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I. Einleitung und Fragestellungen

Nach der ersten Oberflichenanésthesie durch Carl Koller im Jahre 1884 und der ersten

Spinalanidsthesie durch August Bier 14 Jahre spéter ist die Regionalanésthesie heute zu einem

Standardverfahren geworden'. Dazu haben wesentlich die Einfiihrung von Kathetern und

atraumatischen Kaniilen sowie die Entwicklung neuer Lokalanisthetika mit besserer Steuer-

barkeit und groBerer therapeutischer Breite beigetragen. Kein anderes Verfahren vermag

derzeit postoperative Schmerzen so wirksam zu reduzieren und das Operationsergebnis

giinstig zu beeinflussen®”. Dariiber hinaus sinkt unter perioperativer Regionalanisthesie die

Haufigkeit von Venenthrombosen, Lungenembolien, Myokardinfarkten, Pneumonien und

Atemdepressionen. Regionale Anidsthesieverfahren konnen sich deshalb giinstig auf die

perioperative Morbiditit und Letalitit auswirken™”.

Diesen unbestreitbaren Vorteilen stehen jedoch immer noch eine Reihe von Nachteilen

gegeniiber:

e Ein langsamer Wirkungseintritt insbesondere bei Nervenblockaden, der klinisch uner-
wiinscht ist

¢ Eine erhebliche Versagerquote sowohl bei ,,Single shot-“ als auch bei kontinuierlichen
Verfahren

e Nebenwirkungen - insbesondere bei neuroaxialen Blockaden durch Sympathikolyse und
Deafferenzierung

e Passagere und/oder permanente Nervenschadigung durch Toxizitdt von Lokalanésthetika

Die vorliegende Habilitationsarbeit setzt sich mit den genannten Nachteilen auseinander und
sucht nach Ursachen bzw. Losungsansétzen durch klinische Untersuchungen an Probanden

und Patienten sowie durch experimentelle Studien an Tieren und verschiedenen Zellkulturen.



Im Einzelnen wurden folgende Fragestellungen in der vorliegenden Arbeit untersucht:

o Ist der Anstieg der Hauttemperatur ein guter Prddiktor fiir eine suffiziente periphere
Nervenblockade?

o Ldsst sich der Wirkungseintritt von peripheren Nervenblockaden beschleunigen und die
Versagerquote nach ,,Single shot-* bzw. kontinuierlichen Nervenblockaden reduzieren?

o Ist bei Sduglingen nach Spinalandsthesien eine Sympathikolyse und Sedierung dhnlich wie
bei Erwachsenen zu beobachten?

o Was sind die Mechanismen der Lokalandisthetika-induzierten Zyto- bzw. Neurotoxizitdt?

Bis zu 20% der peripheren Nervenblockaden (Single shot) und bis zu 75% der Katheterver-
fahren zur Schmerztherapie sind mit einer unzureichenden Analgesie verbunden®’. Dariiber
hinaus tritt die Wirkung selbst der modernen Lokalanisthetika erst 20 - 30 Minuten nach der
Injektion ein. Wiinschenswert wiren also frithzeitige und sichere Prédiktoren einer ausrei-
chenden Blockade. Die Fasern des sympathischen Nervenssystems sind am empfindlichsten
gegeniiber der Wirkung von Lokalanisthetika'®''. Die friihzeitige Blockade sympathischer
Fasern fiihrt zur Vasodilatation der oberflichlichen Arteriolen, wodurch die Haut rasch

erwdrmt wird (mikroneurographische Studien'*'?

). Somit konnte der Anstieg der Hauttempe-
ratur ein frither und sicherer Priadiktor fiir eine erfolgreiche Blockade sein. Nach Spinalanés-
thesien tritt eine Erwdrmung der Haut nach 60 - 90 Sekunden auf (hdufig vor Beginn der
sensorischen und motorischen Blockade), bei Periduralanisthesien nach 10 bis 15 Minuten'*
7. Deshalb wurde bei Patienten mit Eingriffen an der unteren Extremitit untersucht, ob der
Anstieg der Hauttemperatur ein sicherer und frither Indikator fiir eine beginnende Blockade
der beiden Hauptnerven des Beines, nimlich der Nn. ischiadici und femorales, ist. Als
Vergleichsgruppe dienten hierbei Patienten mit Periduralanisthesie.

Da die Hauttemperatur an unterschiedlichen Arealen des Beines trotz offensichtlicher

Denervierung stark variierte, ergab sich die Frage, ob die Erwdrmung von der Struktur der

4



Nerven oder aber vom Gefalreichtum der Haut bzw. Subcutis abhidngt. Nach bisheriger
Lehrmeinung héngt die Erwdrmung der Haut in erster Linie von der Ausdehnung der
Blockade ab'®. Nach dieser Theorie miisste die Hauttemperatur nach Spinal- oder Peridurala-
nisthesie in einem groBeren Hautareal ansteigen als nach einer peripheren Nervenblockade.
Zur Beantwortung dieser Frage wurde in einer prospektiven Studie an Patienten die Tempera-
tur der Beine mittels einer Thermographie-Kamera untersucht, und zwar nach Spinal-,
Periduralanésthesie sowie kombinierter Femoralis- und Ischiadicus-Blockade. Die Thermo-
graphie erlaubt eine kontinuierliche, zwei-dimensionale Messung der zeitlichen und rdumli-
chen Verdanderungen der Hauttemperatur.

Spinalanésthesien werden bei Frithgeborenen und ehemaligen Friihgeborenen durchgefiihrt,
weil in dieser Altersgruppe aufgrund der Unreife des Zentralnervensystems nach Allgemein-
anisthesien postoperativ hiufig lebensbedrohliche Apnoen beobachtet wurden'’. Hingegen
wurden nach alleiniger Spinalanisthesie bei diesen Patienten keine Apnoen beobachtet®*?'.
Daher fiihrten wir Spinalandsthesien bei Kindern vor der 60. postkonzeptionellen Woche
durch. Verfahren der Regionalandsthesien werden in dieser Altersgruppe trotz der oben
genannten Vorteile aufgrund technischer Schwierigkeiten kaum angewendet™.

Im Gegensatz zu Erwachsenen, bei denen eine ausgeprdgte Sympathikolyse nach Spinalanés-
thesien zu bedrohlichen Blutdruckabféllen bis hin zum Kreislaufstillstand fiithren kann23’24,
wurden bei Sduglingen keine wesentlichen Anderungen von Blutdruck und Herzfrequenz
beobachtet’*®. Dieses Phinomen wurde mit der Unreife des sympathischen Nervensystems
bzw. einer geringeren Kapazitit des vendsen Systems erklirt®. In neueren Untersuchungen

2728 Deshalb wurde an

wurde allerdings ein Abfall des arteriellen Mitteldrucks nachgewiesen
Sduglingen untersucht, ob und inwieweit eine Spinalanisthesie zu einer Sympathikolyse der
unteren Extremititen fithrt. Als primédrer Indikator fiir die Sympathikolyse diente wiederum

die Hauttemperatur, als sekundéres Zeichen wurden Herzfrequenz und Blutdruck vor und

nach Anlage der Spinalanisthesie gemessen. Somit wurde die Fragestellung untersucht, ob



das Ausmal} der Sympathikolyse nach Spinalanisthesie bei Sduglingen und Erwachsenen

ahnlich ist.

Spinalanisthesien fiihren bei Erwachsenen per se zu einer leicht- bis mittelgradigen Sedie-
rung”’. Dieser Effekt wird mit einer Deafferenzierung durch die Spinalanisthesie erklirt,
wodurch das aufsteigende retikuldre Aktivierungssystem weniger stimuliert wird, was zu
einer Sedierung fithrt. Ob und inwieweit dieser Effekt auch bei Saduglingen mit einem
deutlich unreiferen Zentralnervensystem nachweisbar ist, ist unbekannt. Eine solche Neben-
wirkung einer Spinalandsthesie miisste bei einer zusétzlichen Sedierung beriicksichtigt
werden, zumal Siuglinge und Frithgeborene postoperativ besonders durch Apnoen gefahrdet
sind”’. Hierzu wurde der Wachheitsgrad von Séuglingen in einer prospektiven, einfach
blinden Studie wurde mit Hilfe des bispektralen Index und der spektralen Eckfrequenz
bestimmt. Diese beiden abgeleiteten Groflen des Elektroenzephalogramms werden am
haufigsten zur Messung von Anisthesie- bzw. Sedierungstiefe verwendet’'. Erginzend wurde
der Verlauf von Blutdruck und Herzfrequenz registriert, um eine Sedierung durch eine
arterielle Hypotonie bzw. Bradykardie auszuschlieen. Dariiber hinaus wurde beobachtet, ob
es bei den Patienten perioperativ zu Apnoen kam. Spinalandsthesien bei Sduglingen sind
technisch anspruchsvoller als bei Erwachsenen, die primére Erfolgsquote liegt bei Ungelibten
bei nur 80%>°. Daher kénnte sich die durch Spinalanisthesie ausgeloste Sedierung auch als

Pridiktor fiir eine erfolgreiche Blockade niitzlich erweisen.

In den bisher genannten Projekten sollten mogliche Priadiktoren untersucht werden, die eine
Aussage iiber Erfolg bzw. Misserfolg einer Blockade zulassen. In den vorgestellten Untersu-
chungen sind Methoden evaluiert worden, die den Wirkungseintritt einer Blockade verkiirzen
sowie ihre Ausdehnung und Erfolgsquote verbessern konnten. Im Mittelpunkt stand zunichst

eine pharmakologische Eigenschaft vieler Lokalandsthetika: Sie unterbrechen die Nervenlei-



tung durch Blockade der spannungsabhingigen Natriumkanile®>. Am isolierten Nerven
nimmt die leitungsblockierende Wirkung von Lokalandsthetika mit steigender Stimulations-
und damit Aktionspotentialfrequenz zu®>>*. Obwohl dieses Prinzip der frequenzabhingigen
Leitungsblockade lange bekannt ist, wurde diese Eigenschaft der Lokalandsthetika bisher
nicht genutzt, um die Effektivitit von Leitungsblockaden zu erhohen. Es galt deshalb
zundchst an Probanden zu kliren, ob Beginn und Ausdehnung einer Blockade des N. ulnaris
durch eine transkutane elektrische Stimulation in Abhéngigkeit von der Stimulationsfrequenz
verbessert werden kann.

In einer nachfolgenden prospektiven, doppelblinden, randomisierten Studie sollte deshalb
dieses Prinzip auch bei Patienten zur Blockade des Plexus brachialis genutzt werden. Als
Stimulation wurde nach Injektion des Lokalandsthetikums eine transkutane elektrische
Nervenstimulation (TENS) verwendet, wie sie in der Schmerztherapie weit verbreitet ist®.
Die ZielgroBe war der Wirkungseintritt der sensiblen, motorischen und sympathischen
Blockade.

In einer weiteren Studie wurde die Hypothese untersucht, ob die relativ hohe sekundére
Versagerrate beim Einsatz von Nervenkathetern zur postoperativen Schmerztherapie durch
Verwendung spezieller Stimulationskatheter gesenkt werden kann. In der Regel wird zwar
der geeignete Nerv mit Hilfe eines Nervenstimulators lokalisiert und nach Applikation eines
groBBeren Volumens des Lokalandsthetikums durch die Kaniile auch blockiert. Da anschlie-
Bend der Katheter zur postoperativen Schmerztherapie jedoch nur ,blind*“ vorgeschoben
werden kann, liegt dessen Spitze nicht immer nahe genug am Nerven bzw. Plexus, um dort
fiir die postoperative Analgesie ausreichende Mengen von Lokalanésthetikum zu applizieren.
Die Hiufigkeit solcher sekundérer Versager wird auf bis zu 75% geschétzt und ist bei der
interskaleniren Blockade des Plexus brachialis am hiufigsten’°®. Seit wenigen Jahren stehen
stimulierbare Katheter zur Verfiigung®’, d.h. nicht nur iiber die isolierte Kaniile, sondern auch

tiber den Katheter konnen die Nerven gezielt stimuliert werden. Solche Katheter wurden



bisher nicht an der oberen Extremitét eingesetzt, insbesondere nicht bei dem als problema-
tisch geltenden interskalendren Zugang zum Plexus brachialis. Daher wurde in einer prospek-
tiven, randomisierten und doppelblinden Studie untersucht, ob mit Hilfe stimulierbarer
Katheter bei Patienten, die sich einer Schulteroperation unterzogen, der Wirkungseintritt der
Blockade verkiirzt, die postoperativen Schmerzen reduziert und die Schulterfunktion

langfristig verbessert werden kann.

Lokalanisthetika sind in Abhéngigkeit von Konzentration und Einwirkdauer gewebetoxisch.
So sind nach Spinalandsthesien mit Lidocain Cauda equina-Syndrome beschrieben. Bei 30%
der Patienten treten transiente neurologische Syndrome auf *** die mit der toxischen
Wirkung der Lokalandsthetika in Zusammenhang gebracht werden. Im Tierexperiment
konnte fiir eine Reihe von Lokalanésthetika eine Schidigung verschiedener Gewebe nachge-

. . 40-44
wiesen werden, insbesondere an Nerven und Muskeln

. Eine Erklarung fiir diese Gewebs-
schdadigung konnte langfristige Unterdriickung von Aktionspotentialen sein, die iiber eine
funktionelle Inaktivitétsatrophie des Nerven (&hnlich wie beim Muskel) zu dessen sekundirer
Schéadigung fiihrt. Daher wurde untersucht, ob die elektrische Inaktivierung eines afferenten
Nerven durch Ausschaltung des physiologischen Stimulus zu einer Atrophie seiner Axone
und Myelinscheiden fiihrt. Dazu wurde dem afferenten Carotissinusnerv von Kaninchen der
addquate Stimulus zur Generierung seiner typischen pulssynchronen Aktivitdt, ndmlich die
Dehnung der GefiBBwand des Carotissinus, genommen. Nach 5 bis 28 Tagen wurde die
pulssynchrone Dehnung der GefdBwand wieder ermdglicht und die Nerven erneut elektro-
physiologisch untersucht. Die Auswirkungen dieser langfristigen Inaktivierung auf die
Struktur der Nerven wurden mittels Morphometrie untersucht.

Die Blockade des spannungsabhingigen Natriumkanals ist fiir die Toxizitdt von Lokalanis-
thetika nicht verantwortlich, da der ausschliefSliche Natriumkanal-Blocker Tetrodotoxin nicht

42,45

zu einer lokalen Gewebeschiadigung fiihrt'~™. Auf der Suche nach Mechanismen der



Gewebsschiadigung durch Lokalanésthetika konnte erst vor kurzem nachgewiesen werden,
dass Lidocain Apoptose induzieren kann, eine Form des programmierten Zelltods. Allerdings
lagen die Konzentrationen erheblich hoher als sie bei Regionalanésthesie am Wirkort

46,4
vorkommen*®*’.

Ob Lidocain auch in klinisch wirksamen Konzentrationen Apoptose
induziert und iiber welchen Signalweg dies geschieht, ist unbekannt, und wurde an genetisch
veranderten Zellkulturen untersucht.

Dazu wurde zunédchst untersucht, ob Lidocain konzentrationsabhéngig Apoptose induzieren
kann. Dabei wurden insbesondere Konzentrationen verwendet, wie sie nach Spinalanésthe-
sien intrathekal auftreten®®. Zunichst wurden verschiedene Phasen der Apoptose mittels
spezifischer Marker identifiziert. Die Depolarisation des mitochondralen Membranpotentials
und Externalisierung von Phosphatidylserinen kennzeichnen frithe Phasen der Apoptose. Die
Freisetzung von Cytochrom C aus dem Mitochondrium und die Aktivierung der Effektor-
Caspase-3 kennzeichneten spite Phasen der Apoptose. Weiterhin wurde das generelle
Auftreten von Zelltod analysiert.

Bei den Mechanismen, die zur Apoptose fithren konnen, wird zwischen einem intrinsischen
(oder mitochondrialen) und einem extrinsischen (oder Todesrezeptor-vermittelten) Signalweg
unterschieden (s. Abb. 1). Generell wird Apoptose durch verschiedene spezifische Enzyme,
die sogenannten Caspasen vermittelt*. Caspasen werden wiederum in Initiator- und Effektor-
Caspasen unterteilt. Caspase-8 ist die Initiator-Caspase des extrinsischen Signalweges™,
wihrend die Caspase-9 die zentrale Initiator-Caspase des intrinsischen Signalweges dar-
stellt’’. Beide Intitiator-Caspasen fiihren zu einer Aktivierung der Effektor-Caspasen, die zu
der fiir die Apoptose typischen spezifischen Fragmentierung der DNA fijhren®>. Es wurde
daher an Jurkat-T-Lymphomzellen des Menschen untersucht, iiber welchen der beiden
Signalwege Apoptose durch Lidocain induziert wird. Jurkat-Zellen wurden verwendet, da an
ihnen die Mechanismen der Apoptose sehr gut untersucht sind und die Bedeutung einzelner

Proteine mit Hilfe genetisch verdnderter Staimme dieser Zelllinie zu ermitteln ist.



Abbildung 1: Signalwege der Apoptose (vereinfachtes Schema)

Mitochondrialer Signalweg
(intrinsisch)

Todesrezeptor Signalweg
(extrinsisch)

Zellmembran
FADD

DISC Formation

Nukleus

Apoptosombildung Apoptose
Casp-9

\Zytosol

Der mitochondriale (intrinsische) Signalweg der Apoptose ist auf der linken Seite dargestellt.

Durch eine Dysfunktion des Mitochondriums kommt es zum Einbau von Bax-Kanélen (Bax
= Bcl-2 assoziiertes X Protein) in die Mitochondrienmembran. Dies wird durch das antiapop-
totische Protein Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) inhibiert. Durch diese Kanile in der duBleren
Mitochondrienmembran kommt es zur Freisetzung Apoptose-induzierende Mediatoren (z.B.
Cytochrom C = Cyt C). Diese Substanzen aktivieren die Initiator-Caspase-9 (Casp-9), welche
zusammen mit anderen Faktoren das Apoptosom bildet. Das Apoptosom wiederum aktiviert
die Effektor-Caspase-3 (Casp-3).

Der Todesrezeptor vermittelte (extrinsische) Signalweg beginnt mit der Aktivierung von
Rezeptoren der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor Familie (TNF-R) in der Zellmembran (z.B.
Fas = Fibroblast assoziiertes Protein). Intrazelluldr wird das FADD-Protein (Fas-associated
protein with death domain) zur Bildung des Death-Inducing Signaling Complex (DISC)
benotigt, der die Initiator-Caspase-8 (Casp-8) des extrinsischen Signalwegs aktiviert. Die
aktivierte Caspase-8 fiihrt wiederum zur Aktivierung der Caspase-3 und miindet mit dem
intrinsischen Weg in einer gemeinsamen Signalkascade, die letztendlich zur Apoptose-

typischen Fragmentierung der DNA an spezifischen Stellen fiihrt.
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Dabei wurde die Apoptose-Induktion durch Lidocain an genetisch verdnderten Stimmen
immer mit den parentalen Wildtyp-Zellen verglichen. So wurde der intrinsische Signalweg an
Zellen, die das antiapoptotischen Protein Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) {iberexpriemieren, sowie
an Caspase-9-defizienten Zellen untersucht. Die Bedeutung des extrinsischen Signalweges
wurde an FADD- (Fas-associated protein with death domain) und Caspase-8-defizienten
Zelllinien untersucht.

Nach Aufklarung des Mechanismus der Apoptose-Induktion durch Lidocain wurde die
apoptotische und toxische Potenz anderer Lokalandsthetika an Jurkat-Zellen untersucht.
Speziell galt es zu kldren, ob die Toxizitdt mit bestimmten physikochemischen Eigenschaften
wie z. B. der Lipophilie korreliert, was fiir die Kardiotoxizitdt von Lokalandsthetika nachge-

. . 53,54
wiesen 1st™

. Dabei sollte auch die Frage geklédrt werden, ob die Toxizitdt stereospezifisch
ist, d.h. ob es einen stereoselektiven Rezeptor gibt, der die Apoptose-Induktion durch
Lidocain vermittelt.

Nach dem Vergleich der Toxizitdten verschiedener Lokalandsthetika wurde untersucht, ob
sich die Apoptose-Induktion durch Lidocain beeinflussen ldsst. Es ist bekannt, dass eine
durch Radikale induzierte Apoptose durch Antioxidantien unterdriickt wird®>. Daher wurde
der Einfluss verschiedener Radikalfanger auf die Toxizitdt von Lidocain an Jurkat-Zellen
evaluiert. Somit wiirde sich eine prophylaktische und vielleicht therapeutische Moglichkeit
ergeben, die Toxizitét von Lokalanisthetika zu verringern.

Prophylaktische und therapeutische Interventionen setzen jedoch voraus, dass die an Jurkat-
Zellen gefundenen Ergebnisse auch auf Nervenzellen des Menschen iibertragbar sind. Zur
Beantwortung dieser Frage wurden Neuroblastomzellen (SH-SYS5Y) verwendet und eine
Reihe der oben genannten Untersuchungen durchgefiihrt. Dariliber hinaus wurde die Bildung
von mitochondrialen Bax-Kanidlen mit Hilfe spezifischer Antikorper mittels Fluoreszenz-

Mikroskop untersucht. Die Aggregation von Bax-Proteinen zu mitochondrialen Kanélen ist

ein wesentlicher Mechanismus fiir die Apoptose-Induktion, insbesondere fiir den mito-
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chondrialen Signalweg der Apoptose. Bax-Kanile werden in die duflere Mitochondrien-
membran inkorporiert und setzen Apoptose-induzierende Mediatoren wie z.B. Cytochrom C
aus dem intermembrandsen Raum ins Zytosol frei (s. Abb. 1). Cytochrom C wiederum bildet
zusammen mit Caspase-9 die sogenannten Apoptosomen, welche die Effektor-Caspasen
aktivieren. Die Aktivierung der bedeutendsten Effektor-Caspase (Caspase-3) wurde mittels

Durchflusszytometrie nach Exposition mit Lidocain gemessen.

Die vorliegende Habilitationsschrift beschreibt somit im klinischen Teil Prddiktoren einer
beginnenden Leitungsblockade, Techniken zur Erhohung der Effektivitit von Regionalandis-
thesien und Auswirkungen der Sympathikolyse bzw. Deafferenzierung durch neuroaxiale
Blockaden.

Im experimentellen Teil wird die funktionelle Inaktivitit des Nerven als moglicher Mecha-
nismus der Neurotoxizitdt von Lokalandsthetika evaluiert, der Signalweg der Apoptose-
Induktion durch Lidocain genauer untersucht und die Toxizitdten verschiedener Lokalands-

thetika miteinander verglichen, sowohl an Jurkat- als auch an Neuroblastom-Zellen.
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II. Material und Methoden

Die klinischen Untersuchungen wurden prospektiv an insgesamt 205 Patienten und 7
Probanden durchgefiihrt. Bei allen Studien lag eine Genehmigung der Ethikkommission und
eine schriftliche Einwilligung der Patienten bzw. deren Erziehungsberechtigten oder der
Probanden vor. Als Ausschlusskriterien galten immer ein ASA-Status > III (American
Society of Anesthesiologists; Klassifikation des korperlichen Zustands), Kontraindikationen
der Regionalanisthesien, Blutgerinnungsstérungen, Schwangerschaft oder Stillzeit, klinisch
manifeste Zeichen einer peripheren Neuropathie und hoéhergradige periphere arterielle

Verschlusskrankheiten.

1 Klinische Untersuchungen zur Sympathikolyse bei verschiedenen Regionalandisthesien

la) Anstieg der Hauttemperatur als Indikator fiir eine beginnende periphere Nervenblockade

Diese Untersuchung wurde an 43 Patienten durchgefiihrt. Davon war bei 33 Patienten ein
orthopédischer Eingriff am Knie oder Fuf3 in kombinierter Blockade des N. ischiadicus und
des N. femoralis geplant. Bei den iibrigen 10 Patienten wurde eine Hiiftoperation in Epidura-
lanisthesie durchgefiihrt. Die Nn. femoralis und ischiadicus wurden wie folgt blockiert™*’:
Mit Hilfe eines Nervenstimulators (Stimuplex® HNS 11; B.Braun, Melsungen) und einer
isolierten Kaniile (Contiplex® C 110mm, B. Braun) konnten die Nerven identifiziert werden.
Sobald bei einem Reizstrom von < 0,4 mA und einer Reizbreite von 100 pus Kontraktionen
der entsprechenden Kennmuskeln auftraten wurden an den N. femoralis 30 ml Prilocain 1%
und 10 ml Ropivacain 0,75% appliziert bzw. 20 ml Prilocain 1% und 10 ml Ropivacain
0,75% an den N. ischiadicus.

Bei Patienten, die eine Epiduralanésthesie erhielten, wurde der Epiduralraum mit Hilfe der

Widerstandsverlustmethode aufgesucht und 10 ml Naropin 0,75% injiziert.
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Mit dem Injektionsende wurden bei allen Patienten fiinf-miniitlich die Motorik und Sensibili-
tat der Beine untersucht sowie die Haut- und Korperkerntemperatur (Trommelfell) mit einem
Infrarot-Thermometer (C600-M Biotherm, Linear Laboratories, Fremont, Canada) gemessen.

Die Hauttemperatur wurde mit dem Ausgangswert mittels Student’s t-Test verglichen und fiir
multiples Testen korrigiert (Bonferroni). Ein Anstieg der Hauttemperatur um mindestens 1°C
wurde als Test-Kriterium definiert. Die Sensitivitit dieses Test-Kriteriums wurde definiert als
die Anzahl der Patienten mit Anstieg der Hauttemperatur und Empfindungsverlust dividiert
durch die Anzahl aller Patienten mit Empfindungsverlust. Die Spezifitdt ergab sich aus der
Anzahl der Patienten ohne Anstieg der Hauttemperatur oder Empfindungsverlust dividiert

durch die Anzahl der Patienten ohne Empfindungsverlust.

1b) Ausdehnung der Sympathikolyse bei verschiedenen Regionalandsthesien

Es wurden 24 Patienten, bei denen eine Regionalanésthesie indiziert war, eingeschlossen. Die
Nervenblockaden sowie die Periduralandsthesie wurden wie oben beschrieben durchgefiihrt.
Zur Spinalandsthesie wurden 3 ml hyperbares Bupivacain 0,5% intrathekal injiziert. An-
schlieBend wurde die Hauttemperatur der Beine mit einer Thermographie-Kamera (Therma-
CAM® THV 550; Flir Systems, Portland, Oregon, USA) erfasst und mit Hilfe einer Bildana-
lyse-Software (ThermaCAM® Reporter 2000 Basic; Flir Systems) analysiert. Um die
Messung der Hauttemperatur nicht durch sensible oder motorische Testungen zu beeinflus-
sen, wurde erst nach Abschluf3 der Thermographie getestet.

In vier Hautarealen wurde die Hauttemperatur gemessen:

e Proximaler lateraler Unterschenkel, innerviert vom N. ischiadicus bzw. dem Segment L5
e Distaler lateraler Unterschenkel, innerviert vom N. ischiadicus bzw. dem Segment S1

e Distaler medialer Unterschenkel, innerviert vom N. femoralis bzw. dem Segment L4

e Grofizehe, innerviert vom N. ischiadicus bzw. dem Segment L5
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Anhand dieser Hautareale konnte der Anstieg der Hauttemperatur in Gebieten mit unter-
schiedlicher Innervation, aber gleicher Entfernung vom Stamm verglichen werden (medialer
und lateraler Unterschenkel). Dariiber hinaus wurde die Hauttemperatur in Arealen vergli-
chen, die vom gleichen Nerven bzw. Segment innerviert werden, aber unterschiedlich weit
vom Stamm entfernt sind. Dieser Vergleich wurde fiir jedes der untersuchten Regionalanis-
thesie-Verfahren durchgefiihrt.

Weiterhin wurde die Zeit bis zum Anstieg der Hauttemperatur um 1°C bzw. bis zum Errei-
chen der maximalen Hauttemperatur zwischen den drei Gruppen (Nervenblockade, Peridura-
lanésthesie, Spinalanésthesie) verglichen.

Die statitischen Vergleiche wurden mittels Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni post-

hoc Test bzw. mittels 2-seitigem Student’s t-Test durchgefiihrt.

1c) Sympathikolyse durch Spinalandsthesie bei Sduglingen

Die Untersuchung wurde an 15 Sduglingen durchgefiihrt, die sich einer Herniotomie unterzo-
gen. Die Patienten waren seit 2 (klare Fliissigkeiten) bzw. 4 Stunden (Milch) niichtern und
erhielten perioperativ keine Sedativa oder Anticholinergika. Die Hauttemperatur wurde im
Hautsegment Th4 und an der plantaren Fufsohle mittels eines Infrarot-Thermometers mit
hoher Sensitivitit (C600-M Biotherm, Linear Laboratories, Fermont, Kanada) gemessen. Die
Raumtemperatur wurde konstant bei 27 + 0,5°C gehalten. Die Spinalandsthesie wurde
zwischen dem vierten und fiinften Lendenwirbel mit Bupivacain 0,5% hyperbar 1 mg/kg und
Adrenalin-Zusatz (10 ug/kg) durchgefiihrt. Die Patienten erhielten perioperativ 6 ml/kg/h
einer kristalloiden Lésung intravends. Kontinuierlich wurde die Herzfrequenz (Elektrokar-
diogramm) und die pulsoximetrische Sittigung iiberwacht. Der arterielle Blutdruck wurde
oszillometrisch (Dinamap; Critikon Inc., Tampa, Florida, USA) am Oberschenkel gemessen.

Postoperativ wurden die Patienten im Aufwachraum iiberwacht, bis sie die Beine wieder
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bewegen konnten. Die pulsoximetrische Sauerstoff-Sittigung wurde 24 Stunden postoperativ
iiberwacht.

Zwischen den Werten vor und nach (10 bzw. 20 Minuten) nach Anlage der Spinalanésthesie
wurden mittels Student’s t-Test fiir verbundene Stichproben verglichen, korrigiert fiir

multiple Testungen (Bonferroni).

2 Sedierung durch Spinalandisthesie bei Siuglingen

Die Untersuchung wurde an 20 Siuglingen mit einem Gestationsalter bei der Geburt von 24 —
40 Wochen (Median: 34,5) und einem postnatalen Alter von 5 — 24 Wochen (Median: 10)
durchgefiihrt. Die Sduglinge wogen zwischen 2,2 und 5,2 kg (Median: 3,5 kg). Bei 17
Patienten wurde eine Herniotomie, bei 2 eine Ileostoma-Riickverlagerung und bei einem eine
Teratom-Entfernung vorgenommen. Die Spinalanisthesie und die perioperative Uberwa-
chung wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt. Dariiber hinaus wurde der bispektrale
Index (BIS) und die spektrale Eckfrequenz (SEF¢s) kontinuierlich tiberwacht. Die SEFos ist
die Frequenz unterhalb der sich 95% der Gesamtaktivitit des Elektroencephalogramms in der
Spektralanalyse befindet™. Inzwischen ist der dimensionslose BIS, der aus dem EEG mittels
eines Algorithmus errechnet wird, die am hiufigsten verwendete MessgroBe zur Uberwa-
chung der Anisthesietiefe und zur Verhinderung intraoperativer Wachheit™. Der BIS konnte
mittlerweile auch zur Bestimmung der Sedierungstiefe in der Pidiatrie validiert werden®.

Die statistische Analyse wurde mittels ANOVA fiir Messwiederholungen durchgefiihrt bzw.

mit dem Student’s t-Test fiir multiple Testungen korrigiert (Bonferroni).
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3 Untersuchungen zur Verbesserung der Regionalandsthesie durch elektrische Stimulation

3a) Beeinflussung der Anschlagzeit und Ausdehnung von Nervenblockaden durch elektrische
Reizung der Haut und transkutane elektrische Nervenstimulation (TENS)

In einer ersten Untersuchung wurden an sieben gesunden ménnlichen Probanden im Alter
von 28 bis 38 Jahren drei Leitungsblockaden des N. ulnaris am Handgelenk im Abstand von
mindestens einer Woche durchgefiihrt. Den Probanden war das Ziel der Studie nicht bekannt.
Jeder Proband unterzog sich den drei Blockaden am linken Handgelenk, wéhrend eine
elektrische Reizung mit einer von drei Frequenzen (0,2; 10; 50 Hz) mittels einer Elektrode an
der vom N. ulnaris innervierten Haut appliziert wurde. Die Stimulationselektrode (2 x 10 cm)
wurde an der Palmarseite des Kleinfingers und der Handinnenfliche aufgeklebt. Eine
Neutralelektrode (75 cm?) wurde am linken Unterarm platziert. Wahrend die Stromstirke
erh6ht wurde, bewerteten die Probanden die Empfindung auf einer visuellen Analogskala
zwischen der Empfindungsschwelle = 0% und der Schmerzschwelle = 100%. Nach der
Schwellenbestimmung fiir die jeweilige Frequenz durch jeden Probanden wurde die Strom-
stirke, die zu einer Empfindung von 80% fiihrte, fiir 45 Minuten appliziert. Diese Stimulation
wurde vor der Leitungsblockade durchgefiihrt, um mogliche Empfindungsdnderungen iiber
die Zeit auszuschlieBen. Zwischen der Kontrollstimulation und der Ulnarisblockade wurde
mindestens 20 Minuten gewartet, um einen moglichen Einfluss der Kontrollstimulation auf
die Empfindungsintensitit wihrend der Leitungsblockade auszuschliefen. Der Nerv wurde
am linken Handgelenk mit Hilfe eines Nervenstimulators (Stimuplex S, Braun, Melsungen,
Reizstirke < 0,4 mA, Impulsbreite 100us) aufgesucht und 2 ml Bupivacain 0,5% injiziert.
Am Ende der Injektion wurde mit der elektrischen Stimulation wie oben beschrieben
begonnen und diese bis zum vollstdndigen Empfindungsverlust durchgefiihrt, hochstens aber
45 Minuten. Die Hauttemperatur wurde als Indikator fiir eine einsetzende Sympathikolyse

mittels eines Infrarot-Thermometers bestimmt. Nach jedem Experiment wurde die Ausdeh-
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nung der Blockade mittels Spitz-Stumpf-Diskrimination bestimmt. Als Maf fiir die Ge-
schwindigkeit der sensiblen Blockade galten die Zeiten bis zum halben bzw. kompletten
Empfindungsverlust. Die Zeit bis zum maximalen Temperaturanstieg am Handballen galt als
Mal fiir das Einsetzen der Sympathikolyse. Unterschiede der Geschwindigkeit des Wir-
kungseintritts bei verschiedenen Stimulationsfrequenzen wurden mit dem Friedman-Test
analysiert. Bei Signifikanz wurden die Zeiten unter hochfrequenter Stimulation (10, 50 Hz)
mit denen nach niedrigfrequenter Stimulation (0,2 Hz) verglichen (Wilcoxon-

Rangsummentest).

In einer sich anschlieBenden Untersuchung erhielten 60 Patienten, die sich einer Operation
der Hand in Plexusanisthesie unterzogen, entweder keine Reizung (Kontrollgruppe) oder ein
elektrische Reizung des Unterarmes im Hautareal des N. ulnaris oder des N. medianus. Vor
Beginn der Leitungsblockade wurden bei allen Patienten Elektroden zur transkutanen
Nervenstimulation (TENS) angelegt. Bei den Patienten der Kontrollgruppe wurde kein
Reizstrom appliziert. Die Patienten, bei denen eine Reizung des N. medianus bzw. N. ulnaris
durchgefiihrt wurde, erhielten eine nicht schmerzhafte TENS (Stimulationsfrequenz 100 Hz,
Impulsbreite 60 ps, Stromstirke 6 — 10 mA) fiir 15 Minuten nach Injektion des Lokalanésthe-
tikums. Der axilldre Plexus brachialis wurde mit einem Nervenstimulator in oben beschriebe-
ner Weise aufgesucht und bei einer addquaten Muskelkontraktion (< 0,5 mA) wurde ein
Katheter 3 cm iiber die Kaniilenspitze hinaus in die GefiBnervenscheide vorgeschoben. Uber
diesen Katheter wurden 40 ml Mepivacain 1,5% injiziert. Im Anschluss wurde 5-miniitlich
mit der sensiblen (Berithrung, Schmerzempfindung) und der motorischen (MRC-Skala =
Graduierung der motorischen Kraft der Medical Research Counsil) Evaluation sowie der
Messung von Sympathikolyse-Effekten (Hauttemperatur) begonnen. Patienten mit unvoll-

standiger Blockade nach 45 Minuten wurden von der statistischen Analyse ausgeschlossen.
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Da der grofite Effekt der Stimulation nach 15 Minute zu erwarten war, wurden das Ausmaf}
der Blockade zwischen der Kontroll- und den Stimulationsgruppen zu diesem Zeitpunkt

statistisch mittels Chi*-Test bzw. faktorieller ANOVA analysiert.

3b) Verbesserung des funktionellen Ergebnisses von Schulteroperationen durch stimulierbare
Katheter zur postoperativen Analgesie

Diese prospektive, randomisierte Doppelblindstudie wurde an 43 Patienten durchgefiihrt, die
sich einer Schulteroperation unterzogen. Neben den oben genannten primaren Ausschlusskri-
terien wurden hier auch drei Patienten ausgeschlossen, bei denen keine adédquate Muskelrei-
zung bei einer Reizstirke von < 0,5 mA binnen 20 Minuten erreicht werden konnte. Die
Patienten erhielten praoperativ 7,5 mg Midazolam per os. Die Anlage der interskalenéren
Katheter wurde nach Lokalanésthesie der Haut und Analgosedierung mit 1 — 2 mg Alfentanil

durchgefiihrt. Dabei wurde der Zugangsweg nach Meier gewihlt®"%

. In beiden Gruppen
wurde der gleiche 19-gauge Katheter mit einer 17-gauge Tuohy-Nadel (StimuCath®, Arrow,
Erding) verwendet. Mit Hilfe eines Nervenstimulators (Impulsbreite: 100 ps; Stromstirke <
0,5 mA) wurde der Plexus brachialis in der Skalenusliicke aufgesucht, bis Kontraktionen des
M. biceps brachii oder des M. deltoideus sichtbar waren. Dann wurden die Patienten in eine
von zwei Gruppen randomisiert. In der Kontrollgruppe wurde anschlieBend der Katheter
,blind“ 1 — 2 cm vorgeschoben. Hingegen wurde in der Stimulationsgruppe der Katheter
unter kontinuierlicher Stimulation {iber den Katheter vorgeschoben. Falls dabei die typische
Muskelkontraktionen verschwanden, wurde der Katheter neu platziert, bis addquate Kontrak-
tionen ausgelost werden konnten.

In beiden Gruppen wurde der Katheter mit einer Naht fixiert und tiber den Katheter 40 ml
Prilocain 1% und 10 ml Ropivacain 0,75% injiziert. Nach Messung des Wirkungseintritts

erhielten alle Patienten eine standardisierte Allgemeinanisthesie ohne andere Analgetika.

Weder der Patient noch der Andsthesist, der die Narkose und die postoperative Schmerzthe-
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rapie durchfiihrte sowie die prd- und postoperativen Schulterfunktionsscores ermittelte,
wusste zu welcher Gruppe der Patient randomisiert wurde. Die postoperative Schmerzthera-
pie wurde als Patienten-kontrollierte Analgesie (PCA) mit Hilfe einer programmierbaren
Schmerzpumpe (PEGA® plus, Pegasus, Kiel) durchgefiihrt. Dabei erhielten die Patienten 8
ml/h Ropivacain 0,2% als Dauerinfusion iiber den interskalenidren Katheter und konnten bei
Schmerzen 2 ml alle 20 Minuten anfordern. Falls ein Patient dennoch Schmerzen hatte,
erhielt er ein systemisches Analgetikum (Metamizol). Die postoperativen Schmerzen wurden
12, 24 und 48 Stunden postoperativ anhand einer numerischen Skala erfasst. Alle Patienten
erhielten postoperativ eine standardisierte Physiotherapie. Die Untersuchung der Schulter-
funktion wurden prioperativ und sechs Wochen postoperativ durchgefiihrt. Die objektive
Schulterfunktion wurde anhand des Constant-Murley Scores untersucht, der hauptsédchlich

63.64 7ur Beurtei-

den schmerzfreien Bewegungsumfang und die Kraft der Schulter evaluiert
lung der subjektiven Schulterfunktion wurde die validierte deutsche Version des DASH
Scores (Disability of Shoulder, Arm and Hand) verwendet®. Dieser Score erfasst die
subjektive Behinderung der gesamten oberen Extremitdt. Als primdre Zielgrofe galt die
Verbesserung der Schulterfunktion postoperativ.

Eine Power-Analyse zeigte, dass 40 Patienten bendtigt wurden, um eine klinisch relevante
Verbesserung der Schulterfunktionsscores von 30% bei nicht-parametrischer Testung
festzustellen (o = 0,05; 2-seitige Testung, Power = 0,9). Der Vergleich zwischen den
Gruppen hinsichtlich Beginn der Blockade, postoperativer Schmerzwerte, Anzahl der iiber
die Schmerzpumpe angeforderten Boli, Anzahl der zusétzlich verabreichten Analgetika und
die Anderung der Schulterfunktionsscores wurde mittels Mann-Whitney U-Test durchge-

filhrt. Der Vergleich der primédren Variablen (Schulterfunktionssores) wurde fiir multiples

Testen korrigiert (Bonferroni).
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4 Experimentelle Untersuchungen zur Toxizitit von Lokalandsthetika

4a) Elektrische Inaktivierung peripherer Nerven in vivo

Die Untersuchung wurde mit Genehmigung des Regierungspriasidenten an 10 Kaninchen
(New Zealand White; 2,7 — 3,5 kg) durchgefiihrt. Alle Experimente wurden in Allgemein-
andsthesie mit Pentobarbital (30 mg/kg 1.v., Nachinjektionen falls erforderlich) vorgenom-
men. Die Tiere wurden endotracheal intubiert und mit reinem Sauerstoff kontrolliert beatmet,
um moglichst keine Aktivierung der Chemoafferenzen des N. sinus caroticus zu induzieren.
Unter sterilen Kautelen wurden die Carotissinus prépariert, die Nn. sinus carotici freigelegt
und elektrophysiologisch (Summenaktionspotential) untersucht. Der Carotissinusnerv zeigt
typische pulssynchrone Entladungen von Barorezeptoren, die in der Adventitia des Carotissi-
nus lokalisiert sind. Auf der einen Seite wurde der Carotissinus druckentlastet und in
Silikonharz eingegossen, so dass die Wand nicht mehr wahrend der Systole gedehnt und
somit die Baroafferenzen nicht mehr erregt wurden. Auf der anderen (Kontroll-) Seite wurde
der Carotissinus ohne Druckentlastung ebenfalls in Silikonharz eingegossen, so dass die
typischen pulssynchronen Entladungen des Nerven erhalten blieben. AnschlieBend erfolgte
ein schichtweiser Wundverschluss und die Tiere wurden wieder in die Tierversuchsanlage
gebracht. Jeweils zwei Tiere wurden nach 5, 7, 14 und 28 Tagen erneut in Allgemeinanisthe-
sie untersucht. Dabei wurde zunéchst die elektrische Aktivitit der Nerven auf beiden Seiten
unter Belassung der Silikonmanschette registriert. AnschlieBend wurden die Manschetten
entfernt und die Aktivitit der Nerven erneut abgeleitet. Nach Abschluss der elektrophysiolo-
gischen Untersuchung wurden die Tiere getdtet (Acetat/Barbiturat-Puffer) und mit einer
Paraform-/Glutaraldehyd Losung fixiert. Die Nerven wurden entnommen und in Osmium-
tetroxid nachfixiert und in Spurr-Medium eingebettet. Es wurden von jedem Nerv Ultradiinn-
schnitte in drei verschiedenen Hohen erstellt. Diese Schnitte wurden von einem verblindeten

Untersucher im Hinblick auf die Axonfliche der myelinisierten und nicht myelinisierten
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Axone sowie der Myelinscheidendicke morphometrisch untersucht und mit der Gegenseite

verglichen.

4b) In vitro Untersuchungen zur Induktion von Apoptose durch Lidocain

Bcl-2 iiberexprimierende Jurkat-T-Lymphomzellen, Caspase-9-defiziente Jurkat-Zellen und
deren parentaler Wildtyp-Stamm (J16), Caspase-8-defiziente Jurkat-Zellen, FADD-defiziente
und deren parentale Zelllinie (A3) wurden fiir die Versuche verwendet’®®. Die Zellen
wurden in RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 Medium mit L-Glutamin, inakti-
vierten fetalen Kélberserum (10%), Penicillin (50 pg/ml) und Streptomycin (50 pg/ml)
kultiviert. Alle Versuche wurden in einer befeuchteten Atmosphére mit 5% Kohlendioxid bei
37°C durchgefiihrt.

Vor jedem Experiment wurden die Zellen iiber Nacht in dem kompletten Medium kultiviert
und auf eine Zellzahl von 4 x 10° /ml eingestellt, um ein logarithmisches Wachstum zu
ermdglichen. AnschlieBend wurde die Zelldichte dem jeweiligen Protokoll angepasst und die
Zellen entweder nur mit Medium (Negativ-Kontrolle), mit dem Chemotherapeutikum
Staurosporin (Positiv-Kontrolle) oder mit Lidocain in aufsteigenden Konzentrationen {iber 12

bzw. 24 Stunden inkubiert.

Bestimmung der Uberlebensrate:

Zur Bestimmung der Uberlebensrate wurden die Zellen resuspendiert und 10 pl der jeweili-
gen Probe mit 90 pl einer Trypanblau-Losung gefarbt. AnschlieBend wurde das Verhéltnis
von geférbten (= toten) zu ungefarbten (= vitalen) Zellen lichtmikroskopisch in vier Feldern

einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
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Mitochondriales Membranpotential:

Die Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials ist ein frithes, aber nicht
spezifisches Zeichen der Apoptose. Das mitochondriale Membranpotential (AYm) wurde mit
Hilfe des spezifischen Farbstoffes JC-1 bestimmt’. Durch Abnahme des A¥m nimmt die
Fluoreszenz im griinen Farbspektrum zu, wihrend die Fluoreszenz im orange-roten Farb-
spektrum abnimmt. Die Zellen wurden gewaschen und mit JC-1 gefirbt (20 Minuten,
lichtgeschiitzt). Nach Waschen der Zellen wurde der Anteil der griinen und roten Fluoreszenz
durchflusszytometrisch (FACS = Fluorescence Activated Cell Sorting; FACScalibur, Becton
Dickinson, Franklin Lakes, USA) bestimmt und mit demjenigen unstimulierter Zellen

verglichen",

Western-blot:

Die Proteinkonzentrationen der Proben wurden bestimmt und gleiche Proteinmengen in jeder
Gel-Tasche aufgetragen (20 pg). Ein Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel (SDS-PAGE)
diente zur Elektrophorese. Die aufgetrennten Proteine wurden anschlieend auf eine Polyvi-
nylidenedifluorid-Membran transferriert. Die Elektrophorese erfolgte mit einem Stromflufl
von 1 mA/cm” iiber eine Stunde. Die anschlieBende Blockierung wurde mit Phosphatpuffer
(PBS), Tween-20 (0,05%) und bovines Serumalbumin (4%) durchgefiihrt. Die Membran
wurde mit dem primdren Antikorper fiir 12 Stunden inkubiert. Nach erneutem Waschen mit
Blockpuffer wurde ein an Meerrettich-Peroxidase gekoppelter sekundédrer Antikorper flir eine
Stunde inkubiert. AnschlieBend wurden die Membranen wiederholt gewaschen, und die
Proteinbanden mit einem Chemolumineszenz-System (Amersham Buchler, Braunschweig,

Germany) detektiert.
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Cytochrom C-Bestimmung:

Die Cytochrom C-Freisetzung aus dem intermembrandsen Raum des Mitochondriums ist
einer der wesentlichen Schritte der Apoptose-Induktion. Daher haben wir die Zellen lysiert,
in eine mitochondriale und zytosolische Fraktion aufgeteilt und die Zunahme von Cytochrom
C in der zytosolischen Fraktion nach Inkubation mit Lidocain mittels Western-blot Analyse
untersucht.

Nach Inkubation mit verschiedenen Lidocain-Konzentrationen wurden jeweils 3 x 107 Zellen
in einem Puffer permeabilisiert (Digitonin 50 pg/ml, Sucrose 250 mM, HEPES 20 mM,
MgCl; 1,5 mM, KCI 10 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, Phenylmethylsulfonylfluorid 1 mM
und jeweils 2 pg/ml der Protease-Inhibitoren Aprotinin, Pepstatin und Leupeptin) und
resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellkerne 5 Minuten bei 1000g abzentrifugiert. Im
Uberstand wurden die Mitochondrien mit einem hypertonen Puffer (s.0.) lysiert und 15
Minuten bei 10.000 g zentrifugiert. Die Ausfillung wurde lysiert und die Protein-
Konzentrationen im Uberstand und in der Ausfillung wurden adjustiert und anschlieBend im

Western-Blot analysiert.

Bestimmung der Caspase-3-Aktivierung:

Die Zellkulturen wurden nach den entsprechenden Inkubationszeiten resuspendiert, zentrifu-
giert, gewaschen und in einem hypertonen Puffer bei 0°C lysiert. Die Lysate wurden
zentrifugiert und die Proteinkonzentrationen im Uberstand auf 1 pg/ml eingestellt. Zu 50 pl
von diesem Uberstand wurden 150 pl Substratpuffer sowie 50 pl des Caspase-3-Substrats
DEVD-AMC bei 37°C hinzugefiigt. Die Fluoreszenz des Spaltprodukts AMC wurde 10-
miniitlich bei 440 nm gemessen (Lambda Fluro 320 Plus, Biotek, Bad Friedrichshall), bis
nach 4 Stunden ein Plateau erreicht wurde. Die Zunahme der Fluoreszenz wihrend des

linearen Anstiegs war somit ein MaB fiir die Caspase-3-Aktivierung.
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Detektion der friihen Apoptose und Uberlebensrate (Annexin V/Propidiumiodid Assay):
Annexin V ist ein Farbstoff, der spezifisch an externalisierte Phosphatidylserinreste der
Zellmembran bindet. Die Externalisierung von Phosphatidylserinresten, die normalerweise
asymmetrisch in der Zellmembran verteilt sind, ist ein spezifischer Marker der frithen
Apoptose. Propidiumiodid (PI) farbt Zellen mit intakter Zellmembran nicht an. Die Doppel-
farbung mit Annexin V und PI erlaubt die Differenzierung zwischen frithapoptotischen
Zellen, d.h. mit noch intakter Zellmembran (Annexin V-positiv/PI-negativ), und solchen mit
zerstorter Zellmembran (Annexin V-positiv/PI-positiv)’>. Dabei kann nicht entschieden
werden, ob bei Annexin V-positiv/PI-positive Zellen der Mechanimus des Zelltods Apoptose
oder Nekrose ist.

Nach den verschiedenen Inkubationen wurden die Zellen zweimal mit Pufferlosung gewa-
schen und in einer Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml in einen speziellen Annexin-
Bindungspuffer gegeben. AnschlieBend wurden 5 ul Annexin-V und 10 ul PI (20 pg/ml)
hinzugegeben. Die durchflusszytometrische Analyse wurde von einem FACScalibur mit
Hilfe der CellQuest Analyse-Software (BD Biosciences, Franklin Lake, USA) durchgefiihrt.
Bei jeder Bestimmung wurden 10.000 Zellen analysiert.

Alle Experimente wurden mindestens dreimal durchgefiihrt. Statistische Vergleiche zwischen

den verschiedenen Zelllinien wurden mit dem Mann-Whitney-U Test durchgefiihrt.

4c) Vergleich der Toxizitdt verschiedener Lokalandsthetika in vitro

Mit Hilfe des oben beschriebenen Annexin-V/PI Assays wurden verschiedene Lokalanésthe-
tika auf ihre Toxizitdt und apoptotische Potenz hin untersucht. Jurkat-Zellen wurden 24
Stunden mit dem jeweiligen Lokalandsthetikum in der jeweiligen Konzentration inkubiert.
Fiir den Vergleich der Toxizititen wurden folgende Lokalanésthetika jeweils dreimal in
mindestens flinf verschiedenen Konzentrationen untersucht: Lidocain, Tetracain, Bupivacain,

Mepivacain, Ultracain, Ropivacain, Prilocain, Procain. Fiir jeden Versuch wurde eine Dosis-
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Wirkungs-Beziehung mittels Probit-Analyse erstellt. So konnten diejenigen Dosen errechnet
werden, die zu einem Zelltod bei 50% der Zellen fiihrten (LDsg). Diese logarithmierten Werte
wurden miteinander mittels faktorieller ANOVA mit post-hoc Bonferroni Test verglichen. So
konnte eine Reihfolge der verschiedenen Lokalanésthetika hinsichtlich ihrer Toxizitét erstellt
werden.

AnschlieBend wurden die LDsp-Werte mit der Lipophilie””* bzw. den minimalen Blockie-
rungskonzentrationen des jeweiligen Lokalanisthetikums’ korreliert.

Aufgrund eines asymmetrischen C-Atoms liegen einige der Lokalandsthetika als Stereo-
isomere vor. Die verschiedenen Stereoisomere unterscheiden sich z.T. hinsichtlich ihrer

leitungsblockierenden Wirkung sowie ihrer Kardio- bzw. Myotoxizitit**’®7”

. Eine unter-
schiedliche Gewebetoxizitit der Stereoisomere wiirde auf einen stereospezifischen Wirkort,
d.h. auf eine spezifische Bindungsstelle der Lokalanésthetika hinweisen. Daher wurde an
unserem Modell die Toxizitdt verschiedener Stereoisomere untersucht. Verglichen wurde die
Toxizitdt von L-Ropivacain mit der von R-Ropivacain sowie die Toxizitdt von Levobupiva-
cain mit der des entsprechenden Racemats. Dabei wurden Jurkat-Zellen wiederum mindes-
tens fiinf Konzentrationen des jeweiligen Stereoisomers ausgesetzt. Alle Experimente wurden
wenigstens dreimal durchgefiihrt. Es wurde dabei nicht nur zwischen der Gesamtzahl der

toten Zellen, sondern auch dem Anteil der frith-apoptotischen Zellen differenziert.

Die statistische Analyse erfolgte mittels Mann-Whitney-U Test.

4d) In vitro Untersuchungen zur Reduktion der Toxizitdit von Lidocain

Um den Einfluss von Radikalen auf die Apoptose-Induktion durch Lidocain zu untersuchen,
wurden den Zellkulturen Radikalfdnger zugesetzt. Zur Differenzierung des Wirkorts der
Radikale wurden zwei unterschiedliche Antioxidantien eingesetzt: Zum einem das wasserlds-
liche N-Acetylcystein (2,5 mM) - zum anderen das lipophile Tempol (10 mM). So wurden

Wildtyp-Jurkat-Zellen zundchst eine Stunde mit dem entsprechenden Radikalfinger und
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anschlieBend 24 Stunden mit Lidocain in steigenden Konzentrationen inkubiert. Als Negativ-
kontrolle dienten Zellen ohne Antioxidantien und als Positivkontrolle die Zugabe des
Radikaldonors Wasserstoffperoxid (H,O,). Die Vitalitit der Zellen wurde mit dem Annexin
V / PI Assay analysiert.

Der statistische Vergleich erfolgte mittels Mann-Whitney-U Test.

4e) Toxizitdt von Lidocain an Nervenzellen in vitro

Neuroblastomzellen der Zelllinie SH-SY5Y® wurden auf Gewebekulturschalen angeziichtet
und tiber 12 Stunden mit 1:1 F12 Eagle Medium/MEM (minimal essential medium) und
fetalem Kéilberserum (10%) inkubiert. Alle Versuche wurden in einer befeuchteten Atmo-
sphére mit 5% Kohlendioxid bei 37°C durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit verschiedenen
Konzentrationen Lidocain bis zu 24 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen zur
weiteren Analyse mechanisch abgeldst und zentrifugiert.

Die Vitalitit der Zellen wurde wiederum durchflusszytometrisch bestimmt. Hier wurde mit
den Zellen in der gleichen Art verfahren, wie bei beim oben beschriebenen Annexin V/PI
Assay. Aus methodologischen Griinden wurden nur die PI-positiven Zellen ausgewertet. Die
Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials erfolgte analog zu der oben beschrie-

benen Methode.

Caspase-3 Aktivitdt FACS Assay:

Die abgeldsten Zellen wurden mit Paraformaldehyd (4%) fixiert und zweimal mit PBS-Puffer
gewaschen. Die abzentrifugierten Zellen wurden anschlieBend in FACS-Blockpuffer (fetales
Kiélberserum 3%, Saponin 0,05% in PBS) mit einem fluoreszenz-konjungiertem Antikdrper
(Caspase-3 FITC) aufgenommen und eine Stunde lichtgeschiitzt inkubiert. AnschlieSend

wurden die Proben zweimal gewaschen, anschliefend mit FACS-Blockpuffer aufgenommen
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und wie oben beschrieben mit dem FACS-Gerit analysiert. Es wurden jeweils 10.000 Zellen

analysiert.

Immunfluoreszenz zum Nachweis von Bax-Aktivierung:

Die Zellen wurden zundchst auf Objektrager ausgesit und 12 Stunden im Zellkulturschrank
inkubiert. Dann wurden die Zellen jeweils fiir 8 Stunden mit Lidocain und Staurosporin
(Positivkontrolle) behandelt. AnschlieBend wurden die Objekttrager fiir 15 Minuten mit
Paraformaldehyd (4%) fixiert und danach zwei Stunden mit Blockpuffer behandelt. Es
erfolgte die Inkubation mit den Primérantikdrpern gegen das mitochondriale Protein TOM 20
(Translocase of outer mitochondriale Membrane 20) und gegen das aktivierte proapoptoti-
sche Protein Bax (Bcl-2 assoziertes X Protein) iiber 12 Stunden bei 4°C. Nach Waschen mit
Blockpuffer wurden die entsprechenden fluoreszenz-konjugierten Sekundérantikorper (Anti-
Mouse 592 nm zur Bindung an den TOM 20-Antikdrper, Anti-Rabbit 488 nm zur Bindung an
den N-terminalen Bax-Antikorper) hinzugegeben. Vor der mikroskopischen Auswertung
wurden die Objekttriger dreimal gewaschen. Bei 40-facher VergroBerung wurden die
Priparate im Fluoreszenz-Mikroskop bei verschiedenen Wellenldngen und mittels Phasen-

kontrast untersucht.
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II1. Ergebnisse
1 Klinische Untersuchungen zur Sympathikolyse bei verschiedenen Regionalandisthesien

la) Anstieg der Hauttemperatur als Indikator fiir eine beginnende periphere Nervenblockade

Bei allen 33 Patienten konnte eine suffiziente Blockade des N. femoralis erzielt werden, die
Blockade des N. ischiadicus war bei 3 Patienten unvollstindig. Daten der Patienten mit
unvollstindiger Blockade wurden nicht bei der Analyse des Hauttemperatur bzw. der
Blockade von Motorik und Sensibilitdt beriicksichtigt, wohl aber bei der Berechnung der
Sensitivitdt und Spezifitit der Hauttemperaturmessung. Die demographischen Daten der
Patienten die eine kombinierte Nervenblockade erhielten, unterschieden sich nicht signifikant
von denen mit Periduralanisthesie und sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Demographische Daten

Periphere Nervenblockaden Periduralanisthesie
(n=33) (n=10)

Alter [Jahre] 51 (45 -57) 55 (43 - 66)
Gewicht [kg] 83 (77 -89) 76 (67 - 85)
Grofie [cm] 176 (173 - 180) 171 (164 - 177)
Miinnlich/Weiblich (n) 19/14 2/8
ASA-Status [ & 11 26 6
ASA-Status 111 7 4

Die Daten sind als Mittelwert (95% Konfidenzintervall) dargestellt. Bei den Patienten, die
periphere Nervenblockaden erhielten, wurden die Nn. ischiadici und femorales andsthesiert. Der
ASA-Status ist die Klassifikation des prdoperativen Allgemeinzustands der American Society of

Anesthesiologists.

Die Korperkerntemperatur fiel im Mittel um 0,2°C nach kombinierter Blockade des N.
ischiadicus und des N. femoralis ab (Abb. 2 & 3), aber um 0,4°C nach Periduralanésthesie
(Abb. 4; P < 0,05). Die Hauttemperatur nahm 5 Minuten nach Anlage der Ischiadicusblo-
ckade um 1,8 £ 0,9°C (P < 0,001) an der FuB3sohle und 0,7 £ 0,5°C (P < 0,05) am FuBriicken

zu. Die Hauttemperatur stieg im Mittel maximal um 5,9 + 0,4°C an der Fuf3sohle und um 3,8
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+ 0,5°C am FuBriicken an. Die Zeitverlaufe der Hauttemperatur sowie von Motorik und

Sensibilitit nach Blockade des N. ischiadicus sind in Abbildung 2 dargestellt.

Abbildung 2: Zeitverlauf der Hauttemperatur, Motorik und Sensibilit:it
bei beginnender Blockade des N. ischiadicus (n = 30)

—@— Hauttem
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Zeit nach Anlage der Blockade [min]

Die Hauttemperatur beider FiiBe, Korperkerntemperatur sowie Spitz-Stumpf-Diskrimination,
Vibrations-, Kélte- bzw. Berlihrungsempfinden und die Muskelkraft der blockierten Extremitét sind
im Zeitverlauf auf einer Skala von 2 (= komplett erhalten) bis 0 (= komplett blockiert) dargestellt.
Schon nach 5 Minuten stieg die Hauttemperatur des Fulles der blockierten Extremitét signifikant an,
wihrend die kontralaterale Extremitét abkiihlte. Alle gemessenen Sensibilitdten waren bereits nach
10 Minuten deutlich vermindert, die Muskelkraft blieb dagegen noch ldanger erhalten und war nicht
bei allen Patienten nach 45 Minuten komplett blockiert.

Alle Daten sind als Mittelwert + 95% Konfidenzintervall dargestellt.
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Abbildung 3:

Zeitverlauf der Hauttemperatur, Motorik und Sensibilit:it

bei beginnender Blockade des N. femoralis (n = 30)
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Zeit nach Anlage der Blockade [min]

Die Hauttemperatur beider medialer Unterschenkel (Kndchel und Mitte der Tibia), Korperkerntem-

peratur sowie Spitz-Stumpf-Diskrimination, Vibrations-, Kélte- bzw. Beriihrungsempfinden und die

Muskelkraft der blockierten Extremitét sind im Zeitverlauf auf einer Skala von 2 (= komplett

erhalten) bis 0 (= komplett blockiert) dargestellt. Die Hauttemperatur am medialen Knochel stieg erst

nach 45 Minuten im Mittel um 0,5 = 0,3°C an (P < 0,05), wiahrend die Temperatur am medialen

Unterschenkel auch zu diesem Zeitpunkt nicht signifikant angestiegen war. Alle gemessenen

Sensibilitdten waren bereits nach 5 Minuten signifikant vermindert.

Beachte: Im Gegensatz zu den Blockaden des N. ischiadicus bzw. den Periduralaniisthesien trat

die motorische Blockade bereits nach 5 Minuten auf und war bei allen Patienten nach 20

Minuten vollstiindig. Der N. femoralis teilt sich bereits am Blockadeort in verschiedene Aste

auf, so dass die Lokalanisthetika dort schneller in die einzelnen Nerveniste diffundieren.
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Der Anstieg der Hauttemperatur um 1°C ging dem Empfindungsverlust nur bei 2 von 30
Patienten (6,6%) voraus. Bei 17 von 30 Patienten (56,6%) trat der Temperaturanstieg zum
selben Zeitpunkt ein wie der Empfindungsverlust und bei 11 Patienten (36,6%) folgte er
sogar dem Empfindungsverlust. Die Hauttemperatur an der kontralateralen (nicht blockier-
ten) Extremitét nahm mit der Zeit ab. Bei allen Patienten nahmen die sensiblen Empfindun-
gen bzw. die Muskelkraft {iber die Zeit ab (Abb. 2). Bei den 3 Patienten mit unzureichender
Blockade des N. ischiadicus énderten sich weder Hauttemperatur noch Empfindungen iiber
45 Minuten. Bei diesen Patienten wurde der Eingriff in Allgemeinanisthesie durchgefiihrt.
Die Sensitivitit und Spezifitit des Anstiegs der Hauttemperatur um 1°C wéhrend des
Beobachtungszeitraums waren je 100% (95% Konfidenzintervall: 88 — 100%).

Die Hauttemperatur im Versorgungsgebiet des N. femoralis stieg oberhalb des medialen
Knochels erst nach 45 Minuten um lediglich 0,5 £ 0,3°C an, die Hauttemperatur am
medialen Unterschenkel dnderte sich nicht (Abb. 3). Der Empfindungsverlust trat bei der
Blockade des N. femoralis (12,3 &= 2,3 Minuten) eher ein als nach Blockade des N. ischiadi-
cus (20,3 + 4,2 Minuten; P < 0,01). Noch gréBer war der Unterschied bei der motorischen
Blockade: Im Durchschnitt 9,8 + 0,9 Minuten nach Blockade des N. femoralis, hingegen erst
36,8 £ 4,5 Minuten nach Blockade des N. ischiadicus war die Motorik vollstindig blockiert
(P <0,001).

Die Ergebnisse der Untersuchungen an Patienten mit Periduralandsthesie sind in der Abb. 4
zusammengefasst. Die Hauttemperatur an der FuBBsohle stieg nach 5 Minuten um 2,6 + 1,3°C
(P <0,01) und am FuBriicken nach 10 Minuten um 1,7 £+ 1,0°C (P < 0,05) an. Der maximale
Temperaturanstieg betrug 5,7 + 2,3°C an der Fullsohle und 3,7 + 1,5°C am FuBriicken. Im
Unterschied zu den Ergebnissen bei den Nervenblockaden ging der Temperaturanstieg
hierbei dem Empfindungsverlust bei der Hélfte der Patienten voraus. Bei der anderen Hélfte

der Patienten trat der Temperaturanstieg gleichzeitig mit dem Empfindungsverlust ein. Der
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schnellere Wirkungseintritt der Sympathikolyse bei Patienten mit Periduralanisthesie beruht

auf der geringeren Diffussionstrecke der Lokalanisthetika zu den sympathischen Fasern.

Abbildung 4: Zeitverlauf der Hauttemperatur, Motorik und Sensibilitit

bei beginnender Periduralanisthesie (n = 10)
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Die Hauttemperatur der Fiile, Korperkerntemperatur sowie Spitz-Stumpf-Diskrimination, Vibrati-
ons-, Kilte- bzw. Beriithrungsempfinden und die Muskelkraft der blockierten Extremitdten sind im
Zeitverlauf auf einer Skala von 2 (= komplett erhalten) bis 0 (= komplett blockiert) dargestellt. Nach
5 Minuten stieg die Hauttemperatur der FuBlsohlen bzw. nach 10 Minuten die Hauttemperatur der
FuBriicken signifikant an (P < 0,05). Alle gemessen Sensibilitdten waren nach 10 Minuten deutlich
vermindert, wihrend wiederum die Muskelkraft noch ldnger erhalten blieb.

Alle Daten sind als Mittelwert + 95% Konfidenzintervall dargestellt.
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Bei allen Periduralandsthesien trat binnen 25 Minuten ein kompletter Empfindungsverlust
ein, und die Hauttemperatur erreichte ein Plateau. Bei den Blockaden des N. ischiadicus
stieg die Hauttemperatur um 1°C nach 10,3 £ 2,8 Minuten an, nach Periduralanisthesie
bereits nach 5 Minuten (P < 0,01). Dagegen waren die durchschnittlichen Zeiten bis zum
Empfindungsverlust nicht signifikant unterschiedlich zwischen der Blockade des N.
ischiadicus und der Periduralanésthesie.

Der Anteil der Patienten, bei denen der Anstieg der Hauttemperatur dem Empfindungsver-
lust vorausging, war nach Periduralanésthesie (50%) signifikant hoher als nach Blockade des

N. ischiadicus (6,6%; P < 0,05; Fisher-Test).

1b) Ausdehnung der Sympathikolyse bei verschiedenen Regionalandsthesien

Um das Muster des Temperaturanstiegs genauer erfassen zu konnen, wurden mittels Video-
Thermographie 24 Patienten untersucht, die verschiedene Regionalanésthesie-Verfahren
erhielten (kombinierte Blockade der Nn. ischiadici und femorales, Periduralanésthesie,
Spinalanisthesie). Tabelle 2 enhilt die demographischen Daten der untersuchten Patienten.

Tabelle 2: Demographische Daten

Nervenblockaden | Periduralanisthesie | Spinalanisthesie
(n=28) (n=38) (n=28)

Alter [Jahre] 44 39 -175) 45 (27 - 84) 45 (32-75)
Gewicht [kg] 83 (75-90) 85 (60 - 116) 80 (64 - 115)
Grofle [cm] 177 (157 - 198) 179 (159 - 193) 178 (157 - 198)
Miinnlich / weiblich (n) 3/5 3/5 4/4
ASA-Status I & 11 6 7 7
11 2 1 1

Die Daten sind als Median (Spannweite) dargestellt. Bei den Patienten, die Nervenblockaden

erhielten, wurden die Nn. ischiadici und femorales anésthesiert. Der ASA-Status ist die Klassifika-

tion des priaoperativen Allgemeinzustands der American Society of Anesthesiologists.
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Bei allen Patienten trat nach Anlage der Regionalanisthesie ein Empfindungsverlust in den
blockierten Extremititen ein. Unabhdngig vom Regionalanésthesie-Verfahren stieg die
Hauttemperatur der Grof3zehe bei 22 von 24 Patienten zuerst an. Der maximale Temperatur-
anstieg wurde bei allen Patienten an der Groflzehe gemessen. Typische Beispiele des
Anstiegs der Hauttemperatur fiir alle 3 untersuchten Regionalanisthesie-Verfahren sind in
Abbildung 5 dargestellt. Oberhalb der Kndchel stieg die Hauttemperatur lediglich entlang der
oberfldchlichen Hautvenen an (Abb. 5). Hingegen konnte in keinem Fall eine Erwdrmung der
Haut beobachtet werden, die dem Versorgungsgebiet der Nerven bzw. Spinalsegmente folgt.
Die Hauttemperatur am Unterschenkel blieb weitestgehend gleich am medialen (Segment L4
bzw. N. femoralis) und lateralen Unterschenkel (Segment S1 bzw. N. ischiadicus), und zwar
unabhéngig vom Regionalanisthesie-Verfahren (Abb. 6A). Weiterhin wurden zwei Hautarea-
le mit gleicher Innervation (N. ischiadicus bzw. Segment L5) verglichen, die aber unter-
schiedlich weit vom Korperstamm entfernt liegen (Abb. 6B). Man erkennt, dass im proxima-
len Hautareal (lateraler Unterschenkel) die Temperatur unverdndert bleibt, wahrend distal
(GrofBizehe) ein erheblicher Anstieg der Hauttemperatur registriert wurde (10,6 + 0,4°C; P <
0,001). Dieses Muster der Hauterwdrmung zeigte sich bei allen untersuchten Regional-
andsthesie-Verfahren gleichermaf3en.

Die Zeit bis zu einem Anstieg der Hauttemperatur um 1°C betrug nach kombinierter
Blockade der Nn. ischiadici und femorales 520 + 90 Sekunden und war damit signifikant
langer als nach Periduralanésthesie (256 + 57 Sekunden) bzw. nach Spinalanisthesie (192 +
59 Sekunden; P < 0,05). Ahnlich verhielt es sich mit den Zeiten bis zum maximalen Anstieg
der Hauttemperatur. Die Zeit bis zum maximalen Anstieg der Hauttemperatur betrug nach
den Nervenblockaden 1.113 + 302 Sekunden, nach Periduralanisthesie 882 + 61 Sekunden
und nach Spinalanésthesie 493 + 165 Sekunden (P < 0,05). Nach allen Spinalanésthesien und
nach 2 von 8 Periduralandsthesien wurde nach 60 — 120 Sekunden ein initialer Abfall der

Hauttemperatur am FuB3riicken um 0,6 + 0,3°C beobachtet (Abb. 7).
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Abbildung 5: Typische Beispiele fiir die Anderungen der Hauttemperatur

nach verschiedenen Regionalanisthesien-Verfahren

Spinalaniisthesie
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34

Periduralanisthesie - 32

Dargestellt sind charakteristische Thermographie-Muster direkt nach Injektion des Lokalanéstheti-
kums zum Zeitpunkt T = 0 s (Sekunden) in der linken Spalte, nach Anstieg der Hauttemperatur um
1°C in der mittleren Spalte und zum Zeitpunkt der maximalen Temperaturanstiegs in der rechten
Spalte. Der Anstieg der Hauttemperatur ist bei allen Verfahren weitestgehend auf den FuB} beschrénkt.
In der mittleren Spalte erkennt man deutlich, dass die Hauttemperatur an der GroB3zehe am schnellsten
ansteigt. In der rechten Spalte wird deutlich, dass die Erwarmung der Haut nicht dem Versorgungsge-
biet der Nerven bzw. der segmentalen Innervation folgt, sondern in erster Linie abhéngig ist vom

Verlauf oberfliachlicher Venen.
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Abbildung 6: Temperatur an verschiedenen Hautarealen vor und nach

Anlage der verschiedenen Regionalanisthesie-Verfahren
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Die Anderungen der Hauttemperatur sind vor (Prd) und nach (Post) Anlage der verschiedenen
Regionalanésthesien dargestellt (SpA = Spinalandsthesie, PDA = Peridural-andsthesie, NB =
kombinierte Blockade des N. ischiadicus und des N. femoralis). Auf der linken Seite (A) wurden
die Hauttemperaturdnderungen am medialen und lateralen Unterschenkel verglichen. Dabei traten
keine signifikanten Anderungen der Hauttemperatur auf. Auf der rechten Seite (B) wurde ein
proximales Hautareal (proximaler lateraler Unterschenkel) mit einem distalen Hautareal (Grof3ze-
he) mit gleicher Innervation (N. ischiadicus bzw. Segment L5) verglichen. Dabei stieg nur die
Hauttemperatur am distalen Hautareal signifikant an (* = P < 0,001; n.s. = nicht signifikant). Bei
allen Regionalanésthesie-Verfahren blieben die Hauttemperaturen am Unterschenkel gleich, und
zwar unabhéngig von den verschiedenen Innervationen. Weiterhin stieg in Hautarealen, die vom N.
ischiadicus bzw. dem Segment L5 versorgt werden, nur distal (Grofizehe) die Temperatur
signifikant an.

Alle Daten sind als Mittelwert und 95% Konfidenzintervall angegeben. Die statistische Testung
erfolgte mittels Student’s T-Test fiir verbundene Stichproben, korrigiert fir multiple Testung

(Bonferroni).
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Abbildung 7: Initialer Abfall der Hauttemperatur nach Spinalanisthesie

(Thermographien)
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Thermographien einer Spinalanisthesie. Die Zeitpunkte (T) der Aufnahmen nach Injektion des
Lokalanésthetikums sind in Sekunden (s) auf jedem Bild angezeigt. Nach 60 bis 180 Sekunden
stromt kaltes Blut aus den Akren durch die oberflachlichen Venen des FulBriickens und senkt
kurzfristig die Hauttemperatur. Erst danach kommt es zu einer Erwdrmung der Extremitét, die

wiederum von den oberfldchlichen Venen ausgeht und nach 600 Sekunden ihr Maximum erreicht.
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1c) Sympathikolyse durch Spinalandsthesie bei Siuglingen

Die Auswirkung der Sympathikolyse durch Spinalanésthesie auf die Hauttemperatur und
den arteriellen Blutdruck wurden auch bei Sduglingen untersucht.
Die demographischen Daten der Patienten sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Demographische Daten

Mainnlich/weiblich (n) 14/1
Gestationsalter [Wochen] 33,0+49
Postnatales Alter [Wochen] 12,0 +4,7
Postkonzeptionelles Alter [Wochen] 45,0 + 4,8
Gewicht [kg] 4,0 +£1,2
Operationen (n)

Inguinale Hernie, einseitig 10
Inguinale Hernien, beidseitig 5
Operationsdauer [min] 34,2 +19,1

Alle Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt.

Blutdruck, Herzfrequenz und Hauttemperaturen waren konstant vor Beginn der Spinalands-
thesie (Abb. 8 & 9). Die Anlage der Spinalanisthesie erfolgte problemlos bei allen Sduglin-
gen und fithrte zu einer prompten sensiblen und motorischen Blockade der Beine. Die
pulsoximetrisch bestimmte Sauerstoffsittigung war bei allen Patienten perioperativ konstant
> 97%. Der systolische Blutdruck fiel bei allen Sduglingen nach Anlage der Spinalanésthesie
ab und zwar im Mittel von 95 £ 12 mmHg auf 79 = 9 mmHg (P < 0,0001). Der diastolische
Druck sank von 47 + 11 mmHg auf 37 + 6 mmHg (P < 0,01, Abb. 8). Die Herzfrequenz
anderte sich nur unwesentlich von 153 + 18/min auf 148 + 17/min (P = 0,2).

Die Hauttemperatur an der FuBsohle stieg 10 Minuten nach Anlage der Spinalandsthesie von
33,0 £ 1,3°C auf 34,7 = 1,4°C an (P < 0,0001), wéhrend die Hauttemperatur am Thorax
unverdndert blieb. Die motorische Blockade hielt 82,4 + 15,3 Minuten an (Abb. 9). Postope-
rativ kam es bei keinem Sédugling zu Apnoen oder Abfiéllen der pulsoximetrisch gemessenen

Sauerstoffsittigung.
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Abbildung 8: Blutdruck und Herzfrequenz vor und nach Anlage der

Spinalanisthesie bei Sauglingen

180 -
160 -
140
120
100 ~ +

* %
80 %

60 -

o

20

10 min vor SpA 5 min vor SpA 10 min nach SpA 20 min nach SpA

—&— Herzfrequenz [/min] —— Systolischer BD [mmHg] —&— Diastolischer BD [mmHg] ‘

Herzfrequenz und oszillometrisch gemessener Blutdruck vor und nach Anlage einer Spinalanésthesie
bei Sauglingen.
Mittelwerte + Standardabweichung von 15 Sduglingen. *P < 0,01 verglichen mit dem Ausgangswert.

Abbildung 9: Verinderungen der Hauttemperatur thorakal und plantar
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2 Sedierung durch Spinalandsthesie bei Siuglingen

An weiteren 20 Sduglingen wurde untersucht, ob eine Spinalanésthesie per se - dhnlich wie
bei Erwachsenen - eine Sedierung hervorruft. Die demographischen Charakteristika der
Patienten sind Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: Demographische Daten

Minnlich/weiblich (n) 14/6
Gestationsalter [Wochen] 345+48
Postnatales Alter [Wochen] 10,0 + 4,6
Gewicht [kg] 3,5+1,7
Operationsdauer [min] 40,5 +19,1

Alle Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt.

Die Anlage der Spinalanisthesien war bei allen 20 Sauglingen erfolgreich und fiihrte binnen
1-2 Minuten zu einer kompletten sensiblen und motorischen Blockade der unteren Extremi-
tat. Einer der Sduglinge war nach Anlage der Spinalandsthesie so agitiert, dass er intravends
mit Propofol sediert werden musste. Er wurde von der weiteren Analyse ausgeschlossen.
Systolischer und diastolischer Blutdruck nahmen nach Anlage der Spinalanisthesie signifi-
kant ab (Tab. 5).

Tabelle S: Himodynamik vor und nach Spinalanisthesie

Himodynamische 5 Minuten vor 10 Minuten nach
Variable Spinalaniisthesie | Spinalaniisthesie
Systolischer Blutdruck [mmHg] 94+ 6 81+£7*
Arterieller Mitteldruck [mmHg]| 675 56 +6 *
Diastolischer Blutdruck [mmHg| 54+6 43+7 *
Herzfrequenz [/min] 160 £ 16 157 £17

Alle Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. * P < 0,001 (Student’s T-Test)

Die Ausgangswerte des bispektralen Index (BIS) und der spektralen Eckfrequenz (SEFos)
blieben konstant vor der Anlage der Spinalandsthesie. Der BIS fiel nach 15 Minuten signifi-

kant (P < 0,01) gegeniiber dem Ausgangswert ab. Bei allen Sduglingen kam es perioperativ
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zu einem Abfall des BIS auf Werte von durchschnittlich 62,2 £ 14 nach 30 Minuten (Abb. 10
A). Ebenso fielen die SEF¢s-Werte schon nach 5 Minuten signifikant ab, und ein Minimum
wurde nach 30 Minuten erreicht (Abb. 10 B). Beide Werte stiegen zum Ende der Operation
wieder an und erreichten nach 60 Minuten fast wieder den Ausgangswert.

Dem Abfall von BIS und SEF¢s entsprechend schliefen alle Sduglinge nach Anlage der
Spinalanisthesie ein und waren nur schwer weckbar. Die motorische Blockade hielt im
Durchschnitt 96,6 + 23 Minuten an. In den ersten 24 postoperativen Stunden wurden bei
keinem Sidugling ein Abfall der pulsoximeterisch gemessenen Sauerstoffsittigung, eine

Apnoe oder andere kardiopulmonale Auffélligkeiten beobachtet.
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Abbildung 10: Bispektraler Index (BIS) und 95% spektrale Eckfrequenz
(SEF,s) nach Spinalaniisthesie (SpA) bei Sauglingen
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Dargestellt sind die Zeitverldufe des bispektralen Index (BIS) und der spektralen Eckfrequenz 95%
(SEFys) zu 2 Zeitpunkten vor der Spinalanisthesie (BL1 bzw. BL2), sowie alle 5 Minuten nach
Anlage der Spinalanésthesie (SpA). Deutlich erkennbar ist der rasche und signifikante Abfall beider
Variablen kurz nach Anlage der Spinalanisthesie als Zeichen eines zentralen Effektes (Sedierung).

Daten als Mittelwerte und Standardabweichung. *P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 verglichen mit

dem jeweiligen Ausgangswert (Student’s T-Test mit Bonferroni-Korrektur).
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3 Untersuchungen zur Verbesserung der Regionalandsthesie durch elektrische Stimulation

3a) Beeinflussung der Anschlagzeit und Ausdehnung von Nervenblockaden durch elektrische
Reizung der Haut und transkutane elektrische Nervenstimulation (TENS)

In dieser Studie an Probanden wurde mittels einer grof3flichigen, hochfrequenten elektri-
schen Stimulation des sensiblen Innervationsgebiets des N. ulnaris der Wirkungseintritt einer
Leitungsblockade beschleunigt. Nach Blockade des N. ulnaris nahm die Empfindungsinten-
sitdt der elektrischen Stimulation friihzeitig und abhhédngig von der Stimulationsfrequenz ab
(Abb. 11). Dadurch verkiirzten sich bei hohen Stimulationsfrequenzen (10 bzw. 50 Hz) die
Zeiten bis zum halben bzw. kompletten Empfindungsverlust (Abb. 12). Weiterhin trat bei
hochfrequenter Stimulation (10 bzw. 50 Hz) bei 5 bzw. 6 Probanden ein kompletter Empfin-
dungsverlust im Beobachtungszeitraum auf. Hingegen aber bei keinem Probanden unter
einer Stimulation mit einer Frequenz von 0,2 Hz. Auch die Ausdehnung der sensiblen
Blockade wurde durch die hochfrequente Stimulation verbessert, und zwar bemerkenswert-
erweise innerhalb kiirzerer Zeitraume (Abb. 13).

Wihrend der Kontrollstimulation ohne Leitungsblockade dnderte sich die Hauttemperatur
nicht. Hingegen stieg siec am der Kleinfingerseite der Handfliche nach Blockade um im
Median 4,4°C an. Die verschiedenen Stimulationsfrequenzen beeinflussten aber nicht den
Wirkungseintritt der Sympathikolyse (Tab. 6).

Tabelle 6: Anschlagzeiten der Sympathikolyse bei verschiedenen Frequenzen

Stimulationsfrequenz | 0,2 Hz | 10 Hz | 50 Hz
Zeit bis zum maximalen Tempe-
raturanstieg [min]

9 (3-12) 10 (3-14) | 6 (3-16)

Zeiten als Median (Spannweite). Die Zeiten unterschieden sich nicht statistisch (Friedman-Test).

Bei jedem Probanden trat innerhalb von 90 Minuten eine komplette Leitungsblockade des N.
ulnaris ein. Sie hielt maximal 22 Stunden an, wobei die Dauer unabhéngig von der verwen-

deten Stimulationsfrequenz war.
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Abbildung 11: Zeitverlauf der Empfindungsintensitit
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Zeitverlauf der Empfindungsintensitidt wiahrend der Kontrollstimulation und der Stimulation nach
Ulnarisblockade fiir jede Stimulationsfrequenz. Im Gegensatz zur Kontrollstimulation ist eine frithe

frequenzabhéngige Abnahme der Empfindungsintensitdt nach Leitungsblockade zu beobachten.
Abbildung 12: Zeiten bis zum halben bzw. kompletten Empfindungsver-

lust bei verschiedenen Stimulationsfrequenzen
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bzw. Abbruch nach 45 Minuten

n =7, Median und Spannweite |

r P
45 - 45 -
07
[min] ——P=002—— [min]
rP=0,03—4
30 4 30 4

15 4

0 }
0,2 Hz 10 Hz 50 Hz 0,2 Hz 10 Hz 50 Hz

Stimulationsfrequenz Stimulationsfrequenz

Ein kompletter Empfindungsverlust trat innerhalb von 45 Minuten in keinem Fall (0/7) wéhrend
Stimulation mit 0,2 Hz auf, hingegen in 5 bzw. 6 von 7 Féllen wéhrend Stimulation mit 10 bzw. 50

Hz. P-Werte des Wilcoxon-Rangsummentests.
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Abbildung 13: Ausdehnung der sensiblen Blockaden
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Ausdehnung der sensiblen Blockaden am Ende eines jeden Experiments. Die Hautareale mit
verminderter Empfindung (Hypésthesie = schraffiert) bzw. aufgehobener Empfindung (Anésthesie =
schwarz) sind kenntlich gemacht. Die Ausdehnung der Leitungsblockaden fiir jede Stimulationsfre-
quenz ist in den Zeilen, fiir jeden Probanden in den Spalten wiedergegeben. Die Ausdehnung wurde
mittels Spitz-Stumpf-Diskrimination getestet. Jeder abgebildeten Hand sind die Minuten bis zum
kompletten Empfindungsverlust fiir die elektrische Stimulation zugeordnet: Schwarze Zahlen auf
weillem Grund, falls die Stimulation nach 45 Minuten noch wahrgenommen wurde, weile Zahlen

auf schwarzem Grund, falls eine Empfindungsverlust frither auftrat.

In der sich anschlieBenden Studie an Patienten, die eine Blockade des axillaren Plexus
erhielten, wurde der Effekt einer kleinflichigen transkutanen elektrischen Nervenstimulation
(TENS) entlang des oberfldchlichen Verlauf des N. medianus bzw. des N. ulnaris auf den
Blockadebeginn der Regionalanésthesie mit einer Kontrollgruppe ohne Stimulation vergli-
chen. Die demographischen Charakteristika der Patienten unterschieden sich nicht zwischen

den Gruppen (Tab. 7).
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Tabelle 7: Demographische Daten

TENS des TENS des Kein TENS
N. medianus N. ulnaris (Kontrolle)
Minnlich/weiblich 6/10 6/9 7/9
Alter [Jahre] 40+17,6 36 +15,8 50 + 14,9
Korpergewicht [kg] 67 £12,9 75 +£18,3 75 +13,2
Grofle [cm] 168 £ 9,0 173 +9,2 175 +£12,7

Daten als Mittelwerte + Standardabweichung.

Der Zeitverlauf des Empfindungsverlustes unterschied sich nicht zwischen den verschiede-
nen Gruppen fiir die Hautareale der Nn. mediani und ulnares (Abb. 14 & 15). Ebenso gab es
keine Unterschiede hinsichtlich des Ausmalles der sensiblen und motorischen Blockade
zwischen den Gruppen direkt nach Beendigung der TENS (Tab. 8).

Tabelle 8: Sensible und motorische Blockade 15 Minuten nach Injektion

TENS des TENS des Kein TENS
Nerv N. medianus N. ulnaris (Kontrolle)
N. medianus - sensibel 0,37+ 0,72 0,53 +0,74 0,5+0,73
- motorisch 1,31 + 1,66 1,4+1,35 1,56 +1,71
N. ulnaris - sensibel 0,56 + 0,89 0,33 £0,72 0,5+0,73
- motorisch 1,06 + 1,29 1,15+1,28 1,12 + 1,54
N. radialis - sensibel 0,69 + 0,87 0,6 +0,82 0,81 + 0,75
- motorisch 1,25+ 1,44 1,8+1,32 1,94 £ 1.8
N. musculocutaneus - sensibel 1,0 £ 0,96 1,06 + 0,88 0,94 + 0,93
- motorisch 2,12 +1,71 2,66 = 1,51 2,62 +1,63

Mittlere Schmerzempfindungen (= sensibel) auf einer Skala von 0 = keine Empfindung bis 2 =
normale Empfindung fiir jeden der 4 Nerven des axilldren Plexus brachialis 15 Minuten nach Beginn
der TENS bzw. nach Injektion des Lokalanésthetikums. Analog wurde die motorische Kraft in den
Kennmuskeln jedes Nerven auf einer Skala von 0 = keine Kontraktionen bis 5 = normale Kraft
ermittelt (Skala der motorischen Kraft der Medical Research Council = MRC). Die Daten sind als
Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Die Werte fiir sensible Empfindung und Kraft

unterschieden sich nicht signifikant zwischen den Gruppen (Friedman-Test).
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Abbildung 14: Zeitverlauf der Berithungsempfindung im Bereich des N.

medianus fiir alle 3 Gruppen
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Zeitverlauf der Beriihrungsempfindung (eingeteilt in normal = 2, eingeschrankt = 1 und aufgehoben
= 0) im Hautareal des N. medianus. Die Patienten wurden randomisiert folgenden Gruppen zugeteilt:
- Transkutane elektrische Nervenstimulation (TENS) im Bereich des N. medianus (), - TENS im
Bereich des N. ulnaris (#), - keine elektrische Stimulation (o). Die Daten sind als Mittelwert und

Standardfehler dargestellt. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.
Abbildung 15: Zeitverlauf der Berithungsempfindung im Bereich des N.

ulnaris fiir alle 3 Gruppen
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Zeitverlauf der Beriihrungsempfindung (eingeteilt in normal = 2, eingeschrankt = 1 und aufgehoben
= 0) im Hautareal des N. ulnaris. Die Patienten wurden randomisiert folgenden Gruppen zugeteilt:
- Transkutane elektrische Nervenstimulation (TENS) im Bereich des N. medianus (), - TENS im
Bereich des N. ulnaris (#), - keine elektrische Stimulation (o). Die Daten sind als Mittelwert und

Standardfehler dargestellt. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.
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b) Verbesserung des funktionellen Ergebnisses von Schulteroperationen durch stimulierbare
Katheter zur postoperativen Analgesie

Von den 43 Patienten wurden 40 randomisiert und in die Studie eingeschlossen, da bei 3
Patienten in der vorgegebenen Zeit keine addquate Stimulation des M. deltoideus bzw. des
M. biceps erzielt werden konnte.

Bei 4 Patienten kam es in den ersten 48 Stunden zu einer Dislokation des Katheters (3 in der
Stimulationskatheter-Gruppe, 1 in der Kontrollgruppe). Diese Patienten wurden in die
Auswertung aufgenommen (intention-to-treat analysis). Eine Patientin erlitt ein Trauma der
operierten Schulter 4 Wochen nach der Operation und ein Patient erschien nicht zur postope-
rativen Untersuchung. Beide Patienten waren in der Stimulationskatheter-Gruppe und
konnten nicht in die Auswertung der Schulterfunktions-Scores einbezogen werden. Die
Gruppen unterschieden sich nicht hinsichtlich der demographischen Daten, der durchgefiihr-
ten Operationen sowie der Operationsdauer. Weiterhin gab es keine Unterschiede hinsicht-
lich der Dauer der Katheter-Anlage, der Patientenzufriedenheit mit der Katheter-Anlage und
der Anzahl der akzidentellen GefaBBpunktionen bei Katheter-Anlage (4 je Gruppe).

Die mediane Dauer bis zur kompletten motorischen Blockade war in der Stimulationskathe-
ter-Gruppe signifikant kiirzer als in der der Kontrollgruppe (10 vs. 20 Minuten, P < 0,05).
Hingegen waren die medianen Zeiten bis zum kompletten Empfindungsverlust sowohl fiir
Schmerz- als auch fiir Berlihrungsempfindung in beiden Gruppen 20 Minuten und damit
nicht unterschiedlich.

Generell waren die postoperativen Schmerzscores in beiden Gruppen sehr niedrig. Die
erhobenen Variablen zur Qualitit der postoperativen Schmerztherapie unterschieden sich
nicht zwischen den beiden Gruppen: Die medianen postoperativen Schmerzscores in Ruhe
und wihrend passiver Mobilisation, die Anzahl der tliber eine Patienten-kontrollierte
Schmerzpumpe angeforderten und gegebenen Ropivacain-Boli, die Anzahl der zusitzlich

verabreichten systemischen Analgetika, die Bewertung der Schmerztherapie durch die
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Patienten und die Anzahl der Patienten, die die gleiche Schmerztherapie wieder wéhlen
wiirden, waren in beiden Gruppen gleich (Tab. 9).

Tabelle 9: Postoperative Schmerzscores und analgetische Therapie

Stimulationskatheter- | Kontrollgruppe

Gruppe (n =20) (n = 20)
Schmerzscore in Ruhe (NRS-AUC) 3 4
Schmerzscore wihrend Mobilisation
(NRS-AUC) 0 (0/1,6) 0,3 (0/1,3)
Anzahl Ropivacain Boli 1,2 (0.4/2,4) 1,5 (0,3/2,9)

(Patienten-kontrollierte Schmerzpumpe)

Anzahl sytemischer Analgetikagaben 1(172) 0 (0/4)
Gesamtdauer [Stunden] der Therapie

iiber den interskaleniren Katheter S0.(35/74) 53 (50777)
Beurteilung der Schmerztherapie durch

die Patienten (Schulnoten) 13d72) 1(1/1,25)
Anzahl der Patienten, die die Therapie 19 19

wieder wiahlen wiirden (n)
Variablen zur Beurteilung der postoperativen Schmerztherapie: Die Schmerzscores wurden anhand
einer numerischen Skala (NRS) 12-stiindlich bzw. die Fliche unter der Kurve (AUC) iiber 48
Stunden erhoben. Die Daten sind dargestellt als Median (25 / 75% Percentilen). Es ergaben sich
keine statistischen Unterschiede zwischen den Gruppen (Mann-Whitney-U-Test bzw. Fisher-Test).

Hingegen verbesserten sich die Funktion der Schulter 6 Wochen postoperativ nur in der
Stimulationskatheter-Gruppe. Beim objektiven Constant-Murley-Score war diese Verbesse-

rung signifikant (P < 0,01), beim subjektiven DASH-Score tendenziell (Tab. 10).

Tabelle 10: Funktionelle Verbesserungen nach 6 Wochen

Stimulationskatheter- Kontrollgruppe
Verbesserung der Schmerzscores Gruppe (n = 20) (n=18)
DASH-Score -29.4 (-39,4/-4,2) - 10,3 (-35,0/12,4)
CMS* 34,5 (8,5/51,5) 4,0 (- 15,8/19,5)

Der Disablility of Arm, Shoulder and Hand-Score (DASH-Score) beruht auf der subjektiven
Beurteilung der Schulterfunktion durch die Patienten, wiahrend der Constant-Murley-Score (CMS)
sich vor allem aus objektivierbaren Funktionsuntersuchungen errechnet. Beide Scores liefern Werte
zwischen 0 und 100, wobei zu beachten ist, dass eine Verbesserung der Schulterfunktion den DASH-
Score vermindert (negative Werte), den CMS aber erhoht (positive Werte). Die Daten sind als
Median (25 / 75% Percentilen) dargestellt. * P < 0,01 (Mann-Whitney-U-Test mit Bonferroni-

Korrektur).
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Ein Patient (Stimulationskatheter-Gruppe) hatte postoperativ Parésthesien im Kleinfinger,
die liber die nichsten 4 Monate verschwanden. Zwei Patienten (aus jeder Gruppe einer)
hatten erhebliche Schmerzen in der operierten Schulter iiber die Dauer von 4 Monaten. Eine
Patientin (Kontrollgruppe) hatte starke Schmerzen beim Entfernen des Katheters. Diese 4
Patienten wurden eingehend neurologisch und neurophysiologisch untersucht. Dennoch
konnte bei keinem dieser Patienten die Atiologie der Beschwerden geklirt werden. Bei
keinem dieser Patienten waren objektivierbare Zeichen einer Nervenschidigung nachweisbar
(Hyp- bzw. Anisthesie, Schwiiche, Anderung der Nervenleitungsgeschwindigkeit, Denervie-

rungspotentiale).
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4 Experimentelle Untersuchungen zur Toxizitit von Lokalandsthetika

Zunichst wurde untersucht, ob die Inaktivierung eines Nerven selber und nicht die Lokalan-
asthetika zu einem morphologischen Schaden des Nerven fiihren. Denn es wire vorstellbar,
dass die Inaktivierung von Nerven dhnlich wie die Inaktivitédtsatrophie der Muskulatur zu
morphologischen und funktionellen Alterationen fiihrt.

4a) Elektrische Inaktivierung peripherer Nerven in vivo

Nach Immobilisierung der Carotissinuswand war keine baroafferente Aktivitdit mehr
nachweisbar, weder bei normalen noch bei pharmakologisch erhdhten Blutdruckwerten
(Abb. 16). Hingegen kam es trotz der eingebrachten Silikon-Manschette auf der Kontrollsei-
te nicht zu einer Verdnderung des Summenaktionspotentials. Somit waren die Methoden zur
elektrischen Inaktivierung der Nerven effektiv.

Bei der erneuten neurophysiologischen Untersuchung nach 5 bis 28 Tagen zeigte keiner der
inaktivierten Nerven die fiir ihn typische pulssynchrone Aktivitit. Auch bei pharmakologi-
scher Anhebung des Blutdrucks kam es nicht zu den typischen Summenaktionspotentialen
(Abb. 17 links). Im Gegensatz dazu waren nach diesen Zeitrdumen die Kontrollnerven trotz
Silikon-Manschette noch unverdndert aktiv.

Nach Authebung der Immobilisation durch Entfernen der Silikon-Manschette wurde nach 5
Tagen wieder die typische pulssynchrone Aktivititit abgeleitet. Nach 7 Tagen war nur bei
einem von 3 Nerven eine schwache pulssynchrone Aktivitit nachzuweisen. Zu jedem
spateren Zeitpunkt liel sich keine Aktivitdt mehr nachweisen. Typische Beispiele sind in der
Abbildung 17 auf der rechten Seite dargestellt. Somit fiihrt eine Inaktivierung der Baroaffe-
renzen iiber mehr als eine Woche zum Funktionsverlust.

Ob die Inaktivierung dhnlich wie eine lang andauernde Leitungsblockade mit Lokalanésthe-
tika zu einer morphologischen Schidigung der Nerven fiihrt, wurde nun ultrastrukturell
(Elektronenmikroskopie) untersucht. Die Morphometrie der elektronenmikroskopischen
Nervenquerschnitte ergab keine Unterschiede hinsichtlich der Axonfldche der nicht myelini-

sierte und myelinisierten Fasern sowie der Myelinscheidendicke (Abb. 18).
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Abbildung 16
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Die obere Originalregistrierung zeigt den arteriellen Blutdruck (Part.) und das Summenaktionspoten-
tial (SAP) eines Carotissinusnerven nach pharmakologischer Anhebung des Blutdrucks (Norfe-
nefrin). Das Summenaktionspotential wurde auBerdem mittels der root-mean-square (RMS) Technik
analysiert. Das Summenaktionspotential wurde mit einer grofleren Spreizung unterhalb der Orginal-
registrierung noch einmal eingefiigt, um die typische pulssynchrone Aktivitit besser darzustellen.

Die untere Originalregistrierung zeigt, dass die Immobilisierung effektiv war und die typischen

: Summenaktionspotential vor und nach Inaktivierung

Nativer Carotissinusnerv

F2s-
2 min<

[ Norfenefrin 0,2 mg/kg i.v. |

Inaktivierter Carotissinusnerv

F2sH

[ Norfenefrin 0,2 mg/kg i.v. |

pulssynchronen Entladungen der Baroafferenzen nicht mehr auftraten.
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Abbildung 17: Summenaktionspotentiale nach Inaktivierung der Nerven

uber verschiedene Zeitraume
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Originalregistrierung der Summenaktionspotentiale (SAP), der abgeleiteten Signale (RMS = root
mean square-Technik) und des arteriellen Blutdrucks (Part.) unter Immobilisation der Carotissinus-
wand (links) und nach Entfernung der Silikon-Manschette (rechts). Verschieden lange Zeitraume der
Immobilisation sind von oben nach unten dargestellt.

Unter Immobilisation konnte zu keinem Zeitpunkt baroafferente Aktivitdt nachgewiesen werden.
Nach 5 Tagen Immobilisation kam es nach Entfernen der Silikon-Manschette wieder zu pulssyn-
chroner Aktivitit. Zu keinem spéteren Zeitpunkt konnte auch nach Entfernen der Silikon-Manschette

baroafferente Aktivitit der Nerven nachgewiesen werden.
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Abbildung 18: Morphometrie der Kontrollnerven sowie der inaktivierten
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Die Ergebnisse der Morphometrie der Kontroll- und inaktivierten Nerven sind als Box Plots der 10,
25, 50, 75 und 90% Perzentilen zu verschiedenen Zeitpunkten dargestellt. Die Axonflichen der
nicht-myelinisierten und myelinisierten Fasern sowie die Myelinscheidendicke unterschieden sich zu

keinem Zeitpunkt zwischen Kontroll- und inaktivierten Nerven.
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4b) In vitro Untersuchungen zur Frage der Induktion von Apoptose durch Lidocain

Lidocain induzierte nach 24 Stunden dosisabhéngig Zelltod an Jurkat-Zellen, nachgewiesen
mit der Trypan-Blau-Farbung (Abb. 19). Als eines der frithesten und sensitivsten, aber nicht
spezifischen Zeichen fiir Apoptose wurde der Verlust des mitochondrialen Membranpotenti-
als gemessen. Lidocain fiihrt dosisabhéngig zum Verlust des mitochondrialen Membranpo-
tentials (Abb. 20).

Die Aktivierung der Caspase-3 ist ein spezifisches Zeichen der Apoptose. Die Aktivierung
der Caspase-3 wurde anhand eines Substrat-Assays bestimmt. Dabei kam es nach niedrigen
Lidocainkonzentrationen (3 bzw. 6 mM) bei Wildtyp-Zellen zu einer ausgepragten Aktivie-
rung der Caspase-3 im Vergleich mit den unbehandelten Kontrollen. Hingegen konnte bei 10
mM Lidocain keine Caspase-3-Aktivierung nachgewiesen werden (Abb. 21). Somit kommt
es bei hohen Konzentrationen von Lidocain zum Zelltod durch Nekrose und nicht durch
Apoptose.

Dieses Ergebnis bestitigte sich auch im Western Blot, in dem ebenfalls nur bei 3 und 6 mM
eine Aktivierung der Caspase-3 nachgewiesen wurde (Abb. 22). AuBlerdem konnte nur bei
niedrigen Konzentrationen, nicht aber nach Exposition mit 10 mM Lidocain eine Abnahme
der Procaspase-3 nachgewiesen werden (Abb. 22). Das spricht dafiir, dass der Mechanismus
des Zelltods bei der hohen Konzentration (10mM) nicht Apoptose sondern Nekrose ist.

Die Analyse der zytoplasmatischen Zellfraktion im Western Blot zeigte eine Freisetzung von
Cytochrom C ins Zytoplasma insbesondere bei den niedrigen Konzentrationen (3 bzw. 6
mM) von Lidocain (Abb. 23).

Externalisierung von Phosphatidylserin, kenntlich gemacht durch den Farbstoff Annexin V,
ist ein frithes Zeichen der Apoptose. Frithapoptotische Zellen (Annexin V positiv / PI
negativ) wurden bei den niedrigen Lidocainkonzentrationen nach Behandlungszeiten von 2 -
24 Stunden nachgewiesen. Der hochste Anteil frithapoptotischer Zellen trat dabei nach 12
Stunden mit 6 mM Lidocain auf. Nach 10 mM Lidocain konnte zu keinem Zeitpunkt ein

erhohter Anteil frithapoptotischer Zellen nachgewiesen werden.
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Abbildung 19: Lidocain-induzierter Zelltod (Jurkat-Zellen)
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Lidocain induziert nach 24 Stunden konzentrationsabhingig Zelltod bei Wildtyp-Zellen, hingegen

sind Bcl-2 iiberexprimierende Zellen vor 3 und 6 mM, nicht aber vor 10 mM Lidocain geschiitzt

(Trypan-Blau Féarbung). Werte als Mittelwerte und Standardabweichung. *P < 0,05.

Abbildung 20: Lidocain-induzierter Verlust des mitochondrialen Memb-

ranpotentials (Jurkat-Zellen)
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Der Anteil der Zellen mit Verlust des mitochondrialen Membranpotentials durch Lidocain bei
Wildtyp-Zellen ist konzentrationsabhédngig, Bcl-2 {iberexprimierende Zellen sind hingegen bei
niedrigen, nicht aber bei der hohen Konzentration (10 mM) geschiitzt. Werte als Mittelwerte und
Standardabweichung. *P < 0,05.
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Abbildung 21: Caspase-3-Aktivierung durch Lidocain (Jurkat-Zellen)
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Caspase-3-Aktivierung durch 3 und 6 mM Lidocain war bei den Wildtyp-Zellen ca. zehnfach stérker
ausgepragt als bei den Bcl-2 iiberexprimierenden Zellen. Dagegen kam es unter 10 mM Lidocain in
beiden Zelllinien nicht zu einer Aktivierung. Werte als Mittelwerte und Standardabweichung. *P <
0,05 (Mann-Whitney-U-Test).

Lidocain-induzierte Apoptose wird durch Bcl-2 unterdriickt

Bcl-2-Uberexpression verbessert das Uberleben der Zellen nach Exposition mit Lidocain in
niedrigen Konzentrationen (3 und 6 mM) im Vergleich mit den Wildtyp-Zellen, nicht aber in
hohen Konzentrationen (Abb. 19). Das mitochondriale Membranpotential der Bcl-2-
tiberexprimierenden Zellen blieb bei 3 und 6 mM Lidocain erhalten, wihrend bei 10 mM
keine protektive Wirkung von Bcl-2 nachweisbar war (Abb. 20). Ebenso war die Caspase-3-
Aktivierung nach niedrigen Konzentrationen Lidocain (3 und 6 mM) im Substrat-Assay
(Abb. 21) und im Western Blot bei den Bcl-2 Zellen inhibiert (Abb. 22). Hingegen konnte
kein Schutz durch Bcl-2-Uberexpression nach Exposition mit 10 mM Lidocain mehr

nachgewiesen werden (Abb. 21 & 22).

58



Abbildung 22: Caspase-3-Aktivierung nach Lidocain (Western Blot)
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Aktivierte Caspase-3 konnte nach 12 Stunden Inkubation mit 3 bzw. 6 mM Lidocain an Wildtyp-
Zellen nachgewiesen werden, wihrend keine Aktivierung bei den Bcl-2 iiberexprimierenden und
Caspase-9-defizienten Zellen nachzuweisen war. Bei Caspase-8-defizienten und FADD-defizienten
Zellen wurde Caspase-3 dhnlich wie bei den Wildtyp-Zellen aktiviert. Somit induziert Lidocain

Apoptose iiber den mitochondrialen Signalweg und nicht {iber den Todesrezeptor-Signalweg.

Abbildung 23: Cytochrom C-Freisetzung durch Lidocain

Mitochondriale Fraktion Zytosolische Fraktion
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Immunoblot der mitochondrialen und zytosolischen Zellfraktion nach 12 Stunden Inkubation mit
Lidocain. Durch 3 und 6 mM Lidocain kommt es zur Freisetzung von Cytochrom C ins Zytosol. Der
Nachweis des mitochondrialen Proteins Tom20 (Translocase der dufleren mitochondrialen Membran

20) beweist die selektive Aufteilung der Zellfraktionen.
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Der Anteil frithapoptotischer Zellen (Annexin V positiv / PI negativ) und der Anteil aller
toten Zellen (PI negativ) nach 12 Stunden Behandlung mit niedrigen Lidocainkonzentratio-
nen war bei den Bcl-2-liberexprimierenden Zellen reduziert (Abb. 24). Bei der hohen
Konzentration (10 mM) wiederum kam es nicht zu einer Uberlebensverbesserung durch Bcl-
2-Uberexpression. Somit schiitzt Bcl-2-Uberexpression nur vor Lidocain-induzierter
Apoptose, nicht aber vor Nekrose.

Caspase-9-defiziente Zellen sind geschiitzt vor Lidocain-induzierter Apoptose

Ahnlich wie Bcl-2-iiberexprimierenden Zellen zeigten Caspase-9-defiziente Zellen kaum
eine Aktivierung von Caspase-3 nach Lidocain-Exposition im Vergleich mit Wildtyp-Zellen
(Abb. 22). Der Anteil frithapoptotischer Zellen und aller toten Zellen war nach 3 bzw. 6 mM
Lidocain signifikant geringer als bei den parentalen Zellen (Abb. 24). Das Ausmal} des
Schutzes war dhnlich ausgepriigt wie bei den Bcl-2-iiberexpremierenden Zellen. Ahnlich wie
die Bcl-2-iiberexpremierenden Zellen waren auch die Caspase-9-defizienten Zellen nicht vor
Lidocain-induzierter Nekrose (10 mM) geschiitzt.

Caspase-8-defiziente und FADD-defiziente Zellen sind nicht geschiitzt vor Lidocain-
induzierter Apoptose

Todesrezeptor-vermittelte Apoptose wird intrazelluldr iiber die FADD-Domine des Todes-
rezeptors eingeleitet und fiihrt dann zur Aktivierung der Caspase-8 (Abb. 1, Seite 11).
Defizienz dieser beiden Proteine, die fiir die Todesrezeptor-vermittelte Apoptose essentiell
sind, fiihrt zu einem kompletten Ausfall des Todesrezeptor-Signalwegs. Sowohl Caspase-8-
Defizienz als auch FADD-Defizienz schiitzte die Zellen nicht vor der toxischen Wirkung
von Lidocain (Abb. 25). Diese genetischen Verdnderungen verminderten auch nicht die

Caspase-3-Aktivierung, wie im Western-Blot gezeigt werden konnte (Abb. 22).

60



Abbildung 24: Einflul des mitochondrialen Signalweges auf Lidocain-

induzierte Apoptose
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Inhibition des mitochondrialen Signalweges durch Bcl-2-Uberexpression (Bcl-21) oder Caspase-9-
Defizienz (Casp-9") reduzierte erheblich die Toxizitit von Lidocain in niedrigen Konzentrationen (3
bzw. 6 mM) im Vergleich zu Wildtyp-Zellen (Wt). Sowohl der Anteil frithapoptotischer Zellen
(Annexin V-positiv und Pl-negativ) als auch der Anteil aller toten Zellen (Annexin V positiv) war
bei den genetisch verdnderten Zellen signifikant reduziert (*P < 0,05). Hingegen konnte Bcl-2-
Uberexpression und Caspase-9-Defizienz die Zellen nicht vor der hohen Konzentration Lidocain (10
mM) schiitzen. Demnach schiitzen genetische Verdnderungen des mitochondrialen Apoptoseweges
die Zellen vor der durch Lidocain induzierten Apoptose, nicht aber vor der durch Lidocain induzier-
ten Nekrose.

Die Werte sind als Mittelwerte und Standardabweichung dargestellt. P < 0,05 (Mann-Whitney-U-
Test)
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Abbildung 25: Einflul des Todesrezeptor-Signalweges auf Lidocain-

induzierte Apoptose
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Inhibition des Todesrezeptor-Signalweges durch Caspase-8-Defizienz (Casp-8) und FADD-
Defizienz (FADD") beeinflusst die Toxizitdt von Lidocain in keiner Konzentration, d.h. genetische
Alterationen des Todesrezeptor-Signalweges der Apoptose beeinflussen nicht die Toxizitdt von
Lidocain. Somit kann eine Beteiligung des Todesrezeptor-Signalweges an der Lidocain-induzierten

Apoptose ausgeschlossen werden. Mittelwert und Standardabweichung.

4c) Vergleich der Toxizitdt verschiedener Lokalandsthetika in vitro

An Wildtyp-Jurkat-Zellen wurde die Toxizitét von insgesamt 8 verschiedenen Lokalanésthe-
tika untersucht. Dabei zeigte sich fiir jedes Lokalandsthetikum eine typische sigmoidale
Dosis-Wirkungs-Beziehung mit z.T. deutlichen Unterschieden (Abb. 26). Der Vergleich der
aus den Kurven errechneten Konzentrationen, bei denen 50% der Zellen avital waren
(=LDsy), ergab signifikante Unterschiede zwischen fast allen Substanzen, so dass sich
folgende Reihung von hoch toxisch zu weniger toxisch ergab:

Tetracain > Bupivacain > Ropivacain > Prilocain > Lidocain = Procain > Ultracain =

Mepivacain
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Abbildung 26: Vergleich der Toxizitit verschiedener Lokalanisthetika
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Dosis-Wirkungs-Kurven 8 verschiedener Lokalanésthetika an Jurkat-Zellen, gemessen mittels
Annexin V/PI-Assay. Jede Markierung zeigt das Ergebnis eines einzelnen Versuchs mit einer
Konzentration eines bestimmten Lokalandsthetikums. Trotz der logarithmischen Darstellung der
Konzentrationen sind deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Lokalanésthetika

festzustellen.

Die berechneten LDsyp-Werte korrelierten mit der aus der Literatur bekannten Lipophilie der

7374 Dabei ergab sich ein signifikanter Korrelationskoeffi-

verschiedenen Lokalanisthetika
zient r = - 0,81 (P < 0,05; Spearman-Rangkorrelationstest): Je hoher der Fett/Wasser-
Verteilungskoeffizient eines Lokalanésthetikums ist, desto niedriger ist seine LDsy. Oder
anders ausgedriickt: Je lipophiler das Lokalanésthetikum ist, desto toxischer ist es.

Ebenso korrelierte die LDsy sehr gut mit der lokalandsthetischen Potenz der jeweiligen
Substanz”. Dabei ergab sich ein Korrelationskoeffizient r = - 0,88 (P < 0,01; Spearman

Rangkorrelationstest). Das heif3t, je wirksamer ein Lokalanasthetikum ist, desto toxischer ist

es auch im hier vorgestellten Modell.
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Lokalanésthetika werden nach der chemischen Struktur eingeteilt in Substanzen vom
Estertyp oder Aminoamidtyp. Zwei (Tetracain und Procain) der untersuchten Lokalanésthe-
tika sind Ester, wihrend die 6 anderen Aminoamide sind. Da Tetracain die hochste Toxizitét
hatte, Procain aber die drittniedrigste, haben diese strukturchemischen Eigenschaften keinen
EinfluB} auf die Zytotoxizitdt zu haben.

Ebenso unterschieden sich auch nicht die verschiedenen Stereoisomere von Bupivacain und
Ropivacain hinsichtlich ihrer Toxizitdt an den untersuchten Zellkulturen.

Die chemische Struktur der Lokalanésthetika scheint also deren Zytotoxizitit wenig zu
beeinflussen. Hingegen korreliert die Lipophilie der jeweiligen Substanz sehr gut mit deren

Zytotoxizitit.

4d) In vitro Untersuchungen zur Reduktion der Toxizitdt von Lidocain

Sauerstoffradikale induzieren Apoptose ebenfalls liber den mitochondrialen Signalweg.
Daher wurde der protektive Effekt von 2 Sauerstoffradikalfangern auf die Lidocain-induzierte
Apoptose untersucht.

Nach Exposition der Wildtyp-Jurkat-Zellen mit Wasserstoffperoxid (H>O,) als Positivkon-
trolle wurde apoptotischer Zelltod beobachtet (Annexin V/PI-Assay). Nach Zugabe sowohl
eines lipophilen (Tempol) als auch eines hydrophilen (N-Acetylcystein) Radikalfédngers
konnte die Apoptose-induzierende Wirkung von H,O, unterdriickt werden.

Indes konnten beide Radikalfanger die durch Lidocain-induzierte Toxizitdt nicht unterdrii-
cken. Weder in den niedrigen Apoptose-induzierenden Konzentrationen (3 und 6 mM) von
Lidocain, noch in den hohen Nekrose-induzierenden Konzentrationen (10 mM) zeigte sich
ein protektiver Effekt durch Radikalfinger. Somit ist Lidocain-induzierte Apoptose zwar

iber den mitochondrialen Signalweg, nicht aber iiber eine Radikalfreisetzung vermittelt.
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4e) Toxizitdt von Lidocain an Nervenzellen in vitro

An Neuroblastom-Zellen flihrte Lidocain in gleichen Konzentrationen und im &hnlichen
AusmalBl zu Apoptose bzw. Nekrose, wie zuvor an Jurkat-Zellen. Lidocain verursachte
konzentrationsabhingig einen Verlust des mitochondrialen Membranpotentials als frithen
Marker der Apoptose (Abb. 27). Da der Verlust des mitochondrialen Membranpotentials
zwar ein frither und sensitiver, jedoch kein spezifischer Marker der Apoptose ist, wurde
ebenfalls an Neuroblastom-Zellen die Aktivierung der Caspase-3 als spezifischer und spéter
Marker der Apoptose untersucht. Erneut bestitigten sich die an den Jurkat-Zellen erhobenen
Befunde, denn Caspase-3 wurde nur bei niedrigen Lidocainkonzentrationen (3 und 6 mM),

nicht aber bei der hohen Konzentration aktiviert (Abb. 28).

Abbildung 27: Lidocain-induzierter Verlust des mitochondrialen Memb-

ranpotentials bei Neuroblastom-Zellen
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In Abhéingigkeit der Konzentration fiihrt Lidocain nach 24 Stunden zu einem Verlust des mito-
chondrialen Membranpotentials auch an neuronalen Zellen.
Alle Werte als Mittelwert und Standardabweichung. *P < 0,05 (Vergleich versus Kontrolle, ANOVA

mit posthoc Benferroni-Test).
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Abbildung 28: Caspase-3-Aktivierung an Neuroblastom-Zellen durch

Lidocain
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An Neuroblastom-Zellen induzierte Lidocain in niedrigen Konzentrationen (3 und 6 mM) eine
signifikante Aktivierung der Caspase-3, wihrend nach 10 mM Lidocain keine Aktivierung auftrat.
Somit induziert Lidocain im selben Konzentrationsbereich wie an Jurkat-Zellen Apoptose und
Nekrose.

Werte als Mittelwert und Standardabweichtung. *P < 0,05 (Vergleich mit Kontrollen, ANOVA mit

posthoc Bonferroni-Test).

Immunfluoreszenz zum Nachweis von Bax-Aktivierung

Nach 8 Stunden Inkubation mit Lidocain bzw. Staurosporin (Positivkontrolle) war morpho-
logisch eine Schédigung der neuronalen Zellen in der Phasenkontrast-Mikroskopie zu sehen
(Abb. 29 A). Die Fortsétze der Zellen waren grofitenteils verschwunden und die Zellgrof3e
vermindert. Die Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit Antikorpern gegen das mitochondriale
Protein Tom20 markiert Mitochondrien (Abb. 29 B). In der Immunfluoreszenz-Mikroskopie
mit Antikdrpern gegen aktiviertes Bax-Protein wurden die Kontrollen nicht angefarbt. Nach
Lidocain-Expostion bzw. stirker noch nach Staurosporin-Exposition wurde aktiviertes Bax-
Protein im Bereich der Mitochondrien nachgewiesen (Abb. 29 B & C). Somit konnte der

Einbau aktivierter Bax-Kanéle ins Mitochondrium nachgewiesen werden und die Bedeutung
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des mitochondrialen Signalwegs fiir die Lidocain-induzierte Apoptose auch an Neuronen

gezeigt werden.

Abbildung 29: Bax-Aktivierung an neuronalen Zellen
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Neuroblastom-Zellen nach 8-stiindiger Exposition mit Negativ- und Positivkontrolle (Staurosporin
0,5 pM) bzw. Lidocain in verschiedenen Farbungen in der Immunfluoreszenz-Mikroskopie.

Die obere Reihe (A) zeigt die Zellen nach § Stunden ungeférbt in der Phasenkontrast-Mikroskopie.
Es sind hier bereits morphologische Verdnderungen nach Staurosporin bzw. Lidocain-Exposition zu
erkennnen: Die Zellen haben keine Fortsdtze mehr, zeigten eine verminderte ZellgroB3e, und verloren
weitgehend ihre Adhérenz.

Die mittlere Reihe (B) zeigt die Immunflureszenz-Mikroskopie mit Antikorpern gegen das mito-
chondriale Protein Tom20, um Mitochondrien zu identifizieren.

Die unteren Reihe (C) zeigt die Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit Antikorpern gegen aktiviertes
Bax-Protein. Ahnlich wie nach Staurosporin-Exposition fiihrt Lidocain-Exposition zum Nachweis
aktivierter Bax-Proteine genau dort wo auch mitochondriales Protein nachweisbar ist. Daher ist von

einer Inkorporation von Bax-Kanélen ins Mitochondrium nach Lidocain-Exposition auszugehen.
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IV. Diskussion
Anhand der vorgestellten Untersuchungen lassen sich die eingangs gestellten Fragen (Seite
5) also folgendermafen beantworten:

o Ist ein Anstieg der Hauttemperatur ein guter Prddiktor fiir eine suffiziente periphere
Nervenblockade? Die Erwarmung der Haut an der blockierten Extremitit ist ein guter, aber
spater Indikator einer suffizienten peripheren Nervenblockade. Diese Aussage gilt aller-
dings nur fiir das Innervationsgebiet an den Akren.

o Lisst sich der Wirkungseintritt von peripheren Nervenblockaden beschleunigen und die
Versagerquote nach ,,Single-shot* bzw. kontinuierlichen Nervenblockaden reduzieren?
Hochfrequente elektrische Stimulation im Versorgungsgebiet des N. ulnaris beschleunigt
den Wirkungseintritt einer Leitungsblockade des Nerven und steigert die Anzahl der voll-
staindigen Blockaden. Hingegen hat eine transkutane elektrische Nervenstimulation (TENS)
keinen Einfluss auf den Wirkungseintritt und die Erfolgsrate einer Blockade des axilldren
Plexus brachialis.

Die Nutzung stimulierbarer Katheter verkiirzt den Wirkungseintritt der Plexus brachialis-
Blockade und verbessert das funktionelle Operationsergebnis, wihrend die postoperative
Schmerztherapie unbeeinflusst bleibt.

o Ist bei Sduglingen nach Spinalandsthesien eine Sympathikolyse und Sedierung dhnlich wie
bei Erwachsenen zu beobachten? Eine Spinalanisthesie bei Sduglingen fiihrt zu einer
messbaren Sympathikolyse mit deutlicher Erwdrmung der Beine und zu einem erheblichen
Abfall des arteriellen Mitteldrucks, auch wenn keine bedrohlichen Blutdruckabfille beo-
bachtet wurden. Dariiber hinaus geht eine Spinalandsthesie bei Sduglingen mit einer Sedie-
rung einher.

e Was sind die Mechanismen der Lokalandisthetika-induzierten Zyto- bzw. Neurotoxizitdt?

Nach funktioneller Inaktivierung eines afferenten Nerven kommt es nicht zur Degeneration
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des Nerven, wie sie nach langdauernden Leitungsblockaden durch Lokalanisthetika auftre-
ten kann. Lokalanisthetika schidigen also iiber einen anderen Mechanismus als eine ,,Inak-
tivitdtsatrophie Funktion und Morphologie von Nerven.

Die Gewebetoxizitit von Lidocain beruht bei niedrigen Konzentrationen auf Apoptose, wie
an Jurkat- und Neuroblastom-Zellen gezeigt werden konnte. Erst bei hoheren Lokalanésthe-
tika-Konzentrationen tritt Nekrose auf. Die Lidocain-induzierte Apoptose wird iiber den
mitochondrialen Signalweg vermittelt und nicht iiber den Todesrezeptor-Signalweg. Dem-
entsprechend sind Zellen mit Alterationen des mitochondrialen Signalweges vor Apoptose,
nicht aber vor Nekrose durch Lidocain geschiitzt. Dariiber hinaus induzieren alle géngigen
Lokalanisthetika Apoptose. Dabei ist die Toxizitdt abhdngig von der Lipophilie der jewei-
ligen Substanz und nicht von der Substanzklasse (Aminoamid- vs. Estertyp). Verschiedene
Stereoisomere eines Lokalanédsthetikums sind dabei gleich toxisch, d.h. die Toxizitdt wird
nicht iiber einen stereospezifischen Rezeptor vermittelt. Weiterhin lieB sich die Toxizitét
nicht mit Antioxidantien hemmen, womit eine Radikal-vermittelte Apoptose weitgehend
ausgeschlossen werden kann.

Auch an neuronalen Zellen induzieren Lokalandsthetika konzentrationsabhingig Apoptose
bzw. Nekrose. Hierbei werden aktivierte Bax-Kanile in die du3ere Mitochondrienmembran
inkorporiert. Somit induziert Lidocain nicht nur an Jurikat-, sondern auch an neuronalen

Zellen Apoptose iiber den mitochondrialen Signalweg.

Die Ergebnisse werden im Folgenden unter Beriiclsichtigung der aktuellen Literatur disku-
tiert.
1 Klinische Untersuchungen zur Sympathikolyse bei verschiedenen Regionalandisthesien

la) Anstieg der Hauttemperatur als Indikator fiir eine beginnende periphere Nervenblockade

Zunichst wurde an Patienten die Bedeutung der Hauttemperatur als Pradiktor einer suffizien-

ten Leitungsblockade untersucht®’. Der Anstieg der Hauttemperatur ldsst eine erfolgreiche
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Leitungsblockade des N. ischiadicus mit hoher Sensitivitit und Spezifitdt erkennen. Aller-
dings stieg bei Blockade des N. ischiadicus die Hauttemperatur erst relativ spit an. Bei
Blockaden des N. femoralis war der Anstieg der Hauttemperatur sehr gering bzw. in proxima-
len Hautarealen nicht nachweisbar. Dementsprechend ist der Anstieg der Hauttemperatur bei
Blockade des N. femoralis kein Indikator fiir eine suffiziente Blockade des Nerven. Im
Vergleich zu Periduralanisthesien stieg die Hauttemperatur nach Nervenblockaden aber erst
verzogert an. Diese langsamere Erwdrmung der Haut nach der Blockade des N. ischiadicus
ist nicht auf eine geringere Sympathikolyse zuriickzufiihren, da die mittlere Hauttemperatur
bei beiden Regionalanisthesie-Verfahren von 28°C auf 34°C anstieg.

Die unterschiedlichen Lokalanésthetika und Dosierungen zur Nervenblockade bzw. Peri-
duralanésthesie waren notwendig, da die Applikation der gleichen Dosis Lokalanésthetikum
zu einer gefahrlichen Ausdehnung der Periduralanésthesie und/oder zu einer unzureichenden
peripheren Nervenblockaden gefiihrt hétte. Daher wurde zur kombinierten Nervenblockade
eine gingige und toxikologisch sinnvolle Kombination von Lokalanisthetika appliziert®. Die
hohere Dosis Ropivacain und zusdtzliche Verwendung von Prilocain bei peripheren Blocka-
den schrinkt die Vergleichbarkeit der Gruppen ein. Allerdings sind die Anschlagzeiten von

Ropivacain und Prilocain bei peripheren Nervenblockaden vergleichbar®®*

. Trotz geringerer
Dosis traten Leitungsblockade und Temperaturanstieg nach Periduralandsthesien schneller
ein®. Somit scheint die Lokalanisthetikadosis den Wirkungseintritt weniger zu beeinflussen
als unterschiedliche Regionalanisthesie-Techniken.

Ein iiberraschendes Ergebnis war der rasche Ausfall vor allem der Motorik nach Blockade
des N. femoralis. Lokalanésthetika blockieren préferentiell Nervenfasern mit geringem
Axondurchmesser’>*®, d.h. die motorische Blockade tritt hiufig zuletzt auf, wie bei der
Periduralanésthesie und der Blockade des N. ischiadicus. Die rasche Blockierung aller

Qualititen des N. femoralis beruht wahrscheinlich auf der anatomischen Struktur des Nerven:

Er teilt sich an der Blockierungsstelle bereits in mehrere kleine Aste auf, wodurch die
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Oberfliache vergroBert, die Diffussionsstrecke verkiirzt und so der Wirkungseintritt der
Lokalanisthetika fiir alle Qualitdten beschleunigt wird.

Der Anstieg der Hauttemperatur ist also ein sensitiver und spezifischer, aber spiter Indikator
fiir eine erfolgreiche Blockade des N. ischiadicus, nicht aber des N. femoralis. Dieses
Phidnomen konnte darauf beruhen, dass nur der N. ischiadicus die Haut der Akren innerviert.
Denn nur in den Akren existieren arterio-vendse Anastomosen, die nach Sympathikolyse
dilatieren und zu einer Erwirmung der Haut fithren®’. Somit erwérmen alle Regionalanisthe-
sien die Extremitét nach dem gleichen Verteilungsmuster, solange die Akren denerviert sind.
Diese Hypothese wurde in der ndchsten Studie mittels Thermographie nach drei verschiede-

nen Regionalanésthesie-Techniken an der unteren Extremitét untersucht.

1b) Ausdehnung der Sympathikolyse bei verschiedenen Regionalandsthesien

Das Muster der Hauterwdrmung wurde mittels Thermographie nach Spinal-, Peridural-
anisthesien und Nervenblockaden untersucht™. Aufgrund von Unterschieden in der Ausdeh-
nung der Sympathikolyse und der Anatomie der blockierten Strukturen war ein variables
Ausmall und Muster der Sympathikolyse zu vermuten. Beispielsweise sollten aufgrund der
somatotopischen Organisation peripherer Nerven zunéchst die oberflachlichen sympathischen
Fasern blockiert werden, die die Haut der proximalen Extremitdt innervieren. Bei allen
Blockaden erwédrmte sich jedoch zuerst und am ausgeprigtesten die distalen Extremitét. Das
Muster der Hauterwérmung nach Regionalandsthesien beruht dennoch auf der Verteilung der
subkutanen GefdBe und arterio-vendsen Anastomosen in den Akren®’ und reflektiert nicht die
Innervationsgebiete der blockierten Nerven. Lediglich die Geschwindigkeit des Temperatur-
anstiegs ist abhingig vom Regionalanésthesie-Verfahren. Sie nimmt von der Spinalanésthesie
tiber die Periduralanésthesie zur kombinierten peripheren Nervenblockade hin ab.

Diese Ergebnisse stellen die Lehrmeinung in Frage, dass eine Blockade des Sympathikus

iiberall und immer anhand der Erwidrmung der Haut zu identifizieren ist'®. Denn an den
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proximalen Extremititen konnte trotz Sympathikolyse kein Anstieg der Hauttemperatur
nachgewiesen werden. Weiterhin korrelierte die Ausdehnung der Sympathikolyse nicht mit
der Ausdehnung oder dem Ausmal} der Hauterwdrmung. Unabhingig von dem Regionalanis-
thesie-Verfahren sollte an der unteren Extremitdt die Temperatur deshalb an der GroB3zehe
gemessen werden, um den Beginn der Blockade zu iiberwachen. Die dort beobachteten
Verianderungen traten am schnellsten und deutlichsten auf.

Mit Hilfe der Thermographie konnte auch die Frage beantwortet werden, warum es zu einem
initialen Abfall der Hauttemperatur nach Regionalandsthesie kommt. Dieses Phdmomen
wurde bereits von einer Reihe von Autoren nach Spinalandsthesien, peripheren Nervenblo-

ckaden und Sympathektomien beobachtet' %

. Nach bisheriger Lehrmeinung wurde diese
Beobachtung mit einer Sympathikuserregung durch den Schmerzreiz bei Anlage der Blocka-
de erklirt®. Im Gegensatz dazu wird in den eigenen Untersuchungen diese Abkiihlung durch
kaltes Blut in den oberfldchlichen Hautvenen verursacht. In dieser Phase steigt der Blutfluss
in den kalten Akren an’', das Blut wird dort gekiihlt und fliesst iiber oberflichliche Venen ab,
was wiederum zu einer Abkiihlung des FuBlriickens fiihrt. Die bisherige Lehrmeinung bedarf
auch insofern einer Korrektur, als wir dieses Phdnomen am héufigsten nach Spinalandsthe-
sien beobachteten und keiner der Patienten iiber Schmerzen wéahrend der intrathekalen
Injektion klagte.

Die Regionalandsthesie-Verfahren wurden nicht randomisiert, sondern in Abhéngigkeit vom
geplantem Eingriff gewihlt. Die verschiedenen Gruppen unterschieden sich jedoch nicht
hinsichtlich ihrer demographischen Daten, und die Erwdrmung der Beine war bei allen
gleich. Falls diese Ergebnisse auf Patienten mit peripherer Verschlusskrankheit tibertragbar
sind, ist eine Sympathikolyse durch eine periphere Nervenblockade genauso effektiv wie

durch eine Periduralanésthesie. AuBerdem konnte bei diesen hédufig antikoagulierten Patien-

ten das Risiko von periduralen Himatomen umgangen werden.
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Somit hiangt das Muster des Hauttemperaturanstiegs nach Regionalanisthesien nicht von dem
gewdhlten Verfahren ab, sondern ist uniform distal betont bzw. auf den Ful} beschrinkt. Das
Regionalanisthesie-Verfahren beeinflusst lediglich die Geschwindigkeit des Temperaturan-
stiegs, der am schnellsten nach Spinalandsthesie und am langsamsten nach peripheren

Nervenblockaden eintritt.

1¢c) Sympathikolyse durch Spinalandsthesie bei Siuglingen

Das Risiko einer Allgemeinanésthesie ist bei Kindern unter einem Jahr etwa 10-fach erhoht
293 'S0 kommt es nach Allgemeinanisthesien bei Frithgeborenen und ehemaligen Friihgebo-
renen gehiuft zu lebensbedrohlichen Apnoen'’. Hingegen wurden nach alleiniger Spinalanis-
thesie bei diesen Patienten keine Apnoen beobachtet’?'. Daher fiihrten wir die technisch
schwierigen Spinalandsthesien bei Saduglingen (Mittleres Gewicht: 4 kg) durch, obwohl
Regionalanisthesien bei Kindern unter einem Jahr an weniger als einem Prozent der deut-
schen Kliniken durchgefiihrt werden®.

Nach bisheriger Lehrmeinung sind himodynamische Reaktionen nach Spinalanisthesien bei

Sduglingen nicht zu erwarten’*”

, was mit der Unreife des sympathischen Nervensystems
erklirt wurde®®. Deshalb untersuchten wir in dieser Altersgruppe die Auswirkungen einer
Sympathikolyse auf Hauttemperatur und Kreislauf.

Bei Sduglingen stieg nach Spinalanisthesien wie bei Erwachsenen'*'"*® die Hauttemperatur
der FiiBe binnen 10 Minuten deutlich an’®. Die Hauttemperatur der Fiie diente als Indikator
fiir eine Sympathikolyse der Beine, wihrend die Hauttemperatur am Thorax als Referenz
diente, da diese durch neuroaxiale Blockaden unbeeinflusst bleibt'>. Eine Sedierung der
Siuglinge nach Spinalanisthesie tritt nach 10 bis 20 Minuten auf ***’. Zu diesem Zeitpunkt
war aber die Hauttemperatur der FiiBe schon um fast 2°C angestiegen. Damit tritt der
sedierende Effekt der Spinalanisthesie zeitlich nach dem Anstieg der Hauttemperatur auf.

Der Anstieg der Hauttemperatur kann somit nicht zentral bedingt sein.
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Der Temperaturanstieg der Beine beruht also auf einer Sympathikolyse durch die Spinalanis-
thesie, womit die These wiederlegt ist, die hdmodynamische Stabilitdt von Sduglingen nach
Spinalanisthesien beruhe auf einer Unreife des sympathischen Nervensystems™.

Bei allen Séuglingen fiel der arterielle Blutdruck nach Spinalanésthesie ab. Wéhrend iltere
Untersuchungen keinen derartigen Anderungen der Himodynamik fanden®®*""%%° bestitig-
ten neuere Studien die vorliegenden Ergebnisse™'®. Diese Unterschiede konnten auf
verbesserte Methoden der nicht-invasiven Blutdruckmessung zuriickzufiihren sein. Aber auch
andere methodische Griinde konnten fiir die unterschiedlichen Ergebnisse verantwortlich
sein. Moglicherweise wurde die relative Blutdruckstabilitdt durch eine schmerzhafte Austes-
tung der sensiblen Ausdehnung vorgetiuscht’*** Aus diesem Grunde wurde in unseren
Untersuchungen bewusst auf eine Austestung der Hohe der Spinalandsthesie verzichtet.

Der relative Abfall des Blutdrucks war tendenziell ausgeprigter als der bei Erwachsenen
beobachtete®. Trotzdem lag der Blutdruck auch nach Anlage der Spinalanisthesie im
Normalbereich fiir diese Altersgruppe, dagegen war er vor Anlage im hoch-normalen
Bereich. Somit bleibt die klinische Bedeutung des Blutdruckabfalls unklar.

Somit konnte eine deutliche Sympathikolyse nach Spinalandsthesien bei Sduglingen nachge-
wiesen werden. Dabei waren Ausmall und Geschwindigkeit der Hauttemperaturdnderungen

bzw. des Blutdruckabfalls mit denen Erwachsener Vergleichbar24’88.

2 Sedierung durch Spinalandisthesie bei Siiuglingen

Eine Spinalandsthesie wirkte per se sedierend auf Sduglingen, denn ohne weitere Sedativa
schliefen die Kinder ein. Verifiziert wurde diese Beobachtung anhand abgeleiteter Groflen
des Elektroencephalogramms®’. So nahm der bispektralen Index (BIS) nach 15 Minuten und
die spektrale Eckfrequenz bereits 5 Minuten nach Anlage der Spinalandsthesie signifikant ab.

Prinzipiell sind zwei Mechanismen des sedierenden Effektes der Spinalanésthesie denkbar:
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Zu einem konnten systemische Lokalandsthetika-Spiegel zu einer Sedierung fiihren. Dies
kann aber ausgeschlossen werden, da nach Spinalanésthesien sehr geringe, systemisch nicht
wirksame Lokalanisthetikakonzentrationen beobachtet werden'”".

Zum anderen blockiert die Spinalanisthesie einen grofen Teil der Afferenzen zum Zentral-
nervensystem. Dadurch wird das aufsteigenden retikulire Aktivierungssystem'*® im Hirn-
stamm weniger erregt und der Wachheitsgrad herabgesetzt'”. Somit ist die Sedierung nach
Spinalanidsthesie durch eine Deafferenzierung und nicht durch systemische Wirkungen der
Lokalanésthetika vermittelt. Wir konnten zeigen, das dieser Effekt bei Kindern vor der 60.
postkonzeptionellen Woche besonders ausgeprégt ist, da der BIS in Einzelfillen bis auf 32
sank, was bei einer Allgemeinanisthesie einer sehr tiefen Sedierung entspricht’'. Trotz dieser
tiefen Sedierung kam es bei keinem der insgesamt 35 untersuchten Sduglingen postoperativ
zu einer Apnoe. Das ist sicherlich auf den konsequenten Verzicht der Gabe zusitzlicher
Sedativa zuriickzufithren, denn andere Untersucher, die zusdtzlich zur Spinalandsthesie
Sedativa verabreichten, beobachteten lebensbedrohliche Apnoen postoperativ’',

Aufgrund des deutlichen Sedierungseffektes einer Spinalanésthesie sollte bei Sduglingen auf

die zusitzliche Gabe sedierender Pharmaka verzichtet werden.

3 Untersuchungen zur Verbesserung der Regionalandisthesie durch elektrische Stimulation

3a) Beeinflussung der Anschlagzeit und Ausdehnung von Nervenblockaden durch elektrische
Reizung der Haut und transkutane elektrische Nervenstimulation (TENS)

Nicht schmerzhafte, elektrische Stimulation mit hohen Frequenzen im Versorgungsgebiet des

N. ulnaris beschleunigt den Beginn und die Ausdehnung einer Leitungsblockade des Ner-

ven'®,

Zwar werden Ulnarisblockaden am Handgelenk im klinischen Alltag selten durchgefiihrt,

aber diese Leitungsblockade eignet sich besonders, den Einfluss einer hochfrequenten

elektrischen Stimulation auf den Wirkungseintritt zu untersuchen, da mit einer relativ
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groBflichigen Elektrode nahezu das gesamte Versorgungsgebiet des Nerven stimuliert
werden kann.

Der beschleunigte Wirkungseintritt ist wahrscheinlich auf den aus neurophysiologischen
Experimenten bekannten, frequenzabhingigen (oder phasischen) Block der Lokalanésthetika
zuriickzufiihren®>. Denn zum einem wurde die Wirkung der Lokalanisthetika im gleichen
Frequenzbereich wie am isolierten Nerven verstarkt, zum anderen trat dieser Effekt selektiv
an den stimulierten sensiblen Fasern auf, nicht aber an den nicht stimulierten Sympathikusfa-
sern, erkennbar an der nicht beschleunigten Sympathikolyse.

Allerdings ist am isolierten Nerven die frequenzabhingige Wirkung der Lokalanésthetika
innerhalb von Sekunden reversibel’’. In der vorliegenden Studie war eine derartige Beobach-
tung nicht moglich, da kontinuierlich bis zum Ende der Untersuchung stimuliert wurde, um
jede Anderung der Aktionspotentialfrequenz zu vermeiden. Daher konnte nicht getestet
werden, ob die beobachteten Effekte zumindest teilweise reversibel waren. Dagegen hielt die
Ausdehnung der Blockade iiber das Ende der Stimulation hinaus an. Beim Vergleich der
vorgestellten Ergebnisse mit den Experimenten am isolierten Nerven muss aber auch beachtet
werden, dass am isolierten Nerven konstante Konzentrationen unterhalb der minimalen
Blockierungskonzentration eingesetzt werden, wéihrend die klinisch eingesetzten Konzentra-
tion hoher liegen. Daher ist es fraglich, ob die am isolierten Nerven beobachtete Reversiblitét
einer frequenzabhingigen Blockade unter den Bedingungen einer Leitungsblockade am
Menschen tiberhaupt nachzuweisen ist.

In der Untersuchung an Patienten wurde anschlieend versucht, das Prinzip der frequenzab-
héngigen Leitungsblockade zu nutzen, um den Wirkungseintritt der klinisch hiufig verwen-
deten Blockade des axilldren Plexus brachialis zu beschleunigen'®.

Im Gegensatz zur Leitungsblockade des N. ulnaris kann das Versorgungsgebiet des Plexus
brachialis wegen geféhrlich hoher Stromstidrken nicht mit einer grofBfldchigen Elektrode

stimuliert werden. Die transkutane elektrische Nervenstimulation (TENS) ist eine klinisch

76



hiufig genutzte und sichere Methode zur hochfrequenten Stimulation peripherer Nerven'®.

Durch die Applikation der Elektroden direkt iiber dem oberflachlichen Verlauf wurde der
jeweilige Nerv stimuliert. Dabei werden nur die oberflachlichen Fasern des Nerven stimu-
liert'”®. Somit wurde also nur ein Anteil eines Nerven des von insgesamt 4 Nerven gebildeten
axillaren Plexus brachialis stimuliert. Im Gegensatz dazu wurde bei der Untersuchung am N.
ulnaris ein groBer Teil des Versorgungsgebiets des Nervens gereizt. Durch diese vergleich-
weise weniger effektive Stimulation bei den Blockaden des Plexus axillaris war ein Effekt
der hochfrequenten Stimulation vermutlich nicht mehr nachweisbar.

Inzwischen konnte auch bei neuroaxialen Blockaden nachgewiesen werden, dass TENS auch
dort keinen EinfluB auf die Blockade oder Analgesie hat'"’.

Somit ist zwar eine hochfrequente elektrische Stimulation prinzipiell geeignet, den Wir-

kungseintritt einer Leitungsblockade zu beschleunigen, aber dieses Prinzip kann nicht bei

klinisch hiufig durchgefiihrten Blockaden ganzer Extremititen angewendet werden.

3b) Verbesserung des funktionellen Ergebnisses von Schulteroperationen durch stimulier-
bare Katheter zur postoperativen Analgesie

Die Verwendung stimulierbarer Katheter verkiirzte den Wirkungseintritt der motorischen
Blockade und verbesserte langfristig die Funktion der Schulter. Dagegen konnte die postope-
rative Analgesie nicht weiter verbessert werden.

In der vorliegenden Studie wurde erstmals der Einsatz stimulierbarer Katheter an der oberen
Extremitit untersucht. Die Verwendung stimulierbarer Katheter an der unteren Extremitit in
3 randomisierten, doppelblinden klinischen Studien fiihrte zu unterschiedlichen Ergebnissen.
An Patienten, die sich einem komplexen Knieeingriff unterzogen, veridnderte die Verwen-
dung stimulierbarer Katheter zur kontinuierlichen postoperativen Blockade des N. femoralis
weder Wirkungseintritt noch postoperative Schmerzen und Schmerzmittelbedarf'®. Der
fehlende Nachweis einer Verkiirzung des Wirkungseintritts bei diesen Blockaden ist vermut-

lich auf den ohnehin schnellen Wirkungseintritt bei Blockaden des N. femoralis zuriickzufiih-
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ren®'. In einer anderen Untersuchung verkiirzte dagegen die Verwendung stimulierbarer
Katheter zur Blockade des N. ischiadicus hingegen den Wirkungseintritt und reduzierte den
postoperativem Lokalanisthetikabedarf, verbesserte aber nicht die Analgesiequalitit'®.
Lediglich in einer Studie konnten postoperative Schmerzen durch den Einsatz stimulierbarer

110

Katheter bei Blockade des N. ischiadicus reduziert werden . Dabei erhielten die Patienten

nach FuBoperationen im Vergleich zu den von uns (8 ml/h 0,2% Ropivacain) und ande-

108,1
ren 08,109

applizierten Dosen nur geringe Lokalanésthetikamengen (3 ml/h Levobupivacain
0,125%)'"’. Deswegen konnte moglicherweise nur in dieser Studie mit einer geringen
Lokalanésthetika-Dosis ein Effekt auf die postoperative Schmerzintensitdt nachgewiesen
werden. Die in der eigenen Studie applizierten Dosen sind nach Eingriffen an der Schulter

vorteilhaft'!H!1?

, was sich in sehr niedrigen Schmerzscores widerspiegelte.
Als wichtigstes Ergebnis der Untersuchung verbesserte der Einsatz stimulierbare Katheter die
Schulterfunktion 6 Wochen postoperativ erheblich. Der objektive Constant-Murley-Score

63,64,113 .
PP Denn die

wurde nicht nur signifikant, sondern auch klinisch relevant verbessert
Verbesserung eines funktionellen Schulterscores um 30 Punkte bedeutet nicht nur einen
erheblich verbesserten Bewegungsumfang, sondern korreliert auch sehr gut mit der Arbeits-
fahigkeit der Patienten''*'"”.

Die Verbesserung der Schulterfunktion iiberrascht, da die postoperativen Schmerzscores
gleich waren. Jedoch wurden die Schmerzscores nur in Ruhe und unter 10° Abduktion
erhoben. Moglicherweise hatten die Patienten mit Stimulationskatheter aber bei der postope-
rativen Physiotherapie weniger Schmerzen, wodurch eine bessere Mobilisation und Funktion
der Schulter erreicht wurde.

Der Vorteil von Regionalandsthesie-Verfahren fiir den postoperativen Heilungsprozess
konnte in einer Reihe von Arbeiten nachgewiesen werden®*!'®!"”_ Diese Studien verglichen

die Wirkung einer Regionalanésthesie mit den Effekten einer systemischen Analgetikagabe.

Vergleiche verschiedener Regionalanésthesie-Verfahren im Hinblick auf das Operationser-

78



gebnis fanden keine Unterschiede™*''®'"”. In der vorliegenden Studie konnte jedoch erstmals
durch eine Modifikation der Regionalanisthesie-Technik das funktionelle Operationsergebnis
verbessert werden.

Auf den ersten Blick erschreckend ist die hohe Rate (10%) von Patienten mit lang anhalten-
den Beschwerden nach der Operation unter Regionalanésthesie. Auch andere Autoren gaben
nach Schulteroperationen mit interskalenirer Blockade &hnlich hohe Komplikationsraten
an' """’ Die moglichen Ursachen einer solchen Schidigung sind mannigfaltig (intraoperative

120

Lagerung, Zug am Arm, Operationstechnik) ©°. AuBBerdem sind auch idiopathische Neuritiden

des Plexus brachialis nach Schulteroperation mit und ohne interskalenéren Katheter beschrie-
ben worden'?'"'%*

Die Verwendung stimulierbarer Katheter, die eine Positionierung des Katheters in unmittel-
barer Ndhe des Nerven ermdglichen, fithrte zur keiner weiteren Steigerung der ohnehin sehr

guten Analgesiequalitét, dagegen aber zu einer deutlich verbesserten postoperativen Schulter-

funktion.

4 Experimentelle Untersuchungen zur Toxizitit von Lokalandsthetika

4a)  Elektrische Inaktivierung peripherer Nerven in vivo

Der elektrischen Inaktivierung des Carotissinusnerven folgte nach einer Woche sein Funkti-
onsverlust. Dennoch fiihrte die Inaktivierung auch iiber einen Zeitraum von 4 Wochen nicht
zur Degeneration des Nerven'?*,

Durch die Immobilisation des Carotissinus konnte der Carotissinusnerv iiber Tage und
Wochen elektrisch inaktiviert werden. Nach Aufheben der Immobilisation wurden nach 5
Tagen, aber zu keinem spiteren Zeitpunkt, wieder typische pulssynchrone Entladungen
beobachtet. Allerdings ging dieser Verlust der Summenaktionspotentiale, der vermutlich auf
einem Funktionsverlust der Barorezeptoren beruht, nicht mit einer Degeneration des Nerven

einher. Ein dhnliches Phdnomen konnte bereits bei Chemoafferenzen nachgewiesen werden.
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Diese werden oberhalb eines Sauerstoffpartialdrucks von 200 mmHg nicht mehr erregt.
Chemoafferenzen von Tieren, die iliber eine Woche reinem Sauerstoff ausgesetzt waren,
zeigten keine typischen Entladungen mehr auf eine hypoxische Stimulation'”. Auch bei
dieser Untersuchung wurden lichtmikroskopisch keine morphologischen Verdnderungen der
Carotissinusnerven beobachtet. Daher scheint eine Inaktivierung afferenter Neurone einen
Funktionsverlust der Rezeptoren zu induzieren, nicht aber eine Degeneration der Axone bzw.
Nerven.

In einer Reihe von Experimenten wurde bereits versucht, die Auswirkungen der elektrischen
Aktivitit eines Nerven auf dessen Morphologie zu analysieren'**"*°. Zumeist wurde dabei
eine Extremitdt iber Tage und Wochen immobilisiert und anschlieend der Einfluss dieser
Immobilisation auf die Morphologie der Nerven untersucht. Nach der Immobilisation einer
Extremitit entladen sich efferente und afferente Nerven aber weiterhin. Im Gegensatz dazu
war in der vorliegenden Untersuchung die Inaktivierung der baroafferenten Fasern nach
neurophysiologischen Kriterien komplett. Trotz dieser kompletten elektrischen Inaktivierung
der baroafferenten Fasern traten jedoch tiber Wochen keine Degenerationen der Nerven auf.
Der funktionellen elektrischen Inaktivierung eines Nerven stehen die Folgen einer langfristi-
gen pharmakologische Inaktivierung gegeniiber. Eine lang anhaltende Blockade von Nerven
mit Lokalanisthetika fiihrte zu erheblichen Degenerationen der Nerven®-'*''** Innerhalb
von 48 Stunden treten in klinisch {iblichen Konzentrationen endoneurale Odeme bzw.
Demyelinisierungen auf, in hoheren Konzentrationen oder nach ldngeren Einwirkzeiten auch
Faserdegenerationen*”"*'"**. Auch am N. depressor, einem ebenfalls baroafferenten Nerven
mit dhnlichem Faserspektrum wie der Carotissinusnerv, induzieren Lokalanésthetika solche
Degenerationen*""'**,

Neben Lokalanésthetika vermdgen auch andere Natriumkanal-Blocker die Erregungsleitung
eines Nerven zu blockieren. So ist Tetrodotoxin (das Gift des Kugelfisches) ein hochpotenter

Blocker des spannungsabhingigen Natriumkanals. Tetrodotoxin setzt allerdings auflen am
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Natriumkanal an, Lokalandsthika hingegen innen. Auch lang anhaltende Leitungsblockaden
mit Tetrodotoxin fiihren nicht zu morphologischen Verinderungen der Nerven**. Somit
geht eine pharmakologische Inaktivierung eines Nerven nicht zwangsldufig mit einer
Degeneration einher.

Eine elektrische Inaktivierung von Baroafferenzen fiihrt also zu einem Funktionsverlust der
Rezeptoren, nicht aber zur Degeneration der Nerven. Die Degenerationen, die nach lang
anhaltenden Leitungsblockaden durch Lokalanisthetika beobachtet werden, sind somit nicht

auf eine elektrische Inaktivierung der Nerven zuriickzufiihren.

4b) In vitro Untersuchungen zur Frage der Induktion von Apoptose durch Lidocain

Lidocain induziert konzentrationsabhéngig Apoptose bzw. Nekrose. Die durch Lidocain
verursachte Apoptose wird iiber den mitochondrialen Signalweg, nicht aber iiber den
Todesrezeptor-Signalweg vermittelt'>.

Fiir viele Lokalandsthetika sind neuro- und zytotoxische Wirkungen beschrieben. In klini-
schen Studien werden neurologische Schidigungen am héiufigsten dem Lidocain zugeschrie-
ben. So rét eine Cochrane-Analyse aufgrund der beobachteten neurologischen Symptome von
der Verwendung des Lokalanésthetikums Lidocain bei Spinalanisthesien ab®. Dennoch wird
diese Substanz weiterhin fiir Spinalandsthesien und andere Regionalanésthesie-Verfahren
verwendetet, insbesondere wenn eine kurze Blockadedauer gewiinscht ist. Nach aktuellen
Verdffentlichungen vermag Lidocain Apoptose an neuronalen und nicht-neuronalen Zellen
zu induzieren*®**'*’. So deuteten einige Autoren schon den Verlust des mitochondrialen

46,141

Potentials als Apoptose . Der mitochondriale Potentialverlust ist zwar ein frithes, aber

kein spezifisches Zeichen fiir Apoptose. Im Gegensatz zu diesen Untersuchungen®®'3¢'%
wurden in der vorliegenden Studie alle Schliisselstellen des Apoptose-Signalwegs untersucht:

Mitchondriales Membranpotential, Phosphatidylserin-Externalisierung, Reduktion von

Procaspase, Cytochrom C-Freisetzung und Caspase-3-Aktivierung. Mit diesen verschiedenen
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Methoden konnte der Einfluss verschiedener Lidocainkonzentrationen auf den Mechansimus
der Apoptose analysiert werden. So lieB sich Lidocain-induzierte Apoptose in niedrigen
Konzentrationen nachweisen, aber schon bei nur geringfiigig hoheren Konzentrationen (10
statt 6 mM) war nicht mehr Apotose, sondern Nekrose der Mechanismus des Zelltods. Wir
konnten somit im Unterschied zu anderen Autoren*®"**"*®!%° " die sich mit der Apoptose-
Induktion durch Lokalanisthetika befasst haben, nachweisen, dass es in Abhdngigkeit von
der Konzentration zu einem Wechsel des Pathomechanismus von Apoptose zu Nekrose
kommt.

Uber welchen Signalweg Lidocain Apoptose induziert, war bisher unbekannt. Zwar gelang es
Johnson et al. mittels eines unspezifischen Pancaspase-Inhibitors die toxische Wirkung von
Lidocain herabzusetzen*®, aber die Hemmung welcher Caspase dabei essentiell war, konnte
nicht identifiziert werden. Prinzipiell ldsst sich bei Untersuchungen intrazellulérer Mecha-
nismen mittels chemischer Inhibitoren nicht sichern, ob die Inhibitoren in den eingesetzten
Konzentrationen tatséchlich selektiv sind.

In der vorliegenden Studie wurde daher der Mechanismus der Apoptose nicht mit mehr oder
weniger selektiven Inhibitoren untersucht, sondern an Zellen mit genau definierten geneti-
schen Veriinderungen. Dabei schiitzte sowohl Uberexpression des antiapoptotischen Proteins
Bcl-2 als auch Caspase-9-Defizienz die Zellen vor der Apoptose-induzierenden Wirkung von
Lidocain, nicht aber vor der Nekrose-induzierenden Wirkung hoéherer Lidocainkonzentratio-
nen. Im Unterschied dazu waren Zellen mit defektem Todesrezeptor-Signalweg (Caspase-8-
Defizienz und FADD-Defizienz) nicht geschiitzt.

Die Toxizitit von Lokalanésthetika wurde von anderen Untersuchern auf einen unspezifi-

140.192 "1 okalanisthetika sind zwar chemisch gesehen

schen Membraneffekt zuriickgefiihrt
milde Detergentien und konnten als solche die Zellmembran schiddigen und so ihre toxische

Wirkung entfalten. Dieser Mechanismus kann jedoch nicht erkldren, warum die Bcl-2-

tiberexpremierenden und Caspase-9-defizienten Zellen so ausgeprdgt vor Lidocain-
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induzierter Apoptose geschiitzt waren. Somit kann ein unspezifischer Membraneffekt von
Lidocain als Mechanismus der Apoptose-Induktion ausgeschlossen werden.

Lidocain induziert also Apoptose in Konzentrationen, wie sie intrathekal nach Spinalanésthe-
sie auftreten”®. Bei hoheren Konzentrationen ist Nekrose der Mechanismus der Zytotoxizitit.
Die durch Lidocain induzierte Apoptose wird iiber den mitochondrialen Signalweg, nicht

aber liber den Todesrezeptor-Signalweg vermittelt.

4c) Vergleich der Toxizitdt verschiedener Lokalandsthetika in vitro

Alle Lokalandsthetika induzieren in niedrigen Konzentrationen Apoptose und in hohen
Konzentrationen Nekrose. Dabei determiniert die Lipophilie der Lokalanisthetika die
Toxizitét. Die Toxizitdt wird also wahrscheinlich an einem lipophilen Wirkort induziert und
somit innerhalb einer Membran. Da gezeigt werden konnte, dass Lidocain Apoptose iiber den
mitochondrialen Signalweg hervorruft, wird Apoptose vermutlich {iber einen Wirkort
innerhalb der mitochondrialen Membran ausgeldst.

Weil aber die Lipophilie sowohl mit der therapeutischen als auch mit der toxischen Potenz
korreliert, ist die therapeutische Breite der Lokalanésthetika weitgehend gleich. Die hier
erhobenen Befunde zeigen eine dhnliche Reihenfolge der Toxizitidten wie tierexperimentelle
Untersuchungen zur Neurotoxitit verschiedener Lokalanisthetika zeigen konnten'®.

Wie die kardio- und myotoxische Wirkung**'* kénnte auch die Apoptose-induzierende
Wirkung der Lokalanisthetika stereospezifisch sein. Uberraschenderweise konnte eine
Stereospezifitit jedoch nicht nachgewiesen werden. Die Mechanismen von Kardio-, Myo-
und der hier untersuchten Zytotoxizitdt sind allerdings verschieden. Die Kardiotoxizitét
beruht auf der lonenkanal-blockierenden Wirkung der Lokalanésthetika, die wiederum
stereospezifisch ist'*'*’. Die Myotoxizitit hingegen ist auf eine stereospezifische Freiset-
zung von intrazellulirem Calcium zuriickzufiihren. Hingegen konnte nach Lokalanisthetika-
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Exposition Apoptose an Myozyten nicht nachgewiesen werden™"". Fiir die Neurotoxizitit,

&3



die Anlass unserer Untersuchungen war, wurden bisher keine Studien zur Stereospezifitit
von Lokalandsthetika verdffentlicht. Da auch bei der Neurotoxizitit Apoptose der wesentli-
che Mechanismus ist, wird auch diese Toxizitdt vermutlich nicht stereospezifisch vermittelt.

Auch wenn klinisch die durch Lidocain verursachte Neurotoxizitét von besonderem Interesse
ist****1% sind nach der vorliegenden Untersuchung alle gingigen Lokalanisthetika bereits in
subklinischen Konzentrationen zytotoxisch. Da bei der klinischen Anwendung weit hohere

Konzentrationen perineural appliziert werden, muss prinzipiell immer mit Zytotoxizitét

gerechnet werden.

4d) In vitro Untersuchungen zur Reduktion der Toxizitdt von Lidocain

Reaktive Sauerstoff-Radikale induzieren Apoptose iiber den mitochondrialen Signalweg und
setzen apoptotisch wirksame Substanzen aus dem Mitochondrien frei'®. AuBerdem werden
T-Zellen, wie sie hier untersucht wurden, durch Sauerstoff-Radikale fiir andere apoptotische
Stimuli sensibilisiert™.

Umgekehrt wirkten Antioxidantien antiapoptotisch und konnten sogar die antiapoptotische
Wirkung einer Bcl-2-Uberexpression potenzieren'”’. Daher erschien es sinnvoll, Antioxidan-
tien einzusetzen, um die durch Lidocain vermittelte Toxizitdt zu reduzieren. Insbesondere das
klinisch hiufig verwendete N-Acetyl-Cystein (NAC) wire geeignet, die Toxizitdt durch
Lidocain bzw. andere Lokalanidsthetika zu reduzieren. Da aber die Toxizitdt der Lokalanés-
thetika mit deren Lipophilie korreliert und somit der Wirkort der Apoptose-Induktion in der
mitochondrialen Membran liegt, wurde auflerdem ein lipophiler Radikalfanger (Tempol)
verwendet. Schwann-Zellen werden durch NAC und Trolox, ein weiteres lipophiles Antioxi-
dans, vor der apoptotischen Wirkung von Bupivacain geschiitzt'>'. Allerdings konnte in

dieser Untersuchung durch Lidocain keine Apoptose an Schwann-Zellen ausgeldst werden.
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Hingegen konnten wir zeigen, dass Antioxidantien die Lidocain-induzierte Apoptose nicht
unterdriicken, wohl aber die durch H,O,-induzierte. Daher induziert Lidocain Apoptose an

Jurkat-Zellen nicht tiber Radikale.

4e) Toxizitdt von Lidocain an Nervenzellen in vitro

Sind die Ergebnisse an Jurkat-Zellen auch auf neuronale Zellen zu tibertragen?

Vor allem die klinisch beobachtete Neurotoxizitdt der Lokalanédsthetika war Anlass unserer
Untersuchungen.

Auch an neuronalen Zellen vermindert Lidocain in Abhéngigkeit von der Konzentration das
mitochondriale Membranpotential, einem friihen, aber nicht spezifischen Marker der
Apoptose. Die Caspase-3 wurde nur in niedrigen Konzentrationen aktiviert, nach Exposition
mit 10 mM Lidocain wurde aber eine solche Aktivierung nicht beobachtet. Damit ist auch bei
neuronalen Zellen in niedrigen Konzentationen Apoptose der Mechanismus der Neurotoxizi-
tat, in hoheren Konzentrationen hingegen Nekrose. So konnten an Neuroblastom-Zellen
nahezu identische Effekte durch die gleichen Konzentrationen von Lidocain nachgewiesen
werden. Auch an vielen anderen Zellkulturen und fiir andere Lokalanésthetika wurde die
Apoptose-induzierende Wirkung nachgewiesen*®47137-141-151-154

Adhérente neuronale Zellen erlauben die Mechnismen der Apoptose mikroskopisch darzu-
stellen. Im Gegensatz zu Jurkat-Zellen werden so auch morphologische Verdnderungen der
neuronalen Zellen erkennbar. Zunéchst retrahieren sich die Fortsédtze der Zellen, die Zellen
vermindern ihre Grofe, werden kugelig und 16sen sich ab. Die Fluoreszenz-Mikroskopie
zeigt nach Lidocain-Exposition an Mitochondrien aktivierte Bax-Proteine. Bax- und Bak-

195136 Dadurch kénnen apopto-

Kanile permeabilisieren die duBlere Mitochondrienmembran
tisch wirksame Substanzen, insbesondere das Cytochrom C freigesetzt werden. An neurona-

len Zellen induziert Lidocain Apoptose ebenfalls iiber den mitochondrialen Signalweg. Die
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Aufdeckung dieses Mechanismus bei der mitochondrial-vermittelten Apoptose erdffnet neue
Maoglichkeiten einer Protektion durch Inhibitoren der Bax-Kanile'’.

Zusammenfassend wurde die Dosis-Wirkungs-Beziehung der Toxizitdt von Lidocain, die von
Jurkat-Zellen her bekannt war, an neuronalen Zellen reproduziert. Auch bei neuronalen

Zellen wird Apoptose iiber den mitochondrialen Signalweg vermittelt, was durch den

Nachweis aktivierter Bax-Kanile in der Mitochondrienmembran bewiesen werden konnte.
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IV. Zusammenfassung

Verfahren der Regionalandsthesie reduzieren wirksam postoperative Schmerzen und sen-
ken die Haufigkeit perioperativer Komplikationen. Andererseits sind diese Techniken bzw.
die verwendeten Lokalandsthetika mit einer Reihe von Nachteilen behaftet, von denen
wesentliche in der vorliegenden Habilitationschrift untersucht wurden. Im klinischen Teil
dieser Habilitationsschrift wurden Methoden zur Pridiktion des Erfolgs bzw. zur Steigerung
der Effektivitidt peripherer Nervenblockaden evaluiert. Auferdem wurden AusmaB und
Muster der Anderungen der Hauttemperatur als diagnostische Kriterien einer Sympathikolyse
analysiert und die zentralen Effekte neuroaxialer Blockaden an Sduglingen untersucht. Im
experimentellen Teil wurden Mechanismen der Lokalandsthetika-bedingten Zyto- und
Neurotoxizitéit aufgeklart.

Da die Erfolgsrate peripherer Nervenblockaden hdufig unter 90% liegt und die Wirkung
erst verzogert eintritt, wurde der pradiktive Wert des Anstiegs der Hauttemperatur fiir den
Blockadeerfolg untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass der Anstieg der Hauttemperatur
nach bestimmten peripheren Regionalanésthesien ein sicheres, aber spites Zeichen einer
erfolgreichen Blockade ist. Somit ist die Hauttemperatur ungeeignet, den Erfolg einer
Blockade friihzeitig vorherzusagen. Weiterhin ist das Muster des Temperaturanstieges
(dargestellt mittels Video-Thermographie) bei allen Regionalanésthesien gleichformig auf die
Akren beschrinkt und daher nicht geeignet, die Ausbreitung der Anésthesie zu beurteilen.

Bei Neugeborenen und Sduglingen (in der Mehrzahl ehemalige Frithgeborene) werden
Spinalanidsthesien durchgefiihrt, weil sie im Vergleich zu Allgemeinanésthesien wirksam die
Inzidenz postoperativer Apnoen reduzieren. Nach bisheriger Lehrmeinung bleibt der
Kreislauf von Sduglingen nach Spinalanésthesien, anders als bei Erwachsenen, stabil, und
zwar aufgrund der Annahme eines noch unreifen sympathischen Nervensystems in den ersten
Lebenswochen. In den hier vorgestellten Untersuchungen wurde jedoch unter Spinalandsthe-
sie nicht nur eine deutliche Sympathikolyse, kenntlich an der Erwdrmung der Fiile, sondern
auch ein signifikanter Abfall des arteriellen Blutdrucks bei konstanter Herzfrequenz beobach-

tet. Dariiber hinaus verursachte die Spinalanésthesie eine erhebliche Sedierung der Sduglinge
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und entsprechenden EEG-Verdanderungen. Somit wurden bei Sduglingen die gleichen
sympatholytischen, himodynamischen und zentralnervésen Wirkungen einer Spinalanisthe-
sie beobachtet wie bei Erwachsenen.

Lokalanisthetika blockieren Nerven mit hoher Aktionspotentialfrequenz starker (fre-
quenzabhingige Blockade). Dieses Prinzip wurde eingesetzt, um die Effektivitit von
Leitungsblockaden zu erh6hen. So verbesserte eine hochfrequente Stimulation nach Blockade
des N. ulnaris Wirkungseintritt, Ausdehnung und Erfolgsrate. Allerdings gelang es nicht,
dieses Prinzip mittels transkutaner elektrischer Nervenstimulation (TENS) bei Blockaden des
Plexus brachialis nachzuweisen.

Bei der Anlage peripherer Blockaden wird die perineurale Lage der Kaniile durch Ner-
venstimulation gesichert. Hingegen werden Katheter zur postoperativen Schmerztherapie
anschlielend ,,blind* vorgeschoben. Hieraus resultiert haufig eine Abweichung des Katheters
von der idealen (unmittelbar perineuralen) Position, so dass bei bis zu 75% der Patienten die
postoperative Analgesiequalitét als unzureichend beschrieben wurde. Mit der Verfiigbarkeit
stimulierbarer Katheter besteht erstmals die Mdglichkeit, die perineurale Lage des Katheters
unmittelbar zu verifizieren bzw. zu korrigieren. Die Effektivitit dieser Mallnahme wurde in
einer prospektiven, randomisierten Doppelblind-Studie bei Patienten untersucht, die einen
interskalendren Katheter zur Schmerztherapie nach Schulteroperationen erhielten. Die
Verwendung von Stimulationskathetern verbesserte die Schulterfunktion 6 Wochen nach der
Operation signifikant. Eine zusitzliche Verbesserung der postoperativen Analgesie war
jedoch nicht nachzuweisen, da bei den Patienten der Kontrollgruppe bereits eine sehr gute

Analgesiequalitét bestand.

Lokalanisthetika sind in Abhingigkeit von Konzentration und Einwirkdauer neuroto-
xisch. Da Lokalanésthetika die Nervenleitung blockieren, konnte die elektrische Inaktivitit
zu einer Inaktivititsatrophie mit morphologischer Degeneration des Nerven fithren. Um diese
These zu iiberpriifen, wurde der Carotissinusnerv von Kaninchen iiber Tage und Wochen

elektrisch inaktiviert. Zwar verloren die Barorezeptoren ihre Funktion, aber im Gegensatz zur
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Schiadigung durch Lokalanésthetika degenerierten die inaktivierten Nerven hierbei nicht.
Somit wird die Neurotoxitit der Lokalandsthetika nicht durch eine elektrische Inaktivierung
des Nerven verursacht.

An Zellkulturen wurde der Mechanismus der Toxizitit der Lokalanisthetika analysiert.
Sie induzieren sowohl an neuronalen als auch an nicht-neuronalen Zellen Apoptose. Der
Mechanismus der Apoptose-Induktion durch Lokalanésthetika war bisher unbekannt. Jurkat-
T-Lymphomzellen wurden mit Lidocain in aufsteigenden Konzentrationen inkubiert und
Marker der Apoptose an den Schliisselstellen des Signalwegs mittels Messung von mito-
chondrialem  Membran-potential, =~ Cytochrom  C-Freisetzung, = Phosphatidylserin-
Externalisierung, Procaspase-3-Reduktion und Caspase-3-Aktivierung untersucht. Konzentra-
tionsabhdngig induzierte Lidocain zundchst Apoptose, in hoheren Konzentrationen Nekrose.
Ob Lidocain Apoptose tliber den mitochondrialen oder Todesrezeptor-Signalwegs induziert,
wurde an Zellen mit genetischen Veriinderungen der beiden Signalwege untersucht. Uberex-
pression des am Mitochondrium antiapoptotischen Proteins Bcl-2 bzw. Defizienz der fiir den
mitochondrialen Signalweg essentiellen Caspase-9 schiitzten die Zellen vor Lidocain-
induzierter Apoptose. Hingegen waren Zellen mit Defizienz der fiir den Todesrezeptor-
Signalweg essentiellen Caspase-8 bzw. FADD, einer Komponente des Todesrezeptors, nicht
geschiitzt. Somit induziert Lidocain Apoptose iiber den mitochondrialen, nicht aber iiber den
Todesrezeptor-Signalweg.

Obwohl klinisch insbesondere Lidocain Neurotoxizitit verursacht, wirken prinzipiell alle
Lokalanisthetika zytotoxisch. Daher wurde wiederum an Jurkat-Zellen die Toxizitdt von 8
klinisch relevanten Lokalanidsthetika verglichen. Alle Substanzen induzierten konzentrations-
abhingig zunédchst Apoptose und in hoheren Konzentrationen Nekrose. Dabei variierten die
LDso-Werte liber 2 Zehnerpotenzen. Die Toxizitét korrelierte sowohl mit der Lipophilie als
auch mit der leitungsblockierenden Potenz der jeweiligen Substanz. Weiterhin wurden die
Stereoisomere von Ropivacain bzw. das L-Bupivacain mit dem Racemat verglichen und
gefunden, dass die Toxizitdt nicht stereospezifisch ist. Folglich induzieren Lokalanésthetika

ihre Toxizitdt liber einen lipophilen, nicht aber stereospezifischen Wirkort.
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Apoptose kann durch freie Sauerstoffradikale ausgelost bzw. vermittelt werden und ent-
sprechend durch Antioxidantien verhindert werden. Daher wurde mit einem hydrophilen und
einem lipophilen Antioxidans versucht, Lidocain-induzierte Apoptose an Jurkat-Zellen zu
unterdriicken. Als Positivkontrolle diente H,O,, welches Sauerstoff-Radikale freisetzt. Beide
Antioxidantien konnten die Lidocain-induzierte Apoptose nicht unterdriicken, wohl aber die
durch H,0O;-induzierte. Demnach scheint die Lidocain-induzierte Apoptose nicht iiber
Radikale vermittelt zu sein.

Da klinisch von den lokalen Nebenwirkungen der Lokalanisthetika die Neurotoxizitit im
Vordergrund steht, wurde die Toxizitdt von Lidocain auBBerdem an neuronalen Zellkulturen
untersucht. Neuroblastomzellen wurden mit Lidocain inkubiert und anschlieBend wurde das
mitochondriale Membranpotential bzw. die Caspase-3-Aktivierung als frither bzw. spiter
Marker der Apoptose gemessen. Wie an Jurkat-Zellen induziert Lidocain an neuronalen
Zellen in niedrigen Konzentrationen Apoptose und in hoheren Nekrose. Dariliberhinaus
konnte durch Fluoreszenz-Mikroskopie mit spezifischen Antikérpern der Einbau von Bax-
Kanilen in Mitochondrien nachgewiesen werden. Somit induziert Lidocain auch an neurona-
len Zellen Apoptose iiber den mitochondrialen Signalweg.

Zusammenfassend wurde im klinischen Teil der vorliegenden Habilitationsschrift gezeigt,
dass verschiedene Regionalandsthesie-Verfahren hinsichtlich der durch sie hervorgerufenen
Hauterwdrmung bzw. Sympathikolyse gleichwertig sind. Dariiber hinaus wurden neue
Techniken zur Verbesserung von Regionalandsthesie-Verfahren dargestellt. SchlieBlich
wurden erstmals bei Sduglingen deutliche sympatholytische sowie zentralnervose Effekte
anhand elektroencephalographischer Variablen durch Spinalanisthesie nachgewiesen.

Im experimentellen Teil wurde der Mechanismus der Gewebetoxizitét von Lokalanisthe-
tika aufgeklért. Alle klinisch relevanten Lokalandsthetika induzieren in niedrigen Konzentra-
tionen Apoptose und fiihren in hoheren Konzentrationen zu Nekrose. Sowohl an neuronalen
als auch an nicht neuronalen Zellen induziert Lidocain Apoptose iiber den mitochondrialen

Signalweg.
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