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Abkürzungsverzeichnis 
 
Ca2+: Kalziumion 

CaCl2: Kalziumchlorid 

cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat 

Cl-: Chloridion 

DAG: Diacylglycerin 

EC50: halbmaximale Effekt- Wirkungskonzentration 

GDP: Guanosindiphosphat 

G-Protein: Guaninnucleotid bindendes Protein 

GTP: Guanosintriphosphat 

IC50: halbmaximale Inhibitionskonzentration 

IP3: Inositoltriphosphat 

KCl: Kaliumchlorid 

LPA: Lysophosphatidsäure 

M: mol/ molar 

MgCl2: Magnesiumchlorid 

MgSO4: Magnesiumsulfat 

MΩ: Megaohm 

NaCl: Natriumchlorid 

NaHC03: Natriumhydrogencarbonat 

P: Phosphor/ Phosphat 

PIP2: Phosphatidylinositolbiphosphat 

pKa: Säuredissoziationskonstante 

PLC: Phospholipase C 

QX314: experimentelles Lokalanästhetikum, dauerhaft ionisiertes Lidocainanalogon 

SD: Standardabweichung 

µA: Mikroampere 
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1. Einleitung 

Lokalanästhetika wirken analgetisch und antiarrhythmisch durch Blockade 

spannungsabhängiger Ionenkanäle (Butterworth 1990; Strichartz 1987; Tinker 1993; 

Zamponi 1996). Darüber hinaus werden „alternative“ Wirkungen diskutiert, die sich 

klinisch u.a. als Verzögerung der Wundheilung (Chvapil 1979; Drucker 1998; Morris 

1980), antiinflammatorische Aktivität (Hollmann 2000), Abschwächung bronchialer 

Hyperreagibilität (Groeben 1996), Neuroprotektion und Gerinnungshemmung (Chen 

1998; Cooke 1977; Hollmann 2001; Modig 1983) manifestieren können. Eine Blockade 

des Natriumkanals allein erklärt diese Wirkungen nicht. Es werden daher Einflüsse von 

Lokalanästhetika auf andere Signalkaskaden diskutiert. 

Einleitend sollen einige „alternative“ Wirkungen von Lokalanästhetika im Einzelnen 

näher beleuchtet werden. 

Effekte von Lokalanästhetika auf die Entzündungsreaktion: 

Einer der am besten untersuchten „alternativen“ Effekte von Lokalanästhetika betrifft 

ihre antiinflammatorische Wirkung. Die physiologische Entzündungsreaktion des 

Organismus auf eine Gewebsverletzung ist essentiell für die Wundheilung. 

Überschießende Reaktionen können jedoch auch Auslöser postoperativer 

Komplikationen sein, wie das systemische Inflammationssyndrom (SIRS), das akute 

Atemnotsyndrom (ARDS), oder das Multiorganversagen (MOF). Als Mediatoren dieser 

hyperinflammatorischen Prozesse wirken  insbesondere Zytokine, wie Interleukin-1 (IL-

1),  IL-6, IL-8 und der Tumornekrosefaktor (TNF-)α (Herroeder 2002). 

Lokalanästhetika greifen an verschiedenen Punkten in den Ablauf der 

Entzündungsreaktion ein. Es kommt u.a. zu einer Verminderung der Freisetzung von 

Entzündungsmediatoren, die Adhäsion der Neutrophilen am Endothel wird reduziert 

und die Chemotaxis wird gehemmt. Die physiologische Aktivierung von Neutrophilen 

scheint nicht durch Lokalanästhetika gehemmt zu werden. Vielmehr wird ein selektiver, 

hemmender Einfluss auf das ‚Priming’ von Neutrophilen, d.h. eine Reduzierung der   

Ausschüttung freier Radikale, wie O-, H2O2, OH- und HOCL beobachtet (Fischer 2001; 

Hollmann 2001). Die Effekte von Lokalanästhetika auf humane Neutrophile können 

beispielhaft als ein definitiv Natriumkanal unabhängiger Effekt aufgeführt werden, da 

diese Zellen keine Natriumkanäle exprimieren (Krause 1993). 
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Einfluss von Lokalanästhetika auf Lungenschädigung und mikrovaskuläre 

Permeabilität 

In tierexperimentellen Studien an Kaninchen zeigten sich bakteriell-, sowie chemisch 

induzierte Lungenschädigungen in deutlich reduzierter Ausprägung nach intravenöser 

Lidocaingabe im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Behandlung mit Lokalanästhetika. 

Durch Lidocaingabe wurde die Superoxidanionproduktion gesenkt, die 

Lungencompliance verbessert und allgemein die Lungenödembildung reduziert 

(Mikawa 1994; Nishina 1998; Schmidt 1997; Takao 1996). 

Einfluss  von Lokalanästhetika auf entzündliche Darmerkrankungen 

Klinische Studien zeigten, daß topisch appliziertes Lidocain- und Ropivacaingel die 

klinische Symptomatik der Colitis ulcerosa und auch die mukosale Integrität bei 

entzündlichen Darmerkrankungen verbesserten (Arlander 1996; Bjorck 2002; Bjorck 

1992). Weiterhin konnte ein hemmender Einfluss auf das Wachstum humaner 

Adenokarzinome durch Ropivacain im in vitro Modell gezeigt werden (Martinsson 

1999).  

Als weiterer Einfluss von Lokalanästhetika auf den Gastrointestinaltrakt wird eine 

schnellere postoperative Wiederaufnahme der Darmmotilität nach Epiduralanästhesie 

beschrieben (Carpenter 1996; Udassin 1994; Wattwil 1989). Dieser Effekt wird zum 

einen dem verminderten Bedarf an Opiaten, zum anderen jedoch auch einer 

systemischen Resorption des epidural applizierten Lokalanästhetikums zugeschrieben 

(Groudine 1994). Studien mit kontinuierlichen perioperativen Lidocaingaben konnten 

diesen Effekt bestätigen. Die Patienten der Behandlungsgruppe mit Lidocain zeigten 

eine schnellere Erholung der Darmfunktion mit konsekutiv früherem Kostaufbau und 

kürzerem Krankenhausaufenthalt (Groudine 1998). 

Einfluss von Lokalanästhetika auf die Wundheilung 

Die meisten in vitro Studien berichten über negative Effekte auf die Wundheilung nach 

lokaler Infiltration mit Lokalanästhetika durch Reduktion der Mukopolysaccharid- und 

Kollagensynthese (Chvapil 1979; Morris 1980; Morris 1977). Im Gegensatz hierzu 

zeigten jedoch die meisten in vivo- und klinischen Studien lediglich histopathologische 

Veränderungen ohne Reduzierung der Zugfestigkeit der Wunden (Drucker 1998; 

Pettersson 1998). 
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Lokalanästhetika und antithrombotische Aktivität 

Die Epiduralanästhesie kann die Inzidenz thrombembolischer Komplikationen senken 

(Hollmann 2001; Rosenfeld 1996; Tuman 1991). In vitro Studien zeigten, daß 

Lokalanästhetika die Thrombozytenaggregation inhibieren. (Kohrs 1999). Klinische 

Studien zeigten bereits 1977 eine Reduktion der Thromboseinzidenz unter 

kontinuierlicher Lidocainapplikation  (Cooke 1977). Weitere klinische Studien zeigten 

eine Inzidenzminderung tiefer Beinvenenthrombosen nach Hüftoperationen, sowie eine 

Hemmung der operationsbedingten Hyperkoagulation durch Epiduralanästhesie. 

(Hollmann 2001; Modig 1983). 

Einfluss von Lokalanästhetika auf das Zentralnervensystem 

Ältere Studien zeigten bereits, daß durch intravenöse Gabe von Lokalanästhetika die 

Menge an Narkotika für die Allgemeinanästhesie reduziert werden kann (Himes 1977; 

Phillips 1960). Eine lokalanästhetikainduzierte Inhibition muskarinerger Rezeptoren im 

Zentralnervensystem wird als ein zugrunde liegender Mechanismus diskutiert 

(Hollmann 2000; Hollmann 2001). 

Neuroprotektion durch Lokalanästhetika 

Im Rattenmodell konnte durch Behandlung mit Lidocain nach einer transienten 

zerebralen Ischämie mit anschließender Reperfusion  die Infarktgröße reduziert und ein 

besseres neurologisches Outcome erzielt werden (Lei 2001; Lei 2002; Lei 2004). Ein 

reduzierender Einfluss der Lokalanästhetika auf den apoptotischen Zelltod wird hier 

diskutiert. Eine klinische Studie mit herzchirurgischen Patienten zeigte einen 

neuroprotektiven Effekt durch perioperative Lidocaininfusionen mit nachfolgender 

Verbesserung der kognitiven Funktionen der Patienten (Mitchell 1999). 

Einfluss von Lokalanästhetika auf das Bronchialsystem 

Mehrere Studien konnten die Reduzierung bronchialer Hyperreagibilität durch 

intravenöse, oder inhalative Gabe von Lokalanästhetika zeigen (Caranza 1997; Groeben 

1996; Jee 2003). Neben dem lokalanästhetischen Effekt wird eine darüber 

hinausgehende spezifische Reduzierung des histamininduzierten Bronchospasmus durch 

Lokalanästhetika diskutiert. (Groeben 2001). 
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Auf der Suche nach den genauen Wirkmechanismen dieser heterogenen Wirkungen 

zeigte sich, daß Lokalanästhetika den Signalübertragungsweg verschiedener an G-

Protein-gekoppelter Rezeptoren blockieren, und zwar bereits in Konzentrationen, die 

weit unter jenen liegen, die eine Natriumkanalblockade auslösen.  

Zu diesen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gehören u.a. der Rezeptor der 

Lysophosphatidsäure (LPA), der bei der Wundheilung und bei mannigfaltigen 

Zellinteraktionen eine wichtige Rolle zu spielen scheint (Nietgen 1997), der 

Thromboxan A-2 Rezeptor (Honemann 1999; Nietgen 1998) und die muskarinergen 

Acetycholinrezeptoren M1 und M3 (Hollmann 2000; Hollmann 2001). 

Zur genaueren Aufschlüsselung der Interaktion zwischen Lokalanästhetika und G-

Protein-gekoppelten Rezeptoren haben wir für diese Arbeit den LPA-Rezeptor als 

Modell gewählt, da dieser als klassischer G-Protein-gekoppelter Rezeptor bekannt ist 

und auf Xenopus Oozyten endogen exprimiert wird. Er dient uns somit als Modell für 

einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor mit bekannter intrazellulärer Signalkaskade, der 

für elektrophysiologische Messungen in Voltage-Clamp Technik sehr gut geeignet ist. 

LPA ist ein Phospholipidmediator, welcher aus aktivierten Thrombozyten und 

Fibroblasten freigesetzt wird (Moolenaar 1994; Moolenaar 1992). Unter anderem wirkt 

LPA mitogen auf Fibroblasten (van Corven 1989; van Corven 1992), und greift über 

Induktion der Thrombozytenaggregation (Simon 1982) in die Wundheilung ein. 

Lokalanästhetika können die durch  LPA ausgelöste Signalkaskade hemmen, was 

vorausgegangene Studien unserer Arbeitsgruppe bereits zeigten (Nietgen 1997; Sullivan 

1999). Am wahrscheinlichsten wurde eine direkte Interaktion zwischen dem 

Lokalanästhetikum und dem Rezeptorprotein selbst, oder mit seinem intrazellulärem G-

Protein angenommen (Hollmann 2001; Sullivan 1999). Die genaue Interaktion mit dem 

G-Protein gekoppeltem Rezeptor ist jedoch noch nicht entschlüsselt.  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob - und wenn ja an 

welcher Stelle - Lokalanästhetika an den Rezeptor oder das G-Protein binden. Die 

Rezeptoraktivität wurde über die Änderung des transmembranären Chloridionen-

Stromflusses als Folge der Aktivierung Ca2+-abhängiger Chloridkanäle quantifiziert. 

Die Untersuchungen wurden in vitro an Xenopus Oozyten durchgeführt. Dieses 

Verfahren war in Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe (Durieux 1993; Durieux 1992) 

validiert worden. 
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Drei Fragen wurden untersucht: 

(1) Handelt es sich um eine spezifische Bindung des Lokalanästhetikums? 

Der Nachweis einer Stereoselektivität macht eine spezifische Interaktion 

zwischen Ligand einerseits und Rezeptor (Protein) andererseits wahrscheinlich 

(Durieux 1999). Wir haben deshalb im ersten Experiment untersucht, ob 

Enantiomere des Ropivacain unterschiedlich auf die LPA-Rezeptoren oder daran 

gekoppeltes G-Protein wirken. 

(2) Konkurrieren Lokalanästhetikum und LPA um dieselbe Bindungsstelle? 

Haben mehrere Liganden dieselbe Bindungsstelle an einem Rezeptor, können 

sie sich gegenseitig verdrängen und so in ihrer Wirkung beeinflussen. Wir haben 

deshalb im zweiten Setup untersucht, ob hohe Dosen von LPA die Wirkung von 

Ropivacain auf die LPA-Rezeptoren aufheben. 

(3) Binden Lokalanästhetika intra- oder extrazellulär?  

Liganden können sowohl extra- als auch intrazellulär an ihren Rezeptor binden. 

Der Ionisierungsgrad der Lokalanästhetika ist pH-abhängig und beeinflusst die 

Fähigkeit, die Zellmembran zu durchdringen (nicht ionisierte Moleküle 

überwinden in der Regel leichter die Membran). Wäre die Wirkung der 

Lokalanästhetika eindeutig pH-abhängig, ließe dies Schlüsse über den 

Bindungsort zu. Wir haben deshalb im dritten Setup untersucht, ob der pH-Wert 

(und damit der Ionisierungsgrad von Lidocain) die Wirkung auf die LPA-

Rezeptoren beeinflusst. 
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2. Material und Methoden 

 

2.1. Oozytengewinnung 

Alle Untersuchungen wurden an Oozyten des südafrikanischen Krallenfrosches der 

Gattung Xenopus laevis durchgeführt. Die tierexperimentellen Untersuchungen wurden 

am Department of Anesthesiology der University of Virginia, USA durchgeführt. Das 

experimentelle Protokoll unterlag der Genehmigung der zuständigen Tierschutz- und 

Ethikkomission der University of Virginia, USA. 

Weibliche Xenopus laevis Frösche von Xenopus I (Ann Arbor, MI USA) wurden in 

etablierten Froschkolonien gehalten und zweimal wöchentlich mit handelsüblichem 

Froschfutter ernährt. Zur Gewinnung der Oozyten wurden die Frösche höchstens einmal 

in zwei Monaten operiert, wobei die Gesamtzahl von maximal sechs Operationen pro 

Frosch nicht überschritten wurde. 

Zur operativen Vorbereitung wurde ein einzelner Frosch durch ein Bad in einer Lösung 

von 0,2%igem 3-Amino-benzoe-methyl-ester anästhesiert. Die Frösche wurden 

intraoperativ auf Eis gelagert, um den Stoffwechsel herabzusetzen und den Blutverlust 

zu minimieren. Der operative Zugang erfolgte im unteren abdominellen Quadranten. 

Aus dem Ovarialsack wurde ein Lappen mit ungefähr 500 Oozyten entnommen und in 

kalziumfreier OR2-Lösung (Zusammensetzung in mM: NaCl 82,5; KCl 2,0; MgCl2 1,0; 

HEPES 5,0; pH 7,5) aufbewahrt. 

Nach schichtweisem Wundverschluss wurde der Frosch über Nacht zur Erholung in 

einem separatem Tank gehalten. Die Defollikulierung der Oozyten erfolgte in einem 

zweistündigen Vortexer-Schüttelbad in 0,1%iger Kollagenaselösung (Kollagenase Typ 

Ia). Anschließend wurden die Oozyten in OR2-Lösung gewaschen, um die Kollagenase 

und mögliche Gewebereste zu entfernen. Schließlich wurden die Oozyten in 

modifizierter Barth’scher Lösung (Zusammensetzung in mM: NaCl 88; KCl 1; NaHCO3 

2,4; CaCl2 0,41; MgSO4 0,82, Gentamycin 0,1, HEPES15; pH 7,6) aufbewahrt und bei 

16° C inkubiert. 

 



 11

2.2. Testsubstanzen 

Als Testsubstanzen wurden verwendet: 

Lysophosphatidsäure (LPA):  

Lysophosphatidsäure (LPA) ist ein Lysophospholipid-Mediator, der in Albumin-

gebundener Form in einer Konzentration von bis zu 10µM im menschlichen Serum zu 

finden ist. Es wird von aktivierten Thrombozyten, Leukozyten oder anderen Zellen 

gebildet und freigesetzt. Die mannigfaltigen biologischen Funktionen dieses 

Phospholipidmediators sind in der folgenden Tabelle dargestellt und im Text näher 

erläutert. 

 

Regulation der Zellmorphologie Regulation des Zellwachstums 

Stimulation der Chemotaxis  

Förderung der Adhäsion 

Induktion von Kontraktion/Aggregation 

Induktion der Sekretion 

Stimulation/Hemmung der Proliferation 

Förderung des Überlebens 

Hemmung der Apoptose 

Änderung der Zelldifferenzierung 

Tabelle 1: Zelluläre Wirkungen der Lysophospholipide 

 

LPA ist ein Wachstumsfaktor, der die Mitoserate einer Vielzahl von Zelltypen wie zum 

Beispiel glatter Gefäßmuskelzellen steigert (Gennero 1999; Guo 1998; Tokumura 1994) 

und ist einer der wichtigsten im Serum vorhandenen Wachstumsfaktoren für 

Fibroblasten (Jalink 1994; Michell 1994). Die zugrunde liegenden molekularen 

Mechanismen sind die Produktion und Sekretion von Peptidwachstumsfaktoren und die 

Expression von ‘‘early genes‘‘ durch Aktivierung von ‘‘serum response elements‘‘. LPA 

schützt Endothelzellen (Hisano 1999), T-Lymphozyten (Cuvillier 1998; Goetzl 1999) 

und Makrophagen (Cuvillier 1996; Koh 1998) vor Apoptose.  

Lysophospholipid-Rezeptoren: 

In den letzten Jahren wurde eine Familie von Rezeptoren für Lysophospholipide 

beschrieben. Diese wird als ‘‘ endothelial differentiation gene‘‘ -Familie (Edg-Familie) 

bezeichnet (Goetzl 1998). Bisher wurden insgesamt 8 Edg-Rezeptoren beschrieben, die 

eine gewebsspezifische Verteilung zeigen. Edg-2, -4 und -7 sind spezifische Rezeptoren 

für LPA (Erickson 1998; Goetzl 1999; Im 2000). Darüber hinaus ist zu erwähnen, daß 

die Aktivierung von Zellen durch dasselbe Lysophospholipid über Stimulation 

unterschiedlicher Edg-Rezeptoren teilweise zu gegensätzlichen Effekten führt. So hat 
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die LPA-Aktivierung von Edg-2 und Edg-4-Rezeptoren in Jurkat T-Zellen 

gegensätzliche Wirkungen auf die Migration der Jurkat Zellen (Zheng 2001). Guo et al 

gelang es einen hochaffinen LPA-Rezeptor aus Xenopus Oozyten zu dekodieren, 

genannt xPSP24, der in diesen Zellen Chloridströme über Ca2+-abhängie Ionenkanäle 

auslöst (Guo 1996). 

LPA-Testsubstanz 

1-oleoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphate von Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, 

USA) verdünnt in einer 1%-iger boviner Serumalbumin-Lösung (BSA; ICN 

Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA, USA). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Abbildung 1: Strukturformel von LPA 

 

Lokalanästhetika: 

Lidocain: SIGMA (St. Louis, MO, USA), nach Bedarf Verdünnung mit Tyrode’s 

Lösung. 
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Abbildung 2: Strukturformel von Lidocain 

 

Ropivacain: (Naropin®, SIGMA, St. Louis, MO, USA), nach Bedarf Verdünnung mit 

Tyrode’s Lösung. 

 

 

 

 

 

Abbildung 3: Strukturformel von Ropivacain 

 

2.3. Read-out der LPA-Rezeptoraktivität 

Der LPA-Rezeptor, welcher endogen in Xenopus Oozyten exprimiert wird, besteht aus 

sieben transmembranären Domänen mit drei extrazellulären und drei intrazellulären 

Schleifen. Das N-terminale Segment liegt extrazellulär, das C-terminale intrazellulär. 

Das G-Protein besteht aus drei Untereinheiten (α, β und γ) und bindet intrazellulär an 

der dritten Schleife und am C-terminalen Ende am LPA-Rezeptor (Durieux 1993; 

Moolenaar 1995). 

LPA bindet extrazellulär an den LPA-Rezeptor (Durieux 1992; Tigyi 1992). Diese 

Interaktion führt zu einer Konformationsänderung des Rezeptors. Dadurch wird die 

intrazelluläre Bindung heterotrimerer G-Proteine (Moolenaar 1997) und in der Folge die 

Dissoziation der α –Kette des G-Proteins vom βγ-Komplex ermöglicht und hierdurch 

Guanosindiphosphat (GDP) zu Guanosintriphosphat (GTP) umgewandelt (siehe 

Abbildung 1). 
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Abbildung 4: Signaltransduktion G-Protein-gekoppelter Rezeptoren, schematische Darstellung des 
Signalübertragungsweges eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors nach Stimulation durch den 
entsprechenden Agonisten. 

 

Der aus der α-Untereinheit und GTP bestehende Komplex aktiviert die Phospholipase 

C-β1, der βγ-Komplex die Phospholipase C- β2, was zu einer Freisetzung von 

Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglyerol (DAG) aus membranständigen 

Phosphatidylinositolbisphosphaten (PIP2) führt. IP3 bindet an einen Rezeptor am 

endoplasmatischen Retikulum und setzt so durch Öffnung eines Ca2+-Kanals Ca2+ aus 

intrazellulären Speichern frei. Diacylglyerol (DAG) aktiviert die Proteinkinase C, über 

die eine hemmende Rückkoppelung über Phosphorylierung des Rezeptors abläuft 

(Moolenaar 1997). 

Die zytoplasmatische Ca2+-Konzentration steigt IP3-vermittelt an und induziert über 

Ca2+-abhängige Cl--Kanäle einen Cl--Auswärtsstrom (Moolenaar 1997; Tigyi 1992). 

Dieser Ionenstrom ist direkt proportional zur Aktivierung des Rezeptors. Der durch 

Voltage-Clamp Technik gemessene Cl--Strom dient als indirekter Nachweis der 

Rezeptoraktivierung.  

Neben dieser beschriebenen Signalkaskade sind weitere bekannt, welche über 

verschiedene G-Proteine-Untereinheiten aktiviert werden (An 1998; Fischer 1998; 
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Hooks 1998). Die oben beschriebene Kaskade mit Aktivierung der Phospholipase C 

wird durch die Gαq-Untereinheit des G-Proteins vermittelt (An 1998). Davon 

unabhängige Signalkaskaden werden über die G-Protein-Untereinheiten Gi und Gα12/13 

aktiviert (Moolenaar 1997). Die Untereinheit Gi aktiviert die Mitogen-aktivierte Protein 

Kinase (MAPK) und reduziert die intrazelluläre Konzentration von zyklischem 

Adenosinmonophosphat (cAMP). Gα12/13 aktiviert die kleine GTPase Rho worüber u.a. 

zytoskelettale Umbauvorgänge gesteuert werden (An 1997; Hill 1995; Ridley 1994). 

 

Abbildung 5: Beispiel eines typischen Cl--Membranstroms (digitalisiert mit OoClamp Software) 
nach LPA-Stimulation in Xenopus Oozyten. Aufgezeichnet ist die Veränderung des 
Membranstroms in nA (y-Achse) im Verhältnis zur Zeit in sec (x-Achse). 

 

2.3. Voltage-Clamp Technik 

Alle Versuche wurden bei Raumtemperatur (22°C) durchgeführt. Die defollikulierte 

Eizelle wurde in eine Durchflußkammer von 0,5 ml Volumen gegeben, die mit Tyrode’s 

Lösung (Zusammensetzung in mM: NaCl 150; KCl 5; CaCl2 2; MgSO4 1; Dextrose 10; 

HEPES 10; pH 7,4) superfundiert wurde (Flussgeschwindigkeit 3 ml/min). An einer 

Seite des Bades befand sich ein Einlaß für die Versuchslösung, welche mit 5 ml/min die 

Versuchszelle umspülte und an der gegenüberliegenden Seite aufgesaugt wurde. 

 Nach 4,8 ± 0,4 Sekunden wurde ein vollständiger Kontakt zwischen Oozyten und 

Agonist erreicht. 

Die zur Voltage-Clamp Messung erforderlichen Mikroelektroden wurden in unserem 

Labor hergestellt. Hierzu wurden Glaskapillaren (Drummond Scientific, Broomall, PA, 

USA) mittels eines Mikropipettenautomaten (Micropipette Puller P-30, Sutter 

Instrument, Novato, CA, USA) gezogen. Die Elektrodenspitzen wurden auf einen 

Durchmesser von 10 µm zugeschnitten und mit 3 M KCl-Lösung gefüllt. Der 
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Widerstand der Elektroden betrug gewöhnlich 1-3 MΩ. Über Silberdrähte wurden die 

Elektroden mit den jeweiligen Meßinstrumenten verbunden. Zwei Mikroelektroden 

(Spannungs- und Stromelektrode) wurden an einen voltag- clamp-Verstärker (OC725A; 

Warner Corporation, New Haven. CT, USA) angeschlossen und unter 

Auflichtmikroskopie in die Oozyte eingestochen.  

Die Aufzeichnung und Auswertung erfolgte mittels eines IBM-kompatiblen Computers 

mit entsprechender Hard- und Software (DAS-8A/D Umwandler, Keithley-Metrabyte, 

Taunton, MA und OoClamp Software (Durieux 1993).  

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Blockschaltbildes zur Registrierung transmembranöser 
Ionenströme. I-EL - Stromelektrode. U-EL - Spannungselektrode. B - virtuelle Badelektrode. Ref - 
Referenzelektrode. OP1 - Operationsverstärker zur Einstellung des Haltpotentials (V). OP2- 
Operationsverstärker zur Messung des Membranpotentials (MP). OP3 - Operationsverstärker zur 
Strommessung (I). 

 
 

Die Messung transmembranöser Ionenströme wurde mit Hilfe der Zwei-Elektroden- 

Voltage-Clamp Technik realisiert. Die Versuchsanordnung ermöglicht bei konstant 
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gehaltenem Haltepotential die Registrierung von Ionenströmen über der 

Plasmamembran der Oozyte.  

Abbildung 6 verdeutlicht den Versuchsaufbau der Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp 

Methode. Der Versuchsaufbau besteht aus zwei Badelektroden und zwei 

Injektionselektroden. Eine der beiden Injektionselektroden diente als 

Spannungselektrode (U-EL), die andere als Stromelektrode (I-EL). Das 

Membranpotential (MP) der jeweiligen Eizelle wurde zunächst als Spannung zwischen 

der extrazellulären Badelektrode als Referenzelektrode (Ref) und der intrazellulären 

Spannungselektrode (U-EL) bestimmt. Die zwischen beiden Elektroden abgegriffene 

Spannung wurde durch den Operationsverstärker OP2 verstärkt.  

Zur Einstellung des Membranpotentials auf ein bestimmtes Haltepotential wurde über 

den Operationsverstärker OP1 und die Stromelektrode I-EL ein Strom in die Zelle 

injiziert. Als Haltepotential wurden für die Messungen -70 mV gewählt. Eine 

Rückkopplungsschaltung “berechnete” den Stromfluß über die Elektrode I-EL, der 

notwendig war, um die Zelle auf dem vorgebenen Haltepotential von -70 mV zu halten. 

Der injizierte Strom floß über die Badelektrode B ab und wurde durch den 

Operationsverstärker OP3 in ein Spannungssignal überführt und verstärkt. Rohdaten 

wurden im 0,1kHz Bereich gefiltert (LPF-100A, Warner Corporation, New Haven, CT, 

USA) und mit einer Abtastrate von 125Hz digitalisiert. 

Zellen, die zur Aufrechterhaltung des vorgegebenen Membranpotentials in der 

Äquilibrierungszeit einen Ruhestrom von mehr als 0,5µA erforderten, wurden von der 

Analyse ausgeschlossen.  
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2.5. Experimenteller Aufbau 

2.5.1. LPA-Wirkung unter Kontrollbedingungen 

In allen Versuchen wurden die Messdaten nach der gleichen Versuchsanordnung 

erhoben. Gemessen wurde die Veränderung des Membranpotentials nach LPA-

Applikation auf die Oozyten. Die Oozyten wurden bei stabilem Membranpotential von  

-70mV mit LPA als Rezeptoragonist stimuliert. Zur Bestimmung des Konzentrations-

Wirkungs-Verhältnisses wurden die Oozyten nach Voltage-Clamping für jeweils zehn 

Sekunden mit ansteigenden Konzentrationen von LPA in der Durchflußkammer 

umspült. Die Aufzeichnung des Membranstroms begann fünf Sekunden vor Applikation 

des LPA und endete nach 60 Sekunden. Nach Darstellung der Messdaten in Form einer 

Konzentrations-Wirkungs-Kurve wurde die halbmaximale Wirkungskonzentration 

(EC50) mittels der Hill-Gleichung errechnet. Die so erhobenen Messdaten von LPA-

Reizantworten ohne Lokalanästhetikaeinwirkung dienten in sämtlichen Versuchen als 

Kontrollen. 

 

 

2.5.2 . LPA-Wirkung nach Inkubation mit Lokalanästhetika 

2.5.2.1. Untersuchungen zur Stereoselektivität der Wirkung des 

Lokalanästhetikums 

Für die Untersuchungen zur Stereoselektivität wählten wir Ropivacain als Testsubstanz, 

ein Lokalanästhetikum, das in Form der reinen Enantiomere S(-) und R(+) erhältlich ist. 

Ropivacain wird im klinischen Alltag häufig verwendet und zwar - im Gegensatz zu den 

meisten anderen Lokalanästhetika - nicht als Razemat, sondern als reines S(-)-

Enantiomer (Abbildung 3). 

Gruppen von Oozyten wurden für jeweils 10 Minuten in ansteigenden Konzentrationen 

mit den Ropivacain-Stereoisomeren inkubiert und mit der halbmaximalen 

Wirkungsdosis (EC50) von LPA stimuliert. Anschließend wurden die halbmaximalen 

Inhibitionskonzentrationen (IC50) für S(-)- und R(+)-Ropivacain bestimmt.  
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2.5.2.2. Untersuchungen zum Antagonismus zwischen Lokalanästhetikum und 

LPA 

Für die Untersuchungen, ob LPA und Lokalanästhetika an derselben Stelle am LPA-

Rezeptor binden, wurde versucht, S(-)-Ropivacain durch hohe Dosen von LPA zu 

verdrängen. Zu diesem Zweck wurden Oozyten nach jeweils zehnminütiger Inkubation 

in einer S(-)-Ropivacain-Lösung mit der IC50, in einer Versuchsreihe mit ansteigenden 

LPA Konzentrationen stimuliert. Die so generierte Konzentrations-Wirkungs-Kurve 

wurde mit einer unbehandelten Kontrollgruppe verglichen.  Als Kontrolle dienten 

Messungen mit identischem Versuchsaufbau ohne vorherige Inkubation der Oozyten 

mit Ropivacain. 

 

2.5.2.3. Untersuchungen zum Einfluß des Ionisationsgrades auf die Wirkung des 

Lokalanästhetikums 

Liganden können sowohl extra- als auch intrazellulär an ihren Rezeptor binden. Der pH-

Wert ist entscheidend für den Ionisierungsgrad der Lokalanästhetika und beeinflusst die 

Fähigkeit, die Zellmembran zu durchdringen. Bei niedrigen pH-Werten liegt das 

Lokalanästhetikum-Molekül vermehrt ionisiert vor. Es ist bekannt, daß nicht-ionisierte 

Moleküle leichter die Zellmembran durchdringen.  Zur Klärung, ob Lokalanästhetika 

intra- oder extrazellulär am LPA-Rezeptor binden, wurde die Abhängigkeit des 

Ionisierungsgrads des Lidocains vom pH-Wert genutzt.  

Oozyten wurden in einer Lidocainlösung mit aufsteigenden pH-Werten (5, 6, 7, 8, 9) für 

je 10 Minuten inkubiert. Anschließend erfolgte die Stimulation der Oozyten durch die 

halbmaximale Wirkungskonzentration (EC50) von LPA. Die Hemmwirkung des 

Lidocains weist einen sigmoidalen Verlauf auf. Der steilste Abschnitt der Kurve findet 

sich bei einer Konzentration von 5,9 mM. Für unsere Versuche zum Einfluß des 

Ionisationsgrades auf die Wirkung des Lidocains wählten wir 10 mM, einen etwas 

höheren aber noch im aufsteigenden Bereich der Konzentrations-Wirkungskurve 

gelegenen Wert. Diese Wahl sollte gewährleisten, daß einerseits eine ausreichende 

Blockierung des Rezeptors zu erwarten ist und andererseits mögliche Einflüsse des pH-

Wertes auf den Blokkierungsgrad erfasst werden können.  
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Um auszuschließen, dass die Wirkung von LPA durch den pH-Wert beeinflusst wird, 

wurden Kontrollantworten mit der EC50 von LPA bei pH 5, pH 7,4 und pH 9 erhoben. 

 

2.6 Datenanalyse 

Besonderheiten der OoClamp-Software  

Da auf Oozyten endogen kalziumabhängige Chloridkanäle exprimiert werden, erzeugen 

alle Vorgänge, die Einfluß auf die intrazelluläre Kalziumkonzentration haben, 

zwangsläufig eine Änderung des Chloridstroms über der Membran. Diese Modulationen 

können mit dem oben beschriebenen Setup elektrophysiologisch erfaßt werden. Dabei 

sind besondere Anforderungen an die Analysesoftware zu stellen. Zum einen haben 

Oozyten im Vergleich zu anderen Zellen ein verhältnismäßig großes Volumen und 

damit auch eine größere Membrankapazität – das Programm muß also mit relativ 

großen Strömen operieren können - zum anderen erstrecken sich rezeptorgesteuerte 

Potentialänderungen oft über Minuten, im Gegensatz zu spannungs- und 

ligandengesteuerten Kanälen, die im Millisekunden- bis Sekundenbereich operieren. 

Die Ooclamp-Software (Durieux 1993) ist für solche Anforderungen geschrieben 

worden. Sie bietet zudem noch den Vorteil, das eingehende Signal mit 125 Hz 

aufzuzeichnen und sofort graphisch darzustellen - so werden Störeinflüsse von 50- 60 

Hz minimiert. Ein separates Oszilloskop war nicht nötig. Zellen, die das 

Ruhemembranpotential nicht halten konnten, wurden sofort erkannt und verworfen 

(Zeitersparnis). Die Software ermöglichte ferner auf unkomplizierte Weise die 

Integration der Fläche unter der Kurve als Maß für die Aktivierung der Rezeptoren.. 

Das Ergebnis einer solchen Messung ist in Abbildung 7 dargestellt.  
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Abbildung 7: Signalantwort eines durch LPA induzierten Chloridstromes in Oozyten 
(Bildschirmausgabe von OoClamp). Die Ordinate gibt die Stromstärke in µA, die Abszisse die Zeit 
in Sekunden wieder. Der maximale Einwärtsstrom beträgt hier ca. 1,5 µA. Integriert wurde die 
Fläche unterhalb der Horizontalen zwischen den Pfeilen. Die in der Zeit zwischen 9,4 und 35,4 sec 
bewegte Ladung über die Zellmembran betrug 4,3 µC(Area). 

 
Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert ± Standardabweichung (SD). Für jeden 

Datenpunkt wurden die Spitzenströme in µA, bzw. die integrierten Ladungstransfers in 

µC (Fläche unter der Kurve) von mindestens zwölf Oozyten gemittelt. Erfasst wurden 

die Daten mit dem Programm SigmaPlot3.0 (Systat Software Inc). Die Mittelwerte 

wurden mit dem t-Test verglichen, der Unterschied wurde als signifikant angesehen, 

wenn ein p <0,05 (t-test) erreicht wurde. Alle statistischen Analysen wurden mittels 

SigmaStat 2.0 (Jandel Scientific Corporation, San Rafael, CA, USA) durchgeführt. 

Konzentrations-Wirkungs-Verhältnisse wurden nach folgender Gleichung (modifizierte 

Hill-Gleichung) berechnet (Weiss 1997): 

y = ymin + ( ymax - ymin ) ( 1 - xn / (x50
n + xn ) ) 

wobei ymin das Minimum und ymax das Maximum der erhaltenen Antworten, n der Hill-

Koeffizient und x50 die halbmaximale Effektkonzentration des Agonisten (EC50) oder 

die halbmaximale Inhibitionskonzentration des Antagonisten (IC50) ist. 
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3. Ergebnisse 
Oozyten antworteten auf Stimulation mit LPA mit einem kurzdauernden Chloridstrom 

ICl(Ca). Wie in Abschnitt 2.1. beschrieben, entsteht dieser Strom durch Öffnung eines Cl--

Kanals (Fernhout 1992). Die Öffnung des Cl--Kanals ist die Endstrecke der Rezeptor- 

und G-Protein-abhängigen Signalkaskade, die durch Bindung von LPA an den Rezeptor 

angestoßen wird.  

 

A 

 

 

 

 

   B 

 

 

 

Abbildung 8: A: Membranstrom nach LPA-Stimulation in Abhängigkeit von der Zeit; B: 
gehemmte LPA-Reizantwort nach Inkubation mit Lokalanästhetika 

 

Die Stärke des Stroms ist abhängig von der Menge des bindenden LPA. Der maximale 

Ladungstransfer pro Zeiteinheit ergab 4,3±0,5 µC und wurde bei einer LPA-

Konzentration von 10 µM erreicht. Aus der Konzentrations-Wirkungskurve wurde 

mittels Hill-Gleichung die halbmaximale Wirkungskonzentration (EC50) von 0,6 ± 3,3 

x 10-6 M berechnet (Hill-Koeffizient 0,57 ± 0,08) (Abbildung 9).  
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Abbildung 9: Konzentrations-Wirkungskurve von LPA (Kontrollbedingungen). Oozyten wurden mit 
steigenden Konzentrationen von LPA (x-Achse) stimuliert und der Ladungstransfer durch den Cl--Strom 
(y-Achse) gemessen. Die Reizantwortgröße wurde integriert als Veränderung des Stromflusses über der 
Zeit in µC angegeben. Die halbmaximale Reizkonzentration (EC50 von 0,6 µM) ist eingezeichnet. 

 

3.1. Stereoselektive Hemmung der LPA-Signaltransduktion durch Ropivacain 

Um zu testen, ob Lokalanästhetika eine spezifische Bindung mit dem LPA-Rezeptor 

eingehen, haben wir uns zu Nutze gemacht, dass Ropivacain in seinen einzelnen 

Enantiomeren erhältlich ist. Sollten die S(-)- und R(+)-Enantiomere eine 

unterschiedliche Hemmung des Reizstromes erzeugen, würde dies für die Spezifität der 

Bindung am Rezeptor oder an seinem G-Protein sprechen. 

Die Oozyten wurden in einzelnen Gruppen mit aufsteigenden Konzentrationen von 

Ropivacain-Stereoisomeren inkubiert und anschließend mit der EC50 von LPA (0,6µm)  

stimuliert. Beide Isomere hemmten konzentrationsabhängig den LPA-Rezeptor 

(Abbildung 10), wobei sich ein signifikanter Unterschied der halbmaximalen 

Hemmkonzentration zeigte. Die IC50 für S(-)-Ropivacain (23,8±0,3 mM) war 5-fach 

größer als die des R(+)-Ropivacain (4,8±0,2mM). Der Unterschied der IC50 zwischen 

S(-)- und R(+)- Ropivacain war signifikant (p=0,001, t-test). Die Mittelwerte (±SD) der 
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Reizantwortgrößen für eine Konzentration des Ropivacain-Isomers wurden jeweils in 

Prozent zur Kontrolle normalisiert.  

 

Ropivacain-

Stereoisomer 

IC50 auf LPA 

Signalantwort 

S(-)- Ropivacain 23,8±0,3 mM 

R(+)- Ropivacain 4,8±0,2mM 

 

Tabelle 2: IC50 von S(-)-Ropivacain und R(+)-Ropivacain auf LPA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 10: Konzentrationsabhängige Hemmung durch die Stereoisomere S(-) und R(+). 
Oozyten wurden mit ansteigenden Konzentrationen von S(-)- und R(+)-Isomeren  inkubiert und 
anschließend mit der EC50 von LPA stimuliert. Auf der x-Achse sind die Messdaten in Prozent zur 
Kontrolle angegeben. Die y-Achse zeigt die Konzentrationen von den Ropivacain-Stereoisomeren.  

 

3.2. Nicht-kompetitive Hemmung der LPA-Signaltransduktion durch S(-)-

Ropivacain 
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Um zu testen, ob Lokalanästhetika an dieselbe Stelle des LPA-Rezeptors binden wie 

LPA, haben wir versucht, Ropivacain durch Zugabe von LPA in steigender 

Konzentration vom Rezeptor zu verdrängen. Im Falle eines rein kompetitiven 

Antagonismus mit identischem Bindungsort müssten hohe Dosen von LPA die 

hemmende Wirkung von S(-)-Ropivacain aufheben.  

Dies war nicht der Fall: die maximale Reizantwort von S(-)-Ropivacain-gehemmten 

Oozyten war auch unter Höchstdosen von LPA (1 mM) signifikant niedriger als unter 

Kontrollbedingungen (nicht gehemmte Oozyten, Abbildung 11).  

Die maximale Reizantwort lag bei rund 50% der Kontrollantwort (0,6±0,03 µA versus 

1,1±0,1 µA, p<0,001) bei praktisch identischer EC50 (1,7±0,9x10-7 M versus 

1,6±0,2x10-7 M, p=0,744). 

 

 EC 50 LPA (p=0,744) max. Reizantwort (p<0,001) 

Kontrolle  1,6±0,2x10-7 M 1,1±0,1 µA 

Hemmung mit Ropivacain 1,7±0,9x10-7 M 0,6±0,03 µA 

 
Tabelle 3: EC 50 und maximale Reizantwort von LPA mit und ohne Hemmung durch Ropivacain 
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Abbildung 11: Nicht-kompetitive Wirkung des S(-)-Ropivacains. S(-)-Ropivacain-inkubierte 
(quadratische Punkte und gestrichelte Linie) oder nicht inkubierte (schwarze Punkte und durchgehende 
Linie) Oozyten wurden steigenden Konzentrationen von LPA (x-Achse) ausgesetzt und der 
Ladungstransfer durch den Cl--Strom (y-Achse) gemessen. Die halbmaximalen Reizkonzentrationen 
(EC50) sind eingezeichnet.  

 

 

3.3. Hemmung der LPA-Rezeptoraktivität durch Lidocain in Abhängigkeit vom 

Ionisierungsgrad 

3.3.1. Einfluß des pH-Wertes auf die LPA-Kontrollantwort 
 

Um eine Aussage über den Einfluß des pH-Wertes auf die Wirkung von 

Lokalanästhetika auf LPA-Rezeptoren treffen zu können, wurde zunächst untersucht, ob 

die Signaltransduktion von LPA unter Kontrollbedingungen durch den pH-Wert 

verändert wird. Zu diesem Zweck wurden die Reizantworten nach Stimulation mit LPA 

(EC50) bei pH 5, pH 7,4 und pH 9 gemessen. Wie in Abbildung 12 zu sehen, wird die 

LPA-Signalübertragung durch verschiedene pH-Werte nicht signifikant beeinflusst.  
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Abbildung 12: Reizantworten bei pH 5, pH 7,4 und pH 9. Oozyten wurden bei den angegebenen pH-
Werten (x-Achse) mit  der EC50 von LPA stimuliert und der der Mittelwert des  Cl--Stromes aus 12 
Oozyten als Balkendiagramm in µA dargestellt (y-Achse) 

 

3.3.2 Einfluß des Ionisierungsgrades von Lidocain auf seine Hemmwirkung am 
LPA-Rezeptor 
Liganden können sowohl extra- als auch intrazellulär an den Rezeptor binden. Der 

Ionisierungsgrad der Lokalanästhetika ist pH-abhängig und beeinflusst die Fähigkeit, 

die Zellmembran zu durchdringen (nicht ionisierte Moleküle überwinden in der Regel 

leichter die Membran). Wäre die Bindung von Lokalanästhetika an den LPA-Rezeptor 

eindeutig pH-abhängig, ließe dies Schlüsse auf die Lokalisation der Interaktion mit dem 

Rezeptor zu. Wir haben deshalb untersucht, ob der pH-Wert (und damit der 

Ionisierungsgrad von Lidocain) die Wirkung auf die LPA-Rezeptoren beeinflusst. 

Dieser Versuch wurde mit Lidocain als Test-Lokalanästhetikum durchgeführt, da 

Ropivacain im basischen Milieu ausfallen kann und sich für diesen Versuch nicht 

eignet. Zur Bestimmung der IC50 von Lidocain in unserer Versuchsreihe wurde zuerst 

die Dosis-Wirkungskurve von Lidocain bestimmt. Lidocain wies hierbei ein ähnliches 

Verhalten auf wie Ropivacain. Die IC50 betrug 5,9 mM (Abbildung 13). 
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Abbildung 13: Konzentrationsabhängige Hemmung durch Lidocain. Mit ansteigenden 
Konzentrationen von Lidocain (x-Achse) inkubierte Oozyten wurden mit der EC50 von LPA stimuliert 
und der Cl--Strom gemessen. Die Meßgrößen wurden in Prozent zur Kontrolle(y-Achse) normalisiert. Die 
halbmaximale Hemmkonzentration von Lidocain ist als IC50 eingezeichnet.  

 

Die Hemmwirkung von Lidocain (10mM) auf LPA Rezeptoren in Xenopus Oozyten 

war eindeutig abhängig vom pH-Wert. Kontrollantworten bei pH 7,4 ergaben eine 

mittlere Stromgröße von 1,65± 0,18 µA. Bei pH 5 zeigte sich eine Hemmung auf 56,4% 

der Kontrollantwort (0.93±0,18 µA), bei pH 7 auf 18,2% (0,21±0,06 µA), bei pH 8 auf 

3,6% (0,06±0,02 µA) und bei pH 9 auf 1,0% (0,02±0,01 µA) der Kontrollantwort 

(Abbildung 14).  

Mit der Henderson-Hasselbalch-Gleichung (pH = pKa+ log [A-]/[HA]) lässt sich bei 

bekanntem pKa-Wert und pH-Wert der Umgebung das Verhältnis zwischen 

ungeladenem und geladenem Anteil der Lokalanästhetika berechnen. Lidocain hat einen 

pKa-Wert von 7,7 und liegt bei pH5 zu 99,8%, bei pH6 zu 98%, bei pH7 zu 80%, bei 

pH8 zu 50% und bei pH9 zu 5% in der ionisierten Form vor. 
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Abbildung 14: pH-abhängige Hemmung durch Lidocain. Cl--Strom bei Blockade durch Lidocain 
(graue Balken) bei den angegebenen pH-Werten (x-Achse) in Prozent der Kontrolle ohne Lidocain bei pH 
7,4 (schwarzer Balken, y-Achse). Die Prozentangaben in Klammern unterhalb der pH-Werte geben den 
Anteil an ionisiertem Lidocain an. 

 

pH-Wert von Lidocain LPA-Signalantwortgrößen 
in Prozent zur Kontrolle 

pH5 56,4 

pH6 49,7 

pH7 18,2 

pH8 3,6 

pH9 1,0 

 
 

Tabelle 4: LPA-Signalantwort in Abhängigkeit vom pH-Wert der Lidocainlösung in Prozent der 
Kontrolle. 



 30

4.Diskussion 

 
Lokalanästhetika haben „alternative“ Wirkungen (Chen 1998; Chvapil 1979; Cooke 

1977; Drucker 1998; Groeben 1996; Hollmann 2000; Hollmann 2001; Modig 1983; 

Morris 1980 A), die nicht mit der Natriumkanal-Blockade erklärt werden können. 

Ursache könnte die Blockierung von Signalkaskaden verschiedener G-Protein-

gekoppelter Rezeptoren sein, wobei die Interaktion wahrscheinlich direkt am Rezeptor 

oder G-Protein stattfindet.  

Der Lysophosphatidsäure (LPA)-Rezeptor ist ein solcher G-Protein-gekoppelter 

Rezeptor, bei dem in vorausgegangenen Studien eine direkte Interaktion mit 

Lokalanästhetika vermutet wurde (Nietgen 1997; Sullivan 1999).  

Lysophosphatidsäure (LPA) wird u.a. aus aktivierten Thrombozyten und Fibroblasten 

freigesetzt (Moolenaar 1994; Moolenaar 1992). Die Bindung erfolgt extrazellulär, 

wobei eine Reihe von Rezeptor-Subtypen bekannt ist (An 1998; Hooks 1998; Lee 1998 

; Zondag 1998). LPA kommt im Serum in Konzentrationen im µM Bereich vor. Die 

biologischen Wirkungen von LPA sind mannigfaltig. Die LPA-vermittelte 

Signaltransduktion beeinflusst u.a. die Bildung von Strukturproteinen in Bindegewebs- 

und Muskelzellen und deren Proliferationsfähigkeit. Beschrieben sind unter anderem 

Effekte auf den Zellzyklus mit mitogener (van Corven 1992) und antimitogener (Tigyi 

1994) Wirkung. In Xenopus Oozyten löst LPA Ca2+-abhängige Chloridströme aus 

(Tigyi 1992), was in der vorliegenden Studie als Modell zur Messung der 

Rezeptoraktivierung genutzt wurde. Auf glatte Muskelzellen wirkt LPA kontraktil und 

mitogen (Seewald 1997; Tokumura 1980; Tokumura 1994). Die 

Neurotransmitterausschüttung  kann ebenfalls durch das Phospholipid LPA beeinflusst 

werden (Shiono 1993). Auf das Cytoskelett kann LPA modulierend auf die Zellform 

einwirken und Zellrundung, Axonretraktion und Remodelierung des 

Aktinfaserzytoskeletts auslösen (Gohla 1998). In der Wundheilung scheint LPA eine 

besondere Rolle zu spielen, da es stimulierend auf das Wachstum von Fibroblasten, 

glatten Gefäßmuskelzellen und Keratinozyten (Piazza 1995) wirkt und außerdem eine 

positive Beeinflussung auf die Fibronectinbindung an der Zelloberfläche beschrieben 

wurde (Kolodney 1993; Zhang 1994). Die Arbeitsgruppe um Tigyi konnte im 

Tierexperiment erhöhte LPA-Konzentrationen im Kammerwasser nach 
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Korneaverletzungen nachweisen mit einem daraus resultierendem proliferativen 

Einfluss auf die Keratozyten (Liliom 1998). 

Wir wählten LPA und seinen Rezeptor als Modell, da die Bindungsstelle (extrazellulär) 

am Rezeptor bekannt ist, ebenso wie die intrazelluläre Signalkaskade. In Xenopus 

Oozyten wird ein LPA-Rezeptor endogen exprimiert, was ihn somit leicht zugänglich 

macht. Darüber hinaus ist die Endstrecke der Signalkaskade, ein Chloridstrom, leicht 

mit Voltage-Clamp Technik messbar. Der LPA-Rezeptor ist somit besonders gut 

geeignet, Art und Lokalisation der Bindung von Lokalanästhetika an einem G-Protein-

gekoppelten Rezeptor zu untersuchen. 

Die Hauptergebnisse dieser Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen: 

1. Lokalanästhetika binden am LPA-Rezeptor oder seinem G-Protein 

2. Die Bindungsstelle ist nicht identisch mit der LPA-Bindungsstelle 

3. Die Bindungsstelle liegt intrazellulär. 

 

4.1. Stereoselektive Hemmung der LPA-Signaltransduktion 

Zwei vorausgegangene Studien der Arbeitsgruppe um Durieux konnten mit der gleichen 

Methodik bereits die Inhibition der LPA-Signalübertragung in Xenopus Oozyten durch 

Lokalanästhetika zeigen (Nietgen 1997; Sullivan 1999). Die Lokalanästhetika Lidocain, 

Bupivacain, Benzocain und QX314 hemmten die LPA-Signalübertragung 

konzentrationsabhängig. In diesen Arbeiten konnte bereits eine Beeinflussung der 

Signalkaskade distal der Phospholipase C weitestgehend ausgeschlossen werden. 

Intrazelluläre Injektionen von Inositoltriphosphat (IP3) in die Oozyten lösten in diesem 

Setup identische Membranpotentialveränderungen über Chloridströme aus, wie durch 

extrazelluläre LPA-Applikation. Jedoch ließen sich die so ausgelösten Signalantworten, 

welche in ihrer Entstehung die Rezeptoraktivierung und die G-Protein vermittelte 

Signalkaskade übersprungen haben, nicht durch extra- oder intrazelluläre 

Lokalanästhetikaapplikation beeinflussen. 

GTPγS ist ein nichthydrolisierbares Trinukleotid, welches eine irreversible G-Protein 

Aktivierung auslöst (Yost 1993). Intrazelluläre Injektionen von GTPγS in Oozyten 

zeigten in gleichem Versuchsaufbau eine konzentrationsabhängige Auslösung der LPA- 

Signalkaskade mit typischen Membranpotentialveränderungen, welche als 
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Chloridströme gemessen wurden. Die durch  GTPγS ausgelöste Signalkaskade konnte 

ebenfalls nicht durch Lokalanästhetikaapplikation gehemmt werden (Nietgen 1997; 

Sullivan 1999). 

Die LPA-Rezeptorfunktion wird durch eine Rückkoppelung mittels Phosphorylierung 

durch die Proteinkinase C moduliert (Hahnenkamp 2004). Es wäre somit auch denkbar, 

daß die lokalanästhetikainduzierte Inhibition der LPA-Rezeptoren indirekt über 

Aktivierung der Proteinkinase C abläuft. Nach Ausschaltung der Proteinkinase C durch 

den Inhibitor Chelerythrine zeigten sich jedoch unveränderte inhibitorische Effekte der 

Lokalanästhetika. 

Diese Ergebnisse schließen somit die Proteinkinase C und die distal der Phospholipase 

C ablaufenden Schritte in der Signalkaskade (IP3, intrazelluläre Kalziumausschüttung 

aus dem ER, Chloridkanal) als Lokalanästhetikawirkort aus.  Der Wirkort der 

Lokalanästhetika muss also weiter proximal in der Signalkaskade liegen. 

Als Wirkort der Lokalanästhetika wurde dadurch der LPA-Rezeptor selbst, oder der 

involvierte G-Protein-Komplex immer wahrscheinlicher. Ziel dieser Arbeit war es die 

postulierte spezifische Interaktion der Lokalanästhetika mit dem Rezeptor, oder seinem 

G-Protein weiter zu untersuchen. 

Stereoselektive Wirkung eines Liganden gilt als Hinweis auf eine spezifische 

Interaktion mit einer komplexen Proteinstruktur (Fischer 2000; Hollmann 2001; Ibarra 

2005; Nau 1999; Nau 2003; Wang 1990; Wang 1992; Zink 2005). 

Einige vergleichende Studien sollen hierzu näher erläutert werden:  

Am isolierten Lungenperfusionsmodell der Ratte konnte eine - durch ein Thromboxan–

A2 Analogon ausgelöste - pulmonale Vasokonstriktion stereospezifisch durch das S(-)-

Enantiomer von Ropivacain gehemmt werden. Eine Proteinbindungsstelle am 

Thromboxan-A2 Rezeptor als Lokalanästhetikawirkort  wurde hier vom Autor postuliert 

(Fischer 2000).  

Bei dem Lokalanästhetikum Bupivacain konnte eine stereoselektive Wirkung auf 

Kaliumkanäle, nicht aber auf Natriumkanäle gezeigt werden (Nau 1999). Diese 

Ionenkanäle unterscheiden sich in ihrer Proteinstruktur, was eine unterschiedliche 

stereospezifische Wirkung des gleichen Liganden auf die einzelnen Proteinstrukturen 

zur Folge hat. Nau et al konnten zeigen, daß Punktmutationen in Natriumkanälen die 
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Bindungsaffinität von Lokalanästhetika und ihre Stereoselektivität auf diese 

Proteinstrukturen beeinflussten (Nau 1999; Nau 2003). Konfigurationsveränderungen 

des Rezeptors auf Proteinebene ergeben somit eine Veränderung der stereoselektiven 

Wirkweise von Lokalanästhetika auf diesen Rezeptor. Aktuelle Studien konnten 

stereoselektive Unterschiede bei Bupivacain und Ropivacain auf deren Beeinflussung 

der Ca2+- Freisetzung aus dem sarkoplasmatischem Retikulum im Skelettmuskel 

feststellen. Aufgrund der Stereoselektivität ihrer Wirkung wird von den Autoren der 

Ryanodine Ry1- Rezeptor und die Ca2+-ATPase Pumpe (auf Proteinebene) als 

spezifischer Wirkort der Lokalanästhetika diskutiert (Ibarra 2005; Zink 2005). Analog 

zu diesen Studien erlaubt eine nachgewiesene stereoselektive  Wirkung eines Liganden 

allgemein Rückschlüsse auf eine spezifische Rezeptor/Proteinbindung. 

Deshalb untersuchten wir die reinen Enantiomere des Lokalanästhetikums Ropivacain 

auf deren Einfluß auf die LPA-Signalkaskade. 

In unseren Experimenten konnten wir die Stereoselektivität der Enantiomere des 

Ropivacains auf die LPA-Signalkaskade zweifelsfrei nachweisen. Die IC50 des S(-)-

Enantiomers von Ropivacain betrug 23,8mM und die des R(+)-Enantiomers 4,8mM. 

Dieser Unterschied war signifikant (p=0,001). Wir interpretieren diese Ergebnisse als 

starken Hinweis auf eine spezifische Interaktion des Lokalanästhetikums mit dem 

Rezeptor oder seinem G-Protein.  

Aus vorausgegangenen Arbeiten ist bekannt, daß Lokalanästhetika inhibitorisch auf die 

Signalübertragung verschiedenster G-Protein-gekoppelter Rezeptoren, wie z.B. den 

Thromboxan A2-Rezeptor, den muskarinergen M1- und M3-Rezeptor und den LPA-

Rezeptor wirken (Fischer 2001; Hollmann 2000; Hollmann 2001; Honemann 2004). 

Aufgrund der sehr unterschiedlichen Morphologie in ihrer Proteinstruktur wird ihr 

gemeinsames G-Protein als Wirkort der Lokalanästhetika diskutiert. Interessanterweise 

zeigten verschiedene Lokalanästhetika auf den Angiotensin AT1A-Rezeptor keinen 

hemmenden Einfluss (Durieux 1996; Nietgen 1997). Dieser G-Protein-gekoppelte 

Rezeptor vermittelt seine Signalkaskade über eine andere G-Protein-Untereinheit, als 

die oben genannten Rezeptoren, welche durch Lokalanästhetika gehemmt werden. Der 

Angiotensinrezeptor vermittelt seine Signalkaskade hauptsächlich über die Gαo und 

Gα14 Untereinheit, wohingegen die LPA- und muskarine Signalübertragung im 

Oozytenmodell vermehrt über Gαq abläuft (Hollmann 2002; Hollmann 2001; Shapira 
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1998). Das G-Protein mit seinen Untereinheiten, speziell die Gαq-Untereinheit, ist daher 

als ein möglicher Lokalanästhetikawirkort anzunehmen. Die in unserer Arbeit gezeigte 

stereoselektive Wirkung des Ropivacains auf die LPA-Signalkaskade ist nicht 

beweisend für eine Proteinbindung, denn in Ausnahmefällen kann eine 

Stereoselektivität auch dann vorliegen, wenn der Ligand, der ein chirales 

Kohlenstoffatom enthält, an eine organisierte Phospholipid-Doppelmembran bindet 

(Dickinson 1994; Dluzewski 1983). In diesem Fall wäre aber nicht zu erwarten, daß - 

wie in unserem Fall - eine rezeptorspezifische Signalkaskade konzentrationsabhängig 

beeinflusst wird.  

Die meisten handelsüblichen Lokalanästhetika weisen abhängig von ihren molekularen 

Eigenschaften eine gewisse Lipidlöslichkeit auf, was sich in ihrem Octanol/Puffer 

Verteilungskoeffizienten ausdrückt. Eine unspezifische Hemmung der LPA- 

Signalkaskade über Lipidbindung durch Interaktion der Lokalanästhetika mit der 

Lipiddoppelmembran kann in unserer Studie mit hoher Wahrscheinlichkeit 

ausgeschlossen werden. Zum einen haben Enantiomere eine identische Lipophilie 

(stereoselektive Wirkung der Enantiomere über Lipidbindung wird somit 

unwahrscheinlich) und zum anderen wäre nicht zu erwarten, daß eine 

rezeptorspezifische Signalkaskade konzentrationsabhängig beeinflusst würde. 

 

4.2. Nicht-kompetitive Hemmung der LPA-Signaltransduktion 

Kompetitive Hemmung zweier Liganden gilt als Beweis dafür, dass beide an der 

gleichen Bindungsstelle andocken. Umgekehrt wird eine nicht-kompetitive Hemmung 

als Bindung an unterschiedlichen Stellen interpretiert. Um festzustellen, welche Art der 

Hemmung für Lokalanästhetika (in Bezug auf LPA) vorliegt, wurden Oozyten, die 

zuvor mit Ropivacain (IC50) inkubiert worden waren, steigenden LPA-Konzentrationen 

ausgesetzt. Dabei beobachteten wir, daß die EC50 für Kontrollzellen und inkubierte 

Zellen praktisch gleich waren. Die Behandlungsgruppe mit S(-)- Ropivacain-

inkubierten Oozyten zeigte in der Dosis-Wirkungs-Kurve (Abb.11) keine 

Rechtsverschiebung im Vergleich zur Kontrollkurve. Dies spricht für einen nicht-

kompetitiven Antagonismus. Die Reizantworten der inkubierten Zellen waren auf etwa 

50% der Kontrollen reduziert. Dies traf auch für die höchsten verwendeten LPA-Kon-

zentrationen zu. Da auch höchste Konzentrationen von LPA die Ropivacainwirkung 
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nicht aufheben konnten wird ein kompetitiver Antagonismus als unwahrscheinlich 

angenommen. Lokalanästhetika antagonisieren die LPA- Rezeptorfunktion  mit hoher 

Wahrscheinlichkeit auf allosterische, nicht-kompetitive Weise. Allerdings können wir 

nicht mit letzter Sicherheit ausschließen, daß es sich nicht doch um eine kompetitive 

Hemmung handelt: extreme Unterschiede in der Affinität würden zu einem ähnlichen 

Ergebnis führen, obwohl die Bindung an derselben Stelle am Rezeptor erfolgt. Diese 

Möglichkeit konnten wir nicht ausschließen, da bei dem – hierzu notwendigen - 

umgekehrten Versuchsaufbau die Verdrängung von LPA durch Lokalanästhetika in 

diesem Setup nicht quantifiziert werden kann. Der Kurvenverlauf, die identische EC50 

und der anschließende Versuch sprechen dafür, dass beide Substanzen an verschiedenen 

Stellen des Rezeptors (oder des G-Proteins) binden. 

 

4.3 pH-Wert und Hemmung der LPA-Signaltransduktion 

Der Ionisationsgrad der Lokalanästhetika beeinflusst ihre Gewebegängigkeit. Abhängig 

von der Säuredissoziationskonstante (pKa-Wert) und dem pH-Wert der Umgebung 

liegen Lokalanästhetika zum Teil in ionisierter und zum Teil in ungeladener Form vor. 

Nur in der ungeladenen Form sind sie lipidlöslich und können so 

Lipiddoppelmembranen durchdringen um zum Wirkort zu gelangen. Entspricht der pH-

Wert der Umgebung dem pKa-Wert der Verbindung, so liegt sie zu gleichen Teilen in 

ungeladener und geladener Form vor. Substanzen mit einem pKa-Wert größer als der 

Gewebe pH-Wert liegen überwiegend in ionisierter Form vor. Gängige 

Lokalanästhetika haben einen pKa-Wert zwischen 7,8 und 9. Somit liegen sie bei 

niedrigeren pH-Werten vermehrt ionisiert, bei höheren pH-Werten nicht-ionisiert vor.  

Um festzustellen, ob Lokalanästhetika intra- oder extrazellulär binden, machten wir uns 

die pH-Wert abhängige Membrandurchgängigkeit zu Nutzen. Oozyten wurden mit  

einer konstanten Konzentration von Lidocain bei unterschiedlichen pH-Werten 

inkubiert und anschließend mit LPA (EC50) stimuliert. Die Hemmung der LPA-

Wirkung war eindeutig vom pH-Wert abhängig. Die stärkste Hemmung auf weniger als 

5% der Kontrollantwort fand sich im alkalischen Bereich (pH 9). Hier lagen 95% des 

Lidocains nicht ionisiert vor. 

Dies legt nahe, dass ein Großteil der Wirkung von Lokalanästhetika intrazellulär erfolgt. 

Da bereits bekannt ist, daß LPA an seinen Rezeptor extrazellulär bindet (intrazelluläre 
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LPA Injektionen in Oozyten lösten keine Signalkaskade aus) (Durieux 1992) 

untermauert dies die allosterische, nicht-kompetitive Hemmung der Lokalanästhetika an 

diesem Rezeptor. Der Anstieg der inhibitorischen Potenz von Lokalanästhetika mit 

steigendem pH-Wert wurde auch für Natriumkanäle beschrieben (Chernoff 1990). Im 

sauren pH-Bereich bei pH5 - bei dem nur 1-2% des Lidocains nicht-ionisiert vorliegt – 

konnten wir bereits eine 50%ige Hemmung der LPA-Reizantworten nachweisen. Dies 

könnte eine extrazelluläre Bindungsstelle für die ionisierte Form des Lokalanästhetikum 

vermuten lassen. Kontrollversuche mit dem experimentellen Lidocainanalogon QX314, 

welches aufgrund seiner quartären Struktur dauerhaft ionisert vorliegt, zeigten jedoch 

keinen Effekt nach extrazellulärer Applikation (Sullivan 1999). Eine Hemmung durch 

QX314 konnte nur nach intrazellulärer Injektion erreicht werden. Somit wird ein 

extrazellulärer Angriffspunkt der Lokalanästhetika am LPA-Rezeptor immer 

unwahrscheinlicher. Bei pH 5 liegt nur ca. 1% des Lidocain in der membrangängigen, 

ungeladenen Form vor. Dennoch konnte hier bereits eine Hemmung von 50% erreicht 

werden. Aufgrund dieser Beobachtungen gehen wir davon aus, daß die Bindungsstelle 

der Lokalanästhetika intrazellulär liegt und ihre Bindungsaffinität zum Rezeptor, oder 

G-Protein hoch ist.  

    

4.4 Methodenkritik 
Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um in vitro Experimente, die an einem 

Rezeptorsubtyp des LPA-Rezeptors einer Zellart (Xenopus Oozyten) eines Tieres 

(Frosch) durchgeführt wurden. Als Read-out diente ein transmembranärer Ionenstrom 

(Chlorid-Strom). Untersucht wurden die Wirkungen von zwei Lokalanästhetika 

(Ropivacain, Lidocain). 

Verallgemeinerungen der Ergebnisse auf in vivo- Situationen anderer Zellarten anderer 

Tierarten und mit anderen Lokalanästhetika sind daher nicht ohne weiteres möglich.  

In vitro Experimente werden nie der Komplexität eines Organismus gerecht. Unter 

vielen anderen Problemen ist die Regelung der Körpertemperatur nicht gegeben. 

Sämtliche Versuche wurden bei Raumtemperatur (22°C) durchgeführt, obwohl 

Säugetierzellen ihre Funktion bei einer Temperatur von 35-37°C ausüben. Eine 

erniedrigte Versuchstemperatur soll jedoch keine wesentliche Beeinflussung der 

Rezeptorfunktion zur Folge haben (Dascal 1987).  
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Die Versuchsreihen sind anfällig für Störungen verschiedener Art (Temperatur, 

Geschicklichkeit des Experimentators, Konzentrations- und pH-Schwankungen der 

Reagenzien, Zustand der Oozyten, etc.). Der hohen Variabilität der Ergebnisse wurde 

durch Angabe der Messwerte in Prozent der Kontrollantwort begegnet. 

Wir wählten den LPA-Rezeptor weil er leicht zugänglich ist (endogene Expression auf 

Oozyten), die durch LPA-Bindung ausgelöste Signalkaskade gut erforscht ist und mit 

dem induzierten Chlorid-Strom ein gut messbares Read-out zur Verfügung steht. 

Allerdings wurde die Induktion anderer Signalkaskaden durch diese Rezeptoren nicht 

erfaßt. Es kann deshalb keine Aussage über die Lokalanästhetikawirkung auf die 

Gesamtheit der LPA-vermittelten Zellinteraktion getroffen werden.  

Die Wahl der Oozyten des Frosches hatte verschiedene Gründe: Oozyten exprimieren 

einen Subtyp eines LPA-Rezeptors mit den entsprechenden intrazellulären 

Effektorsystemen (Durieux 1992) und haben sich bereits mehrfach in Funktionstests 

von G-Protein gekoppelten Rezeptoren als geeignet erwiesen (Dascal 1987; Durieux 

1999; Liliom 1996; Moolenaar 1997). Zudem erleichtert die Größe der Zellen (1,5mm 

im Durchmesser) die intrazellulären Injektionen und das Voltage-Clamping. Vergleichs-

studien zeigten keinen signifikanten Unterschied der LPA-induzierten Ca2+-Signalauslö-

sung  und der G-Protein Beeinflussung zwischen Xenopus Oozyten und Säugetierzellen 

(Durieux 1993; Durieux 1992; Hollmann 2002; Moolenaar 1995).  

Als Testsubstanzen wurden zwei Lokalanästhetika (Ropivacain, Lidocain) eingesetzt. 

Die Wahl fiel wegen ihrer bestimmten physikochemischen Eigenschaften, die für unsere 

Versuche hilfreich waren. Eine Übertragung der Ergebnisse auf andere Substanzen ist 

nicht möglich. 

4.5 Ausblick und klinischer Bezug 

In unserem Setup diente der LPA-Rezeptor als Modell für einen klassischen G-Protein- 

gekoppelten Rezeptor. LPA kommt als Phospholipidmediator nahezu ubiquitär im 

Organismus vor. Seine mannigfaltigen biologischen Wirkungen scheinen durch 

Lokalanästhetika beeinflusst werden zu können. Dies eröffnet ein neues großes Feld der 

Lokalanästhetikawirkungen und bietet einen möglichen Erklärungsansatz für die 

klinisch beobachteten alternativen Wirkungen bzw. Nebenwirkungen vieler 

Lokalanästhetika. Inwieweit die Interaktion der Lokalanästhetika mit G-Protein-
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gekoppelte Rezeptoren in Zukunft auch therapeutisch gezielt eingesetzt werden kann 

bleibt zunächst noch ungeklärt. 

• Lokalanästhetika könnten über Beeinflussung der LPA-Signaltransduktion in 

den Prozess der Angiogenese/Vaskulogenese und Organentwicklung 

einwirken, da bekannt ist, daß LPA ein Angiogenesefaktor ist (Lee 1998). 

LPA ist ein potentes Mitogen für Endothelzellen und bewirkt die Bildung 

tubulärer Strukturen in der Spätphase der Angiogenese (Lee 1999). Welche Edg-

Rezeptoren und Signalwege daran beteiligt sind, ist derzeit noch Gegenstand der 

Forschung. 

• Lokalanästhetika könnten über Beeinflussung der LPA-Signaltransduktion 

einen Einfluß auf die Thrombozytenaggregation nehmen, da bekannt ist, daß 

LPA ein starker thrombozytenaktivierender Agonist ist. LPA induziert eine 

Aggregationsveränderung von Blutplättchen (Gueguen 1999; Watson 1985) und 

wird bei der Thrombozytenaktivierung freigesetzt (Eichholtz 1993). Demgemäß 

konnten in humanem Serum LPA-Konzentrationen von bis zu 10µM gefunden 

werden. Eine nach dieser Arbeit veröffentlichte Studie bestätigte die Hinweise 

auf die Gαq---Untereinheit als selektiver Lokalanästhetikawirkort (Hollmann 

2001). Interessanterweise zeigte sich bei Gαq---defizienten Mäusen, daß ihre 

Thrombozyten nicht auf Plättchenaktivatoren reagierten (Offermanns 1997). Das 

Gαq-Protein wird daher als Zielstruktur zur medikamentösen Blockierung der 

Thrombozytenaktivierung diskutiert. Die Interaktion von Lokalanästhetika mit 

dem LPA-Rezeptor, oder seiner Gαq ---Untereinheit könnte einen Mechanismus 

zur Erklärung der klinisch beobachteten antithrombotischen 

Lokalanästhetikawirkung darstellen (Hollmann 2001; Modig 1983). 

• Lokalanästhetika könnten über Beeinflussung der LPA-Signaltransduktion in 

die Entzündungsreaktion eingreifen, da LPA generell im Plasma bei 

Entzündungsreaktionen durch sekretorische Phospholipase A2 auf 

Membranvesikeln gebildet wird (Fourcade 1995). Es steigert die endotheliale 

Permeabilität und wirkt chemotaktisch auf Entzündungszellen. In diesem 

Zusammenhang könnte sich ein Erklärungsansatz für die antiinflammatorische 

Wirkung der Lokalanästhetika bieten (Fischer 2001; Hollmann 2001).  
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• Lokalanästhetika könnten über Beeinflussung der LPA-Signaltransduktion in 

den Prozess der Wundheilung eingreifen. Die hohe Serumkonzentration der 

Phospholipide spiegelt ihre Bedeutung bei der Wundheilung wieder. Diese läßt 

sich in zwei Phasen, Zellmigration und Zellproliferation, untergliedern. In 

diesem Zusammenhang wurde in einem in vitro Modell kürzlich gezeigt, daß 

LPA Monozyten/Makrophagen anlockt und aktiviert. Weiterhin stimuliert es in 

der zweiten Phase der Wundheilung die Proliferation von Endothelzellen, 

Fibroblasten und glatten Muskelzellen (Lee 2000). In vivo finden sich ähnliche 

Ergebnisse. So konnte die Arbeitsgruppe um Durieux zeigen, daß kleine 

Hautwunden an Mäuseohren  eine schnellere Heilung nach lokaler Behandlung 

mit LPA- Lösungen zeigten (Demoyer 2000).  Andererseits kann sich die durch 

LPA stimulierte verstärkte Proliferation von Endothelzellen und glatten 

Muskelzellen auch negativ auswirken, indem sie beispielsweise die 

Restenosierung nach Koronarangioplastie beschleunigen. Durch die Hemmung 

des interzellulären Lipidmediators LPA könnten sich somit durchaus positive 

wie negative Loakalanästhetikaeinflüße auf die Wundheilung ergeben. 

 

 

4.6 Schlussfolgerung 

Wir konnten in unseren Experimenten die Stereoselektivität von Lokalanästhetika am 

LPA-Rezeptor nachweisen. Wir gehen deshalb davon aus, daß für bestimmte 

Lokalanästhetika spezifische Bindungsstellen an G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 

direkt am Rezeptor oder an seinem G-Protein-Komplex existieren. 

Der nicht-kompetitive Antagonismus spricht dafür, dass LPA und Lokalanästhetika 

nicht dieselbe Bindungsstelle am Rezeptor besetzen. 

Unsere Versuche zum Einfluß des Ionisierungsgrades ergaben eine pH-abhängige 

Hemmwirkung der Lokalanästhetika auf den LPA-Rezeptor. Wir gehen von einer 

intrazellulären Bindungsstelle von Lokalanästhetika am Rezeptor aus. 

Es konnte gezeigt werden, daß neben der bekannten Wirkung von Lokalanästhetika auf 

Natriumkanäle ein neues und großes Feld für weitere Lokalanästhetikawirkorte besteht. 
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G-Protein-gekoppelte Rezeptoren scheinen eine große Rolle zu spielen als selektive 

Wirkorte alternativer Lokalanästhetikawirkungen. 

 

 

 

 

 

5. Zusammenfassung 
 
Lokalanästhetika haben „alternative“ Wirkungen, die nicht mit der Natriumkanal-

Blockade erklärt werden können. Ursache könnte die Blockierung von Signalkaskaden 

verschiedener G-Protein-gekoppelter Rezeptoren sein, wobei die Interaktion 

wahrscheinlich direkt am Rezeptor oder G-Protein stattfindet. Lysophosphatidsäure 

(LPA) bindet an einen klassischen G-Protein-gekoppelten Rezeptor. Wir wählten daher 

LPA als Referenzsubstanz.  

In unseren Experimenten konnten wir die Stereoselektivität von Ropivacain auf den 

LPA-Rezeptor zweifelsfrei nachweisen. Die IC50 des S(-)-Enantiomers betrug 23,8mM 

und die des R(+)-Enantiomers 4,8mM. Dieser Unterschied war signifikant (p=0,001). 

Wir interpretieren diese Ergebnisse als starken Hinweis auf eine spezifische Interaktion 

des Lokalanästhetikums mit dem Rezeptor oder seinem G-Protein.  

Wir beobachteten, dass die EC50 für Kontrollzellen und inkubierte Zellen praktisch 

gleich war und die Reizantworten der inkubierten Zellen auf etwa 50% der Kontrollen 

reduziert waren. Dies traf auch für die höchsten verwendeten LPA-Konzentrationen zu. 

Lokalanästhetika und LPA antagonisieren sich also nicht-kompetitiv.  

Die Hemmung der LPA-Wirkung war eindeutig vom pH-Wert abhängig. Die stärkste 

Hemmung auf weniger als 5% der Kontrollantwort fand sich im alkalischen Bereich 

(pH 9). Hier lagen 95% des Lidocains nicht-ionisiert vor. Aufgrund dieser 

Beobachtungen gehen wir davon aus, dass die Bindungsstelle der Lokalanästhetika 

intrazellulär liegt und ihre Bindungsaffinität zum Rezeptor hoch ist.  
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