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Summary

Sea anemone toxins are a relatively homogenous group of peptides compared with scor-

pion toxins binding to site 3 of the sodium channel leading to a delay in inactivation.

Therefore it is interesting to analyse the e�ect of similar polypeptides with known amino

acid sequences but di�erent inuence on inactivation kinetic of the sodium channel.

In order to achieve this goal polypeptide toxins were isolated from the homogenate of ten-

tacle of the sea anemone Anthopleura elegantissima and Anemonia sulcata. Patch-Clamp

experiments were performed in whole-cell and cell-attached patches from the mouse neu-

roblastoma cell line N1E-115. The neurotoxic activity of the toxins APE 1-1, APE 1-2,

APE 2-1 (AP-C), APE 5-3, ATX II of this sea anemones was investigated.

In the presence of TEA the control experiment revealed a fast sodium current. This cur-

rent was completely inactivated after approximately 10 ms. After external application of

5mg/ml sea anemone toxin the sodium current inactivation was slowed and incomplete.

In dependence of the given toxin the persistent current was nearly 20% (APE 1-1, ATX II)

or 40% (APE 1-2, APE 2-1, APE 5-3) of the peak current. In single channel experiments

all toxins indicated a speci�c burst behaviour in activity of channel opening at the same

depolarizing pulse. After application APE 1-2, APE 2-1, APE 5-3 indicated a longer burst

duration than APE 1-1 and ATX II. In single channel analysis (membrane potential 0 mV)

this di�erence in burst duration based on the prolongation of the average opening time

from nearly 6 ms up to 7.5 ms.

Sequence analysis yielded the same number of amino acid residues (47 amino acids) for all

toxins with di�erences at position 22 and 36-40. These residues exert a speci�c area on the

surface of the toxins responsible for binding to the sodium channel. Hereby substitutions

of hydrophobic amino acids in this area correlate with a decrease in toxicity.
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Kapitel 1

Einleitung

Au��alligstes Kriterium der Seeanemonen, die zu den Hohltieren (Coelanterata)

geh�oren, sind deren farbenpr�achtige, blumenartige Tentakelkr�anze. Integraler Be-

standteil der Tentakeln sind die Nesselzellen (Cnidocyten). Die Cnidocyten bilden

in ihrem Inneren eine der h�ochstspezialisiertesten Zellorganellen tierischer Zellen,

die Nesselkapseln (Cniden), aus. Diese hochwirksamen Instrumente zur Injektion

der Nesselgifte (Watson & Hessinger, 1989) dienen den Seeanemonen beim

Nahrungserwerb (Planktonorganismen, Crustaceen und kleinere Fische) und zur

Abschreckung von inter- und intraspezi�schen Feinden (Ayre, 1982). Beim Men-

schen f�uhrt der Kontakt mit diesen Tieren zu schmerzhaftem Nesseln bis hin zu

L�ahmungserscheinungen.

Aufgrund dieser Wirkung ist die Struktur dieser biologisch wirksamen Substanzen

seit langem von besonderem Interesse. Als erster versuchte Richet (1903) die gif-

tigen Polypeptide aus Anemonia sulcata (Thalassin, Congesin) zu isolieren. Doch

erst die Entwicklung besserer Isolationsmethoden erm�oglichte die Aufreinigung rei-

ner Formen dieser Toxine (B�eress & B�eress, 1971), die mit ATX I und ATX

II bezeichnet wurden. Dadurch konnte eine Vielzahl derartiger Anemonentoxine,

wie z.B. das Anthopleurin A+B (AP-A, AP-B) aus Anthopleura xanthogrammi-

ca, sowie das Anthopleurin C (AP-C) aus Anthopleura elegantissima (Norton et
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al., 1976, 1978), isoliert und sogar deren Aminos�auresequenz entschl�usselt werden

(Tanaka et al., 1977; Norton, 1981). Dabei zeigte sich, da� es sich bei den

Anemonentoxinen um ein Toxingemisch aus Polypeptiden handelt, die sich in ihrer

Aminos�auresequenz meist nur minimal voneinander unterscheiden.

Angri�spunkt dieser Neurotoxine ist die Nervenmembran, speziell deren Natrium-

kan�ale. Natriumkan�ale sind im wesentlichen f�ur die Ausbildung von Aktionspoten-

tialen verantwortlich. Die Anbindung der Toxine f�uhrt zu Ver�anderungen im Schlie�-

verhalten dieser Kan�ale. Genaugenommen verhindern die Toxine nach dem �O�nen

der Kan�ale zu Beginn einer Erregung deren vollst�andiges Schlie�en und somit das

Abklingen dieser Erregung. Die Folge ist ein verl�angertes Aktionspotential, was zu

einer verst�arkten Transmitteraussch�uttung an den Synapsen f�uhrt. Dadurch kommt

es zu einer anhaltenden Kontraktion bis hin zu spastischen L�ahmungserscheinungen

an der innervierten Muskulatur.

Aufgrund ihrer reversiblen Anbindung und ihrer F�ahigkeit �au�erst selektiv mit dem

Natriumkanal zu interagieren, sind diese Polypeptide ideale Werkzeuge bei der Ana-

lyse dieses Tunnelproteins (Habermann & B�eress, 1979; B�eress et al., 1998;

Hucho et al., 1979; Vincent et al., 1980; Stengelin et al., 1981; Rack et

al., 1983). Ihr Bindungsort beschr�ankt sich dabei auf eine ganz bestimmte Region

auf der Extrazellul�arseite dieses Kanals (Norton, 1991; Hucho, 1995; Kem et

al., 1996). Obwohl sich die Anemonengifte in ihrer Struktur meist nur um weni-

ge Aminos�auren voneinander unterscheiden (Benzinger et al., 1997), zeigt das

Ausma� der Giftwirkung auf den Kanal mitunter erhebliche Unterschiede (Benzin-

ger et al., 1997, 1998; Kelso et al., 1996; El-Sherif et al., 1996; Sheets et al., 1995;

Dias-Kadambi et al., 1996; Khera et al., 1994, 1995; Gallagher et al., 1992, 1994).

Bis heute konnten die verantwortlichen Bereiche innerhalb der Toxine nicht eindeu-

tig identi�ziert werden. W�unschenswert w�are es Peptide zu �nden, die durch eine

einzige Aminos�auresubstitution ganz unterschiedliche Wirkungen auf das Schlie�-

verhalten des Natriumkanals zeigen.

In j�ungster Zeit ist es gelungen, weitere Polypeptide der Anemone Anthopleura ele-
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gantissima (APE 1-1, APE 1-2, APE 5-3) zu isolieren (Bruhn et al., 2000), deren

Strukturen weitgehend bekannt sind. Sie weisen sehr gro�e Sequenzhomologien un-

tereinander auf und unterscheiden sich nur geringf�ugig von den bereits untersuchten

Toxinen ATX II und AP-C.

In geringen Dosen bewirken diese Toxine einen starken positiv inotropen E�ekt am

Rattenherzen (Ravens, 1979; B�eress et al., 1982), w�ahrend die Herzschlagfre-

quenz und das adrenerge System unbeeinu�t bleiben (Norton, 1981). Am Hunde-

herzen wird f�ur AP-A sogar eine st�arkere Wirkung angenommen als das Herzglykosid

Digoxin (Scriabine et al., 1979; Norton, 1981). Die Verwendung dieser Neuro-

toxine f�ur pharmakologisch-medizinische Zwecke erscheint daher durchaus m�oglich.

Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung dieser z.T. neuisolierten Anemonentoxine auf

den Natriumkanal von Neuroblastomzellen mit elektrophysiologischen Methoden zu

untersuchen und Struktur-Wirkungsunterschiede zu identi�zieren. Dazu wurden

in Patch-Clamp-Experimenten Ganzzell- und Einzelkanalableitungen durchgef�uhrt.

Von besonderem Interesse war dabei die Frage, ob es innerhalb dieser Toxine Berei-

che gibt, die f�ur das Andocken an den Kanal und/oder f�ur die Wirkung auf diesen

verantwortlich sind. Desweiteren sollte mit Hilfe des Modells von Chiu zur Er-

kl�arung der Funktionsweise von Kan�alen die Kinetik der Konformations�anderung

des Natriumkanals weiter aufgekl�art werden.

Die Strukturanalyse der Anemonentoxine soll vor dem Hintergrund der pharma-

kologischen E�ekte, insbesondere der Wirkung auf den Herzmuskel, einen Beitrag

zur Entwicklung chemischer Leitstrukturen als Ausgangspunkt einfach-reproduzier-

barer, therapeutisch wirksamer Substanzen leisten (Horita et al., 1997a,b; Kal-

man et al., 1998; Poncet et al., 1998a,b; Pettit et al., 1998). Kardiovas-

kul�are Erkrankungen stellen eine der wesentlichen Todesursachen in den westlichen

Industrienationen dar (Braunwald, 1997). Bei �alteren Patienten (> 65 Jahre)

gehen 10 � 25% der Todesf�alle auf eine HerzinsuÆzienz zur�uck. Ein pharmako-

therapeutischer Ansatz besteht in einer Erh�ohung der Kontraktionskraft (positive
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Inotropie) des Herzmuskels. Erste Erfolge konnten in der Vergangenheit durch den

Einsatz der aus dem Fingerhut gewonnen Digitalis-Glykoside verzeichnet werden.

Dennoch besteht nach wie vor Bedarf, neue herzmuskelst�arkende Substanzen zu �n-

den (M�uller-Ehmsen et al., 1999). In diesem Zusammenhang f�uhrten weltweit

bestehende Anstrengungen, die Inhaltssto�e mariner Organismen f�ur therapeutische

Zwecke nutzbar zu machen, zu den Nesselgiften der Seeanemonen.
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1.1 Molekulare Struktur des Natriumkanals

Die Klonierung und Sequenzierung des Natriumkanals gelang erstmals an Rohma-

terial aus dem elektrischen Organ des Zitteraals Electrophorus electricus (Noda et

al., 1984). Anschlie�ende Aufkl�arungen an Na+-Kanalsubtypen anderer Organis-

men (Noda et al., 1986; Sills et al., 1989) deuteten daraufhin, da� gro�e Bereiche

der Aminos�auresequenzen starke Homologien aufweisen. O�ensichtlich handelt es

sich beim Natriumkanal um ein weitverbreitetes Glykoprotein mit einer Masse von

260-280 kDa (Miller et al., 1983). Im wesentlichen besteht der Kanal aus einer

�-Untereinheit, die im S�augetiergehirn mit zwei wesentlich kleineren Einheiten (�1,

36 kDa; �2, 33 kDa) und in der entsprechenden Muskulatur mit einer �-Untereinheit

(38 kDa) assoziiert ist. Alle Untereinheiten sind integrativer Bestandteil der jewei-

ligen Membran (Abb. 1.1).

Sequenzanalysen ergaben, da� die �-Einheit aus vier nahezu identischen, sich wie-

derholenden Untereinheiten oder auch Dom�anen (I-IV) zusammengesetzt ist (Cat-

terall, 1988), die durch Zusammenlagerung eine Pore bilden (Greenblatt et

al., 1985). Jede Dom�ane besteht aus sechs hydrophoben Transmembranhelices (S1-

S6). Unter diesen Segmenten zeichnet sich besonders das S4-Segment durch seinen

gro�en Anteil positiv geladener Arginin- und Lysinreste aus. Neuere Modellvorstel-

lungen ordnen diesen Resten eine Funktion als Spannungssensoren zu und machen

diese f�ur die Potentialabh�angigkeit des Kanals verantwortlich (Guy & Seethara-

mulu, 1986; Catterall, 1986). Depolarisationen f�uhren demnach zu einer Spi-

ralbewegung von S4, so da� hierdurch positive Ladungen auf die Extrazellul�arseite

verlagert werden. Durch diese Verlagerung kommt es zu einer Wechselwirkung posi-

tiver Reste in den S4-Segmenten mit negativen �xen Ladungen in anderen Segmen-

ten. Dies f�uhrt zu Konformations�anderungen, die den Kanal �o�nen (Benndorf,

1989; Yang & Horn, 1995).
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Abbildung 1.1: Molekulare Struktur des Natriumkanals: eine einzelne Polypeptidkette

mit vier wiederholenden Einheiten (Dom�anen: DI-IV) faltet sich zu sechs Transmembran-

helices (S1-4). Durch Zusammenlagerung der vier Dom�anen entsteht die zentrale Pore.

1.2 Funktionsweise des Natriumkanals

F�ur das Permeabilit�atsverhalten des Natriumkanals liegt nach der klassischen Vor-

stellung von Hodgkin & Huxley (1952) folgende vereinfachte Modellvorstellung

zugrunde: Danach erfolgt die Regulation des Ionenusses durch dieses porenbilden-

de Protein �uber zwei unabh�angig voneinander agierende Tore, dem Aktivierungstor

(m-Tor) und dem Inaktivierungstor (h-Tor). Experimente mit Pronase zeigten, da�

das Inaktivierungstor sich im Gegensatz zum Aktivierungstor auf der cytosolischen

Seite be�ndet (Armstrong et al., 1973). Beide Tore �o�nen und schlie�en auf

ganz charakteristische Weise und bringen den Kanal durch dieses Verhalten in drei

typische Grundzust�ande: ruhend, aktiviert, inaktiviert (Abb. 1.2).
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Im ruhenden Zustand ist das Inaktivierungstor ge�o�net, das Aktivierungstor da-

Abbildung 1.2: Schema der Grundzust�ande des Natriumkanals

gegen geschlossen. Dieser Zustand liegt vor, wenn sich das Potential der Zelle nahe

dem Ruhepotential be�ndet. Bei einer Depolarisation �o�net sich das m-Tor, so da�

kurzfristig beide Tore ge�o�net sind. Der Kanal ist aktiviert und leitf�ahig. Gleich-

zeitig schlie�t sich langsam das Inaktivierungstor bei weiterhin ge�o�netem Aktivie-

rungstor und die Inaktivierung beginnt. Ist das h-Tor geschlossen, so kann dieser

nicht-leitf�ahige, refrakt�are Zustand nur durch eine Repolarisation aufgehoben wer-

den. Bei einer Repolarisation wird der Kanal �uber eine Hyperpolarisation wieder

in den urspr�unglichen Zustand (ruhend) zur�uckgeholt. Durch diesen Mechanismus

wird �uber kontrollierte Spannungs�anderungen �uber der Membran der Natriumu�

durch dieses porenbildende Protein reguliert.

1.3 Klassi�zierung der Toxine

In der Literatur �ndet sich keine einheitliche, allgemeing�ultige Klassi�zierung der

Neurotoxine, die einen Einu� auf den Natriumkanal aus�uben. Charakterisiert und

zugeordnet werden diese auf verschiedenste Weisen. Dabei erfolgt eine Unterschei-

dung der wirksamen Toxine nach Gr�o�e und Aufbau, nach deren Wirkung und nach

deren Bindungsstelle am Natriumkanal.
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Aufgrund der Selektivit�at der neuroaktiven Substanzen bei der Bindung an den

Kanal konnten bestimmte favorisierte Regionen am Kanalprotein durch Kopplung

der Toxine mit Markern immunhistologisch herauskristallisiert und entsprechend

topologisiert werden (Catterall, 1992). Hierdurch konnten f�unf verschiedene

Bindungsstellen unterschieden werden. Die in dieser Arbeit untersuchten Toxine

geh�oren nach dieser Klassi�zierung zu der Klasse der Site-3 Toxine. Diese lagern

sich, genau wie das �-Skorpiontoxin (Koppenh�ofer & Schmidt, 1968a,b), an

die extrazellul�are Region des Natriumkanals im Bereich zwischen den S5 und S6

Transmembranhelices in der Dom�ane I an. Tetrodotoxin (TTX), Saxitoxin (STX)

(Narahashi et al., 1964, 1967b) und �-Conotoxin (Kobayashi et al., 1986) bei-

spielsweise geh�oren zu den Site-1 Toxinen; Batrachotoxin (BTX), Veratridine u.a.

zu den Site-2 Toxinen usw. (vgl. Catterall, 1992).

Eine andere Taxonomie bezieht sich auf die Wirkung der Toxine auf den Natrium-

kanal (Strichartz et al., 1987). So verschlie�en z.B. Blocker wie TTX und STX

den Natriumkanal, Gate modi�er oder auch Modulatoren hingegen beeinussen die

Kinetik der beiden Tore. Seeanemonengifte und das �-Skorpiongift modulieren das

Inaktivierungstor, das �-Skorpiontoxin die Kinetik der Aktivierung, andere sowohl

die Aktivierung als auch die Inaktivierung dieses Kanalptoteins (BTX, Chloramin-T

etc.).

Eine weitere M�oglichkeit einer Klassi�zierung di�erenziert Anemonentoxine geson-

dert nach ihrer Gr�o�e und ihrem Aufbau. Diese Gruppe toxisch wirkender Polypep-

tide besteht i.d.R. aus 46-47 Aminos�aureresten oder 27-31 Resten. Erstere, wie die

in dieser Arbeit betrachteten \langen\Anemonentoxine, geh�oren zum Typ 1 (Kem

& Dunn, 1988; Kem et al., 1989), letztere, Toxine von Anemonen aus der Fami-

lie der Stichodactylidae, zum Typ 2 (vgl. Norton, 1991). Calitoxin (CLX), ein

Polypeptid der Anemone Calliactis parasitica, geh�ort zwar ebenfalls zu den langen

Toxinen, weicht jedoch von diesen durch eine Reihe von Aminos�auresubstitutionen

ab, so da� diese h�au�g gesondert als Typ 3-Toxine eingestuft werden (Norton,

1991).



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Toxingewinnung

2.1.1 Materialbescha�ung

Gegenstand der Untersuchungen waren neben den Nesselgiften von Anthopleura sul-

cata vornehmlich die Giftsto�e der Anemone Anthopleura elegantissima (Abb. 2.1).

Diese beiden Vertreter des Stammes der Cnidaria (Nesseltiere) geh�oren der Klasse

der Anthozoa (Blumenpolypen) an und werden der Ordnung der Actinaria zuge-

ordnet. Diese im Tidenbereich des Pazi�ks zwischen Alaska und Mexiko (Francis,

1979) vorkommenden Anemonen treten in ihrer Lebensform sowohl in Gruppen

als auch solit�ar auf. Durch den Einsatz ihrer Nesseltoxine sind sie in der Lage,

sich sowohl gegen inter- als auch intraspezi�sche Feinde erfolgreich zu verteidigen

(Pineda & Escofet, 1989 ). Sie leben in Symbiose mit Mikroalgen, kleineren

Crustaceen und Fischen, die gegen den sonst t�odlichen Abwehrmechanismus dieser

Nesseltiere durch eine besonders dicke Schleimschicht gesch�utzt sind (Schlichter,

1972; Lubbock, 1980). Im Vorfeld dieser Untersuchungen haben Schaller &

Bodenm�uller (1981) bereits 11 l konzentrierten Methanol-Rohextrakt aus meh-

reren Exemplaren von Anthopleura elegantissima chromatographisch aufgereinigt.
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Abbildung 2.1: Anthopleura elegantissima (Brandt).

F�ur die Aufreinigung der in dieser Arbeit verwendeten Toxine stand eine Menge

von 200 kg tiefgefrorener Anemonen von Anthopleura elegantissima zur Verf�ugung,

die freundlicherweise durch das Paci�c Biomarine Laboratory, Venice C.A. USA ge-

sammelt und in mit Methanol homogenisierten Einheiten von je 10-13 kg aufgeteilt

wurden. Dieser Rohextrakt wurde anschlie�end von Prof. L. B�eress1 aufgereinigt, an

Krabben bez�uglich der Toxizit�at vorgetestet und in 0.1 mg Einheiten den weiteren

neurophysiologischen Untersuchungen zur Verf�ugung gestellt.

2.1.2 Isolierung der Toxine

Die bei �30ÆC gelagerten Proben wurden mit destilliertem Wasser oder mit wasser-

mischbaren L�osungsmitteln versetzt und in einem Starmix homogenisiert. CaCO3-

haltige Korallen wurden vor dem Homogenisieren 12 Stunden mit 10%-iger Es-

sigs�aure behandelt, die festes CaCO3 unter CO2-Entwicklung zersetzt. Nach dem

Abzentrifugieren der Zellbruchst�ucke wurde der Extrakt im Vakuum konzentriert

1Institut f�ur Toxikologie der CAU Kiel
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und anschlie�end die im Konzentrat gel�osten organischen Molek�ule mittels Gel�l-

tration an Sephadex G 50 in 1 M Essigs�aure in Molekulargruppen verschiedener

Gr�o�en aufgetrennt. Nach erneutem Konzentrieren und Gefriertrocknen erh�alt man

so aus dem jeweiligen Ausgangsmaterial zumeist f�unf, f�ur biologische Testungen oft

bereits geeignete Toxinfraktionen. Da die niedermolekularen Fraktionen meist noch

mit Salzanteilen gemischt sind, m�ussen diese vor einer biologischen Testung durch

Gel�ltration an Sephadex G 10 oder durch Extraktion mit Aceton oder absolutem

Ethanol entfernt werden.

Toxine, sowie auch antibiotisch wirksame Fraktionen, lie�en sich bereits sehr gut in

diesen angereicherten Extrakten durch Toxizit�atstest an Krabben nachweisen. Ei-

nige der biologisch wirksamen Sto�e entgingen in diesem Reinigungsstadium noch

einer Detektion, da sie oft nur in sehr geringen Konzentrationen vorlagen. Zur Fei-

nisolierung mu�ten daher weitere, vorwiegend chromatographische Verfahren, ein-

schlie�lich der HPLC angewandt werden. Die Konservierung der Proben geschah in

der Regel durch Gefriertrocknen.

2.1.3 Sequenzierung und Darstellung der Toxine

Sequenzierung der prim�aren Aminos�aurestruktur

Die Entschl�usselung der Prim�arstruktur der reinisolierten, biologisch wirksamen Po-

lypeptide �ubernahm Dr. E. Wachter, Leiter des Proteinsequenzlaboratoriums im In-

stitut f�ur Physiologische Chemie der Ludwig-Maximiliams Universit�at in M�unchen.

S�amtliche Methoden zur Sequenzierung von Proteinen basieren auf dem Edman-

Abbau von Polypeptiden. Bei dieser Reaktion wird von den reinisolierten Frak-

tionen jeweils die N-terminale Aminos�aure spezi�sch mit Phenylisothiocyanat um-

gesetzt und anschlie�end das Derivat mit Triouressigs�aure gespalten und �uber

eine HPLC identi�ziert (Wilson & Kenneth, 1990). Eine Wiederholung die-

ser Zyklen erm�oglicht die Sequenzierung des Polypeptids vom N-terminalen Ende
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her. F�ur den Abbau der Toxine wurde ein Biosystem-Sequenzierer2 mit integrier-

ter Micro-cardridge, einem 9 mm Fiberglass�lter mit 1:5 mg Polybrene, verwendet

(Wunderer et al., 1976).

3-D Protein-Struktur

Nachdem die Sequenzen der einzelnen Anemonentoxine bekannt waren, konnten die-

se modelliert und drei-dimensional visualisiert werden. Dies geschah unter der Ver-

wendung des Experimental Swiss-Model Protein Modelling e-mail Servers (Peitsch

& Jongneel, 1993; Peitsch et al., 1995; Peitsch, 1996). Auf der Brookhaven

National Laboratory Protein Data Bank (PDB) k�onnen die errechneten und mo-

dellierten Proteinstrukturen als .pdb-�les abgerufen und auf dem PC mit RasMol

2.6B23, einem Visualisierungprogramm f�ur Molek�ule (Version 3.23 f�ur Windows),

dargestellt werden.

2.2 Zellkultur

2.2.1 Neuroblastomzellen

Die Durchf�uhrung der Patch-Clamp-Experimente erfolgte sowohl bei den Ganzzell-,

als auch bei den Einzelkanalableitungen an Neuroblastomzellen der Linie N1E-115

(Amano, Richelson & Nirenberg, 1972) aus dem Gehirn- und R�uckenmark

der adulten Maus. Es handelt sich hierbei um neuronale Zellen, die aufgrund ih-

rer blastomeren Strukturen durch eine hohe mitotische Aktivit�at gekennzeichnet

und daher leicht zu z�uchten sind (Spector, 1981). Sie weisen mit anderen di�e-

renzierten, erregbaren Geweben vergleichbare Str�ome auf (Kostyuk et al., 1978;

Moolenaar & Spector, 1978; Nagy, 1983) und eigneten sich daher besonders

2ABI 477 A
3Roger Sayle Biomolecular Structures Group, Glaxo Wellcome Research & Development, Ste-

venage, Hertfordshire, UK., 1996
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gut f�ur die Durchf�uhrung der Experimente. Diese Zellen ben�otigen keinerlei enzy-

matische Vorbehandlung, welche besonders bei der Herstellung von Prim�arkulturen

h�au�g zur Sch�adigung der Membran und zu Ver�anderungen des kinetischen Ver-

haltens der Ionenkan�ale f�uhrt (Gonoi & Hille, 1987; Quandt, 1988)). Die

urspr�ungliche Zellinie bestand aus einer Mischung von Gliazellen (� 30%) und Neu-

ronen (� 70%). Durch Reklonierung konnte jedoch eine nahezu reine Neuronenkul-

tur hergestellt werden.

Die Zellen wurden bei 37ÆC und einer mit 5% CO2 begasten Atmosph�are in Plexi-

glasaschen4 mit einer Grund�ache von 25 cm2 kultiviert. Das Kulturmedium setz-

te sich aus folgenden Bestandteilen zusammen: Dulbecco's Modi�ed Eagle Medium

(DMEM) als Fertigmedium mit Glucose und L-Glutamin5; 10% F�otales K�alberse-

rum6; 1% Penicillin7/Streptomycin8. Der pH-Wert betrug 7.2. Die Osmolarit�at lag

zwischen 320 und 340 mosm=l.

Die Aufbewahrung des K�alberserums erfolgte bei ca. -18ÆC. Vor dem Einfrieren

wurde es steril �ltriert, um eine Kontamination der Zellkultur zu vermeiden. Das

Kulturmedium wurde bei 6-8ÆC aufbewahrt.

Innerhalb der Kulturaschen entstand aufgrund der raschen Zellvermehrung nach

wenigen Tagen eine dichte Zellpopulation, die sich je nach Entwicklungsgrad in

nicht abgesetzte, teilungsfreudige Embryonalzellen und am Boden abgesetzte, reife-

re Zellen untergliederte. Letztere bildeten dort einen dichten Zellrasen. Derartige

Monolayerkulturen ben�otigen f�ur ein zufriedenstellendes Wachstum und zur Vita-

lit�atserhaltung einen regelm�a�igen Mediumwechsel, da im Laufe der Zeit die Be-

standteile des Mediums und seiner Zus�atze von den Zellen metabolisiert werden oder

bei 37ÆC allm�ahlich zerfallen (Lindl & Bauer, 1989). Aus diesem Grund wurde

dreimal pro Woche das verbrauchte Kulturmedium (Fl�ussigkeitsvolumen ca. 10 ml)

4Sarstedt, Best.-Nr.: 83.1810.002
5Sigma: Lot 105H2322
6Sigma: Lot 48H3376
710000 U/ml
810000 �g=ml
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unter sterilen Bedingungen fast vollst�andig abgesogen und durch frisches ersetzt.

F�ur Versuchszwecke wurden mit Hilfe einer Auslaufpipette9 die reiferen Zellen vom

Flaschenboden abgel�ost und in Plexiglas-Petrisch�alchen10 (� 35 mm) �uberf�uhrt.

Damit sich diese Zellen in den Schalen ausreichend absetzen konnten, wurden sie

anschlie�end einen Tag im Brutschrank belassen. Um st�arkere Ausdi�erenzierungen

der Zellen innerhalb der Kulturaschen zu vermeiden, wurden regelm�a�ig die kon-

uenten Kulturen subkultiviert.

Sowohl f�ur Einzel- als auch Ganzzellableitungen wurden aus den Plexiglas-Sch�alchen

Zellen mit einem Durchmesser von ca. 20 bis 30 �m ausgew�ahlt. Diese Zellen sol-

lten eindeutig abgegrenzt, jedoch in unmittelbarer N�ahe zu anderer Zellen liegen.

Sie zeichneten sich durch einen scharfen Zellrand aus und wiesen eine gleichm�a�ige

Verteilung der Zellkompartimente ohne Anzeichen einer Granulierung auf.

2.2.2 DRG-Neurone

Diese Zellinie entstammte aus den Lumbalganglien 1-5 des R�uckenmarks von adulten

Ratten und wurde f�ur die jeweiligen Versuchstage als Prim�arkultur angelegt. Un-

ter einer Prim�arkultur versteht man in vitro-Z�uchtungen von Zellen, Geweben und

Organen, die direkt aus dem Organismus entnommen werden (Lindl & Bauer,

1989). Dabei ist es wichtig, da� das Gewebe bzw. das Organ vollst�andig dissoziiert.

Bei dieser Form der Kultivierung mu�ten zun�achst die Lumbal-Ganglien aus dem

R�uckenmark der adulten Ratte herauspr�apariert und in einem sterilen Pu�er/Glucose

aufgefangen werden. Unter einer Stereolupe wurden anschlie�end die Ganglien von

�ubersch�ussigem Gewebe mechanisch mit einem Skalpell desintegriert, die Zellk�orper

in frischen Pu�er �uberf�uhrt und mehrmals gesp�ult, bevor die Dissoziationsl�osung auf

die Zellen gegeben wurde. F�ur die Zerlegung des Gewebes in Einzelzellen eignete sich

9Sarstedt: Lot 81190401
10Falcon: 3001
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zur enzymatischen Pr�aparation besonders Typ II Collagenase11. Nach dreist�undiger

Inkubationszeit im Brutschrank war die Dissoziation des Gewebes soweit fortge-

schritten, da� nach Scherung mit einer Pipette und darau�olgender Zentrifugation12

das Zellmedium resuspendiert und auf Poly-D-Lysin(PDL) beschichtete Petrischa-

len gegeben werden konnte. Mit 3 ml Kulturmedium (DMEM ohne K�alberserum)

aufgef�ullt, �uberlebten die Zellen mehrere Tage und standen weiteren Versuchen zur

Verf�ugung. Die Zusammensetzung der verschiedenen L�osungen �nden sich im An-

hang.

2.3 Elektrophysiologische Messungen

2.3.1 Patch-Clamp-Anlage

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde f�ur die Durchf�uhrung der Experimen-

te die inzwischen standardisierte Patch-Clamp-Technik verwandt (Hamill et al.,

1981). Aufgrund dieser Methode lassen sich elektrische Str�ome durch einzelne

Ionenkan�ale eines Membranecks in der sog. Spannungsklemme (Voltage-Clamp)

registrieren. Die Emp�ndlichkeit dieser Me�methode macht es jedoch erforderlich,

den Me�platz vor St�orungen aus der Umgebung zu sch�utzen. Wie die Abbildung 2.2

zeigt, diente zum mechanischen Schutz ein auf Styroporbl�ocken ruhender, massiver

Granitblock13, der ein ersch�utterungsfreies Arbeiten erm�oglichte und zur elektri-

schen Abschirmung ein Faraday-K�a�g, der eine �Uberlagerung der kleinen Me�signa-

le durch elektrisches Hintergrundrauschen (50 Hz) verhinderte.

Um ein pr�azises Arbeiten mit den Zellen zu gew�ahrleisten, waren ein Invers-Mikros-

kop mit Phasenkontrastkondensor14 und ein Mikromanipulator notwendig. Beide

11Worthington Biochemical Corporation
121500 U/Min.
13Ma�e: 800 * 750 * 130 mm
14Nikon: Diaphot-TMD



16 KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

befanden sich auf dem Granitblock. Die Petrischale mit den zu untersuchenden

Zellen konnte in den Mikroskop-Kreuztisch eingelassen werden. F�ur das pr�azise

Heranf�uhren der Patch-Pipette an die jeweils zu untersuchende Zelle diente ein Mi-

kromanipulator15, dessen drei Schrittmotoren �uber ein au�erhalb des K�a�gs be�nd-

liches Steuerger�at16 mit einem Joystick geregelt wurden. �Uber eine selbstentwickelte

Erg�anzung konnte jeder Schritt von 0:1 �m mit einem akustischen Signal kontrol-

liert werden. An dem Mikromanipulator befand sich wiederum die h�au�g als Sonde

bezeichnete Apparatur, bestehend aus Vorverst�arker (sog. headstage) und Pipetten-

halter. Letzterer erm�oglichte nicht nur die elektrische Verbindung der Pipette zum

Verst�arker, sondern auch das Anlegen eines �Uber- bzw. Unterdruckes �uber einen

seitlich angeschlossenen Luftschlauch.

Eine Besonderheit der Patch-Clamp-Technik ist der Verst�arker, genaugenommen der

Vorverst�arker. Dieser ist in der Lage, entweder bei variabler Spannung den Strom

�uber der Membran (Voltage-Clamp) oder bei festem Strom die Spannung zu mes-

sen (Current-Clamp). Dies geschieht �uber einen integrierten Operationsverst�arker

(OPA), der �uber einen Gegenkopplungwiderstand Rf den Spannungsunterschied zwi-

schen dem Pipettenpotential und dem Sollpotential auf Null regelt. Hierf�ur wird der

Spannungsunterschied zwischen diesen beiden Potentialen �uber den OPA solange

verst�arkt, bis �uber den Gegenkopplungswiderstand ein Strom gem�a� I =
Uf
Rf

in die

Pipette ie�t. Bei Vernachl�assigung des Spannungsabfalls �uber der Pipette erzeugt

dieser Strom die gew�unschte Membranspannung Usoll. Die Spannung �uber Rf ist

proportional zum Strom in der Pipette. Damit diese Spannung gegen die Masse

gemessen werden kann, wird Usoll mit Hilfe eines zweiten, nachgeschalteten Opera-

tionsverst�arkers abgezogen. Demnach erf�ullt dieser Voltage-Clamp-Verst�arker zwei

Aufgaben: zum einen sorgt er daf�ur, da� das Potential der Zelle der Pipette und

somit Usoll entspricht und zum anderen mi�t er den hierf�ur notwendigen Kompen-

sationsstrom. Daher k�onnen die gemessenen Vorg�ange an einer Zellmembran auch

15HS 6/3: M�arzh�auser, Wetzlar
16MS 13 JS: M�arzh�auser, Wetzlar
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an einem Oszilloskop dargestellt und ausgewertet werden.

Der Vorverst�arker mi�t und reguliert die von der Zelle kommenden Stromsigna-

le, konvertiert diese in analoge Spannungen und f�uhrt sie dem nachgeschalteten

Verst�arker, in diesem Fall handelte es sich um einen EPC-717, zu. Dieser EPC-7

verst�arkte und �lterte das ankommende Signal zus�atzlich und stellte die eigentliche

Steuereinheit f�ur den Benutzer dar. Ein anschlie�ender Subtraktions- und Di�erenz-

verst�arker verst�arkte das zuvor bereits verarbeitete Signal nochmals (5-fach) und

begrenzte die Bandbreite der Daten �uber einen zus�atzlichen Tiefpa�-Filter. Dieser

Filter eliminierte Signale und Rauschen oberhalb der Eckfrequenz von 1:66 kHz,

was besonders bei Einzelkanalmessungen aufgrund der geringen Amplitude sehr be-

deutsam war (Heinemann, 1995).

Die auf dem Speicher-Oszilloskop und dem PC sichtbaren Signale wurden w�ahrend

der Versuche auf Datentr�ager (Nicolet18, DAT-Recorder19) gespeichert und sp�ater

analysiert.

Als n�utzliche Zusatzeinrichtung erwies sich eine an den Phototubus des Mikroskops

angeschlossene Videokamera20 mit einem extern des Me�tisches gelegenen Monitor21.

Dies erm�oglichte eine leichtere Zellann�aherung mit der Pipette und eine bessere

�Uberwachung der Versuche, ohne in das Mikroskop blicken zu m�ussen. Unn�otige

Ersch�utterungen konnten somit vermieden werden.

17List-Elektronik, Darmstadt
18Nicolet Instrument Corporation, Madison, Wi, USA
19JVC: XD-Z505 E/G
20Sony: SSC-M370CE
21Panasonic: WV-5410
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Abbildung 2.2: Schematischer Aufbau der Patch-Clamp-Anlage
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2.3.2 Patch-Pipetten und Elektroden

Patch-Pipetten

Als eines der wichtigsten Kriterien f�ur eine gute, rauscharme Registrierung von trans-

membranen Ionenstr�omen ist die Bildung einer hochohmigen Verbindung (engl.:

Gigaseal) zwischen der Glaspipette und der Zelle. Diese Verbindung h�angt ganz

entscheidend von der Charakteristik der Patch-Pipette ab. Dabei spielen sowohl

Geometrie als auch das verwendete Glas zur Herstellung der Pipetten eine wichti-

ge Rolle. Je nach der Form der Zellableitung war es n�otig geeignete Mikropipet-

ten vor jedem Experiment frisch aus Glaskapillaren herzustellen. Als Glasrohlinge

dienten hierf�ur Kapillaren aus Borosilikatglas22 (�au�en = 1:8 mm). Aufgrund seines

Schmelzpunktes (700 bis 850ÆC) geh�ort dieses Glas zu den mittelharten Gl�asern und

zeichnet sich durch seine guten elektrischen Eigenschaften (geringes Rauschen) aus

(Hamill et al., 1981). Zwar k�onnen aus weichem Glas, wie etwa Sodaglas (700ÆC),

leichter Pipetten hergestellt werden, doch erzeugen diese ein st�arkeres Rauschen.

H�artere Aluminiumsilikatgl�aser (ab 900ÆC) sind im Vergleich zu obigen Gl�asern am

schwierigsten zu ziehen.

Um die Pipetten herzustellen, mu�te der staub- und fettfreie Glasrohling in ein Pi-

pettenziehger�at23 (sog. Puller) vertikal eingespannt und mit Hilfe einer Heizspirale

in zwei Heizschritten gezogen werden. Dabei zog der erste Schritt die Kapillare

durch Erhitzung um eine L�ange von ca. 0.7 bis 1 cm vor und verj�ungte das Glas

dabei auf einen Durchmesser von etwa 300 �m. Der zweite Heizschritt durchtrennte

anschlie�end das Glas nach Rezentrierung an der verj�ungten Stelle. Geregelt wur-

de die Temperatur der Heizspirale �uber zwei Sollwertpotentiometer, so da� durch

entsprechende Einstellungen unterschiedliche Flanken und Spitzendurchmesser der

Pipetten erreicht werden konnten.

Es eigneten sich f�ur die Einzelkanalmessungen in der Regel engere, hochohmige

22World precision instruments, Sarasota, USA; It.: 1B150f-3
23Ochotzki, Homburg/Saar
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Patch-Pipetten mit einem Widerstand von 8-40 M
, bei Ganzzellableitungen hin-

gegen lag der Widerstand zwischen 2 bis 8 M
 (Standen & Stanfield, 1992).

Grunds�atzlich bewirkt die Verwendung niederohmiger Pipetten eine Verringerung

des Serienwiderstandes und somit des Hintergrundrauschens. Bei dem Serienwider-

stand RS handelt es sich um den Widerstand zwischen Zellsoma und Silberdraht

der Elektrode. Er entspricht im besten Falle dem Pipettenwiderstand, kann je-

doch durch Membranbestandteile im M�undungsbereich der Pipette deutlich erh�oht

sein (Numberger & Draguhn, 1996). Niederohmige Pipetten haben h�au�g den

Nachteil, die Sealbildung zu erschweren. Aus diesem Grund wurde der Spitzen-

durchmesser bei Einzellkanalableitungen verringert und somit etwas hochohmigere

Patch-Pipetten verwendet.

Bei Einzelkanalableitungen war es erforderlich, die Pipetten an der Spitze zus�atzlich

zu polieren, d.h. die Glaskanten zu entsch�arfen. Auf diese Weise konnten bessere

Abdichtwiderst�ande zwischen Zelle und Pipette erzielt werden. Durchgef�uhrt wurde

diese Hitzepolitur mit Hilfe einer Mikroschmiede (sog. Mikroforge). Diese bestand

aus einem Mikroskop mit Pipettenhalter und Mikromanipulator mit einem fest in-

stallierten Gl�uh�lament (Platindraht). Die Pipettenspitze wurde in dieser Mikrofor-

ge f�ur wenige Sekunden sehr nah an die Gl�uhwendel herangebracht. Ein Glastropfen

auf dem Platindraht verhinderte ein Aufdampfen von f�ur die Zelle sch�adlichem Pla-

tin auf die Pipettenober�ache.

Auf das zus�atzliche Beschichten der Pipettenspitze mit Sylgard, einem farblosen

l�osungsmittelfreien Silikonelastomer wurde in den Versuchen verzichtet. Dieses sog.

coating mit hydrophoben Substanzen soll durch eine Vergr�o�erung des Spitzendurch-

messers das kapazitive Rauschen verringern (Hamill et al., 1981). Ein Vergleich

beschichteter mit unbeschichteten Pipetten zeigte jedoch einen relativ geringen Un-

terschied in der Verminderung des Hintergrundrauschens.
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Elektroden

F�ur die Messung transmembraner Ionenstr�ome war es erforderlich, einen metalli-

schen Leiter zu verwenden, der den Vorverst�arker mit der Pipettenl�osung und dem

Erdleiter in der Badl�osung verband. Eine derartige Verbindung erfolgte �uber Elek-

troden. Dabei unterscheidet man die Me�elektrode von der Erdelektrode. Beide

bestanden aus chloriertem Silberdraht. Unter \Chlorieren\versteht man die reversi-

ble Beschichtung des Silberdrahtes mit einer Silberchloridschicht. Dies geschah auf

elektrolytischem Wege indem der mit Sandpapier abgeschli�ene Silberdraht, mit

der Anode einer Batterie verbunden und in eine Chloridl�osung (20 � 100 nM) ge-

taucht wurde. Ein zus�atzlicher an die Kathode gekoppelter Draht bewirkte nach

Anlegen einer Spannung von ca. 1:5 V bei sehr geringem Strom von ca. 1 mA ein

\Abziehen\von Elektronen an der Elektrode. Das Reaktionsgleichgewicht verschob

sich so nach rechts (s.u.), wodurch Silberchlorid auf dem Draht entstand.

Ag�0 + Cl� *) AgCl + e�

Ein derart chlorierter Silberdraht reduzierte bzw. hielt sog. O�setpotentiale kon-

stant. O�setpotentiale sind Potentialdi�erenzen, die nicht vom biologischen Pr�aparat

oder vom Kommandopotential stammen, sondern an �Uberg�angen innerhalb der Me�-

kette, z.B. Silberdraht - Pipettenl�osung oder Badl�osung - Erdung, entstehen. Trat

dennoch ein O�set w�ahrend der Messung auf, so konnte dieser nachtr�aglich am

Verst�arker korrigiert werden (s. 2.3.4).

2.3.3 Testl�osungen

Grunds�atzlich wurde f�ur jedes Experiment das Kulturmedium in der Petrischale ge-

gen eine externe Elektrolytl�osung ausgetauscht, die in ihrer Zusammensetzung dem

extrazellul�aren Milieu der Zellen entsprach. Diese Badl�osung f�ur Zellkulturen besa�

im wesentlichen eine hohe Konzentration an Na+ und Cl�-Ionen und wenig K+-
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Ionen.

Die Pipettenl�osung variierte entsprechend der Experimente. Bei Ganzzellableitun-

gen wurde die Patchpipette mit einer internen L�osung gef�ullt, die in Anlehnung an

die Ionenverh�altnisse im Cytoplasma eine h�ohere K+-Konzentration aufwies. F�ur

die Einzellkanalmessungen wurde die externe L�osung zum Au��ullen der Pipetten

verwendet. Der pH-Wert beider L�osungen wurde mit 1n NaOH auf 7.2 eingestellt.

S�amtliche Elektrolytl�osungen wurden bei ca. 6ÆC im K�uhlschrank gelagert und alle

vier Wochen neu angesetzt. Vor dem Gebrauch wurden die L�osungen zus�atzlich

steril�ltriert24 (Porengr�o�e: 0.2 �m).

Um einen deutlichen E�ekt der biologisch aktiven Anemonentoxine auf die Natrium-

kan�ale herauszu�nden, war es erforderlich die Kaliumkan�ale zu blockieren. Diesem

Zweck diente Tetraethylammonium-Iodid (TEA+), ein Pharmakon, welches selek-

tiv einen potentialabh�angigen, verz�ogerten Kaliumstrom (delayed recti�er, IK) in

einer Konzentration von 20 mM zu �uber 80% (Cull-Candy et al., 1987) und bei

25 mM vollst�andig (Segal et al., 1984) blockiert. Zus�atzlich wurde f�ur die Ganz-

zellableitungen Kaliumchlorid gegen C�asiumchlorid in der internen L�osung ausge-

tauscht, um weiterhin vorhandene Kalium-Leckstr�ome zus�atzlich zu unterbinden.

Kaliumkan�ale sind f�ur C�asium und andere gro�e, monovalente Kationen impermea-

bel (Schoenmakers et al., 1992).

Im Rahmen der neurophysiologischen Untersuchungen standen die extrahierten und

getrockneten Fraktionen des Giftes Anthopleurin E der Seeanemone Anthopleura

elegantissima und das ATX II der Anemone Anemonia sulcata in Ampullen mit

jeweils 0:1 mg Inhalt zur Verf�ugung. Diese wasserl�oslichen Substanzen wurden f�ur

die pr�aparativen Zwecke in externer L�osung gel�ost und in de�nierter Konzentrati-

on appliziert (0:1; 0:5; 1; 1:5; 2:0 [�mol=l]). Bei den untersuchten Giftfraktionen

handelt es sich um Polypeptidketten bestehend aus ca. 47 Aminos�auren mit einem

durchschnittlichen Molekulargewicht von ca. 5000 Dalton (G�or�ogh et al., 1994;

Bornemann & Hahin, 1993).

24Nalgene: 190-2520
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Tabelle 2.1: Externe L�osung

Substanz Konzentration [mM]

NaCl 145

KCl 4

CaCl2 1.8

MgCl2 0.4

Glucose 5

Hepes 5

TEA 10

Tabelle 2.2: Interne L�osung

Substanz Konzentrationen [mM]

CsCl 130

NaCl 10

Hepes 5

Glucose 10

TEA 10

2.3.4 Korrektur der Daten

Bevor die einzelnen Daten analysiert werden konnten, war es wichtig, bereits w�ahrend

der Aufnahme darauf zu achten, eine optimale O�setkorrektur und Verst�arkung ein-

zustellen, da sp�atere Korrekturen der aufgezeichneten Werte �uber die Software nur

begrenzt m�oglich waren. Dementsprechend mu�ten die Daten bereits online ge�ltert

und gesampelt werden.
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O�setkorrektur

Eine O�setkorrektur mu� durchgef�uhrt werden, wenn Potentiale entstehen, die nicht

vom biologischen Pr�aparat oder vom Kommandopotential herr�uhren, sondern an

�Uberg�angen innerhalb der Me�kette (2.3.2). Damit das Kommandopotential tat-

s�achlich an der Membran der untersuchten Zelle anlag, wurde dieses sog. O�setpo-

tential (Vp-O�set) kurz vor der eigentlichen Sealbildung am Korrekturmechanismus

des Verst�arkers im Search-Modus auf Null abgeglichen.

Kapazit�atskompensation

Aufgrund der kapazit�aren Eigenschaften der Zellmembran kommt es bei rechtecki-

gen �Anderungen der Kommandospannung zu einer Ladungsumverteilung auf der

Membran, was zu einem raschen Anstieg und anschlie�end abfallenden, exponenti-

ellen Stromverlauf f�uhrt. Die dabei entstehenden Artefakte unterscheiden sich von

Zelle zu Zelle entsprechend der jeweiligen Gesamteingangskapazit�at (Cin), die sich

proportional zur Gr�o�e der Zellmembran ver�andert (Cin � 4�r2). Bei Untersuchun-

gen k�onnen diese Artefakte die Me�signale verzerren und m�ussen daher kompensiert

werden.

Wurden �uber den Verst�arker Spannungsspr�unge appliziert, so kam es zun�achst zur

Auf- bzw. Umladung der Membran. Der exponentielle Verlauf der Spannungs�an-

derung wird beschrieben durch die Formel:

V (t) = V1(1� e�
t
� ): (2.1)

Der Spannungszustand im Steady-state V1 ist unabh�angig von der Kapazit�at der

Membran und wird �uber den Strom I und dem Membranwiderstand R de�niert:

V1 = IR: (2.2)

Demnach f�allt die Spannung w�ahrend einer �Anderung zun�achst am Kondensator

(Ladungsumverteilung an der Membran) und erst im Steady-state am Widerstand
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(Ionenkan�alen) ab. Daraus ergibt sich folgender Zusammenhang:

4V (t) = IR(1� e�
t
� ): (2.3)

� ist hierbei die Zeitkonstante der Membran und setzt sich aus dem Membranwider-

stand und der Kapazit�at zusammen (� = RC). Kapazit�atskompensationen k�onnen,

wie aus obiger Gleichung ersichtlich, �uber Ver�anderungen der Zeitkonstanten � bzw.

�uber nachgeschaltete Widerstandskorrekturen durchgef�uhrt werden. Diese Funktion

erf�ullte w�ahrend der Messungen der zwischen Verst�arker und Oszilloskop geschaltete

Kompensationskasten. Der Kasten beinhaltete Potentiometer, die manuell die Form

des Artefakts verminderten und somit ausgegebene Daten verbesserten.

2.3.5 Datenanalyse

Analyse der Ganzzellergebnisse

W�ahrend der Ganzzellableitungen erkannte man am Oszilloskop einen Membran-

strom, der bei gleichbleibenden Bedingungen konstant blieb. Die Aufzeichnung der

Ganzzellableitungen ben�otigte relativ wenig Speicherkapazit�at, so da� f�ur diesen

Zweck eine Nicolet25, ein Speicheroszilloskop mit integriertem 5,25\-Diskettenlauf-

werk zur Digitalisierung und Aufzeichnung der Reizantworten, ausreichte. An die-

sem Ger�at konnten nachtr�aglich (o�ine) die Stromregistrierungen zur Protokollie-

rung ausgemessen werden. Die protokollierten Daten wurden in das Tabellenkalku-

lationsprogramm EXCEL 5.026 importiert und ausgewertet. Statistische Verfahren

wurden mit Hilfe von SPSS 8.0 for Windows27 durchgef�uhrt.

Berechnung des Inaktivierungsverhaltens: Spannungsgesteuerte Natriumka-

n�ale werden durch eine ausreichende Depolarisation aktiviert, �o�nen sich und er-

m�oglichen einen transienten Einw�artsstrom an Natriumionen. Dieser Strom nimmt

25Nicolet Instrument Corporation, Madison, Wi, USA
26Microsoft
27SPSS Inc., Chicago, Illinois 60606
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nach Durchlaufen eines Maximums aufgrund des unmittelbar eintretenden Inakti-

vierungsmechanismus rasch wieder ab. Dieser abfallende Strom wird durch folgende

diphasische Exponentialfunktion in Abh�angigkeit von der Zeit beschrieben:

INa(t) = I0(0)e
�

t
�0 + I1(0)e

�
t
�1 + I2: (2.4)

�o und �1 entsprechen den Zeitkonstanten, I0 und I1 den zugeh�origen auf t = 0

extrapolierten schnellen und langsamen Inaktivierungskomponenten.

Der abfallende Stromteil entspricht der Inaktivierung h(t). Die Aktivierung m(t)

verl�auft sehr viel schneller und ist kurz nach Erreichen des Spitzenstromwertes be-

reits abgeschlossen. I2 ist eine konstante Stromkomponente und beschreibt einen

u.U. auftretenden, persistierenden Stromanteil. Ermittelt wurden diese f�unf kineti-

schen Inaktivierungsparameter I0(0); I1(0); I2; �0 und �1 �uber eine halblogarithmische

Ann�aherung an die gemessenen Stromkurven.

Um die Ergebnisse miteinander vergleichen und auswerten zu k�onnen, mu�ten die

einzelnen Stromanteile des Verlaufs der Inaktivierung normiert werden. Die Nor-

mierung wird durch Vereinfachung obiger Formel (2.4) folgenderma�en beschrieben:

h(t) = A+Be
�

t
�0 + Ce

�
t
�1 ; (2.5)

wobei A = I2P
I(0)

;B = I0(0)P
I(0)

;C = I1P
I(0)

und
P
I = I0(0) + I1(0) + I2 sind.

Analyse der Einzelkanaldaten

Anders als die Daten der Ganzzellversuche wurden die Einzelkanaldaten w�ahrend

der Versuche mit Hilfe eines DAT-Rekorders28 analog auf DAT-B�andern29 aufge-

zeichnet und erst zu einem sp�ateren Zeitpunkt sozusagen o�ine analysiert. Dabei

erfolgte die Digitalisierung der Daten �uber ein Interface30 mit einer Abtastrate von

32 kHz und die Auswertung mittels der dazugeh�origen Patch-Clamp-Software von

28JVC: XD-Z505 E/G
29Hewlett Packard: DDS-2 Data Cartridge
30CED 1401
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Cambridge Electronic Design Ltd.31. Gestartet wurde die Digitalisierung �uber den

ebenfalls auf dem DAT-Band aufgezeichneten Synchronisationsimpuls, der durch

einen Schmitt-Trigger (Tietze & Schenk, 1978) zu einem Impuls mit sehr steiler

Flanke verst�arkt wurde. Durch diesen Trigger wurden nur die Me�bereiche oberhalb

der Triggerschwelle und somit nur die Daten w�ahrend des 70ms dauernden Impul-

ses, �ubertragen.

Open-Time Histogramm: Vor der Analyse der Zeit- und Amplitudenhistogram-

me (Open-Time Analyse) der Einzelkanalaufzeichnungen mu�ten innerhalb der CED-

Software sog. ideale Daten erstellt werden. Diese Idealisierung geschah zun�achst

durch ein sog. Averaging, indem gemittelte Leeraufnahmen von den Einzelaufzeich-

nungen subtrahiert wurden. Auf diese Weise konnten noch vorhandene kapazitive

Artefakte und Leckstr�ome beseitigt und das Rauschen minimiert werden. Au�er-

dem mu�te innerhalb s�amtlicher Daten�les die Grundlinie auf Null gesetzt und die

Schwelle der Stromamplitude (bINa) festgelegt (in der Regel: 1
2
bINaMax

) werden, so

da� das Programm die Kanal�o�nungen verz�ogerungsfrei registrieren konnte. Diese

derart ermittelten, idealisierten Daten�les wurden anschlie�end f�ur die Auswertung

im Balkenhistogramm eingelesen. In einem Balkenhistogramm sind die absoluten

H�au�gkeiten bestimmter Ereignisse in de�nierten Intervallen dargestellt.

Innerhalb der Histogramme pa�t das Programm je nach Bedarf eine monoexponen-

tielle Funktion �uber die Methode der kleinsten Quadrate nach der Formel:

N = NAe
�

t
B ;

wobei B = �open ist oder alternativ eine di-exponentielle Funktion nach folgender

Formel:

N = NAe
�
�t
B +NCe

�
�t
D

31Cambridge, UK
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an, wobei B = �open1 und D = �open2 sind.

Die Zeitkonstante � kennzeichnet die mittlere Zeitdauer des betrachteten Ereignisses

(z.B. die Kanal�o�nungsdauer).

Die statistische Auswertung der Zeitkonstanten s�amtlicher Daten�les erfolgte nach

Protokollierung und �Ubertragung in EXCEL 5.0 und SPSS 8.0 for Windows.

Addition von Einzelereignissen: Weder mit pharmakologischen Substanzen

noch mit einem rechnerischen Subtraktionsverfahren einzelner Stromkomponenten

vom Gesamtstrom ist es m�oglich, einzelne Kanalpopulationen distinktiv zu iden-

ti�zieren (Cull-Candy et al., 1989). Dennoch kann durch Addition der Einze-

lereignisse der Anteil diskreter Kan�ale des Cell-attached-Patches am Gesamtstrom

abgesch�atzt werden, da es bei gleicher Kinetik und Leitf�ahigkeit einer Kanalpopu-

lation unerheblich ist, ob zwei Kan�ale zweihundert Mal abgeleitet und aufsummiert

werden oder vierhundert Kan�ale gleichzeitig (Whole-Cell). Aus der Kinetik des re-

sultierenden Stromverlaufes l�a�t sich die Wahrscheinlichkeit absch�atzen, zu welchem

Zeitpunkt der Kanal o�en ist.

Der Amplitude des Summationsstroms wird die Einzelkanalamplitude des entspre-

chenden Kanals zugeordnet. Ausgehend von der rechnerischen Ermittlung des Sum-

mationsstroms konnte somit f�ur einen Zeitpunkt \t\ die Amplitude 1
n
aller Summa-

tionsereignisse bestimmt werden.

2.3.6 Statistische Auswertung

Mittels statistischer Verfahren soll �uberpr�uft werden, ob sich die verschiedenen To-

xingruppen hinsichtlich ihrer Giftwirkung signi�kant voneinander unterscheiden.

Die Verfahrensgruppe, die f�ur die Beantwortung dieser komplexen Fragestellung

geeignet ist, ist die Varianzanalyse (Bortz, 1993). Die Varianzanalyse (ANO-
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VA32) erm�oglicht die Unterschiedlichkeit in der Reaktionsweise der Zellen auf eine

oder mehrere unabh�angige Variablen zur�uckzuf�uhren. Da hier nur eine unabh�angige

Variable untersucht werden soll (die Toxingruppe), wird auf eine einfaktorielle ANO-

VA rekrutiert. Die unabh�angige Variable wird auch als Treatmentvariable bezeich-

net und ist in dieser Untersuchung f�un�ach gestuft (APE 1-1, ..., APE 5-3 ). Die

abh�angige Variable repr�asentiert die Giftwirkung auf den Natriumkanal. Den Vor-

aussetzungen der ANOVA entsprechend ist diese abh�angige Variable intervallska-

liert. Die einfaktorielle ANOVA pr�uft somit die Nullhypothese (H0), da� sich die

verschiedenen Toxingruppen nicht voneinander unterscheiden. Die Alternativhy-

pothese (H1) besagt, da� sich mindestens zwei Toxingruppen in ihrer Giftwirkung

voneinander unterscheiden.

Resultiert in einer einfaktoriellen ANOVA ein signi�kanter F-Wert, so kann dar-

aus geschlussfolgert werden, da� sich die verglichenen Mittelwerte in irgendeiner

Weise signi�kant voneinander unterscheiden. Man spricht dann auch von einer

\overall\-Signi�kanz. Eine di�erenziertere Interpretation der Gesamtsigni�kanz ist

nur m�oglich, wenn bekannt ist, welche Mittelwerte sich von welchen Mittelwerten

signi�kant unterscheiden. Dabei ist es durchaus m�oglich, da� sich nur zwei Mittel-

werte signi�kant unterscheiden, die anderen sich jedoch nicht signi�kant voneinan-

der unterscheiden. Einzelvergleiche, die im Anschluss an eine ANOVA gerechnet

werden, erlauben eine Aussage dar�uber, zwischen welchen Treatmentstufen (UV) si-

gni�kante Unterschiede bestehen (Bortz, 1993). Bezogen auf diese Untersuchung

erm�oglichen Einzelvergleiche somit eine Aussage dar�uber, welche Toxingruppen sich

hinsichtlich der Giftwirkung signi�kant voneinander unterscheiden.

Zur Durchf�uhrung von Einzelvergleichen sind verschiedene statistische Verfahren

entwickelt worden. Die Anwendung einfacher Einzelvergleiche bewirkt jedoch eine

�-Fehlerkumulierung, d.h. eine Erh�ohung des �-Fehlers (Wahrscheinlichkeit einer

f�alschlichen Entscheidung zugunsten von H1). Eines der am weitesten verbreiteten

Verfahren ist der Scheff�e-Test (1963). Der Sche��e-Test bietet den Vorteil ten-

32Analysis of Variance
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denziell konservativ zu entscheiden, d.h. da� eher zugunsten der H0 entschieden

wird (H0:\Es bestehen keine Mittelwertsunterschiede\). Der Sche��e-Test garantiert

damit, da� die Wahrscheinlichkeit eines �-Fehlers f�ur jeden durchgef�uhrten Ein-

zelvergleich nicht gr�o�er ist als das Signi�kanzniveau � f�ur den Overall-Test der

ANOVA. Die Wahrscheinlichkeit einer f�alschlichen Annahme der Alternativhypo-

these H1 (H1:\Es bestehen signi�kante Mittelwertsunterschiede\) wird somit nicht

erh�oht.

2.3.7 Versuchsbeschreibung

Nachdem sich die Zellen �uber mehrere Stunden (24 -48 h) in den Petrischalen ab-

setzen konnten, wurde f�ur Versuchszwecke das Kulturmedium gegen die zuvor auf

37ÆC erw�armte und �ltrierte externe L�osung ausgetauscht. Damit sich die Zellen an

den L�osungswechsel gew�ohnen konnten, wurden diese etwa 15 Minuten auf dem Ob-

jekttisch stehengelassen. In dieser Zeit konnten die Pipetten frisch gezogen und die

L�osung zum F�ullen der Pipetten vorbereitet werden. Das luftblasenfreie Au��ullen

der Pipetten geschah mit einer handels�ublichen 5 ml Spritze. Aufgef�ullt und in den

Pipettenhalter der Sonde eingesetzt, erfolgte anschlie�end die Ann�aherung an die

jeweilige Zelle mit Hilfe der Mikromanipulatoren. W�ahrend dieses Vorgangs wurde

�uber einen Schlauch ein �Uberdruck auf die Elektrode erzeugt, der beim Eintauchen

der Pipette in die Badl�osung und Ann�ahern an die Zelle ein Verstopfen der Pipet-

tenspitze mit Partikeln verhinderte.

Befand sich die Pipette in unmittelbarer N�ahe zur Zelle, wurde der �Uberdruck re-

duziert und bestehende O�setpotentiale (vgl. 2.3.4) abgeglichen. In dieser Phase

war es wichtig, das Stromsignal bei einem konstanten Spannungsimpuls von 10 mV

auf dem Oszilloskop zu beobachten, um ein Durchbohren der Zelle mit der Pipet-

tenspitze zu vermeiden. Da sich der Strom durch die Pipetten�o�nung umgekehrt

proportional zum Widerstand verh�alt, nimmt die Stromamplitude bei Kontakt mit

der Zelle kontinuierlich ab. Durch vorsichtiges Saugen mit einer Spritze und dem da-
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mit verbundenen Erzeugen eines Unterdrucks kam es zu einer deutlichen Erh�ohung

des Gesamtwiderstandes und somit zur Ausbildung eines Seals, einer hochohmigen

Verbindung (Gigaohm), zwischen Zelle und Pipette. Als wirksame Kr�afte dieser Se-

al -Bildung werden Ionen-, Wassersto�br�ucken- und Salzbr�uckenbindungen sowie van

der Waals'sche Kr�afte vermutet (Corey & Stevens, 1983; Opsahl & Webb,

1994). Einem Gigaseal � 10 G
 entspricht ein Abstand zwischen Glas und Mem-

bran � 1 nm (Corey & Stevens, 1983).

War die Pipette mit externer L�osung gef�ullt, so lie�en sich in dieser sog. Cell-

attached Kon�guration Einzelkan�ale unterhalb der Pipetten�o�nung aktivieren, vor-

rausgesetzt es waren Kan�ale vorhanden. Die Aktivierung erfolgte �uber eine Span-

nungsklemme, in der dem Membranausschnitt das extrazellul�are Potential des Ver-

st�arkers aufgezwungen wurde. Da das Ruhemembranpotential der unbesch�adigten

Neuroblastomzelle bei ca. �30 mV liegt, die meisten Natriumkan�ale bei diesem

Potential jedoch noch inaktiviert sind, mu� die Membran hyperpolarisiert werden,

um alle Kan�ale aktivierbar zu machen. Damit das Zellinnere auf �80 mV gebracht

werden konnte, wurde von au�en, also �uber die Pipette (Elektrode), eine Spannung

von ca. 50 mV angelegt. Das Membranpotential (UM) ergab sich somit aus der

Di�erenz zwischen Ruhepotential (UR) und Haltepotential des Verst�arkers (UH):

UM = UR + UH (2.6)

Ausgehend von diesem Haltepotential wurde an der Membran w�ahrend eines Recht-

eckimpulses f�ur 70 ms die Kommandospannung auf ein h�oheres Potential gebracht.

Die St�arke dieser Depolarisation war abh�angig von der St�arke des Reizpotentials

(UI), so da� sich das Membranpotential w�ahrend des Reizes wie folgt zusammen-

setzte:

UM = (UR + UH) + UI (2.7)

Nachdem die Verst�arkung am EPC-7 auf 50mV=pA stufenweise hochgeregelt wurde,

konnten entsprechende Stromantworten auf dem DAT-Rekorder registriert werden.

F�ur die Versuche in derWhole-Cell Kon�guration mu�te zum Aufbrechen der Mem-



32 KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

bran nach der Seal -Bildung mit einer Spritze ein Unterdruck in der Pipette erzeugt

werden. Pipettenl�osung und Cytosol bildeten somit eine Einheit. Daher wurden

die Pipetten f�ur die Whole-Cell Versuche mit interner L�osung gef�ullt. In dieser

Kon�guration mu�te entsprechend obiger Gleichung (2.6) f�ur eine ausreichende Hy-

perpolarisation der Zelle das Haltepotential auf �80 mV heruntergeregelt werden.

Ver�anderungen der Kommandospannung erfolgten w�ahrend 70 ms dauernder Im-

pulse; aufgezeichnet wurde mit Hilfe der Nicolet.

Die Applikation der Giftfraktionen erfolgte durch vorsichtiges Pipettieren auf die

Zellen. F�ur die Versuche eigneten sich kugelige Zellen mit einer glatten Membran-

ober�ache, die einen Durchmesser von 20� 30 �m besa�en.

S�amtliche Versuche wurden bei Raumtemperatur durchgef�uhrt.



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Ganzzellableitungen

F�ur die Untersuchungen zur Wirksamkeit verschiedener Anemonentoxine auf span-

nungsensitive Natriumkan�ale wurden zwei verschiedene Zellpopulationen verwendet.

Dies waren zum einen Neurone aus dem R�uckenmark der Ratte (DRG-Neurone), die

sich aufgrund ihrer gro�en Kanaldichte besonders f�ur die Darstellung der Giftwir-

kung auf das Aktionspotential eigneten; zum anderen Neuroblastomzellen der Linie

N1E-115, die f�ur s�amtliche weiteren Versuche sowohl im Cell-attached als auch im

Whole-Cell Modus verwendet wurden. Diese Tumorzellinie wird weltweit in vielen

Labors als Modell der elektrisch erregbaren Nervenzelle verwendet (vgl. 2.2.1) und

zeichnet sich durch ihre einfache Kultivierung und das gute Sealverhalten aus.

Ausgehend von einem Haltepotential (i.d.R. UH=-80 mV) konnten die Natrium-

kan�ale �uber einen depolarisierenden Rechteckimpuls ge�o�net werden, so da� ein

transienter Na+-Einw�artsstrom durch die Kan�ale o�. Einen derartigen Recht-

eckreiz und den entsprechenden typischen Verlauf einer Ganzzellableitung in Rin-

gerl�osung mit Tetraethylammonium-Iodid (TEA+) beschreibt die Abbildung 3.1.

Zugabe von TEA+ diente der Blockade von Kalium-Kan�alen.

Anhand der Stromregistrierung erkennt man zun�achst eine rasche Zunahme des
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Na+-Einstromes mit Beginn der Depolarisation (Aktivierung), anschlie�end ein deut-

liches Abklingen des Stromes nach Durchlaufen eines Maximums. Bereits nach we-

nigen Millisekunden passierten kaum noch Na+-Ionen die Zellmembran. Das Ab-

20 ms

100 pA

-80 mV

0 mV

Abbildung 3.1: Ganzzellableitung einer Neuroblastomzelle des Na+-Einw�artsstroms in
Ringerl�osung w�ahrend einer Depolarisation des Membranpotentials von UM = �80 mV
auf UM = 0 mV . Impulsdauer: 70 ms; Kaliumkan�ale blockiert durch TEA+ und CsCl;
Temperatur 19ÆC.

klingen des Stromes bzw. der Verlauf dieser Inaktivierung h�angt mit dem Schlie�en

der Na+-Kan�ale durch den Inaktivierungsmechanismus bei anhaltender Depolari-

sation zusammen. Die Inaktivierung setzt gleichzeitig mit der Aktivierung ein und

bewirkt aufgrund ihrer langsameren Kinetik die Abnahme des Na+-Stromes. Auf

den Verlauf dieses Stromusses, der durch die Gleichung 2.4 in Kapitel 2.3.5 be-

schrieben wird und auf dessen St�arke bzw. Amplitude (bINaMax
) unter Einwirkung

verschiedener Toxine und in Abh�angigkeit vom Membranpotential (UM) soll im fol-

genden n�aher eingegangen werden.
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3.1.1 Strom-Spannungs Beziehung

Kontrollversuche

F�ur die Untersuchung der Potentialabh�angigkeit spannungssensitiver Natriumkan�ale

wurden in dieser Arbeit Ganzzellableitungen bei sieben verschiedenen Membranpo-

tentialen zwischen �30 und +30mV an den Neuroblastomzellen vorgenommen. Ab-

bildung 3.2 zeigt exemplarisch an vier Originalregistrierung die Potentialabh�angigkeit

des Na+-Stroms.

An diesen Registrierungen war von besonderem Interesse die Amplitude des Na-

-20
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0
10

20

20 ms

100 pA

Abbildung 3.2: Potentialabh�angigkeit des Na+-Stroms einer Neuroblastomzelle. Ganz-
zellableitung in Ringerl�osung mit TEA+ bei UM = �20; �10; 0; 10; 20 mV w�ahrend
eines 70 ms dauernden Impulses. Die Positionierung der UM -Werte entspricht der Ampli-
tude des jeweiligen Natriumspitzenstromes (bINaMax

).

triumspitzenstroms (bINaMax
), sowie das dazugeh�orige Membranpotential. Hierbei

steigt zun�achst mit zunehmender Depolarisation bINaMax
bis zu einem Potential von

UM = 0 mV an und f�allt bei weiterer Depolarisation wieder ab. Die Spitzenstr�ome

einer gr�o�eren Stichprobe als Mittelwerte (� S:E:M:) gegen das entsprechende Po-

tential UM aufgetragen, zeigt Abbildung 3.3 einer sog. Strom-Spannungs-Kurve.

Diese zeigt einen U-f�ormigen Verlauf, deren Maximum im Bereich eines Membran-

potentials von UM = 0mV liegt. Die Abnahme des Na+-Einstroms erfolgt aufgrund

der abnehmenden treibenden Kraft gem�a� der Beziehung: INa = gNa (E � ENa).
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Aufgrund der unterschiedlich starken Gesamtstr�ome der untersuchten Zellen wurde

bei jeder Zelle der Natriumstrom ins Verh�altnis zum jeweiligen Spitzenstrom gesetzt

( INa
INaMax

), somit normiert, so da� es m�oglich war, mit diesem Quotienten die entspre-

chenden Mittelwertsberechnungen durchzuf�uhren.
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Abbildung 3.3: Strom-Spannungskurve (�S:E:M:) von Ganzzellableitungen an Neuro-
blastomzellen. Dargestellt ist der normierte Na+-Spitzenstrom (INa=INaMax) als Funk-
tion des Membranpotentials (UM ). Ringerl�osung mit TEA+ (n = 5). Die Positionierung
der UM -Werte entspricht dem jeweiligen Natriumspitzenstrom (bINaMax

).

Toxinapplikation

Insgesamt konnten f�unf verschiedene, sequenzierte Fraktionen der Seeanemonen An-

thopleura elegantissima (APE 1-1, APE 1-2, APE 2-1, APE 5-3 ) und Anemonia

sulcata (ATX II ) an den Neuroblastomzellen getestet werden. Die Applikation der

Toxine erfolgte in Anlehnung an fr�uhere Arbeiten (Ulbricht & Schmidtmayer,

1981; Afra, 1998) in einer Konzentration von 5 �g=ml (vgl. 3.1.7). Abbildung 3.4

verdeutlicht den Unterschied desNa+-Stromverlaufs anhand einer Ganzzellableitung

(UM = 0 mV ) vor und nach Behandlung mit zwei verschiedenen Toxinen (APE 1-1,
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APE 1-2 ). Die Modi�zierung des Natriumkanals durch die Toxine ver�andert kaum

die Aktivierungskinetik, beeinu�t jedoch deutlich die Inaktivierung. Wie bereits

zuvor gezeigt, ist eine vollst�andige Inaktivierung bei der Kontrollmessung bereits

nach ca. 10 ms zu erkennen. Toxingabe hingegen bewirkt eine unvollst�andige Inak-

tivierung, so da� auch am Ende des Impulses weiterhin ein transienter Na+-Strom zu

erkennen ist. Bez�uglich dieses persistierenden Anteils (IPers) bestehen Unterschie-

de zwischen den jeweiligen Fraktionen. Nach Applikation von APE 1-2 verdoppelt

sich dieser Anteil nahezu im Vergleich zu APE 1-1. Bei beiden Toxinen erreicht der

Na+-Strom erst nach ca. 40 ms das station�are Niveau.

20 ms

100 pA

Kontrolle

APE 1-1

APE 1-2

Abbildung 3.4: Verlauf des Na+-Stroms vor und nach Behandlung mit Anemonentoxin
APE 1-1 und APE 1-2 (5 �g=ml). Ganzzellableitung w�ahrend eines 70 ms Impulses an
derselben Zelle in Ringerl�osung mit TEA+ (UM = 0 mV ).

Da im weiteren Verlauf dieser Arbeit genauer auf die Wirkung der verschiedenen

Toxine auf den Natrium-Spitzenstrom (bINaMax
) und die Inaktivierung bzw. die un-

vollst�andige Inaktivierung eingegangen wird, werden diese mit IPeak (Spitzenstrom)

und IPers (Persistenz) bezeichnet.

Potentialabh�angigkeit

Das Verhalten des Gesamt-Natriumstroms auf unterschiedliche Membranpotentiale
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nach Gabe von Anemonentoxin APE 5-3 zeigt die Abbildung 3.5. Wie bereits zuvor

in Abbildung 3.2 ist eine potentialabh�angige Zu- und Abnahme des Spitzenstroms

(IPeak) zu erkennen. Im Gegensatz zu den Kontrollregistrierungen kommt es jedoch

nach Toxinapplikation zu einer unvollst�andigen Inaktivierung, die in ihrer Potential-

abh�angigkeit Unterschiede bez�uglich des Maximalwertes zum Spitzenstrom aufweist

(IPeakMax
� �10 mV ; IPersMax

� 10 mV ).

20 ms

100 pA
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Abbildung 3.5: Potentialabh�angigkeit des Na+-Stroms einer Neuroblastomzelle nach
Applikation von Anemonentoxin APE 5-3 (5 �g=ml). Ganzzellableitung w�ahrend eines
70 ms Impulses an derselben Zelle in Ringerl�osung mit TEA+.

Diese Unterschiede bez�uglich des persistierenden und des Spitzenstromes zeichnen

sich deutlicher in der Strom-Spannungskurve (Abb. 3.6) ab, in der die Mittelwerte

(� S.E.M.) einer gr�o�eren mit APE 5-3 behandelten Stichprobe bei Membranpoten-

tialen von UM = �30 mV bis UM = 40 mV dieser beiden Komponenten gegeneinan-

der aufgezeichnet sind. Dabei durchl�auft die Kurve des maximalen Na+-Einstroms

(IPeak) ein Maximum bei UM = 10�20 mV . F�ur IPers hingegen liegt das Maximum

erst bei einem Membranpotential von UM � 30 mV . Aufgrund dieser Maximalwert-

Verschiebung zwischen IPeak und IPers kommt es zu einem �Uberkreuzen zwischen

beiden Kurven. Abbildung 3.7 verdeutlicht dieses sog. crossing over anhand der

Originalregistrierungen bei den Potentialen UM = 10 mV und UM = 20 mV . Bei
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einem nur geringf�ugig ver�anderten Na+-Spitzenstrom erf�ahrt der dazugeh�orige per-

sistierende Strom eine Zunahme von ca. 20% zwischen diesen beiden Potentialen.
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Abbildung 3.6: Strom-Spannungskurve (�S:E:M:) von Ganzzellableitungen an Neuro-
blastomzellen nach Applikation von Anemonentoxin APE 2-1 (5 �g=ml). Dargestellt ist
der normierte Na+-Spitzenstrom (IPeak) und der persistierende Anteil (IPers) als Funk-
tion des Membranpotentials (UM ). Ringerl�osung mit TEA+ (n = 8).
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Abbildung 3.7: Darstellung des crossing overs am Na+-Strom einer Neuroblastomzelle
nach Applikation des Anemonentoxins APE 2-1 (5 �g=ml) bei Membranpotentialen von
10 mV und 20 mV .
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Maximaler Natriumstrom

Wie bereits erl�autert, zeigt der Natrium-Spitzenstrom (IPeak) eine starke Abh�angig-

keit vom vorhandenen Membranpotential (UM). Dabei passieren bei UM = 0 mV

die meisten Natrium-Ionen die unbehandelte Zellmembran (vgl. 3.3). Unter Giftein-

wirkung kommt es bei einigen Fraktionen zu einer Verschiebung dieses Maximums.

Besonders deutlich ist dies in der Tabelle 3.1.1 an der Fraktion APE 2-1 zu erkennen,

bei der der maximale transiente Stromwert bei UM = 20mV liegt. Nach Applikation

von APE 5-3 hingegen kommt es bei einem Membranpotential von UM = �10 mV

zum gr�o�ten Natriumeinstrom. Die �ubrigen Fraktionen (APE 1-1; APE 1-2; ATX

II ) bewirken nur geringe Ver�anderungen bez�uglich der Potentialabh�angigkeit des

Spitzenstromes zur Kontrolle.

Tabelle 3.1: Normierte Natrium-Spitzenstr�ome (�S:E:M:) in Abh�angigkeit vom Mem-
branpotential (UM [mV]) unter Einwirkung verschiedener Anemonentoxine (5 �g=ml).
Ganzzellableitungen in Ringerl�osung.

UM Kontrolle APE 1-1 APE 1-2 APE 2-1 ATX II APE 5-3

-30 0.11 � 0.01 0.15 � 0.03 0.29 � 0.05 0.09 � 0.02 0.26 � 0.02 0.10 � 0.04

-20 0.25 � 0.01 0.34 � 0.06 0.63 � 0.05 0.18 � 0.04 0.57 � 0.06 0.55 � 0.04

-10 0.74 � 0.04 0.60 � 0.07 0.90 � 0.03 0.40 � 0.08 0.85 � 0.05 0.94 � 0.03

0 0.97 � 0.1 0.90 � 0.04 0.97 � 0.01 0.71 � 0.04 0.98 � 0.01 0.93 � 0.03

10 0.90 � 0.02 0.90 � 0.03 0.81 � 0.03 0.89 � 0.04 0.89 � 0.05 0.66 � 0.06

20 0.67 � 0.02 0.70 � 0.06 0.56 � 0.04 0.90 � 0.05 0.69 � 0.06 0.38 � 0.09

30 0.36 � 0.08 0.53 � 0.06 0.44 � 0.04 0.83 � 0.06 0.55 � 0.08 0.26 � 0.06

n 5 15 11 10 6 8

n entspricht der Anzahl der Versuche. Hervorgehoben: Maxima der einzelnen Fraktionen.

Persistierender Stromanteil

S�amtliche untersuchten Fraktionen ver�anderten die Kinetik der Natriumstr�ome und

verhinderten bei anhaltender Depolarisation eine vollst�andige Inaktivierung. Der
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auftretende persistierende Stromanteil (IPers) wurde ebenfalls wie der Spitzenstrom

IPeak ausgemessen und normiert. Die Tabelle 3.2 zeigt, wie bereits in Abbildung 3.5

zu erkennen ist, da� IPers ebenfalls eine Abh�angigkeit zum Membranpotential UM

aufweist. Bei allen Fraktionen konnte anhand der Originalregistrierungen, aufgrund

des maximalen, persistenten Natriumstromes bei positiveren Membranpotentialen

als IPeak, ein crossing over festgestellt werden.

Bezogen auf das Membranpotential weisen die maximalen Amplituden der beiden

Stromkomponenten demnach folgenden Zusammenhang auf: UIPeakMax
< UIPersMax

.

IPersMax
liegt f�ur APE 2-1 bei UM = 30mV , f�ur APE 5-3 hingegen bei UM = 0mV .

Beide Fraktionen bewirken, genauso wie die anderen Fraktionen, eine Maximalwert-

Verschiebung zwischen IPeak und IPers von �UM � 10 mV auf, d.h. IPersMax

f�ur APE 1-1 und ATX II liegt bei UM = 10 mV . Unter dem Einu� von APE

1-2 konnte diese Maximalwert-Verschiebung anhand der gemittelten Werte nicht

festgestellt werden.

Tabelle 3.2: Normierte, persistente Natriumstr�ome (�S:E:M:) in Abh�angigkeit
vom Membranpotential (UM [mV]) unter Einwirkung verschiedener Anemonentoxine
(5 �g=ml). Ganzzellableitungen in Ringerl�osung.

UM APE 1-1 APE 1-2 APE 2-1 ATX II APE 5-3

-30 0.32 � 0.07 0.40 � 0.04 0.17 � 0.04 0.20 � 0.05 0.08 � 0.05

-20 0.39 � 0.05 0.52 � 0.02 0.22 � 0.04 0.49 � 0.06 0.50 � 0.06

-10 0.53 � 0.06 0.76 � 0.04 0.34 � 0.04 0.70 � 0.05 0.81 � 0.03

0 0.68 � 0.05 0.93 � 0.03 0.54 � 0.06 0.86 � 0.03 0.96 � 0.03

10 0.89 � 0.03 0.92 � 0.02 0.76 � 0.05 0.96 � 0.03 0.84 � 0.06

20 0.86 � 0.04 0.85 � 0.04 0.90 � 0.02 0.91 � 0.04 0.72 � 0.1

30 0.87 � 0.04 0.75 � 0.04 0.93 � 0.02 0.82 � 0.03 0.59 � 0.09

n 15 11 10 6 8

n entspricht der Anzahl der Versuche.

Hervorgehoben: Maxima der einzelnen Fraktionen.
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Verh�altnis IPers=IPeak

Um einen Eindruck �uber das Ausma� der Giftwirkung der einzelnen Fraktionen auf

den Na+-Strom zu gewinnen, werden in diesem Abschnitt der persistierende und der

Spitzenstrom ins Verh�altnis zueinander gesetzt. Dieser Anteil des persistierenden am

maximalen Na+-Strom ist ein Ma� f�ur die Wirkung der Gifte auf die Inaktivierung.

Die St�arke der Giftwirkung ist hierbei direkt proportional zum ermittelten Quoti-

enten. Abbildung 3.8 zeigt das Ausma� der Wirkung f�ur die einzelnen Fraktionen

in Abh�angigkeit von UM .
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Abbildung 3.8: Verh�altnis des persistierenden zum maximalen Natriumstrom
(IPers=IPeak) in Abh�angigkeit vom Membranpotential (UM ) unter Einwirkung verschiede-
ner Anemonentoxine (5 �g=ml). Ganzzellableitungen in Ringerl�osung; normierte Strom-
amplituden (�S:E:M:).

Mit Ausnahme von ATX II, bei dem dieser Quotient �uber einen weiten Spannungs-

bereich konstant bleibt und es nur zu einem geringen Abfall bei UM � 0mV kommt,

verdoppelt bis verdreifacht sich bei allen Fraktionen das Verh�altnis IPers=IPeak von

UM = �30 mV auf UM = 30 mV . Von besonderem Interesse ist der Quotient bei

UM = 0 mV , da in Ringerl�osung f�ur den Na+-Strom IPeak = IPeakMax
gilt. Inner-

halb dieses Potentials zeigen die Fraktionen APE 1-1 und ATX II eine Wirkung von

ca. 20%, die �ubrigen Fraktionen (APE 1-2; APE 2-1; APE 5-3 ) von ca. 40%. Unter



3.1. GANZZELLABLEITUNGEN 43

der Annahme einer Normalverteilung besteht bez�uglich dieser Quotienten bei diesem

Potential ein signi�kanter Unterschied zwischen den Toxingruppen APE 1-1/ATX II

und APE 1-2/APE 2-1/APE 5-3 (ANOVA mit anschlie�endem Sche��e-Test, p <

0.05).

3.1.2 Diphasische Inaktivierung

In Anlehnung an ein Modell von Chiu (1977) zur Berechnung der Inaktivierungski-

netik wird der Verlauf der Inaktivierung durch die zweifach exponentielle Funktion

2.4 in Kapitel 2.3.5 wiedergegeben. Dabei dienen die f�unf charakteristischen Gr�o�en

dieser Formel, die beiden Zeitkonstanten �0 und �1, die auf t = 0 extrapolierten

Stromkomponenten I0 und I1, sowie die konstante Stromkomponente I2 als Para-

meter der Inaktivierung, wobei I0+ I1+ I2 = 1. Normalerweise ist I2 verschwindend

gering, unter Gifteinwirkung gewinnt dieser Anteil an Bedeutung und stellt den per-

sistierenden Stromanteil dar. Durch die Anpassung dieser zweifach exponentiellen

Funktion an die Stromkomponenten des transienten Na+-Einw�artsstromes sollen

im folgenden die f�unf Parameter des diphasischen Inaktivierungsverlaufes ermittelt

werden.

Wie bereits anhand der Abbildung (3.5) zu erkennen ist, bewirkt die Applikation von

Anemonentoxinen eine Abnahme und Verlangsamung der Inaktivierung des Na+-

Stroms. Demnach erfolgt eine Ver�anderung in der Inaktivierungskinetik und somit

auch der genannten Parameter. �0 beschreibt die anf�angliche, schnelle Abnahme

des Maximalstroms; �1 dessen nachfolgende asymptotische Ann�aherung an das per-

sistierende Stromniveau. I0 und I1 beschreiben die entsprechenden Stromanteile f�ur

die jeweiligen Konstanten. Die Abbildungen 3.9 und 3.10 zeigen die Abh�angigkeit

dieser beiden Zeitkonstanten vom Membranpotential in Ringerl�osung und unter Gif-

teinwirkung. Dabei verk�urzen sich f�ur die Kontrollversuche mit zunehmender De-

polarisation sowohl �0 als auch �1. Die entsprechenden Stromanteile (vgl. Anhang)

verhalten sich reziprok zueinander, d.h. der Anteil f�ur die schnelle Konstante nimmt
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ab, der f�ur die langsame zu. Mit durchschnittlich 95% hat �0 dabei den gr�o�eren

Anteil (�1 � 5%). Eine persistierende Komponente (I2) konnte f�ur die Kontrollver-

suche nicht ermittelt werden.
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Abbildung 3.9: Abh�angigkeit der schnellen Zeitkonstante �0 (� S.E.M.) vom Membran-
potential (UM ) unter Einwirkung verschiedener Anemonentoxine (5 �g=ml). Ganzzellab-
leitungen in Ringerl�osung.

Nach Behandlung der Zellen mit Anemonentoxinen ver�andern sich s�amtliche Para-

meter der Exponentialfunktion. Durch das Auftreten eines persistierenden Stroms,

gewinnt dieser Anteil (I2) in Abh�angigkeit vom Gift an Bedeutung. Doch auch der

Stromanteil der langsamen Zeitkonstante �1 erh�oht sich bei s�amtlichen Fraktionen

(; � 15%), die Anteile der schnellen Konstante �0 hingegen verringern sich bis zu

50% (APE 2-1 ; UM = 30mV ). Bei den Fraktionen mit einem persistierenden Anteil

von �uber 30% (APE 1-2, APE 2-1, APE 5-3 ) nimmt I0 mit zunehmender Depo-

larisation ab, die Fraktionen mit einem persistierenden Anteil von ca. 20% (APE

1-2, ATX II ) zeigen diese Tendenz nicht (I0 � 65%). Der Anteil I1 der langsamen

Konstante verh�alt sich bei fast allen Toxinen �uber weite Bereiche des Membranpo-

tentials relativ konstant (; 15� 20%).
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Abbildung 3.10: Abh�angigkeit der langsamen Zeitkonstante �1 (� S.E.M.) vom Mem-
branpotential (UM ) unter Einwirkung verschiedener Anemonentoxine (5 �g=ml). Ganz-
zellableitungen in Ringerl�osung.

Die Zeitkonstanten �0 und �1 vergr�o�ern sich nach Toxingabe bei allen Fraktionen

im Vergleich zur Kontrolle, wobei �0 mit zunehmender Depolarisation abnimmt und

nur bei Membranpotentialen von UM � 20 mV bei den Toxinen APE 1-2 und APE

5-3 wieder ansteigt. �1 durchl�auft bei allen Fraktionen ein Maximum, welches bei

APE 1-2, ATX II und APE 5-3 bei UM = 0 mV und f�ur APE 1-1 und APE 2-1

bei UM � 10 mV liegt.

3.1.3 Station�are Inaktivierung

Wie im vorausgegangenen Kapitel beschrieben, variieren die Parameter des diphasi-

schen Exponentialverlaufes in Abh�angigkeit vom Membranpotential. Sie sind dem-

nach momentane Funktionen von UM . Diese Funktion entspricht dem zeitlichen Ver-

lauf der Inaktivierung des Na+-Stroms. Die Aktivierung m(t) (vgl. 3.1.5) verl�auft

im Vergleich zur Inaktivierung h(t) sehr viel rascher und ist bald nach Erreichen des
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Spitzenstromwertes abgeschlossen. Zum Zeitpunkt des maximalen Natriumstroms

sind f�ur jedes Potential eine maximale Anzahl an Kan�alen ge�o�net. Wird das Mem-

branpotential ver�andert, stellt sich nach Durchlaufen der Aktivierung und der an-

schlie�enden Inaktivierung ein neues Gleichgewicht ein. Um die Kan�ale aus diesem

inaktivierten Zustand wieder herauszuholen, mu� die Inaktivierung durch einen hy-

perpolarisierenden Impuls aufgehoben werden, so da� h1 = 1 ist und s�amtliche

Kan�ale wieder aktivierbar, bzw. nicht-inaktiv, sind. Diese Aufgabe erf�ullte im

Experiment ein Vorimpuls, der lang genug war, um s�amtliche Kan�ale wieder akti-

vierbar zu machen. Der anschlie�ende Testimpuls erzeugte daraufhin wieder den

bekannten Na+-Stromverlauf mit Aktivierungs- und Inaktivierungsphase. Wird die

H�ohe des Vorimpulses Vpp (Dauer 50 ms) variiert, kann �uberpr�uft werden, wieviele

Kan�ale nach Ende des Vorimpulses noch aktivierbar, also nicht-inaktiv, sind. Diese

�O�nungswahrscheinlichkeit stellt sich �uber den me�baren, maximalen Natriumstrom

(Ipeak) im Testpotential konstanter Dauer (30 ms) und St�arke (Vt = 80 mV ) dar.

Inaktivierungskurven beschreiben genau diesen Zusammenhang zwischen Ipeak und

dem systematisch ansteigenden Vorpotential Vpp. Abbildung 3.11 zeigt Inaktivie-

rungskurven von Experimenten in Ringerl�osung und nach Toxin-Applikation. Es

handelt sich hierbei um normierte Spitzenstr�ome (ohne Einheit), die als Ma� f�ur die

Potentialabh�angigkeit von h1 angesehen werden k�onnen (h1 = It(Vpp)
It(�80)

). Das Poten-

tial von h1 = 1 entspricht der zuvor anhand der Strom-Spannungskurve ermittelten

maximalen Amplitude IpeakMax
bei einem Haltepotential von UH = �80 mV (vgl.

3.1.1).

Ausgehend von einer 100%igen �O�nungswahrscheinlichkeit zeigt der Verlauf der

gemittelten Me�werte (� S.E.M.) der Kontrollexperimente eine typische hyperboli-

sche Kurve (verbundene Werte). Bei Potentialen Vpp < �120 mV ist die Inaktivie-

rung v�ollig aufgehoben (h1 = 1), bei Potentialen Vpp > 30 mV nahezu vollst�andig

(h1 = 0). Die Kurve durchl�auft den h1 1
2

-Bereich bei Vpp � �75 mV .

Ganz anders verhalten sich die Inaktivierungskurven nach Toxin-Applikation. Unter

Gifteinwirkung kommt es zu keiner vollst�andigen Inaktivierung (h1 > 0); h1 wird
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Abbildung 3.11: Inaktivierungskurven in Ringerl�osung (schwarz, verbunden) und
nach Behandlung mit Anemonentoxinen (5 �g=ml). Die Kurven bezeichnen Wahr-
scheinlichkeiten des o�enen Inaktivierungszustandes. Vpp: Vorpotential; h: normier-

te �O�nungswahrscheinlichkeiten (h1 =
It(Vpp)
It(�80)

); Dauer der Impulse: Vpp = 50 ms;
Vt = 30 ms; Zwischenimpuls = 0.2 ms. Haltepotential: -80 mV.

sogar mit schrittweiser Depolarisation wieder gr�o�er. Der angepa�te Kurvenver-

lauf weicht vom monotonen, hyperbolischen Verlauf der Kontrollkurve ab. Zudem

kommt es zu einer Rechtsverschiebung der Kurven zu positiveren Potentialen, so

da� h1 1
2

> �75 mV ist.

Die Inaktivierungskurven s�amtlicher Fraktionen durchlaufen ein Minimum bei Vpp �

0 mV , wobei die beiden Fraktionen APE 1-1 und ATX II bei diesem Potenti-

al einen h1-Wert von ca. 20% aufweisen (APE 1-1: h10mV
= 0:21 � 0:03; ATX

II: h10mV
= 0:19 � 0:01). Bei den Fraktionen APE 1-2 und APE 2-1 hinge-

gen liegt der h1-Wert bei ca. 40% (APE 1-2: h110mV
= 0:38 � 0:01; APE 2-1:

h1�10mV = 0:37� 0:01).
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3.1.4 Aufhebung der Inaktivierung

Durch eine gen�ugend starke Hyperpolarisation k�onnen, wie in Abschnitt 3.1.3 be-

schrieben, dieNa+-Kan�ale vom inaktiven in den aktivierbaren Zustand zur�uckgeholt

werden. Diese Aufhebung der Inaktivierung sollte, aufgrund der Kinetik der beiden

Tore h und m, mit der gleichen Geschwindigkeit wie der Verlauf der Inaktivierung

ablaufen. Mit Hilfe zweier aufeinanderfolgender Testimpulse gleicher St�arke, unter-

brochen durch einen Repolarisationsimpuls variierender Dauer �t, kann untersucht

werden, wieviele Na+-Kan�ale nach der entsprechenden Aufhebungsdauer wieder ak-

tivierbar bzw. nicht mehr inaktiv sind.

Die Ergebnisse aus einer Kombination dieser Impulse zeigt die Abbildung 3.12. Hier-

bei wurden die Na+-Spitzenstr�ome IpeakMax
w�ahrend des zweiten Testimpulses b

ausgemessen, normiert (Ip=Ip;t!1) und gegen die Dauer �t des variierenden Repo-

larisationsimpulses aufgetragen. Der erste Testimpuls a brachte die Na+-Kan�ale in

die Inaktivierung, die durch den hyperpolarisierenden Reiz (UMR
= �80mV ) wieder

aufgehoben wurde. IpeakMax
des zweiten Testimpulses entsprach demnach der stati-

stischen Anzahl erneut aktivierbarer Na+-Kan�ale. Das Membranpotential w�ahrend

der Testimpulse lag bei UMT
= 0 mV . Aus Gr�unden der �Ubersichtlichkeit wurde

auf eine Darstellung inklusive der Standardfehler (� S.E.M.) verzichtet. S�amtliche

Daten dieser Abbildung k�onnen im Anhang eingesehen werden.

Bez�uglich dieser maximalen Aktivierbarkeit k�onnen nach einem hyperpolari-

sierenden Impuls �t � 40 ms sowohl in Ringerl�osung als auch unter Gifteinwir-

kung nahezu 100% der Na+-Kan�ale aus dem inaktiven in den aktivierbaren Zu-

stand gebracht werden (Ip=Ip;t!1 � 90%). Unterhalb dieses Zeitintervalls sinkt die

Anzahl nicht-inaktiver Kan�ale in Abh�angigkeit vom Hyperpolarisationsintervall je

nach Substanz in unterschiedlich gro�em Ma�e. Dabei wird der Ip=Ip;t 1
2

f�ur die

Kontrollversuche nach �t � 10 ms und f�ur die Anemonentoxine nach �t � 8 ms

erreicht. Entsprechend dieser Unterschiede beschreiben die Werte f�ur die Kontrolle

einen weniger steilen Kurvenverlauf als unter Gifteinwirkung. Dieser Unterschied
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Abbildung 3.12: Aufhebung der Inaktivierung in Ringerl�osung (Kontrolle) und nach
Behandlung mit Anemonentoxinen (5 �g=ml). Die Werte bezeichnenWahrscheinlichkeiten
des aktivierbaren Zustandes (normiert) in Abh�angigkeit von der Dauer der Repolarisation
(�t). Ruhemebranpotential: -80 mV; Dauer der Impulse: a= 40 ms, b= 20 ms.

�au�ert sich besonders bei einem hyperpolarisierenden Impuls von �t = 10 ms, bei

dem der Wert f�ur die Kontrolle bei Ip=Ip;t = 0:54 � 0:07 und f�ur das Toxin ATX

II bei Ip=Ip;t = 0:82� 0:02 liegt. Die �ubrigen Fraktionen bewirken in diesem Zeit-

intervall eine Aufhebung der Inaktivierung im Bereich zwischen 61% (APE 2-1 :

Ip=Ip;t = 0:61� 0:12) und 70% (APE 1-1 : Ip=Ip;t = 0:71� 0:08).

3.1.5 Aktivierung

Nach vollst�andiger Aufhebung der Inaktivierung be�ndet sich das Inaktivierungs-

tor h im ge�o�neten und das Aktivierungstor m im geschlossenen Zustand. Durch

einen Spannungsimpuls ausreichender St�arke �o�net sich das Aktivierungstor und es

kommt zu einem Einstrom an Na+-Ionen in die Zelle. Dieser Proze� wird als Akti-

vierung bezeichnet. Etwas verz�ogert beginnt das Inaktivierungstor sich zu schlie�en
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und die Inaktivierung setzt ein. Die Aktivierung ist zu dem Zeitpunkt noch nicht

abgeschlossen, so da� beide Prozesse sich �uberlagern.

Als Parameter f�ur den Proze� der Aktivierung wird die Zeit, die vom Beginn des

Spannungsreizes bis zum Erreichen des Spitzenstromes (Ipeak) verstreicht, verwen-

det. Diese sog. time to peak oder mittlere Latenzzeit wird in Abbildung 3.13

in Ringerl�osung und f�ur die einzelnen Anemonentoxine dargestellt. Dabei zeigt

sich f�ur die Kontrolle, da� in Abh�angigkeit vom Membranpotential es zu einer

Abnahme dieser Zeitkonstanten bzw. Zunahme der Aktivierungskinetik kommt

(UM = �20 mV ; ttp = 2:96 � 0:79 ms ! UM = 20 mV ; ttp = 0:72 � 0:15 ms).

Bez�uglich der Wirkung der Toxine APE 1-2 und APE 5-3 weisen die Werte in-

1,0

3,0

5,0
ttp [ms]

-20 -10 0 10 20 30 40 U [mV]M

APE 1-1

APE 1-2

APE 2-1

ATX II

APE 5-3

Kontrolle

Abbildung 3.13: Time to peak (ttp) w�ahrend der Aktivierung von Na+-Kan�alen vor
(Kontrolle) und nach Behandlung mit Anemonentoxinen (5 �g=ml) in Abh�angigkeit vom
Mebranpotential (UM ). Gemittelte Werte � S.E.M..

nerhalb dieses Potentialbereiches f�ur beide �ahnliche Zeitkonstanten wie die Kon-

trolle auf. Unter der Wirkung von APE 1-1 und ATX II kommt es zu einer Zu-

nahme der Zeitkonstanten um ca. 0:5 � 1 ms (UM = 0 mV : ttp(0)APE1�1
=

2:29� 0:36 ms; ttp(0)ATXII
= 1:73� 0:16 ms; ttp(0)Kontrolle

= 1:26� 0:29 ms). F�ur
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APE 2-1 ver�andert sich dieser Wert um fast 2 ms auf ttp(0)APE2�1
= 3:28�0:19 ms.

�Ubersteigt das Membranpotential Werte von UM � 20 mV kommt es bei fast al-

len Toxinen wieder zu einem Anstieg der Zeitkonstanten. Nach Applikation vom

APE 1-2 und ATX II erfolgt dieser Abfall in der Aktivierungskinetik bereits bei

UM � 10 mV .

Die Daten dieser Abbildung wurden anhand der Versuche gem�a� dem Impulspro-

gramm aus Abschnitt 3.1.1 ermittelt.

3.1.6 Giftwirkung auf das Aktionspotential

Im Current-Clamp Modus k�onnen mit Hilfe des Patch-Clamp Verst�arkers intrazel-

lul�are Ableitungen am Pr�aparat durchgef�uhrt und somit auch Aktionspotentiale

(AP) gemessen werden. F�ur derartige Untersuchungen m�ussen jedoch Zellen zur

Verf�ugung stehen, deren Natriumkanal-Dichte ausreicht um AP's auszul�osen. Aus

diesem Grund wurden f�ur diese Zwecke kugelige, ca. 20 �m gro�e Zellen aus dem

R�uckenmark der Ratte (DRG-Neurone) verwendet. Im Gegensatz zu den DRG-

Zellen waren die Zellen der Kultur N1E-115, die ansonsten f�ur s�amtliche Versuche

zur Verf�ugung standen, nicht in der Lage AP's zu erzeugen. Die f�ur die Current-

Clamp Experimente ben�otigte Ringerl�osung enthielt, anders als bei den Whole-Cell

Untersuchungen an den N1E-115 -Zellen, kein Tetraethylammonium-Iodid (TEA+),

welches die an der Repolarisation des AP's beteiligten Kalium-Kan�ale blockiert

h�atte. Auf diese Weise war es m�oglich, zun�achst das unvergiftete Aktionspotential

und anschlie�end dessen Ver�anderung nach Zugabe von TEA+ und Anemonentoxin

(5 �g=ml) zu registrieren.

Abbildung 3.14 verdeutlicht exemplarisch die Wirkung beider Substanzen auf das

AP.

In Ringerl�osung kommt es nach Erreichen des Schwellenpotentials (UM � �10 mV )

zum Aufstrich, der von einer schnellen Repolarisation mit einem hyperpolarisieren-
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Abbildung 3.14: Verlauf eines Aktionspotentials an einem DRG-Neuron in Ringerl�osung,
nach Zugabe von Tetraethylammonium-Iodid (TEA+: 2 mM) und nach Applikation von
Anemonentoxin (APE 2-1 : 5 �g=ml).

dem Nachpotential gefolgt wird. Der Peak des AP's vom Beginn des Aufstrichs

bis zum erneuten Durchlaufen des Schwellenpotentials w�ahrend der Repolarisation

dauert ca. 5 ms. Nach Gabe von TEA+ kommt es zur Ausbildung eines Plateaus,

so da� das Schwellenpotential nach dem Aufstrich erst nach 25 ms wieder erreicht

wird. Nach Applikation von APE 2-1 (5 �g=ml) verl�angert sich die Dauer des Pla-

teaus nochmals um mehr als das Zweifache auf 52 ms. Das Membranpotential der

Kontrollmessung sinkt in der Phase des hyperpolarisierenden Nachpotentials auf

UM � �90 mV ab. Da das Ruhepotential bei UMR
= �50 mV liegt, unterschreitet

das Nachpotential UMR
demnach um 40 mV . In Anwesenheit von TEA+ liegt diese

Di�erenz bei 10 mV (UM = �60 mV ). Unter dem Einu� des Anemonentoxins wird

das Membranpotential lediglich auf einen Wert von UM = �40 mV repolarisiert und

bleibt somit 10 mV oberhalb des Ruhepotentials. Es kommt zu keiner vollst�andigen

Repolarisation.
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3.1.7 Konzentrations-Wirkungs-Beziehung

In Anlehnung an fr�uhere Arbeiten �uber die Wirkung von Anemonentoxinen auf den

Natriumstrom (Ulbricht & Schmidtmayer 1981; Afra 1998) wurde bei den

bisherigen Versuchsreihen eine Konzentration von 5 �g=ml (1:0 �mol=l) Anemonen-

toxin als Versuchsdosis gew�ahlt. Dennoch war es wichtig, Dosis-Wirkungskurven der

Toxine zu erstellen, um auszuschlie�en, da� die doppelte Dosis eines schw�acheren

Toxins die gleiche Wirkung erzielt wie die normale Dosis eines st�arkeren Toxins. Zur

Ermittlung des maximalen E�ektes wurden Konzentrationen von 0.1 bis 2.0 �mol=l

getestet.

Die Abbildungen 3.15 und 3.16 stellen f�ur zwei derartige Fraktionen an den Zellen

der Linie N1E-115 die Wirkung unterschiedlicher Konzentrationen auf den zeitlichen

Verlauf des Na+-Einw�artsstromes gegen�uber.

Kontrolle
0.1 µmol/l
0.5 µmol/l

1.5 µmol/l
2.0 µmol/l

1.0 µmol/l
20 ms

100 pA

a

b
c

d e,f
a

b
c
d
e
f

Abbildung 3.15: Verlauf des Na+-Stroms einer Neuroblastomzelle in Abh�angigkeit ver-
schiedener Konzentrationen (�mol=l) des Anemonentoxins APE 1-1 w�ahrend eines 70 ms
dauernden Testimpulses (UM = 0 mV ).

Bei gegebenem Membranpotential von UM = 0 mV kommt es bei den Fraktionen

APE 1-1 und APE 1-2 nach Applikation von 0:1= 0:5= 1:0= 1:5 und 2:0 �mol=l

Toxin zu einem Anstieg der persistierenden Komponente, die ab einer Konzentra-
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tion von 1:0 �mol=l eine S�attigung erreicht und auch nach Gabe h�oherer Dosen

(1:5= 2:0 �mol=l) nicht weiter zunimmt.

Kontrolle
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f
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Abbildung 3.16: Verlauf des Na+-Stroms einer Neuroblastomzelle in Abh�angigkeit ver-
schiedener Konzentrationen (�mol=l) des Anemonentoxins APE 1-2 w�ahrend eines 70 ms
dauernden Testimpulses (UM = 0 mV ).

Bez�uglich des Spitzenstromwertes (IPeak) konnte, wie es in fr�uheren Arbeiten be-

schrieben wurde (Ulbricht & Schmidtmayer 1981), kein Unterschied f�ur die

hier untersuchten Fraktionen registriert werden.

Tabelle 3.1.7 stellt die gemittelten Quotienten aus maximalem Natriumstrom und

der persistierenden Komponente (� S.E.M.) als Ma� f�ur die Wirksamkeit der ver-

schiedenen Toxin-Konzentrationen gegen�uber. Wie bereits anhand der Abbildungen

3.15 und 3.16 zu erkennen ist, erreichen alle Fraktionen bei einer Konzentration von

1:0 �mol=l ihre maximale Giftwirkung ( IPersIPeak
: APE 1-1, ATX II � 20%; APE

1-2, APE 2-1, APE 5-3 � 40%). Selbst Applikation der doppelten Dosis f�uhrt bei

keinem Toxin zu einer deutlichen Steigerung bez�uglich des persistierenden Stromes.
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Tabelle 3.3: Verh�altnis des persistierenden zum maximalen Natriumstrom (IPers=IPeak)

unter Einwirkung verschiedener Konzentrationen ausgew�ahlter Anemonentoxine.

Konzentration APE 1-1 APE 1-2 APE 2-1 ATX II APE 5-3

0.1 �mol=l 0.09�0.01(3) 0.11�0.05(3) 0.19�0.05(3) 0.11�0.01(3) 0.13�0.05(4)

0.5 �mol=l 0.19�0.05(3) 0.29�0.09(5) 0.26�0.04(4) 0.18�0.05(3) 0.24�0.03(5)

1.0 �mol=l 0.21�0.04(3) 0.42�0.11(4) 0.38�0.03(3) 0.24�0.01(3) 0.35�0.03(3)

1.5 �mol=l 0.20�0.05(3) 0.37�0.03(3) 0.35�0.04(3) 0.22�0.05(4) 0.34�0.03(3)

2.0 �mol=l 0.23�0.02(5) 0.35�0.05(6) 0.39�0.04(4) 0.26�0.02(4) 0.41�0.05(5)

Ganzzellableitungen in Ringerl�osung (UM = 0 mV ); normierte und gemittelte Strom-

amplituden (� S.E.M.); Klammerwert entspricht der Anzahl der Versuche.

3.2 Einzelkanalmessungen

Anders als bei den Ganzzellableitungen wird bei den Einzelkanalmessungen nach

Bildung eines Gigaseals keine Perforation der Zellmembran eingeleitet, sondern der

Cell-attached Modus beibehalten. Be�nden sich unterhalb der Pipetten�o�nung ein-

zelne Natriumkan�ale, so k�onnen deren �O�nungs- und Schlie�verhalten als nahezu

rechteckf�ormige Antworten registriert werden. Dabei springt die Registrierung vom

Grundniveau, bei dem kein Strom ie�t, auf ein f�ur Natriumkan�ale typisches Niveau

und kehrt nach kurzer Zeit wieder zur�uck.

Ausgehend von einem Haltepotential von UM = �80 mV wurde dieses Kanalver-

halten durch eine gen�ugend starke Anhebung des Membranpotentials w�ahrend eines

70 ms dauernden Impulses initiiert. Innerhalb der Pipetten befand sich entspre-

chend der Versuchsanordnung externe Ringerl�osung, in der auch die Toxine in der

gew�unschten Konzentration gel�ost und anschlie�end appliziert wurden. S�amtliche

Versuche zu den Einzelkanalableitungen wurden an runden � 20�m gro�en Neuro-

blastomzellen der Linie N1E-115 durchgef�uhrt.
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3.2.1 Kontrollmessung

In toxinfreier L�osung (Abbildung 3.17) �o�nen sich die Kan�ale unmittelbar nach

Impulsbeginn (senkrechte Markierung). H�au�g be�nden sich unterhalb der Pipet-

ten�o�nung mehrere Kan�ale. �O�nen diese Kan�ale gleichzeitig, so addieren sich deren

Stromamplituden. Innerhalb der Einzelkanalregistrierungen k�onnen diese anhand

ihrer verschiedenen �O�nungsniveaus (i1�3) unterschieden werden.

Da nach wenigen ms bei anhaltender Depolarisation (UM = 10mV ) an den Kan�alen

die Inaktivierung einsetzt, kommt es zu einer stufenweisen Reduzierung der Strom-

amplitude, bis nach ca. 10 ms s�amtliche Kan�ale inaktiv sind. Diese Inaktivierung

wird erst durch einen hyperpolarisierenden Impuls wieder aufgehoben.

Das �O�nen und Schlie�en, sowie die Amplituden der Einzelkanalstr�ome unterlie-

gen bestimmten Zufallsgesetzen und schwanken gem�a� einer Gau�schen Verteilung

um bestimmte Mittelwerte. Um diese Werte zu ermitteln, m�ussen zahlreiche, un-

abh�angige Einzelereignisse statistisch ausgewertet werden. Zu diesem Zweck werden

die Einzelkanalmessungen idealisiert oder ge�ttet, d.h. in rechteckf�ormige Ereignis-

se umgewandelt (vgl. Abb. 3.22), so da� �O�nungen und Schlie�ungen eindeutig

voneinander getrennt werden k�onnen. �Uberschreiten die �O�nungen die Schwelle

der halben Stromamplitude des �O�nungsniveaus von i1 (� �1:1 pA) kommt es

zu einer Registrierung bestimmter Dauer. Entsprechendes gilt f�ur weitere Niveaus.

S�amtliche nachfolgenden Ergebnisse der Einzelkanalauswertung basieren auf solchen

idealisierten Daten (vgl. 2.3.5).
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Abbildung 3.17: Einzelkanalaufzeichnungen einer Neuroblastomzelle bei einemMembran-
potential von UM = 10 mV w�ahrend eines 70 ms dauernden Testimpulses. Markierung
der unterschiedlichen Kanal�o�nungsniveaus mit i1; i2 und i3.
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3.2.2 Toxinapplikation

Wie bereits bei den Ganzzellableitungen zu erkennen war, ver�andert die Applikation

von Anemonentoxinen die Inaktivierungskinetik. In diesem Kapitel soll untersucht

werden, wie sich dieser Einu� auf das Einzelkanalverhalten auswirkt. Genaugenom-

men soll der Frage nachgegangen werden, ob eine Modi�zierung durch die Toxine

die Natriumkan�ale h�au�ger zum �O�nen bringt oder ob diese l�anger �o�nen und es

bez�uglich dieser Parameter Unterschiede zwischen den Fraktionen gibt.

Abbildung 3.18 zeigt an sechs konsekutiven Originalregistrierungen (UM = 10 mV )

die Wirkung zweier exemplarischer Toxine (APE 1-2, APE 1-2 ) auf einzelne Natri-

umkan�ale. In Anlehnung an die Ergebnisse aus Kapitel 3.1.7 wurden die Kan�ale

einer Toxinkonzentration von 5 �g=ml ausgesetzt. Dabei bewirkt die Toxinapplika-

tion eine sichtbare Verl�angerung der �O�nungsdauer und das zus�atzliche �O�nen der

Kan�ale �uber die gesamte Depolarisationsdauer (70 ms). Ein derartiges Verhalten

konnte w�ahrend der Versuche in Ringerl�osung (vgl. 3.17) nicht festgestellt werden.

Dort waren die Kan�ale nach ca. 10 ms inaktiv und wiesen k�urzere O�enzeiten

auf. Desweiteren treten unter Giftwirkung die �O�nungen h�au�g in Gruppen auf,

die Kan�ale springen dabei st�andig zwischen o�enen und geschlossenen Zust�anden

hin und her. Man bezeichnet dieses Verhalten der Gruppenentladung allgemein als

Burst (s. Kap. 3.2.4).

Bez�uglich der Stromamplitude vor und nach Behandlung mit Toxinen konnte kein

Unterschied festgestellt werden. Abbildung 3.19 stellt exemplarisch die Ampli-

tudenhistogramme von idealisierten Einzelkanalregistrierungen vor und nach Be-

handlung mit dem Anemonentoxin APE 2-1 gegen�uber. Hierbei konnten sowohl

in Ringerl�osung als auch unter Gifteinwirkung bei einem Membranpotential von

UM = 0 mV nahezu gleiche �Offnungsniveaus festgestellt werden. Diese mehrgipfeli-

ge Kurve zeigt jeweils im Bereich der Amplitudenwerte i1 � �1:1 pA, i2 � �2:2 pA

und i3 � �1:1 pA (Kontrolle) eine Gau�sche H�au�gkeitsverteilung. Somit stehen die

einzelnen Niveaus in folgender Beziehung zueinander: i2 � 2� i1 und i3 � 3� i1. Die-
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ser Zusammenhang best�atigt die von Niemann (1991) ermittelten �O�nungsniveaus

und spricht bez�uglich der Leitf�ahigkeit f�ur eine starke Homogenit�at innerhalb dieser

Kanalpopulation.

Die mittlere Latenzzeit konnte nicht ermittelt werden, da extreme Signalverst�arkung

zu einer Zunahme des kapazitiven Artefaktes f�uhrte und somit eine Festlegung des

Nullpunktes und eine Analyse dieser Zeitkonstanten verhinderte. Die mittlere La-

tenzzeit gilt als Ma� f�ur die Aktivierung und umfa�t die Dauer vom Reizbeginn bis

zur ersten Kanal�o�nung.
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Abbildung 3.18: Einzelkanalaufzeichnungen von Neuroblastomzellen nach Applikation
von Anemonentoxin APE 1-1 und APE 1-2 (5 �g=ml). Membranpotential UM = 10 mV ;
Dauer des Testimpulses: 70 ms.
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Abbildung 3.19: Amplitudenhistogramme von Einzelkanalregistrierungen in Rin-
gerl�osung (Kontrolle) und nach Toxinapplikation (APE 2-1 ) bei einem Membranpotential
von UM = 0 mV . Klassenbreite 0:1 pA.
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3.2.3 O�enzeit-Histogramme

Aus den idealisierten Daten (vgl. 2.3.5) der Einzelkanalaufzeichnungen werden Hi-

stogramme erstellt, in denen die H�au�gkeiten bestimmter Ereignisse in Intervallen

dargestellt sind. Die Intervalle fassen Einzelereignisse vorgegebener Gr�o�e zusam-

men. Bei den Me�gr�o�en unterscheidet man O�enzeit- und Geschlossenzeithisto-

gramme.

Durch den Einu� der Anemonentoxine kommt es zu einem vermehrten �O�nen der

Natriumkan�ale (vgl. 3.18). Das entsprechende O�enzeithistogramm von Einzelka-

nalregistrierungen bei einem Membranpotential von UM = 10 mV unter der Wir-

kung eines exemplarischen Toxins (ATX II ) zeigt die Abbildung 3.20. Dargestellt ist

die Anzahl o�ener Ereignisse (n) innerhalb eines Intervalls gegen die Intervalldauer

(Klassenbreite = 0:13 ms). Mit zunehmender Intervalldauer nimmt die Anzahl der
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Abbildung 3.20: O�enzeithistogramm einer Einzelkanalaufzeichnung an einer Neurobla-
stomzelle in Ringerl�osung (UM = 10 mV ) unter Einwirkung des Anemonentoxins ATX
II (5 �g=ml). n: Anzahl der O�en-Ereignisse; Klassenbreite=0:13 + z � 0:13 ms, mit z=
1; 2; 3; :::. Angepa�te di-exponentielle Funktion mit: �open1 = 0:48 ms; �open2 = 9:32 ms.
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O�en-Ereignisse ab. Der Verlauf dieser Abnahme bzw. dieses Histogramms kann an

eine di-exponentielle Kurve angepa�t werden, da die Einzelkanalaufzeichnungen und

auch die Histogramme auf eine Gruppe mit verl�angerten �O�nungszeiten hinweisen,

die sich deutlich von den �ubrigen k�urzeren O�en-Ereignissen abheben. Die Kurven-

anpassung an entsprechende Histogramme erfolgte daher gem�a� der Gleichung:

N = NAe
�
�t
B + NCe

�
�t
D ;

wobei B = �open1 und D = �open2 sind.

In dem Histogramm 3.20 nimmt die schnelle Zeitkonstante einen Wert von: �open1 =

0:48 ms an; die langsame Konstante einen Wert von: �open2 = 9:32 ms. Die re-

lativen Anteile dieser beiden Zeitkonstanten liegen f�ur die schnelle Konstante bei:

NAP
N = 0:69%, f�ur die langsame bei: NCP

N = 0:31%.

Aus diesen Parametern ergeben sich charakteristische Vergleichsgr�o�en bei der Ana-

lyse der Wirkung der �ubrigen Toxine auf die Einzelkan�ale. Von besonderem Interesse

sind hierbei die beiden Zeitkonstanten �open1 und �open2 und deren Abh�angigkeiten

vom Membranpotential. �open1 steht in diesem Zusammenhang f�ur kurze schnelle,

�open2 f�ur die langen �O�nungen. Abbildung 3.21 zeigt die Potentialabh�angigkeit von

�open1 und �open2 unter dem Einu� verschiedener Anemonentoxine. Mit ansteigender

Kommandospannung nehmen die gemittelten Werte (�S:E:M:) beider Zeitkonstan-

ten zu. Im Gegensatz zu �open1 nimmt jedoch �open2 nach Applikation der Toxine

APE 1-2 und APE 2-1 st�arker zu als nach Gabe von APE 1-1 und ATX II. Be-

sonders deutlich zeigt sich dies bei einem Membranpotential von UM > 0 mV (APE

1-2/2-1 : �open2(10 mV )
� 16 ms;APE 1-1/ATX II : �open2(10 mV )

� 13 ms;Kontrolle :

�open2(10 mV )
� 10 ms). APE 1-2 weist �uber den gesamten Potentialbereich im Ver-

gleich zu APE 1-1 und ATX II gr�o�ere Werte f�ur �open2 auf. F�ur APE 2-1 hingegen

zeichnet sich dieser Unterschied erst ab UM > 0 mV ab. �open2Max
liegt f�ur APE

1-1/ATX II bei ca. 14 ms, f�ur APE 1-2/2-1 bei ca. 19 ms. Die relativen An-

teile beider Zeitkonstanten bleiben �uber den gesamten Spannungsbereich nahezu

unver�andert: NAP
N � 70%; NDP

N � 30% (nicht abgebildet).
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Abbildung 3.21: Gemittelte Zeitkonstanten �open1 und �open2 (� S.E.M.) nach Anpas-
sung einer di-exponentiellen Funktion an die entsprechenden O�enzeit-Histogramme in
Abh�angigkeit vom Membranpotential (UM ) in Ringerl�osung (Kontrolle) und unter dem
Einu� verschiedener Anemonentoxine (5 �g=ml). Einzelkanalaufzeichnungen an Neu-

roblastomzellen; Exponentialfunktion gem�a� der Formel: N = NAe
�
�t
B + NCe

�
�t
D , mit

B = �open1 und D = �open2.
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3.2.4 Burstverhalten des Einzelkanals

Durch die Gabe von Anemonentoxin kommt es zum einen zu einem vermehrten

�O�nen der Einzelkan�ale, zum anderen zu einer Verl�angerung der �O�nungsdauer

(3.18). Au�erdem treten �O�nungen h�au�g in Gruppen sog. Bursts auf. Bursts

k�onnen daher als lange �O�nungen angesehen werden, die von kurzen Schlie�ungen

unterbrochen sind. Die folgenden Kapitel besch�aftigen sich mit diesem Burstver-

halten der Natriumkan�ale. F�ur das weitere Verst�andnis sind in der Abbildung 3.22

einige Burst-Termini aufgef�uhrt. Diese Abbildung skizziert anhand einer Original-

registrierung mit Hilfe idealisierter Daten das Burstverhalten eines Einzelkanals auf

einen depolarisierenden Impuls.

Das Kanalverhalten l�a�t sich zun�achst zergliedern in die Burstdauer Bd und die

geschlossen

offen

Bd

Bg

Impuls

Bo

Bc

Abbildung 3.22: Datenidealisierung und Burstanalyse der Einzelkanalereignisse anhand
einer Originalregistrierung w�ahrend eines rechteckf�ormigen Spannungspulses. Bd: Burst-
dauer, Bg: Intervall zwischen den Bursts, Bo: �O�nungsdauer innerhalb des Bursts, Bc:
Schlie�zeit innerhalb des Bursts.

Intervalle zwischen den Bursts Bg, in denen der Kanal geschlossen ist. Weiterhin

werden die �O�nungen innerhalb eines Bursts mit Bo bezeichnet, die Schlie�dauer

innerhalb eines Burst mit Bc und die Anzahl der �O�nungen pro Burst, die in der

Skizze nicht aufgef�uhrt sind, werden als Bn de�niert. Qualitative Unterschiede der
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Toxine auf das Einzelkanalverhalten und letztendlich auf die Kinetik der Inaktivie-

rung stehen o�ensichtlich im Zusammenhang mit dem Burstverhalten und somit

auch mit diesen f�unf Burst-Parametern.

In der n�aheren Burstanalyse wurde auf die Darstellung der Kontrolldaten verzichtet,

da es in Ringerl�osung nicht zur Ausbildung eines derartigen Burstverhaltens kommt,

wie es nach der Modi�zierung durch die Toxine der Fall ist (vgl. 3.17).

Burstdauer

Um die L�ange der Bursts bzw. die Burstdauer zu ermitteln, mu� eine Zeitgrenze

de�niert werden, die zwischen einem Schlie�en innerhalb des Bursts und zwischen

zwei aufeinanderfolgenden Bursts unterscheidet. Diese Intervallgrenze wurde in An-

lehnung an Niemann (1989) auf 1:5 ms festgelegt; unterhalb dieser Schlie�dauer

wurden alle Ereignisse zu einem Burst zusammengefa�t.

Entsprechend Kapitel 3.2.3 wurden aus den erhaltenen idealisierten Daten die da-

zugeh�origen O�enzeit-Histogramme erstellt. Die Kurvenanpassung an das Histo-

gramm erfolgte mit einer monoexponentiellen Funktion, da innerhalb der Bursts

keine besonders langen von kurzen O�en-Ereignissen unterschieden werden konnten.

Abbildung 3.23 fa�t die gemittelten Zeitkonstanten (�S:E:M:) dieser Anpassung

f�ur die verschiedenen Anemonentoxine zusammen. Mit zunehmender Depolarisa-

tion verl�angert sich bei allen Fraktionen die Burstdauer. Unter dem Einu� von

ATX II steigt diese Zeitkonstante im Vergleich zu den anderen Toxinen jedoch nur

gering an und scheint relativ unabh�angig vom Membranpotential zu sein. Ganz

anders verh�alt sich dies f�ur APE 2-1, dessen Einu� auf die Burstdauer zwischen

UM = 0 mV und UM = 30 mV eine wesentlich st�arkere Potentialabh�angigkeit auf-

weist. Bei Potentialen von UM > 0 mV liegt die Burstdauer nach Applikation der

Fraktionen APE 1-2 und APE 2-1 (Bd � 30 ms) �uber der von APE 1-1 und ATX

II, die bei UM = 30 mV Bursts mit einer Dauer von durchschnittlich 20 ms hervor-

rufen.
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Abbildung 3.23: Gemittelte Burstl�angen Bd (� S.E.M.) von Natrium-
Einzelkanalableitungen an Neuroblastomzellen in Abh�angigkeit vom Membranpotential
UM unter Einwirkung verschiedener Anemonentoxine. Angepa�te monoexponentielle

Funktion der Formel: N = NAe
�t
Bd , mit Bd = �open an entsprechende Burstdauer-

Histogramme.

Schlie�zeiten zwischen den Bursts

Reagieren die einzelnen Natriumkan�ale nach Applikation von Anemonentoxinen mit

Bursts, so treten auch die Bursts h�au�g in Gruppen auf. Aufeinanderfolgende Bursts

werden durch Intervalle bestimmter Dauer Bg voneinander getrennt. Da es mit zu-

nehmender Kommandospannung zu einer Verl�angerung der Burstdauer kommt (s.

3.2.4), stellt sich die Frage, ob sich auch die Schlie�zeiten zwischen den Bursts

verk�urzen. Tats�achlich kommt es unabh�angig vom gegebenen Toxin zu dieser Ver-

ringerung der Intervalldauer (Abb. 3.24), doch bewirkt keine der Fraktionen im

Vergleich zu den anderen eine sichtbar st�arkere oder schw�achere Verk�urzung dieser

Schlie�zeiten aufeinanderfolgender Bursts. S�amtliche applizierten Toxine zeigen auf
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die Intervalldauer eine �ahnliche Wirkung. Dies bedeutet gleichzeitig, da� die Ursa-

che f�ur die Persistenz der Natriumstr�ome in der unterschiedlich starken Auspr�agung

der Burstdauer innerhalb der Bursts zu �nden sein m�u�te. Dieser Frage wird im

folgenden nachgegangen.

Die Mittelwerte der dargestellten Intervall�angen (�S:E:M:) wurden durch An-
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Abbildung 3.24: Gemittelte Schlie�zeiten zwischen den Bursts Bg (� S.E.M.) von
Natrium-Einzelkanalableitungen an Neuroblastomzellen in Abh�angigkeit vom Membran-
potential UM unter Einwirkung verschiedener Anemonentoxine. Angepa�te monoex-

ponentielle Funktion der Formel: N = NAe
�t
B g , mit Bd = �closed an entsprechende

Geschlossenzeit-Histogramme.

passen einer einfachen Exponentialfunktion an die entsprechenden Geschlossenzeit-

Histogramme erstellt. In diesem Fall entspricht die Zeitkonstante �closed der mittleren

Pausendauer Bg. Auf die Gegen�uberstellung der Versuche in Ringerl�osung wurde

verzichtet, da es mit dieser L�osung zu einer vermehrten Abfolge von Bursts, wie es

unter dem Einu� der Anemonentoxine der Fall war, nicht kam.
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Schlie�zeiten innerhalb der Bursts

Da es in Abh�angigkeit vom applizierten Toxin zu einer Verl�angerung der Burstdauer

kommt und die Schlie�zeiten zwischen den Bursts unabh�angig vom Toxin sind, ist

es o�ensichtlich, da� die Ursache f�ur deren unterschiedliche Wirkung auf die Inak-

tivierungskinetik der Natriumkan�ale innerhalb der Bursts zu �nden ist. Innerhalb

der Bursts unterscheidet man die Schlie�zeiten Bc, die �O�nungszeiten Bo und die

Anzahl der �O�nungen pro Burst Bn.

Die Ergebnisse der Auswertung des ersten dieser drei Parameter, der Schlie�zeiten

innerhalb der Bursts Bc, beschreibt die Abbildung 3.25. Nach Ver�anderung des

Membranpotentials kommt es unter der Wirkung der getesteten Toxine zu einer

langsamen Abnahme dieser Schlie�zeiten. Bei Potentialen von UM > 0 mV weichen

die gemittelten Werte zwischen den Fraktionen nur gering voneinander ab und liegen

ab UM = 0 mV bei allen Toxinen unterhalb einer Millisekunde. Demnach zeigt sich
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Abbildung 3.25: Gemittelte Schlie�zeiten innerhalb der Bursts Bc (� S.E.M.) von
Natrium-Einzelkanalableitungen an Neuroblastomzellen in Abh�angigkeit vom Mebranpo-
tential UM unter Einwirkung verschiedener Anemonentoxine. Angepa�te monoexponenti-

elle Funktion der Formel: N = NAe
�t
B c , mit Bc = �closed an entsprechende Geschlossenzeit-

Histogramme.
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bez�uglich der Wirkung auf die Schlie�zeiten innerhalb der Bursts kein deutlicher

Unterschied zwischen den Toxinen, so da� die Verl�angerung der Burstdauer nur im

Zusammenhang mit einer Verl�angerung der �O�nungszeiten oder einem Anstieg der

Anzahl an �O�nungen pro Burst stehen kann.

Die Ergebnisse dieser Auswertung rechtfertigen jedoch die gew�ahlte Mindestzeit zur

Unterscheidung der Schlie�zeiten zwischen den Bursts und innerhalb der Bursts, die

auf 1:5 ms festgelegt wurde. Erstellt wurden diese Daten durch Anpassen einer

monoexponentiellen Funktion an entsprechende Geschlossenzeit-Histogramme.

Anzahl der �O�nungen innerhalb der Bursts

Zur Ermittlung der �O�nungsh�au�gkeit pro Burst Bn wurden die Bursts eingegrenzt

und die �O�nungen ausgez�ahlt. Dabei entstanden Histogramme, in denen die abso-

lute Anzahl der �O�nungen pro Burst (Bn; Bn+1; Bn+2; :::) gegen die Summe der

ausgez�ahlten Ereignisse
P
N(Bn+i) der Einzelkanalaufzeichnung aufgetragen wurden.

Die relativen �O�nungsh�au�gkeiten ergaben sich dementsprechend aus dem Quoti-

enten: Bn+iP
N(Bn+i)

. Tabelle 3.2.4 stellt die Ergebnisse dieser Berechnungen f�ur die

einzelnen Toxine gegen�uber.

Tabelle 3.4: Gemittelte Anzahl der �O�nungen pro Burst Bn (� S.E.M.) von Einzelkanal-
aufzeichnungen an Neuroblastomzellen unter dem Einu� verschiedener Anemonentoxine
in Abh�angigkeit vom Membranpotential (UM [mV]).

UM APE 1-1 APE 1-2 APE 2-1 ATX II Kontrolle

-20 2.33�0.08(6) 2.44�0.13(5) 2.63�0.16(6) 2.67�0.17(3)

-10 2.43�0.06(7) 3.09�0.35(8) 2.22�0.11(7) 2.65�0.10(7) 2.37�0.14(6)

0 2.55�0.10(8) 3.12�0.26(8) 2.44�0.11(7) 2.84�0.22(7) 2.61�0.13(6)

10 2.86�0.10(8) 3.22�0.33(5) 2.98�0.16(6) 3.19�0.15(7) 2.58�0.07(6)

20 3.63�0.30(8) 4.00�0.29(6) 3.17�0.10(6) 3.98�0.52(4) 3.05�0.13(6)

30 4.01�0.35(3) 3.87�0.59(3) 4.06�0.31(7) 2.78�0.16(6)

Klammerwert entspricht der Anzahl der Versuche.
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�Uber einen Potentialbereich von UM = �20mV bis UM = 30mV kommt es maximal

zu einer Zunahme von einer �O�nung pro Burst (Bn(�10 mV )
� 2 � 3 ) Bn(20 mV )

�

3�4). Dies gilt f�ur alle applizierten Giftfraktionen. Unterschiede in der Wirksamkeit

auf die �O�nungsh�au�gkeit zwischen den Toxinen k�onnen nicht festgestellt werden.

Aus einem Anstieg der �O�nungsfrequenz resultiert sicherlich eine relative Zunahme

der Burstdauer, di�erentielle Anstiege k�onnen mit diesem Burst-Parameter jedoch

nicht erkl�art werden.

Mittlere �O�nungsdauer innerhalb der Bursts

Die Applikation verschiedener Anemonentoxine beeinu�t sowohl die Schlie�zeiten

als auch die Anzahl der �O�nungen innerhalb der Bursts nur geringf�ugig. Daher kann

als letzte Variable f�ur die potentialabh�angige Verl�angerung der Burstdauer nur noch

die �O�nungsdauer innerhalb der Bursts Bo in Frage kommen. Wie lange eine einzel-

ne �O�nung nach Gabe der untersuchten Toxine dauert, verdeutlicht Abbildung 3.26,

deren Daten durch Anpassen einer monoexponentiellen Funktion an entsprechende

O�enzeit-Histogramme ermittelt wurden.

Besonders bei Potentialen �uber 0mV dauert nach Applikation der Fraktionen APE

1-2 und APE 2-1 (Bo � 7�9 ms) eine �O�nung ; 2�3 ms l�anger als nach Gabe der

Fraktionen APE 1-1, ATX II (Bo � 5� 6 ms). Die Wirkung von ATX II scheint

relativ unabh�angig vom Membranpotential zu sein und f�uhrt bei jedem Potential zu

einer �O�nung des Kanals f�ur ca. 6 ms; der Einu� von APE 2-1 hingegen ist sehr

spannungssensitiv. APE 2-1 wirkt besonders stark auf den Inaktivierungsmecha-

nismus des Einzelkanals bei Potentialen von UM > 0 mV . Die Wirkung von APE

1-1 und APE 1-2 auf die �O�nungsdauer nimmt nahezu linear mit dem Membran-

potential zu, wobei die Werte f�ur APE 1-2 ; 2 ms gr�o�er als f�ur APE 1-1 sind.

Insgesamt zeigen die Verh�altnisse f�ur die Dauer der einzelnen �O�nungen innerhalb

der Bursts gro�e �Ahnlichkeiten in der Potentialabh�angigkeit mit denen der mittleren
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Abbildung 3.26: Gemittelte �O�nungszeiten innerhalb den Bursts Bo (� S.E.M.) von
Natrium-Einzelkanalableitungen an Neuroblastomzellen in Abh�angigkeit vom Membran-
potential UM unter Einwirkung verschiedener Anemonentoxine. Angepa�te monoexpo-

nentielle Funktion der Formel: N = NAe
�t
B o , mit Bo = �open an entsprechende O�enzeit-

Histogramme.

Burstdauer Bd (vgl. 3.23).

Eine ANOVA mit anschlie�endem Sche��etest ergab einen signi�kanten Unterschied

zwischen den Gruppen APE 1-2/APE 2-1 und APE 1-1/ATX II bez�uglich der

�O�nungsdauer f�ur Potentiale UM > 10 mV (p < 0:05).

Demnach beruhen die Unterschiede in der potential- und toxinabh�angigen Zunahme

der Burstdauer und somit der Persistenzen im Gesamtstrombild auf einer unter-

schiedlichen Verl�angerung der mittleren �O�nungsdauer Bo des Einzelkanals inner-

halb der Bursts.

3.2.5 Aufsummierte Einzelkanalstr�ome

Werden Einzelkanalregistrierungen desselben Versuches in gen�ugender Anzahl auf-

summiert, so erh�alt man einen Stromverlauf, der dem einer Ganzzellableitung ent-

spricht. Grund daf�ur ist die Homogenit�at der Natriumkan�ale und daraus resultie-
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rend ein einheitliches Verhalten der gesamten Kanalpopulation (3.19). Insofern zeigt

sowohl die Summe aller Einzelkanal- �O�nungsereignisse eines Versuches (unter kon-

stanten Bedingungen), als auch der Gesamtstrom aus einer Ganzzellableitung die

zeitabh�angige �O�nungswahrscheinlichkeit von Natriumkan�alen.

Abbildung 3.27 stellt exemplarisch die aufsummierten Einzelkanalregistrierungen

eines Kontrollversuches und zweier Ableitungen nach Applikation der Toxine APE

1-1 und APE 1-2 bei gleicher Membranspannung (UM = 10 mV ) gegen�uber. Ent-

sprechend den Stromregistrierungen zu den Ganzzellversuchen folgt auf die schnelle

Aktivierung im Kontrollversuch ein vollst�andiges und unter dem Einu� der Toxi-

ne ein unvollst�andiges Abklingen des Natriumstroms. Der Zeitverlauf der Inakti-

vierung kann, wie auch bei den Ganzzellregistrierungen, durch Anpassen einer di-

exponentiellen Funktion beschrieben werden. Die jeweiligen Werte f�ur �0, �1, I0; I1

und I2 der dargestellten Aufsummationen sind aus der Graphik zu entnehmen. F�ur

die Aufsummationen wurden mindestens 250 Einzelregistrierungen pro Darstellung

verarbeitet. Da es sich hierbei um die Addition einer unterschiedlichen Anzahl stati-

stischer Ereignisse handelt, wurde in der Abbildung auf die Skalierung der Ordinate

verzichtet.

Die beiden Zeitkonstanten der angepa�ten di-exponentiellen Funktion f�ur die Kon-

trollregistrierung entsprechen mit �0 = 1:02 und �1 = 5:26 nahezu den berechneten

Werten aus den Ganzzellversuchen (�0 = 1:02 � 0:09; �1 = 4:70 � 0:46; s. An-

hang). Gleiches gilt auch f�ur die Anpassung an die Stromverl�aufe der aufsummier-

ten Einzelkanalereignisse unter dem Einu� der beiden Anemonentoxine (APE 1-1 :

�0 = 3:3; �0 = 18:3; APE 1-2 : �0 = 3:89; �1 = 31:12).
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Abbildung 3.27: Vergleich aufsummierter Einzelkanalregistrierungen in Ringerl�osung
(Kontrolle, n=411) und nach Applikation der Anemonentoxine APE 1-1 (n=255) undAPE
1-2 (n=326). Die zus�atzlich dargestellten Inaktivierungsparameter wurden gem�a� der

Funktion INa(t) = I0(0)e
�

t
�0 +I1(0)e

�
t
�1 +I2 errechnet. Membranpotential UM = 10 mV ;

Impulsdauer 70 ms.
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3.3 Darstellung der Anemonentoxine

F�ur eine Erforschung der genauen Struktur-Wirkungsbeziehung ausgesuchter Ane-

monentoxine m�ussen selbstverst�andlich die Fraktionen in ausreichender Menge vor-

liegen und zus�atzlich deren Aminos�auresequenzen f�ur die Strukturanalysen ermittelt

werden. In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der Toxingewinnung und

der Aufschl�usselung n�aher dargestellt. Gewonnen wurden diese Daten in enger Zu-

sammenarbeit mit Prof. L. B�eress und Dr. E. Wachter. Die Abbildungen entstanden

mit freundlicher Unterst�utzung von Dr. T. Bruhn.

3.3.1 Isolation der aktiven Substanzen

Um von den kompletten Seeanemonen Anthopleura elegantissima und Anemonia

sulcata zu den einzelnen Toxinen zu gelangen, mu�te das jeweilige Rohmaterial

�uber mehrere Schritte aufgereinigt werden. Da es sich bei den Fraktionen um ge-

ringf�ugig ver�anderte Polypeptide nahezu gleicher L�ange handelt, bietet sich bei der

Aufreinigung vornehmlich die Ionenaustauschchromatographie an, da biologische

Verbindungen entsprechend ihrer Gesamt-Nettoladung mit dieser Methode beson-

ders gut voneinander getrennt werden k�onnen. Ein weiterer Vorteil dieser Methode

liegt in dem Einsatz gro�er Probenvolumina, was den Ertrag der �au�erst geringen

Toxinmengen aus den Tieren beg�unstigt. Die Abbildungen 3.28 und 3.29 zeigen

zusammenfassend die Ergebnisse der verschiedenen Aufreinigungsschritte.

Die erste Stufe der Aufreinigung erfolgte mit Hilfe des Anionenaustauschers QAE

Sephadex A25 (A). Die gesuchten, toxischen Polypeptide befanden sich hierbei in

den ersten Elutionsvolumina (schraÆerte Fl�ache). Anschlie�ende Gel�ltrationen

an Sephadex G50 (B,C) mit jeweils unterschiedlichen Durchu�raten (6 ml=min;

3 ml=min) trennte das Toxingemisch weiter von den �ubrigen unerw�unschten Protei-

nen ab, so da� eine zus�atzliche Anionenaustauschchromatographie an QAE Sephadex

A25 zu einem Fraktionsgemisch f�uhrte, welches an der Scherenmuskulatur der Ge-

meinen Strandkrabbe Carcinus maenas getestet, bereits starke Toxizit�at aufwies.
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Diese QAE-Fraktion 1 f�uhrte im folgenden Kationenaustauscher EMD SO�3 -650 M

(D) zu einer groben Auftrennung in die Toxinfraktionen APE 1, 2, 3, 4 und 5.

Die Elution erfolgte mit einem langsam ansteigenden Gradienten eines Ammonium-

Acetat Pu�ers von 0.01 bis 1.0 M. Die f�unf toxischen Fraktionen wurden anschlie�end

an Sephadex G25 entsalzt und gefriegetrocknet (liophilisiert).

Von der insgesamt eingesetzten Menge an Rohmaterial (4 l Wasser-Methanol Roh-

extrakt) ergab diese Aufreinigung am Ende 40 mg APE 1, 100 mg APE 2, 10 mg

APE 3, 20 mg APE 4 und 50 mg APE 5-3. Lediglich die Toxinmengen von APE

1,2 und 5 reichten mengenm�a�ig f�ur die neurophysiologischen Untersuchungen aus.

Abschlie�end ergab eine HPLC (High-performance liqiud chromatography) an C18-

Material, da� die Fraktionen APE 1,2 und 5 aus einem Gemisch sehr �ahnlicher

Isotoxine bestanden, die nach weiterer Aufreinigung und Entsalzung mit APE 1-1,

APE 1-2, APE 2-1, APE 2-2, APE 5-1, APE 5-2 und APE 5-3 bezeichnet wurden.

W�ahrend s�amtlicher Aufreinigungsschritte wurde die Toxizit�at des eluierten Mate-

rials und der letztendlich selektierten Isotoxine an Krabben getestet. Dabei stellte

sich nur f�ur die Isotoxine APE 1-1, 1-2, 2-1, 2-2 und APE 5-3 eine Giftwirkung ein.

Diese Fraktionen standen aufgereinigt und gefriergetrocknet weiteren neurophysio-

logischen Untersuchungen und Sequenzierungen zur Verf�ugung.
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Abbildung 3.28: Isolationsschritte zur Trennung toxischer Polypeptide der Seeanemone
Anthopleura elegantissima (Brandt).
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Abbildung 3.29: HPLC-Studien biologisch aktiver Polypeptide der Seeanemone Antho-
pleura elegantissima (Brandt).
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3.3.2 Determination der Aminos�auresequenzenen

Durch klassische S�aulenchromatographie lie�en sich die Isotoxine nur schwer vonein-

ander trennen. Ursache hierf�ur sind gro�e Homologien in der Aminos�auresequenz

zwischen den Polypeptiden. Um diese Unterschiede herauszu�nden, mu�te die

Prim�arstruktur der jeweiligen Fraktionen durch Proteinsequenzierung aufgeschl�usselt

werden. Dabei best�atigte die Sequenzierung, die sich auf den Edman-Abbau gr�undet,

da� die Isotoxine in Anzahl und Abfolge der Aminos�auren tats�achlich nur geringf�ugig

voneinander abweichen (Abb. 3.30).

Bis auf ATX Ia, welches aus 46 Aminos�auren aufgebaut ist, bestehen s�amtliche dar-

gestellten Fraktionen aus 47 AS und geh�oren allesamt mit einem durchschnittlichen

Molekulargewicht von 5000 Dalton zur Klasse der Typ I Toxine (vgl. 1.3) an (Kem

& Dunn, 1988; Kem et al., 1989). Die Toxine mit der Abk�urzung ATX entstam-

men dem Rohmaterial der Anemone Anemonia sulcata, die mit der Abk�urzung APE

aus Anthopleura elegantissima.

Abbildung 3.30: Aminos�auresequenzen verschiedener Toxine der Seeanemonen Antho-

pleura elegantissima (APE ) und Anemonia sulcata (ATX ).

Au��allig bei der Sequenzanalyse sind die zahlreichen homologen Bereiche (grau un-

terlegt) unter den verschiedenen Toxinen, deren Homologit�at untereinander bei min-

destens 60% liegt. Ohne Einbeziehung der Fraktion ATX Ia, deren Sequenz beson-
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ders deutlich von der Grundstruktur der �ubrigen Fraktionen di�eriert, liegt dieser

Anteil sogar bei �uber 80%. Die beiden Toxine APE 2-1 und ATX II weisen sogar

eine Homologie von �uber 95% auf und unterscheiden sich lediglich an zwei Positionen

(Position 12 und 36). APE 1-1 und APE 1-2 weichen in vier Positionen voneinan-

der ab (Position 2,3,12,39) und stimmen zu mehr als 90% in ihrer Struktur �uberein.

Ausgesprochen konservativ verhalten sich der carboxyterminale Bereich mitCystein-

Cystein-Lysin-Glutamin und die aminoterminale Anfangsregion mit Glycin bei allen

aufgef�uhrten Peptiden.

Heterogenit�aten, die u.U. Auswirkungen auf die Terti�arstruktur haben k�onnten, �n-

den sich vornehmlich an folgenden Positionen:

� Position 4: Es �ndet sich beim APE 1-1 ein Alanin (A) anstelle des Prolins

(P), welches in der Architektur von Proteinen i.d.R. eine wesentliche Rolle

spielt.

� Position 12: In APE 1-2 erscheint Asparagin (N) das Amid des sauren Aspar-

tats anstelle des hydrophilen Serins (S)

� Position 21: Das hydrophile Threonin (T) bei APE 1-1 und APE 1-2 anstatt

des hydrophoben Isoleucins (I)

� Position 22: Austausch von Leucin (L) und des �ahnlichen Isoleucins (I) gegen

das aromatische Tyrosin (Y) bei APE 1-1 und APE 1-2

� Position 36/37: APE 1-1 und APE 1-2 besitzen zwei hydrophile Serine (S)

anstelle der basischen AS Lysin (H) und Histidin (K)

� Position 39/40: Bei APE 1-1 tritt anstelle eines Prolins (P) Glutamin (Q)

und das hydrophile Threonin wird bei APE 1-1 und bei APE 1-2 durch ein

Leucin (L) ersetzt.

Beim ATX Ia tauchen zus�atzlich zu den Ver�anderungen an den aufgef�uhrten Po-

sitionen noch weitere acht Substitutionen auf. Dieses Toxin wurde in die Analyse
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mit einbezogen, da es in der Vergangenheit Bestandteil zahlreicher Untersuchungen

war und somit bereits ausf�uhrlich beschrieben wurde (Norton 1991). Vorversuche

zeigten an den Zellen der Linie N1E-115 jedoch keine erkennbare Wirkung auf das

Verhalten des Natriumkanals.

3.3.3 Dreidimensionale Proteinstruktur

Die dreidimensionale Struktur der in Abbildung 3.31 aufgef�uhrten Anemonentoxi-

ne konnte mit Hilfe des Experimental Swiss-Model Protein Modelling E-mail Ser-

vers konstruiert werden. Dabei werden bereits vorhandene NMR Daten (magneti-

sche Kernresonanzspektroskopie) von altbekannten Polypeptiden mit neuen Amino-

s�auresequenzen verglichen und entsprechend neu modi�ziert. Wie bereits die Auf-

schl�usselung der Prim�arstruktur zeigte, be�nden sich innerhalb der Toxine gro�e

Bereiche homologer Strukturen, so da� die dreidimensionale Topologie dieser Mo-

lek�ule ebenfalls gro�e �Ahnlichkeiten aufweist. Besonders konservativ verhalten sich

hierbei die Cystein-Reste an den Positionen 4,6,27,34,44 und 45 bei allen untersuch-

ten Fraktionen. Durch die Anwesenheit dieser Aminos�auren kommt es innerhalb der

Molek�ule zur Ausbildung von drei Disul�dbr�ucken und zwar zwischen den Cystein-

Resten 4 � 45, 6 � 34 und 27 � 44. Hierdurch entstehen Polypeptide mit einer

stark rotierenden, vier-str�angigen, antiparallelen �-Faltblatt Struktur, die �uber drei

de�nierte Schleifen miteinander in Verbindung stehen. Cys-4 und Cys-6 geh�oren

zum ersten , Cys-45 (ATX Ia: Cys-44) zum dritten und Cys-34 zum vierten Strang

des �-Faltblattes. In unmittelbarer Umgebung zu diesen Disul�dbr�ucken be�nden

sich hydrophobe Sequenzbereiche, die zur Ausbildung eines hydrophoben Zentrums

innerhalb der Toxine f�uhren (Fogh et al. 1990, Widmer et al. 1989).

Durch die Sequenzunterschiede treten Ver�anderungen vornehmlich an der Ober�ache

der Molek�ule auf, die sich dort auf die r�aumliche Struktur auswirken. In der Ab-

bildung 3.31 werden diese ober�achlichen Divergenzen nach Rotation der Toxine

anhand der unterschiedlichen Abdeckung der Asparagins�aure in Position 7 und 9
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(rot) erkennbar. Desweiteren zeichnen sich besonders APE 2-1 und ATX II durch

eine h�ohere Anzahl hydrophober AS in diesem Bereich aus. Auch der h�ohere Anteil

basischer AS an der Ober�ache dieser beiden Toxine f�uhrt zu Ver�anderungen, die

besonders ATX II im Vergleich zu den Toxinen APE 1-1 und APE 1-2 kompakter

erscheinen l�a�t.

In der Abbildung gekennzeichnet ist die AS-Substitution von APE 1-1 an Posi-

tion 22 (Y22) und 39 (Q39), wo bei den Isotoxinen APE 1-1 und APE 1-2 die

Struktur des aromatischen Tyrosins sichtbar wird. Dieser Austausch ver�andert im

Vergleich zu den anderen beiden Toxinen den hydrophoben Charakter dieser Ober-

�achenregion zuungunsten dieser zwei Isotoxine. Verst�arkt wird dieser E�ekt beim

APE 1-1 zus�atzlich durch den Austausch von Glutamin gegen Prolin in Position 39,

welches sich an der Ober�ache in unmittelbarer N�ahe zum Tyrosin 22 be�ndet. Of-

fensichtlich tre�en in dieser Region die beiden gro�en Schleifen aufeinander, so da�

Substitutionen an dieser Stelle zu Ver�anderungen in der Architektur des Molek�uls

f�uhren und diesen ansonsten hydrophoben Bereich chemisch modi�zieren k�onnen.
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Abbildung 3.31: 3D-Modelle der Proteinstruktur verschiedener Toxine der Seeanemonen
Anthopleura elegantissima (APE ) und Anemonia sulcata (ATX ).
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Diskussion

Ziel dieser Untersuchungen war es, elektrophysiologisch anhand von Ganzzell- und

Einzelkanaluntersuchungen die Wirkung von verschiedenen Isotoxinen der Seeane-

monen Anthopleura elegantissima und Anemonia sulcata an spannungsinduzierba-

ren Natriumkan�alen von Neuroblastomzellen der Linie N1E-115 n�aher zu untersu-

chen und Struktur-Wirkungsunterschiede herauszu�nden. Ein besonderes Interesse

bestand darin, eine Erkl�arung f�ur Ver�anderungen des makroskopischen Natrium-

stromes durch die Analyse des Einzelkanalverhaltens zu �nden. Desweiteren stellte

sich die Frage, welche Auswirkung minimale Aminos�auresubstitutionen der isolier-

ten Anemonentoxine auf die Steuerung der Natriumkan�ale haben.

Bei den verwendeten Toxinen handelte es sich um Polypeptide, die in ihrer Struk-

tur eine Kette aus 46-47 Aminos�auren bilden und intramolekular durch 2-3 Disul-

�dbr�ucken stabilisiert sind. In Toxizit�atstest im Labor von Prof. L. B�eress erwiesen

sich im Vorfeld der Untersuchungen Strandkrabben (Carcinus maenas) besonders

emp�ndlich gegen�uber diesen Toxinen, w�ahrend die Giftwirkung an S�augerzellen

(Herzmuskelzellen) unterschiedlich aus�el (Ravens, 1976; Ravens et al., 1995).

Spezi�scher Angri�spunkt dieser Toxine sind die Natriumkan�ale von Nervenmem-

branen. Mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik (Neher & Sakmann, 1976; Hamill

et al., 1981) ist es m�oglich, die Auswirkungen auf die Kinetik des transienten Na-



4.1. VERSUCHE IN RINGERL�OSUNG 85

triumstromes zu untersuchen.

Als Untersuchungsobjekt bew�ahrten sich die S�auger-Tumorzellen der Linie N1E-115,

da sie einfach zu z�uchten (Spector, 1981) und ihre Ionenstr�ome vergleichbar mit

denen anderer erregbarer Gewebe sind (Moolenar & Spector, 1978; Aldrich

et al., 1983).

4.1 Versuche in Ringerl�osung

Die spannungsabh�angigen Natriumkan�ale sind verantwortlich f�ur den steilen An-

stieg des Aktionspotentials in Nerven- und Muskelzellen. Klassische Voltage-Clamp-

Experimente am Tinten�sch-Axon (Hodgkin & Huxley, 1952) und anderen er-

regbaren Membranen (Frankenhaeuser, 1960; Ulbricht & Schmidtmayer,

1981; Gonoi & Hille, 1987), sowie an den hier verwendeten N1E-115 Zellen

(Moolenaar & Spector, 1978; Aldrich et al., 1983) konnten zeigen, da�

die Permeabilit�at der Membran bei anhaltender Depolarisation (UM � 0 mV ) f�ur

Natriumionen zun�achst rasch ansteigt und anschlie�end relativ langsam auf Null

zur�uckgeht. Dabei wird allgemein angenommen, da� die Natriumkan�ale zun�achst

aktiviert werden, was zum �O�nen der Kan�ale f�uhrt und unmittelbar danach die

Inaktivierung einsetzt, die das Schlie�en der Kan�ale bewirkt (Armstrong, 1981;

Bezanilla, 1985; Patlak, 1991; Sigworth, 1983; Keynes & Meves, 1993).

Der abnehmende Stromverlauf, eingeleitet durch die einsetzende Inaktivierung, kann

an eine Exponentialfunktion angepa�t werden, die nach fr�uheren Vorstellungen einen

monophasischen (Hodgkin & Huxley, 1952; Aldrich & Stevens, 1987; Qu-

andt, 1988), nach heutiger Ansicht jedoch einen diphasischen Verlauf hat (Chiu,

1977; Schmidtmayer, 1989; Niemann 1990). Die Ergebnisse dieser Arbeit

best�atigten die Diphasizit�at dieser Inaktivierung sowohl bei den Ganzzell- als auch

bei den aufsummierten Einzelkanalstr�omen. In den Kontrollversuchen nahmen mit

ansteigendem Membranpotential die beiden Zeitkonstanten ab, wobei mit ; 95% die

Konstante �0, die den schnellen Anteil der Inaktivierung beschreibt (vgl. Nagy et
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al., 1983; Niemann, 1990), den weitaus g�o�eren Anteil hatte.

Charakteristisch f�ur den Natriumstrom ist seine Abh�angigkeit vom Reizpotential

UM . Me�bare Gr�o�e hierf�ur ist der Natriumspitzenstrom (Ipeak). Dieser steigt

mit zunehmendem Potential an, da proportional hierzu die Anzahl der aktivierten

Kan�ale zunimmt und die auf die Natriumionen wirkende elektromotorische Kraft die

Ionen in die Zelle treibt (Eckert & Randall, 1986). Nach Durchlaufen des Ma-

ximums in der Strom-Spannungskurve (UM � 0 mV ) nimmt diese treibende Kraft,

aufgrund der Ann�aherung an das Na+-Gleichgewichtspotential allm�ahlich ab. Die-

ser Natriumu� durch die Membran ist das Ergebnis der Membranleitf�ahigkeit, d.h.

der statistischen Anzahl ge�o�neter Kan�ale und der elektrochemischen Triebkraft auf

dieses Ion (Kandal, Schwartz & Jessel, 1996).

Wie die Einzelkanalergebnisse zeigten, besitzen die Natriumkan�ale zwei Zust�ande,

einen o�enen und einen geschlossenen, wobei jeder Kanal nach der Alles-oder-Nichts-

Regel �o�net. Im o�enen Zustand ie�t durch den Kanal ein pulsartiger Strom mit

konstanter Amplitude aber unterschiedlicher Dauer. Die Leitf�ahigkeit f�ur den Ein-

zelkanal, die sich aus der Strom-Spannungs-Beziehung ergibt, liegt zwischen 10 und

14 pS (Nagy et al., 1983; Quandt & Narahashi, 1982; Niemann, 1990).

Werden aktivierbare Natriumkan�ale �uber einen Spannungspuls gereizt, �o�nen die-

se unmittelbar, h�au�g mehrmals hintereinander. Nahezu gleichzeitig setzt jedoch

ebenfalls die Inaktivierung ein, so da� es nach ca. 10 ms trotz anhaltender Depola-

risation zu keiner weiteren �O�nung kommt. Der Kanal be�ndet sich im inaktiven,

geschlossenen Zustand. Der Verlauf der Inaktivierung ist spannungsabh�angig und

wird proportional zum ansteigenden Membranpotential schneller.

4.2 Toxinapplikation

Die Applikation der Anemonentoxine von Anthopleura elegantissima und Anemonia

sulcata zeigte vor allem Auswirkungen auf die Kinetik der Inaktivierung. Beide In-

aktivierungszeitkonstanten waren nach Toxingabe deutlich verl�angert, und es bildete
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sich zus�atzlich eine persistierende Komponente aus. Es kam zu einer teilweisen Auf-

hebung der Inaktivierung. O�ensichtlich unterschieden sich bez�uglich der Wirkung

auf den Inaktivierungsmechanismus des Natriumkanals zwei Gruppen von Toxin-

fraktionen, die ein vollst�andiges Schlie�en des Kanals mit einer Wahrscheinlichkeit

von 20% (APE 1-1, ATX II ) oder 40% (APE 1-2, APE 2-1, APE 5-3 ) bei einer

Toxinkonzentration von 5�g=ml und einer Kommandospannung von UM � 0 mV

verhinderten. Andere zuvor an N1E-115-Zellen geteste Gifte und chemische Sub-

stanzen zeigten auf diesen Kanal-Mechanismus �ahnliche Wirkungen: Chloramin T

(Niemann, 1990); APE 2-2, APE 2-1 (Afra, 1998); AP-A (Kodoma et al.,

1981; Norton et al., 1986; Sheets et al., 1995; Wasserstrom et al. 1993);

AP-B ( Norton et al. 1978, 1981; Norton et al., 1986; Benzinger et al.,

1998).

Eine Zunahme des Spitzenstromes (Ipeak), wie es nach Gabe von Chloramin T der

Fall ist (Niemann, 1990), konnte nach Applikation der Anemonentoxine nicht fest-

gestellt werden, daher kann die These von Ruigt et al. (1987), da� Gate modi-

�er sog. stille Kan�ale aktivieren, nicht best�atigt werden. Allerdings kam es unter

dem Einu� der Toxine (APE 2-1, APE 5-3 ) zu einer Verschiebung der Strom-

Spannungskurve sowohl zu negativeren Potentialen (APE 5-3 : ca. 10 mV ) als auch

zu positiveren Potentialen (APE 2-1 : ca. 20 mV ). Aus diesem Grund k�onnte es bei

der Betrachtung eines einzigen Potentials zu scheinbaren Ver�anderungen des Natri-

umspitzenstromes kommen.

Der persistierende Natriumstrom zeigte ebenfalls eine Strom-Spannungsabh�angigkeit.

Allerdings lag das Maximum f�ur die persistierende Komponente unter dem Einu�

aller applizierten Toxine (Ausnahme APE 1-1 ) im Vergleich zu den entsprechenden

Spitzenstrommaxima um 4UM � 10 mV zu positiveren Potentialen verschoben.

Gerade bei diesen h�oheren Potentialen (UM > 10 mV ) stieg auch die Wirkung

der Toxine auf den Inaktivierungsmechanismus, was anhand der relativen Gr�o�e

des persistenten Natriumstromes erkennbar wurde, wohingegen Ipeak zunehmend

absank. Durch diese unterschiedliche Potentialabh�angigkeit zwischen diesen bei-
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den Stromkomponenten kam es innerhalb der Originalregistrierungen zu den be-

schriebenen crossing-over -Erscheinungen, die zuvor bereits von Niemann (1990)

f�ur die Wirkung von Chloramin T beschrieben worden sind. Diese Di�erenz in der

Potentialabh�angigkeit dieser beiden Stromkomponenten war besonders anhand des

Quotienten persistierender Strom zu Spitzenstrom (Ipers=Ipeak) zu erkennen. Mit

zunehmendem Potential �el dabei das Verh�altnis zugunsten des Plateaustromes

(Ipers) aus. Die Homogenit�at der Natriumkan�ale erlaubte es, R�uckschl�usse dies-

bez�uglich aus der Einzelkanalanalyse zu ziehen. Dabei stellte sich heraus, da� durch

die Giftwirkung die Kan�ale auch in der Phase der Inaktivierung �o�neten und dieses

�O�nungsverhalten potentialabh�angig war. Die Ausbildung von Gruppenentladun-

gen (Bursts) spielte hierbei eine gro�e Rolle. So nahmen unter dem Einu� der

Toxine sowohl die Anzahl als auch die Dauer der einzelnen �O�nungen pro Burst

zu, wohingegen die Schlie�zeiten pro Burst abnahmen. Hieraus resultierten letzt-

endlich die Ver�anderungen im Gesamtstromverlauf, die sich besonders in dem per-

sistierenden Stromanteil �au�erten. Seit l�angerem ist die Wirkung der Anemonen-

toxine auf die Inaktivierung und auch auf die Aktivierung bekannt (Catterall,

1980; Narahashi et al., 1969; Bergman et al., 1976; Romey et al., 1976;

Ulbricht & Schmidtmayer, 1981). Wie bedeutend die Giftwirkung auf die Ak-

tivierung ist, beschreibt die mittlere Latenzzeit (time to peak) von Beginn des Reizes

bis Erreichen des Spitzenstromes, die unter dem Toxineinu� wenn �uberhaupt nur

geringf�ugig anstieg. Der Einu� der Anemonentoxine beschr�ankte sich demnach im

wesentlichen auf die Inaktivierung. In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage,

inwiefern Aktivierung und Inaktivierung sich gegenseitig beeinussen oder in irgend-

einer Abh�angigkeit zueinander stehen.

Vermutlich ist die Aktivierung eng mit den S4-Segmenten des Natriumkanals verbun-

den (vgl. 1.1). Diese Segmente enthalten positiv-geladene Arginin- und Lysinreste,

die teilweise �uber die Membran herausragen und als Spannungssensoren die Poten-

tialabh�angigkeit des Kanals bewirken (Noda et al., 1986; Greenblatt et al.,

1985; Guy & Conti, 1990). Die f�ur die Inaktivierung verantwortlichen Regionen,
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die quasi das Aktivierungstor darstellen, werden hingegen eher auf der cytosolischen

Seite im Bereich der Schleife zwischen D3 und D4 vermutet (Vassilev et al., 1988;

St�uhmer et al., 1989; Patton et al., 1992). Versuche mit Pronase, die von

der cytosolischen Seite appliziert, die Inaktivierung v�ollig aufhebt, best�atigten diese

Vermutung (Armstrong et al., 1973).

O�ensichtlich liegen die f�ur beide Prozesse verantwortlichen Regionen nicht in un-

mittelbarer N�ahe zueinander. Wohl aus diesem Grund konnte bisher eine Kopplung

zwischen Aktivierung und Inaktivierung noch nicht eindeutig nachgewiesen werden.

Anfangs gingen Hodgkin & Huxley (1952) davon aus, da� beide Prozesse un-

abh�angig voneinander seien. Armstrong & Bezanilla (1977) vertraten die Mei-

nung, die Inaktivierung h�angt direkt von der Aktivierung ab. Keynes (1992) be-

hauptete sogar, da� sich die Inaktivierung auf verschiedenen Aktivierungszust�anden

gr�undet. Seitdem gehen die Meinungen diesbez�uglich stark auseinander. Zahlreiche

Untersuchungen an Natriumkanalmutanten konnten bis dato noch keinen eindeuti-

gen Aufschlu� dar�uber geben, ob eine Kopplung vorliegt oder nicht (O'Leary et al.,

1995; Filatov et al., 1998). Cummins et al. (1998) versuchten in j�ungster Zeit

den Kompromi� einzugehen, da� verschiedene Kanalisoformen auch unterschiedliche

Kinetiken und Abh�angigkeiten auf die Inaktivierung auspr�agen.

Insgesamt beschr�ankt sich die Wirkung der Toxine, wie auch die Ergebnisse dieser

Arbeit zeigten, im wesentlichen auf einer Beeinussung der Inaktivierung. Dieser

Befund ist bei der Wahl eines geeigneten stochastischen Modells zur Berechnung

simulierter Natriumstr�ome von Bedeutung. Ein derartiges Modell soll einen Zu-

sammenhang zwischen mikroskopischen Einzelkanal- und makroskopischen Gesamt-

str�omen herstellen und somit die Ergebnisse dieser beiden Analysen vergleichbar

machen. Im weiteren Verlauf dieser Diskussion geht es daher um die Wahl eines

geeigneten Modells zur Berechnung der diphasischen Inaktivierung.
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4.3 Modellbetrachtungen

Wie bereits erw�ahnt, gingen urspr�unglich Hodgkin & Huxley (1952) von einer

Unabh�angigkeit der Aktivierung und der Inaktivierung aus. F�ur das Permeabi-

lit�atsverhalten des Natriumkanals lag dabei folgendes klassisches Modell zugrunde:

W�ahrend eines Stimulus springt der Kanal aus einem ruhenden, aktivierbaren Zu-

stand in den aktivierten, o�enen und anschlie�end in den inaktivierten, geschlosse-

nen Zustand �uber. Kontrolliert werden diese Zust�ande durch das unterschiedliche,

kinetische Verhalten des Aktivierungs- und des Inaktivierungstores. Die Membran-

leitf�ahigkeit gNa f�ur Natriumionen h�angt von der �O�nungswahrscheinlichkeit dieser

beiden Tore ab und ist direkt-proportional zu den beiden Parametern m und h. m

beschreibt die Wahrscheinlichkeit, da� der Kanal aktiviert ist, h die Wahrscheinlich-

keit, da� der Kanal nicht inaktiviert ist, so da� gNa = gNam
3h ist. gNa entspricht

dabei der theoretisch maximalen Leitf�ahigkeit. m und h sind potentialabh�angig und

nehmen Werte zwischen 0 und 1 an. W�ahrend des Ruhepotentials ist h nahezu 1

und m sehr klein, steigt jedoch nach Depolarisation des Membranpotentials schnell

an, w�ahrend h langsam abnimmt. Bleibt die Membran depolarisiert geht h lang-

sam gegen 0 und beschreibt in seiner Kinetik den �Ubergang vom nicht-inaktivierten,

ge�o�neten (o) in den inaktivierten, geschlossenen (c) Zustand, demnach den Verlauf

der Inaktivierung:

o
ac
*)
ao

c:

ao und ac stellen spannungsabh�angige Geschwindigkeitskonstanten dar. Sie be-

stimmen bei einem gegebenen Potential sowohl die mittlere Aufenthaltsdauer im

nicht-inaktivierten Zustand, t0 =
1

(ac+ao)
, als auch die Zeitkonstante der Inaktivie-

rung der gesamten Membran (�h = t0), die dem Abfall des Natriumstromes nach

Durchlaufen des Spitzenwertes entspricht. Allerdings bedeutet die Existenz ledig-

lich einer Abfallszeitkonstanten (�h), da� der Gesamtstromverlauf der Inaktivierung

nach Aussage dieses Zwei-Zustand-Modells nur mit einer monophasischen Exponen-

tialfunktion angepa�t werden kann. Eine Anpassung mit nur einer Zeitkonstanten
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ist jedoch nach heutiger Ansicht nicht mehr g�ultig. Vielmehr mu� der Verlauf der

Inaktivierung genaugenommen als diphasisch betrachtet und somit mit einer di-

exponentiellen Funktion, wie es auch im Rahmen dieser Untersuchungen gemacht

worden ist, beschrieben werden(Chiu, 1977; Schmidtmayer, 1989; Niemann

1989). Die Existenz einer schnellen (�0) und einer langsamen (�1) Abfallszeitkon-

stante kann nicht mehr mit dem klassischen Zwei-Zustands-Modell erkl�art werden,

es sei denn, es g�abe zwei Kanalpopulationen mit unterschiedlicher Kinetik (Benoit

et al., 1985). Doch die erwiesene Homogenit�at der Natriumkan�ale erforderte eine

Erweiterung des Hodgkin-Huxley-Modells, in der der Diphasizit�at Rechnung getra-

gen wird.

Chiu (1977) entwickelte daraufhin ein Modell, in dem er einen zweiten geschlossenen

Zustand c2 an das klassische Modell anf�ugte. Dieser Zustand c2 ist absorbierend.

Die aus ihm herausf�uhrende Geschwindigkeitskonstante (a32) geht gegen Null.

o
a12
*)
a21

c1
a23
*)
a32

c2:

Auch f�ur dieses Modell gilt, da� Aktivierung und Inaktivierung unabh�angig vonein-

ander sind. Die zuvor mit �h bezeichnete Inaktivierungszeitkonstante spaltet sich

nunmehr in zwei Zeitkonstanten auf, die �uber die vier, ebenfalls potentialabh�angigen

Geschwindigkeitskonstanten aij, de�niert sind:

�0 =
2

[p+ (p2 � 4q)
1
2 ]

(4.1)

�1 =
2

[p+ (p2 � 4q)
1
2 ]

(4.2)

q = a21a32 + a32a12 + a23a12 (4.3)

p = a21 + a12 + a23 + a32: (4.4)

Mit dem Chiu-Modell kann sowohl die Diphasizit�at des Inaktivierungsverlaufes auf-

grund zweier Geschlossenzust�ande erkl�art als auch ein Zusammenhang zu den mi-

kroskopischen Str�omen hergestellt und folgenderma�en beschrieben werden: Ein
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hyperpolarisierender Vorimpuls bzw. ein geeignetes Haltepotential hebt die Inakti-

vierung vollst�andig auf, bringt s�amtliche Natriumkan�ale in den nicht-inaktivierten

Zustand (h1 = 1). Zu Beginn einer Potentialerh�ohung (t = 0) ist das Gleichgewicht

ganz nach links verschoben, augenblicklich �o�nen die Kan�ale und verbleiben kurzfri-

stig im o�enen Zustand. Etwa zur gleichen Zeit setzt der Proze� der Inaktivierung

ein und verschiebt das Gleichgewicht nach links in die zwei geschlossenen inaktivier-

ten Zust�ande. Aus dem Zustand c1 kann ein Kanal entweder zur�uck in den o�enen

Zustand (o) oder aber in den absorbierenden (c2) wechseln. Die Verweildauer in ei-

nem dieser Zust�ande ist dabei gleich der reziproken Summe der aus diesen f�uhrenden

Geschwindigkeitskonstanten (aij). Auch das Burstverhalten des Einzelkanals, wie

es sich besonders unter der Toxinwirkung einstellte, kann mit Hilfe dieses Modells

erkl�art und die in der Burstanalyse (vgl. 3.2.4) de�nierten O�en- und Schlie�zeiten

formell mit den �Ubergangsraten wie folgt in einen Zusammenhang gebracht werden:

� Bo =
1
a12

: die mittlere �O�nungsdauer innerhalb der Bursts. Die �Ubergangs-

konstante a12 beschreibt die Wahrscheinlichkeit des Kanals, sich in diesem

O�enzustand zu be�nden

� Bc =
1

a21+23
: die mittlere Schlie�zeit innerhalb der Bursts

� Bg =
1
a32

: das Intervall zwischen den Bursts.

Kommt es zu einer vollst�andigen Inaktivierung, geht die �Ubergangsrate a32 gegen

Null (lima32!0), d.h. die Wahrscheinlichkeit, zur�uck zu c1 zu gelangen, ist sehr

gering, das Auftreten von Bursts wird unterdr�uckt. Dies gilt jedoch nur f�ur das

Einzelkanalverhalten in Ringerl�osung.

Unter dem Einu� von Toxinen, wie den Anemonentoxinen, die die Inaktivierung

beeinussen und die Entstehung persistierender Str�ome bewirken, m�ussen sich of-

fensichtlich die �Ubergangskonstanten ver�andern. Dabei k�onnte zum einen c2 nicht

vollst�andig absorbierend sein, a32 erreicht einen Wert gr�o�er Null, so da� es zum ver-

mehrten Auftreten von Bursts kommen kann. Zum anderen k�onnten die Konstanten,
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die in oder aus dem Zustand c1 f�uhren, ver�andert sein, was z.B. eine verl�angerte,

mittlere �O�nungsdauer (Bo) der Kan�ale erkl�aren w�urde. Aufschlu� hier�uber soll im

folgenden die Berechnung dieser �Ubergangskonstanten aus den ermittelten Ergeb-

nissen liefern.

4.3.1 Berechnung der �Uberganskonstanten

Ziel dieser Berechnungen war es, die mikroskopischen und makroskopischen Ergeb-

nisse der Untersuchungen durch ein Modell (Chiu-Modell) miteinander in Einklang

zu bringen. Hierbei wurden die Ergebnisse aus der Einzelkanalanalyse zur Berech-

nung der �Ubergangswahrscheinlichkeiten verwendet und �uber ein algorithmisches

Rechenverfahren mit dem Gesamtstrom in einen Zusammenhang gebracht.

Daf�ur wurden zun�achst die �Ubergangskonstanten a12; a21+23 und a32 aus den Daten

der Einzelkanalanalyse unter der Verwendung von Bo, Bc und Bg ermittelt. Mit

Hilfe des Runge-Kutta-Algorithmus wurde anschlie�end numerisch die �Offnungs-

wahrscheinlichkeit durch Einsetzen der Geschwindigkeitskonstanten berechnet und

die hierdurch simulierte Kurve mit dem Stromverlauf aus den Experimenten, also

den Originalregistrierungen, verglichen. Gab es noch gr�o�ere Abweichungen zwi-

schen diesen beiden Kurvenverl�aufen, so wurden die entsprechenden Konstanten

solange variiert, bis die Verl�aufe �ubereinstimmten. Auf diese Weise wurden f�ur die

Kontrollregistrierungen bei UM = 0 mV die folgenden Geschwindigkeitskonstanten

ermittelt und der entsprechende Kurvenverlauf simuliert (Abb. 4.1):

a12 = 0:78
m

s
; a21 = 0:339

m

s
; a23 = 0:43

m

s
; a32 = 0:0

m

s
:

Zu Beginn der Inaktivierung in Folge eines Spannungsreizes pendelt der Natrium-

kanal zun�achst zwischen dem ge�o�neten (o) und dem ersten geschlossenen (c1) Zu-

stand hin und her und springt anschlie�end in den zweiten absorbierenden Zustand

(c2), wo er ohne Gifteinwirkung verbleibt. Da die Inaktivierung jedoch schnell ein-

setzt, ist die Wahrscheinlichkeit f�ur den einzelnen Kanal, den o�enen Zustand (o)
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Abbildung 4.1: Ganzzellableitung des Natriumstromes in Ringerl�osung und sein berech-
neter Kurvenverlauf bei UM = 0 mV w�ahrend eines 70 ms dauernden Impulses. Die
Berechnung erfolgte in Anlehnung an das Drei-Zustands-Modell von Chiu unter der Ver-
wendung des Runge-Kutta-Algorithmus. Es wurden folgende Geschwindigkeitskonstanten
zugrunde gelegt: a12 = 0:78 m

s
, a21 = 0:339 m

s
, a23 = 0:43 m

s
, a32 = 0:0 m

s
. h bezeichnet

das absolute Ma� der Inaktivierung.

zu verlassen und somit a12, sehr hoch. Bei einer vollst�andigen Inaktivierung gehen

die Geschwindigkeitskonstanten, die aus dem letzten geschlossenen Zustand c2 her-

ausf�uhren (a32), gegen Null, so da� der R�uckweg von c2 zu c1 unwahrscheinlich ist.

Unter dem Einu� der Toxine mu� sich diese Wahrscheinlichkeit (a32 > 0) ver�andern.

Auf diese Weise kann der Kanal wieder in den o�enen Zustand zur�uckspringen und

erneut zwischen (o) und (c1) pendeln. Hierdurch k�ame es zur Ausbildung von Bursts.

Die Geschwindigkeitskonstante a32 w�urde hierbei als schaltendes Element fungieren

und die Entstehung und vielleicht auch die Gr�o�e der persistierenden Str�ome be-

stimmen.

Analog zur numerischen Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten in Ringerl�osung

ergab die Ermittlung der Konstanten unter dem Einu� der unterschiedlich stark

wirkenden Toxine APE 1-1 und APE 1-2 (UM = 0 mV ) folgende Werte und ent-

sprechende simulierte Kurvenverl�aufe (4.2):
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Tabelle 4.1: �Ubergangswahrscheinlichkeiten f�ur das Drei-Zustands-Modell von Chiu unter
dem Einu� der Anemonentoxine APE 1-2 und APE 1-2 auf den Natriumkanal.

P a12 [
m
s
] a21 [

m
s
] a23 [

m
s
] a32 [

m
s
]

20% 0.20 0.40 0.46 0.10

40% 0.145 0.58 0.46 0.099

P: Persistierender Natrium-Stromanteil.

Durch den Einu� dieser Toxine ver�andern sich im Vergleich zur Kontrolle im

wesentlichen die Konstanten a12, a21 und a32. Wie bereits angedeutet, hat bei

der Ausbildung der Bursts und somit persistierender Str�ome die Konstante a32

eine besondere Bedeutung. Funktionell scheint diese Konstante jedoch lediglich

eine schaltende Rolle einzunehmen, da sowohl unter dem Einu� von APE 1-1

als auch APE 1-2 f�ur a32 nahezu der gleiche Wert ermittelt wurde. Unterschie-

de in der Wirkung dieser Toxine auf den Natriumkanal erkl�aren sich nicht aus der

�Ubergangswahrscheinlichkeit von c2 nach c1, sondern vor allem durch den Einu�

auf die Kinetik der Konstanten a12. Je st�arker das Toxin auf den Natriumka-

nal wirkt, umso kleiner wird der Wert dieser Konstanten. Hierdurch steigt die

Wahrscheinlichkeit f�ur den Kanal, im o�enen Zustand zu verbleiben. Die Ergeb-

nisse aus der Einzelkanalanalyse best�atigen die Ergebnisse aus diesen Berechnun-

gen. F�ur APE 1-1 ergab die Analyse eine mittlere O�enzeit bei UM = 0 mV von

Bo = 6:28�0:29 ms und f�ur APE 1-2 von Bo = 7:94�0:96 ms. Eingesetzt in obige

Gleichung zur Berechnung der �Ubergangsraten (Bo =
1
a12

) ergab dies f�ur APE 1-

1 eine �Ubergangswahrscheinlichkeit von a12 = 0:16 und f�ur APE 1-2 von a12 = 0:13.

Zusammengefa�t er�o�net die Wirkung der Anemonentoxine die M�oglichkeit, aus

dem eigentlich absorbierenden Zustand c2 �uber a32 wieder nach c1 und o zur�uck-

zuspringen und die Ausbildung persistierender Str�ome zu bewirken. Die Gr�o�e

dieses Stromanteils h�angt jedoch nicht von dem Einu� des jeweiligen Giftes auf die
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Abbildung 4.2: Ganzzellableitung des Natriumstromes unter dem Einu� verschiedener
Anemonentoxine und berechnete Kurvenverl�aufe bei UM = 0 mV w�ahrend eines 70 ms
dauernden Impulses. Die Berechnung erfolgte in Anlehnung an das Drei-Zustands-Modell
von Chiu unter der Verwendung des Runge-Kutta-Algorithmus. Es wurden folgende
Geschwindigkeitskonstanten zugrunde gelegt: APE 1-1: a12 = 0:20 m

s
, a21 = 0:40 m

s
,

a23 = 0:46 m
s
, a32 = 0:10 m

s
; APE 1-2: a12 = 0:145 m

s
, a21 = 0:58 m

s
, a23 = 0:46 m

s
,

a32 = 0:099 m
s
. h bezeichnet das absolute Ma� der Inaktivierung.

Konstante a32, sondern vielmehr auf die Konstante a12, ab. a32 w�are sozusagen der

Schalter (qualitativer E�ekt), a12 der Regler (quantitativer E�ekt) bei der Wirkung

von Anemonentoxinen auf den Natriumstrom.

4.3.2 Station�are Inaktivierung

Die Kurve der station�aren Inaktivierung beschreibt die Wahrscheinlichkeiten des

Natriumkanals, in Abh�angigkeit vom Membranpotential sich im o�enen Inaktivie-

rungszustand zu be�nden. Bezogen auf das Chiu-Modell bedeutet dies, da� auch

die �Ubergangswahrscheinlichkeiten zwischen den Inaktivierungszust�anden (c1; c2)

und somit die Geschwindigkeitskonstanten aij in dieser Potentialabh�angigkeit ste-

hen. Variiert das Membranpotential (UM), ver�andern sich die Konstanten, f�ur die

sich dann jeweils ein neues Gleichgewicht einstellt. Dieses Gleichgewicht ist nach
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Ablauf der Inaktivierung erreicht.

Die Potentialabh�angigkeit von h1 wurde im Experiment durch Variation der St�arke

des Vorimpulses (Vpp) initiiert (vgl. 3.1.3). Der anschlie�ende Testimpuls gab Aus-

kunft dar�uber, wieviele Natriumkan�ale nach Ende des Vorimpulses noch aktivierbar,

also nicht inaktiviert, waren. In Ringerl�osung zeigte sich hierbei, da� die Inaktivie-

rung f�ur Vpp > 30 mV vollst�andig war (h1 = 0) und f�ur Vpp < �120 mV v�ollig

aufgehoben war (h1 = 1). Transferriert auf das Modell bedeutet dies: Bei stark

negativen Potentialen nimmt f�ur den Natriumkanal die Verweildauer im o�enen Zu-

stand o an Bedeutung zu, somit geht die Geschwindigkeitskonstante a12 gegen Null.

Bei positiven Potentialen hingegen mu� diese Konstante stark ansteigen und a32

entsprechend gegen Null tendieren, so da� die Wahrscheinlichkeit f�ur den Kanal,

sich im Zustand c2 zu be�nden, w�achst.

Um die potentialabh�angige Verschiebung der Geschwindigkeitskonstanten zu be-

rechnen, f�uhrte Schmidtmayer (1986) sog. Korrekturfaktoren ein, die bei einer

Ver�anderung des Potentials auf alle �Ubergangskonstanten bezogen werden m�ussen.

Diese Korrekturfaktoren stehen in folgender Beziehung zu den Konstanten aij:

aij = sije
(gijV )ms�1 (4.5)

wobei sij (ms
�1) und gij (ms

�1) die jeweiligen Korrekturfaktoren darstellen. V be-

schreibt die Abweichung vom Ruhepotential (mV ).

Die Einf�uhrung der Korrekturfaktoren gewinnt vor allem an Bedeutung bei der Er-

kl�arung des Kurvenverlaufes der station�aren Inaktivierung unter Toxineinu�. Wie

ver�anderte sich dieser Kurvenverlauf? Durch die Applikation der Anemonentoxine

wurde die Inaktivierung in Abh�angigkeit vom Gift unvollst�andig, das Inaktivierungs-

tor schlo� nicht vollst�andig, h1 wurde bei keinem Potential null. Im Vergleich zur

Kontrollkurve sank die h1-Kurve nicht bis auf null ab, wurde sogar nicht-monoton,

d.h. nahm bei weiter ansteigendem Potential (Vpp) wieder zu. Besonders au��allig

war eine Rechtsverschiebung dieser Kurve. Diese Verschiebung darf jedoch nicht als
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ein spezi�scher E�ekt der Anemonentoxine angesehen werden, so wurde dieser E�ekt

auch nach Behandlung mit Chloramin-T beobachtet (Niemann, 1989) und scheint

allgemein f�ur Inaktivierungs-Modulatoren zu gelten. Ein sog. shift-Faktor (mV )

erkl�art nach Schmidtmayer (1986) diese Rechtsverschiebung und bringt diesen in

einen formellen Zusammenhang mit den Geschwindigkeitskonstanten. In Anlehnung

an die Potentialkorrektur aus Gleichung 4.5 ergibt sich hieraus:

aij = sije
(gij(V+S)ms�1 (4.6)

Liegt eine unvollst�andige Inaktivierung vor, so gelingt eine Anpassung an das Inak-

tivierungsmodell unter Verwendung einer Potential - und shift-Korrektur nur, wenn

die Konstante a32 bei keinem Potentialbereich gegen Null geht.

Warum es zu einem Wiederanstieg von h1 bei Potentialen Vpp > 0 mV kommt,

kann an dieser Stelle nicht beantwortet werden. Hinweise �uber das Auftreten die-

ses E�ektes gibt es bereits aus fr�uheren Untersuchungen (Ulbricht & Schmidt-

mayer, 1981; Schmidtmayer et al.,1983; Benzinger et al., 1998). Doch eine

Erkl�arung, die auch mit m�oglichen Modellen in Einklang gebracht werden k�onnte,

existiert nicht.

4.3.3 Aufhebung der Inaktivierung

Um die Inaktivierung aufzuheben, mu� das Reaktionsgleichgewicht des Inaktivie-

rungszustandes wieder nach links in den o�enen, bzw. den ruhenden, aktivierbaren

Zustand zur�uckgeholt werden. Grunds�atzlich sollte die Aufhebung der Inaktivie-

rung mit denselben Geschwindigkeitskonstanten zu beschreiben sein, die auch die

station�are Inaktivierung bestimmen. Der Unterschied besteht darin, da� der Re-

aktionsablauf in umgekehrter Richtung von c2 nach o verl�auft. An dieser Stelle sei

nochmals angemerkt, da� im Ruhe- oder aktivierbaren Zustand des Natriumkanals

das Inaktivierungstor (h) ge�o�net und das Aktivierungstor (m) geschlossen ist, so

da� der Ablauf der Inaktivierungsaufhebung mit dem o�enen Zustand des hier be-
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trachteten Tores (h) abgeschlossen ist.

Experimentell erfolgte die Aufhebung der Inaktivierung durch zwei aufeinanderfol-

gende Impulse, die von einem hyperpolarisierenden Impuls variierender Dauer ge-

trennt wurden (vgl. 3.1.4). In Abh�angigkeit von der Dauer dieses Zwischenimpulses

sank oder stieg die Anzahl erneut aktivierbarer Kan�ale, die anhand der Stromampli-

tude des zweiten Impulses ermittelt werden konnten. Dabei stellte sich heraus, da�

unter dem Einu� der Toxine die Erholung beschleunigt wurde. Auch hier bietet das

Modell von Chiu Erkl�arungsm�oglichkeiten. Aufgrund einer Umkehr der kinetischen

Verh�altnisse verl�auft die Aufhebung der Inaktivierung folgenderma�en:

c2
a23
*)
a32

c1
a21
*)
a12

o:

Findet diese Reaktion ohne Beeinussung durch Inaktivierungsmodulatoren statt

(z.B. Anemonentoxine) so durchl�auft jeder Kanal, da 100% der Kan�ale inaktiviert

sind (h1 = 0), �uber die Geschwindigkeitskonstanten a32 und a21 die Zust�ande c2; c1

und o. Ganz anders verh�alt sich dies jedoch nach Applikation der Toxine. Unter

diesen Umst�anden be�ndet sich, je nachdem um welches Gift es sich handelt, eine be-

stimmte statistische Anzahl der Kan�ale in einem burstenden Zustand, d.h. zwischen

c1 und o. Setzt unter dieser Vorraussetzung die Aufhebung ein, ben�otigen diese zu-

vor burstenden Kan�ale weniger Zeit, um in den o�enen Zustand o zur�uckzugelangen.

Eine bestimmte Zahl der Kan�ale be�ndet sich demnach nicht im inaktivierten Zu-

stand c2. Aus diesem Grund verl�auft die Aufhebung der Inaktivierung unter dem

Einu� der Modulatoren schneller.

Unterschiede in der Kinetik der Aufhebung unter dem Einu� verschiedener Toxine

erkl�aren sich daher aus der unterschiedlich starken Wirkung der Fraktionen. Je mehr

Kan�ale sich im burstenden Zustand be�nden, umso schneller �ndet die Aufhebung

der Inaktivierung statt. F�ur die Fraktionen APE 1-1, APE 1-2 und APE 2-1 traf

dies auch zu. Warum jedoch unter dem Einu� von ATX II, einem Toxin, welches

mit einer 20%igen Auspr�agung persistierender Str�ome eher zu den schw�acheren To-

xinen geh�ort, die Kinetik der Aufhebung besonders schnell ablief, kann an dieser
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Stelle nicht beantwortet werden. Versuche mit demselben Impulsprogramm, jedoch

bei unterschiedlichen Potentialen k�onnten dar�uber mehr Klarheit verscha�en.

4.3.4 Erweiterte Modelle

Obwohl es in der Vergangenheit Zweifel an der Unabh�angigkeit der Inaktivierung

von der Aktivierung gab und einige andere kinetische Modelle des Natriumkanals

versuchen, das Schaltverhalten unter der Ber�ucksichtigung einer Abh�angigkeit die-

ser beiden Zust�ande in Einklang zu bringen, wurde in dieser Arbeit das Modell von

Chiu gew�ahlt. Dies war insofern m�oglich, da die Anemonentoxine als sog. Site-3 -

Toxine keinen Einu� auf die Aktivierung aus�uben, sondern lediglich die Kinetik

der Inaktivierung beeinussen. Aus diesem Grund konnte ein Modell gew�ahlt wer-

den, welches gezielt nur den Verlauf der Inaktivierung versucht zu erkl�aren. Ein

erweitertes, ebenfalls nur die Inaktivierung betrachtendes Modell, von Schmidt-

mayer (1986) zyklisiert das Chiu-Modell und diskutiert die �Ubergangsm�oglichkeit

vom zweiten inaktivierten Zustand c2 zum o�enen o. Das Schmidtmayer -Modell

konnte insbesondere bei der Aufhebung der Inaktivierung in Abh�angigkeit verschie-

dener Haltepotentiale bessere Anpassungsergebnisse vorweisen. Da jedoch die Ge-

schwindigkeitskonstante zwischen diesen beiden Zust�anden (c2 *) o) bei Potentialen,

wie sie in dieser Arbeit betrachtet wurden, gegen Null tendiert, konnte diese Erwei-

terung au�er acht gelassen und das traditionelle Chiu-Modell verwendet werden.

Andere Modellbetrachtungen versuchen die Aktivierung miteinzubeziehen. Ald-

rich & Stevens (1987) z.B. erweiterten das Hodgkin-Huxley-Modell derart, da�

sie f�ur das Schaltverhalten des Natriumkanals von ruhenden Zust�anden ausgingen.

Aus diesen Zust�anden geht der Kanal �uber den Proze� der Aktivierung in den of-

fenen und anschlie�end durch die einsetzende Inaktivierung in den geschlossenen

Zustand �uber. Mit diesem Modell der Form R� *) c *) o konnten sie den Einu�

der �O�nungswahrscheinlichkeit auf den Stromabfall beschreiben. R� stellt hierbei

eine Zusammenfassung mehrerer ruhender Zust�ande dar. Allerdings besteht das



4.3. MODELLBETRACHTUNGEN 101

Modell nur aus einem geschlossenen inaktivierten Zustand und kann daher die Aus-

bildung von Bursts nicht befriedigend erkl�aren. Niemann (1990) erweiterte daher

dieses Modell um einen zus�atzlichen geschlossenen Zustand. Dabei entsprach in

diesem Modell der Inaktivierungsverlauf dem von Chiu postulierten, bezog jedoch

die Aktivierung zus�atzlich mit ein. Dies war insofern sinnvoll, da in den Experi-

menten von Niemann die Wirkung von Chloramin-T auf das Schaltverhalten des

Natriumkanals untersucht wurde. Chloramin-T beeinu�t sowohl den Verlauf der

Aktivierung als auch den der Inaktivierung.

Bei den oben beschriebenen Modellen basieren die �Ubergangswahrscheinlichkeiten

�uber indirekte Schlu�folgerungen aus den Einzel- und Ganzzellergebnissen. Bei Kon-

formations�anderungen ausgel�ost durch Potential�anderungen treten Ladungsverschie-

bungen (gating currents) auf der extrazellul�aren Seite des Natriumkanals auf (Arm-

strong & Bezanilla, 1974; Armstrong, 1981; Conti & St�uhmer, 1989),

die direkt gemessen werden k�onnen und als Grundlage f�ur weitere Modellbetrach-

tungen dienen. Keynes & Elinder (1998) fassen die Erkenntnisse dieser Nettola-

dungsverschiebungen am Kanal in ein weiteres, sehr komplexes Modell zusammen.

Mit diesem Modell k�onnen zwar Kanalzust�ande besser erfasst werden, allerdings

sind gating currents und Einzelkanalstr�ome darin nicht unmittelbar miteinander

vergleichbar. Es ist nicht m�oglich, die Ergebnisse aus Einzel- und Ganzzellableitun-

gen, wie sie in dieser Arbeit gemessen wurden, mit in dieses Modell einzubeziehen.

Zusammenfassend entsprach daher das Chiu-Modell v�ollig ausreichend den Anfor-

derungen, die die Ergebnisse der mikroskopischen und makroskopischen Natrium-

str�ome mit der Kinetik dieses Zustandsmodelles vereinbaren sollten. Vorraussetzung

hierf�ur war die Trennbarkeit der Aktivierung von der Inaktivierung, die durch die

Verwendung von Site-3 -Anemonentoxine gew�ahrleistet wurde.
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4.4 Struktur-Wirkungsbeziehung

Anhand des Models von Chiu wurden Di�erenzen in der Toxinwirkung auf den

Natriumkanal von Neuroblastomzellen unter kinetischen Gesichtspunkten disku-

tiert. Unterschiede in der Wirkung erkl�arten sich in diesem Zusammenhang aus

Ver�anderungen der Geschwindigkeitskonstanten in einem linearen Inaktivierungs-

modell beim �Ubergang in die jeweiligen O�en- und Geschlossenzust�ande. Die Be-

funde dieser Arbeit zeigten dabei, da� sich bei st�arker wirkenden Anemonentoxinen

im wesentlichen die mittlere �O�nungsdauer der Einzelkan�ale innerhalb von Bursts

verl�angert. Besonders ausgepr�agt ist dieses Verhalten der Kan�ale unter dem Ein-

u� der Toxine APE 1-2, APE 2-1 und APE 5-3. Es stellt sich die Frage, wie

es eigentlich zu diesen Unterschieden in der Verhaltensauspr�agung des Natriumka-

nals kommt. Wo und wie binden die Toxine am Kanal, so da� dies zu derartigen

Ver�anderungen in der Inaktivierungskinetik f�uhrt?

Wie bereits einleitend beschrieben (1.3), gibt es bei der Klassi�zierung der an den

Natriumkanal bindenden Toxine zwei m�ogliche Unterscheidungskriterien: zum einen

nach ihrer Molek�ulgr�o�e, wonach die hier betrachteten Anemonentoxine bestehend

aus durchschnittlich 47 Aminos�auren zu den sog. Typ I -Toxinen gez�ahlt werden

(Strichartz et al., 1987). Zum anderen nach dem extrazellul�aren Bindungsort

am Natriumkanal, der diese Toxine in die Gruppe der sog. Site-3 -Toxine einord-

net (Catterall, 1980, 1988). Die in dieser Arbeit untersuchten Toxine geh�oren

entsprechend der jeweiligen Zuordnungskriterien alle in eine Gruppe, da sie zu den

Modulatoren der Inaktivierung des Natriumkanals z�ahlen und nur geringf�ugige Un-

terschiede in ihrer Architektur aufweisen. Di�erenzen in ihrer Wirkung auf den

Natriumkanal k�onnen u.U. unmittelbar mit nur geringen Aminos�auresubstitutionen

in Zusammenhang gebracht werden. Diese Substitutionen k�onnten dazu f�uhren,

da� die Toxine eine unterschiedliche AÆnit�at zum Kanal aufweisen und/oder nach

deren Bindung in unterschiedlichem Ma�e die Konformations�anderungen dieses Tun-

nelproteins w�ahrend des Gatings beeinussen und somit in Abh�angigkeit vom Toxin
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die Kinetik des h-Tores ver�andert wird.

Architekturunterschiede

Die Auswertung der Aminos�auresequenzen der getesteten Anemonentoxine ergab ei-

ne au��allige Homologie unter den Fraktionen. Substitutionen traten vornehmlich in

den vier Regionen 12, 21/22, 36/37 und 39/40 auf. �Au�erst konservativ verhalten

sich im Toxinvergleich die Carboxy- und N-terminalen Bereiche, die sauren Ami-

nos�auren in Position 7 und 9 und besonders die Regionen, die f�ur die Ausbildung

der Disul�dbr�ucken verantwortlich sind. Bei keiner der untersuchten Fraktionen

konnte in diesen Regionen eine Substitution festgestellt werden. Das hat zur Folge,

da� sich die dreidimensionale Architektur bei allen Toxinen in ihrer Grundstruktur

im wesentlichen kaum ver�andert und die Ausbildung der drei de�nierten Schleifen

gew�ahrleistet bleibt. Die �au�erst konservative Struktur der Schleifenbildung wird

durch das regelm�a�ige und unmodi�zierte Auftauchen des Glycins in den Positio-

nen Gly-1/-10/-26/-30/-38 unterst�utzt. Vor allem Gly-10 in Verbindung mit Pro-11,

das mit seinem f�unfgliedrigen Ring eine Rotation um die C��N-Bindung innerhalb

einer Polypeptidkette verhindert, bewirken sowohl ein Drehen als auch ein Kippen

der Peptidkette in dieser Region (Norton, 1991).

An einigen Positionen kommt es zwar zu einem Aminos�aureaustausch, der die r�aum-

liche Struktur z.B. durch die Ausbildung von Wassersto�br�uckenbindungen der Iso-

toxine ver�andern k�onnte, z.B. der Austausch hydrophiler gegen neutraler AS oder

der Einbau von Prolin, das zu einer Einengung m�oglicher Konformationen f�uhrt.

Doch wird bei allen Toxinen die r�aumliche Struktur nur unwesentlich ver�andert.

Das Grundger�ust bleibt �uberall erhalten.

Au��alligerweise tritt der dominierende Anteil vieler Substitutionen in einer Region

auf, in der es durch die Ausbildung der Disul�dbr�ucke zwischen dem Cys-6 und dem

Cys-34 zu einer �Uberlagerung der gro�en und der kleinen Schleife innerhalb der Toxi-

ne kommt. Dies betri�t im wesentlichen die AS-Positionen 21/22 und 39/40. Hinzu

kommt, da� diese Region in unmittelbarer N�ahe zu den sauren Asparagins�aureresten
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in Position 7 und 9 steht. Partielle Substitutionen in diesem Bereich f�uhren vor-

nehmlich zu einer chemischen Modi�zierung der Ober�achenregion, so da� sich der

Grad der Hydrophobizit�at �andert. Auf die Bedeutung besonders dieser Region und

anderer Bereiche f�ur die Toxizit�at und das Bindungsverhalten am Natriumkanal der

Polypeptide soll im folgenden Abschnitt n�aher eingegangen werden.

Essentielle Bereiche der Anemonentoxine

Wie im vorherigen Abschnitt gezeigt, existieren innerhalb der in dieser Arbeit un-

tersuchten Polypeptide Bereiche, die besonders bei der Ausbildung der dreidimen-

sionalen Struktur eine entscheidende Rolle spielen. Dabei stellte sich heraus, da�

gerade diese strukturellen Aminos�auren (Cystein, Glycin, Prolin) von Modi�katio-

nen gr�o�tenteils verschont blieben. Substitutionen sind innerhalb der Toxine in

Regionen zu �nden, die das Gesicht der Molek�ule, also deren Ober�achenstruktur,

ver�andern. Genau diese Breiche m�ussen letztendlich eine Rolle bei der Adh�asion an

den Kanal und der toxischen Wirkung auf diesen spielen. Bei der Analyse der essen-

tiellen Bereiche mu� daher zwischen den neurotoxisch aktiven und kanalbindenden

Regionen unterschieden werden. R�uckschl�usse auf die jeweilige, m�ogliche Funktion

bestimmter Bereiche k�onnen durch vergleichende Untersuchungen an Kanalmutan-

ten, immunologische Kreuzreaktionen, wo diverse Neurotoxine als Antik�orper gegen

Natriumkan�ale fungieren, sowie mit chemisch modi�zierten Anemonentoxinen ge-

macht werden.

Bisher n�aher untersucht wurden verschiedene Isotoxine (AP-A, AP-B) von Antho-

pleura xanthogrammica (Tanaka et al., 1977; Norton, 1981; Blair et al., 1978;

Scriabine et al., 1979; Pallaghy et al., 1995), die strukturell den gleichen Auf-

bau aufweisen, wie die in dieser Arbeit verwendeten Toxine, sich von diesen jedoch

durch strukturell unabh�angige Substitutionen unterscheiden. Dabei konnte die neu-

rotoxische Wirkung von AP-A am Natriumkanal von Neuroblastomzellen durch Re-

aktion carboxylierter Aminos�auren (Asp-7/-9, C-Terminus) mit Glycinethyl-Ester

oder Taurin komplett aufgehoben werden, ohne die BindungsaÆnit�at zum Natri-
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umkanal zu verringern (Newcomb et al., 1980). Gruen & Norton (1985)

best�atigten dies durch Modi�kationen an Asp-7 und Asp-9, schr�ankten die Bedeu-

tung des C-Terminus auf die neurotoxische Akivit�at jedoch ein. Die in dieser Arbeit

untersuchten toxisch wirksamen Fraktionen zeichnen sich ebenfalls durch den Besitz

dieser zwei Asparagins�auren aus. Nur ATX Ia besitzt anstelle des Asp in Position 7

ein Lysin, weist jedoch auch einen Toxizit�atsverlust an den N1E-115 Natriumkan�alen

auf. Eine m�ogliche Funktion des Aminoterminus als essentieller Bereich sowohl f�ur

die Aktivit�at der Toxine als auch bei der Bindung an den Kanal wird diskutiert

(Norton, 1991). Strittig ist die Bedeutung von Arg-14 in Bezug auf die Aktivit�at.

Auf das Bindungsverhalten scheint diese AS keinen Einu� auszu�uben (Norton,

1991; Pallaghy et al., 1995).

Funktionelle Breiche, die f�ur die Bindung der Toxine an den Kanal verantwort-

lich sind, �nden sich in der oben beschriebenen Region, die haupts�achlich durch

die Disul�dbr�ucke Cys-6 Cys-34 zustande kommt. Hierdurch r�ucken Bereiche aller

drei Schleifen in unmittelbarer N�ahe zueinander und bilden toxinabh�angig bestimm-

te Ober�achenregionen aus. Besonders dominant treten hierbei Substitutionen im

Bereich zwischen AS-36 und AS-40 auf. Geeignete Aminos�aurereste in der Regi-

on 36/37 sind o�enbar bei der Bildung einer f�ur die BindungsaÆnit�at wichtigen

Ausw�olbung des �-Faltblattes verantwortlich (Fogh et al., 1990; Pallaghy et

al., 1995). Durch den Einbau von AS, die zu einer Ausdehnung dieser Beule f�uhren

(ATX Ia), soll diese AÆnit�at reduziert werden (Widmer et al., 1989). Die Substi-

tution von Gln-39 anstelle des f�ur die r�aumliche Struktur wichtigen Prolins k�onnte

in diesem Zusammenhang eine Bedeutung f�ur eine Reduzierung der Toxizit�at von

APE 1-1 im Vergleich zu APE 1-2 oder APE 2-1 haben. Zus�azlich besteht die

M�oglichkeit einer Interaktion des Gln-39 mit dem aromatischen Tyr-22, welches

durch die �-Faltblattstruktur der Polypeptide in dessen unmittelbare N�ahe r�uckt.

Nach Burley & Petsko (1986) interagiert das �-Elektronensystem von aromati-

schen Ringen h�au�g mit den Aminogruppen von Lys, Arg, Asn, Gln und der Imidoa-

zolgruppe vom Histidin, so da� potentiell das Gln-39 von APE 1-1 mit dem Tyr-22
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in Wechselwirkung treten k�onnte. Auf jeden Fall kommt es durch die beschriebenen

Substitutionen in dieser Region zu einer Abnahme hydrophober Aminos�aurereste

im Vergleich zu ATX II und APE 2-1, so da� gerade hierdurch Di�erenzen bei der

BindungsaÆni�at entstehen k�onnten. Im �ubrigen wird den AS in den Positionen 23

und 43 eine thermostabilisierende Funktion einger�aumt, die durch die Anwesenheit

von Tryptophan oder Tyrosin in diesen Bereichen gew�ahrleistet wird (Norton et

al., 1989; Gooley et al., 1988).

Untersuchungen an Kanalchim�aren mit Isotoxinen der Seeanemone Anthopleura xan-

thogrammica (APA, APB) r�aumen neuerdings Substitutionen in Position 12 eben-

falls eine Rolle bei der Bindung der Toxine an den Natriumkanal ein (Benzinger

et al., 1997). Die Substitution von Asn-12 beim APE 1-2 scheint jedoch aufgrund

der starken Toxizit�at dieser Fraktion unwesentlich zu sein. Entscheidend bei der

Auspr�agung unterschiedlicher Toxizit�aten auf den Natriumkanal scheint daher vor-

nehmlich der Bereich zwischen den AS 36-40 zu sein.

Bindungsstellen am Natriumkanal

Neben den M�oglichkeiten unterschiedlichster Modi�kationen innerhalb der Toxine,

die sich strukturell als auch funktionell sowohl in der neurotoxischen Aktivit�at als

auch in der BindungsaÆnit�at auf den Natriumkanal auspr�agen, bleibt noch die Frage

zu kl�aren, welche Alternativen bez�uglich der Bindung von Toxinen oder der Wir-

kung auf Konformations�anderungen am Kanal zu �nden sind.

O�ensichtlich spielt bei der Anbindung der Anemonentoxine an den Kanal das Mem-

branpotential eine wichtige Rolle (Strichartz & Wang, 1986; Warashina et

al., 1988b; Catterall, 1988), was durch die Ergebnisse der potentialabh�angigen

Toxizit�at der in dieser Arbeit untersuchten Giftfraktionen best�atigt werden kann.

Lediglich ATX II zeigte von allen Toxinen eine weitgehende Unabh�angigkeit vom

Membranpotential. Spekulativ ist in diesem Zusammenhang eine m�ogliche Korre-

lation der stark hydrophoben Ober�achenstruktur dieses Peptids im Bereich der

Ausw�olbung des �-Faltblattes in der Region um AS 36-40 mit einer spannungs-
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abh�angigen Anbindung. Elektrostatische Kr�afte, die f�ur die Dissoziation der Toxine

an den Kanal verantwortlich sein sollen, wurden diskutiert (Mozahayeva et al.,

1980), wahrscheinlicher f�ur die Bindung ist allerdings der Konformationszustand

(aktivierbar/inaktiv), in dem sich der Kanal zum Zeitpunkt der Toxinbindung be-

�ndet (Catterall, 1988; Norton, 1991).

Allgemein ging man in der Vergangenheit davon aus, da� die sog. Site-3 -Toxine

die gleiche Bindungsstelle am Natriumkanal besetzen wie auch die �-Skorpiontoxine

(Catterall & Beress, 1978). Diese Stelle umfa�t die extrazellul�are Schleife

der Polypeptidkette des Natriumkanals zwischen den transmembranen �-Helices S5

und S6 der Dom�ane I (Tejedor & Catterall, 1988). Es wird jedoch nicht mehr

ausgeschlossen, da� auch andere Regionen, wie z.B. die extrazellul�are Schleife zwi-

schen den Segmenten S5/S6 in der Dom�ane IV (Thomsen & Catterall, 1989),

hieran beteiligt sind. Aus diesem Grund steht eine einheitliche Bindungsstelle f�ur

die Anemonentoxine, wie es aus der Klassi�zierung der Site-3 Toxine hervorgeht,

neuerdings zur Diskussion. So erfolgt beispielsweise die Anbindung des Anemonen-

toxins AP-A am Natriumkanal an die extrazellul�are Schleife der Dom�ane IV, jedoch

die Bindung des nur durch zwei Aminos�auresubstitutionen di�erierenden Isotoxins

AP-B mit gro�er Sicherheit nicht in dieser Region (Benzinger et al., 1997).

Diese Befunde unterstreichen die Notwendigkeit einer genaueren Topologisierung

der Bindungsstellen von Toxinen am Natriumkanal durch weitere Versuche mit Ka-

nalmutanten und Isotoxinen. Konkurrieren beispielsweise zwei struktur-�ahnliche

Toxine mit unterschiedlichen Wirkungsspektren um die gleiche Bindungsstelle am

Natriumkanal, so k�onnten Doppelgabe-Experimente Aufschlu� �uber BindungsaÆ-

nit�aten geben. Besteht diese Konkurrenz nicht, da beide unterschiedliche Bindungs-

stellen haben, m�u�te sich bei gleichzeitiger Gabe beider Toxine der E�ekt auf den

Natriumkanal noch weiter steigern lassen.

Weiterhin ungekl�art ist die Frage, wie am Natriumkanal Konformations�anderungen

mit dem O�en- oder Inaktivierungszustand assoziiert sind und welche Auswirkungen

eine Toxinanbindung auf die Konformationszust�ande hat. Diese �Ubergangszust�ande
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k�onnten durch Analysen von gating currents vor und nach Toxinapplikation weiter

erschlossen werden.



Kapitel 5

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden vergleichende Untersuchungen �uber die Wirkung

von f�unf, z.T. neu-isolierten Nesseltoxinen der Seeanemonen Anthopleura elegantis-

sima (Brandt) und Anemonia sulcata (Brandt) auf den Natriumkanal durchgef�uhrt.

Zu diesem Zweck wurden mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik elektrophysiologisch

Ganzzell- und Einzelkanalableitungen an Neuroblastomzellen der Linie N1E-115 und

Neuronen aus R�uckenmarksganglien der Ratte vorgenommen.

Die Nesseltoxine binden selektiv an ganz bestimmte Regionen des Natriumkanals

und f�uhren dort zu Ver�anderungen im Schlie�verhalten dieses Tunnelproteins. Sie

verhindern nach dem �O�nen der Kan�ale zu Beginn einer Erregung dessen vollst�andi-

ges Schlie�en und hemmen somit den Proze� der Inaktivierung. Hierdurch wird ein

persistierender Natriumeinstrom hervorgerufen. Wie Ganzzellableitungen zeigten,

variiert das Ausma� dieser Persistenz in Abh�angigkeit vom applizierten Toxin. So

liegt der Anteil des persistierenden Stromes am Spitzenstrom nach Applikation der

Fraktionen APE 1-1 und ATX II bei ca. 20%, bei den Fraktionen APE 1-2, APE

2-1 und APE 5 bei ca. 40%.

Einzelkanalanalysen ergaben, da� es unter dem Einu� der Toxine am Natriumka-

nal zu der Ausbildung von Gruppenentladungen (Bursts) kam, die am unmodi�zier-

ten Kanal nicht auftraten. Dieses Burstverhalten ist Ursache f�ur die Ausbildung
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des persistierenden Stromes. Di�erenzen bez�uglich dieses Stromanteils zwischen

den Toxinen erkl�arten sich anhand der Burstanalyse aus unterschiedlich langen

�O�nungsdauern innerhalb der Burst (Bo). �O�nungs- und somit auch die Burst-

dauer zeigten eine starke Potentialabh�angigkeit (Ausnahme: ATX II ).

Bei den isolierten Anemonentoxinen handelte es sich um Polypeptide (5000 Dalton)

mit einer L�ange von 46-47 Aminos�auren. Sequenzanalysen ergaben, da� diese Frak-

tionen Sequenzhomologien von �uber 80% aufweisen, bei einigen (APE 1-1, APE

1-2 ) liegt dieser Anteil sogar bei �uber 95%. Aminos�auresubstitutionen, die u.U.

die Wirkung der Toxine auf den Natriumkanal ver�andern k�onnten, fanden sich in

einer Region, die wahrscheinlich bei der Adh�asion an den Kanal eine Rolle spielt.

Hierbei korrelierte eine geringere Toxizit�at mit einem Austausch hydrophober Ami-

nos�aurereste in diesem Bereich (AS 36-40).

Mit Hilfe des Drei-Zustands-Modells der Form o*)c1*)c2 von Chiu konnte rechne-

risch eine Verbindung zwischen den Ergebnissen der Ganzzell- und der Einzelkanal-

ableitungen hergestellt und entsprechende Kurvenverl�aufe simuliert werden. Ohne

Toxineinu� handelt es sich bei dem Zustand c2 um einen absorbierenden, die Kon-

stante a32 geht gegen Null. Nach Applikation der Toxine wird a32 > 0, so da� ein

Zur�uckspringen in die anderen Zust�ande erm�oglicht wird. a32 fungiert dabei als

Schalter f�ur die Enstehung eines persistierenden Natriumstromes, die Konstante a12

als Regler zur Regulation der Gr�o�e des persistierenden Stromes. Die Konstante a12

steht im Chiu-Modell f�ur die �O�nungsdauer innerhalb der Bursts (Bo). Simulierte

(a12) und gemessene (Bo) Werte stimmten nahezu �uberein und best�atigten somit die

Ergebnisse aus der Einzelkanalanalyse.
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Anhang A

L�osungen

L�osungen zur Herstellung der DRG-Neurone:

Pu�er/Glucose (PBS: 0.1 Mol; pH 7.4):

0.2 g KCl
0.2 g KH2PO4

2.16 g Na2HPO4

8.0 g NaCl auf 1l Aqua dest.

600 mg Glucose + 100 ml Pu�er + 1 ml Penicillin/Streptomycin (1%)

Dissoziationsl�osung:
- DMEM als Fertigmedium mit Glucose und L-Glutamin1

- 1% Streptomycin/Penicillin
- 0.125% Collagenase2 (ca. 3.75 mg / 3 ml)
Medium:
- DMEM
- 1% Penecillin/Streptomycin
PDL-Beschichtung (Poly-D-Lysin3):
- eine 0.02% Stamml�osung, in Aqua dest., herstellen
- zum Gebrauch 1:10 verd�unnen
- ca. 150�l in die Mitte der Kulturschale leicht verteilen
- 2 h inkubieren, 4x mit Aqua dest. (steril!) sp�ulen und 1 h lufttrocknen.

1Sigma: Lot 105H2322
2Sigma: C 5138, Typ IV
3Sigma: P0899, Hydrobromid
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Tabelle B.1: Gemittelte Parameter (� S.E.M.) der diphasischen Inaktivierung in
Abh�angigkeit vom Membranpotentials unter dem Einu� verschiedener Anemonentoxi-

ne gem�a� der Funktion: INa(t) = I0(0)e
�

t
�0 + I1(0)e

�
t
�1 + I2. Ganzzellableitungen an

Neuroblastomzellen.

Membranpotential [mV ]
Fraktion P

-20 -10 0 10 20 30
n

�0 3.49�0.07 3.14�0.05 2.84�0.06 2.68�0.05 2.78�0.06 2.77�0.12 15

�1 20.77�0.59 19.43�0.50 16.29�0.31 15.91�0.35 18.50�0.31 20.68�0.42 15

I0 0.75�0.06 0.73�0.05 0.70�0.05 0.65�0.04 0.65�0.04 0.65�0.06 15

I1 0.14�0.02 0.15�0.01 0.15�0.01 0.15�0.02 0.15�0.02 0.12�0.02 15

APE 1-1

I2 0.10�0.02 0.12�0.02 0.15�0.02 0.21�0.02 0.20�0.02 0.23�0.03 15

�0 6.07�0.10 4.14�0.06 3.17�0.06 3.03�0.04 2.99�0.06 3.10�0.05 11

�1 30.08�0.48 22.04�0.39 19.84�0.44 24.06�0.64 25.28�0.80 28.00�0.68 11

I0 0.71�0.02 0.64�0.03 0.56�0.03 0.54�0.02 0.55�0.03 0.45�0.02 11

I1 0.13�0.01 0.14�0.01 0.14�0.01 0.13�0.01 0.12�0.01 0.08�0.01 11

APE 1-2

I2 0.15�0.01 0.21�0.02 0.30�0.01 0.32�0.01 0.34�0.02 0.46�0.03 11

�0 6.15�0.91 5.65�0.33 5.33�0.18 4.30�0.15 3.44�0.05 3.32�0.04 10

�1 34.57�0.80 23.49�1.30 26.93�0.75 22.71�0.59 21.94�0.60 20.24�0.25 10

I0 0.70�0.16 0.66�0.09 0.65�0.03 0.57�0.03 0.48�0.03 0.46�0.02 10

I1 0.15�0.02 0.17�0.03 0.16�0.01 0.18�0.01 0.16�0.01 0.16�0.01 10

APE 2-1

I2 0.14�0.01 0.16�0.05 0.19�0.02 0.26�0.02 0.35�0.03 0.38�0.02 10

�0 4.45�0.15 3.69�0.08 3.07�0.07 2.86�0.05 2.94�0.10 2.78�0.08 6

�1 21.47�0.43 17.72�0.34 15.39�0.41 15.64�0.23 18.06�0.41 17.27�0.33 6

I0 0.68�0.04 0.64�0.03 0.59�0.04 0.61�0.04 0.63�0.02 0.62�0.02 6

I1 0.20�0.02 0.17�0.01 0.18�0.02 0.15�0.01 0.13�0.01 0.07�0.01 6

ATX II

I2 0.19�0.01 0.22�0.01 0.24�0.01 0.24�0.02 0.25�0.02 0.23�0.02 6

�0 4.34�0.71 3.69�0.83 3.56�0.64 3.46�0.64 2.96�0.54 3.37�0.19 8

�1 25.99�1.71 20.19�0.99 18.26�1.41 21.26�2.87 23.53�1.88 27.42�2.36 8

I0 0.62�0.05 0.66�0.04 0.60�0.04 0.55�0.05 0.64�0.06 0.47�0.08 8

I1 0.19�0.02 0.17�0.02 0.17�0.02 0.16�0.03 0.06�0.02 0.13�0.04 8

APE 5-3

I2 0.19�0.03 0.17�0.04 0.18�0.03 0.29�0.04 0.30�0.04 0.39�0.04 8

�0 3.12�0.15 1.95�0.08 1.43�0.08 1.02�0.09 0.86�0.07 0.79�0.08 5

�1 11.84�0.15 9.52�0.07 7.92�0.13 4.70�0.46 3.12�0.26 2.65�0.19 5

I0 0.93�0.11 0.95�0.25 0.95�0.36 0.91�0.39 0.94�0.16 0.92�0.21 5
Kontrolle

I1 0.07�0.01 0.05�0.01 0.05�0.02 0.09�0.05 0.07�0.02 0.07�0.01 5

P steht f�ur die Parameter der Exponentialfunktion; �0 und �1 sind die entsprechenden Zeit-

konstanten, I0 und I1 die dazugeh�origen auf t = 0 extrapolierten schnellen und langsamen

Inaktivierungskomponenten. I2 ist die persistierende Stromkomponente.

n bedeutet die Anzahl der Versuche.
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Tabelle B.2: Aufhebung der Inaktivierung (� S.E.M.) in Ringerl�osung (Kontrolle) und
unter Einwirkung verschiedener Anemonentoxine (5 �g=ml). Normierte Wahrscheinlich-
keiten des aktivierbaren Zustandes (� S.E.M.).

�t [ms] Kontrolle APE 1-1 APE 1-2 APE 2-1 ATX II

0 0 0 0 0 0

1 0.01�0.02 0.05�0.03 0.14�0.03 0.10�0.01 0.17�0.04

2 0.04�0.01 0.14�0.07 0.27�0.06 0.28�0.11 0.31�0.06

3 0.08�0.01 0.20�0.09 0.41�0.09 0.35�0.11 0.43�0.05

4 0.13�0.03 0.32�0.11 0.48�0.09 0.47�0.13 0.52�0.03

5 0.18�0.04 0.36�0.09 0.52�0.09 0.46�0.12 0.62�0.02

6 0.24�0.07 0.37�0.09 0.58�0.09 0.46�0.12 0.69�0.02

7 0.31�0.06 0.45�0.10 0.62�0.08 0.47�0.11 0.72�0.02

8 0.39�0.05 0.55�0.12 0.62�0.09 0.54�0.12 0.79�0.02

9 0.44�0.05 0.65�0.10 0.66�0.10 0.56�0.11 0.81�0.01

10 0.54�0.07 0.71�0.07 0.68�0.08 0.61�0.13 0.82�0.02

20 0.67�0.08 0.78�0.08 0.80�0.07 0.79�0.13 0.89�0.03

30 0.77�0.07 0.85�0.05 0.92�0.03 0.85�0.05 0.93�0.01

40 0.90�0.04 0.92�0.05 0.94�0.02 0.92�0.04 0.92�0.03

50 0.97�0.04 0.96�0.02 0.93�0.04 0.91�0.06 0.94�0.02

60 0.98�0.03 0.98�0.01 0.96�0.03 0.99�0.01 0.98�0.01

70 0.99�0.01 0.99�0.01 0.99�0.01 0.99�0.01 0.97�0.03

n 3 4 5 3 4

�t entspricht dem Repolarisationsintervall; n: Anzahl der Versuche;

Testimpulse: 40 und 20 ms (UM = 0 mV ); Haltepotential: -80 mV.
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Tabelle B.3: Time to peak (ttp) w�ahrend der Aktivierung von Na+-Kan�alen vor (Kon-
trolle) und nach Behandlung mit Anemonentoxinen (5 �g=ml) in Abh�angigkeit vom Mem-
branpotential (UM ).

UM APE 1-1 APE 1-2 APE 2-1 ATX 2 APE 5-3 Kontrolle

-20 2.91�0.39 2.68�0.40 4.0�0.93 3.61�0.48 2.96�0.79 2.92�0.87

-10 2.77�0.47 1.61�0.17 3.62�0.34 2.46�0.21 1.86�0.51 1.52�0.23

0 2.29�0.36 1.42�0.15 3.28�0.19 1.73�0.16 1.26�0.29 0.95�0.15

10 1.65�0.21 1.11�0.22 2.84�0.15 1.49�0.15 0.92�0.16 0.77�0.08

20 1.41�0.16 1.2�0.16 2.27�0.12 1.3�0.21 0.72�0.15 1.43�0.30

30 1.51�0.28 1.4�0.19 2.54�0.13 1.0�0.12 0.74�0.21 1.88�0.46

40 1.43�0.32 2.58�0.23 1.15�0.15 1.79�0.33

n 15 11 10 6 8 5

UM : Membranpotential [mV]; Gemittelte Werte � S.E.M; n: Anzahl der Versuche.
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Tabelle B.4: Gemittelte O�enzeiten (� S.E.M.) von Einzelkanalaufzeichnungen an
Neuroblastomzellen unter dem Einu� verschiedener Anemonentoxine in Abh�angigkeit

vom Membranpotential (UM [mV]) gem�a� der Funktion: N = NAe
�
�t
B + NCe

�
�t
D , mit

B = �open1 und D = �open2.

P UM APE 1-1 APE 1-2 APE 2-1 ATX II Kontrolle

-20 0.29�0.04(6) 0.28�0.04(5) 0.33�0.03(6) 0.25�0.10(3)

-10 0.31�0.04(7) 0.39�0.03(8) 0.32�0.03(7) 0.33�0.03(7) 0.30�0.05(5)

0 0.34�0.02(8) 0.40�0.04(8) 0.27�0.05(7) 0.41�0.02(7) 0.43�0.04(6)

10 0.38�0.03(8) 0.46�0.04(5) 0.40�0.05(6) 0.51�0.06(7) 0.48�0.02(5)

20 0.44�0.04(8) 0.52�0.06(6) 0.45�0.08(6) 0.46�0.03(4) 0.43�0.04(5)

�open1

30 0.50�0.03(3) 0.50�0.13(3) 0.42�0.05(7) 0.48�0.11(3)

-20 4.21�1.16(6) 5.79�2.61(5) 9.50�1.22(6) 2.03�0.32(3)

-10 6.19�1.37(7) 12.60�1.42(8) 5.06�1.14(7) 10.14�0.97(7) 4.01�0.28(5)

0 10.62�1.19(8) 15.25�2.01(8) 8.88�1.48(7) 10.82�1.61(7) 6.32�1.14(6)

10 12.04�1.58(8) 16.42�1.32(5) 16.01�2.09(6) 13.84�0.95(7) 9.92�1.22(5)

20 14.17�0.88(8) 19.48�0.66(6) 18.77�1.57(6) 14.56�1.33(4) 10.90�0.84(5)

�open2

30 14.25�2.85(3) 18.76�1.34(3) 19.97�0.84(7) 10.88�0.84(3)

P : Parameter der Exponentialfunktion; �open1 und �open2 sind die entsprechenden Zeitkonstanten.

Klammerwert entspricht der Anzahl der Versuche.
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Tabelle B.5: Gemittelte Burstl�angen Bd (� S.E.M.) von Einzelkanalaufzeichnungen an
Neuroblastomzellen unter dem Einu� verschiedener Anemonentoxine in Abh�angigkeit

vom Membranpotential (UM [mV]) gem�a� der Funktion: N = NAe
�t
Bd , mit Bd = �open.

P UM APE 1-1 APE 1-2 APE 2-1 ATX II Kontrolle

-20 8.56�1.88(6) 10.78�3.69(5) 16.79�2.78(6) 4.69�1.06(3)

-10 8.31�1.19(7) 20.25�2.49(8) 11.96�2.65(7) 16.84�2.31(7) 7.90�1.94(5)

0 15.97�0.86(8) 23.54�1.86(8) 13.06�1.05(7) 15.58�2.03(7) 11.35�2.13(6)

10 16.69�1.84(8) 23.50�2.01(5) 23.92�3.72(6) 20.28�0.88(7) 12.52�1.75(5)

20 19.19�1.82(8) 29.71�1.51(6) 28.94�2.47(6) 20.35�2.29(4) 13.59�0.74(5)

�open

30 22.00�1.23(3) 32.16�5.21(3) 29.86�1.38(7) 13.33�0.88(3)

P : Parameter der Exponentialfunktion; Klammerwert entspricht der Anzahl der Versuche.

Tabelle B.6: Gemittelte Schlie�zeiten zwischen den Bursts Bg (� S.E.M.) von Einzelka-
nalaufzeichnungen an Neuroblastomzellen unter dem Einu� verschiedener Anemonentoxi-

ne in Abh�angigkeit vom Membranpotential (UM [mV]) gem�a� der Funktion: N = NAe
�t
Bg ,

mit Bg = �closed.

P UM APE 1-1 APE 1-2 APE 2-1 ATX II

-20 28.57�5.58(6) 17.85�3.78(5) 14.09�2.61(6)

-10 14.91�2.15(7) 8.38�1.39(8) 14.60�2.26(7) 11.61�1.16(7)

0 8.72�1.18(8) 7.54�1.19(8) 9.34�1.72(7) 9.40�0.99(7)

10 6.87�0.67(8) 6.97�1.30(5) 7.43�0.95(6) 8.55�0.76(7)

20 7.74�1.13(8) 5.48�0.63(6) 6.63�0.68(6) 7.15�0.85(4)

�closed

30 8.93�2.37(3) 7.57�0.57(3) 5.74�0.80(7)

P : Parameter der Exponentialfunktion;

Klammerwert entspricht der Anzahl der Versuche.
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Tabelle B.7: Gemittelte �O�nungszeiten innherhalb der Bursts Bo (� S.E.M.) von Einzel-
kanalaufzeichnungen an Neuroblastomzellen unter dem Einu� verschiedener Anemonen-
toxine in Abh�angigkeit vom Membranpotential (UM [mV]).

UM APE 1-1 APE 1-2 APE 2-1 ATX II Kontrolle

-20 3.61�0.69(6) 4.19�1.11(5) 6.37�1.05(6) 1.74�0.25(3)

-10 4.42�0.49(7) 6.68�0.70(8) 5.51�1.17(7) 6.32�0.83(7) 3.25�0.59(6)

0 6.28�0.29(8) 7.94�0.96(8) 6.42�0.50(7) 5.48�0.66(7) 4.30�0.0.67(6)

10 5.67�0.47(8) 7.51�0.87(5) 7.99�1.07(6) 6.43�0.37(7) 5.61�0.49(6)

20 5.33�0.45(8) 7.81�0.27(6) 9.07�0.59(6) 5.80�1.12(4) 5.46�0.18(6)

30 4.77�0.41(3) 8.90�0.28(3) 7.53�0.58(7) 4.84�0.75(6)

Klammerwert entspricht der Anzahl der Versuche.



Anhang C

Abk�urzungsverzeichnis

A Ampere
� Alpha
ANOVA Analysis of Variance (Varianzanalyse)
AP Aktionspotential
AP-A Giftfraktionen der Seeanemone Anthopleura xanthogrammica
APE, AP-C Giftfraktionen der Seeanemone Anthopleura elegantissima
AS Aminos�aure
ATX Giftfraktionen der Seeanemone Anemonia sulcata
aij �Ubergangswahrscheinlichkeit
Bc Schlie�zeit innerhalb der Bursts
Bd Burstdauer
Bg Intervall zwischen den Bursts
Bn Anzahl der �O�nungen pro Burst
Bo

�O�nungszeit innerhalb der Bursts
C Kapazit�at
c closed (engl.): geschlossen, Zustand des Natriumkanals
Da Dalton
DMEM Dulbecco's Modi�ed Eagle Medium
DRG Dorsal root ganglia (engl.): dorsales R�uckenmarksganglion
e exponential
gNa Ionenleitf�ahigkeit eines Kanals (hier: Natriumkanal)
h Inaktivierungstor
Hepes 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfons�aure
I Strom
INa Natriumstrom
dINa Natriumspitzenstrom
kHz Kilohertz
m Aktivierungstor
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M
 Megaohm
�g Mikrogramm
�mol=l Konzentration in Mikromol/l
mosmol/l Osmolarit�at in Milliosmol/l
1n 1 normale L�osung
o open (engl.): o�en, Zustand des Natriumkanals
OPA Operationsverst�arker
pS Pikosiemens
PDL Poly-D-Lysin
R Widerstand
SEM Standard error mean (engl.): Standardfehler
t time (engl.): Zeit
� Tau (gr.), Zeitkonstante
TEA Tetraethylammonium
ttp time to peak (engl.), Zeit bis zum Erreichen des Natriumspitzen-

stromes
U Spannung
UM Membranpotential
V Volt
X Mittelwert
; durchschnittlich

chemische Strukturen:

Ag+ Silber-Ion
AgCl Silberchlorid
CaCl2 Calciumchlorid
CaCO3 Calciumcarbonat
Cl� Chlorid-Ion
CO2 Kohlendioxid
CsCl C�asiumchlorid
K+ Kalium-Ion
KCl Kaliumchlorid
KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat
MgCl2 Magnesiumchlorid
Na+ Natrium-Ion
NaCl Natriumchlorid
Na2HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat
NaOH Natriumhydroxid
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