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1. Einleitung und Fragestellung

1.1 Einleitung

1.1.1 Toxizitit von Lokalanisthetika

Obwohl Lokalanidsthetika seit tiber 100 Jahren klinisch erfolgreich eingesetzt werden, kommt
es doch bisweilen zu passageren Nebenwirkungen und in seltenen Fillen sogar zu
permanenten Nervenschdden. Lokalandsthetika unterbrechen die Erregungsleitung von
Nerven durch eine Blockade der spannungsabhéngigen Natriumkanile. Bei der Durchfiihrung
von Regionalandsthesien kann es jedoch in seltenen Féllen durch die Verwendung hoher
Dosierungen zu unerwiinschten systemischen Wirkungen mit zentralnervoser und kardialer
Toxizitdt kommen."> Dariiber hinaus kénnen Lokalanisthetika auch lokal toxisch wirken,
insbesondere myo- und neurotoxisch.™ Klinisch ist die lokale Neurotoxizitit von besonderer
Bedeutung.”®

Bei intrathekaler Applikation zur Spinalanisthesie fiihrt die Anwendung von Lidocain in bis
zu 33% der Fille zu transienten neurologischen Symptomen (TNS).”'" Als solche werden
leichte bis schwere Schmerzen im Bereich von Gesall und Oberschenkeln bezeichnet, welche
innerhalb weniger Stunden bis zu 24 Stunden nach der Aniésthesie auftreten und zumeist fiir
bis zu zwei Tage andauern. Seltener kommt es auch zu irreversiblen Schidigungen wie einem
Cauda equina Syndrom. Bei dieser irreversiblen Nervenwurzelschiddigung treten radikulére
Schmerzen, sensible Storungen im Gesdl- und Oberschenkelbereich (Reithosenanésthesie)
sowie fehlende Patellarsehnenreflexe (L4) und/oder Achillessehnenreflexe (S1) auf.'*'
Dariiber hinaus kann es zu motorischen Ausfillen im Bein- und besonders im Ful3bereich,
Stuhl- und Harninkontinenz und sexueller Impotenz kommen. Irreversible Nervenschiden
kommen sowohl nach einmaliger Applikation des Lokalanésthetikums, als auch nach
kontinuierlicher Spinalanésthesie vor.'*"” Aufgrund der relativ geringen Inzidenz (1:1300)
solcher permanenter Schiden ist unklar, ob bestimmte LA stérker toxisch sind als andere. Aus
einer Cochrane Analyse geht allerdings hervor, dass reversible TNS vermehrt bei der
Verwendung von Lidocain vorkommen.”® Bei Lidocain handelt es sich um ein klinisch
vielgenutztes Lokalanésthetikum vom Typ der Amide, welches klinisch auch als Klasse Ib-

Antiarrthythmikum Anwendung findet. Es wurde im Jahr 1943 als erstes Lokalanésthetikum
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vom Amid-Typ von Nils Lofgren unter dem Namen Xylocain synthetisiert und 1948 zum
klinischen Gebrauch zugelassen.’

Bereits im Jahr 1985 zeigte eine tierexperimentelle Studie, dass Lokalandsthetika in hohen
Konzentrationen histopathologische Verdnderungen im Riickenmark mit entsprechenden
sensiblen und motorischen Funktionsausfillen verursachen koénnen.”” In einer Reihe von
weiteren tierexperimentellen Arbeiten konnte nachgewiesen werden, dass viele LA in
Abhingigkeit von Konzentration und Einwirkzeit neurotoxisch sind.>*** Diese Effekte traten
unabhidngig von der Hauptwirkung von Lokalanédsthetika - der Blockade der
spannungsabhingigen Natriumkandle - auf, da eine Hemmung des Natriumkanals mit
Tetrodotoxin nicht neurotoxisch ist.*® In bisherigen in vitro Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass Lidocain Apoptose induziert, eine Form des programmierten Zelltodes.”" Der
zugrunde liegende Mechanismus hingegen blieb bisher ungeklart. Mitochondriale Schidigung
wurde als eine mogliche Ursache der zytotoxischen Effekte von Lidocain in neuronalen
Hybridzellen®' und Spinalwurzelganglienzellen beschrieben.”” Diese Effekte konnten aber
nicht auf einen spezifischen Apoptosesignalweg zuriickgefiihrt werden.

Erkenntnisse iiber den Mechanismus der Lidocain-induzierten Apoptose konnten dazu
beitragen, die Inzidenz unerwiinschter Nebenwirkungen von Lokalandsthetika zu senken und

prophylaktische und therapeutische Moglichkeiten zu ihrer Behandlung zu entwickeln.

1.1.2 Signalwege der Apoptose

Der Apoptose, auch hdufig bezeichnet als der programmierte Zelltod, kommt sowohl fiir die
Entwicklung eines Organismus, als auch im adulten Organismus grofle Bedeutung zu. Fiir
ihre Entdeckungen der genetischen Regulation der Organentwicklung und Apoptose an
Nematoden erhielten die Wissenschaftler Sydney Brenner (GrofBbritannien), H. Robert
Horvitz (USA) und John E. Sulston (GroBbritannien) im Jahre 2002 den Nobelpreis fiir
Medizin.

Beispiele fiir die Notwendigkeit des apoptotischen Zelltodes wihrend der Ontogenese sind die
Hand-, Augen- und Hirnentwicklung. Im entwickelten Organismus dient Apoptose zur
Kontrolle der Zellzahl in Geweben, der Regulation der Immunfunktion, der Selektion von
Keimzellen und der Elimination entarteter Zellen. Auch bei einer Reihe von
neurodegenerativen  Erkrankungen ist {ibermiBige  Apoptose der wesentliche

Pathomechanismus.
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Die Einleitung der Apoptose ist maflgeblich kontrolliert durch eine Familie von Aspartat-
spezifischen Cystein-Proteasen, welche als Caspasen bezeichnet werden. Diese fungieren als
Initiatoren und Exekutoren der Apoptose.”> Caspasen werden durch zwei Hauptsignalwege
aktiviert, den extrinsischen oder Todesrezeptor-Signalweg und den intrinsischen oder
mitochondrialen Signalweg, welche beide abhingig sind von der Formation grofer

Multiprotein-Komplexe.*

Abbildung 1

TNF-R Fas/CD95

Zellmembran
FADD

Viitechondrium DISC Formation

Apoptosombildung Effektoren

Casp-9> Casp-3>
KZytosol

Abbildung 1: Die Hauptsignalwege der Apoptose. Der intrinsische oder mitochondriale Signalweg der

Apoptose

UL

Apoptose (linker Bildteil) beruht auf mitochondrialer Dysfunktion und dem Einbau von Bax-Kandlen (Bax =
Bcl-2 assoziiertes X Protein) in die duBlere Mitochondrienmembran. Dies wird durch das antiapoptotische
Protein Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) inhibiert. Durch die Entstehung von Bax-Kandlen in der &dufBeren
Mitochondrienmembran kommt es zur Freisetzung Apoptose-induzierender Mediatoren (z. B. Cytochrom C =
Cyt C). Diese Substanzen aktivieren die Initiatorcaspase 9 (Casp-9), welche zusammen mit anderen Faktoren das
Apoptosom bildet. Das Apoptosom wiederum aktiviert die Effektorcaspase 3 (Casp-3). Der extrinsische oder
Todesrezeptor-Signalweg (rechter Bildteil) beginnt mit der Aktivierung von Rezeptoren der Tumor-Nekrose-
Faktor-Rezeptor Familie (TNF-R) in der Zellmembran (z.B. Fas = Fibroblast assoziiertes Protein). Intrazellular
wird das FADD-Protein (Fas-associated protein with death domain) zur Bildung des ,,death-inducing signaling
complex“ (DISC) bendétigt, der die Initiatorcaspase 8 (Casp-8) des extrinsischen Signalwegs aktiviert. Die
aktivierte Caspase 8 fiihrt wiederum zur Aktivierung der Effektorcaspasen wie Caspase 3 und miindet mit dem
intrinsischen Weg in einer gemeinsamen Signalkaskade, die letztendlich zur Apoptose-typischen

morphologischen Zellverdnderungen und spezifischer DNA-Fragmentierung fiihrt.
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Die Initiatorcaspase 8 ist der Schliisselmediator des extrinsischen Signalweges (Abb. 1).*
Dieser wird eingeleitet durch Ligandenbindung an einen Rezeptor der TNF-Rezeptorfamilie
(z. B. CD95).*® Diese besitzen in ihrem zytoplasmatischen Teil eine Todesdomine. Liganden
sind zum Beispiel der Tumornekrosefaktor (TNF) und andere Zytokine, die beispielsweise
von T-Lymphozyten sezerniert werden. Durch die induzierte Trimerisierung des Rezeptors
bilden die Todesdomidnen eine Struktur, an die nun Adaptormolekiile mit eigener
Todesdomine durch homotypische Interaktionen binden konnen. In einem ersten Schritt wird
das ,,TNF-Rezeptor assoziierte Protein“ rekrutiert. Hieran bindet in der Folge das ,Fas-
assoziierte Protein mit Todesdoméne* (FADD). FADD besitzt neben der Todesdomine auch
eine Todeseffektordoméne, {iber die nun Procaspase 8 an den Komplex bindet. Durch die
Bildung dieses sogenannten Zelltod-induzierenden Signalkomplexes (death-inducing
signaling complex, DISC) wird die Caspase 8 iiber Dimerisation und autoproteolytische
Spaltung aktiviert. Die aktive Caspase 8 10st ihrerseits eine Kaskade von
Caspaseaktivierungen aus, wodurch in einer signalverstirkenden Riickkopplung weitere
Caspase 8-Molekiile aktiviert werden. Durch die Aktivierung von Effektorcaspasen,
vornehmlich Caspase 3, 6 und 7 kommt es im weiteren Verlauf zum apoptotischen Tod der
Zelle. Sie aktivieren einerseits sekunddre Zielproteine (z.B. Caspase aktivierte
Desoxyribonuklease oder weitere Caspasen) durch limitierte Proteolyse. Andererseits sind sie
selbst aktiv am Abbau von Lamin der Zellkernmembran und Actin des Zytoskeletts beteiligt.
Dies fiithrt zu den typischen morphologischen Verdnderungen der Zelle im Rahmen der
Apoptose. Es kommt zundchst zur Schwellung der Mitochondrien, zur Zelldehydratation und
Schrumpfung sowie zur Kondensierung des nuklearen Chromatins und im weiteren Verlauf
zur Kernfragmentation. Letztendlich schniirt sich die Zelle nach und nach in kleinen Vesikeln
ab, die wiederum durch Phagozyten aufgenommen werden. Im Gegensatz zur Nekrose bleibt
hierbei die Zellmembran intakt.

Der intrinsische Signalweg der Apoptose ist im Gegensatz dazu reguliert durch die
Freisetzung proapoptotischer Faktoren, wie z.B. Cytochrom C aus den Mitochondrien als
Folge verschiedener Formen von zelluldrem Stress.”’™ Die Freisetzung von Cytochrom C
wird kontrolliert durch Proteine der B-Zell Lymphoma-2 (Bcl-2) Protein Familie, welche sich
durch sogenannte Bcl-2 Homologie Doménen (Bcl-2 homology domains) auszeichnen.
Hierbei unterscheidet man prinzipiell 2 Untergruppen: Einerseits die antiapoptotischen

Proteine, wie das Bcl-2 Protein welches die mitochondriale Permeabilitit und damit die
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Freisetzung apoptose-induzierender Faktoren aus den Mitochondrien kontrolliert, "

andererseits die proapoptotischen Proteine, welche weiter unterteilt werden in
Multidoménenproteine, z.B. das Bcl-2-assozierte X Protein (Bax) oder das Bcl-2-homologe
antagonistische/Killer Protein (Bak), und die sogenannten BH3-only Proteine.***!

Wihrend der Initiation der Apoptose aktivieren BH3-only Proteine die proapoptotischen
Proteine Bax und Bak. Diese dndern darauthin ihre Konformation und lagern sich als
Multimere zusammen, um so Poren in der duBeren Mitochondrienmembran zu bilden. Uber
diese gelangen im weiteren Verlauf Cytochrom C und weitere proapoptotische Faktoren aus
den Mitochondrien in das Zytoplasma.** Im Zytosol induziert Cytochrom C gemeinsam mit
der zentralen Initiatorcaspase des mitochondrialen Signalweges (Caspase 9) die Formation

des sogenannten Apoptosoms. Dies aktiviert die bereits oben beschriebene Kaskade von

Effektorcaspasen und damit die Exekution der Apoptose.

1.2 Fragestellung

Im Einzelnen wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

e Induziert Lidocain in klinisch relevanten Konzentrationen Apoptose oder Nekrose an
nicht-neuronalen und neuronalen Zellen des Menschen?

e Ist die Toxizitdt von Lidocain durch genetische Verdnderungen von Signalwegen der
Apoptose beeinflussbar?

e  Kann ein Uberexpression von Bcl-2 bzw. eine Defizienz an Caspase 9 und damit
Verianderungen des mitochondrialen Weges der Apoptose die Zellen vor Lidocain
schiitzen?

e Kann die Ausschaltung des Todesrezeptorsignalweges (Caspase 8- bzw. FADD-
Defizienz) die Induktion von Apoptose durch Lidocain inhibieren?

e  Sind die Ergebnisse auf neuronale Zellen des Menschen {ibertragbar?

e Wird auch in neuronalen Zellen Apoptose durch eine Permeabilisierung der
Mitochondrienmembran induziert?

e Lisst sich die Zytotoxizitit von Lidocain auf humane, neuronale Zellen durch

Inhibition der Signaltransduktion der Apoptose wirksam vermindern?

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es daher, die Rolle des zelluldren, antiapoptotischen

Proteins Bcl-2 fiir die Lidocain-induzierte Apoptose zu untersuchen. Anhand des Einflusses
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von Bcl-2 Proteinexpression auf die Lidocain-induzierte Zytotoxizitdt sollte die Aktivierung
von zelleigenen Apoptosesignalwegen untersucht werden. Mit Hilfe weiterer genetisch
verdnderter Zelllinien wurde der fiir die Lidocain-induzierte Apoptose verantwortliche
Signalweg identifiziert. Dariiber hinaus wurde die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf ein
neuronales Zellmodell iiberpriift und die schiitzende Wirkung eines Inhibitors der Caspasen

vor Lidocain-induzierter Apoptose und Zelltod untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Reagenzien und Antikorper

2.1.1 Reagenzien

Alle verwendeten Reagenzien wurden bei der Firma Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
erworben, wenn dies nicht anderweitig angegeben ist. Lidocain wurde in der klinisch
verwendeten Form als Hydrochloridsalz (20%) erworben (AstraZeneca, London,
Grofbritannien). Die verwendete phosphat-gepufferte Kochsalzlosung wurde bei Gibco,
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) erworben. Das fluorogene Caspase 3 Substrat N-acetyl-Asp-
Glu-Val-Asp-aminomethyl-coumarin (Ac-DEVD-AMC) wurde bei BIOMOL International
(Plymouth Meeting, PA, USA) erworben. Der fluoreszenzkonjugierte Antikdrper Annexin V
— FITC wurde von BD Biosciences (San Diego, CA, USA) erworben. Der
Fluoreszenzfarbstoff 5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3 -tetraacetylbenzimidazolylcarbocyamin
iodid (JC-1) und der Pancaspase-Inhibitor = N-(2-quinolyl)valyl-aspartyl-(2,6-
difluorophenoxy)methylketon (Q-VD) wurden bei Calbiochem (San Diego, CA, USA)

erworben.

2.1.2 Antikorper

Zum Nachweis der alterierten Expression von Bcl-2 Protein, sowie der Aktivierung von
Caspasen wurden die in Tabelle 1 verzeichneten primiren Antikorper verwendet.

Im Rahmen der durchflusszytometrischen Messung der Aktivierung von Caspase 3 wurden
monoklonale Fluorescein-konjugierte Antikorper des Kaninchens gegen humane aktivierte
Caspase 3 der Firma BD Biosciences eingesetzt. Als sekundire Antikorper wurden im
Rahmen von Western Blot Nachweisen und Immunfluoreszenz die in Tabelle 2
verzeichneten, mit Meerrettich-Peroxidase bzw. Fluorochrom konjugierten Antikorper

verwendet.
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Tabelle 1 — Priméire Antikorper

Zielprotein Herkunftstier | Antikorpertyp Anbieter
Humanes Bcl-2 Maus IgG, monoklonal | Novocastra, Newcastle, GroBbritannien
Protein
humane Caspase 3 Ziege IgG, polyklonal R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
humane Caspase 9 Kaninchen IgG, polyklonale | England BioLabs Inc., Beverly, MA, USA
humane Caspase 8 Maus IgG, monoklonal | Cell Signaling Technology, Beverly, MA,

USA

Humanes B-Actin Kaninchen IgG, polyklonal BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Humanes Cytochrom | Maus IgG, monoklonal | BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
C
Humanes Tom 20 Maus IgG, monoklonal | BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Humanes Bax Protein | Kaninchen IgG, polyklonal Upstate, Lake Placid, NY, USA

Tabelle 2 — Sekundire Antikorper

Zielantikorper | Herkunftstier | Konjugat Anbieter
Kaninchen Ziege Meerrettich-Peroxidase Jackson Immunolab, Dianova,
Hamburg, Deutschland
Maus Ziege Meerrettich-Peroxidase Southern Biotechnology Associates,
Birmingham, AL, USA
Ziege Kaninchen Meerrettich-Peroxidase Southern Biotechnology Associates,
Birmingham, AL, USA
Kaninchen Huhn Fluorochrom Alexa Fluor Molecular Probes, Invitrogen,
488nm Carlsbad, CA, USA
Maus Huhn Fluorochrom Alexa Fluor | Molecular Probes, Invitrogen,
592nm Carlsbad, CA, USA
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2.2 Zellkulturen

Humane T-Lymphomzellen aus der Jurkat Zelllinie wurden in Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640 Medium kultiviert, welches erginzt wurde mit 10% fetalem
Kalberserum, 2 mM L-Glutamin und jeweils 50 pg/ml Penicillin und Streptomycin. Jurkat
Zellen, welche das Bcl-2 Protein stabil iiberexprimieren sowie die parentale Zelllinie (Klon
J16) wurden bereits zuvor beschrieben.” Caspase 9-defiziente Jurkat Zellen sowie die
entsprechende Wildtyp Zelllinie wurden durch Engels et al. sowie Samraj und Mitarbeiter
bereits charakterisiert.*** Jurkat Zellen, welche defizient sind fiir Caspase 8 bzw. FADD und
die parentale Zelllinie (Klon A3) wurden freundlicherweise von Prof. Dr. John Blenis
(Harvard Medical School, Boston, Massachusetts) zur Verfiigung gestellt.46 Humane

Neuroblastomzellen vom Typ SHEP wurden bereits zuvor charakterisiert'”**

und mit oben
beschriebenem Medium kultiviert. Alle Zellkulturen wurden unter gleichen Bedingungen bei
konstant gehaltener Luftfeuchtigkeit, 37°C Lufttemperatur und einem Kohlenstoffdioxidanteil

von 5% kultiviert.

2.3 Experimentelles Protokoll zur Lidocain-Exposition

Zu Beginn aller Experimente wurden die Jurkat-Zellkulturen mit vollstindigem Medium
inkubiert und auf eine Zelldichte von 4 x 10° Zellen/ml verdiinnt, um logarithmisches
Wachstum sicher zu stellen. AnschlieBend wurden die Zellen abhidngig vom geplanten
Nachweisverfahren in vorgeschriebener Dichte angesetzt. Als Negativkontrolle dienten
Zellen, welche nur mit Standardmedium kultiviert wurden. Der proapoptotisch wirkende
Proteinkinaseinhibitor Staurosporin wurde als Positivkontrolle eingesetzt. Lidocain wurde in
steigenden Konzentrationen von 3 mM bis 12 mM dem Zellkulturmedium zugesetzt und die
Zellen unter Standardbedingungen abhingig vom Nachweisverfahren fiir 6 bis 24 Stunden
inkubiert. In den Versuchen mit Caspaseinhibition wurden die untersuchten
Neuroblastomzellen fiir eine Stunde mit dem Pancaspase-Inhibitor Q-VD in einer

Konzentration von 10 uM in Standardzellkulturmedium vorbehandelt.
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2.4 Nachweisverfahren

2.4.1 Bestimmung von Zellvitalitit

Zur Untersuchung der Zellvitalitit wurde die Zelldichte auf 5 x 10° Zellen/m! adjustiert und
Proben mit einem Volumen von 5 ml und den zu untersuchenden Konzentrationen von
Lidocain und Kontrollen vorbereitet. Nach Ende der Inkubationszeit von 24 Stunden wurden
die Zellen resuspendiert und 10 pl von jeder Probe mit 90 ul Trypan Blau Losung gefarbt.
Mikroskopisch wurde unmittelbar die Vitalitit der Zellen anhand der Anfarbung avitaler
Zellen durch Trypan Blau ermittelt. Hierzu wurden je 4 Messfelder einer Neubauer
Zahlkammer ausgezéhlt und das Verhéltnis von ungeférbten (vitalen) und gefarbten (avitalen)

Zellen bestimmt.

2.4.2 Messung der Aktivitat von Caspase 3

Um die Aktivierung von Caspase 3 im Rahmen von Apoptoseinduktion von Lidocain zu
untersuchen, wurde die Zelldichte auf 5 x 10° Zellen/ml adjustiert und Proben mit einem
Volumen von 15 ml vorbereitet. Nach 24-stiindiger Inkubation mit Lidocain oder
Kontrollmedium wurden die Zellen entnommen und fiir 20 Minuten mit Hochsalzpuffer
lysiert. Hierzu diente ein auf pH 7,5 eingestellter Puffer aus 150 mM Natriumchlorid, 50 mM
Tris-Hydrochlorid, 1% NP-40 sowie 1 uM Pepstatin, 0,1 uM Phenylmethylsuphonylfluorid,
0,15 uM Aprotinin und 1 pM Leupeptin als Proteaseinhibitoren. Die gewonnenen Lysate
wurden bei 4°C fiir 15 Minuten bei 10.000 g zentrifugiert und die Uberstinde anschlieBend
gesammelt und bei 4°C gelagert. Mit Hilfe des BCA Messverfahrens (Pierce, Rockford, IL,
USA) wurden die Proteinkonzentrationen der Proben unter Verwendung eines Standards mit
Bovinem Serum Albumin spektroskopisch bestimmt und anschlieend in allen Proben auf 1
png/ul durch Zugabe von Lysepuffer adjustiert. Die BCA-Methode ist ein sehr empfindlicher
Proteinnachweis. Peptidbindungen und die vier Aminosduren Cystein, Cystin, Tryptophan
und Tyrosin sollen fiir die Bestimmung bedeutsam sein. Die Bildung von Cu(I)-lonen durch

Proteine unter alkalischen Bedingungen entspricht dabei der Biuret Bestimmungsmethode.



Material und Methoden 16

Ein Cu(I)-Ion wird dann durch zwei Molekiile BCA zu einem roten Farbkomplex gebunden,
welcher sehr empfindlich spektroskopisch nachgewiesen werden kann.

Je 50 ul der adjustierten Proben wurden mit 150 pl Substratpuffer gemischt und ausgewertet.
Der verwendete Substratpuffer bestand aus 50 mM HEPES, 100 mM Natriumchlorid, 10%
Saccharose, 0,1% 3-[3-Cholamidopropyl)demethyl-ammonio]-1-propanesulfat und 10 mM
Dithiothreitol sowie 50 uM des fluorogenen Caspase 3-Subrates Ac-DEVD-AMC. Die
Caspase 3 Aktivitdt wurde alle 10 Minuten anhand der Fluoreszenz des freigesetzten AMC
bei 440 nm mit Hilfe eines Lambda Fluro 320 Plus Fluorometers (Biotek, Bad Friedrichshall,
Deutschland) bei 37°C gemessen, bis die Aktivititswerte der Positivkontrolle ein Plateau
erreichten.

Fiir die Analyse der verwendeten Neuroblastomzellen wurde eine durchflusszytometrische
Methode gewihlt. Hierzu wurden nach Inkubation mit Lidocain oder Kontrollmedium iiber 12
Stunden je 4 x 10° Zellen pro Probe entnommen und durch Behandlung mit 4% Formaldehyd
fiir 5 Minuten bei 37°C fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen zweifach mit PBS-Puffer
gewaschen und in 80 pl eines Puffers bestehend aus 3% bovinem Serum Albumin und 0,05%
Saponin in PBS aufgenommen. Durch Zugabe des monoklonalen Antikorpers C92-605 (BD
Biosciences Pharmingen) gegen aktivierte humane Caspase 3 in einem Volumen von 20 pl
wurden anschlieend die Zellen mit nachweisbarer Caspase 3 Aktivierung markiert. Nach
lichtgeschiitzter Inkubation fiir eine Stunde bei Raumtemperatur wurden die Zellen erneut
gewaschen und in 250 pl des oben beschriebenen Puffers resuspendiert. In der unmittelbar
anschlieenden durchflusszytometrischen Analyse wurde der prozentuale Anteil der Zellen
mit gegeniiber der Kontrolle gesteigerter Fluoreszenz bei einer Wellenldnge von 530 nm

ermittelt.

2.4.3 Veranderungen des mitochondrialen Membranpotentials

Beim Einbau von Poren in die duflere Mitochondrienmembran kommt es zum Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials. Dies ist ein frithes Ereignis der Apoptose und geht der
Aktivierung von Caspasen voraus. Das mitochondriale Membranpotential (A¥m) wurde mit
Hilfe des fiir AWm-spezifischen Farbstoffes JC-1 gemessen®. Bei dem Farbstoff handelt es
sich um ein membranpermeables Cyanid mit einer delokalisierten positiven Ladung. Der
Farbstoff kann sowohl in monomerer Form als auch in Aggregatform vorliegen. Die

monomere Form wird in die Mitochondrienmatrix eingeschleust. Da es sich um ein positiv
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geladenes Molekiil handelt, nimmt der Einstrom mit dem Anstieg des mitochondrialen
Membranpotentials zu. Bei einem Schwellenwert des A¥Ym von 80 bis 100 mV werden
reversibel JC-1-Aggregate gebildet. Die monomere Form des JC-1 emittiert nach
Laseranregung Licht einer Wellenldnge von 527 nm im griinen Bereich, die Aggregatform
orange-rotes Licht einer Wellenlinge von 590 nm. Somit weisen Zellen mit hohem
mitochondrialem Membranpotential eine orange-rote Fluoreszenz, Zellen mit niedrigem
mitochondrialem Membranpotential eine griine Fluoreszenz auf.

Fiir die Messung wurden nach 24-stiindiger Inkubation der Zellkulturen mit Lidocain oder
Kontrollmedium je 5 % 10 Zellen pro Probe zweifach mit PBS Puffer bei 4°C gewaschen und
anschlieend 20 Minuten lichtgeschiitzt mit JC-1 in einer Konzentration von 10 pg/ml in PBS
Puffer gefarbt. Im Anschluss wurden die Proben erneut zweifach mit PBS Puffer gewaschen
und in 250 pl PBS Puffer resuspendiert. Danach wurden die Proben unmittelbar mittels
Durchflusszytometrie untersucht. Hierbei wurden je 10.000 Zellen je Probe hinsichtlich ihrer
Fluoreszenz analysiert. Der Verlust von AWm wurde detektiert anhand eines erhdhten
Verhidltnisses von griiner zu orangefarbener Fluoreszenzintensitit der gefdrbten
Mitochondrien®® und der prozentuale Anteil von Zellen mit verringertem AWm wurde

hierdurch ermittelt.

2.4.4 Western Blot Analyse

Fiir die durchgefiihrten Western Blot Analysen wurde die Zelldichte jeweils auf 5 x 10°
Zellen/ml adjustiert und Proben mit einem Volumen von 15 ml in Zellkulturschalen
vorbereitet. Nach 24-stiindiger Inkubation mit Lidocain oder Kontrollmedium wurden die
Zellen entnommen und fiir 20 Minuten mit Hochsalzpuffer lysiert. Hierzu diente ein auf pH
7,5 eingestellter Puffer aus 150 mM Natriumchlorid, 50 mM Tris-Hydrochlorid, 1% NP-40
sowie 1 uM Pepstatin, 0,1 uM Phenylmethylsuphonylfluorid, 0,15 uM Aprotinin und 1 uM
Leupeptin als Proteaseinhibitoren. Die gewonnen Lysate wurden bei 4°C fiir 15 Minuten bei
10.000 g zentrifugiert und die Uberstéinde anschlieBend gesammelt und bei 4°C gelagert. Mit
Hilfe des BCA Messverfahrens (Pierce, Rockford, IL, USA) wurden die
Proteinkonzentrationen der Proben fluorometrisch bestimmt und anschlie3end in allen Proben
auf 1 pg/ul durch Zugabe von Lysepuffer adjustiert. Je 20 pl dieser Proben (entspricht 20 pg
Protein) wurden auf ein Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gel (SDS-PAGE) aufgetragen

und mittels Elektrophorese aufgetrennt. Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen
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in SDS-haltigen Polyacrylamidgelen erfolgte nach der Methode von Liammli.”' Die Proteine
(20 pg) wurden vor dem Auftragen in gleichem Volumen SDS-Ladepuffer fiir 10 min bei 95
°C denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Stromspannung von 200 V
bis zum Erreichen einer Trennstrecke von 8 cm. Als Molekulargewichtsstandard diente der
Biotinylated Protein Ladder-Standard der Firma Cell Signaling Technology (Beverly, MA,
USA). Die aufgetrennten Proteine wurden anschlieBend auf eine Polyvinylidendifluorid-
Membran (Amersham Pharmacia, Piskataway, NJ, USA) transferiert. Die Elektrophorese
erfolgte in einer mit WB-Transferpuffer gefiillten Kammer (Transblot SD Cell, Biorad,
Miinchen) nach dem Prinzip des Nassblottings mit einem Stromfluf von 1 mA/cm® iiber eine
Stunde bei 4°C. Die anschlieBende Blockierung wurde mit Phosphatpuffer (PBS), 0,05%
Tween-20 und 4% bovinem Serumalbumin durchgefiihrt. Die Membran wurde mit dem
primédren Antikorper fiir 12 Stunden bei 4°C unter stindiger Bewegung inkubiert. Nach
erneutem Waschen mit Blockpuffer wurde ein an Meerrettich-Peroxidase gekoppelter
sekunddrer Antikorper fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem,
dreimal 10-miniitigem Waschen mit 0,05% Tween-20 in PBS Puffer wurde die Membran fiir
5 Minuten mit einer Losung des verstirkten Chemolumineszenz-Systems ECL (Amersham
Buchler, Braunschweig, Germany) behandelt, in einer Klarsichtfolie verpackt und

anschliessend ein Rontgenfilm exponiert.

2.4.5 Mitochondriale Freisetzung von Cytochrom C

Zur Analyse der Freisetzung von Cytochrom C wurde zunichst eine Zellfraktionierung
durchgefiihrt. Hierzu wurden nach Abschluss der Inkubation mit Lidocain oder
Kontrollmedium jeweils 3 x 10°> Zellen pro Probe entnommen und fiir 15 Minuten bei 4°C
permeabilisiert. Hierzu wurden je Probe 500ul einer Losung aus Digitonin in einer
Konzentration von 50 pg/ml hinzugegeben, welche zusétzlich 250 mM Saccharose, 20 mM
HEPES, 1,5 mM MgCI2, 10 mM Kaliumchlorid, je 1 mM EDTA und EGTA, 1 mM
Dithiothreitol, 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid enthielt sowie je 2 pg/ml der
Proteaseinhibitoren Aprotinin, Pepstatin und Leupeptin. Anschlieend wurden die Proben in
einem Zeitraum von 60 Sekunden je 20mal durch eine 21-gauge Injektionsnadel resuspendiert
um die Zellmembranen aufzubrechen. Im Anschluss wurden die Proben fiir 5 Minuten bei
4°C und 1.000 g zentrifugiert um die Zellkerne zu entfernen. Der Uberstand wurde

entnommen und bei 4°C und 10.000 g fiir 15 Minuten zentrifugiert, um die zytosolische
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Zellfraktion im Uberstand zu erhalten. Das die Mitochondrien enthaltende Sediment wurden
mit dem oben beschriebenen Hochsalz-Puffer fiir 20 Minuten bei 4°C lysiert und die
mitochondriale Zellfraktion durch anschlieBende Zentrifugation bei 4°C und 10.000g im
Uberstand isoliert. Die Proben der gewonnenen Zellfraktionen wurden nach Bestimmung der
Proteinkonzentration wie oben beschrieben auf 1 pg/ul Proteingehalt adjustiert und mit Hilfe
einer wie oben beschrieben ausgefiihrten Western Blot Analyse untersucht. Hierbei diente ein
Antikorper gegen das mitochondriale Protein Tom20 dazu, den Erfolg der Fraktionierung zu
iiberpriifen, wihrend ein AntikOrper gegen humanes Cytochrom C zur Bestimmung des

Ausmalles mitochondrialer Cytochrom C Freisetzung in das Zytosol verwendet wurde.

2.4.6 Annexin V — PI Doppelfarbung zum Nachweis friiher Apoptose

Um den Anteil von Zellen zu bestimmen, welche sich in einer frithen Phase der Apoptose
befinden, wurden die Zellen nach einer Férbung mit den Farbstoffen Annexin V und
Propidiumjodid (PI) gefirbt und mittels Durchflusszytometrie untersucht. In einer frithen
Phase der Apoptose kommt es =zu einer zunechmenden Externalisierung von
Phosphatidylserinen auf der &dufleren Zellmembran, welche bei einer vitalen Zelle
asymmetrisch, iiberwiegend auf der Innenseite der Membran angeordnet sind. Der Farbstoff
Annexin V, welcher an das Fluorochrom Fluoreszein (FITC) gebunden ist, bindet an
externalisiertes Phosphatidylserin und markiert damit Zellen in einer friihen Phase der
Apoptose. Zellen, welche sich in einer weiter fortgeschrittenen Phase der Apoptose befinden,
werden zunehmend permeabler fiir Annexin V, welches hierdurch zunehmend auch
Phosphatidylserin auf der Innenseite der Zellmembran binden kann. Um diese Zellen mit
einer bereits beeintrachtigten Membranintegritit diskrimieren zu koénnen, wurde zusitzlich
der Farbstoff Propidiumjodid verwendet. Dieser gelangt ebenfalls iiber bereits permeable
Zellmembranen in die Zelle und farbt dort die DNA im Zellkern an. Daraus erschlief3t sich,
dass sich Zellen, die sich nach dieser Methode nur mit Annexin V anférben, in einer frithen
Phase der Apoptose befinden. Zellen, welche sich mit beiden Farbstoffen anfarben, befinden
sich dagegen in einem fortgeschritten Stadium der Apoptose oder primédrer Nekrose.

Zur Durchfiihrung der Firbung wurden nach Abschluss der Inkubation je 2 x 10° Zellen pro
Probe entnommen und nach zweimaligen Waschen mit PBS in 100 pl eines speziellen Puffers
aufgenommen, welcher die Bindung von Annexin V ermdoglicht. Dieser bestand aus 10 mM

HEPES, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl, und war mittels Titration mit NaOH auf einen pH-
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Wert von 7,4 eingestellt. Die Zellen wurden anschlieend durch Zugabe von 5 pl Annexin V
und 10 pl PI (20 pg/ml) lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten gefdrbt und

unmittelbar danach mittels Durchflusszytometrie analysiert.

2.4.7 Oligomerisierung von Bax Protein an mitochondrialen Membranen

Um zu priifen, inwiefern das proapoptotische Protein Bax an der Transduktion der Lidocain-
induzierten Apoptose beteiligt ist, wurden Neuroblastomzellen fiir 6 und 12 Stunden mit
Lidocain in den angegebenen Konzentrationen und Kontrollmedium auf zuvor mit Poly-D-
Lysin und Laminin beschichteten Objekttragern mit je 8 montierten Wells zu
Zellkulturzwecken (Falcon CultureSlides, BD Biosciences) inkubiert. Nach Abschluss der
Inkubation wurden die Objekttrager zweifach mit PBS gewaschen und fiir 15 Minuten mit 4%
Paraformaldehyd bei Raumtemperatur fixiert. Um unspezifische Bindungen zu reduzieren
wurden die Objekttrager fiir 12 Stunden bei 4°C in einer Losung aus 3% bovinem
Serumalbumin und 0,05% Saponin behandelt und anschlieBend fiir weitere 12 Stunden mit
Antikorpern gegen die NT-Domidne von humanem Bax Protein (5 pg/ml) sowie mit
Antikdrpern gegen das mitochondriale Membranprotein Tom20 (1 pg/ml) inkubiert. Proben
unter Verwendung von je nur einem Typ der 1. Antikorper wurden ebenfalls angefertigt um
Kreuzreaktionen erkennen zu konnen. Als 2. Antikdrper wurden Alexa Fluor Antikorper flir
12 Stunden bei 4°C verwendet, welche nach Anregung Fluoreszenz der Wellenldnge 488 nm
bzw. 592 nm emittieren und hierdurch gebundene Bax-Antikorper in griiner Fluoreszenz
sichtbar machen, wihrend gebundene Tom20-Antikérper mit roter Fluoreszenz sichtbar
werden. Nach dreifachem Waschen der Objekttriager in PBS wurden diese lichtmikroskopisch
in UbersichtsvergroBerungen ausgewertet und die Zahl von Zellen mit sichtbarer
Oligomerisation von Bax Protein zwischen den Proben verglichen. Um eine verbesserte
Darstellung der rdumlichen Anordnung von Bax Protein und mitochondrialem
Membranprotein Tom20 mittels Einzelzell- und Detailaufnahmen zu erreichen, wurden die
Objekttrager anschlieBend mit je 10 pl Fluoromount-G (SouthernBiotech, Birmingham, AL,
USA) und Deckgldschen versiegelt und mittels konfokaler Laser-Rastermikroskopie
untersucht. Hierbei tastet ein Laserstrahl punktweise ein Objekt ab, wobei er in der
Fokusebene der zu mikroskopierenden Probe maximal fokussiert ist. Es werden nun die
Fluoreszenzmolekiile angeregt, die sich im Lichtweg des fokussierten Laserstrahles befinden.

Bildet man die Fluoreszenzsignale nun wieder auf einer Bildebene ab, vor der sich eine kleine
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Lochblende befindet, so konnen nur die Signale, die aus der Fokusebene kommen, exakt
durch diese Blende fallen. Die Signalanteile, die aus anderen Ebenen oberhalb oder unterhalb
der Fokusebene in der Probe stammen, werden dadurch ausgeblendet und es kommt zu einer

detailreichen Schichtaufnahme.

2.5 Durchflusszytometrie

Alle durchflusszytometrischen Analysen wurden mit Hilfe eines Durchflusszytometers mit
der Bezeichnung FACS Calibur der Firma Becton Dickinson (BD) Biosciences durchgefiihrt.
Die Abkiirzung FACS steht hierbei fiir fluorescence-activated cell sorting. Diese Technik
ermoglicht das Zdhlen und die Analyse von physikalischen und molekularen Eigenschaften
von Zellen in einem Fliissigkeitsstrom. Eine Hauptanwendung besteht darin, mit Hilfe von
Fluoreszenzfarbstoff-markierten Proben bestimmte Eigenschaften von Zellen oder
Zellpopulationen auf Einzelzellebene zu dokumentieren. Die Fluoreszenz-aktivierte
Zellanalyse eignet sich daher als Verfahren zur quantitativen Bestimmung von
Oberflachenmolekiilen und intrazelluldren Proteinen. Grundlage ist die Antigen-Antikdrper-
Reaktion, die mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikdrpern durchgefiihrt wird. Zur
Analyse werden die Zellen einer Einzelzellsuspension durch hydrodynamische Fokussierung
einzeln an einem gebiindelten Laserstrahl geeigneter Wellenldnge vorbeigeleitet. Bei exakter
Anregung der Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes durch den monochromatischen
Laserstrahl werden diese auf ein hoheres Energieniveau gehoben. Nach dem Laserpuls fallen
die Elektronen unter Abgabe von Energie in Form von Photonen auf ihr Ursprungsniveau
zuriick. Die emittierte Photonenkonzentration, die durch einen Photodetektor registriert wird,
verhélt sich proportional zur Menge an gebundenen Antikorpern pro Zelle. Zusétzlich werden
durch die Beugung und Streuung des Lichtes Informationen tliber die Zellgroe und die
Binnenstruktur (z.B. Granularitit des Zytoplasmas, Grofe des Zellkerns) der Zellen
gewonnen. Eine gleichzeitige FACS - Messung mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen wie
Annexin V und Propidiumjodid ist mdglich, da sich die eingesetzten Farbstoffe zwar haufig
bei einer gemeinsamen Wellenldnge anregen lassen, aber iiber unterschiedliche, fiir den
jeweiligen Farbstoff charakteristische Emmissionsspektren verfiigen.””>* Fiir die bei dieser
Untersuchung durchgefiihrten Versuche wurden je Probe 10.000 Zellen auf die beschriebene
Weise analysiert. Die anschlieBende Auswertung der Messergebnisse erfolgte mit der

Software CellQuest Pro (BD Biosciences).
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2.6 Statistische Auswertungen

Alle Versuche wurden mindestens dreifach durchgefiihrt und die Resultate sind in Mittelwert
und Standardabweichung angegeben. Die Berechnungen wurden mit Hilfe des
Statistikprogrammes SPSS in der Version 12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchgefiihrt.
Die Vergleiche zwischen den Behandlungsgruppen wurden mittels Mann-Whitney U Test
durchgefiihrt und fiir multiples Testen korrigiert, falls notwendig (Bonferroni - Korrektur).

Bei einem P < 0,05 wurden die gefundenen Unterschiede als signifikant angenommen.
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3. Ergebnisse

3.1 Der dosisabhiangige Effekt von Lidocain auf Jurkat Wildtypzellen

Lidocain-induzierter Zelltod wurde gemessen nach Inkubation von Jurkat Wildtypzellen mit
steigenden Konzentrationen von Lidocain (3 mM = 0.08%, 6 mM = 0.18% und 10 mM =
0.27%) fiir 24 Stunden. In einem ersten Versuchsansatz wurde das Auftreten von generellem
Zelltod durch eine Farbung mit Trypan Blau untersucht. Mit Hilfe dieser Farbung lassen sich
avitale Zellen in der Lichtmikroskopie blau anfdrben, wihrend vitale Zellen ungeféarbt
bleiben. Hierbei zeigte sich, dass Lidocain dosisabhéngig Zelltod induzierte, ebenso wie der
unspezifische Proteinkinaseinhibitor Staurosporin, welcher als Positivkontrolle diente (Abb.

2).

Abbildung 2
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Abbildung 2: Lidocain-induzierter Zelltod in B-Zell Lymphom-2 Protein (Bcl-2)-iiberexprimierenden
Zellen verglichen mit der Parentalzelllinie. Jurkat T-Lymphomzellen und Jurkat Zellen, welche das Protein
Bcl-2 iiberexprimieren wurden mit den angezeigten Konzentrationen von Lidocain oder 1,25 pM Staurosporin

(STS) als Positivkontrolle. Nach 24 Stunden wurde das Auftreten von Zelltod mittels Trypan Blau Farbung
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lichtmikroskopisch ermittelt. Bcl-2-Uberexpression schiitzte vor Lidocain-induziertem Zelltod nach Behandlung
mit Konzentrationen von 3 mM (= 0,08%) und 6 mM (= 0,16%), wihrend nach Inkubation mit 10 mM (=
0,27%) Lidocain kein Unterschied zwischen den Gruppen erkennbar war. Die Fehlerbalken stellen eine

Standardabweichung dar, ein Sternchen (*) zeigt signifikante Unterschiede an (P < 0,05).

Weiterhin fiihrte die Behandlung mit Lidocain, ebenso wie Staurosporin zu einer deutlichen
Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials (A%¥m), was als eines der ersten messbaren
Zeichen der Apoptose gilt. Durchflusszytometrische Analysen wiesen einen Verlust von AWm
bei einem Anteil der mit 3 mM Lidocain behandelten Zellen von 39,1 + 12,2 % Zellen nach.
Dieser Anteil war nach Behandlung mit 6 mM Lidocain mit 84,6 + 15,5% signifikant héher
und stieg nach Behandlung mit 10 mM Lidocain auf 98,8 + 1,2% an (Abb. 3 und 4).

Abbildung 3

Kontrolle

Lidocain 3 mM Lidocain 6 mM
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Lidocain 10 mM

Abbildung 3: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchung des mitochondrialen Membran-
potentials von Jurkat Zellen nach 24-stiindiger Behandlung mit Lidocain. Durch die Reduktion des
Potentials verdndert sich die Fluoreszenz der mit dem Farbstoff JC-1 behandelten Zellen in Form einer
deutlichen Zunahme der Fluoreszenz im griinen Bereich (527 nm, FL1-H) und einer leichten Abnahme der
Fluoreszenz im orange-roten Bereich (590nm, FL3-H). Die Region 1 wurde mit Hilfe von unbehandelten
Kontrollen definiert, d.h. sie umfasst alle analysierten Zellen einer Probe mit intaktem mitochondrialen
Membranpotential. Die Region 2 wurde anhand von Positivkontrollen (d.h. Staurosporin-behandelten Zellen)
definiert und gibt daher den Bereich wieder, in dem sich Zellen darstellen, deren mitochondriales
Membranpotential stark reduziert ist. Lidocain fiihrte dosisabhingig zu einem Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials, erkennbar an der abnehmenden Zellzahl in Region 1 und der bei steigenden

Konzentrationen zunehmenden Zellzahl in Region 2.
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Abbildung 4

OWildtyp-Zellen M Bcl-2-Uberexprimierende Zellen "
% 0
100 - T

[

90 -

80 -

(<] (<2 ~
o o o
1 1 1

Zellen [%]

Y
o
]

w
o
]

N
o
1

-
o
1

o

Kontrollen Staurosporin  Lidocain 3 mM Lidocain 6 mM Lidocain 10 mM
1,25 uM (=0,08%) (=0,16%) (=0,27%)

Abbildung 4: Lidocain induziert einen Verlust von mitochondrialem Membranpotential, welches durch
die Uberexpression von Bcl-2 weitestgehend erhalten bleibt. Jurkat Wildtypzellen und Bel-2-
Uberexprimierende Jurkat Zellen wurden fiir 24 Stunden mit 1,25 uM Staurosporin (STS) oder angezeigten
Konzentrationen von Lidocain inkubiert. AnschlieBend wurde der Anteil von Zellen mit Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials durch Farbung der mit dem potentiometrischen Farbstoff JC-1
durchflusszytometrisch gemessen. Die Fehlerbalken stellen eine Standardabweichung dar, ein Sternchen (*)

zeigt signifikante Unterschiede an (P < 0,05).

Da die Aktivierung von Caspase 3 ein manifestes Merkmal der Exekutionsphase der
Apoptose darstellt, wurde die Aktivitdt von Caspase 3 durch Messung der Spaltung des fiir
Caspase 3 spezifischen fluorogenen Substrates Ac-DEVD-AMC bestimmt. Die Messungen
zeigten, dass die Behandlung mit 3 mM Lidocain fiir 24 Stunden die Aktivitdt von Caspase 3
auf das 9,0-fache steigerte, verglichen mit unbehandelten Kontrollen. Nach Inkubation der
Jurkat Zellen mit Lidocain in einer Konzentration von 6 mM stieg die Aktivitit von Caspase 3

auf das 11,6-fache der Werte von unbehandelten Kontrollen. Inkubation mit hoéheren
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Konzentrationen von Lidocain (ab 10 mM) fiihrte dagegen nicht zu einer messbaren

Aktivierung von Caspase 3 (s. Abb. 5).

Abbildung 5
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Abbildung 5: Aktivierung von Caspase 3 durch Lidocain in Jurkat Wildtypzellen und B-cell lymphoma-2
Protein (Bcl-2)-iiberexprimierenden Zellen. Die Aktivitit von Caspase 3 wurde nach 12-stiindiger
Behandlung mit Staurosporin oder Lidocain in den angegebenen Konzentrationen unter Einsatz des fluorogenen
Substrates Ac-DEVD-AMC fiir Caspase 3 gemessen. Die Uberexpression von Bcl-2 Protein reduzierte die durch
Inkubation mit 3-6 mM Lidocain-induzierte Aktivierung von Caspase 3 deutlich, wéahrend die Behandlung mit
10 mM Lidocain in beiden Zelllinien zu keiner messbaren Caspase 3-Aktivierung fiihrte. Die Fehlerbalken

stellen eine Standardabweichung dar, ein Sternchen (*) zeigt signifikante Unterschiede an (P < 0,05).

Die Aktivierung von Caspase 3 durch Lidocain konnte mittels Nachweis der proteolytischen
Spaltung der inaktiven Procaspase 3 in der Westernblot Analyse bestétigt werden (Abb. 6).
Hier zeigte sich dartiber hinaus auch eine Abnahme von Procaspase 9, der inaktiven Proform
der zentralen Initiatorcaspase des mitochondrialen Signalwegs, widhrend der Gehalt an
inaktiver Caspase 8 weitestgehend unverdndert blieb. Wéhrend niedrigere Konzentrationen

von Lidocain (3 — 6 mM) die Apoptose - assoziierten Verdnderungen induzierten, flihrte die
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Inkubation mit 10 mM Lidocain nicht zu einer nachweisbaren Aktivierung von Caspasen, was

auf einen liberwiegend auf Nekrose zurlickzufiihrenden Zelltod hinweist.

Abbildung 6
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Abbildung 6: Westernblot Analysen der Aktivierung von Caspase 3 an genetisch verinderten Jurkat

Zelllinien durch Inkubation mit Lidocain. Wildtypzellen und Bcl-2-iiberexprimierende Jurkat Zellen (A)

sowie Zellen, welche Defizient fiir Caspase 9 (B), Caspase 8 (C) oder das fas-assoziierte Protein mit
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Todesdomdne FADD (D) waren wurden mit 1,25 uM Staurosporin oder den angegebenen Konzentrationen von
Lidocain behandelt. Nach 12 Stunden Behandlung wurden Lysate der Proben hergestellt und unter der
Verwendung von Antikérpern gegen Caspase 8, Caspase 9, Bcl-2 und die gespaltene, aktive Form von Caspase 3
mittels Westernblot untersucht. Als Ladekontrolle wurde die Expression von Actin analysiert. Wéhrend sich bei
Wildtypzellen nach Inkubation mit 3 mM (=0,08%) und 6 mM (=0,16%) Lidocain eine ausgeprigte Aktivierung
von Caspase 3 zeigte, wie sie auch nach Inkubation mit Staurosporin festgestellt wurde, war bei Bcl-2-
{iberexprimierenden Zellen keine Aktivierung von Caspase 3 festzustellen (A). Ahnliche Befunde zeigten sich
ebenfalls bei Caspase 9-defizienten Jurkat Zellen (B). Im Gegensatz dazu zeigte die Defizienz von Caspase 8
oder FADD keinerlei Einfluss auf die Aktivierung von Caspase 3 (C bzw. D) im Vergleich zu parentalen
Wildtypzellen. In allen verwendeten Zelllinien fiihrte die Inkubation mit 10 mM Lidocain zu keiner messbaren

Aktivierung von Caspase 3, was auf einen iiberwiegend auf Nekrose zuriickzufiihrenden Zelltod hinweist.

Zuséatzlich zu der Aktivierung von Caspasen konnte eine mitochondriale Freisetzung von
Cytochrom C in das Zytosol nach Inkubation nachgewiesen werden (Abb. 7). Dies war
besonders ausgeprigt nach Inkubation mit 3-6 mM Lidocain und weniger eindeutig nach

Inkubation mit 10 mM Lidocain.

Abbildung 7
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Abbildung 7: Westernblot Analyse der mitochondrialen Freisetzung von Cytochrom C durch Behandlung
von Jurkat Zellen mit Lidocain. Zur Bewertung der Rolle von Cytochrom C fiir die Lidocain-induzierte
Apoptose wurde die Freisetzung von Cytochrom C aus Mitochondrien nach Inkubation von Jurkat Zellen mit
1,25 uM Staurosporin als Positivkontrolle und 3 bis 10 mM Lidocain analysiert. Nach 12-stiindiger Behandlung
wurden die Lysate der zytosolischen und mitochondrialen Zellfraktionen mittels Westernblot Analyse auf ihren
Cytochrom C Gehalt hin untersucht (E). Um die erfolgreiche Trennung der Zellfraktionen zu iiberpriifen, wurde
die Translocase der dufleren Mitochondrienmembran 20 (Tom20) mittels spezifischer Antikérper nachgewiesen.
Die Freisetzung von Cytochrom C in das Zytosol konnte somit eindeutig nach Inkubation mit 3 und 6 mM

Lidocain festgestellt werden, weniger ausgeprigt nach Inkubation mit 10 mM Lidocain.

Ein weiteres Zeichen fiir ablaufende frithe Apoptose ist die Externalisierung von

Phosphatidylserinen auf einer noch integeren duB3eren Zellmembran, was sich mittels Annexin
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V und Propidiumjodid Doppelfarbung untersuchen ldsst. Frithapoptotische Zellen, welche
positiv fiir Annexin V, aber negativ fiir Phosphatidylserinanreicherung waren, konnten nach
Behandlung mit 3-6 mM Lidocain und in einem Inkubationzeitraum von 2 bis 12 Stunden
nachgewiesen werden. Der grofite Anteil frithapoptotischer Zellen wurde nach 12-stiindiger
Behandlung mit 6 mM Lidocain festgestellt, vergleichbar mit dem Ergebnis nach Inkubation
mit Staurosporin (Abb. 8 und 9). Die Behandlung mit 10 mM Lidocain fiihrte nicht zu einer
Erhohung des Anteils frithapoptotischer Zellen, aber zu einer Zunahme von Nekrose,
erkennbar an einem Anteil von 93,8 + 5,2 % doppelt positiver Zellen nach 12 Stunden

Behandlung (Abb. 9).

Abbildung 8

Lidocain 3 mM Lidocain 6 mM
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Lidocain 10 mM

Abbildung 8: Durchflusszytometrischer Nachweis von Apoptose mittels Annexin V und Propidiumjodid
Doppelfiarbung. Durch die Externalisierung von Phosphatidylserin in einer friihen Phase der Apoptose kommt
es zu einer vermehrten Bindung des Farbstoffs Annexin V. Da dieser in der durchgefiihrten Untersuchung mit
dem griin fluoreszierenden Farbstoff FITC konjugiert war, steigt die Intensitdt der Fluoreszenz im griinen
Bereich (527nm, FL1-H) bei Zellen in einer frithen Phase der Apoptose. In einer spiten Phase der Apoptose oder
bei primérer Nekrose kommt es zu einer Permeabilisierung der Zellmembran fiir den Farbstoff Propidiumjodid,
wodurch es zu einen Anstieg der Intensitit im roten Fluoreszenzbereich (590nm, FL3-H) kommt. Anhand der
durchflusszytometrischen Messung lédsst sich daher der Anteil von Zellen in einer frithen Phase der Apoptose
(unterer, rechter Quadrant) von Zellen in einer spiteren Phase des Zelltodes (oberer, rechter Quadrant)

differenzieren.

3.2 Inhibition von Lidocain-induzierter Apoptose durch Becl-2-

Uberexpression

Die mitochondriale Freisetzung von Cytochrom C wird durch das antiapoptotische Protein
Bcl-2 gehemmt. Tatsdchlich zeigte sich bei Bcl-2-iiberexprimierenden Jurkat T-Zellen eine
deutlich bessere Zellvitalitit nach Behandlung mit Lidocain (3-6 mM) und Staurosporin (1,25
uM) fiir 24 Stunden. Im Gegensatz hierzu kam es nach Behandlung mit 10 mM Lidocain zu
keinem Unterschied in der Anzahl avitaler Zellen (etwa 90%) im Vergleich zum Wildtyp und
damit zu keinem Schutz durch Bel-2-Uberexpression (Abb. 2). Die Uberexpression von Bcl-2
fiihrte nicht nur zu einer Verbesserung des Zelliiberlebens, sondern auch zu einer
weitestgehenden Erhaltung des mitochondrialen Membranpotentials (A%¥m) nach Behandlung
mit 3-6 mM Lidocain, wahrend eine Konzentration von 10 mM Lidocain zu einer Reduktion

des AWm bei anndhernd allen Zellen (97,7 + 2,3%) fiihrte (Abb. 4). Die Aktivitit von Caspase
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3 zeigte sich bei Bcl-2-iiberexprimierenden Zellen im Vergleich zum Wildtyp ebenfalls
deutlich reduziert nach Behandlung mit 3-6 mM Lidocain, wéihrend die Behandlung mit 10
mM Lidocain zu keiner nachweisbaren Aktivierung von Caspase 3 fiihrte, ebenso wie bei
Wildtypzellen (Abb. 5). Dariiber hinaus bestétigten die Westernblot Analysen von Bcl-2-
tiberexprimierenden Zellen eine deutlich geringer ausgeprédgte Spaltung von Procaspase 3 zu
ihren aktiven Untereinheiten und damit eine reduzierte Aktivierung von Caspase 3 (Abb. 6A).
In der Annexin V/Propidiumjodid Doppelfirbung zeigte sich ein geringerer Anteil von
frithapoptotischen Zellen durch Bcl-2-Uberexpression, sowie eine Reduktion des Auftretens
von Zelltod nach Inkubation mit 3-6 mM Lidocain. Die Inkubation mit 10 mM Lidocain
zeigte wie bei Wildtypzellen keinen Anstieg des Anteils frithapoptotischer Zellen, aber ein

Auftreten von Zelltod bei 97,0 + 2,5% der analysierten Zellen (Abb. 9).

Abbildung 9
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Abbildung 9: Lidocain-induzierte Apoptose wird durch die Blockade des mitochondrialen Signalweges
inhibiert. Wildtypzellen (wt), Bcl-2—iiberexprimierende Zellen (Bcl-2) oder Caspase 9-defiziente Zellen (Casp-

97) wurden fiir 12 Stunden mit Staurosporin (STS) oder Lidocain in den angegeben Konzentrationen behandelt.
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Frithe Apoptose wurde mittels Durchflusszytometrie und dem Farbstoff Annexin V gemessen, welcher an
externalisierte Phophatidylserinreste bindet. Eine Gegenfiarbung mit Propidiumjodid wurde verwendet um Zellen
nachzuweisen, welche sich bereits in einer Phase spiter Apoptose oder primérer Nekrose befinden. Inhibition
des mitochondrialen Signalweges durch Bcl-2-Uberexpression oder Caspase 9-Defizienz reduzierte den Anteil
frithapoptotischer Zellen (Annexin V positiv, PI negativ) nach Behandlung mit 3-6 mM Lidocain und 1,25 uM
Staurosporin (STS). Der Anteil der Zellen, welche sich in einer spéteren Phase des Zelltods befinden (Annexin V
und PI positiv) wurde ebenfalls signifikant gesenkt (P < 0,05). Inhibition des mitochondrialen Signalweges
reduzierte dagegen nicht das Auftreten von Zelltod nach Inkubation mit 10 mM Lidocain, welcher sich
iiberwiegend auf Nekrose zuriickfithren ldsst und in iiber 90% der Zellen auftrat. Die Fehlerbalken stellen eine

Standardabweichung dar, ein Sternchen (*) zeigt signifikante Unterschiede an (P < 0,05).

3.3 Schutz vor Lidocain-induzierter Apoptose durch Ausschaltung des

mitochondrialen Signalweges

Caspase 9 ist die essentielle Initiatorcaspase fiir den mitochondrialen Signalweg der
Apoptose. Vergleichbar mit Bcl-2-liberexprimierenden Zellen zeigten Zellen, welche
defizient fiir Caspase 9 waren, ebenfalls eine deutlich geringere Aktivitdt von Caspase 3 nach
Inkubation mit Lidocain (Abb. 6B). Ebenso waren der Anteil frithapoptotischer Zellen sowie
das Auftreten von Gesamtzelltod stark reduziert im Vergleich zu parentalen Wildtypzellen
(Abb. 9). Die Behandlung von Caspase 9-defizienten Zellen mit Lidocain in einer
Konzentration von 10 mM fiihrte nicht zu einer Erhéhung des Anteils frithapoptotischer
Zellen, aber zu einer Zunahme von Gesamtzelltod vergleichbar wie bei Wildtypzellen,
wihrend sich keine Aktivierung von Caspase 3 feststellen lies (Abb. 6B und 9). Der Grad des
Schutzes vor Lidocain-induzierter Apoptose durch Caspase 9-Defizienz zeigte sich daher als

vergleichbar mit Bcl-2-Uberexpression.

3.4 Die Rolle des extrinsischen Signalweges fiir die Lidocain-induzierte

Apoptose

Der extrinsische oder Todesrezeptorsignalweg der Apoptose wird durch die Rekrutierung des
Adapterproteins FADD und Caspase 8 aktiviert. In den untersuchten Caspase 8-defizienten
Jurkat T-Zellen bestand im Vergleich zu parentalen Wildtypzellen kein Unterschied sowohl
im Anteil frithapoptotischer Zellen als auch im Auftreten von Gesamtzelltod nach

Behandlung mit 3-10 mM Lidocain (Abb. 10). In Versuchen mit FADD-defizienten Zellen
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zeigte sich nach Inkubation mit Lidocain ebenfalls kein geringerer Anteil frithapoptotischer
und avitaler Zeller im Vergleich zu Wildtypzellen und somit kein Schutz durch die

Ausschaltung des extrinsischen Apoptosesignalweges.

Abbildung 10
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Abbildung 10: Die Lidocain-induzierte Apoptose wird nicht iiber den Todesrezeptorsignalweg vermittelt.
Wildtypzellen (wt), Caspase 8-defiziente Zellen (Casp-8) und FADD-defiziente Zellen (FADD") wurden fiir 12
Stunden mit Staurosporin (STS) oder mit Lidocain in den angegeben Konzentrationen behandelt. Der Anteil von
Zellen in einer frithen Phase der Apoptose wurde durchflusszytometrisch mit Hilfe einer Annexin V Firbung
ermittelt, welche Externalisierung von Phosphatidylserin nachweist. Eine zusdtzliche Farbung mit
Propidiumjodid (PI) wurde angewandt um Zellen zu identifizieren, welche sich in primérer oder sekundirer
Nekrose befinden. Als sekundidre Nekrose wird die Zytolyse in Folge von Apoptose definiert, wenn eine
physiologische Elimination (Phagozytose) nicht erfolgte. Die Ergebnisse zeigen, dass die Inhibition des
extrinsischen oder Todesrezeptorsignalweges weder den Anteil frithapoptotischer Zellen (Annexin V'/PI") noch
spitere Phasen von Zelltod (Annexin V'/PI") im Vergleich zu Wildtypzellen beeinflusst. Die Behandlung mit 10
mM Lidocain fiihrte bei allen drei untersuchten Zelltypen zu keiner Induktion von Apoptose, fiihrte aber in iiber

90% der analysierten Zellen zu Nekrose. Die Fehlerbalken stellen eine Standardabweichung dar.
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Die Western Blot Untersuchung bestétigte diese Ergebnisse. Auch hier unterschieden sich
Wildtypzellen und FADD- bzw. Caspase 8-defiziente Zellen nicht hinsichtlich der Caspase 3-
Aktivierung nach Exposition mit Lidocain (Abb. 6 C bzw. D). Die Ausschaltung des
extrinsischen Signalweges der Apoptose hatte somit keinen Einfluss auf die Toxizitit von

Lidocain.

3.5 Die dosisabhingige Wirkung von Lidocain auf humane

Neuroblastomzellen

Im ndchsten Schritt wurden die Induktion von Apoptose durch Lidocain und der zugrunde
liegende Mechanismus auch an neuronalen Zellen untersucht. Hierzu wurden humane SHEP
Neuroblastomzellen = verwendet. Auch an diesen Zellen induzierte Lidocain
konzentrationsabhédngig Apoptose bzw. Nekrose. Dabei schiitzte die Behandlung der Zellen
mit dem Pancaspase-Inhibitor Q-VD weitestgehend vor Apoptose und Zelltod bis zu einer
Lidocainkonzentration von bis zu 12 mM (= 0.32%). Bei Konzentrationen von Lidocain iiber
14 mM zeigte sich dagegen kein Einfluss von Q-VD Behandlung auf das Auftreten von
Zelltod (Abb. 11 A).

Entsprechend kam es zu einer konzentrationsabhédngigem Aktivierung von Caspase 3 durch
Lidocain. So wurde in der durchflusszytometrischen Analyse ein Anstieg der Rate von Zellen
mit aktivierter Caspase 3 auf bis zu 69,2 + 2,4 % bei einer Lidocainkonzentration von 10 mM
festgestellt (Abb. 12 und 13). Bereits bei einer Konzentration von 12 mM zeigte sich dagegen
eine geringere Rate (44,9 + 5,0 %) und in hoheren Konzentrationen eine weitaus geringere
Aktivitit von Caspase 3. Dies weiBit auf einen Caspase-abhidngigen Mechanismus, also
Apoptoseinduktion durch niedrige Konzentrationen von Lidocain in Neuroblastomzellen hin,

wihrend hohere Konzentrationen iiberwiegend Nekrose induzieren.
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Abbildung 11
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Abbildung 11: Lidocain-induzierte Apoptoseinduktion und Aktivierung von Caspasen an
Neuroblastomzellen. (A) Neuroblastomzellen des Menschen (SHEP) wurden mit 0,125 pM Staurosporin (STS)
als Positivkontrolle oder den angegebenen Konzentrationen von Lidocain fiir 12 Stunden mit (+) oder ohne (-)
die Zugabe des Pancaspase-Inhibitors Q-VD (10 uM) behandelt. Die Ergebnisse der Annexin V und
Propidiumjodid Doppelfarbung zeigen, dass die Inhibition von Caspasen das Auftreten von Lidocain-
induziertem Zelltod bis zu einer Konzentration von 12 mM deutlich verringerte, nicht aber bei hdheren
Konzentrationen, welche iiberwiegend Nekrose auslosten. Die Fehlerbalken stellen eine Standardabweichung
dar, ein Sternchen (*) zeigt signifikante Unterschiede an (P < 0,05).

(B) SHEP Neuroblastomzellen wurden fiir 12 Stunden mit Lidocain oder 2 verschiedenen Konzentrationen von
Staurosporin (STS; linke Spalte 0,5 uM; rechte Spalte 0,25 uM) inkubiert. Die proteolytisch gespaltene, aktive

Form der Caspase 3 (akt. Caspase 3) wurde nach Inkubation der Zellen mit Lidocain in Konzentrationen von 6
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bis 12 mM nachgewiesen. In diesen Konzentrationen verringerte Lidocain auch den Anteil von inaktiver

Procaspase 9, wihrend Procaspase 8 bei diesen Konzentrationen unverandert blieb.

Abbildung 12
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Lidocain 14mM

Abbildung 12: Durchflusszytometrischer Nachweis der Aktivierung von Caspase 3 in humanen
Neuroblastomzellen (SHEP). Der nur an aktivierte Caspase 3 bindende fluoreszenzkonjugierte Antikdrper
verdandert die Fluoreszenzintensitét der analysierten Zellen im griinen Bereich (527nm, FL1-H). Hierdurch steigt
mit zunehmender Aktivierung von Caspase 3 durch Lidocain die Rate von Zellen im Bereich hoher

Fluoreszenzintensitit, welche durch den abgebildeten Marker erfasst wurde.

In der Westernblot Analyse der Lidocain-behandelten Neuroblastomzellen wurde ebenfalls
eine dosisabhingige Aktivierung von Caspase 3, sowie eine Abnahme der inaktiven Proform
von Caspase 9 bestdtigt. Eine Verdnderung des Gehalts der inaktiven Procaspase 8 stellte sich
dagegen erst ab einer Lidocainkonzentration von 14 mM, folglich im Rahmen von

nekrotischem Zelltod dar (Abb. 11 B).
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Abbildung 13
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Abbildung 13: Durchflusszytometrischer Nachweis der Aktivierung von Caspase 3 durch Lidocain in
Neuroblastomzellen. Nach Behandlung von SHEP Zellen fiir 12 Stunden mit Staurosporin (0,125 pM) oder
Lidocain (3-14mM) wurden die zu analysierenden Zellen permeabilisiert und mittels Fluoreszenz-konjugierter
Antikorper gegen aktivierte Caspase 3 markiert. In der Analyse zeigte sich eine dosis-abhéngige Aktivierung von
Caspase 3 durch Lidocain in Konzentrationen von 3 bis 12 mM. Die Fehlerbalken stellen eine

Standardabweichung dar, ein Sternchen (*) zeigt signifikante Unterschiede zur Kontrolle an (P < 0,05).

Das im Zytoplasma vorliegende proapoptotische Protein Bax é&ndert im Rahmen
mitochondrial vermittelter Apoptose seine Konformation, lagert sich in die &uflere
Mitochondrienmembran ein und oligomerisiert dort unter Ausbildung von mitochondrialen
Kanilen. Durch diese Bax-Kanile werden Promotoren der Apoptose wie z.B. Cytochrom C in
das Zytoplasma freigesetzt. In der Fluoreszenzmikroskopie sowie in der konfokalen
Lasermikroskopie wurde daher das Auftreten von aktiviertem Bax im Bereich der
Mitochondrien untersucht. Dabei reicherte sich Bax nach 6 und 12-stiindiger Inkubation mit

Lidocain in Konzentrationen von 3 bis 6 mM im Bereich der Mitochondrienmembranen an
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(Abb. 14). Hingegen kam es bei der Negativ-Kontrolle sowie bei hoheren Konzentrationen

von Lidocain nicht zum Einbau von Bax Proteinen in die duflere Mitochondrienmembran.

Abbildung 14

A (40-fache Vergroflerung) B (80-fache Vergrofierung)

C (40-fache Vergroflerung) D (80-fache Vergrofierung)
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Abbildung 14: Nachweis der Ausbildung von mitochondrialen Bax-Kanilen im Rahmen der Lidocain-
induzierten Apoptose. Bild A zeigt eine fluoreszenzmikroskopische Ubersichtsaufnahme (40-fach vergroBert)
von unbehandelten SHEP Neuroblastomzellen. Die rote Fluoreszenz stellt durch die Markierung des
mitochondrialen Membranproteins Tom20 die Mitochondrien dar, wiahrend die grine Férbung durch
fluoreszierende Antikdrper gegen das proapoptotische Protein Bax entsteht. In der mittels konfokaler Laser-
Mikroskopie dargestellten stirkeren Vergroferung (80-fach vergrofert) einer unbehandelten Zelle (Bild B) zeigt
eine geringe, homogene griinliche Fluoreszenz die ubiquitire Verteilung des nicht aktivierten Bax Proteins im
Zytoplasma an. Bild C stellt in einer fluoreszenzmikroskopischen Ubersichtsaufnahme (40-fach vergroBert) die
Oligomerisierung von Bax im Bereich der mitochondrialen Membranen nach Behandlung der Zellen mit 6mM
Lidocain dar. Durch die Ubereinanderlagerung der roten und griinen Fluoreszenz entsteht hier eine gelbliche
Farbe. Dasselbe Praparat wurde in der konfokalen Laser-Mikroskopie stirker vergréfert (Bild D, 80-fach
vergrofert). In einer konfokalen Aufnahme (Bild E) mit noch héherer VergroBerung (340-fach vergroBert) lasst
sich anhand der tangential angeschnitten Mitochondrien im unteren Bildabschnitt erkennen, dass sich das

oligomerisierte Bax Protein in die mitochondrialen Membranen einlagert.

Somit konnte auch an neuronalen Zellen des Menschen gezeigt werden, dass Lidocain den
Einbau von Bax-Kandlen in Mitochondrien induziert und so die dufere
Mitochondrienmembran permeabilisiert. Die hierdurch verursachte Freisetzung von
proapoptotischen Substanzen, wie Cytochrom C induziert auch in neuronalen Zellen

Apoptose iliber den mitochondrialen Signalweg.
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4. Diskussion

Die Toxizitdt von Lokalanisthetika, insbesondere von Lidocain, fiihrt bei der Anwendung zur
Spinalanisthesie nur selten zu irreversiblen neurologischen Schiden. Dennoch haben diese
Nebenwirkungen im Einzelfall dramatische Folgen fiir die betroffenen Patienten. Obwohl
eine Cochrane Analyse von einer intrathekalen Anwendung von Lidocain zur
Spinalanisthesie abrit,'® wird es weiterhin hiufig angewendet. Es eignet sich aufgrund seiner
kurzen Anschlagszeit und Wirkdauer insbesondere fiir die Durchfiihrung der Anésthesie bei
kurzen operativen Eingriffen.'® Neurotoxizitit kann nach spinaler aber auch peripher-nervoser
Applikation von Lokalanisthetika auftreten, ohne dass eine Therapie derzeit moglich ist.>
Daher galt es in der vorliegenden Arbeit den Mechanismus der Neurotoxizitit von Lidocain
aufzuklidren und somit mogliche Prophylaxen bzw. Therapien gegen diese seltene aber
schwerwiegende Nebenwirkung entwickeln zu konnen. Es war das Ziel dieser Arbeit zu
untersuchen, in welchem Maf3 Lidocain in klinisch relevanten Konzentrationen Apoptose oder
Nekrose an nicht-neuronalen und neuronalen Zellen des Menschen induziert und ob die
Toxizitdt von Lidocain durch genetische Verdanderungen oder pharmakologische Inhibition
von Signalwegen der Apoptose beeinflussbar ist.

Die vorliegenden Ergebnisse an T-Lymphom- und Neuroblastomzellen zeigen, dass die
Toxizitdt von Lidocain bei klinisch relevanten Konzentrationen in vitro auf dem
Mechanismus der Induktion von Apoptose beruht. Erst bei Verwendung hdoherer
Konzentrationen von Lidocain tritt Nekrose auf. Im Rahmen Lidocain-induzierten Apoptose
kommt es zur Alteration des mitochondrialen Membranpotentials, zur Entstehung von Bax-
Kanilen in der &uBeren Mitochondrienmembran, der Freisetzung von Cytochrom C aus
Mitochondrien und schlielich zu einer Aktivierung von Caspasen. Die Lidocain-induzierte
Apoptose lisst sich durch die Uberexpression von antiapoptotischem Bcl-2 Protein oder die
Defizienz von Caspase 9 inhibieren. Dagegen hat die Defizienz von Caspase 8- bzw. FADD
keinen Einfluss. Daher wird die Lidocain-induzierte Apoptose iiber den mitochondrialen
Signalweg vermittelt und nicht tiber den Todesrezeptor-Signalweg.

Bekannt ist, dass Lidocain und andere Lokalanésthetika Apoptose in neuronalen und nicht-
neuronalen Zellen induzieren konnen.>'*%* UUber den Mechanismus der Induktion von
Apoptose und die beteiligten molekularen Mechanismen der Signaltransduktion ist bisher

wenig bekannt. Um den molekularen Signalweg der Lidocain-induzierten Apoptose genauer
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untersuchen zu kénnen, wurden humane Zellen untersucht, welche genetische Alterationen
von essentiellen Regulatoren der beiden Hauptsignalwege der Apoptose aufwiesen. Dies stellt
einen methodologischen Vorteil gegeniiber Studien dar, in denen nur mit pharmakologischer

31,59

Inhibition von Caspasen gearbeitet wurde, welche zwar héufig Apoptosesignalwege

63 . . . .
Dartuber hinaus ist die

inhibierten, aber nicht immer das Zelliiberleben verbesserten.
Selektivitdit von pharmakologischen Inhibitoren héufig fraglich, wihrend die genetische
Uberexpression bzw. Deletion bestimmter Proteine wesentlich spezifischer Signalwege
aufkldren kann.

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Induktion von Apoptose bzw. Nekrose trat in
einem Konzentrationsbereich von Lidocain zwischen 0,08% und 0,3% auf. Klinisch werden
jedoch Losungen zwischen 1 und 5% unverdiinnt lokal injiziert. Dass dennoch nach der
Durchfiihrung von Spinalandsthesien mit Lidocain nur selten neurologische Komplikationen
beobachtet werden, liegt vermutlich an der sofortigen Verdiinnung des Lidocains im Liquor
cerebrospinalis. Tatsdchlich werden nach Spinalanédsthesien nur wihrend der ersten Stunde
nach Injektion solche Konzentrationen von Lidocain im Liquor beobachtet,’® die in der
vorliegenden Untersuchung binnen 12 bis 24 Stunden toxisch waren. Obwohl diese
Konzentrationen nach einmaliger Applikation nur kurzzeitig auftreten und nicht wie in den
durchgefiihrten Versuchen fiir 12 bis 24 Stunden bestehen, kann davon ausgegangen werden,
dass durch Maldistribution des Lokalanédsthetikums die Gefahr neurologischer Schéden fiir
die Patienten besteht. Tatsdchlich wurde bei Patienten, die eine Spinalandsthesie mit
speziellen Mikrokathetern erhielten, gehduft ein Cauda equina Syndrom durch
Maldistribution des Lokalanisthetikums beobachtet.®® Dariiber hinaus ist davon auszugehen,
dass es bei kontinuierlicher intrathekaler, epiduraler und perineuraler Applikation von
Lokalanésthetika zur postoperativen Analgesie ebenfalls zu hohen Konzentrationen von
Lokalandsthetika an Nervenzellen kommt. Denn auch zur postoperativen Schmerztherapie
werden Lokalandsthetika in Konzentrationen verwendet, welche in der vorliegenden
Untersuchung toxisch waren. Welchen Konzentrationen die Neuronen der blockierten Nerven
beim Menschen hierbei direkt ausgesetzt sind, ist hingegen nicht bekannt. Im peripheren
Nervengewebe von Ratten wurden nach perineuraler Applikation von Lidocain
Konzentrationen gemessen, die im Bereich derer lagen, die in der vorgestellten Arbeit
Apoptose induzierten.”® Diese Konzentrationen nahmen jedoch nach einmaliger Injektion
binnen 30 Minuten wieder deutlich ab. Inwieweit sich dabei das meist lipophile

Lokalandsthetikum zwischen Myelinscheide und Axon verteilt, blieb jedoch ungeklért. Daher
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sind die tatsdchlich bei Leitungsblockaden intraaxonal vorliegenden Lokalanésthetika-
Konzentrationen bisher unbekannt. Die oben genannten Arbeiten untersuchten erstmalig die
Konzentrationen von Lokalanédsthetika am Wirkort in vivo im Zusammenhang mit ihrer
klinisch erwiinschten Wirkung. Trotz einer Vielzahl von Arbeiten zur lokalen Neurotoxizitit
von Lokalanésthetika, wurde die tatsdchliche Konzentration am Wirkort in vivo bisher nicht
bestimmt. Zusammengefasst sind also die in den vorgestellten Ergebnissen toxischen
Konzentration von Lidocain um 1-2 Zehnerpotenzen geringer als die der klinisch genutzten
Injektionslésungen, aber vergleichbar mit den zu Beginn einer Nervenblockade im
Nervengewebe nachweisbaren Konzentrationen. Diese Konzentrationen bleiben aber klinisch
zumeist weder nach intrathekaler, noch nach epiduraler oder peripherer Applikation bestehen
sondern unterschreiten schon nach kurzer Zeit (etwa einer Stunde) wieder toxische Werte.**%
Allerdings kann es in seltenen Féllen durch anatomische Besonderheiten oder spezielle
Applikationsformen dazu kommen, dass die Injektionslosung nicht schnell und ausreichend
verdiinnt wird. Dies konnte die Ursache der nur selten andauernden neurologischen Defiziten
nach Anwendung von peripheren Nervenblockaden sein.’” "

Neben der lokalen neurotoxischen Wirkung haben Lokalandsthetika ebenfalls eine lokal
myotoxische Wirkung. So zeigten tierexperimentelle Studien nach einmaliger und
kontinuierlicher Applikation zur peripheren Nervenblockade eine ausgeprigte myotoxische

Schidigung des umliegenden Muskelgewebes. """

Klinisch spielt die Myotoxizitit bei
Retrobulbarblockaden in der Ophthalmologie eine Rolle, da es bei den Patienten hierbei
bereits durch geringe muskuldre Schidden zu bedeutsamen Nebenwirkungen in Form von
Doppelbildern kommen kann. Ob der Induktion von Apoptose hierbei eine wichtige
Bedeutung zukommt, konnte durch die bisher vorliegenden Untersuchungen dennoch nicht
ausreichend geklart werden.

Im Vergleich zu anderen Studien ldsst sich einwenden, dass die in der vorgestellten
Untersuchung verwendeten Zellkulturen aus entdifferenzierten Neuroblastomzellen
bestanden, wihrend andere Untersucher hingegen hybride Zellen’' bzw. primére neuronale
Zellkulturen® verwendeten. Es wire primdr anzunchmen, dass Neuroblastomzellen
wesentlich resistenter sind gegeniiber Apoptose-induzierenden Reizen. Tatsédchlich stellte sich
jedoch heraus, dass die untersuchten Neuroblastomzellen deutlich empfindlicher gegeniiber

Lidocain sind als hybride HN7 Zellen (aus Spinalganglienzellen der Ratte und

Neuroblastomzellen des Menschen) bzw. Spinalganglienzellen der Ratte ex vivo. Daher
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erscheint das in dieser Untersuchung angewandte Model geeignet und besonders sensitiv zu
sein, um die Toxizitdt von Lidocain zu untersuchen.

In der vorliegenden Untersuchung wurden die Effekte von Lidocain untersucht, da sich zu
diesem Lokalanisthetikum die meisten Berichte iiber neurologische Komplikationen finden.’
Durch eigene weitergehende Studien konnte jedoch inzwischen anhand des mit dieser Arbeit
etablierten Modells eine Ubertragbarkeit auf sieben weitere klinisch genutzte
Lokalanisthetika gezeigt werden.” Dabei variierte die Neurotoxizitit der Lokalanisthetika
erheblich, aber korrelierte sehr gut mit der Lipophilie und damit mit der Potenz der jeweiligen
Substanz: Ein Ergebnis, dass inzwischen auch von anderen Untersuchern im Vergleich der
Toxizitét klinisch equipotenter Konzentrationen von Lidocain, Ropivacain und Bupivacain an
primiren sensorischen Neuronenkulturen bestitigt werden konnte.”* Die hierdurch
naheliegende Vermutung, die toxische Wirkung von Lokalanésthetika konnte direkt mit ihrer
klinisch genutzten Wirkung, der Blockade des spannungsabhidngigen Natriumkanals
zusammenhdngen, trifft jedoch nicht zu: Eine Blockade der spannungsabhingigen
Natriumkanéle mit Tetrodotoxin, dem Gift des Kugelfisches, fiihrt zu keinerlei zytotoxischen
Effekten.’® Vielmehr weiBt die gute Korrelation von Lipophilie, klinischer Potenz und
Toxizitdt einmal mehr auf einen intrazellular aktivierten Signalweg der Apoptose hin.
Klinisch wird hdufig versucht die Wirkung von Nervenblockaden durch die Kombination von
Lokalanésthetika mit bestimmten Adjuvantien zu verbessern. Die am hiufigsten eingesetzten
Adjuvantien sind Vasokonstriktoren, Opioide, Clonidin und Ketamin. Hierdurch ldsst sich die
Wirkung héufig verldngern bzw. eine besser analgetische Wirkung bei geringerer motorischer
Blockade erreichen. Weiterhin konnte eine ausreichende analgetische Wirkung bei mit
geringeren Dosen Lokalanidsthetika erzielt werden, was im Hinblick auf die lokale Toxizitét
der Anésthetika wiinschenswert wire. Bislang unbekannt ist jedoch, welchen Einfluss solche
Wirkstoffe auf die Induktion von Apoptose durch Lokalandsthetika haben. In einer weiteren
anhand des mit dieser Arbeit etablierten Modells durchgefiihrten Untersuchung konnte
gezeigt werden, dass die Substanzen Morphin, Clonidin und Adrenalin keinen Einfluss auf die
Lidocain-induzierte Apoptose haben, wéhrend die Kombination mit Ketamin zu einer
signifikanten Steigerung der Apoptoserate fiihrte,” vermutlich durch eine gesteigerte
Aktivierung der mitochondrialen Signalwegs.”

Auf den ersten Blick mag es iiberraschen, dass der Mechanismus der Toxizitdt von Lidocain
innerhalb eines derart schmalen Dosisbereichs von Apoptose zu Nekrose wechselt. Es ist

jedoch nicht ungewdhnlich, dass die Reaktion der Zelle auf eine starke Noxe in Abhingigkeit
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der Schwere des Schadens von Apoptose in Nekrose iibergeht.”” In hohen Konzentrationen
induziert Lidocain daher Nekrose, welche durch die Beeinflussung von lonenstrémen, der
Membranintegritdit oder anderer zellulirer Funktionen ausgeldst werden konnte. Das
Phianomen von koexistenter Apoptose und Nekrose als Reaktion auf einen bestimmten
Stimulus konnte bereits in einigen Studien gezeigt werden: Diese zeigten, dass die fehlende
Verfligbarkeit von intrazellulirem Adenosintriphosphat (ATP)"® und von Caspasen” eine
ablaufende Apoptose in einen nekrotischen Prozess umwandeln kann. Die Entkoppelung der
mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung ist eine unvermeidliche Konsequenz des
Verlustes des mitochondrialen Membranpotentials. Die mitochondriale Freisetzung von
Cytochrom C unterbricht die Elektronentransportkette, was zu einer Verringerung der ATP-
Produktion und zur vermehrten Entstehung von Sauerstoffradikalen fiihrt. Diese Vorgidnge
konnen bei nicht ausreichender Verfiigbarkeit von Caspasen zu Nekrose fiihren. Dariiber
hinaus ist ATP notwendig fiir die proapoptotische Wirkung des Apoptosoms.”™* Aus diesem
Grund kann ein fortschreitendes Defizit von ATP das Verhiltnis von apoptotischen und
nekrotischen Zelltod zugunsten der Nekrose verschieben.®' Da Lidocain in Konzentrationen,
welche in der hier vorliegenden Arbeit liberwiegend zu Nekrose filihrten, ebenfalls die
mitochondriale Energieproduktion kompromittiert,*” ist vorstellbar, dass das resultierende
Defizit an ATP eine Exekution von Apoptose verhindert.

Die Ergebnisse der Experimente mit genetisch verénderten Jurkat Zellen zeigen eindeutig,
dass der mitochondriale Signalweg filir die Lidocain-induzierte Apoptose verantwortlich ist.
Der protektive Effekt des antiapoptotisch wirksamen Proteins Bcl-2 beweist die wichtige
Rolle der Mitochondrien fiir die Lidocain-induzierte Apoptose. Allein der beobachtete Verlust
des mitochondrialen Membranpotentials (A%¥m) ist noch nicht beweisend fiir das Vorliegen
von Apoptose, da er auch bei Nekrose auftritt.*> So kam es auch in der hier vorgestellten
Arbeit bei hohen Konzentrationen von Lidocain zu einem Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials ohne die Aktivierung von Caspasen. Somit ist ein Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials zwar ein frither und sensitiver, aber kein spezifischer
Marker fiir Apoptose. Daher kann durch einem Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials allein nicht auf die Induktion von Apoptose durch Lidocain geschlossen
werden, wie von anderen Autoren interpretiert wurde.*'~%%!

Im Einklang mit den hier vorgestellten Ergebnissen zeigte eine Studie an humanen
Keratinozyten eine Reduktion des toxischen Effektes von Ropivacain, einem anderem

Lokalanisthetikum, durch Uberexpression von Bcl-2, wobei Apoptose nur durch



Diskussion 47

semiquantitative Westernblot Analysen der Procaspase 3 nachgewiesen wurde.’® Hingegen
gelang es in der vorliegenden Untersuchung die zentrale Rolle des mitochondrialen
Signalweges fiir die Initiation der Apoptose durch Lidocain anhand Caspase 9-defizienter
Zellen zu zeigen. Durch die Verwendung von Caspase 8-defizienten Zellen und FADD-
defizienten Zellen konnte weiterhin ein Einfluss des Todesrezeptorsignalweges auf die
Lidocain-induzierte Apoptose ausgeschlossen werden. Damit konnte erstmals und eindeutig
an genetisch veridnderten Zellen gezeigt werden, dass Lidocain Apoptose ausschlieBlich iiber
den intrinsischen Signalweg induziert. Dies wird weiterhin untermauert durch die selektive
Abnahme der inaktiven Proform von Caspase 9 an neuronalen Zellen.

Weiterhin wurde gezeigt, dass Lidocain an neuronalen Zellen zu einer Oligomerisierung des
proapoptotischen Bax Proteins zu mitochondrialen Membrankanélen fiihrt. Dies weiflt erneut
auf eine Aktivierung des mitochondrialen Signalweges hin. Ob die Aktivierung von Bax fiir
die Lidocain-induzierte Apoptose essentiell ist und damit als Ziel einer pharmakologischen
Intervention in Frage kommt oder lediglich eine Verstdrkerfunktion im Sinne einer positiven
Riickkopplungsschleife erfiillt,** bleibt dennoch unklar.

Die Zytotoxizitdt von Lokalanésthetika wird von manchen Autoren auf einen unspezifischen,
die Zellmembranen schidigenden Detergentieneffekt zuriickgefiihrt.**> Die untersuchten
Lokalanésthetika, darunter auch Lidocain in einer hohen Konzentration von etwa 5%, zeigten
eine Selbstaggregation und es bildeten sich Mizellen aus, vergleichbar dem Verhalten von
Tensiden. Bei diesen Konzentrationen trat darauf hin eine Zerstorung der untersuchten
kiinstlichen Membranen auf. Dagegen sprechen viele der bisher vorliegenden in vitro Studien,
welche zwar Zeichen von Apoptose nachweisen konnten, nicht aber die spezifische
Aktivierung von Apoptosesignalwegen.”>' Somit war letztlich unklar, ob es sich bei den
beobachteten Zeichen fiir Apoptose um Nebeneffekte aufgrund von Membranzerstorung
handelte oder um tatsdchlich ablaufende Apoptose als iiberwiegenden Mechanismus der
Toxizitdt. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch, dass durch Beeinflussung zelleigener
Signalwege die Induktion von Apoptose durch Lidocain und damit die Toxizitit deutlich
reduziert werden kann, was prinzipiell gegen einen unspezifischen Detergentien-Effekt als
Ursache fiir die Apoptose spricht. Dennoch erscheint es moglich, dass hohere
Konzentrationen von Lidocain iiber einen solchen unspezifischen Effekt zu primérer Nekrose
fiihren.

Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, induzieren Lokalandsthetika Apoptose

vollig unabhéngig vom extrinsischen Signalweg. Allgemeinanésthetika hingegen konnen
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Apoptose in frithen Entwicklungsstadien von Gehirnen junger Ratten iiber die Aktivierung
sowohl des intrinsischen als auch des extrinsischen Signalweges induzieren.®® Zum Zeitpunkt
der maximalen Synaptogenese bei 7 Tage alten Ratten kam es zu einer Aktivierung des
mitochondrialen Signalwegs binnen der ersten zwei Stunden der Exposition mit Anésthetika,
wiahrend eine Aktivierung des extrinsischen Signalwegs frithestens nach sechs Stunden
nachweisbar war. Hingegen konnte die vorliegende Arbeit zeigen, dass Lidocain eindeutig
tiber die Aktivierung des intrinsischen Signalwegs und unabhéngig vom extrinsischen
Signalweg Apoptose induziert.

In einer kiirzlich erschienenen Ubersichtsarbeit wird noch einmal die Aktualitit und
Bedeutung der lokalen Toxizitdt von Lokalanisthetika unterstrichen.®” Als Ursache fiir die
beobachteten Fille von Lokalanidsthetika-assoziierten Cauda equina Syndromen und
transienten neurologischen Syndromen (TNS) werden hier neben dem in der vorliegenden
Arbeit gefundenen Mechanismus der Aktivierung mitochondrialer Apoptose noch weitere
Mechanismen diskutiert: Die Freisetzung von Glutamat, der Anstieg von intrazelluldrem
Calcium, die Aktivierung von Mitogen-aktivierten Proteinkinasen sowie die Inhibition von
axonalem Transport durch Lokalandsthetika. Zusétzlich werden vasokonstriktorische Effekte
von Lokalanésthetika, die Rolle von begleitend eingesetzten Konservierungsmitteln sowie die
bereits weiter oben besprochene Detergentien-dhnliche Wirkung von Lokalanisthetika
diskutiert. In der Zusammenschau schlussfolgern die Autoren,” dass Lokalanisthetika die
Freisetzung von Glutamat bewirken,®® was zu einem Anstieg des intrazelluldren Calciums
fihrt®* und damit iiber die Aktivierung Mitogen-aktivierter Proteinkinasen (MAPK) in
mitochondrial vermittelter Apoptose miindet.”>”! Hierbei spielt insbesondere die Gruppe der
p38 MAPK eine wichtige Rolle, welche durch zahlreiche Stimuli und zelluldren Stress,
insbesondere durch inflammatorische Zytokine und intrazelluldren Calciumanstieg, aktiviert
werden konnen.”” Die Richtigkeit dieser Kausalkette bleibt jedoch unbewiesen, da sowohl
Glutamatfreisetzung” als auch intrazelluldrer Calciumanstieg’ ein sekundires Merkmal
mitochondrialer Apoptose und Zelltod sein konnten. Die Bedeutung der p38 MAPK fiir die
Neurotoxizitit wurde aus dem Nachweis ihrer Phosphorylierung und der schiitzenden
Wirksamkeit eines chemischen Inhibitors (SB203580) vor Lidocain induzierter Neurotoxizitit

in vitro und in vivo abgeleitet.”>’** Dieser Inhibitor wurde jedoch in einer nicht selektiv
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wirksamen Konzentration (10uM bei einer IC50 von 0,07uM) eingesetzt und blockierte oder
aktivierte daher wahrscheinlich auch viele weitere Mechanismen der Signaltransduktion au3er
den p38 MAPK.”* Dariiber hinaus wurde kiirzlich gezeigt, das eine Inhibition der p38
MAPK per se zu einer Inhibition von Caspase 3 fithren kann,” was zwangslaufig zu einer
Reduktion von Caspase-abhéngiger Apoptose fiithrt, unabhédngig von der Rolle der p38 MAPK
fiir die Lidocain-induzierte Apoptose. Weitere Untersuchungen zur Aktivierung von p38
MAPK Signalwegen in der Lokalanésthetika-assozierten Neurotoxizitdt zeigten als Folge der
beobachteten p38 MAPK Phosphorylierung auch eine Aktivierung der proinflammatorischen
Enzyme Phospholipase A2 und Lipoxygenase Signalwegen durch Lidocain.” Der Einsatz des
zellpermeablen Hemmstoffs Nordihydroguajaretsaure (NDGA)* der Lipooxygenase konnte
hierbei die Toxizitdt von Lidocain reduzieren.”” Aufgrund der vielfiltigen'®, zum Teil auf
antioxidativen Mechanismen beruhenden Wirkungen'®'® von NDGA bleibt aber die
Bedeutung von Lipoxygenase Signalwegen fiir die Lidocain-induzierte Apoptose letztlich
unklar. Alle an dieser Stelle besprochenen Vorgénge wurden zwar im Rahmen der Lidocain-
induzierten Neurotoxizitdt beobachtet, dennoch bleibt es aus methodologischen Griinden
offen, ob es sich hierbei um essentielle Mechanismen handelt, die in einer Aktivierung
mitochondrial vermittelter Apoptose miinden oder lediglich um Epiphdnome eines bereits
eingeleiteten Zelltodes.

Zusammenfassend induziert Lidocain Apoptose in humanen neuronalen und nicht-neuronalen
Zellen. Die beobachteten Effekte treten in Konzentrationen auf, welche bei der Anwendung
von Lidocain zur Spinalanésthesie intrathekal beobachtet werden. Der Einsatz hoherer
Konzentrationen fiihrt dagegen tiberwiegend zu Zelltod durch primére Nekrose. Lidocain-
induzierte Apoptose wird durch den mitochondrialen Signalweg der Apoptose vermittelt,
fiihrt zum Einbau von aktivierten Bax Proteinen in die Mitochondrienmembran und ist
unabhidngig von Caspase 8 und FADD, zweier essentieller Mediatoren des

Todesrezeptorsignalweges.
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5. Zusammenfassung

Lokalanésthetika sind in Abhéngigkeit von Konzentration und Einwirkzeit neurotoxisch.
Klinisch bedeutsam ist insbesondere die Neurotoxizitit von Lidocain bei Spinalanisthesien.
Hier kommt es bei bis zu einem Drittel der Patienten zu transienten neurologischen
Symptomen. In seltenen Fillen (etwa 1:8000) treten sogar irreversible Nervenschdden auf,
wie z.B. bei einem Cauda equina-Syndrom. Lidocain und andere Lokalanésthetika kénnen in
vitro Apoptose induzieren. Unbekannt ist jedoch, welcher Signalweg der Apoptose hierfiir
verantwortlich ist. Dariiber hinaus war nach den bisherigen Untersuchungen unklar, ob
Apoptose der zentrale Mechanismus der Toxizitdt von Lidocain ist. Daher wurde die Dosis-
Toxizitdts-Beziehung von Lidocain iiber einen groflen Konzentrationsbereich an neuronalen
und nicht-neuronalen Zellen untersucht. Mittels molekulargenetischer und pharmakologischer
Alteration bestimmter Mediatoren der Apoptose wurde der Konzentrationsbereich ermittelt, in
dem Lidocain Apoptose induziert. SchlieBlich wurden die subzelluliren Mechanismen der
Apoptoseinduktion, Zyto- und Neurotoxizitdt von Lidocain untersucht

Bei den zunidchst untersuchten T-Lymphomzellen des Menschen induzierte Lidocain
konzentrationsabhdngig Apoptose. Konzentrationen von Lidocain, wie sie nach
Spinalanésthesien intrathekal vorkommen, flihrten zu einer durchflusszytometrisch
gemessenen Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials und zu einer
Externalisierung von Phosphatidylserin an der Zellmembran als Zeichen der frithen Apoptose.
Dariiber hinaus setzte Lidocain Cytochrom C aus den Mitochondrien ins Zytoplasma frei, wie
anhand von Zellfraktionierung und Western Blot Analyse gezeigt werden konnte. Dies fiihrte
zu einer mittels Substratspaltung, Western Blot und Durchflusszytometrie nachgewiesenen
Aktivierung von Caspase 3, einer Effektorcaspase der Apoptose und damit letztendlich zum
Zelltod, der mit Hilfe der Trypan-Blau Methode lichtmikroskopisch quantifiziert wurde.

Um den verantwortlichen Signalweg der Lidocain-induzierten Apoptose zu identifizieren
wurden genetisch verdnderte T-Lymphom-Zelllinien untersucht. Hierdurch konnte bewiesen
werden, dass die Uberexpression des zelleigenen, antiapoptotisch wirksamen Proteins Bcl-2
die Induktion von Apoptose und damit die Toxizitdt klinisch relevanter Konzentrationen
Lidocain inhibiert. Hohere Konzentrationen fiihrten zu primérer Nekrose, die durch Bcl-2-
Uberexpression nicht zu beeinflussen war. Die durch genetische Manipulation erreichte

Defizienz von Caspase 9, der Initiatorcaspase des mitochondrialen (intrinsischen)
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Signalweges, inhibierte die Exekution von Apoptose nahezu vollstindig und hatte damit
vergleichbar schiitzende Effekte. Dagegen war die Ausschaltung des extrinsischen
Signalweges wirkungslos hinsichtlich der Induktion von Apoptose durch Lidocain. Weder
Caspase 8- (Initiatorcaspase des Todesrezeptorsignalweges) noch FADD-defiziente Zellen
(intrazelluldres Adapterprotein des Todesrezeptors) waren gegeniiber Lidocain-induzierter
Toxizitdt geschiitzt. Um die Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf neuronale Zellen zu
tiberpriifen, wurden Neuroblastomzellen des Menschen vom Typ SHEP untersucht. Auch an
diesen Zellen verursachte Lidocain in vergleichbarem Mal3e Apoptose und Zelltod. Dabei war
die Toxizitdt von klinisch relevanten Lidocain Konzentrationen durch Inhibition von
Caspasen erheblich zu reduzieren. Dieser Effekt verschwand jedoch bei hdheren
Konzentrationen und es kam Caspase-unabhingig zu primdrer Nekrose. Ebenfalls an
neuronalen Zellen wurde die Ausbildung mitochondrialer Kanile aus oligomerisiertem Bax
Protein mittels Immunfluoreszenz und konfokaler Laser-Scanning Mikroskopie
nachgewiesen. Hierbei handelt es sich um ein proapoptotisches Protein, dessen Einbau in die
duflere Mitochondrienmembran Cytochrom C und andere Promotoren der Apoptose freisetzt
und damit die mitochondrial vermittelte Apoptose einleiten bzw. verstirken kann.

Die in dieser Untersuchung zu Apoptose fiihrenden Konzentrationen von Lidocain liegen
etwa eine Zehnerpotenz unterhalb von denen klinisch gebrduchlicher Losungen. Das heift,
dass bei lokaler Injektion von Lidocain prinzipiell immer die Gefahr der Zyto- bzw.
Neurotoxizitit besteht. Im Allgemeinen fiihrt der rasche Abfall der Gewebekonzentration
dazu, dass diese Toxizitdt klinisch sehr selten zu Problemen fiihrt. Hingegen treten im
lumbalen Liquor cerebrospinalis innerhalb der ersten Stunde nach intrathekaler Injektion zur
Spinalanidsthesie genau die Konzentrationen auf, die in der vorgestellten Untersuchung
Apoptose induzieren. Somit ist Apoptose wahrscheinlich der Mechanismus, {iber den
Lidocain - wenn auch selten - permanente neurologische Schdden verursachen kann.

Schlussfolgernd konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt werden, dass die
Aktivierung des mitochondrialen Signalwegs der Apoptose in neuronalen und nicht-
neuronalen Zellen der entscheidende Mechanismus fiir die Toxizitét von Lidocain in klinisch
bedeutsamen Konzentrationen ist, wiahrend der Todesrezeptorsignalweg keine Bedeutung fiir
die Lidocain-induzierte Apoptose hat. Weiterhin verringert sowohl die genetische als auch die
pharmakologische Inhibition des mitochondrialen Signalwegs der Apoptose die Toxizitdt von

Lidocain erheblich.
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Anesthesia & Analgesia 2007 Feb; 104(2):442-7.

Lidocaine induces apoptosis via the mitochondrial pathway independently of death receptor signaling
R. Werdehausen, S. Braun, F. Essmann, K. Schulze-Osthoff, H. Walczak, P. Lipfert, M.F. Stevens
Anesthesiology 2007 Jul; 107(1):136-43.

Skin temperature after interscalene brachial plexus blockade
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Does interscalene catheter placement with stimulating catheters improve postoperative pain or
functional outcome after shoulder surgery?
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9. Abstrakt

Lokalanisthetika sind in Abhédngigkeit von Konzentration und Einwirkdauer neurotoxisch.
Klinisch konnen daher transiente neurologische Symptome, selten auch permanente
neurologische Schiden nach Spinalandsthesie auftreten, insbesondere bei Verwendung von
Lidocain. In vitro induzieren Lokalanisthetika Apoptose, hingegen ist der zugrunde liegende
Mechanismus der Apoptoseinduktion durch Lidocain unbekannt. Anhand genetisch
verdnderter Zellen des Menschen wurde daher die Bedeutung verschiedener Signalwege der
Apoptose auf die Toxizitdt von Lidocain untersucht.

An Jurkat T-Lymphomzellen des Menschen wurde hierzu entweder der mitochondriale
Signalweg der Apoptose (Bcl-2-Uberexpression bzw. Caspase 9-Defizienz) oder der
Todesrezeptorsignalweg (Caspase 8-Defizienz bzw. FADD-Defizienz) inhibiert. Die
verschiedenen Zellstimme wurden mit Lidocain behandelt und mit den parentalen
Wildtypzellen verglichen. Hierzu wurden die Zellvitalitit (Trypan Blau-Methode), das
mitochondriale Membranpotential (JC-1, Durchflusszytometrie), die Cytochrom C-
Freisetzung (Western Blot Analysen), die Aktivierung von Caspase 3 (Substratspaltung) und
die Externalisierung von Phosphatidylserin (Annexin V-Bindung) als friiher Apoptosemarker
gemessen. An humanen Neuroblastomzellen (Typ SHEP) wurden neben der Induktion von
Apoptose durch Lidocain die Effekte eines Pancaspase-Inhibitors (Q-VD) sowie die
Aktivierung des proapoptotischen Proteins Bax (konfokale Laser Scanning-Mikroskopie) als
Bestandteil des mitochondrialen Signalweges untersucht.

An Jurkat Zellen reduzierte Lidocain konzentrationsabhingig das mitochondriale Membran-
potential und den Anteil vitaler Zellen. Lidocain in geringeren (3-6 mM), nicht hingegen in
hoheren Konzentrationen (10 mM), aktivierte Caspase 3 und setzte Cytochrom C aus
Mitochondrien frei. Zellen, bei denen der mitochondriale Signalweg der Apoptose genetisch
inhibiert war (Bcl-2-Uberexpression bzw. Caspase 9-Defizienz), waren geschiitzt vor der
Apoptose-induzierenden Wirkung von Lidocain. Hingegen fiihrte eine Beeinflussung des
Todesrezeptorsignalweges (Caspase 8-Defizienz bzw. FADD-Defizienz) nicht zu einem
Schutz vor der toxischen Wirkung von Lidocain. Auch an neuronalen Zellen des Menschen
induzierte Lidocain konzentrationsabhingig Apoptose. Der eingesetzte Caspase-Inhibitor
konnte die Toxizitdt von Lidocain in Konzentrationen unter 12 mM erheblich reduzieren. Mit
Hilfe eines konfokalen Laser Scanning-Mikroskops konnte zudem der Einbau von aktivierten
Bax Proteinen in Mitochondrien nachgewiesen werden.

Lidocain in niedrigen Konzentrationen, wie sie intrathekal nach Spinalandsthesien auftreten,
induziert bei humanen neuronalen und nicht-neuronalen Zellen Apoptose. Hohere Konzen-
trationen fithren dagegen zu primirer Nekrose. Erstmals wurde die Aktivierung des mitochon-
drialen Signalwegs der Apoptose an neuronalen und nicht-neuronalen Zellen des Menschen
als der entscheidende Mechanismus der Lidocain-induzierten Apoptose identifiziert, wihrend
der Todesrezeptorsignalweg keinen Einfluss hat. Eine Inhibition des mitochondrialen
Signalweges der Apoptose reduziert daher erheblich die Neurotoxizitdt von Lidocain.

gez. PD Dr. med. M. F. Stevens



