 pg/ml), Geneticin (0,75 mg/ml) und Glutamin (292 pg/ml). Sechs Tage vor
einem Patch-Clamp-Experiment wurden die Zellen in Petrischalen (Nunc, 35mm Durchmesser)
aliquotiert.

Ein Teil der Zellen wurde fiir eine neue Zellkulturflasche verwendet. Nach drei Monaten wurde
die laufende Zellcharge verworfen und eine neue herangezogen. Hierflir wurden neue, in 10%
Dimethylsulfoxid (DMSO) bei —80°C aufbewahrte HEK293 Zellen aufgetaut und nach
Reinigung in eine neue Zellkulturflasche gebracht. Das weitere Vorgehen entsprach dem oben

beschriebenen.

2.3. Elektrophysiologie

.Patch-Clamp*® (,voltage clamp*)

Die Patch-Clamp-Technik, eine Methode der Elektrophysiologie, wurde 1976 von Erwin Neher
und Bert Sakmann entwickelt (Hamill et al., 1981; Neher et al., 1976; Neher et al., 1992). Die
Erforschung der lonenstrome und anderer elektrischer Phinomene an Zellmembranen wurde
durch diese Technik erheblich vorangetrieben. Ein Patch wird erzeugt, indem man die
Messpipette an eine am Boden der Petrischale adhédrente Zelle heranfiihrt und einen leichten
Unterdruck appliziert, so dass zwischen der Zelle und der Pipette eine feste Verbindung entsteht.

Der Widerstand zwischen Pipette und Zelle steigt im besten Fall auf {iber 1GQ. In diesem


http://de.wikipedia.org/wiki/Elektrophysiologie�
http://de.wikipedia.org/wiki/Erwin_Neher�
http://de.wikipedia.org/wiki/Bert_Sakmann�
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Moment hat man die ,,Cell-attached*“-Konfiguration erreicht. Die Patch-Clamp-Technik wird in
verschiedenen Konfigurationen angewendet. Dazu zdhlen ,,Excised““(inside out oder outside out)-
, »Cell-attached*- und ,,Whole-Cell“(Ganzzellmessungen). Als die fiir diese Arbeit wichtige

Technik wurde die “Excised* - Konfiguration im ,,Outside-out* Modus verwendet.
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Vorbereitung der Patch-Clamp-Experimente:

Fiir die Experimente wurden jeden Tag frische Petrischalen mit stabil transfizierten HEK 293
Zellen aus dem Brutschrank entnommen. Das Ndhrmedium wurde dekantiert und durch ECS-
Loésungen mit folgenden Konzentrationen ersetzt: NaCl 150 mM; KOH 5,6 mM; CaCl; 1,8 mM;
MgCl, 1 mM; HEPES 10 mM; D-Glukose 20 mM (sonst nicht in ECS enthalten); pH 7.,4.

Sowohl die Pipettenelektrode, als auch die Badelektrode bestanden aus Silberdridhten. Diese
wurden in einer Natrium-Hypochloridlosung chloridiert, wobei der Farbwechsel von Silber nach
Schwarz einer ausreichenden Chloridierung entsprach. Die aus Borosilikat-Glaskapillaren
hergestellten Patchpipetten wurden mit Hilfe eines Pipettenpullers in zwei Schritten so gezogen,
dass sie nach dem anschlieBenden Poliervorgang einen Widerstand von 2,5 - 3,5 MQ-Ohm
aufwiesen. Die Pipetten wurden vor dem Experiment mit Intrazellularlosung (ICS) gefiillt, die
den folgenden Ionenkonzentrationen entsprachen:

KC1 140 mM; EGTA 10 mM; MgCl, 5 mM; HEPES 10 mM; pH 7.4.

Die Glaskapillaren (Kwik-FilTM, World Precision Instruments, USA) wurden im
Pipettenziehgerdt (Patch-Pipet-Puller PA10, ESF Elektronik, Gottingen) durch zweistufiges
Ziehen zwei gleichlange Patchpipetten hergestellt. Die Pipettenspitzen wurden mit Hilfe eines
Heizdrahtes poliert, die Enden mit einer Bunsenbrennerflamme geglittet. Die polierten Pipetten
wurden in einem verschlieBbaren Behilter aufbewahrt und innerhalb weniger Stunden benutzt, da

sie bei lingerem Verweilen unbrauchbar werden.

Durchfiihrung der Patch-Clamp-Experimente

Nach dem Einsetzen der Pipette konnte diese mit Hilfe des Mikromanipulators (siche Abbildung.
1) manuell gesteuert auf die Zelle aufgesetzt werden. Durch Erzeugen eines leichten Unterdrucks
wurde die Zellemembran an die Pipette angesaugt und es entstand ein sog. ,,Gigaseal®, d.h. ein
Widerstand im Giga Q-Ohm-Bereich (1-4 GQ). Dies nennt man ,,cell attached“. Mit der Pipette
wurde die Zellmembran dann mit weiterem vorsichtigem Unterdruck durchstossen, sodass die
Pipettenspitze sich in der Zelle befindet. Dies nennt man ,,whole cell“. Anschliessend wird die
Pipette von der am Boden haftenden Zelle entfernt, so dass die an die Pipette anhaftende
Zellmembran von der restlichen Zellmembran abreif3t und sich spontan wieder verschlie3t. Dieser
Vorgang wird als ,,Excisement® bezeichnet. Die ehemalige Innenseite der Zellmembran wird zum

Pipettenlumen gerichtet, die Membranauflenseite zur Badlosung. Dies nennt man ,,outside out®.
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Dadurch konnte der Strom anhand einer kleinen Anzahl von gedffneten Ionenkanédlen gemessen
werden. Der Patch wurde mit Hilfe des Mikromanipulators vor das Losungs-Applikationssystem
(RSC 200, Biologic, Frankreich) positioniert, wo er je nach gewlinschtem Experiment und
dementsprechendem Parameterfile mit der notwendigen Losung perfundiert wurde. Das
Applikationssystem wurde elektronisch gesteuert.

Fiir die Experimente wurde ein computergesteuerter Patch-Clamp Verstirker (EPC-7, List
Electronic, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die analogen Daten wurden durch einen
externen Low-pass-Filter bei 1 kHz gefiltert (entweder Frequency Devices, MA, USA oder
LPBF-48DG, NPI Electronic, Tamm, Deutschland) und anschlieBend digitalisiert (Digidata 1200,
Axon, Kalifornien, USA). Die Aufnahmefrequenz betrug 2 kHz. Eine optimale Stabilitidt des
Patches wurde erreicht, indem das Membranpotential erst 200 ms vor der Serotoninapplikation
von 0 mV auf -100 mV geklemmt und nach der Agonistenapplikation wieder auf 0 mV gesenkt
wurde. Dabei wurde das Membranpotential der Zelle bei der gewéhlten Spannung konstant
gehalten und der Strom gemessen, der notwendig ist, um die Spannung aufrechtzuerhalten, wenn
sich die Kanile in der Zellmembran 6ffnen und der konsekutive Ionenfluss iiber die Membran

einen Spannungsabfall induziert. Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
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Abbildung 1. Zeigt den Aufbau der Messapparatur, mit dem Perfusionskopf und den anhfingenden Quetsch-

Schlduchen, dem Pipettenhalter und dem Zellschilchen.

Abbildung 2: Links. Mikroskopische Aufnahme der Pipettenspitze mit Patch vor den ,,Tubes“ des Losungs-
Applikationssystems. Mit Hilfe des Steuerungsprogramms konnte man in einer experimentellen Sequenz

durch Rotation des Drehkopfes die ,,Tubes“ schwenken, sodass die jeweiligen Losungen isoliert in Kontakt
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mit dem ,,Excised-Patch®“ gebracht werden konnten. Im Hintergrund ist der am Boden des Zellschilchens
haftende Zellrasen zu sehen. Rechts: Unter dem Mikroskop sichtbare Patch-Clamp Pipette, auf eine Zelle

aufgesetzt.

2.5. Das Perfusionssystem

Das RSC-200 (Lésungs-Applikationssystem)

Das Losungsapplikationssystem erlaubt, den Losungsaustausch innerhalb von weniger als 2 ms.
Um einen Verlust von lipophilen Substanzen in Kunststoff zu vermeiden, bestand das
Perfusionsystem hauptsichlich aus Polytetrafluorethylen-Schlduchen (Teflon), welche sich durch
ihre inerten Eigenschaften gegeniiber anderen chemischen Substanzen auszeichnen (Barann et al.
2000b). Uber diese Schliuche gelangen die Perfusionslosungen aus den Glasreservoirs in die

Applikationsréhrchen (,,tubes®). (Siehe Abbildung 4, Seite 20).

-100mV

Abbildung 3: Versuchsaufbau des Perfusionssystems. Aus den Glasrohrchen (hellgrau) wird die Substanz auf
den an der Pipettenspitze hingenden “patch” (griin) appliziert. Der Perfusionskopf kann gedreht werden und
ermoglicht so den schnellen Wechsel der zu applizierenden Substanzen. Es liegt eine Haltespannung von -

100 mV an (hellgrauer Kreis).
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Abbildung 4: Von oben nach unten der Reihe nach: Glasreservoirs mit Perfusionsléosungen, Tropfkammern

und quetschbare Teflonschliuche.

Applikationenarten

Um einen moglichst optimalen Losungsaustausch zu ermdoglichen, wurden verschiedene
Programme in Form von ,,Parameterfiles* hergestellt, die in einem Computer gespeichert wurden
und von dort aus zu bedienen waren. Durch dieses Steuerungsprogramm wurden die
Bedingungen fiir den Rotationskopf (Tréger der Glasr6hrchen) festgelegt. (Siehe Abbildung 3,
Seite 19).

Bei allen Experimenten diente ein Strom, der durch 30 uM Serotonin (5-HT) induziert wurde, als

Kontrolle. Folgende Losungsapplikationsprotokolle wurden verwendet:
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1. Konzentrations-Wirkungskurven

Eine  Halothan-Konzentrations-Wirkungskurve  lieB sich fiir drei  verschiedene

Applikationsarten erstellen:

(1) Aquillibrium-Applikation (++) : In dieser Applikationsansatz wurde Halothan 60 s vor
und 1-2 s lang wihrend der 5-HT Gabe appliziert;
(2) Offenkanal-Applikation  (-+) : Applikation von Halothan 1-2 s lang
ausschliefllich wahrend der 5-HT Gabe;
(3) Geschlossenkanal- Applikation (+-) : Applikation von Halothan ausschlielich
60s Applikation vor der 5-HT Applikation.

2. Einwaschexperimente

Die Einwaschexperimente spielten eine wichtige Rolle bei der Bestimmung der molekularen
Kinetik von Halothan am 5-HT;s-Rezeptor und entsprachen einer kontinuierlichen
Applikation. Hierbei hat man die Vorapplikationszeit variiert, um zu sehen, wie schnell ein
induzierter Effekt durch Halothan vollstaindig zum Tragen kommt. Die Zeitintervalle waren

wie folgt eingeteilt: 32 ms, 50 ms, 100 ms, 300 ms, 1 s,3 s, 10 sund 60 s.

3. Auswaschexperimente

Die Auswaschexperimente dienten ebenfalls der Charakterisierung der Kinetik des Halothans.
Hierbei wurde Halothan fiir 60 s auf den Patch appliziert. Bevor ein Strom durch Serotonin
induziert wurde, wurde der Patch unterschiedlich lange mit ECS gespiilt, um zu sehen, wie
schnell ein induzierter Effekt durch die verwendete Substanz wieder ausgewaschen werden

kann. Die Zeitintervalle entsprachen: 32 ms, 50 ms, 100 ms, 300 ms, 1 s, 3 s, 10 s und 60 s.
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4. Elektrolyt- oder Konzentrationssprungexperimente

Bei den Konzentrationssprungexperimenten wurde erst ein Strom mit 30uM 5-HT erzeugt
und z.B. 50 ms spiter eine Losung mit einer 50%-igen Elektrolytkonzentration bzw. einer
Mischung aus Halothan und dem Agonisten appliziert. Diese Experimente dienten - im Falle
der 50%-igen Elektrolytlosung — dazu, die Geschwindigkeit des Applikationssystems zu
testen und im Falle der Losung mit Halothan, um zu priifen, ob Effekte existieren, die noch
schneller sind als die maximale Rotation des Perfusionkopfes (32 ms). Somit ist erkennbar,
ob Halothan z.B. beschleunigenden- oder verlangsamenden Einfluss auf die

Desensibilisierung hat.

2.6. Datenanalyse

Software

Alle Stromspuren wurden digitalisiert (Digidata 1200, Axon Instruments, Foster City, CA, USA)
und gespeichert. Die Datenanalyse zur Darstellung der Kinetiken wurde mit dem Programm
Clampfit durchgefiihrt und die Graphiken und die Auswertung der Rohdaten wurde in GraphPad
Prism3"® Software als Prozent der Kontrolle und unter Angabe der Durchschnittsfehler der
Standardabweichung (SEM) angegeben. Die Mittelwerte zweier Gruppen wurden gegebenenfalls
mittels gepaarten bzw. ungepaarten zweiseitigen Student’s t-Test auf Signifikanz untersucht.
Befand sich die Irrtumswahrscheinlichkeit bei p < 0,05 wurde der Unterschied als signifikant

eingestuft.

Analyse der Stromspuren

a) Maximalamplitude (Peak)

Der ,,Peak™ wurde unter Verwendung eines ,,Cursors® (siche Abbildung 5. unten) in pA (Pico-

Ampere) direkt abgelesen.
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Verlauf des 5-HT (30uM)- induzierten

Stromes
T
Ton < off

Maximum der Amplitude = Peak
- 40 pA

0,2s

Abbildung 5: 5-HT (30pM)-induzierter Einwirtsstrom (-100mV Haltepotential). Es wurde die
Aktivierungszeitkonstante (t,,), die Inaktivierungszeitkonstante (t,4) der Stromspur durch exponentielle

Cursoranpassung ermittelt. Der Maximalstrom (Peak) wurde in pA abgelesen.

b) Mono- und Biexponentielle Bestimmung der Zeitkonstanten ,,Fitten*

Die erhaltenen Zeitkonstanten der Aktivierung und Deaktivierung der durch 5-HT-induzierten
Strome wurden mit der im Programm Clampfit® enthaltenen Standard-Exponentialfunktion und
der dazu wiahlbaren Chebyshev-Methode monoexponentiell getrennt ermittelt: Diese Gleichung

entsprach folgender Formel:

n .-
f = de7 4 C
i=1

n =1 fiir monoexponentielle und

n =2 fiir biexponentielle Berechnungen

A = Amplitude der Funktion, berechnet ab dem gewihlten Startpunkt der Kurvenanpassung
t=Zeit

T = Zeitkonstante

C = konstantes Offset.
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Durch die biexponentielle Funktion konnten auch die beiden Zeitkonstanten fiir Aktivierung und
Deaktivierung gemeinsam in einem Berechnungsvorgang ermittelt werden. Die auf diese Weise
erhaltene Erstauswertung konnte auf das Programm Graph Pad Prism 3.0 Softwares iibertragen

und weiter analysiert werden.

Die Konzentrationswirkungskurven von 5-HT und Halothan wurden durch Anpassung an die

Hill-Gleichung ermittelt:

1

(c" + ECs")

!

i = der Maximalstrom in Gegenwart des Medikamentes als Fraktion des Maximalstroms der
Kontrolle

¢ = die 5-HT Konzentration,
n = der Hill-Koeffizient, und

ECsy = die Konzentration, bei der es zum halb maximalen Effekt gekommen ist. 3-6 erfolgreich

durchgefiihrte Experimente ergaben einen Datenpunkt.

2.7. Herstellung von Halothan-Lésungen

Halothan wurde in der Originalflasche im Kiihlschrank bei 4°C gelagert. Fiir jeden Versuchstag
wurden 8 -12 Stunden vor Beginn der Experimente frische Losungen angesetzt. Um die
Konzentrations-Wirkungskurve fiir Halothan herzustellen, ging man wie folgt vor: fir 500ml
einer SmM Halothanlosung (Molgewicht = 197,4 g/M) wurden 264ul Halothanlosung (Dichte
=1,87 g/ml) in einen Glaskolben auf 500ml ECS pipettiert. Nach Einlegen eines Riihrfisches
wurde dieser mit einem Glasstopfen luftdicht verschlossen und mit Styropor lichtgeschiitzt. Die
Losung wurde mindestens 4 Stunden gerlihrt. AnschlieBend wurde zur Herstellung

unterschiedlicher Konzentrationen aus der Stammlosung die fiir die Experimente gewiinschte
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Menge abpipettiert und mit ECS verdiinnt. Halothan ist in folgenden Konzentrationen angesetzt

worden: jeweils 0.1mM, 0.5mM, 1mM, 3mM und SmM.

2.8. Gaschromatographie

Um einen Verlust des Anésthetikums wéhrend des Experiments minimieren zu kdnnen, wurden
fiir fliichtige Anidsthetika gasdichte Losungsmittelreservoirs verwendet. Zur Berechnung von
exakten Konzentrations-Wirkungsbeziechungen war es zusitzlich notig, die unter den
Versuchsbedingungen tatsdchlich vorhandenen Halothan-Konzentrationen zu messen. Eine
gaschromatographische Konzentrationsbestimmung kam fiir diesen Zweck zur Anwendung.
Aufgrund der volatilen Eigenschaften von Halothan war es trotz umsichtigen Einsatzes der
Mefverfahren sowie die Verwendung inerter Materialien nicht zu verhindern, dass verminderte
Anisthetikakonzentrationen in den Losungen auftreten. Deshalb wurden zur Konzentations-
bestimmung sowohl von der Stammldsung, als auch (vor und nach Erhalt eines stabilen Patches)
von der applizierten Versuchslosung ziligig Doppelproben entnommen. Dafiir wurde der
Perfusionsschlauch mit Hilfe einer Kaniile in ein mit einem Teflondeckel versehenes 2-ml-
Probengefdl umgeleitet. Aus diesem wurden je 0,5 ml Ldsung in ein 1-ml-Probengefal3
umpipetiert, welches bereits 0,5 ml n-Hexan enthielt. Zur Minimierung des Halothanverlustes
durch Verdunstung wurde der offene Abschnitt der Losungskolben (Glasreservoirs) mit inertem
Kunsstoffmaterial, das mit einer Kaniile zum atmosphérischen Druckausgleich versehen war,
verschlossen. Die so gewonnenen Proben wurden in einem Rotator fiir 2 bis 4 Stunden gemischt.
Das Halothan ist dann in die iiberstehende (lipophile) n-Hexanphase iibergetreten. Der Uberstand
wurde abpippetiert und die Halothankonzentration im Gaschromatographen bestimmt.

Als interner Standard (Vergleich) diente Isofluran. Die Proben wurden bis zur Messung in einem

Kiihlschrank bei 4 °C gelagert.
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Ein typisches Chromatogramm ist in Abbildung 6 dargestellt.

Peak Name
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Abbildung 6: Typisches Chromatogramm einer Probe, die den internen Standard Isofluran enthiilt.

Ergebnisse der Gas Chromatographie:
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Abbildung 7: Verhiltnis der theoretischen (erwarteten) Halothankonzentration zu der gemessenen.

In Abbildung 7 wurden die theoretischen Halothankonzentrationen mit den gemessenen

verglichen. Die finale Halothankonzentration, d.h. die Konzentration die am Patch ankommt,
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unterschied sich von der theoretischen um ca. 20 %. Im Folgenden wurden immer die finalen

Konzentrationen angegeben.

2.9. Verwendete Substanzen

Strukturformeln

Vergleich der Strukturformeln der heute gebrduchlichen Volatilen Anésthetika.

Inhalationsanisthetika

Halothan Desfluran Isofluran
(CzHBI‘ClF3) (C3H20F6) (C3H2C1F50)
M Masse:197,39 g/mol 168,0 g/mol Dichte:1,45 g-cm >
ol FF ¢ )F\

F Br F

1 e F L
Enfluran Chloroform (Trichlormethan)
(C3H,CIF50) (CHCL)
Dichte:1,5167 g/cm’ Dichte:1,48 g-cm >

RF F H
F A
O F Cl TJI

Cl
Sevofluran Stickoxydul (Distickstoffmonoxid)
(C4H50F5) (N20)
Dichte: 1, 52 g/ml Dichte: 1,85 kg'm™

F3CYOVF

1- +
CF, N=N O~ = » “N=N=0
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Serotonin
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Abbildung 8: Vergleich der Strukturformeln von volatilen Anésthetika und Serotonin.

3. Ergebnisse
3.1. Charakterisierung der 5-HT-induzierten Strome

Nach Applikation von 5-HT (30 pM) auf einen ,,Excised Patch® kam es zur Auslosung eines
Einwirtsstromes (Abbildung 9). Die GroBe der Stromantwort war dabei sowohl von der
gewdhlten 5-HT-Konzentration in der Agonistenlésung abhédngig, als auch vom vorgegebenen
Haltepotential abhingig.

Die angelegte Membranspannung spielte eine grofle Rolle als treibende Kraft fiir den lonenfluss
durch die gedffneten Kanile; sie konnte sie hemmen und sogar umkehren (Siehe Abbildung 11
rechts). Eine Serotoninkonzentration von 30 pM wurde verwendet, weil sie den nahezu maximal
auslosbaren Strom an diesem Rezeptor induzieren konnte. Dem Zeitpunkt der Serotoninabgabe
entspricht der Beginn des fast senkrechten Teils der Kurve (von links nach rechts), die als
Aktivierung bezeichnet wird. Diese Aktivierung wird nach Durchlaufen eines ,,Peaks®
(Stromspitze) abgeldst von einer weniger steil verlaufenden Deaktivierung, bis die Stromspur
wieder auf die Null-Linie zuriickkehrt, was auf einen Abschluss des depolarisierenden Vorganges
hinweist. Um die 5-HT;a-Rezeptoren charakterisieren zu konnen, wurden stufenweise
ansteigende Serotoninkonzentrationen (1-100 uM) und ein Haltepotential von -100 mV gewaihlt.
Die 5-HT Applikationszeit betrug 2 s. Zwischen den Applikationen lagen Zeitintervalle von 60 s

(Sptilen) zur vollstandigen Erholung der Rezeptorkanile.
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Abbildung 9: Exemplarische Stromspur eines 5-HT (30 pM)-induzierten Einwirtsstroms (Haltepotential: -100 mV). Das
Strommaximum ist als ,,Peak® gekennzeichnet. Vor und nach dem 5-HT-Impuls wurden die zu messenden
Zellmembranflecken fiir 60 s mit ECS-Puffer perfundiert (angezeigt durch die grauen Balken). Die Phase der
5-HT-Applikation wird durch den weiflen Balken angezeigt.

3.2. Strom-Spannungs-Kennlinie

Die Verhiltnisse zwischen den Membranpotentialen und den durch 5-HT (30 puM) induzierten
Stromen auf ,,Outside-Out Patche* wurden mit Hilfe einer Stromspannungskennlinie in
Beziehung zu einander gesetzt. Abbildung 10 zeigt originale Stromspuren (5-HT 30 pM),

erhoben an einem ,,Patch® in Abhéngigkeit von der angelegten Spannung.
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Strom-Spannungskennlinien
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Abbildung 10: Die Original Stromkurven (30 pM 5-HT) bei Haltepotentialen zwischen -100 mM und +75 mV

(in 25 mV-Schritten).

Im Prinzip wurden Einwértsstrome bei negativer Haltespannung und Auswaértsstrome bei

positiver Haltespannung erzeugt.
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Abbildung 11: Strom-Spannungskennlinie. Gezeigt werden Spannungsspriinge zwischen - 100 und + 75 mV
in Schritten von 25 mV bei einer 5-HT-Konzentration von 30 pM. Das Umkehrpotential lag bei 0 mV.
Membranspannungen unterhalb davon in den negativen Bereich hinein bewirkten einen Einwirtsstrom in

die Zelle, bei Spannungen oberhalb von + 0 mV kam es zu einem Auswértsstrom.
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Die Peakstrome wurden auf -100mV normiert, gemittelt und die Ergebnisse gegen die Spannung
(-100 bis 75mV) aufgetragen. Man erkennt eine zwar nicht lineare aber positive Korrelation
zwischen den maximal erreichbaren Stromen und den angelegten Spannungen. Das
Umkehrpotential lag fiir diesen Versuch bei 0 mV. Membranspannungen unterhalb davon bis in
den negativen Bereich hinein bewirkten einen Einwértsstrom, bei Spannungen oberhalb von + 0
mV kam es zu einem Auswértsstrom. Das Experiment wurde an sechs verschiedenen ,,Patchen®
durchgefiihrt. In Abbildung 10 wird die Beziehung zwischen Membranpotential und den 5-HT 30
uM-evozierten Stromen auf die ,,Outside-Out Patche* verdeutlicht.

Aus diesem Experiment ist zu entnehmen, dass die angelegte Spannung einen bedeutenden
Einfluss auf die Offnungswahrscheinlichkeit bzw. das AusmaB der Offnung (und somit

Strommenge) durch die ligandengesteuerten 5-HTs5-Rezeptoren hat.

3.3. Konzentrations-Wirkungsbeziehung von 5-HT

Um eine Konzentrations-Wirkungskurve herstellen zu kdnnen, wurden die Maximalstrome bei
verschiedenen 5-HT-Konzentrationen (,,Peaks®) bestimmt und als Prozent der jeweiligen
Kontrollstromspur (30 uM) dargestellt. Man konnte die Effekte von Serotonin in verschiedenen
Konzentrationen auf die Stromamplitude, Anstiegszeiten, Desensibilisierungszeiten und
Ladungsmengen (Integral {iber der Stromspur) erfassen. Die Stromamplitude der durch 5-HT (30
uM)-induzierten Strome bei den von uns durchgefiihrten Messungen lag zwischen 20 und 3000
pA. Die so erhaltene Konzentrations-Wirkungskurve von 5-HT (Siehe Abbildung 12) wurde nach
der Hill-Gleichung gefittet. Der ECs fiir diese Experimente, bei n = 6 - 8 (Anzahl der Patche) lag
bei 8,6 uM 5-HT. Dies bedeutet, dass bei dieser Konzentration eine halbmaximale Effektivitit
des 5-HT stattgefunden hat. Die Steigung der Kurve entsprach einem Wert von 1,11 (Hill-
Koeffizient).
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Referenzkonzentration (5-HT 30 pM)
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Log [5-HT] (M)
ECSO = 8,6 MM 5-HT

Best-fit values
BOTTOM (Constant) | 0.0

TOP 116.7
LOGEC50 -5.065
HILLSLOPE 1.110
EC50 8.6020e-006

Abbildung 12: Serotonin- Konzentrations-Wirkungskurve (Haltepotential: -100 mV). Auf der Y-Achse ist das
Verhiltnis der durch Serotonin auslosbaren Maximalstrome zu den Kontrollstromen (30 pM S5-HT)
aufgetragen. Die Kurve wurde nach der Hill-Gleichung gefittet . Eine 50 %-ige Stromantwort (ECs) lag bei
8,6 uM; Der- Hill Koeffizient (Steigung der Kurve) bei 1,11.

Nachdem der konzentrationsabhéngige Effekt von Serotonin durch die 5-HT-Konzentrations-
Wirkungs-Kurve bestimmt war, war es interessant zu wissen, welchen Einfluss das halogenierte

Molekiil Halothan an diesem Rezeptor zeigt.

3.4. Halothan-Effekte

Die Fihigkeit eines Pharmakons, an einem Rezeptor selbst einen Effekt auszulosen, wird als
»intrinsische Aktivitit* bezeichnet. Es wurde experimentell gepriift, ob Halothan intrinsische
Eigenschaften am 5-HT;a-Rezeptor zeigt. Dies erfolgte, indem man Halothan alleine applizierte
in Abwesenheit des Agonisten (5-HT) auf einen ,,Patch®, der Rezeptoren besitzt. Der Test auf
intrinsische Aktivitdt fiel negativ aus (Siehe Abbildung 13). Dies bedeutet: Halothan loste keine

Eigenaktivititen nach Andockung am 5-HTs5-Rezeptor aus.
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Prufung des Halothans auf intrinsische Aktitvitat

— 5-HT- 30 uM
Halothan 0,6 mM (ohne 5-HT)

30pA|

250 ms

Abbildung 13. Original Stromspur, negativer Test auf intrinsische Aktivitit fiir Halothan 0,6 mM.

3.5. Einfluss der Applikationsart auf die Unterdriickung

Die Konzentrations-Wirkungskurve fiir Halothan dient zur Einschédtzung seiner Potenz
(Wirkstiarke) am 5-HTs-Rezeptor. Diese Konzentrations-Wirkungskurve lie3 sich bei drei
verschiedenen Losungs-Applikationsarten durchfiihren.

Halothan wurde in fiinf aufsteigenden Konzentrationen: 0.1 mM, 0.5 mM, 1 mM, 3 mM und 5
mM. Zunichst einmal wird anhand von originalen Spuren illustriert, welche Effekte Halothan in

den verschiedenen Applikationsmethoden, am Beispiel von jeweils zwei Konzentrationen, hatte.

Die Aquillibriumapplikation (++)

In dieser Applikationsart wurde Halothan fiir 60 s vor und wihrend der 2 s 5-HT Gabe appliziert.
Das entspricht einer kontinuierlichen Applikation. Im Folgenden sehen wir Beispielspuren, die

uns den Effekt von Halothan in zwei ausgewéhlten Konzentrationen deutlicher machen.
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5-HT (30 uM)-induzierter Strome. Der Effekt zweier
verschiedener Halothankonzentrationen [0,07 und 0,6
mM; Aquilibrium- (++)

Originalspuren: Halothan 0,07 mM + 5-HT 30 uM

Halothan 0,07 mM

\ 1 5-HT 30uMm
— Halothan 0,07 mM (++)

ﬂ\
5-HT 30 uM

-100 pA L

200 ms Ton-5-HT 30uM = 4.5 Toff-5-HT 30uM = 61.3
Ton-Halothan 0,07 mM = 4.0 Toff-Halotahn 0,07 mM = 47.7

Originalspuren: Halothan 0,6 mM + 5HT-30uM

1 5-HT 30 uM
Halothan 0,6 mM
~ Halothan 0,6 mM (++)
AP Arat eIty A L

Ton-5-HT 30pM =5.9

< 5HT30pM
Ton Halothan 0,6 mM = 4.5

-20pA |

300 ms

Toff-5-HT 30uM =158
Toff Halothan 0,6 mM = 71
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Abbildung 14: Originalspuren 5-HT (30 pM)-induzierter Strome (-100mV Haltepotential). Der Effekt zweier
verschiedener Halothankonzentrationen [0,07 und 0,6 mM; Aquilibrium- (++)] wird dargestellt. Die
Inaktivierung der 5-HT (30 pM)-induzierten Strome ist unter Gabe von Halothan sichtbar beschleunigt. Es

erfolgte ein konzentrationsabhéingiger Hemmeffekt auf die Strommaxima.

Aus den Kurven wird deutlich, dass Halothan die Stromamplitude konzentrationsabhéingig
hemmt und die Desensibilisierung (Tof) geringfiligig beschleunigt. Einerseits haben wir bei der
(++)-Applikation eine Verkleinerung der ,,Peaks und eine Beschleunigung

der Inaktivierungszeitkonstanten (T-.¢) bzw. kleiner werden der Zeitkonstant, was fiir einen
inhibitorischen Effekt von Halothan spricht. Da der Einfluss auf den Strompeak am

aussagekriftigsten ist, kann man insgesamt von einem inhibitorischen Effekt sprechen.

Die Offenkanalapplikation (-+)

Es wurde Halothan ausschlielich wihrend der 2 s 5-HT (30uM)-Pulse gegeben, und der Effekt
beobachtet. Vorher wurde der Patch 60 Sekunden lang mit ECS gespiilt. So lieBen sich nochmals
die Effekte von Halothan in zwei ausgewihlten Konzentrationen auf die 5-HT-induzierte Kurve

in der Offenkanal-Applikation (-+) bildlich darstellen.
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5-HT (30 uM)-induzierte Strome. Der Effekt zweier verschiedener
Halothankonzentrationen [0,07 und 0,6 mM; Offenkanal (-+)

|
L 1
Halothan 0,07 mM C—5-HT 30uM
. L = Halothan 0,07 mM(-+)
-100 pA
P L S shrao my
250 ms Ton-5-HT 30uM = 4.7

Ton Halothan 0,07mM = 2.9
Toff-5-HT 30uM = 39

Toff-Halothan0,07mM = 34.1

|
. . C=330pM 5-HT

Halotham 0,6 mM
mmm Halo 0,6 mM (-+)

- 5HT30uM

-110 pA Ton-5-HT 30uM = 6.8

Ton-Halothan 0,6 mM = 5.8
500 ms
Toff-5-HT 30uM = 172

Toff-Halothan 0,6 mM
= 98.6

Abbildung 15: Originalspuren 5-HT (30 pM)-induzierter Strome (-100mV Haltepotential). Der Effekt zweier
Halothankonzentrationen [0,07 und 0,6 mM; Offenkanal- (-+)] wird dargestellt. Die Inaktivierung der 5-HT
(30 puM)-induzierten Strome ist unter Gabe von Halothan beschleunigt (Siehe Zeitkonstanten). Ebenfalls ist
eine Unterdriickung der erreichten Strommaxima zu sehen. Die Strommaxima waren leichter gehemmt als im

Aquillibrium-Applikationsmodus.

Ebenfalls zu  erkennen war eine  Beschleunigung der  Aktivierungs-  und
Inaktivierungszeitkonstanten. In ,Patchen®, die zuvor bei 5-HT (30 uM)-Gabe einen
Einwirtsstrom zeigten, 16ste Halothan in Anwesenheit (-+) des Agonisten eine
konzentrationsabhdngige Hemmung aus. Bei noch hdheren Konzentrationen (5mM) loste

Halothan in Anwesenheit des Agonisten eine deutliche Beschleunigung der Inaktivierung
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(Hemmung) und, dhnlich wie in den (++) Experimenten, eine geringgradige Beschleunigung der
Aktivierungszeitkonstanten (Potenzierung) aus. Das AusmalBl der Verkleinerung der 5-HT-
induzierten Stromamplituden korrelierte mit der Halothan Konzentration. Dieses spricht fiir eine
konzentrationsabhdngige Inhibierung der 5-HT-induzierten Strome durch Halothan in der

Gegenwart des Agonisten.

Die Geschlossenkanalapplikation (+-)

In dieser Versuchskonstellation wurde Halothan ebenfalls fiir 60 s appliziert, allerdings
ausschlieBlich vor der 5-HT Applikation. Die Effekte sind genauso ausgewertet worden

wie an den oben gezeigten Beispielen der Offenkanal- und Aquillibriumapplikationen.
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5-HT (30 pM)-induzierte Stréome. Der Effekt zweier verschiedener
Halothankonzentrationen [0,07 und 0,6 mM; Geschlossenkanal

(+-)]

[ 1 —J5.HT 30 pM
Halothan 0,07 mM ﬁ I Halothan 0,07 mM (+-)

Ton-5-HT 30 M = 4.6

Ton-Halothan 0,07 mM =
< 5HT30M 53

-200 pA
P L Toff-5-HT 30 pM = 176

Toff-Halothan 0,07
mM = 82

]
[ ] ——5-HT30uM
s Halothan 0,6 mM (+-)

Halothan 0,6 mM

B amaaa RV

Ton-5-HT 30 pM = 3.1
-« 5-HT30puM
-35 pA Ton-Halothan 0,6 mM = 4,2

Toff-5-HT 30 uM = 43,8

Toff-Halothan 0,6 mM = 37,3
250 ms

Abbildung 16: Originalspuren 5-HT (30 pM)-induzierter Strome (-100mV Haltepotential). Es wurde der
Effekt zweier verschiedener Halothankonzentrationen [0,07 und 0,6 mM; Geschlossenkanal-Applikation (+-)]

dargestellt. Die Inaktivierung der 5-HT (30 pM)-induzierten Strome ist unter Gabe von Halothan deutlich
beschleunigt.

Aus den Beispielspuren der Konzentrations-Wirkungskurven wird klar, dass Halothan die
Amplitude der 5-HT (30 pM)-induzierten Strome konzentrationsabhingig reduziert hat. Dieser
Effekt wird durch die in den Abbildungen 14-16 gezeigten Originalspuren verdeutlicht. Diese
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Unterdriickung war reversibel, da mindestens 90 % der Kontrollamplitude nach einem Auswasch

fiir 60 s (siche Abbildung 17) wieder erreicht wurde.

Revesible Unterdriickbarkeit des 5-HT-induzierten Stroms durch Halothan 3 mM

== Halothan 0,6mM (++)

\ C=35-HT(30 pM)

5-HT(30 pM)
Kontrolle + Auswasch

5-HT 30pM +Halothan 0,6mM

-20 pA |
100 ms

Abbildung 17: Reversible Unterdriickung der 5-HT-induzierten Stromspur. Etwa 95%-ige Wiedergabe nach
60 s Auswasch von Halothan mit ECS.

Aus den oben angegeben Abbildungen ist zu entnehmen, dass Halothan die Amplitude der 5-HT
(30uM)-induzierten Strome konzentrationsabhéngig bzw. progressiv unterdriickt, und zwar mit
steigender Konzentration (EC-so wert = 0,6 mM; die Substanz wurde im Aquilibrium appliziert,

++, s. Methoden).

Nachdem die einzelnen Wirkungen von Halothan in den verschiedenen Applikationsmodi
charakterisiert wurden, ist es nun wichtig, die gesamten Effekte nebeneinander zu stellen und
deren Verhiltnis zueinander zu betrachten. Die Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir Halothan
wurde flir die drei Applikationsarten, kontinuierliche Applikation (++), Offenkanal-Applikation
(-+) und Geschlossenkanal-Applikation (+-) erstellt.

Die (++) und (+-) Kurven konnten am besten durch Sigmoidal, monoexponentielle Dosis-
Wirkungsbeziehungen beschrieben werden, die (-+) Konzentrations-Wirkungskurve wurde durch
Punkt-zu-Punkt-Linien-Verbindung  erfasst (Abbildung 19). Zur Aufzeichnung der

Konzentrations-Wirkungskurven hat man die oben angegebenen Halothankonzentrationen
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logarithmiert und gegen die prozentuale Wiedergabe der Peakstrome in Bezug auf die originale
5-HT 30uM induzierte Kurve aufgetragen. Die Ergebnisse wurden mit der Hill-Gleichung
gefittet.

A.) Halothan-Konzentrationswirkungskurven in allen
Applikationsmodi;
Nicht korrigierte Version.
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Abbildung 18: Gegeniiberstellung der nicht gaschromatographisch bestimmten A.) und der

gaschromatographisch bestimmten B.) Halothankonzentrationen.

Wie aus beiden oben dargestellten Abbildungen ersichtlich, verringerte sich die
Halothankonzentration im Verlauf der Experimente aufgrund ihrer Volatilitit, da sich eine
Verschiebung der Kurven (Korrigierte Version) nach links ergibt. Gesichert wurde dies durch die
gaschromatographischen Bestimmungen. Bei hoheren Halothankonzentrationen verlief die
Konzentrations-Wirkungs-Kurve sowohl bei (++) (Aquilibrium-Applikation), als auch bei (+-)
(Geschlossenkanal-Applikation) steiler als beim Offenkanalapplikationsmodus (-+). Daraus geht
hervor, dass nur durch lédngere Vorapplikation und die gemeinsame Applikation mit Serotonin
eine maximal mogliche Inhibierung zu erreichen ist. Die ICso-Werte dieser Inhibierung lagen bei
0,028 mM fiir die (++) Applikation und bei jeweils ca. 0,43 mM und 1,73 mM fiir die (+-) und
die (-+) Applikationen.

3.6. Einfluss von Halothan auf die Stromkinetiken
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Halothan (Korrigierte Version)
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Equation 1 Floating point error.
Best-fit values
BOTTOM (Constant) 0.0 0.0
TOP 1.6600e+006 87.37
LOGEC50 -159.3 -2.820
HILLSLOPE -0.02763 -1.145
EC50 0.0 0.001515
Std. Error
TOP 1.4940e+012 11.52
LOGEC50 1.4160e+007 0.2509
HILLSLOPE 1.284 1.049

Abbildung 19: Darstellung des Einflusses von Halothan auf die Inaktivierung

Die Beobachtung der Halothaneinfliisse auf die Inaktivierung zeigt interessante Ergebnisse, und
zwar abhédngig von der Applikationsart auf den Patch: Der groBte beschleunigende Effekt ergibt
sich, wenn Halothan 60 s vor und wéhrend des 2 s dauernden 5-HT-Pulses appliziert wird (++,
Aquilibrium-Applikation). Eine submaximale Wirkung wird gemessen, wenn Halothan
ausschlieflich wdhrend der 5-HT-Gabe appliziert wird (-+, Offenkanal-Applikation). Bei
ausschlieBlicher, 60 s dauernder Applikation von Halothan vor der Offnung der Kanile durch 5-
HT (+-, Geschlossenkanal-Applikation) ist die Halothan-Potenz deutlich erniedrigt.

In der Geschlossenkanal-Applikation (+-) beeinflusste Halothan die Desensibilisierung durch
eine verhdltnisméBig stirkeren Beschleunigung der Desensibilisierungszeitkonstanten (bis zu ca.
30% Hemmung ,+- Kurve“ bzw. ,Umschlagpunkt) bei tatsichlich gemessenen
Substanzkonzentrationen von < 0,22 mM. Die dariiber hinaus liegenden Halothankonzentrationen

fiihrten zu verhéltnisméBig geringerer Beschleunigung.
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3.7. Kinetische Charakterisierung der Halothan-Effekte

Um die Kinetik der Halothaneffekte besser verstehen zu konnen, wurden bei dem 1Cso-Wert (3
mM, nicht korrigiert; 0,6 mM, korrigiert) die Ein- und Auswaschzeitkonstanten im (++)-

Applikationsmodus gemessen (der Zeitverlauf bis zum Aquilibriumeffekt).

Halothan Einwaschexperimente

Man fiihrte die Einwaschexperimente durch, um einen Eindruck iiber die Kinetik des Halothans
am 5-HT3-Rezeptor zu haben. Dies entspricht einer ,,Aquilibrium-Applikation“, bei der man
jedoch die Vorapplikationszeit so variiert, dass sich erkennen 148t, wie schnell ein induzierter
Effekt vollstindig zum Tragen kommt. Die Pra-Expositions-Zeitintervalle von Halothan auf den
Patch waren: 32 ms, 50 ms, 100 ms, 300 ms, 1 s, 3 s, 10 s und 60 s. Die kiirzeste Einwaschzeit
von 32 ms musste gewéhlt werden, da die kleinste mogliche Drehkopfgeschwindigkeit (Wechsel

von ,,tube‘“-Mittelpunkt zu ,,tube‘“-Mittelpunkt) auf 30 ms vom Steurungsprogramm begrenzt ist.

An dieser Stelle sollte gesagt werden, dass die gaschromatographischen Konzentrations-
messungen noch nicht durchgefiihrt waren, so dass theoretische 3 mM Halothan weiterhin fiir
verschiedene o.a. Vorlaufzeiten angesetzt wurde. Der tatsdchliche Wert war aufgrund der
Volatilitdt der Substanz kleiner und betrug ca. 0,6 mM (siehe korrigierte Konzentrations-
Wirkungskurven). Das Ziel dieses Experimentes war es, zu sehen, wie lange man die Substanz
applizieren musste, um eine 50%-ige Hemmung festzustellen bzw. schnelle und langsame Effekt

Zu trennen.

Um die FEinwaschkurve filir Halothan darzustellen, wurden die Vorapplikationszeiten
logarithmiert und gegen die 5-HT induzierte Kurve als Prozentsatz der Referenzkonzentration (5-
HT 30 puM) aufgetragen. Die Ergebnisse wurden mit einer in Prism vorhandenen Gleichung
gefittet.  Beobachtet ~wurde der Effekt auf die  Stromamplitude und die

Desensibilisireungszeitkonstante.
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0,6 mM Halothan Einwasch (++)

100+

° O Stromspitze Equation 1
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Abbildung 20: Einwaschkurve von 0,6 mM Halothan. 32ms, 50ms, 100ms, 300ms, 1s, 3s und 10s. Kontrolle (30
uM 5-HT); Einwasch von 0,6 mM Halothan im ++ Modus (Mittelwerte + SEM). Kontrollen mit 30 pM 5-HT.
Die ersten 32 ms waren nicht auflésbar, danach waren die Effekte von der Dauer der Vorapplikation

abhiingig. Tabelle rechts; Fitparameter fiir den Einwasch.

In Abb. 20 werden zwei zeitlich getrennte inhibitorische Effekte beobachtet. Man sieht eine
sofortige, nach 32 ms stattfindende Hemmung, der ein kurzes Plateau folgt. Das Experiment
wurde mit nur einer monophasischen Zeitkonstante von 1,8 Sekunden beschrieben.

Der erste Prozess bzw. Hemmeffekt durch Halothan war nicht auflosbar, siehe auch (-+)
Experiment, bzw. war zu plétzlich.

Der zweite Prozess beginnt nach 300 ms und erreicht eine Plateauphase nach 10 s Einwaschzeit.
Nach 10 Sekunden Einwasch war der hemmende Effekt schon abgeschlossen, da bei ldngeren
Einwaschzeiten keine weitere Inhibierung zu verzeichnen war. Die Inaktivierung spielte keine
Rolle fiir die Kinetik, da die Tauer -Werte unabhidngig von den Einwaschzeiten, konstant

geblieben sind.
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Auswaschexperimente

Die Auswaschexperimente wurden ebenfalls zur Charakterisierung der Kinetik des Halothans
angewendet. In diesen Experimenten wurde Halothan fiir 60 s auf den Patch appliziert. Bevor
dann 2 Sekunden Strompulse durch Serotonin induziert wurde, wurde der Patch unterschiedlich
lange mit ECS gespiilt, um zu priifen, wie schnell ein induzierter Effekt wieder ausgewaschen
werden kann. Vereinfacht gesagt, wie schnell oder wie leicht lassen sich die Halothanmolekiile
vom Rezeptor trennen. Die Auswasch-Zeitintervalle entsprachen wieder: 32 ms, 50 ms, 100 ms,

300ms, 1s,3s,10sund 60 s.

Genauso wie bei den Einwasch-Experimenten wurden  zur Erstellung der Halothan-
Auswaschkurve die Auswaschzeiten logarithmiert und gegen die 5-HT induzierte Kurve als
Prozentsatz der Referenzkonzentration (5-HT 30 pM) aufgetragen. Die Ergebnisse wurden mit
einer in Prism angegebenen Gleichung gefittet. Beobachtet wurde wiederum der Effekt auf die
Stromamplitude und die Desensibilisierungszeitkonstante. Bedingt durch die Form der
Konzentrations-Wirkungskurve konnte an die Datenpunkte der Desensibilisierungszeitkonstante
keine Funktion angepasst werden. Das Integral hat fiir die Beurteilung der Kinetiken eine

geringere Aussagekraft und wurde deswegen nicht beriicksichtigt.
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Auswasch (Halothan):

0,6 mM Halothan Auswasch

(+4)
L O Stromspitze Equation 1
AE@ e L LI L LR LE L L - Best-fit values
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0 : : , , K1 7.392
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Abbildung 21: Auswasch von 0,6 mM Halothan (Mittelwerte £ SEM) fiir die Zeiten 20 ms, 32ms, 50ms,
100ms, 300ms, 1s, 3s und 10s. Kontrolle (30 pM 5-HT). Tabelle rechts; Fitparameter fiir den Auswasch.

Die Auswaschkurve liel sich biexponentiell fitten. Wéhrend die Auswaschkinetik beim Peak
sigmoidal verlduft und nach 10 Sekunden noch nicht vollstindig abgeschlossen ist, ist die

Erholung der Desensibilisierungst-Kinetik bereits nach 50 ms abgeschlossen.

3.8. Pharmakologische Charakterisierung der Halothan-Effekte

Abhangigkeit von der Agonisten (5-HT) Konzentration

In diesem Abschnitt wurden Experimente durchgefiihrt, in denen der Einfluss von 3mM (0.6 mM
Stromkurve bei

Agonistenkonzentrationen untersucht wurde. Diese Experimente, die in Aquillibrium-,

gemessen) Halothan auf die 5-HT-induzierte

unterschiedlichen
Offenkanal- und Geschlossenkanalmodi durchgefiihrt wurden, dienten dazu, zu zeigen, ob
Halothan mdglicherweise an dem gleichen Punkt angreift wie 5-HT, also kompetitiv ist oder

nicht.
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Der Ablauf der Experimente war so, dass zuerst eine 5-HT (30 puM)-induzierte Stromspur
hergestellt wurde. Nach einem Intervall von 60 s kam z.B. eine 5-HT (6-uM)-induzierte
Stromspur, der dann nach weiteren 60 s eine gemeinsame Applikation von 5-HT und Halothan in
den verschiedenen Applikationsmodi (++), (-+) und (+-) folgte. Anhand von Abbildung 22 soll

dieser Sachverhalt illustriert werden.

Halothan-Effekt in Abhangigkeit
von der Agonisten (5-HT)
konzentration am Beispiel von
6 UM 5-HT

100-
£ —— 5-HT 30 pM
5 5-HT 6 uM
=& 0- —5-HT 6 uM
EY ”a + Halothan 0,6 mM
s NS (++)
=3
£ -1004
-
T
H
-200 T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5
Zeit(s)

Abb. 22: Beispielkurve einer 30 pM + 6uM 5-HT Aquillibriumapplikation in Gegenwart von Halothan 3 mM.

Anhand der Abbildung wird ersichtlich, dass Halothan sowohl einen hemmenden Effekt auf die
»Peaks®, als auch einen Verkleinerungseffekt auf die ,,Flichen {iber den Kurven* bewirkt. Zur
Charakterisierung des FEinflusses von Halothan wurden komplette 5-HT Konzentrations-
Wirkungs-Kurven in An- und Abwesenheit von 5-HT erstellt. Zunéchst sehen wir die Effekte auf

die Stromamplituden in allen Applikationsmodi (Abb. 23).
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A.) Einfluss von Halothan (IC50-Wert = 0,6mM) auf die
5-HT-Konzentrations-Wirkungs-Beziehung im Aquilibrium-Applikationsmodus (Peak)

£ 150+
ST O 5-HT (--)
72 v Halothan 0,6 mM
5 2 + 5-HT (++
@ = 1004 Q (++)
55
o)
v
S
- O
£ 7T 504

°
=% i
o

0 Y T T 1
-7 -6 -5 -4 -3
Log [5-HT] (M)
Fitparameter
5-HT [--] Peaks Halo+5-HT [++] Peak

Equation 1
Best-fit values

BOTTOM (Constant) 0.0 0.0

TOP 1154 30.59

LOGEC50 -5.066 -5.217

HILLSLOPE 1.196 1.358

EC50 8.5870e-006 6.0620e-006

Abbildung 23A: Effekte von Halothan (IC-5,Wert = 0.6 mM) auf die Stromamplitude S-HT(1-100 pM)-
induzierter Strome (Aquilibrium-Applikation).

Man sieht bei allen 5-HT-Konzentrationen eine etwa 70%-ige gleichmiBige Hemmung.

B.) Einfluss von Halothan (IC 5o = 0,6 mM) auf 5-HT-Konzentrations-W irkungs-Beziehung
in Offenkanal-Applikationsmodus (Peak) C.) Einfluss von Halothan (IC 5o = 0,6 mM) auf 5-HT-Konzentrations-W irkungs-Beziehung

im Geschlossenkanal-Applikationsmodus (Peak)
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HILLSLOPE 1.685 1.213 HILLSLOPE 1725 1647
EC50 6.4360e-006 9.0040e-006 EC50 6.2130e-006 6.6960e-006

Abbildung 23 B+C: Effekte von Halothan (ICs5y Wert = 0.6 mM) auf die Stromamplitude 5-HT(1-100 pM)-

induzierter Strome im Offenkanal (B) - und Geschlossenkanalmodus (C).
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Ebenfalls ist bei der Geschlossenkanalapplikation bei fast allen Agonistenkonzentrationen eine
gleichméfBige Hemmung zu verzeichnen. Allerdings ist bei der Offenkanalapplikation eine

deutlich geringere Antagonisierung des Serotonineffektes festzustellen.

Einfluss von Halothan auf die Aktivierungskinetik

Folgende Abbildungen sollen Aufschluss geben iiber Halothaneffekte auf weitere Parameter
(Stromkinetiken).
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C: 14 (Geschlossenkanalapplikation, +-)
Ton (+-)

4000+ n.s. 5-HT ()
—a— Halothan 0,6 mM
3000+ + 5-HT (+-)

n.s. nicht Signifikant
n=6-8
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Aktivierungskinetik ton
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Abbildung 24: Einfluss von Halothan auf die Aktivierungskinetik (1,,) des 5-HT (1-100 pM)-induzierten
Einwirtsstroms. Das Volatile Anisthetikum wurde im (A) Aquilibrium - (++), (B) Offenkanal- (-+) und (C)
Geschlossenkanal-Applikationsmodus (+-) auf den ,,patch* appliziert. Die Aktivierungszeitkonstanten (t,,)
wurden in Prozent des jeweiligen Kontrollwertes angegeben. (n = 6-11, Halothan 0,6 mM), (* = p<0,05,

gepaarter t-test, basierend auf den Absolutwerten in ms).

Die Beschleunigung der Aktivierungskinetik war abhingig von der 5-HT-Kontentration und der
Applikationsart des Halothan: Sie war ausgeprigt bei kleinen 5-HT-Konzentrationen (< 10 uM 5-
HT) und der Applikation wihrend des 5-HT-Pulses. Dementsprechend wurde sie bei
Geschlossenkanal-Applikation nicht beobachtet.

Einfluss von Halothan auf die Inaktivierungskinetik

Halothan wirkte nicht nur auf die Stromamplitude und die Aktivierungskinetik, sondern
beeinflusste auch die Desensibilisierungskinetik. In Abbildung 25 wird die Abhéngigkeit der

Halothaneffekte auf die Inaktivierungskinetik von der 5-HT Konzentration dargestellt.
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C: 1,4; (Geschlossenkanalapplikation, +-)
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Abbildung 25: Einflusses von Halothan auf die Inaktivierungskinetik (t.,¢) der 5-HT (3-100 pM)-induzierten
Strome. Das Volatile Anisthetikum wurde in (A) Aquilibrium- (++), (B) Offenkanal- (-+) und (C)
Geschlossenkanal Applikationsmodus (+-) appliziert. Die Inaktivierungszeitkonstanten (t.g) sind als Prozent
des jeweiligen Kontrollwertes angegeben (* = p<0,05, gepaarter t-test, basierend auf den Absolutwerten in

ms).

Interessant ist es zu sehen, wie stark Halothan die Inaktivierungskinetik bei
Agonistenkonzentrationen unter 10 uM in der Offenkanalappliation (-+) beschleunigt, was einer
Inhibierung entspricht. Tendenziell war dieser Effekt &hnlich wie die oben beschriebene
Aktivierungsbeschleunigung dhnlich abhédngig von der 5-HT-Konzentration und der
Applikationsart wahrend des 5-HT-Pulses. Dementsprechend ist er in Abbildung (25 B) am

deutlichsten zu erkennen.
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3.2.5. Konzentrationsdnderungen wéahrend der Strome

Bei den Konzentrationssprungexperimenten wurde ein Strom mit 30 pM 5-HT erzeugt und 50 ms
nach dem Beginn des Agonistenpulses (nach dem Peakstrom) eine Ldsung mit 50%-iger
Elektrolytkonzentration, bzw. eine Losungskombination aus 5-HT und Halothan appliziert.
Wihrend des Wechsels zwischen den beiden Losungen wurde ein Sprung im makroskopischen
Stromverlauf sichtbar, dessen Zeitkonstanten (a) zur Charakterisierung der Leistungsfahigkeit des
Perfusionssystems (Elektrolytsprung) und (b) zur Charakterisierung sehr schneller (< 32 ms)
Halothaneffekte (Substanzsprung) herangezogen werden konnten (sieche Abbildung 26). Der
Beginn des Sprungs, also die Applikation der 50%-igen Elektrolytlosung oder des Halothans,
wurde im Folgenden immer durch einen Pfeil verdeutlicht (Siehe Abbildung 26).

Konzentrationsprungexperimente

Da bei den Einwaschexperimenten aufgrund von technischen Bedingungen die kiirzeste
Einwaschzeit 32 ms betrug, wurden Konzentrationssprungexperimente durchgefiihrt, um den
Prozess, der in den ersten 32 ms nach der Halothanapplikation einsetzt, genauer zu
differenzieren. 50 ms nachdem die Stromapplikation durch 30 uM 5-HT induziert worden war,
wurde eine bestimmte Halothankonzentration (in diesem Fall mit dem ICso-Wert von 0,6 mM)
simultan mit dem 2 s langen 30uM 5-HT Puls appliziert. Auch der Auswasch wurde bei diesen
Konzentrationen bestimmt und mit dem Einwasch verglichen. Die Konzentrationspriinge-Raus
wurden so konfiguriert, dass nach einer simultanen Applikation von Halothan mit 5-HT,
Halothan ausgewaschen wurde.

Beim Auswasch von Halothan (Konzentrationssprung raus; siche blaue Kurve) bemerkte man
eine Verlangsamung der Desensibilisierung (dies bedeutet eine Potenzierung). Hier werden
zundchst nochmals Kanéle durch 5-HT geoffnet. Diese desensibilisieren sehr viel langsamer als
die 5-HT induzierte aber durch 0,6 mM Halothan gehemmte Strome.

Ist beim Sprung Halothan 0,6 mM enthalten (Konzentrationssprung rein; sieche graue Kurve),
werden noch mehr Kanile geschlossen. Die so induzierten Strome desensibilisieren schneller als
die 30 uM 5-HT Kontrollen, aber deutlich schneller als die, die ohne 0,6 mM Halothan (Sprung
raus) induziert wurden (Abb. 26).
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Beispielspuren:

Konzentrationsspringe auf 0,6 mM Halothan + 30 uM 5-HT.

Sprung raus (0,6 mM Halothane)

—— 30uM 5-HT
—— 0,6mM Halo Auswasch
0,6mM Halo Einwasch

<«—— Sprung rein auf 30 pM 5-HT +

Halothan 0,6 mM
50 pA \
P 30 M 5-HT

30 ms .
Toffs 30uM 5-HT = 107

Toff Sprung rein = 50,6
Toffs Sprung raus = 132,3

Abbildung 26: Beispielspuren fiir Konzentrationsspriige auf 0.6 mM Halothan.
Kontrolle : 30uM 5-HT

Es geht nun darum, zu verstehen, wie schnell die Wirkung von Halothan auftritt und wie schnell

sie wieder austritt. Man beobachtet dadurch die Geschwindigkeit des desensibilisierenden

Prozesses. Ebenfalls dienten die Sprungexperimente der makroskopischen Analyse des

Antwortverhaltens des 5-HTsa-Rezeptors, um die Charakterisierung der Halothanwirkung zu

ermoglichen.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurden die Effekte von Halothan auf humane 5-HTss-Rezeptoren auf der
molekularen Ebene charakterisiert. Diese Rezeptoren vermitteln Emesis und Schmerz. Deswegen
ist es wichtig, 5-HT;a-Rezeptoren weiter zu untersuchen, um molekulare Mechanismen der
,Postoperativen Nausea and Vomiting”“ (PONV) identifizieren zu konnen. Die Experimente
wurden mit Hilfe einer elektrophysiologischen Methode (Patch-Clamp) durchgefiihrt. Bei der
verwendeten ,,Patch-clamp“-Methode an ,,outside-out patchen* wurden Ionenkanile isoliert in
threr Membranumgebung (frei von Zytosol) untersucht. Auf diese Weise konnten Ionenkanéle
(Hamil et al. 1981), die sich in einer kleinen Membranfldche befinden, untersucht werden. Die
experimentellen Standardbedingungen (Membranhaltepotential —100 mV = konstant) verhinderte
eine mogliche Depolarisierung der Zelle und konnte somit die Beteiligung spannungsabhéngiger
Kandle eliminieren.

Generell konnen Allgemeinanésthetika den 5-HT34-Rezeptor in seiner Funktion beeinflussen. In
vorherigen Studien an 5-HT; Rezeptoren in NI1E-115 Zellen konnte gezeigt werden, dass
Pentobarbital, ein intravendses Anésthetikum, ebenso wie Propofol einen inhibitorischen Effekt
an diesem Rezeptor aufweisen (Barann et al. 1997; Barann et al. 2000a). Inhalative Anésthetika
weisen diverse Effekte auf den 5-HT;a-Rezeptor auf, sowohl inhibitorische als auch
potenzierende. Der Grund fiir diese Verschiedenheit ist noch nicht bekannt.

Beispielsweise hat Halothan, bei einem MAC von 1 % wesentlich den von einer kleinen 5-HT
Konzentration induzierten Strom potenziert, wiahrend Sevofluran, Xenon, und Distickstoff-
monoxid (N,O) die Strome deutlich verringerten und Isofluran verhéltnismédBig kleine
Wirkungen zeigte (Stevens et al. 2005). Diese Studie weist darauf hin, dass die Modulierung des
5-HTs-Rezeptors durch Anisthetika in Abhidngigkeit vom molekularen Volumen und sterischen
Wechselwirkungen mit Bindungsstellen erfolgt. Diese Ergebnisse sollten nun mit
Untersuchungen an humanen 5-HT3a-Rezeptoren am Beispiel des Halothans verglichen werden.
Weiterhin war es wichtig, Effekte von Halothan sowohl bei hohen (30 uM 5-HT) als auch bei
niedrigen (1 uM 5-HT) Agonisten-Konzentrationen zu untersuchen. Die Effekte wurden auf

Parallelen mit in vivo Beobachtungen iiberpriift.
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4.1. Validierung der Daten

Die Validitit der Daten wurde iberpriift, indem verschiedene experimentelle Ansitze

durchgefiihrt und verglichen wurden:

1.) Die Bestimmung der besten Einstellungen des schnellen Losungsaustauschsystems, sowie
die Geschwindigkeit des Motors des Rotationskopfes.
2.) Parallelle Durchfilhrung der Experimente durch einen weiteren Mitarbeiter - die

Ergebnisse zeigten keine Abweichungen voneinander.

4.2. Allgemeine Auswirkungen von Andasthetika auf 5-HT3;-Rezeptoren

Die in dieser Arbeit erhobenen 5-HT-induzierten (Kontroll -) Strome sind konsistent mit denen
von anderen Autoren (Barann et al. 2000, Schneider et al. 2001, Lyutenska 2006). Das
Management postoperativer Ubelkeit und Erbrechen (PONV), hat in der letzten Dekade, nicht
zuletzt durch die FEinflihrung von  5-HTs-Rezeptorantagonisten, eine  deutliche
Qualitdtsverbesserung erfahren: Ondansetron, Granisetron und Tropisetron reduzieren
auBerordentlich effektiv die Inzidenz der PONV (Wurglics et al. 2007). Ergebnisse von Ali et al.
(1996) lieBen erkennen, dass die Aktivierung von 5HT;-Rezeptoren die nozizeptive Antwort
einiger dorsaler Hornerneurone erleichterte. Es ist heute bekannt, dass 5-HT3-Rezeptoren fiir die

Modulation von Schmerzen, postoperativer Ubelkeit und Erbrechen verantwortlich sind.

Wie im Ergebnisteil gezeigt wurde, wird ein konzentrationsabhéngiger Strom am 5-HT;-Rezeptor
durch den Agonisten 5-HT ausgelost. Beim Betrachten verschiedener 5-HT Konzentrationen
sieht man, dass die Aktivierungsrate mit Anstieg der 5-HT-Konzentration rasch beschleunigt
wird. Bei hohen 5-HT Konzentrationen dagegen (30 - 100 uM), erreichte die Aktivierungsrate
ein Plateau. Das Phdnomen wurde durch andere Autoren bestdtigt (Solt K. et. al. 2007).
Die Aktivierungskinetik war bei geringster Konzentration des Agonisten (1-3 uM 5-HT) sogar
um einen Faktor 25 langsamer. Dieser Effekt (Abbildung 24) wurde schon frither beschrieben
(Jenkins A. et al. 1996; Barann M. et al. 2000). Eine weitere Moglichkeit, die
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Aktivierungskinetik zu beeinflussen, stellt die zusétzliche Applikation von Substanzen

(Halothan) mit 5-HT dar.

In Anwesenheit von Halothan kam es zu einer konzentrationsabhingigen Hemmung der 5-HT-
induzierten Strome (Sieche Abb. 23). Bei ndherer Betrachtung konnten zwei unterschiedliche
Grundeffekte von Halothan auf die 5-HTss-Rezeptoren unterschieden werden: Eine langsame
und dominierende Inhibierung und eine initiale, schnelle Potenzierung. Diese Effekte konnten
durch Einfliisse auf den Peakstrom und Verdnderungen der Kinetiken (Aktivierung oder
Deaktivierung) des Rezeptors erklart werden: Eine Inhibierung konnte durch eine
Verlangsamung der Aktivierung oder eine Beschleunigung der Desensibilisierung des Stroms
erklart werden. Hingegen kann eine Beschleunigung der Aktivierung oder Verlangsamung der
Desensibilisierung zu potenzierenden Effekten fiihren. Eine Potenzierung der 5-HT-Effekte allein
wiirde fiir eine emetische Wirkung dieser Substanz sprechen, eine effektive Inhibierung des 5-
HT; -Rezeptors wiirde dagegen das Risiko von Ubelkeit und Erbrechen reduzieren — immer
vorausgesetzt, dass diese in-vitro- Effekte bei (freien) klinischen Plasmakonzentrationen
stattfinden. Es ist auch durchaus moglich, dass Substanzen, die keinen direkten Effekt am 5-
HTsa-Rezeptor zeigen, ihn dennoch indirekt aktivieren konnten, z.B. durch eine Hemmung des
Serotonintransporters, wie fiir Tramadol gezeigt (Barann et al., 2006). Im Folgenden wird
detailliert auf die Ergebnisse, ihre moglichen Wirkmechanismen und die klinische Bedeutung

eingegangen.

4.3. Konzentrations-Wirkungsbeziehung von Halothan

Einfluss auf die Stromamplituden

Wir beschéftigen uns zundchst mit dem Einfluss auf die Stromamplituden bei korrigierten, d.h.
gemessenen Halothankonzentrationen.

Es wurde deutlich, dass schon bei niedrigen Halothankonzentrationen ein signifikanter
inhibierender Effekt einsetzt. Der biphasische Verlauf der (++)- Konzentrations-Wirkungskurve
deutet darauf hin, dass Halothan verschiedene Effekte am 5-HT;5 Rezeptor auslosen konnte.
Beim Vergleich der Aquillibrium- und Offenkanal-Applikation von Halothan wurde klar, dass

die Vorapplikation notwendig war, um eine grofitmogliche Inhibierung zu erreichen. Dies weist
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darauf hin, dass die Kinetik des inhibierenden Effektes durch Halothan einen langsamen
Charakter besitzt. Im Vergleich dazu zeigte Sevofluran (ICsp = 0,5 mM) eine maximale
Peakstrominhibierung im Offenkanal-Modus (-+) (Schneider MG et al. 2001). Dies bedeutet,
dass Sevofluran trotz seines groferen molekularen Volumes (Siehe Strukturformeln) eine
schnellere Wirkung am Offenkanal des 5-HT34- Rezeptors besitzt als Halothan. Somit weisen die
beiden volatilen Anéasthetika Halothan und Sevofluran unterschiedliche Effekte am 5-HT;s-

Rezeptor auf.

Die 5-HT (30 uM)-induzierten maximalen Strome wurden konzentrationsabhidngig durch
Halothan inhibiert. Die 1Cso-Konzentration liegt unter klinischen Halothankonzentrationen, ist
damit relevant. Die Beobachtung, dass kleinere halogenierte volatile Narkotika bei submaximalen
5-HT-Konzentrationen (z. B. 1 uM 5-HT) Strome erhoht haben (Stevens R et al., 2005), konnte
im Rahmen der Peakstrominhibierung fiir Halothan nicht bestitigt werden. Halothan zeigte selbst

keine intrinsische Aktivitdt am 5-HT;5-Rezeptor.

Einfluss auf die Aktivierung

Halothan verinderte die Kinetiken 5-HT-induzierter Strome: Aktivierungszeitkonstanten wurden
durch Halothan in fast allen Applikationsmodi bei Agonistenkonzentrationen unter 30 puM
beschleunigt (Abbildungen 24). Dieser Effekt wurde nicht in der Geschlossenkanal-applikation
beobachtet, war somit von der Anwesenheit Halothans wiahrend dem Agonisten (5-HT) Puls
abhingig (Abbildung 24.B). Somit ist die Vorapplikation der Substanz fiir die
Offnungsgeschwindigkeit des Ionenkanals wahrscheinlichkeit unerheblich. Wir wissen, dass die
Aktivierung des Rezeptors ein schneller Prozess ist, bei welchem selbst eine prozentual
bedeutende Beschleunigung kaum zu einer nennenswerten Vergroferung des Gesamtstromflusses
fiihrt. Daher nehmen wir an, dass Substanzen, die ausschlieBlich die Aktivierungskinetik
beschleunigen, aber nicht die Inaktivierung verlangsamen eher keine emetische Potenz

zugeschrieben werden.

Einfluss auf die Deaktivierung

Im Vergleich zu dem sehr schnellen Prozess der Aktivierung, verlduft die Deaktivierung eher

langsam. Sie beschreibt den Ubergang eines Rezeptors vom offenen in den geschlossenen
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Zustand in Anwesenheit eines Agonisten. Im Experiment wird die Deaktivierung als Stromabfall
wihrend der Applikation des Agonisten beobachtet. Anderungen in der Kinetik der
Deaktivierung konnen zu einer deutlichen Verdnderung im Stromfluss fiihren. Zum Beispiel wird
der Gesamtstromfluss bei 1 mM Halothan im Aquilibrium durch eine Beschleunigung der

Desensibilisierung um 40 % abgeschwécht (Abbildung 19).

Die Auswertung des Halothaneffektes auf die Deaktivierungskinetik zeigte, dass auch dieser
Effekt von der Applikation wéihrend dem 5-HT-Puls abhingig ist, besonders deutlich war er in
der Offenkanal-Applikation konzentrationsabhdngig zu sehen. Dieser Effekt ist neben der
Amplitudenerniedrigung als inhibierender Komponente zu sehen. Die Beobachtungen an den
»excised patches decken sich mit frilheren Befunden an ,,Whole cell-Patchen®, sind also
unabhédngig von der funktionierenden ganzen Zelle. Durch die nur gering und kurzzeitig
stattfindende Potenzierung und die Netto-Reduktion des Gesamtstroms konnte das emetogene
Profil von Halothan niedriger sein, als bei anderen volatilen Anédsthetika. Dies ist in klinischen
Studien zu priifen. Erschwerend ist hierbei, dass die Substanzen mit anderen emetogenen Stoffen

(z.B. Analgetika) kombiniert werden.

4.4. Ein- und Auswaschkinetiken der Halothan-Effekte

Diese Versuche dienten der Trennung von verschieden schnell eintretenden Effekten von
Halothan am 5-HTsa Rezeptor. Es wurde eine Halothankonzentration gewihlt, die etwa der ICs
entsprach, um moglichst inhibitorische und (voriibergehend) potenzierende Effekte sehen zu
konnen und auch eine moglichst hohe Auflosung des Signals zu erhalten (= keine zu geringe oder

etwa fast komplette Inhibierung).

Beim Einwasch von ~ 0,6 mM Halothan war bereits nach der kiirzesten Einwaschzeit von 32 ms
ca. 60% der maximal moglichen Inhibierung erreicht. Insgesamt zeigte sich in den
Einwaschexperimeten eine mehrphasige progressive Inhibierung des 5-HT-induzierten Stroms.
Es konnte ein schneller und ein langsamer Prozesse getrennt werden (Abbildung 20). Der erste
Effekt zeigte sich zwischen 32 und 300 ms, der zweite zwischen 10 und 60 s. Moglicherweise
16st Halothan daher zwei Effekte bzw. Prozesse durch Bindung an eine Domédne am 5-HTs4-

Rezeptor aus.
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Der Auswasch erfolgte ebenfalls sehr schnell: Nach der kiirzesten Auswaschzeit von ebenfalls 32
ms waren ca. 20 % der Inhibierung ausgewaschen. Die Auswaschexperimente verliefen ebenso
wie die Einwasch Experimente progressiv stufenformig (Abbildung 21, Seite 46) mit langsamen
und schnellen Phasen. Der schnelle Prozess erfolgt zwischen 300 ms und 3 s. Halothan lésst sich
anscheinend in dieser Phase leichter vom Rezeptor trennen.

Die Einwasch- und die jeweiligen Auswaschkinetiken konnten durch zwei Zeitkonstanten

charakterisiert werden.
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4.5. Kompetitivitatstest

Um die Mechanismen von Halothan besser verstehen und verschiedenartige Komponenten
unterscheiden zu konnen, wurde Halothan bei den drei géngigen Applikationsarten bei sechs
verschiedenen 5-HT-Konzentrationen gegeben. Es wurde somit auf eine mogliche Kompetition
mit 5-HT getestet.

Ein kompetitiver Antagonist ist in der Lage, sich an der gleichen Bindungsstelle eines Rezeptors
wie der Agonist anzulagern. Da Agonist und kompetitiver Antagonist um denselben Rezeptor
konkurrieren, kann durch die Erhéhung der Konzentration des einen Stoffes der andere vom
Rezeptor verdriangt werden. Eine kompetitve Inhibierung des 5-HTs-Rezeptors wiirde eher fiir
einen antiemetischen Effekt sprechen, da die Substanz bei entsprechender Potenz schon vor der
Ausschiittung des Agonisten (5-HT) die Aktivierung des Rezeptors ,praventiv verhindern

wirde.

Die dominierende Inhibierung durch Halothan (s.0.) war eindeutig nicht-kompetitiv, also
unabhingig von der 5-HT-Konzentration (siche Abbildung 19, Seite 42). Dies war beim
Betrachten des Halothaneffektes auf die maximalen Stromamplituden, besonders in der
Geschlossenkanal (+-)- und Aquillibriumapplikation (++), deutlich zu sehen: Die 5-HT-
Konzentrations-Wirkungskurve war nicht parallel nach rechts verschoben, sondern in ihrem
Maximum erniedrigt.

Allerdings gab es auch einen Halothaneffekt, der von der 5-HT-Konzentration abhédngig war,
ndmlich die Aktivierungsbeschleunigung, die besonders stark bei niedrigen 5-HT-
Konzentrationen war und bei > 10 uM 5-HT gar nicht mehr beobachtet wurde. Somit kann man
zu dem Schluss kommen, dass Halothan mindestens drei Mechanismen am 5-HT34-Rezeptor hat:
Einen schnellen, potenzierenden und kompetitiven (die Aktivierungsbeschleunigung war
besonders stark im Offenkanalmodus) und einen schnellen, inhibierenden (siche
Einwaschkinetik, erste 32 ms) sowie einen langsamen, inhibierenden und nicht kompetitiven (die

nicht kompetitive Peakstrominhibierung war abhéngig von der Applikation vor 5-HT).
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4.6. Konzentrationssprung (Halothan Einfluss)

Die Konzentrationssprungexperimente dienten dazu, schnelle Effekte, die innerhalb der ersten 32
ms FEinwasch auftraten, zu bestimmen wund zu analysieren. Die Analyse der
Konzentrationsspriinge zeigte, dass bereits in den ersten 32 ms ein einzelner schneller Prozess
erfolgt. Dies wurde sowohl beim Einwasch, als auch beim Auswasch von Halothan beobachtet.
Zusitzlich wurde durch Konzentrationsspriinge mit unterschiedlicher Osmolaritit (,,Salz-
Sprung‘), ohne Halothan wihrend des 5-HT-Pulses bestétigt, dass das Losungsaustauschsystem
schneller ist als die von uns gemessenen Substanzeffekte, sei es die Aktivierung durch 5-HT oder
die Inhibierung durch Halothan. Somit besteht kein Zweifel, dass die von uns gemessenen

Kinetiken kein Apparatur-bedingtes Artefakt, sondern reale Substanzeffekte sind.

4.7. Interpretation der Halothandaten

Halothan z&hlt zwar nicht mehr zu den aktuellen, im klinischen Alltag gebrauchten Anésthetika,
aber aufgrund seiner Bedeutung als erstes verwendetes modernes volatiles Andsthetikum
(Prototyp der halogenierten Kohlenwasserstoff-Anésthetika) wurde sie fiir diese Arbeit als
Gegenstand des Betrachtens gewihlt. Hinzu kommt, dass der Vergleich mit bereits erhobenen
Ergebnissen aktueller Substanzen (Sevofluran, Isofluran) Riickschliisse auf die Bedeutung der
molekularen Struktur fiir die Wirkmechanismen zuldsst. Die hier beschriebenen Halothan-Effekte
liegen alle im Bereich der klinisch relevanten Plasmakonzentrationen, konnen also im Verlauf

einer Narkose stattfinden.

4.8. Bedeutung der Ergebnisse fir PONV

Die Hemmung der 5-HT-Strome durch Andockung an 5-HTsa-Rezeptoren durch Halothan bei
klinischen Plasmakonzentrationen kdnnte positiv zur Vertraglichkeit dieser Substanz beitragen.
Die Tatsache, dass die Halothan-Effekte sich prinzipiell von denen des Sevofluran unterscheiden
und diese Substanzen sich hauptsédchlich durch das Fehlen bzw. Vorhandensein einer Ethergruppe

unterscheiden, konnte Hinweise auf neue, antiemetisch wirksame Anésthetikastrukturen geben.
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5. Zusammenfassung

Bisherige elektrophysiologische Untersuchungen an humanen 5-HT3-Rezeptoren haben bestitigt,
dass eine Korrelation zwischen antiemetischer Potenz und der Hemmung des 5-HT-Rezeptors bei
klinischen Konzentrationen besteht. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die kinetische und
pharmakologische Charakterisierung der molekularen Effekte von Halothan auf humane 5-HT34 -
Rezeptoren, exprimiert in HEK-293 Zellen. Der 5-HTss-Rezeptor steht klinisch mit Zytostatika-
induziertem und postoperativem Erbrechen sowie mit Schmerz in Verbindung. Das Verstidndnis
fiir die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen von Emesis und Ubelkeit ist ein wichtiger
Baustein des Wissens iiber Anidsthetika und deren Effekte. Die elektrophysiologischen
Eigenschaften der in diesem Modell (HEK-Zellen 293) erhaltenen 5-HT;s-lonenkanile und die
Wirkungen von Halothan auf die Kandle wurden mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik im
,,Outside-out™ Modus untersucht. Fiir das Studium der Anésthetika-Mechanismen an humanen 5-
HTs-Rezeptoren ist die hier verwendete elektrophysiologische Methode in Kombination mit
einem schnellen Ldsungsaustauschsystem wichtig, denn direkte funktionelle Messungen an

intakten 5-HT,-Rezeptoren in-vivo sind nicht durchfiihrbar.

Durch unsere Experimente konnte Folgendes gezeigt werden:

1.) Halothan kann in klinisch relevanten Konzentrationen (0,3 bis 0,9 mM) in reversibler Art und
Weise die 5-HT 30 puM induzierte Stromamplitude sowohl konzentrationsabhidngig, als auch
applikationsabhingig unterdriicken.

2.) Aktivierungs- und Deaktivierungskinetiken der 5-HT (30 uM)-induzierten Ionenstrome lieBen

sich durch Halothan konzentrationsabhingig beschleunigen.

3.) Die Halothan-Effekte setzen sich aus mindestens drei unterschiedlichen Komponenten
zusammen, davon waren zwei inhibitorisch und eine potenzierend. Die letztere war zudem
kompetitiv. Insgesamt dominierten die inhibitorischen Effekte des Halothan.

4.) Die Halothan-Effekte am 5-HTss-Rezeptor sprechen im Hinblick auf Emesis eher fiir eine

antiemetische Wirkung.
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