Seeanemonentoxine verandern das
Schaltverhalten neuronaler
Natriumkanéile - eine Analyse der

Struktur-Wirkungsbeziehungen

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Mathematisch-Naturwissenschaflichen Fakultat

der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

vorgelegt von

HELGE SCHMIDT

Kiel, 2000



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 effect of similar polypeptides with known amino
acid sequences but different influence 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 IT 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 specific 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 difference 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 differences at position 22 and 36-40. These residues exert a specific 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

Auffilligstes Kriterium der Seeanemonen, die zu den Hohltieren (Coelanterata)
gehoren, sind deren farbenprichtige, blumenartige Tentakelkrdnze. Integraler Be-
standteil der Tentakeln sind die Nesselzellen (Cnidocyten). Die Cnidocyten bilden
in ihrem Inneren eine der hochstspezialisiertesten 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 intraspezifischen Feinden (AYRE, 1982). Beim Men-
schen fiihrt der Kontakt mit diesen Tieren zu schmerzhaftem Nesseln bis hin zu
Lahmungserscheinungen.

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 ermdglichte die Aufreinigung rei-
ner Formen dieser Toxine (BERESS & BEREsS, 1971), die mit ATX I und ATX
IT bezeichnet wurden. Dadurch konnte eine Vielzahl derartiger Anemonentoxine,
wie z.B. das Anthopleurin A+B (AP-A, AP-B) aus Anthopleura zanthogrammi-

ca, sowie das Anthopleurin C (AP-C) aus Anthopleura elegantissima (NORTON et
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al., 1976, 1978), isoliert und sogar deren Aminosiuresequenz entschliisselt werden
(TANAKA et al., 1977; NORTON, 1981). Dabei zeigte sich, dafl es sich bei den
Anemonentoxinen um ein Toxingemisch aus Polypeptiden handelt, die sich in ihrer
Aminosiuresequenz meist nur minimal voneinander unterscheiden.

Angriffspunkt dieser Neurotoxine ist die Nervenmembran, speziell deren Natrium-
kanéle. Natriumkanile sind im wesentlichen fiir die Ausbildung von Aktionspoten-
tialen verantwortlich. Die Anbindung der Toxine fiihrt zu Verdnderungen im Schlief3-
verhalten dieser Kaniile. Genaugenommen verhindern die Toxine nach dem Offnen
der Kanéle zu Beginn einer Erregung deren vollstdndiges Schlieen und somit das
Abklingen dieser Erregung. Die Folge ist ein verlingertes Aktionspotential, was zu
einer verstirkten Transmitterausschiittung an den Synapsen fiihrt. Dadurch kommt
es zu einer anhaltenden Kontraktion bis hin zu spastischen Ladhmungserscheinungen
an der innervierten Muskulatur.

Aufgrund ihrer reversiblen Anbindung und ihrer Féahigkeit duflerst selektiv mit dem
Natriumkanal zu interagieren, sind diese Polypeptide ideale Werkzeuge bei der Ana-
lyse dieses Tunnelproteins (HABERMANN & BERESS, 1979; BERESS et al., 1998;
HucHO et al., 1979; VINCENT et al., 1980; STENGELIN et al., 1981; RACK et
al., 1983). Thr Bindungsort beschrénkt sich dabei auf eine ganz bestimmte Region
auf der Extrazellulirseite dieses Kanals (NORTON, 1991; HucHoO, 1995; KEM et
al., 1996). Obwohl sich die Anemonengifte in ihrer Struktur meist nur um weni-
ge Aminoséuren voneinander unterscheiden (BENZINGER et al., 1997), zeigt das
Ausmaf 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 identifiziert werden. Wiinschenswert wére es Peptide zu finden, die durch eine
einzige Aminosduresubstitution ganz unterschiedliche Wirkungen auf das Schlief3-
verhalten des Natriumkanals zeigen.

In jlingster Zeit ist es gelungen, weitere Polypeptide der Anemone Anthopleura ele-



gantissima (APE 1-1, APE 1-2; APE 5-3) zu isolieren (BRUHN et al., 2000), deren
Strukturen weitgehend bekannt sind. Sie weisen sehr grofie Sequenzhomologien un-
tereinander auf und unterscheiden sich nur geringfiigig von den bereits untersuchten
Toxinen ATX II und AP-C.

In geringen Dosen bewirken diese Toxine einen starken positiv inotropen Effekt am
Rattenherzen (RAVENS, 1979; BERESS et al., 1982), withrend die Herzschlagfre-
quenz und das adrenerge System unbeeinfluit bleiben (Norton, 1981). Am Hunde-
herzen wird fiir A P-A sogar eine stirkere Wirkung angenommen als das Herzglykosid
Digoxin (SCRIABINE et al., 1979; NORTON, 1981). Die Verwendung dieser Neuro-

toxine fiir pharmakologisch-medizinische Zwecke erscheint daher durchaus méglich.

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 identifizieren. Dazu wurden
in Patch-Clamp-Experimenten Ganzzell- und Einzelkanalableitungen durchgefiihrt.
Von besonderem Interesse war dabei die Frage, ob es innerhalb dieser Toxine Berei-
che gibt, die fiir das Andocken an den Kanal und/oder fiir die Wirkung auf diesen
verantwortlich sind. Desweiteren sollte mit Hilfe des Modells von Chiu zur Er-
klarung der Funktionsweise von Kanilen die Kinetik der Konformationsinderung
des Natriumkanals weiter aufgekliart werden.

Die Strukturanalyse der Anemonentoxine soll vor dem Hintergrund der pharma-
kologischen Effekte, 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-
kuldre Erkrankungen stellen eine der wesentlichen Todesursachen in den westlichen
Industrienationen dar (BRAUNWALD, 1997). Bei ilteren Patienten (> 65 Jahre)
gehen 10 — 25% der Todesfélle auf eine Herzinsuffizienz zuriick. Ein pharmako-

therapeutischer Ansatz besteht in einer Erhohung 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 herzmuskelstédrkende Substanzen zu fin-
den (MULLER-EHMSEN et al., 1999). In diesem Zusammenhang fiihrten weltweit
bestehende Anstrengungen, die Inhaltsstoffe mariner Organismen fiir 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). AnschlieBende Aufklirungen an Nat-Kanalsubtypen anderer Organis-
men (NODA et al., 1986; SILLS et al., 1989) deuteten daraufthin, dafl grofie Bereiche
der Aminosduresequenzen starke Homologien aufweisen. Offensichtlich 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
a-Untereinheit, die im Sdugetiergehirn mit zwei wesentlich kleineren Einheiten (5,
36 kDa; (2, 33 kDa) und in der entsprechenden Muskulatur mit einer 3-Untereinheit
(38 kDa) assoziiert ist. Alle Untereinheiten sind integrativer Bestandteil der jewei-
ligen Membran (Abb. 1.1).

Sequenzanalysen ergaben, daf§ die a-Einheit aus vier nahezu identischen, sich wie-
derholenden Untereinheiten oder auch Doménen (I-IV) zusammengesetzt ist (CAT-
TERALL, 1988), die durch Zusammenlagerung eine Pore bilden (GREENBLATT el
al., 1985). Jede Domine besteht aus sechs hydrophoben Transmembranhelices (S1-
S6). Unter diesen Segmenten zeichnet sich besonders das S4-Segment durch seinen
groflen Anteil positiv geladener Arginin- und Lysinreste aus. Neuere Modellvorstel-
lungen ordnen diesen Resten eine Funktion als Spannungssensoren zu und machen
diese fiir die Potentialabhéingigkeit des Kanals verantwortlich (GUY & SEETHARA-
MULU, 1986; CATTERALL, 1986). Depolarisationen fiihren demnach zu einer Spi-
ralbewegung von S4, so dafl hierdurch positive Ladungen auf die Extrazellulérseite
verlagert werden. Durch diese Verlagerung kommt es zu einer Wechselwirkung posi-
tiver Reste in den S4-Segmenten mit negativen fixen Ladungen in anderen Segmen-
ten. Dies fiihrt zu Konformationséinderungen, die den Kanal 6ffnen (BENNDORF,

1989; YANG & HORN, 1995).
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Extrazellularraum

Bildung der
zentralen

Dil

(o111}

Abbildung 1.1: Molekulare Struktur des Natriumkanals: eine einzelne Polypeptidkette
mit vier wiederholenden Einheiten (Doménen: DI-IV) faltet sich zu sechs Transmembran-

helices (S1-4). Durch Zusammenlagerung der vier Doménen entsteht die zentrale Pore.

1.2 Funktionsweise des Natriumkanals

Fiir das Permeabilitidtsverhalten des Natriumkanals liegt nach der klassischen Vor-
stellung von HODGKIN & HUXLEY (1952) folgende vereinfachte Modellvorstellung
zugrunde: Danach erfolgt die Regulation des Ionenflusses durch dieses porenbilden-
de Protein {iber zwei unabhingig voneinander agierende Tore, dem Aktivierungstor
(m-Tor) und dem Inaktivierungstor (h-Tor). Experimente mit Pronase zeigten, daf
das Inaktivierungstor sich im Gegensatz zum Aktivierungstor auf der cytosolischen
Seite befindet (ARMSTRONG et al., 1973). Beide Tore 6ffnen und schliefien auf
ganz charakteristische Weise und bringen den Kanal durch dieses Verhalten in drei

typische Grundzustéinde: ruhend, aktiviert, inaktiviert (Abb. 1.2).
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Im ruhenden Zustand ist das Inaktivierungstor getffnet, das Aktivierungstor da-

RUHEND INAKTIVIERT

. Repolarisation >
— g
Depolarisation

g

AKTIVIERT

Abbildung 1.2: Schema der Grundzustinde des Natriumkanals

gegen geschlossen. Dieser Zustand liegt vor, wenn sich das Potential der Zelle nahe
dem Ruhepotential befindet. Bei einer Depolarisation 6ffnet sich das m-Tor, so dafl
kurzfristig beide Tore gedffnet sind. Der Kanal ist aktiviert und leitfdhig. Gleich-
zeitig schliefit sich langsam das Inaktivierungstor bei weiterhin geéffnetem Aktivie-
rungstor und die Inaktivierung beginnt. Ist das h-Tor geschlossen, so kann dieser
nicht-leitfihige, refraktire Zustand nur durch eine Repolarisation aufgehoben wer-
den. Bei einer Repolarisation wird der Kanal iiber eine Hyperpolarisation wieder
in den urspriinglichen Zustand (ruhend) zuriickgeholt. Durch diesen Mechanismus
wird iiber kontrollierte Spannungsinderungen iiber der Membran der Natriumflufl

durch dieses porenbildende Protein reguliert.

1.3 Klassifizierung der Toxine

In der Literatur findet sich keine einheitliche, allgemeingiiltige Klassifizierung der
Neurotoxine, die einen Einflu auf den Natriumkanal ausiiben. Charakterisiert und
zugeordnet werden diese auf verschiedenste Weisen. Dabei erfolgt eine Unterschei-
dung der wirksamen Toxine nach Gréfle und Aufbau, nach deren Wirkung und nach

deren Bindungsstelle am Natriumkanal.
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Aufgrund der Selektivitit 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 fiinf verschiedene
Bindungsstellen unterschieden werden. Die in dieser Arbeit untersuchten Toxine
gehoren nach dieser Klassifizierung zu der Klasse der Site-3 Toxine. Diese lagern
sich, genau wie das a-Skorpiontoxin (KOPPENHOFER & SCHMIDT, 1968A,B), an
die extrazelluldre Region des Natriumkanals im Bereich zwischen den S5 und S6
Transmembranhelices in der Doméne I an. Tetrodotoxin (TTX), Saxitoxin (STX)
(NARAHASHI et al., 1964, 1967B) und p-Conotoxin (KOBAYASHI et al., 1986) bei-
spielsweise gehoren 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 verschliefen z.B. Blocker wie TTX und STX
den Natriumkanal, Gate modifier oder auch Modulatoren hingegen beeinflussen die
Kinetik der beiden Tore. Seeanemonengifte und das a-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 Moglichkeit einer Klassifizierung differenziert Anemonentoxine geson-
dert nach ihrer Grofle und ihrem Aufbau. Diese Gruppe toxisch wirkender Polypep-
tide besteht i.d.R. aus 46-47 Aminosidureresten oder 27-31 Resten. Erstere, wie die
in dieser Arbeit betrachteten “langen“Anemonentoxine, gehéren zum Typ 1 (KEM
& DuUNN, 1988; KEM et al., 1989), letztere, Toxine von Anemonen aus der Fami-
lie der Stichodactylidae, zum Typ 2 (vgl. NORTON, 1991). Calitozin (CLX), ein
Polypeptid der Anemone Calliactis parasitica, gehort zwar ebenfalls zu den langen
Toxinen, weicht jedoch von diesen durch eine Reihe von Aminosiduresubstitutionen
ab, so daB diese hiufig gesondert als Typ 3-Toxine eingestuft werden (NORTON,
1991).



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Toxingewinnung

2.1.1 Materialbeschaffung

Gegenstand der Untersuchungen waren neben den Nesselgiften von Anthopleura sul-
cata vornehmlich die Giftstoffe der Anemone Anthopleura elegantissima (Abb. 2.1).
Diese beiden Vertreter des Stammes der Cnidaria (Nesseltiere) gehoren der Klasse
der Anthozoa (Blumenpolypen) an und werden der Ordnung der Actinaria zuge-
ordnet. Diese im Tidenbereich des Pazifiks zwischen Alaska und Mexiko (FRANCIS,
1979) vorkommenden Anemonen treten in ihrer Lebensform sowohl in Gruppen
als auch solitdr auf. Durch den Einsatz ihrer Nesseltoxine sind sie in der Lage,
sich sowohl gegen inter- als auch intraspezifische Feinde erfolgreich zu verteidigen
(PINEDA & EScCOFET, 1989 ). Sie leben in Symbiose mit Mikroalgen, kleineren
Crustaceen und Fischen, die gegen den sonst todlichen Abwehrmechanismus dieser
Nesseltiere durch eine besonders dicke Schleimschicht geschiitzt sind (SCHLICHTER,
1972; LuBBOCK, 1980). Im Vorfeld dieser Untersuchungen haben SCHALLER &
BODENMULLER (1981) bereits 11 [ konzentrierten Methanol-Rohextrakt aus meh-

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

Fiir die Aufreinigung der in dieser Arbeit verwendeten Toxine stand eine Menge
von 200 kg tiefgefrorener Anemonen von Anthopleura elegantissima zur Verfiigung,
die freundlicherweise durch das Pacific Biomarine Laboratory, Venice C.A. USA ge-
sammelt und in mit Methanol homogenisierten Einheiten von je 10-13 kg aufgeteilt
wurden. Dieser Rohextrakt wurde anschlieBend von Prof. L. Béress' aufgereinigt, an
Krabben beziiglich der Toxizitit vorgetestet und in 0.1 mg Einheiten den weiteren

neurophysiologischen Untersuchungen zur Verfiigung gestellt.

2.1.2 Isolierung der Toxine

Die bei —30°C gelagerten Proben wurden mit destilliertem Wasser oder mit wasser-
mischbaren Losungsmitteln versetzt und in einem Starmix homogenisiert. C'aCOs-
haltige Korallen wurden vor dem Homogenisieren 12 Stunden mit 10%-iger Es-
sigsdure behandelt, die festes C'aC'O3 unter C'Oy-Entwicklung zersetzt. Nach dem

Abzentrifugieren der Zellbruchstiicke wurde der Extrakt im Vakuum konzentriert

Unstitut fiir Toxikologie der CAU Kiel
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und anschliefend die im Konzentrat gelosten organischen Molekiile mittels Gelfil-
tration an Sephader G 50 in 1 M Essigsdure in Molekulargruppen verschiedener
Groflen aufgetrennt. Nach erneutem Konzentrieren und Gefriertrocknen erhélt man
so aus dem jeweiligen Ausgangsmaterial zumeist fiinf, fiir biologische Testungen oft
bereits geeignete Toxinfraktionen. Da die niedermolekularen Fraktionen meist noch
mit Salzanteilen gemischt sind, miissen diese vor einer biologischen Testung durch
Gelfiltration an Sephadex G 10 oder durch Extraktion mit Aceton oder absolutem
Ethanol entfernt werden.

Toxine, sowie auch antibiotisch wirksame Fraktionen, lieflen sich bereits sehr gut in
diesen angereicherten Extrakten durch Toxizitdtstest an Krabben nachweisen. Ei-
nige der biologisch wirksamen Stoffe entgingen in diesem Reinigungsstadium noch
einer Detektion, da sie oft nur in sehr geringen Konzentrationen vorlagen. Zur Fei-
nisolierung mufiten daher weitere, vorwiegend chromatographische Verfahren, ein-
schlieBlich der HPLC angewandt werden. Die Konservierung der Proben geschah in

der Regel durch Gefriertrocknen.

2.1.3 Sequenzierung und Darstellung der Toxine
Sequenzierung der primiren Aminosdurestruktur

Die Entschliisselung der Primérstruktur der reinisolierten, biologisch wirksamen Po-
lypeptide iibernahm Dr. E. Wachter, Leiter des Proteinsequenzlaboratoriums im In-
stitut fiir Physiologische Chemie der Ludwig-Maximiliams Universitdt in Miinchen.
Samtliche 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 Aminosdure spezifisch mit Phenylisothiocyanat um-
gesetzt und anschliefend das Derivat mit Triflouressigsdure gespalten und iiber
eine HPLC identifiziert (WiLsoN & KENNETH, 1990). Eine Wiederholung die-

ser Zyklen ermdoglicht die Sequenzierung des Polypeptids vom N-terminalen Ende
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her. Fiir den Abbau der Toxine wurde ein Biosystem-Sequenzierer? mit integrier-
ter Micro-cardridge, einem 9 mm Fiberglassfilter 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) konnen die errechneten und mo-
dellierten Proteinstrukturen als .pdb-files abgerufen und auf dem PC mit RasMol
2.6B2%, einem Visualisierungprogramm fiir Molekiile (Version 3.23 fiir Windows),

dargestellt werden.

2.2 Zellkultur

2.2.1 Neuroblastomzellen

Die Durchfiihrung 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 Riickenmark
der adulten Maus. Es handelt sich hierbei um neuronale Zellen, die aufgrund ih-
rer blastomeren Strukturen durch eine hohe mitotische Aktivitit gekennzeichnet
und daher leicht zu ziichten sind (SPECTOR, 1981). Sie weisen mit anderen diffe-
renzierten, erregbaren Geweben vergleichbare Strome auf (KOsSTYUK et al., 1978;

MOOLENAAR & SPECTOR, 1978; NAcY, 1983) und eigneten sich daher besonders

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

venage, Hertfordshire, UK., 1996
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gut fiir die Durchfiihrung der Experimente. Diese Zellen bené6tigen keinerlei enzy-
matische Vorbehandlung, welche besonders bei der Herstellung von Primérkulturen
hdufig zur Schidigung der Membran und zu Verdnderungen des kinetischen Ver-
haltens der Tonenkanile fiihrt (GoNor & HILLE, 1987; QUANDT, 1988)). Die
urspriingliche 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 37°C und einer mit 5% CO, begasten Atmosphire in Plexi-
glasflaschen? mit einer Grundfliiche von 25 em? kultiviert. Das Kulturmedium setz-
te sich aus folgenden Bestandteilen zusammen: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) als Fertigmedium mit Glucose und L-Glutamin®; 10% Fétales Kélberse-
rum®; 1% Penicillin? /Streptomycin®. Der pH-Wert betrug 7.2. Die Osmolaritit lag
zwischen 320 und 340 mosm/I.

Die Aufbewahrung des Kélberserums erfolgte bei ca. -18°C. Vor dem Einfrieren
wurde es steril filtriert, um eine Kontamination der Zellkultur zu vermeiden. Das
Kulturmedium wurde bei 6-8°C aufbewahrt.

Innerhalb der Kulturflaschen 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 benétigen fiir ein zufriedenstellendes Wachstum und zur Vita-
litdtserhaltung einen regelméfligen Mediumwechsel, da im Laufe der Zeit die Be-
standteile des Mediums und seiner Zusétze von den Zellen metabolisiert werden oder
bei 37°C allméhlich zerfallen (LINDL & BAUER, 1989). Aus diesem Grund wurde

dreimal pro Woche das verbrauchte Kulturmedium (Fliissigkeitsvolumen ca. 10 ml)

4Sarstedt, Best.-Nr.: 83.1810.002
5Sigma: Lot 105H2322

6Sigma: Lot 48H3376

710000 U/ml

810000 pg/ml
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unter sterilen Bedingungen fast vollstindig abgesogen und durch frisches ersetzt.
Fiir Versuchszwecke wurden mit Hilfe einer Auslaufpipette® die reiferen Zellen vom
Flaschenboden abgelést und in Plexiglas-Petrischilchen!® (@ 35 mm) iiberfiihrt.
Damit sich diese Zellen in den Schalen ausreichend absetzen konnten, wurden sie
anschliefend einen Tag im Brutschrank belassen. Um stérkere Ausdifferenzierungen
der Zellen innerhalb der Kulturflaschen zu vermeiden, wurden regelméflig die kon-
fluenten Kulturen subkultiviert.

Sowohl fiir Einzel- als auch Ganzzellableitungen wurden aus den Plexiglas-Schélchen
Zellen mit einem Durchmesser von ca. 20 bis 30 pum ausgewihlt. Diese Zellen sol-
Iten eindeutig abgegrenzt, jedoch in unmittelbarer Ndhe zu anderer Zellen liegen.
Sie zeichneten sich durch einen scharfen Zellrand aus und wiesen eine gleichméfBige

Verteilung der Zellkompartimente ohne Anzeichen einer Granulierung auf.

2.2.2 DRG-Neurone

Diese Zellinie entstammte aus den Lumbalganglien 1-5 des Riickenmarks von adulten
Ratten und wurde fiir die jeweiligen Versuchstage als Primérkultur angelegt. Un-
ter einer Primérkultur versteht man in vitro-Ziichtungen von Zellen, Geweben und
Organen, die direkt aus dem Organismus entnommen werden (LINDL & BAUER,
1989). Dabei ist es wichtig, dafl das Gewebe bzw. das Organ vollsténdig dissoziiert.
Bei dieser Form der Kultivierung mufiten zunéchst die Lumbal-Ganglien aus dem
Riickenmark der adulten Ratte herauspripariert und in einem sterilen Puffer/Glucose
aufgefangen werden. Unter einer Stereolupe wurden anschliefend die Ganglien von
iberschiissigem Gewebe mechanisch mit einem Skalpell desintegriert, die Zellkorper
in frischen Puffer {iberfiihrt und mehrmals gespiilt, bevor die Dissoziationslésung auf

die Zellen gegeben wurde. Fiir die Zerlegung des Gewebes in Einzelzellen eignete sich

9Sarstedt: Lot 81190401
0Falcon: 3001
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zur enzymatischen Priiparation besonders Typ II Collagenase!!. Nach dreistiindiger
Inkubationszeit im Brutschrank war die Dissoziation des Gewebes soweit fortge-
schritten, da8 nach Scherung mit einer Pipette und darauffolgender Zentrifugation'?
das Zellmedium resuspendiert und auf Poly-D-Lysin(PDL) beschichtete Petrischa-
len gegeben werden konnte. Mit 3 ml! Kulturmedium (DMEM ohne Kéilberserum)
aufgefiillt, iiberlebten die Zellen mehrere Tage und standen weiteren Versuchen zur
Verfiigung. Die Zusammensetzung der verschiedenen Losungen finden sich im An-

hang.

2.3 Elektrophysiologische Messungen

2.3.1 Patch-Clamp-Anlage

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde fiir die Durchfiihrung der Experimen-
te die inzwischen standardisierte Patch-Clamp-Technik verwandt (HAMILL et al.,
1981). Aufgrund dieser Methode lassen sich elektrische Stréme durch einzelne
Ionenkanile eines Membranflecks in der sog. Spannungsklemme (Voltage-Clamp)
registrieren. Die Empfindlichkeit dieser Meimethode macht es jedoch erforderlich,
den Mef3platz vor Stérungen aus der Umgebung zu schiitzen. Wie die Abbildung 2.2
zeigt, diente zum mechanischen Schutz ein auf Styroporblécken ruhender, massiver
Granitblock!®, der ein erschiitterungsfreies Arbeiten ermdglichte und zur elektri-
schen Abschirmung ein Faraday-Kifig, der eine Uberlagerung der kleinen MeBsigna-
le durch elektrisches Hintergrundrauschen (50 Hz) verhinderte.

Um ein prizises Arbeiten mit den Zellen zu gewéhrleisten, waren ein Invers-Mikros-

kop mit Phasenkontrastkondensor'* und ein Mikromanipulator notwendig. Beide

HWorthington Biochemical Corporation
121500 U/Min.

13Mafe: 800 * 750 * 130 mm

M Nikon: Diaphot-TMD
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befanden sich auf dem Granitblock. Die Petrischale mit den zu untersuchenden
Zellen konnte in den Mikroskop-Kreuztisch eingelassen werden. Fiir das prézise
Heranfiihren der Patch-Pipette an die jeweils zu untersuchende Zelle diente ein Mi-
kromanipulator!®, dessen drei Schrittmotoren iiber ein auferhalb des Kiifigs befind-
liches Steuergerit'® mit einem Joystick geregelt wurden. Uber eine selbstentwickelte
Ergidnzung konnte jeder Schritt von 0.1 pm mit einem akustischen Signal kontrol-
liert werden. An dem Mikromanipulator befand sich wiederum die hiufig als Sonde
bezeichnete Apparatur, bestehend aus Vorverstirker (sog. headstage) und Pipetten-
halter. Letzterer ermdglichte nicht nur die elektrische Verbindung der Pipette zum
Verstérker, sondern auch das Anlegen eines Uber- bzw. Unterdruckes iiber einen
seitlich angeschlossenen Luftschlauch.

Eine Besonderheit der Patch-Clamp-Technik ist der Verstéirker, genaugenommen der
Vorverstiarker. Dieser ist in der Lage, entweder bei variabler Spannung den Strom
iiber der Membran (Voltage-Clamp) oder bei festem Strom die Spannung zu mes-
sen (Current-Clamp). Dies geschieht iiber einen integrierten Operationsverstirker
(OPA), der iiber einen Gegenkopplungwiderstand R, den Spannungsunterschied zwi-
schen dem Pipettenpotential und dem Sollpotential auf Null regelt. Hierfiir wird der
Spannungsunterschied zwischen diesen beiden Potentialen iiber den OPA solange
verstirkt, bis {iber den Gegenkopplungswiderstand ein Strom geméfl I = }Z—J; in die
Pipette fliefit. Bei Vernachléssigung des Spannungsabfalls iiber der Pipette erzeugt
dieser Strom die gewiinschte Membranspannung Us,;. Die Spannung iiber Ry ist
proportional zum Strom in der Pipette. Damit diese Spannung gegen die Masse
gemessen werden kann, wird Uy,; mit Hilfe eines zweiten, nachgeschalteten Opera-
tionsverstirkers abgezogen. Demnach erfiillt dieser Voltage-Clamp-Verstirker zwei
Aufgaben: zum einen sorgt er dafiir, da} das Potential der Zelle der Pipette und

somit Us,,; entspricht und zum anderen mifit er den hierfiir notwendigen Kompen-

sationsstrom. Daher konnen die gemessenen Vorginge an einer Zellmembran auch

15HS 6/3: Mérzhiuser, Wetzlar
16MS 13 JS: Mirzhiuser, Wetzlar
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an einem Oszilloskop dargestellt und ausgewertet werden.

Der Vorverstirker mifit und reguliert die von der Zelle kommenden Stromsigna-
le, konvertiert diese in analoge Spannungen und fiihrt sie dem nachgeschalteten
Verstérker, in diesem Fall handelte es sich um einen EPC-7', zu. Dieser EPC-7
verstiarkte und filterte das ankommende Signal zusétzlich und stellte die eigentliche
Steuereinheit fiir den Benutzer dar. Ein anschlielender Subtraktions- und Differenz-
verstirker verstirkte das zuvor bereits verarbeitete Signal nochmals (5-fach) und
begrenzte die Bandbreite der Daten iiber einen zusétzlichen Tiefpaf3-Filter. Dieser
Filter eliminierte Signale und Rauschen oberhalb der Eckfrequenz von 1.66 kH z,
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 wihrend
der Versuche auf Datentriiger (Nicolet'®, DAT-Recorder'?) gespeichert und spiter
analysiert.

Als niitzliche Zusatzeinrichtung erwies sich eine an den Phototubus des Mikroskops
angeschlossene Videokamera?® mit einem extern des MeBtisches gelegenen Monitor?!.
Dies ermoglichte eine leichtere Zellanndherung mit der Pipette und eine bessere
Uberwachung der Versuche, ohne in das Mikroskop blicken zu miissen. Unnétige

Erschiitterungen konnten somit vermieden werden.

17List-Elektronik, Darmstadt

18Nicolet Instrument Corporation, Madison, Wi, USA
9JVC: XD-Z505 E/G

20Sony: SSC-M370CE

21 Panasonic: 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 fiir eine gute, rauscharme Registrierung von trans-
membranen Ionenstromen ist die Bildung einer hochohmigen Verbindung (engl.:
Gigaseal) zwischen der Glaspipette und der Zelle. Diese Verbindung héngt 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 notig geeignete Mikropipet-
ten vor jedem Experiment frisch aus Glaskapillaren herzustellen. Als Glasrohlinge
dienten hierfiir Kapillaren aus Borosilikatglas®® (Dgugen = 1.8 mm). Aufgrund seines
Schmelzpunktes (700 bis 850°C) gehort dieses Glas zu den mittelharten Glasern und
zeichnet sich durch seine guten elektrischen Eigenschaften (geringes Rauschen) aus
(HAMILL et al., 1981). Zwar konnen aus weichem Glas, wie etwa Sodaglas (700°C),
leichter Pipetten hergestellt werden, doch erzeugen diese ein stirkeres Rauschen.
Hértere Aluminiumsilikatgléser (ab 900°C) sind im Vergleich zu obigen Gldsern am
schwierigsten zu ziehen.

Um die Pipetten herzustellen, mufite der staub- und fettfreie Glasrohling in ein Pi-
pettenziehgerit?® (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 Lénge von ca. 0.7 bis 1 ¢m vor und verjiingte das Glas
dabei auf einen Durchmesser von etwa 300 pum. Der zweite Heizschritt durchtrennte
anschliefend das Glas nach Rezentrierung an der verjiingten Stelle. Geregelt wur-
de die Temperatur der Heizspirale iiber zwei Sollwertpotentiometer, so dafl durch
entsprechende Einstellungen unterschiedliche Flanken und Spitzendurchmesser der
Pipetten erreicht werden konnten.

Es eigneten sich fiir die Einzelkanalmessungen in der Regel engere, hochohmige

22World precision instruments, Sarasota, USA; It.: 1B150f-3
230chotzki, 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).
Grundsitzlich bewirkt die Verwendung niederohmiger Pipetten eine Verringerung
des Serienwiderstandes und somit des Hintergrundrauschens. Bei dem Serienwider-
stand Rg 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 Miindungsbereich der Pipette deutlich erhéht
sein (NUMBERGER & DRAGUHN, 1996). Niederohmige Pipetten haben hiufig 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 zusétzlich
zu polieren, d.h. die Glaskanten zu entschérfen. Auf diese Weise konnten bessere
Abdichtwiderstinde zwischen Zelle und Pipette erzielt werden. Durchgefiihrt wurde
diese Hitzepolitur mit Hilfe einer Mikroschmiede (sog. Mikroforge). Diese bestand
aus einem Mikroskop mit Pipettenhalter und Mikromanipulator mit einem fest in-
stallierten Gliihfilament (Platindraht). Die Pipettenspitze wurde in dieser Mikrofor-
ge fiir wenige Sekunden sehr nah an die Gliihwendel herangebracht. Ein Glastropfen
auf dem Platindraht verhinderte ein Aufdampfen von fiir die Zelle schidlichem Pla-
tin auf die Pipettenoberfliche.

Auf das zusétzliche Beschichten der Pipettenspitze mit Sylgard, einem farblosen
16sungsmittelfreien Silikonelastomer wurde in den Versuchen verzichtet. Dieses sog.
coating mit hydrophoben Substanzen soll durch eine Vergréflerung 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

Fiir die Messung transmembraner Ionenstréome war es erforderlich, einen metalli-
schen Leiter zu verwenden, der den Vorverstirker mit der Pipettenlosung und dem
Erdleiter in der Badlosung verband. Eine derartige Verbindung erfolgte iiber Elek-
troden. Dabei unterscheidet man die Meflelektrode 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 abgeschliffene Silberdraht, mit
der Anode einer Batterie verbunden und in eine Chloridlosung (20 — 100 nA) ge-
taucht wurde. Ein zusitzlicher 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 +Cl~ = AgCl+ e~

Ein derart chlorierter Silberdraht reduzierte bzw. hielt sog. Offsetpotentiale kon-
stant. Offsetpotentiale sind Potentialdifferenzen, die nicht vom biologischen Priparat
oder vom Kommandopotential stammen, sondern an Ubergéngen innerhalb der Mef-
kette, z.B. Silberdraht - Pipettenlosung oder Badlosung - Erdung, entstehen. Trat
dennoch ein Offset wihrend der Messung auf, so konnte dieser nachtriglich am

Verstérker korrigiert werden (s. 2.3.4).

2.3.3 Testlosungen

Grundsitzlich wurde fiir jedes Experiment das Kulturmedium in der Petrischale ge-
gen eine externe Elektrolytlosung ausgetauscht, die in ihrer Zusammensetzung dem
extrazelluldren Milieu der Zellen entsprach. Diese Badlosung fiir Zellkulturen besaf

im wesentlichen eine hohe Konzentration an Na* und Cl -Ionen und wenig K-
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[onen.

Die Pipettenlosung variierte entsprechend der Experimente. Bei Ganzzellableitun-
gen wurde die Patchpipette mit einer internen Losung gefiillt, die in Anlehnung an
die Tonenverhiltnisse im Cytoplasma eine héhere K ™-Konzentration aufwies. Fiir
die Einzellkanalmessungen wurde die externe Losung zum Auffiillen der Pipetten
verwendet. Der pH-Wert beider Losungen wurde mit 1n NaOH auf 7.2 eingestellt.
Samtliche Elektrolytldsungen wurden bei ca. 6°C im Kiihlschrank gelagert und alle
vier Wochen neu angesetzt. Vor dem Gebrauch wurden die Losungen zusétzlich

sterilfiltriert>* (Porengrofe: 0.2 um).

Um einen deutlichen Effekt der biologisch aktiven Anemonentoxine auf die Natrium-
kanile herauszufinden, war es erforderlich die Kaliumkanile zu blockieren. Diesem
Zweck diente Tetraethylammonium-Iodid (T EA™), ein Pharmakon, welches selek-
tiv einen potentialabhéngigen, verzogerten Kaliumstrom (delayed rectifier, Ir) in
einer Konzentration von 20 mM zu iiber 80% (CULL-CANDY et al., 1987) und bei
25 mM vollstéindig (SEGAL et al., 1984) blockiert. Zusétzlich wurde fiir die Ganz-
zellableitungen Kaliumchlorid gegen Césiumchlorid in der internen Lésung ausge-
tauscht, um weiterhin vorhandene Kalium-Leckstrome zusitzlich zu unterbinden.
Kaliumkanile sind fiir Césium und andere grofle, 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 Verfiigung. Diese wasserloslichen Substanzen wurden fiir
die priaparativen Zwecke in externer Losung gelost und in definierter Konzentrati-
on appliziert (0.1, 0.5, 1, 1.5, 2.0 [umol/l]). Bei den untersuchten Giftfraktionen
handelt es sich um Polypeptidketten bestehend aus ca. 47 Aminosduren mit einem
durchschnittlichen Molekulargewicht von ca. 5000 Dalton (GOROGH et al., 1994;

BORNEMANN & HAHIN, 1993).

24Nalgene: 190-2520
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Tabelle 2.1: Externe Losung

Substanz Konzentration [mM]
NaCl 145
KCl 4
CaCl, 1.8
MgCl, 0.4
Glucose 5
Hepes 5)
TEA 10

Tabelle 2.2: Interne Losung

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 wihrend
der Aufnahme darauf zu achten, eine optimale Offsetkorrektur und Verstirkung ein-
zustellen, da spéitere Korrekturen der aufgezeichneten Werte iiber die Software nur

begrenzt moglich waren. Dementsprechend mufiten die Daten bereits online gefiltert

und gesampelt werden.
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Offsetkorrektur

Eine Offsetkorrektur mufl durchgefiihrt werden, wenn Potentiale entstehen, die nicht
vom biologischen Préparat oder vom Kommandopotential herriihren, sondern an
Ubergéingen innerhalb der MeBkette (2.3.2). Damit das Kommandopotential tat-
sichlich an der Membran der untersuchten Zelle anlag, wurde dieses sog. Offsetpo-
tential (V,-Offset) kurz vor der eigentlichen Sealbildung am Korrekturmechanismus

des Verstirkers im Search-Modus auf Null abgeglichen.

Kapazitidtskompensation

Aufgrund der kapazitdren Eigenschaften der Zellmembran kommt es bei rechtecki-
gen Anderungen der Kommandospannung zu einer Ladungsumverteilung auf der
Membran, was zu einem raschen Anstieg und anschlieSend abfallenden, exponenti-
ellen Stromverlauf fiihrt. Die dabei entstehenden Artefakte unterscheiden sich von
Zelle zu Zelle entsprechend der jeweiligen Gesamteingangskapazitit (Cj,), die sich
proportional zur Gréfie der Zellmembran veréindert (Cj, ~ 47r?). Bei Untersuchun-
gen konnen diese Artefakte die Mefisignale verzerren und miissen daher kompensiert
werden.

Wurden iiber den Verstirker Spannungsspriinge appliziert, so kam es zunéchst zur
Auf- bzw. Umladung der Membran. Der exponentielle Verlauf der Spannungsén-

derung wird beschrieben durch die Formel:

t

V(t) = Vig(1 — e %). (2.1)

Der Spannungszustand im Steady-state V, ist unabhingig von der Kapazitit der

Membran und wird iiber den Strom I und dem Membranwiderstand R definiert:
Voo = IR. (2.2)

Demnach fillt die Spannung withrend einer Anderung zunichst am Kondensator

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

AV(t) =TR(1 —e77). (2.3)
7 ist hierbei die Zeitkonstante der Membran und setzt sich aus dem Membranwider-
stand und der Kapazitit zusammen (7 = RC'). Kapazititskompensationen kénnen,
wie aus obiger Gleichung ersichtlich, iiber Verdnderungen der Zeitkonstanten 7 bzw.
iiber nachgeschaltete Widerstandskorrekturen durchgefiihrt werden. Diese Funktion
erfiillte wihrend der Messungen der zwischen Verstirker 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

Wiéhrend der Ganzzellableitungen erkannte man am Oszilloskop einen Membran-
strom, der bei gleichbleibenden Bedingungen konstant blieb. Die Aufzeichnung der
Ganzzellableitungen bendétigte relativ wenig Speicherkapazitit, so dafi fiir diesen
Zweck eine Nicolet?®, ein Speicheroszilloskop mit integriertem 5,25“-Diskettenlauf-
werk zur Digitalisierung und Aufzeichnung der Reizantworten, ausreichte. An die-
sem Gerit konnten nachtriglich (offline) die Stromregistrierungen zur Protokollie-
rung ausgemessen werden. Die protokollierten Daten wurden in das Tabellenkalku-
lationsprogramm EXCEL 5.0%¢ importiert und ausgewertet. Statistische Verfahren

wurden mit Hilfe von SPSS 8.0 for Windows?” durchgefiihrt.

Berechnung des Inaktivierungsverhaltens: Spannungsgesteuerte Natriumka-
nile werden durch eine ausreichende Depolarisation aktiviert, 6ffnen sich und er-

moglichen einen transienten Einwirtsstrom an Natriumionen. Dieser Strom nimmt

25Nicolet Instrument Corporation, Madison, Wi, USA
26 Microsoft
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 Abhéngigkeit von der Zeit beschrieben:

Ina(t) = Ip(0)e 7 + I,(0)e ™ + L. (2.4)

T, und 71 entsprechen den Zeitkonstanten, I, und I; den zugehorigen auf ¢ = 0
extrapolierten schnellen und langsamen Inaktivierungskomponenten.

Der abfallende Stromteil entspricht der Inaktivierung h(t). Die Aktivierung m(t)
verlauft sehr viel schneller und ist kurz nach Erreichen des Spitzenstromwertes be-
reits abgeschlossen. I, ist eine konstante Stromkomponente und beschreibt einen
u.U. auftretenden, persistierenden Stromanteil. Ermittelt wurden diese fiinf kineti-
schen Inaktivierungsparameter I5(0), 1;(0), I, 7o und 7y iiber eine halblogarithmische
Anndherung an die gemessenen Stromkurven.

Um die Ergebnisse miteinander vergleichen und auswerten zu kénnen, mufiten die
einzelnen Stromanteile des Verlaufs der Inaktivierung normiert werden. Die Nor-

mierung wird durch Vereinfachung obiger Formel (2.4) folgendermafien beschrieben:

h(t)= A+ Be 7 + Ce ™, (2.5)

wobei A = i B = Zfog%) 1€ = s und ST = Iy(0) + 1,(0) + I sind.

Analyse der Einzelkanaldaten

Anders als die Daten der Ganzzellversuche wurden die Einzelkanaldaten wahrend
der Versuche mit Hilfe eines DAT-Rekorders®® analog auf DAT-Béindern? aufge-
zeichnet und erst zu einem spéteren Zeitpunkt sozusagen offline analysiert. Dabei
erfolgte die Digitalisierung der Daten iiber ein Interface3® mit einer Abtastrate von

32 kHz und die Auswertung mittels der dazugehorigen 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.3!. Gestartet wurde die Digitalisierung iiber den
ebenfalls auf dem DAT-Band aufgezeichneten Synchronisationsimpuls, der durch
einen Schmitt-Trigger (TIETZE & SCHENK, 1978) zu einem Impuls mit sehr steiler
Flanke verstiarkt wurde. Durch diesen Trigger wurden nur die Mef3bereiche oberhalb
der Triggerschwelle und somit nur die Daten wéhrend des 70ms dauernden Impul-

ses, libertragen.

Open-Time Histogramm: Vor der Analyse der Zeit- und Amplitudenhistogram-
me (Open-Time Analyse) der Einzelkanalaufzeichnungen mufiten innerhalb der CED-
Software sog. ideale Daten erstellt werden. Diese Idealisierung geschah zunéchst
durch ein sog. Averaging, indem gemittelte Leeraufnahmen von den Einzelaufzeich-
nungen subtrahiert wurden. Auf diese Weise konnten noch vorhandene kapazitive
Artefakte und Leckstrome beseitigt und das Rauschen minimiert werden. Aufer-
dem mufite innerhalb simtlicher Datenfiles die Grundlinie auf Null gesetzt und die
Schwelle der Stromamplitude (Iy,) festgelegt (in der Regel: %IA Nap.,) werden, so
dafl das Programm die Kanal6ffnungen verzogerungsfrei registrieren konnte. Diese
derart ermittelten, idealisierten Datenfiles wurden anschlieflend fiir die Auswertung
im Balkenhistogramm eingelesen. In einem Balkenhistogramm sind die absoluten
Héaufigkeiten bestimmter Ereignisse in definierten Intervallen dargestellt.

Innerhalb der Histogramme pafit das Programm je nach Bedarf eine monoexponen-

tielle Funktion iiber die Methode der kleinsten Quadrate nach der Formel:
N = Nye B,

wobei B = T, ist oder alternativ eine di-exponentielle Funktion nach folgender

Formel:

N = NAei%t + Ncei%t

31Cambridge, UK
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an, wobei B = Topen1 und D = Tppepo sind.

Die Zeitkonstante 7 kennzeichnet die mittlere Zeitdauer des betrachteten Ereignisses
(z.B. die Kanal6ffnungsdauer).

Die statistische Auswertung der Zeitkonstanten siamtlicher Datenfiles 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 moglich, einzelne Kanalpopulationen distinktiv zu iden-
tifizieren (CULL-CANDY et al., 1989). Dennoch kann durch Addition der Einze-
lereignisse der Anteil diskreter Kanile des Cell-attached-Patches am Gesamtstrom
abgeschétzt werden, da es bei gleicher Kinetik und Leitfahigkeit einer Kanalpopu-
lation unerheblich ist, ob zwei Kanile zweihundert Mal abgeleitet und aufsummiert
werden oder vierhundert Kanéle gleichzeitig (Whole-Cell). Aus der Kinetik des re-
sultierenden Stromverlaufes 148t sich die Wahrscheinlichkeit abschéitzen, zu welchem
Zeitpunkt der Kanal offen ist.

Der Amplitude des Summationsstroms wird die Einzelkanalamplitude des entspre-
chenden Kanals zugeordnet. Ausgehend von der rechnerischen Ermittlung des Sum-
mationsstroms konnte somit fiir einen Zeitpunkt “¢ die Amplitude % aller Summa-

tionsereignisse bestimmt werden.

2.3.6 Statistische Auswertung

Mittels statistischer Verfahren soll iiberpriift werden, ob sich die verschiedenen To-
xingruppen hinsichtlich ihrer Giftwirkung signifikant voneinander unterscheiden.
Die Verfahrensgruppe, die fiir die Beantwortung dieser komplexen Fragestellung

geeignet ist, ist die Varianzanalyse (BORTZ, 1993). Die Varianzanalyse (ANO-
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VA?*?) ermoglicht die Unterschiedlichkeit in der Reaktionsweise der Zellen auf eine
oder mehrere unabhéngige Variablen zuriickzufiihren. Da hier nur eine unabhingige
Variable untersucht werden soll (die Toxingruppe), wird auf eine einfaktorielle ANO-
VA rekrutiert. Die unabhéingige Variable wird auch als Treatmentvariable bezeich-
net und ist in dieser Untersuchung fiinffach gestuft (APE 1-1, ..., APE 5-3). Die
abhéngige Variable reprisentiert die Giftwirkung auf den Natriumkanal. Den Vor-
aussetzungen der ANOVA entsprechend ist diese abhéngige Variable intervallska-
liert. Die einfaktorielle ANOVA priift somit die Nullhypothese (Hj), daB8 sich die
verschiedenen Toxingruppen nicht voneinander unterscheiden. Die Alternativhy-
pothese (H;) besagt, daf sich mindestens zwei Toxingruppen in ihrer Giftwirkung

voneinander unterscheiden.

Resultiert in einer einfaktoriellen ANOVA ein signifikanter F-Wert, so kann dar-
aus geschlussfolgert werden, dafl sich die verglichenen Mittelwerte in irgendeiner
Weise signifikant voneinander unterscheiden. Man spricht dann auch von einer
“overall“-Signifikanz. Eine differenziertere Interpretation der Gesamtsignifikanz ist
nur moglich, wenn bekannt ist, welche Mittelwerte sich von welchen Mittelwerten
signifikant unterscheiden. Dabei ist es durchaus mdoglich, dafl sich nur zwei Mittel-
werte signifikant unterscheiden, die anderen sich jedoch nicht signifikant voneinan-
der unterscheiden. Einzelvergleiche, die im Anschluss an eine ANOVA gerechnet
werden, erlauben eine Aussage dariiber, zwischen welchen Treatmentstufen (UV) si-
gnifikante Unterschiede bestehen (BORTz, 1993). Bezogen auf diese Untersuchung
ermoglichen Einzelvergleiche somit eine Aussage dariiber, welche Toxingruppen sich
hinsichtlich der Giftwirkung signifikant voneinander unterscheiden.

Zur Durchfiihrung von Einzelvergleichen sind verschiedene statistische Verfahren
entwickelt worden. Die Anwendung einfacher Einzelvergleiche bewirkt jedoch eine
a-Fehlerkumulierung, d.h. eine Erhoéhung des a-Fehlers (Wahrscheinlichkeit einer
filschlichen Entscheidung zugunsten von H;). Eines der am weitesten verbreiteten

Verfahren ist der SCHEFFE-Test (1963). Der Scheffé-Test bietet den Vorteil ten-

32 Analysis of Variance
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denziell konservativ zu entscheiden, d.h. daf} eher zugunsten der H, entschieden
wird (Hy:“Es bestehen keine Mittelwertsunterschiede“). Der Scheffé-Test garantiert
damit, dal die Wahrscheinlichkeit eines a-Fehlers fiir jeden durchgefiihrten Ein-
zelvergleich nicht grofler ist als das Signifikanzniveau « fiir den Overall-Test der
ANOVA. Die Wahrscheinlichkeit einer filschlichen Annahme der Alternativhypo-
these Hy (H;:“Es bestehen signifikante Mittelwertsunterschiede®) wird somit nicht
erhoht.

2.3.7 Versuchsbeschreibung

Nachdem sich die Zellen iiber mehrere Stunden (24 -48 h) in den Petrischalen ab-
setzen konnten, wurde fiir Versuchszwecke das Kulturmedium gegen die zuvor auf
37°C erwarmte und filtrierte externe Losung ausgetauscht. Damit sich die Zellen an
den Losungswechsel gew6hnen konnten, wurden diese etwa 15 Minuten auf dem Ob-
jekttisch stehengelassen. In dieser Zeit konnten die Pipetten frisch gezogen und die
Losung zum Fiillen der Pipetten vorbereitet werden. Das luftblasenfreie Auffiillen
der Pipetten geschah mit einer handelsiiblichen 5 ml Spritze. Aufgefiillt und in den
Pipettenhalter der Sonde eingesetzt, erfolgte anschlieBend die Anné&herung an die
jeweilige Zelle mit Hilfe der Mikromanipulatoren. Wéhrend dieses Vorgangs wurde
iiber einen Schlauch ein Uberdruck auf die Elektrode erzeugt, der beim Eintauchen
der Pipette in die Badl6sung und Annihern an die Zelle ein Verstopfen der Pipet-
tenspitze mit Partikeln verhinderte.

Befand sich die Pipette in unmittelbarer Nihe zur Zelle, wurde der Uberdruck re-
duziert und bestehende Offsetpotentiale (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 Pipettendffnung umgekehrt
proportional zum Widerstand verhélt, 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 Erhéhung
des Gesamtwiderstandes und somit zur Ausbildung eines Seals, einer hochohmigen
Verbindung (Gigaohm), zwischen Zelle und Pipette. Als wirksame Krifte dieser Se-
al-Bildung werden Ionen-, Wasserstoftbriicken- und Salzbriickenbindungen sowie van
der Waals’sche Krifte vermutet (COREY & STEVENS, 1983; OPsSAHL & WEBB,
1994). Einem Gigaseal > 10 G entspricht ein Abstand zwischen Glas und Mem-
bran < 1 nm (COREY & STEVENS, 1983).

War die Pipette mit externer Losung gefiillt, so lielen sich in dieser sog. Cell-
attached Konfiguration Einzelkanéle unterhalb der Pipettenoffnung aktivieren, vor-
rausgesetzt es waren Kanile vorhanden. Die Aktivierung erfolgte iiber eine Span-
nungsklemme, in der dem Membranausschnitt das extrazellulidre Potential des Ver-
stiarkers aufgezwungen wurde. Da das Ruhemembranpotential der unbeschéidigten
Neuroblastomzelle bei ca. —30 mV liegt, die meisten Natriumkanile bei diesem
Potential jedoch noch inaktiviert sind, mufl die Membran hyperpolarisiert werden,
um alle Kanile aktivierbar zu machen. Damit das Zellinnere auf —80 mV gebracht
werden konnte, wurde von auflen, also iiber die Pipette (Elektrode), eine Spannung
von ca. 50 mV angelegt. Das Membranpotential (Uy,) ergab sich somit aus der

Differenz zwischen Ruhepotential (Ug) und Haltepotential des Verstirkers (Uy):
Upr = Up + Un (2.6)

Ausgehend von diesem Haltepotential wurde an der Membran wéhrend eines Recht-
eckimpulses fiir 70 ms die Kommandospannung auf ein héheres Potential gebracht.
Die Stérke dieser Depolarisation war abhingig von der Stéirke des Reizpotentials
(Ur), so daBl sich das Membranpotential wihrend des Reizes wie folgt zusammen-

setzte:

Uy =Ur+Uy)+U; (2.7)

Nachdem die Verstirkung am EPC-7 auf 50 mV/pA stufenweise hochgeregelt wurde,
konnten entsprechende Stromantworten auf dem DAT-Rekorder registriert werden.

Fiir die Versuche in der Whole-Cell Konfiguration mufite zum Aufbrechen der Mem-
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bran nach der Seal-Bildung mit einer Spritze ein Unterdruck in der Pipette erzeugt
werden. Pipettenlosung und Cytosol bildeten somit eine Einheit. Daher wurden
die Pipetten fiir die Whole-Cell Versuche mit interner Losung gefiillt. In dieser
Konfiguration mufite entsprechend obiger Gleichung (2.6) fiir eine ausreichende Hy-
perpolarisation der Zelle das Haltepotential auf —80 mV heruntergeregelt werden.
Veréinderungen der Kommandospannung erfolgten wihrend 70 ms dauernder Im-
pulse; aufgezeichnet wurde mit Hilfe der Nicolet.

Die Applikation der Giftfraktionen erfolgte durch vorsichtiges Pipettieren auf die
Zellen. Fiir die Versuche eigneten sich kugelige Zellen mit einer glatten Membran-
oberfliche, die einen Durchmesser von 20 — 30 pm besaflen.

Samtliche Versuche wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Ganzzellableitungen

Fiir die Untersuchungen zur Wirksamkeit verschiedener Anemonentoxine auf span-
nungsensitive Natriumkanéle wurden zwei verschiedene Zellpopulationen verwendet.
Dies waren zum einen Neurone aus dem Riickenmark der Ratte (DRG-Neurone), die
sich aufgrund ihrer groflen Kanaldichte besonders fiir die Darstellung der Giftwir-
kung auf das Aktionspotential eigneten; zum anderen Neuroblastomzellen der Linie
N1E-115, die fiir simtliche 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. Uy=-80 mV) konnten die Natrium-
kanéle iiber einen depolarisierenden Rechteckimpuls geoffnet werden, so dafl ein
transienter Na'-Einwirtsstrom durch die Kanile floB. Einen derartigen Recht-
eckreiz und den entsprechenden typischen Verlauf einer Ganzzellableitung in Rin-
gerlosung mit Tetraethylammonium-Todid (TEA™) beschreibt die Abbildung 3.1.
Zugabe von TEA™ diente der Blockade von Kalium-Kaniilen.

Anhand der Stromregistrierung erkennt man zun#chst eine rasche Zunahme des
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Na™*-Einstromes mit Beginn der Depolarisation (Aktivierung), anschliefend ein deut-
liches Abklingen des Stromes nach Durchlaufen eines Maximums. Bereits nach we-

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

0 mVv

- — -80mV

20 ms

100 pA

Abbildung 3.1: Ganzzellableitung einer Neuroblastomzelle des Na™-Einwiéirtsstroms in
Ringerlosung wéhrend einer Depolarisation des Membranpotentials von Uy = —80 mV
auf Uy = 0 mV. Impulsdauer: 70 ms; Kaliumkanéle blockiert durch TEA™ und CsCl;
Temperatur 19°C.

klingen des Stromes bzw. der Verlauf dieser Inaktivierung héingt mit dem Schlieflen
der Nat-Kanile 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 Stromflusses, der durch die Gleichung 2.4 in Kapitel 2.3.5 be-
schrieben wird und auf dessen Stiirke bzw. Amplitude (Iy,,,,. ) unter Einwirkung
verschiedener Toxine und in Abhéngigkeit vom Membranpotential (Ujy) soll im fol-

genden niher eingegangen werden.
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3.1.1 Strom-Spannungs Beziehung
Kontrollversuche

Fiir die Untersuchung der Potentialabhéngigkeit spannungssensitiver Natriumkanile
wurden in dieser Arbeit Ganzzellableitungen bei sieben verschiedenen Membranpo-
tentialen zwischen —30 und +30 mV an den Neuroblastomzellen vorgenommen. Ab-
bildung 3.2 zeigt exemplarisch an vier Originalregistrierung die Potentialabhéngigkeit
des Nat-Stroms.

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

Abbildung 3.2: Potentialabhéingigkeit des Na'-Stroms einer Neuroblastomzelle. Ganz-
zellableitung in Ringerlésung mit TEA™ bei Uy = —20, —10, 0, 10, 20 mV wihrend
eines 70 ms dauernden Impulses. Die Positionierung der Ujs-Werte entspricht der Ampli-
tude des jeweiligen Natriumspitzenstromes (f Nanas)-

triumspitzenstroms (Iyg,,. ), sowie das dazugehorige Membranpotential. Hierbei
steigt zunichst mit zunehmender Depolarisation Iy,,,  bis zu einem Potential von
Uy = 0 mV an und fillt bei weiterer Depolarisation wieder ab. Die Spitzenstrome
einer grofleren Stichprobe als Mittelwerte (+ S.E.M.) gegen das entsprechende Po-
tential Uy, aufgetragen, zeigt Abbildung 3.3 einer sog. Strom-Spannungs-Kurve.
Diese zeigt einen U-formigen Verlauf, deren Maximum im Bereich eines Membran-
potentials von Uy, = 0 mV liegt. Die Abnahme des Na™-Einstroms erfolgt aufgrund
der abnehmenden treibenden Kraft geméfl der Beziehung: In, = gng (F — Ena)-
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Aufgrund der unterschiedlich starken Gesamtstrome der untersuchten Zellen wurde
bei jeder Zelle der Natriumstrom ins Verhéltnis zum jeweiligen Spitzenstrom gesetzt
(+2e ) somit normiert, so dafl es moglich war, mit diesem Quotienten die entspre-

INaMaz

chenden Mittelwertsberechnungen durchzufiihren.

L 1 | 1 | 1 1 | 1 | ! ] UM [mV]

INA/ INAMax

Abbildung 3.3: Strom-Spannungskurve (+£S.E.M.) von Ganzzellableitungen an Neuro-
blastomzellen. Dargestellt ist der normierte Na*-Spitzenstrom (Inq/INanaz) als Funk-
tion des Membranpotentials (Uys). Ringerlosung mit TEAT (n = 5). Die Positionierung
der Uys-Werte entspricht dem jeweiligen Natriumspitzenstrom (f Nanas )

Toxinapplikation

Insgesamt konnten fiinf 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 friithere Arbeiten (ULBRICHT & SCHMIDTMAYER,
1981; AFRA, 1998) in einer Konzentration von 5 ug/ml (vgl. 3.1.7). Abbildung 3.4
verdeutlicht den Unterschied des Na™-Stromverlaufs anhand einer Ganzzellableitung

(Unr = 0 mV') vor und nach Behandlung mit zwei verschiedenen Toxinen (APE 1-1,
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APFE 1-2). Die Modifizierung des Natriumkanals durch die Toxine verdndert kaum
die Aktivierungskinetik, beeinflufit jedoch deutlich die Inaktivierung. Wie bereits
zuvor gezeigt, ist eine vollstindige Inaktivierung bei der Kontrollmessung bereits
nach ca. 10 ms zu erkennen. Toxingabe hingegen bewirkt eine unvollstindige Inak-
tivierung, so dafl auch am Ende des Impulses weiterhin ein transienter Na™-Strom zu
erkennen ist. Beziiglich dieses persistierenden Anteils (Ip..s) bestehen Unterschie-
de zwischen den jeweiligen Fraktionen. Nach Applikation von APE 1-2 verdoppelt
sich dieser Anteil nahezu im Vergleich zu APFE 1-1. Bei beiden Toxinen erreicht der

Nat-Strom erst nach ca. 40 ms das stationdre Niveau.

Kontrolle
gt W

APE 1-1

APE 1-2

20 ms

100 pA

Abbildung 3.4: Verlauf des Na™-Stroms vor und nach Behandlung mit Anemonentoxin
APE 1-1 und APE 1-2 (5 pg/ml). Ganzzellableitung wihrend eines 70 ms Impulses an
derselben Zelle in Ringerlosung mit TEAT (Upr = 0 mV).

Da im weiteren Verlauf dieser Arbeit genauer auf die Wirkung der verschiedenen
Toxine auf den Natrium-Spitzenstrom (Iy,,,,,) und die Inaktivierung bzw. die un-
vollstiandige Inaktivierung eingegangen wird, werden diese mit Ipqq; (Spitzenstrom)

und Ip.,s (Persistenz) bezeichnet.

Potentialabhingigkeit

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 potentialabhingige Zu- und Abnahme des Spitzenstroms
(Ipear) zu erkennen. Im Gegensatz zu den Kontrollregistrierungen kommt es jedoch
nach Toxinapplikation zu einer unvollstdndigen Inaktivierung, die in ihrer Potential-
abhéngigkeit Unterschiede beziiglich des Maximalwertes zum Spitzenstrom aufweist

([PeakM(m ~ _10 mV;IPersMax ~ 10 mV)

—

30—

20—
10—

0—Y% -10

Abbildung 3.5: Potentialabhéingigkeit des Na™-Stroms einer Neuroblastomzelle nach
Applikation von Anemonentoxin APE 5-3 (5 ug/ml). Ganzzellableitung wihrend eines
70 ms Impulses an derselben Zelle in Ringerlésung mit TEA™T.

Diese Unterschiede beziiglich des persistierenden und des Spitzenstromes zeichnen
sich deutlicher in der Strom-Spannungskurve (Abb. 3.6) ab, in der die Mittelwerte
(£ S.E.M.) einer groBeren mit APFE 5-8 behandelten Stichprobe bei Membranpoten-
tialen von Uy = —30 mV bis Uy = 40 mV dieser beiden Komponenten gegeneinan-
der aufgezeichnet sind. Dabei durchliduft die Kurve des maximalen Na'-Einstroms
(Ipeqar) ein Maximum bei Uy, = 10 —20 mV. Fiir Ip.,s hingegen liegt das Maximum
erst bei einem Membranpotential von Uy, ~ 30 mV'. Aufgrund dieser Maximalwert-
Verschiebung zwischen Ip., und Ip.,.s kommt es zu einem Uberkreuzen zwischen
beiden Kurven. Abbildung 3.7 verdeutlicht dieses sog. crossing over anhand der

Originalregistrierungen bei den Potentialen Uy, = 10 mV und Uy, = 20 mV. Bei
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einem nur geringfiigig verinderten Na'-Spitzenstrom erfihrt der dazugehorige per-

sistierende Strom eine Zunahme von ca. 20% zwischen diesen beiden Potentialen.

| 1 | 1 | 1 | 1 1 | 1 | 1 | 1 | UM [mV]

§ IPeak
_I_ IPers

10k
INa

Abbildung 3.6: Strom-Spannungskurve (+S.E.M.) von Ganzzellableitungen an Neuro-
blastomzellen nach Applikation von Anemonentoxin APE 2-1 (5 pg/ml). Dargestellt ist
der normierte Na™-Spitzenstrom (Ipeqr) und der persistierende Anteil (Ipes) als Funk-
tion des Membranpotentials (Uys). Ringerlosung mit TEAY (n = 8).

Abbildung 3.7: Darstellung des crossing overs am Na™-Strom einer Neuroblastomzelle
nach Applikation des Anemonentoxins APE 2-1 (5 ug/ml) bei Membranpotentialen von
10 mV und 20 mV.
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Maximaler Natriumstrom

Wie bereits erldutert, zeigt der Natrium-Spitzenstrom (Ip.q) eine starke Abhéngig-
keit vom vorhandenen Membranpotential (Uys). Dabei passieren bei Uy = 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 APFE 2-1 zu erkennen,
bei der der maximale transiente Stromwert bei Uy, = 20 mV liegt. Nach Applikation
von APE 5-3 hingegen kommt es bei einem Membranpotential von Uy, = —10 mV
zum grofiten Natriumeinstrom. Die tibrigen Fraktionen (APE 1-1; APE 1-2; ATX
II) bewirken nur geringe Verinderungen beziiglich der Potentialabhéingigkeit des

Spitzenstromes zur Kontrolle.

Tabelle 3.1: Normierte Natrium-Spitzenstrome (+S.E.M.) in Abhingigkeit vom Mem-
branpotential (Up; [mV]) unter Einwirkung verschiedener Anemonentoxine (5 pg/ml).
Ganzzellableitungen in Ringerlésung.

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
Samtliche untersuchten Fraktionen verianderten die Kinetik der Natriumstrome und

verhinderten bei anhaltender Depolarisation eine vollstindige Inaktivierung. Der
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auftretende persistierende Stromanteil (Ip,,s) wurde ebenfalls wie der Spitzenstrom
Ipeqr ausgemessen und normiert. Die Tabelle 3.2 zeigt, wie bereits in Abbildung 3.5
zu erkennen ist, dal Ip..; ebenfalls eine Abhéingigkeit zum Membranpotential U,
aufweist. Bei allen Fraktionen konnte anhand der Originalregistrierungen, aufgrund
des maximalen, persistenten Natriumstromes bei positiveren Membranpotentialen
als Ipeqr, €in crossing over festgestellt werden.

Bezogen auf das Membranpotential weisen die maximalen Amplituden der beiden
Stromkomponenten demnach folgenden Zusammenhang auf: Uy, < Urp,,, .
Ipersy,,, liegt fiir APE 2-1 bei Uy = 30 mV/, fiir APE 5-3 hingegen bei Uy = 0 mV.
Beide Fraktionen bewirken, genauso wie die anderen Fraktionen, eine Maximalwert-
Verschiebung zwischen Ipeqr und Ipg.s von AUy ~ 10 mV auf, d.h. Ipersirar
fiir APE 1-1 und ATX II liegt bei Uy, = 10 mV. Unter dem Einflul von APFE
1-2 konnte diese Maximalwert-Verschiebung anhand der gemittelten Werte nicht

festgestellt werden.

Tabelle 3.2: Normierte, persistente Natriumstrome (+S.E.M.) in Abhingigkeit
vom Membranpotential (Ups [mV]) unter Einwirkung verschiedener Anemonentoxine
(5 png/ml). Ganzzellableitungen in Ringerlosung.

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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Verhéltnis Ip.s/Ipeak

Um einen Eindruck iiber das Ausmaf} der Giftwirkung der einzelnen Fraktionen auf
den Nat-Strom zu gewinnen, werden in diesem Abschnitt der persistierende und der
Spitzenstrom ins Verhéltnis zueinander gesetzt. Dieser Anteil des persistierenden am
maximalen Na™-Strom ist ein Ma$ fiir die Wirkung der Gifte auf die Inaktivierung.
Die Stéirke der Giftwirkung ist hierbei direkt proportional zum ermittelten Quoti-
enten. Abbildung 3.8 zeigt das Ausmafl der Wirkung fiir die einzelnen Fraktionen
in Abhéngigkeit von Uy,.

-30 -20 -10 0 10 20 30
‘ 1 | 1 | 1 | UM [mV]

Y S S =
b 5 ape

e APE 1-2
4 R
06 Al —¥- APE 2-1
a 1} ATX Il
APE 5-3
1,0 - Ipers/Ipeak
Abbildung 3.8:  Verhiltnis des persistierenden zum maximalen Natriumstrom

(Ipers/Ipear) in Abhéngigkeit vom Membranpotential (Ups) unter Einwirkung verschiede-
ner Anemonentoxine (5 pug/ml). Ganzzellableitungen in Ringerlosung; normierte Strom-
amplituden (£S.E.M.).

Mit Ausnahme von ATX II, bei dem dieser Quotient iiber einen weiten Spannungs-
bereich konstant bleibt und es nur zu einem geringen Abfall bei Uy; > 0 mV kommt,
verdoppelt bis verdreifacht sich bei allen Fraktionen das Verhéltnis Ipeps/Ipeqr von
Uy = —30 mV auf Uy, = 30 mV. Von besonderem Interesse ist der Quotient bei
Uy = 0 mV, da in Ringerlosung fiir den Na™-Strom Ipeor = Ipeak,,,, gilt. Inner-
halb dieses Potentials zeigen die Fraktionen APE 1-1 und ATX II eine Wirkung von
ca. 20%, die iibrigen Fraktionen (APE 1-2; APE 2-1; APE 5-3) von ca. 40%. Unter
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der Annahme einer Normalverteilung besteht beziiglich dieser Quotienten bei diesem
Potential ein signifikanter Unterschied zwischen den Toxingruppen APE 1-1/ATX I
und APE 1-2/APFE 2-1/APE 5-3 (ANOVA mit anschlieBendem Scheffé-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 fiinf charakteristischen Gréflen
dieser Formel, die beiden Zeitkonstanten 75 und 7y, die auf ¢t = 0 extrapolierten
Stromkomponenten Iy und I, sowie die konstante Stromkomponente I, als Para-
meter der Inaktivierung, wobei Iy + I; + I = 1. Normalerweise ist I, 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 Nat-Einwirtsstromes sollen
im folgenden die fiinf 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 Verdnderung in der Inaktivierungskinetik und somit
auch der genannten Parameter. 7 beschreibt die anfangliche, schnelle Abnahme
des Maximalstroms; 71 dessen nachfolgende asymptotische Annéherung an das per-
sistierende Stromniveau. Iy und I; beschreiben die entsprechenden Stromanteile fiir
die jeweiligen Konstanten. Die Abbildungen 3.9 und 3.10 zeigen die Abhéngigkeit
dieser beiden Zeitkonstanten vom Membranpotential in Ringerl6sung und unter Gif-
teinwirkung. Dabei verkiirzen sich fiir die Kontrollversuche mit zunehmender De-
polarisation sowohl 7y als auch 7;. Die entsprechenden Stromanteile (vgl. Anhang)

verhalten sich reziprok zueinander, d.h. der Anteil fiir die schnelle Konstante nimmt,
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ab, der fiir die langsame zu. Mit durchschnittlich 95% hat 75 dabei den gréfieren
Anteil (7, ~ 5%). Eine persistierende Komponente (I5) konnte fiir die Kontrollver-

suche nicht ermittelt werden.
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8 —
ot e APE1-1
1 e APE 1-2
4 g ¥ APE 2-1
. . ATX I
- “»7‘ >>>>>>>>>>>>> 1
- -~ R~ I e ) APE 5‘3
5 R & Kontrolle
T D S .
O | . T | T T T T T T |
-20 -10 0 10 20 30 Uy [mv]

Abbildung 3.9: Abhingigkeit der schnellen Zeitkonstante 7y (+ S.E.M.) vom Membran-
potential (Ups) unter Einwirkung verschiedener Anemonentoxine (5 pug/ml). Ganzzellab-
leitungen in Ringerlosung.

Nach Behandlung der Zellen mit Anemonentoxinen verindern sich simtliche Para-
meter der Exponentialfunktion. Durch das Auftreten eines persistierenden Stroms,
gewinnt dieser Anteil (I3) in Abhéngigkeit vom Gift an Bedeutung. Doch auch der
Stromanteil der langsamen Zeitkonstante 7, erhoht sich bei sémtlichen Fraktionen
(0 ~ 15%), die Anteile der schnellen Konstante 75 hingegen verringern sich bis zu
50% (APE 2-1; Uy = 30 mV). Bei den Fraktionen mit einem persistierenden Anteil
von iiber 30% (APE 1-2, APE 2-1, APE 5-3) nimmt Ij mit zunehmender Depo-
larisation ab, die Fraktionen mit einem persistierenden Anteil von ca. 20% (APE
1-2, ATX II) zeigen diese Tendenz nicht (I ~ 65%). Der Anteil I, der langsamen
Konstante verhilt sich bei fast allen Toxinen iiber weite Bereiche des Membranpo-

tentials relativ konstant () 15 — 20%).
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Abbildung 3.10: Abhiingigkeit der langsamen Zeitkonstante 7, (+ S.E.M.) vom Mem-
branpotential (Ups) unter Einwirkung verschiedener Anemonentoxine (5 pg/ml). Ganz-
zellableitungen in Ringerlésung.

Die Zeitkonstanten 79 und 7 vergrofiern sich nach Toxingabe bei allen Fraktionen
im Vergleich zur Kontrolle, wobei 15 mit zunehmender Depolarisation abnimmt und
nur bei Membranpotentialen von Uy, > 20 mV bei den Toxinen APE 1-2 und APE
5-3 wieder ansteigt. 71 durchlduft bei allen Fraktionen ein Maximum, welches bei
APE 1-2, ATX IT und APE 5-3 bei Uy = 0 mV und fiir APE 1-1 und APE 2-1
bei Up; > 10 mV liegt.

3.1.3 Stationire Inaktivierung

Wie im vorausgegangenen Kapitel beschrieben, variieren die Parameter des diphasi-
schen Exponentialverlaufes in Abhéngigkeit vom Membranpotential. Sie sind dem-
nach momentane Funktionen von Uy;. Diese Funktion entspricht dem zeitlichen Ver-
lauf der Inaktivierung des Na*-Stroms. Die Aktivierung m (vgl. 3.1.5) verlduft

im Vergleich zur Inaktivierung h(; sehr viel rascher und ist bald nach Erreichen des
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Spitzenstromwertes abgeschlossen. Zum Zeitpunkt des maximalen Natriumstroms
sind fiir jedes Potential eine maximale Anzahl an Kanélen ge6ffnet. Wird das Mem-
branpotential verdndert, stellt sich nach Durchlaufen der Aktivierung und der an-
schlieBenden Inaktivierung ein neues Gleichgewicht ein. Um die Kanéle aus diesem
inaktivierten Zustand wieder herauszuholen, muf} die Inaktivierung durch einen hy-
perpolarisierenden Impuls aufgehoben werden, so dal h,, = 1 ist und sdmtliche
Kanile wieder aktivierbar, bzw. nicht-inaktiv, sind. Diese Aufgabe erfiillte im
Experiment ein Vorimpuls, der lang genug war, um sdmtliche Kanéle wieder akti-
vierbar zu machen. Der anschliefende Testimpuls erzeugte daraufhin wieder den
bekannten Na*-Stromverlauf mit Aktivierungs- und Inaktivierungsphase. Wird die
Héhe des Vorimpulses V), (Dauer 50 ms) variiert, kann {iberpriift werden, wieviele
Kanile nach Ende des Vorimpulses noch aktivierbar, also nicht-inaktiv, sind. Diese
Offnungswahrscheinlichkeit stellt sich iiber den meBbaren, maximalen Natriumstrom
(Ipear) im Testpotential konstanter Dauer (30 ms) und Stirke (V; = 80 mV') dar.
Inaktivierungskurven beschreiben genau diesen Zusammenhang zwischen I.,; und
dem systematisch ansteigenden Vorpotential V,,. Abbildung 3.11 zeigt Inaktivie-
rungskurven von Experimenten in Ringerlésung und nach Toxin-Applikation. Es

handelt sich hierbei um normierte Spitzenstrome (ohne Einheit), die als Ma$ fiir die

Potentialabhéngigkeit von h., angesehen werden kénnen (hy, = II:((Y%))) Das Poten-
tial von hs, = 1 entspricht der zuvor anhand der Strom-Spannungskurve ermittelten
maximalen Amplitude I,eqr,,,, bei einem Haltepotential von Uy = —80 mV (vgl.
3.1.1).

Ausgehend von einer 100%igen Offnungswahrscheinlichkeit zeigt der Verlauf der
gemittelten Mefiwerte (+ S.E.M.) der Kontrollexperimente eine typische hyperboli-
sche Kurve (verbundene Werte). Bei Potentialen V,, < —120 mV ist die Inaktivie-
rung vollig aufgehoben (ho, = 1), bei Potentialen V,, > 30 mV" nahezu vollsténdig
(heo = 0). Die Kurve durchlduft den hOO%—Bereich bei V,, ~ =75 mV.

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

Gifteinwirkung kommt es zu keiner vollsténdigen Inaktivierung (hoo > 0); ho wird
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Abbildung 3.11: Inaktivierungskurven in Ringerlosung (schwarz, verbunden) und
nach Behandlung mit Anemonentoxinen (5 pg/ml). Die Kurven bezeichnen Wahr-
scheinlichkeiten des offenen Inaktivierungszustandes. Vp,: Vorpotential; h: normier-
te Offnungswahrscheinlichkeiten (ho = IIZ((Y%’(’)))), Dauer der Impulse: V,, = 50 ms;

Vi = 30 ms; Zwischenimpuls = 0.2 ms. Haltepotential: -80 mV.

sogar mit schrittweiser Depolarisation wieder gréfler. Der angepafite Kurvenver-
lauf weicht vom monotonen, hyperbolischen Verlauf der Kontrollkurve ab. Zudem
kommt es zu einer Rechtsverschiebung der Kurven zu positiveren Potentialen, so
daBl hoo, > =75 mV ist.

Die Inalitivierungskurven samtlicher Fraktionen durchlaufen ein Minimum bei V,,, ~
0 mV, wobei die beiden Fraktionen APE 1-1 und ATX II bei diesem Potenti-
al einen h,-Wert von ca. 20% aufweisen (APE 1-1: hy,, , = 0.21 £ 0.03; ATX
II: hooo,,y, = 0.19 £ 0.01). Bei den Fraktionen APE 1-2 und APE 2-1 hinge-
gen liegt der h.,-Wert bei ca. 40% (APE 1-2: h = 0.38 + 0.01; APE 2-1:

h = 0.37 4 0.01).

OO10mV

O —10mV
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3.1.4 Aufhebung der Inaktivierung

Durch eine geniigend starke Hyperpolarisation kénnen, wie in Abschnitt 3.1.3 be-
schrieben, die Na'-Kaniile vom inaktiven in den aktivierbaren Zustand zuriickgeholt
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 Stéirke, unter-
brochen durch einen Repolarisationsimpuls variierender Dauer At, kann untersucht
werden, wieviele Nat-Kanile 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*-Spitzenstrome I,eqr,,,, wahrend des zweiten Testimpulses b
ausgemessen, normiert (I,/I,, . ) und gegen die Dauer At des variierenden Repo-
larisationsimpulses aufgetragen. Der erste Testimpuls a brachte die Na™-Kanile in
die Inaktivierung, die durch den hyperpolarisierenden Reiz (Uy,, = —80 mV') wieder
aufgehoben wurde. Ip..,,,. des zweiten Testimpulses entsprach demnach der stati-
stischen Anzahl erneut aktivierbarer Na™-Kanile. Das Membranpotential wihrend
der Testimpulse lag bei Uys,, = 0 mV. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde
auf eine Darstellung inklusive der Standardfehler (£ S.E.M.) verzichtet. Samtliche
Daten dieser Abbildung kénnen im Anhang eingesehen werden.

Beziiglich dieser maximalen Aktivierbarkeit kénnen nach einem hyperpolari-
sierenden Impuls At > 40 ms sowohl in Ringerlosung als auch unter Gifteinwir-
kung nahezu 100% der Nat-Kanile aus dem inaktiven in den aktivierbaren Zu-

stand gebracht werden (1,,/1,

pyt%oo

> 90%). Unterhalb dieses Zeitintervalls sinkt die
Anzahl nicht-inaktiver Kanile in Abhéngigkeit vom Hyperpolarisationsintervall je
nach Substanz in unterschiedlich grofem Mafle. Dabei wird der Ip/]p,t; fiir die
Kontrollversuche nach At < 10 ms und fiir die Anemonentoxine nach Atz < 8 ms
erreicht. Entsprechend dieser Unterschiede beschreiben die Werte fiir die Kontrolle

einen weniger steilen Kurvenverlauf als unter Gifteinwirkung. Dieser Unterschied
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Abbildung 3.12: Aufhebung der Inaktivierung in Ringerlosung (Kontrolle) und nach
Behandlung mit Anemonentoxinen (5 ug/ml). Die Werte bezeichnen Wahrscheinlichkeiten
des aktivierbaren Zustandes (normiert) in Abhéngigkeit von der Dauer der Repolarisation
(At). Ruhemebranpotential: -80 mV; Dauer der Impulse: a= 40 ms, b= 20 ms.

auflert sich besonders bei einem hyperpolarisierenden Impuls von At = 10 ms, bei
dem der Wert fiir die Kontrolle bei I,,/I,, = 0.54 £ 0.07 und fiir das Toxin ATX
II bei I,/1,; = 0.82 + 0.02 liegt. Die iibrigen Fraktionen bewirken in diesem Zeit-
intervall eine Aufhebung der Inaktivierung im Bereich zwischen 61% (APE 2-1:
I,/I,;=0.614+0.12) und 70% (APE 1-1: I,/1,; = 0.71 £ 0.08).

3.1.5 Aktivierung

Nach vollstandiger Aufhebung der Inaktivierung befindet sich das Inaktivierungs-
tor A im gedffneten und das Aktivierungstor m im geschlossenen Zustand. Durch
einen Spannungsimpuls ausreichender Stéirke 6ffnet sich das Aktivierungstor und es
kommt zu einem Einstrom an Na™-Ionen in die Zelle. Dieser Prozefl wird als Akti-

vierung bezeichnet. Etwas verzogert beginnt das Inaktivierungstor sich zu schlieflen
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und die Inaktivierung setzt ein. Die Aktivierung ist zu dem Zeitpunkt noch nicht
abgeschlossen, so dafl beide Prozesse sich iiberlagern.
Als Parameter fiir den Prozefl der Aktivierung wird die Zeit, die vom Beginn des
Spannungsreizes bis zum Erreichen des Spitzenstromes (Ipeq;) verstreicht, verwen-
det. Diese sog. time to peak oder mittlere Latenzzeit wird in Abbildung 3.13
in Ringerlosung und fiir die einzelnen Anemonentoxine dargestellt. Dabei zeigt
sich fiir die Kontrolle, dafl in Abhéangigkeit vom Membranpotential es zu einer
Abnahme dieser Zeitkonstanten bzw. Zunahme der Aktivierungskinetik kommt
(Upy = =20 mV; ttp = 2.96 £ 0.79 ms — Uy = 20 mV; ttp = 0.72 £ 0.15 ms).
Beziiglich der Wirkung der Toxine APE 1-2 und APE 5-3 weisen die Werte in-
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Abbildung 3.13: Time to peak (ttp) withrend der Aktivierung von Nat-Kanilen vor
(Kontrolle) und nach Behandlung mit Anemonentoxinen (5 ug/ml) in Abhéngigkeit vom
Mebranpotential (Uys). Gemittelte Werte + S.E.M..

nerhalb dieses Potentialbereiches fiir beide dhnliche Zeitkonstanten wie die Kon-
trolle auf. Unter der Wirkung von APFE 1-1 und ATX II kommt es zu einer Zu-
nahme der Zeitkonstanten um ca. 0.5 —1 ms (Uy = 0 mV : tpo) ppi_, =

2.29 +0.36 ms; ttp(o) = 1.73+0.16 ms; ttp() = 1.26 +0.29 ms). Fiir

ATXII Kontrolle
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APFE 2-1 veréndert sich dieser Wert um fast 2 ms auf ¢tp(o) 4 ppp_, = 3-284+0.19 ms.
Ubersteigt das Membranpotential Werte von Uy, > 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
Uy > 10 mV.

Die Daten dieser Abbildung wurden anhand der Versuche gemifi dem Impulspro-

gramm aus Abschnitt 3.1.1 ermittelt.

3.1.6 Giftwirkung auf das Aktionspotential

Im Current-Clamp Modus kénnen mit Hilfe des Patch-Clamp Verstérkers intrazel-
luldre Ableitungen am Priparat durchgefiihrt und somit auch Aktionspotentiale
(AP) gemessen werden. Fiir derartige Untersuchungen miissen jedoch Zellen zur
Verfiigung stehen, deren Natriumkanal-Dichte ausreicht um AP’s auszultsen. Aus
diesem Grund wurden fiir diese Zwecke kugelige, ca. 20 um grofle Zellen aus dem
Riickenmark der Ratte (DRG-Neurone) verwendet. Im Gegensatz zu den DRG-
Zellen waren die Zellen der Kultur N1E-115, die ansonsten fiir simtliche Versuche
zur Verfiigung standen, nicht in der Lage AP’s zu erzeugen. Die fiir die Current-
Clamp Experimente benétigte Ringerlosung enthielt, anders als bei den Whole-Cell
Untersuchungen an den N1E-115-Zellen, kein Tetraethylammonium-Iodid (TEA™T),
welches die an der Repolarisation des AP’s beteiligten Kalium-Kanile blockiert
hitte. Auf diese Weise war es moglich, zunéchst das unvergiftete Aktionspotential
und anschlieBend dessen Verdnderung nach Zugabe von TEA™ und Anemonentoxin
(5 pg/ml) zu registrieren.

Abbildung 3.14 verdeutlicht exemplarisch die Wirkung beider Substanzen auf das
AP.

In Ringerlgsung kommt es nach Erreichen des Schwellenpotentials (Uys & —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 Ringerlésung,
nach Zugabe von Tetraethylammonium-Todid (TEA*: 2 mM) und nach Applikation von
Anemonentoxin (APE 2-1: 5 pg/ml).

dem Nachpotential gefolgt wird. Der Peak des AP’s vom Beginn des Aufstrichs
bis zum erneuten Durchlaufen des Schwellenpotentials wihrend der Repolarisation
dauert ca. 5 ms. Nach Gabe von TEA™ kommt es zur Ausbildung eines Plateaus,
so dal das Schwellenpotential nach dem Aufstrich erst nach 25 ms wieder erreicht
wird. Nach Applikation von APE 2-1 (5 ug/ml) verldngert 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
Uy = =90 mV ab. Da das Ruhepotential bei Uy, = —50 mV’ liegt, unterschreitet
das Nachpotential Uy, demnach um 40 mV. In Anwesenheit von TEA™ liegt diese
Differenz bei 10 mV (Up = —60 mV'). Unter dem EinfluBf des Anemonentoxins wird
das Membranpotential lediglich auf einen Wert von U,; = —40 mV repolarisiert und
bleibt somit 10 mV oberhalb des Ruhepotentials. Es kommt zu keiner vollstandigen

Repolarisation.
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3.1.7 Konzentrations-Wirkungs-Beziehung

In Anlehnung an friihere Arbeiten {iber die Wirkung von Anemonentoxinen auf den
Natriumstrom (ULBRICHT & SCHMIDTMAYER 1981; AFRA 1998) wurde bei den
bisherigen Versuchsreihen eine Konzentration von 5 pg/ml (1.0 ppmol/l) Anemonen-
toxin als Versuchsdosis gewédhlt. Dennoch war es wichtig, Dosis-Wirkungskurven der
Toxine zu erstellen, um auszuschliefen, dafl die doppelte Dosis eines schwécheren
Toxins die gleiche Wirkung erzielt wie die normale Dosis eines stéirkeren Toxins. Zur
Ermittlung des maximalen Effektes wurden Konzentrationen von 0.1 bis 2.0 umol/l
getestet.

Die Abbildungen 3.15 und 3.16 stellen fiir zwei derartige Fraktionen an den Zellen
der Linie N1E-115 die Wirkung unterschiedlicher Konzentrationen auf den zeitlichen

Verlauf des Nat-Einwirtsstromes gegeniiber.

P

Kontrolle

0.1 pmol/l
0.5 pumol/l
1.0 pmol/l
1.5 pmol/l
2.0 pmol/I

-~ O QO O T Q

Abbildung 3.15: Verlauf des Na*-Stroms einer Neuroblastomzelle in Abhéngigkeit ver-
schiedener Konzentrationen (umol/l) des Anemonentoxins APFE 1-1 wéhrend eines 70 ms
dauernden Testimpulses (Ups = 0 mV).

Bei gegebenem Membranpotential von Uy, = 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 pmol/l

Toxin zu einem Anstieg der persistierenden Komponente, die ab einer Konzentra-
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tion von 1.0 pmol/l eine Séttigung erreicht und auch nach Gabe hoherer Dosen

(1.5/ 2.0 wmol/l) nicht weiter zunimmt.

Kontrolle

0.1 pmol/l
0.5 pumol/l
1.0 pmol/l
1.5 pmol/l
2.0 umol/l

-~ O O O T Q

Abbildung 3.16: Verlauf des Na™-Stroms einer Neuroblastomzelle in Abhingigkeit ver-
schiedener Konzentrationen (umol/l) des Anemonentoxins APFE 1-2 wéhrend eines 70 ms
dauernden Testimpulses (Upr = 0 mV).

Beziiglich des Spitzenstromwertes (Ipe.;) konnte, wie es in fritheren Arbeiten be-
schrieben wurde (ULBRICHT & SCHMIDTMAYER 1981), kein Unterschied fiir 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$ fiir die Wirksamkeit der ver-
schiedenen Toxin-Konzentrationen gegeniiber. Wie bereits anhand der Abbildungen
3.15 und 3.16 zu erkennen ist, erreichen alle Fraktionen bei einer Konzentration von
1.0 pmol/l ihre maximale Giftwirkung (}—;ﬁ—: APE 1-1, ATX II =~ 20%; APE

1-2, APE 2-1, APE 5-3 = 40%). Selbst Applikation der doppelten Dosis fiihrt bei

keinem Toxin zu einer deutlichen Steigerung beziiglich des persistierenden Stromes.
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Tabelle 3.3: Verhiltnis des persistierenden zum maximalen Natriumstrom (Ipers/Ipeak)

unter Einwirkung verschiedener Konzentrationen ausgewihlter Anemonentoxine.

Konzentration APFE 1-1 APFE 1-2 APFE 2-1 ATX IT APFE 5-3
0.1 pmol/l 0.09ﬂ:0.01(3) 0.11ﬂ:0.05(3) 0.19ﬂ:0.05(3) 0.11ﬂ:0.01(3) 0.13ﬂ:0.05(4)
0.5 pmol/l 0.19ﬂ:0.05(3) 0.29ﬂ:0.09(5) 0.26ﬂ:0.04(4) 0.18ﬂ:0.05(3) 0.24ﬂ:0.03(5)
1.0 wmol/l 0.21ﬂ:0.04(3) 0.42ﬂ:0.11(4) 0.38ﬂ:0.03(3) 0.24ﬂ:0.01(3) 0.35ﬂ:0.03(3)
1.5 pmol/l 0.20i0.05(3) 0.37i0.03(3) 0.35i0.04(3) O.22:|:O.05(4) O.34:|:O.03(3)
2.0 umol /1 0.23i0.02(5) 0.35i0.05(6) 0.39i0.04(4) O.26:|:O.02(4) O.41:|:O.05(5)

Ganzzellableitungen in Ringerlosung (Up = 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. Befinden sich unterhalb der Pipettendffnung ein-
zelne Natriumkanile, so kénnen deren Offnungs- und SchlieBverhalten als nahezu
rechteckférmige Antworten registriert werden. Dabei springt die Registrierung vom
Grundniveau, bei dem kein Strom fliefit, auf ein fiir Natriumkaniile typisches Niveau
und kehrt nach kurzer Zeit wieder zuriick.

Ausgehend von einem Haltepotential von Uy, = —80 mV wurde dieses Kanalver-
halten durch eine geniigend starke Anhebung des Membranpotentials wihrend eines
70 ms dauernden Impulses initiiert. Innerhalb der Pipetten befand sich entspre-
chend der Versuchsanordnung externe Ringerldsung, in der auch die Toxine in der
gewiinschten Konzentration gelost und anschliefend appliziert wurden. Samtliche
Versuche zu den Einzelkanalableitungen wurden an runden () 20pum groflen Neuro-

blastomzellen der Linie N1E-115 durchgefiihrt.
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3.2.1 Kontrollmessung

In toxinfreier Losung (Abbildung 3.17) 6ffnen sich die Kanile unmittelbar nach
Impulsbeginn (senkrechte Markierung). H#ufig befinden sich unterhalb der Pipet-
tensffnung mehrere Kanile. Offnen diese Kanile gleichzeitig, so addieren sich deren
Stromamplituden. Innerhalb der Einzelkanalregistrierungen kénnen diese anhand
ihrer verschiedenen Offnungsniveaus (4;_3) unterschieden werden.

Da nach wenigen ms bei anhaltender Depolarisation (Uy; = 10 mV') an den Kanélen
die Inaktivierung einsetzt, kommt es zu einer stufenweisen Reduzierung der Strom-
amplitude, bis nach ca. 10 ms sdmtliche Kanéle inaktiv sind. Diese Inaktivierung
wird erst durch einen hyperpolarisierenden Impuls wieder aufgehoben.

Das Offnen und SchlieBen, sowie die Amplituden der Einzelkanalstréme unterlie-
gen bestimmten Zufallsgesetzen und schwanken gemif} einer Gaufischen Verteilung
um bestimmte Mittelwerte. Um diese Werte zu ermitteln, miissen zahlreiche, un-
abhéingige Einzelereignisse statistisch ausgewertet werden. Zu diesem Zweck werden
die Einzelkanalmessungen idealisiert oder gefittet, d.h. in rechteckférmige Ereignis-
se umgewandelt (vgl. Abb. 3.22), so daB Offnungen und SchlieBungen eindeutig
voneinander getrennt werden kénnen. Uberschreiten die Offnungen die Schwelle
der halben Stromamplitude des Offnungsniveaus von i; (=~ —1.1 pA) kommt es
zu einer Registrierung bestimmter Dauer. Entsprechendes gilt fiir weitere Niveaus.
Samtliche nachfolgenden Ergebnisse der Einzelkanalauswertung basieren auf solchen

idealisierten Daten (vgl. 2.3.5).
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Abbildung 3.17: Einzelkanalaufzeichnungen einer Neuroblastomzelle bei einem Membran-
potential von Uy = 10 mV wéahrend eines 70 ms dauernden Testimpulses. Markierung
der unterschiedlichen Kanal6ffnungsniveaus mit 41, 75 und ¢3.
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3.2.2 Toxinapplikation

Wie bereits bei den Ganzzellableitungen zu erkennen war, verandert die Applikation
von Anemonentoxinen die Inaktivierungskinetik. In diesem Kapitel soll untersucht
werden, wie sich dieser Einfluf} auf das Einzelkanalverhalten auswirkt. Genaugenom-
men soll der Frage nachgegangen werden, ob eine Modifizierung durch die Toxine
die Natriumkanile hdufiger zum Offnen bringt oder ob diese ldnger Gffnen und es
beziiglich dieser Parameter Unterschiede zwischen den Fraktionen gibt.

Abbildung 3.18 zeigt an sechs konsekutiven Originalregistrierungen (U, = 10 mV)
die Wirkung zweier exemplarischer Toxine (APE 1-2, APE 1-2) auf einzelne Natri-
umkanile. In Anlehnung an die Ergebnisse aus Kapitel 3.1.7 wurden die Kanéle
einer Toxinkonzentration von 5 ug/ml ausgesetzt. Dabei bewirkt die Toxinapplika-
tion eine sichtbare Verlingerung der Offnungsdauer und das zusiitzliche Offnen der
Kanile iiber die gesamte Depolarisationsdauer (70 ms). Ein derartiges Verhalten
konnte wihrend der Versuche in Ringerlosung (vgl. 3.17) nicht festgestellt werden.
Dort waren die Kanéle nach ca. 10 ms inaktiv und wiesen kiirzere Offenzeiten
auf. Desweiteren treten unter Giftwirkung die Offnungen hiiufig in Gruppen auf,
die Kanile springen dabei stindig zwischen offenen und geschlossenen Zustédnden
hin und her. Man bezeichnet dieses Verhalten der Gruppenentladung allgemein als
Burst (s. Kap. 3.2.4).

Beziiglich 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 gegeniiber. Hierbei konnten sowohl
in Ringerldsung als auch unter Gifteinwirkung bei einem Membranpotential von
Uy = 0 mV nahezu gleiche Offnungsniveaus festgestellt werden. Diese mehrgipfeli-
ge Kurve zeigt jeweils im Bereich der Amplitudenwerte iy &~ —1.1 pA, iy & —2.2 pA
und i3 &~ —1.1 pA (Kontrolle) eine Gauische Hiufigkeitsverteilung. Somit stehen die

einzelnen Niveaus in folgender Beziehung zueinander: i, &~ 24, und i3 & 3*1;. Die-
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ser Zusammenhang bestiitigt die von NIEMANN (1991) ermittelten Offnungsniveaus
und spricht beziiglich der Leitfahigkeit fiir eine starke Homogenitét innerhalb dieser
Kanalpopulation.

Die mittlere Latenzzeit konnte nicht ermittelt werden, da extreme Signalverstirkung
zu einer Zunahme des kapazitiven Artefaktes fiihrte und somit eine Festlegung des
Nullpunktes und eine Analyse dieser Zeitkonstanten verhinderte. Die mittlere La-
tenzzeit gilt als Maf fiir die Aktivierung und umfafit die Dauer vom Reizbeginn bis

zur ersten Kanaloffnung.
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Abbildung 3.18: Einzelkanalaufzeichnungen von Neuroblastomzellen nach Applikation
von Anemonentoxin APE 1-1 und APFE 1-2 (5 pg/ml). Membranpotential Uy; = 10 mV;
Dauer des Testimpulses: 70 ms.
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Abbildung 3.19: Amplitudenhistogramme von Einzelkanalregistrierungen in Rin-
gerlosung (Kontrolle) und nach Toxinapplikation (A PE 2-1) bei einem Membranpotential
von Uy = 0 mV. Klassenbreite 0.1 pA.
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3.2.3 Offenzeit-Histogramme

Aus den idealisierten Daten (vgl. 2.3.5) der Einzelkanalaufzeichnungen werden Hi-
stogramme erstellt, in denen die Hiufigkeiten bestimmter Ereignisse in Intervallen
dargestellt sind. Die Intervalle fassen Einzelereignisse vorgegebener Grofle zusam-
men. Bei den Mefigroflen unterscheidet man Offenzeit- und Geschlossenzeithisto-
gramme.

Durch den EinfluB der Anemonentoxine kommt es zu einem vermehrten Offnen der
Natriumkanéle (vgl. 3.18). Das entsprechende Offenzeithistogramm von Einzelka-
nalregistrierungen bei einem Membranpotential von Uy, = 10 mV unter der Wir-
kung eines exemplarischen Toxins (ATX IT) zeigt die Abbildung 3.20. Dargestellt ist
die Anzahl offener 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: Offenzeithistogramm einer Einzelkanalaufzeichnung an einer Neurobla-
stomzelle in Ringerlosung (Up; = 10 mV') unter Einwirkung des Anemonentoxins ATX
II (5 pg/ml). n: Anzahl der Offen-Ereignisse; Klassenbreite=0.13 + z % 0.13 ms, mit z=
1,2,3,.... Angepafite di-exponentielle Funktion mit: Topen1 = 0.48 ms; Topen2 = 9.32 ms.
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Offen-Ereignisse ab. Der Verlauf dieser Abnahme bzw. dieses Histogramms kann an
eine di-exponentielle Kurve angepafit werden, da die Einzelkanalaufzeichnungen und
auch die Histogramme auf eine Gruppe mit verlingerten Offnungszeiten hinweisen,
die sich deutlich von den {ibrigen kiirzeren Offen-Ereignissen abheben. Die Kurven-

anpassung an entsprechende Histogramme erfolgte daher geméfl der Gleichung:
N = NAe_%t + Nce_%t,

wobei B = Typen1 und D = 7,p,ep2 sind.
In dem Histogramm 3.20 nimmt die schnelle Zeitkonstante einen Wert von: 7,pen1 =
0.48 ms an; die langsame Konstante einen Wert von: 7,pene = 9.32 ms. Die re-

lativen Anteile dieser beiden Zeitkonstanten liegen fiir die schnelle Konstante bei:

Ny _
YN

Aus diesen Parametern ergeben sich charakteristische Vergleichsgréfien bei der Ana-

0.69%, fiir die langsame bei: Ne — (.31%.

lyse der Wirkung der iibrigen Toxine auf die Einzelkanéle. Von besonderem Interesse
sind hierbei die beiden Zeitkonstanten 7,pe,1 Und 7Typen2 und deren Abhéngigkeiten
vom Membranpotential. 7,pe,1 steht in diesem Zusammenhang fiir kurze schnelle,
Topen2 fiir die langen Offnungen. Abbildung 3.21 zeigt die Potentialabhiingigkeit von
Topent UNd Topeno unter dem Einflufl verschiedener Anemonentoxine. Mit ansteigender
Kommandospannung nehmen die gemittelten Werte (£S.E.M.) beider Zeitkonstan-
ten zu. Im Gegensatz zu T,pen,1 nimmt jedoch 7,pen2 nach Applikation der Toxine
APE 1-2 und APE 2-1 stérker zu als nach Gabe von APE 1-1 und ATX II. Be-
sonders deutlich zeigt sich dies bei einem Membranpotential von Uy, > 0 mV (APE
1-2/2-1: Topen2(1o myy 2 16 ms; APE 1-1/ATX II: Topen20 myy = 13 ms; Kontrolle :
Topen2(1o myy ~ 10 ms). APE 1-2 weist iiber den gesamten Potentialbereich im Ver-
gleich zu APE 1-1 und ATX II groBere Werte fiir 7,peno auf. Fiir APE 2-1 hingegen
zeichnet sich dieser Unterschied erst ab Uy > 0 mV ab. Typen2,,,, liegt fiir APE
1-1/ATX II bei ca. 14 ms, fir APE 1-2/2-1 bei ca. 19 ms. Die relativen An-

teile beider Zeitkonstanten bleiben iiber den gesamten Spannungsbereich nahezu

unveréndert: g N~ T0%, g—?v ~ 30% (nicht abgebildet).
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Abbildung 3.21: Gemittelte Zeitkonstanten T,pen1 und Topen2 (£ S.E.M.) nach Anpas-
sung einer di-exponentiellen Funktion an die entsprechenden Offenzeit-Histogramme in
Abhéngigkeit vom Membranpotential (Uys) in Ringerlosung (Kontrolle) und unter dem
Einfluf} verschiedener Anemonentoxine (5 ug/ml). Einzelkanalaufzeichnungen an Neu-
roblastomzellen; Exponentialfunktion gemifl der Formel: N = N, Ae__?t + N(;e_%t, mit

B = Topent und D = Typen2.
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3.2.4 Burstverhalten des Einzelkanals

Durch die Gabe von Anemonentoxin kommt es zum einen zu einem vermehrten
Offnen der Einzelkanile, zum anderen zu einer Verlingerung der Offnungsdauer
(3.18). AuBerdem treten Offnungen hiiufig in Gruppen sog. Bursts auf. Bursts
koénnen daher als lange Offnungen angesehen werden, die von kurzen SchlieBungen
unterbrochen sind. Die folgenden Kapitel beschéftigen sich mit diesem Burstver-
halten der Natriumkanile. Fiir das weitere Verstdndnis sind in der Abbildung 3.22
einige Burst-Termini aufgefithrt. Diese Abbildung skizziert anhand einer Original-
registrierung mit Hilfe idealisierter Daten das Burstverhalten eines Einzelkanals auf
einen depolarisierenden Impuls.

Das Kanalverhalten 148t sich zunéchst zergliedern in die Burstdauer By und die

T
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Abbildung 3.22: Datenidealisierung und Burstanalyse der Einzelkanalereignisse anhand
einer Originalregistrierung wihrend eines rechteckférmigen Spannungspulses. B;: Burst-
dauer, By: Intervall zwischen den Bursts, B,: Offnungsdauer innerhalb des Bursts, Be:
Schliefzeit innerhalb des Bursts.

Intervalle zwischen den Bursts By, in denen der Kanal geschlossen ist. Weiterhin
werden die Offnungen innerhalb eines Bursts mit B, bezeichnet, die SchlieBdauer
innerhalb eines Burst mit B, und die Anzahl der Offnungen pro Burst, die in der

Skizze nicht aufgefiihrt sind, werden als B,, definiert. Qualitative Unterschiede der
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Toxine auf das Einzelkanalverhalten und letztendlich auf die Kinetik der Inaktivie-
rung stehen offensichtlich im Zusammenhang mit dem Burstverhalten und somit
auch mit diesen fiinf Burst-Parametern.

In der ndheren Burstanalyse wurde auf die Darstellung der Kontrolldaten verzichtet,
da es in Ringerlosung nicht zur Ausbildung eines derartigen Burstverhaltens kommt,

wie es nach der Modifizierung durch die Toxine der Fall ist (vgl. 3.17).

Burstdauer

Um die Linge der Bursts bzw. die Burstdauer zu ermitteln, mufy eine Zeitgrenze
definiert werden, die zwischen einem Schlieflen 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 Schliefdauer
wurden alle Ereignisse zu einem Burst zusammengefaft.

Entsprechend Kapitel 3.2.3 wurden aus den erhaltenen idealisierten Daten die da-
zugehorigen Offenzeit-Histogramme erstellt. Die Kurvenanpassung an das Histo-
gramm erfolgte mit einer monoexponentiellen Funktion, da innerhalb der Bursts
keine besonders langen von kurzen Offen-Ereignissen unterschieden werden konnten.
Abbildung 3.23 fafit die gemittelten Zeitkonstanten (+S.E.M.) dieser Anpassung
fiir die verschiedenen Anemonentoxine zusammen. Mit zunehmender Depolarisa-
tion verldngert sich bei allen Fraktionen die Burstdauer. Unter dem Einflufl von
ATX II steigt diese Zeitkonstante im Vergleich zu den anderen Toxinen jedoch nur
gering an und scheint relativ unabhingig vom Membranpotential zu sein. Ganz
anders verhélt sich dies fiir APFE 2-1, dessen Einfluf} auf die Burstdauer zwischen
Uy = 0 mV und Uy = 30 mV eine wesentlich stérkere Potentialabhingigkeit auf-
weist. Bei Potentialen von Uy, > 0 mV liegt die Burstdauer nach Applikation der
Fraktionen APE 1-2 und APE 2-1 (B4 ~ 30 ms) iiber der von APE 1-1 und ATX
II; die bei Uy; = 30 mV Bursts mit einer Dauer von durchschnittlich 20 ms hervor-

rufen.
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Abbildung  3.23: Gemittelte Burstlingen B; (+ S.E.M.) von Natrium-
Einzelkanalableitungen an Neuroblastomzellen in Abhingigkeit vom Membranpotential

Upr unter Einwirkung verschiedener Anemonentoxine. Angepafite monoexponentielle
—t

Funktion der Formel: N = NyeP¢, mit By = Topen an entsprechende Burstdauer-
Histogramme.

Schlief3zeiten zwischen den Bursts

Reagieren die einzelnen Natriumkanile nach Applikation von Anemonentoxinen mit
Bursts, so treten auch die Bursts hiufig in Gruppen auf. Aufeinanderfolgende Bursts
werden durch Intervalle bestimmter Dauer B, voneinander getrennt. Da es mit zu-
nehmender Kommandospannung zu einer Verlingerung der Burstdauer kommt (s.
3.2.4), stellt sich die Frage, ob sich auch die Schliefizeiten zwischen den Bursts
verkiirzen. Tatséchlich kommt es unabhingig vom gegebenen Toxin zu dieser Ver-
ringerung der Intervalldauer (Abb. 3.24), doch bewirkt keine der Fraktionen im
Vergleich zu den anderen eine sichtbar stérkere oder schwichere Verkiirzung dieser

Schliefizeiten aufeinanderfolgender Bursts. Sdmtliche applizierten Toxine zeigen auf
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die Intervalldauer eine dhnliche Wirkung. Dies bedeutet gleichzeitig, daf3 die Ursa-
che fiir die Persistenz der Natriumstrome in der unterschiedlich starken Auspriagung
der Burstdauer innerhalb der Bursts zu finden sein miifite. Dieser Frage wird im
folgenden nachgegangen.

Die Mittelwerte der dargestellten Intervallingen (+S.E.M.) wurden durch An-

By [Ms]
40 ~
30
] - ®-- APE 1-1
APE 1-2

[ ! [ T T [ T [ T |
-20 -10 0 10 20 30 Uy[mv]

Abbildung 3.24: Gemittelte SchlieBzeiten zwischen den Bursts B, (+ S.E.M.) von
Natrium-Einzelkanalableitungen an Neuroblastomzellen in Abhingigkeit vom Membran-

potential Ups unter Einwirkung verschiedener Anemonentoxine. Angepafite monoex-
__t
ponentielle Funktion der Formel: N = Nge B9, mit By = Teoseq an entsprechende

Geschlossenzeit-Histogramme.

passen einer einfachen Exponentialfunktion an die entsprechenden Geschlossenzeit-
Histogramme erstellt. In diesem Fall entspricht die Zeitkonstante 7.;ys0q der mittleren
Pausendauer B,. Auf die Gegeniiberstellung der Versuche in Ringerldsung wurde
verzichtet, da es mit dieser Losung zu einer vermehrten Abfolge von Bursts, wie es

unter dem Einflufl der Anemonentoxine der Fall war, nicht kam.
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Schlief3zeiten innerhalb der Bursts

Da es in Abhéngigkeit vom applizierten Toxin zu einer Verlingerung der Burstdauer
kommt und die Schlief}zeiten zwischen den Bursts unabhingig vom Toxin sind, ist
es offensichtlich, dafl die Ursache fiir deren unterschiedliche Wirkung auf die Inak-
tivierungskinetik der Natriumkanéle innerhalb der Bursts zu finden ist. Innerhalb
der Bursts unterscheidet man die Schliefzeiten B,, die Offnungszeiten B, und die
Anzahl der Offnungen pro Burst B,,.

Die Ergebnisse der Auswertung des ersten dieser drei Parameter, der Schliefizeiten
innerhalb der Bursts B,., beschreibt die Abbildung 3.25. Nach Verénderung des
Membranpotentials kommt es unter der Wirkung der getesteten Toxine zu einer
langsamen Abnahme dieser Schlie8zeiten. Bei Potentialen von Uy; > 0 mV weichen
die gemittelten Werte zwischen den Fraktionen nur gering voneinander ab und liegen

ab Uy = 0 mV bei allen Toxinen unterhalb einer Millisekunde. Demnach zeigt sich

B, [ms]
4 -
| S . e APE 1-1
- APE 1-2
5 -y APE 2-1
1 | ATX I
S
- e 1
l T T T T T ' I ' |
20 -10 0 10 20 30 Uy[mv]

Abbildung 3.25: Gemittelte SchlieBzeiten innerhalb der Bursts B. (£ S.E.M.) von
Natrium-Einzelkanalableitungen an Neuroblastomzellen in Abhingigkeit vom Mebranpo-
tential Ups unter Einwirkung verschiedener Anemonentoxine. Angepafite monoexponenti-
elle Funktion der Formel: N = N Ae%tc, mit B, = T¢pseq an entsprechende Geschlossenzeit-
Histogramme.
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beziiglich der Wirkung auf die Schliefizeiten innerhalb der Bursts kein deutlicher
Unterschied zwischen den Toxinen, so dafl die Verldngerung der Burstdauer nur im
Zusammenhang mit einer Verlingerung der Offnungszeiten oder einem Anstieg der
Anzahl an Offnungen pro Burst stehen kann.

Die Ergebnisse dieser Auswertung rechtfertigen jedoch die gewihlte Mindestzeit zur
Unterscheidung der Schlie3zeiten zwischen den Bursts und innerhalb der Bursts, die
Erstellt wurden diese Daten durch Anpassen einer

auf 1.5 ms festgelegt wurde.

monoexponentiellen Funktion an entsprechende Geschlossenzeit-Histogramme.

Anzahl der Offnungen innerhalb der Bursts

Zur Ermittlung der Offnungshiufigkeit pro Burst B,, wurden die Bursts eingegrenzt
und die Offnungen ausgezihlt. Dabei entstanden Histogramme, in denen die abso-
lute Anzahl der Offnungen pro Burst (B,, Bnii, Bpio,...) gegen die Summe der
ausgezihlten Ereignisse 3° N(p, ..y der Einzelkanalaufzeichnung aufgetragen wurden.
Die relativen Offnungshiufigkeiten ergaben sich dementsprechend aus dem Quoti-

enten: Bt Tabelle 3.2.4 stellt die Ergebnisse dieser Berechnungen fiir die

Z N(BnJri) '
einzelnen Toxine gegeniiber.

Tabelle 3.4: Gemittelte Anzahl der Offnungen pro Burst B, (+ S.E.M.) von Einzelkanal-
aufzeichnungen an Neuroblastomzellen unter dem Einfluf} verschiedener Anemonentoxine
in Abhéngigkeit vom Membranpotential (Ups [mV]).

Un | APE 1-1 APE 1-2 APE 2-1 ATX I Kontrolle
-20 || 2.33+£0.08(6) | 2.4440.135 2.630.16(5) | 2.67£0.17(3,
10 || 2.43£0.06(7) | 3.09£0.35(5) | 222401177y | 2.65%0.10(7 | 2.370.14 )
0 || 2.55£0.10(g) | 3.1240.26(5) | 2.4440.11(7) | 2.8440.22(7 | 2.6120.13 g,
10 || 2.86+0.10(g) | 3.220.33(5) | 2.98+0.16(5) | 3.19£0.1507) | 2.58:£0.07(4)
20 || 3.63+0.30(g) | 4.00£0.29(5) | 3.170.10(5) | 3.98:£0.52(4) | 3.05%0.13 5
30 || 4.010.3503) | 3.87£0.593) | 4.06:0.31 ) 2.7840.16/5

Klammerwert entspricht der Anzahl der Versuche.
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Uber einen Potentialbereich von Uy; = —20 mV bis Uy, = 30 mV kommt es maximal

zu einer Zunahme von einer Offnung pro Burst (B yR2-3=1B ~

n(—10 m (20 mV)

3—4). Dies gilt fiir alle applizierten Giftfraktionen. Unterschiede in der Wirksamkeit
auf die Offnungshiufigkeit zwischen den Toxinen konnen nicht festgestellt werden.
Aus einem Anstieg der Offnungsfrequenz resultiert sicherlich eine relative Zunahme
der Burstdauer, differentielle Anstiege konnen mit diesem Burst-Parameter jedoch

nicht erklart werden.

Mittlere Offnungsdauer innerhalb der Bursts

Die Applikation verschiedener Anemonentoxine beeinflufit sowohl die SchlieBzeiten
als auch die Anzahl der Offnungen innerhalb der Bursts nur geringfiigig. Daher kann
als letzte Variable fiir die potentialabhéngige Verldngerung der Burstdauer nur noch
die Offnungsdauver innerhalb der Bursts B, in Frage kommen. Wie lange eine einzel-
ne Offnung nach Gabe der untersuchten Toxine dauert, verdeutlicht Abbildung 3.26,
deren Daten durch Anpassen einer monoexponentiellen Funktion an entsprechende
Offenzeit-Histogramme ermittelt wurden.

Besonders bei Potentialen iiber 0 mV" dauert nach Applikation der Fraktionen APE
1-2 und APE 2-1 (B, ~ 7—9 ms) eine Offnung () 2 — 3 ms linger als nach Gabe der
Fraktionen APE 1-1, ATX IT (B, ~ 5 — 6 ms). Die Wirkung von ATX IT scheint
relativ unabhéngig vom Membranpotential zu sein und fiihrt bei jedem Potential zu
einer Offnung des Kanals fiir ca. 6 ms; der Einflul von APE 2-1 hingegen ist sehr
spannungssensitiv. APFE 2-1 wirkt besonders stark auf den Inaktivierungsmecha-
nismus des Einzelkanals bei Potentialen von Uy, > 0 mV. Die Wirkung von APFE
1-1 und APE 1-2 auf die Offnungsdauer nimmt nahezu linear mit dem Membran-
potential zu, wobei die Werte fiir APE 1-2 () 2 ms grofler als fiir APE 1-1 sind.
Insgesamt zeigen die Verhiltnisse fiir die Dauer der einzelnen Offnungen innerhalb

der Bursts groBe Ahnlichkeiten in der Potentialabhingigkeit mit denen der mittleren
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Abbildung 3.26: Gemittelte Offnungszeiten innerhalb den Bursts B, (+ S.E.M.) von
Natrium-Einzelkanalableitungen an Neuroblastomzellen in Abhingigkeit vom Membran-
potential Uys unter Einwirkung verschiedener Anemonentoxine. Angepafite monoexpo-

—t
nentielle Funktion der Formel: N = Nje® o, mit B, = Topen an entsprechende Offenzeit-
Histogramme.

Burstdauer By (vgl. 3.23).

Eine ANOVA mit anschlielendem Scheffétest ergab einen signifikanten Unterschied
zwischen den Gruppen APE 1-2/APE 2-1 und APE 1-1/ATX II beziiglich der
Offnungsdauer fiir Potentiale Uy, > 10 mV (p < 0.05).

Demnach beruhen die Unterschiede in der potential- und toxinabhingigen Zunahme
der Burstdauer und somit der Persistenzen im Gesamtstrombild auf einer unter-

schiedlichen Verlingerung der mittleren Offnungsdauer B, des Einzelkanals inner-

halb der Bursts.

3.2.5 Aufsummierte Einzelkanalstrome

Werden Einzelkanalregistrierungen desselben Versuches in geniigender Anzahl auf-
summiert, so erhdlt man einen Stromverlauf, der dem einer Ganzzellableitung ent-

spricht. Grund dafiir ist die Homogenitéit der Natriumkanéle und daraus resultie-
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rend ein einheitliches Verhalten der gesamten Kanalpopulation (3.19). Insofern zeigt
sowohl die Summe aller Einzelkanal-Offnungsereignisse eines Versuches (unter kon-
stanten Bedingungen), als auch der Gesamtstrom aus einer Ganzzellableitung die
zeitabhiingige Offnungswahrscheinlichkeit von Natriumkanilen.

Abbildung 3.27 stellt exemplarisch die aufsummierten Einzelkanalregistrierungen
eines Kontrollversuches und zweier Ableitungen nach Applikation der Toxine APFE
1-1 und APFE 1-2 bei gleicher Membranspannung (Uy; = 10 mV’) gegeniiber. Ent-
sprechend den Stromregistrierungen zu den Ganzzellversuchen folgt auf die schnelle
Aktivierung im Kontrollversuch ein vollstdndiges und unter dem Einflu} der Toxi-
ne ein unvollstiandiges 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 fiir my, 71, Iy, I1
und I, der dargestellten Aufsummationen sind aus der Graphik zu entnehmen. Fiir
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 angepafiten di-exponentiellen Funktion fiir die Kon-
trollregistrierung entsprechen mit 7, = 1.02 und 7, = 5.26 nahezu den berechneten
Werten aus den Ganzzellversuchen (1, = 1.02 + 0.09, 7, = 4.70 £ 0.46; s. An-
hang). Gleiches gilt auch fiir die Anpassung an die Stromverldufe der aufsummier-
ten Einzelkanalereignisse unter dem Einflufl der beiden Anemonentoxine (APE 1-1:

7o =3.3, 7= 18.3; APE 1-2: 7 = 3.89, 7 = 31.12).
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Abbildung 3.27: Vergleich aufsummierter Einzelkanalregistrierungen in Ringerlosung

(Kontrolle, n=411) und nach Applikation der Anemonentoxine APE 1-1 (n=255) und APFE

1-2 (n=326). Die zusitzlich dargestellten Inaktivierungsparameter wurden gemifl der
_t _t

Funktion In4(t) = Io(0)e 7 +1;(0)e 7t + I errechnet. Membranpotential Uys = 10 mV;

Impulsdauer 70 ms.
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3.3 Darstellung der Anemonentoxine

Fiir eine Erforschung der genauen Struktur-Wirkungsbeziehung ausgesuchter Ane-
monentoxine miissen selbstverstindlich die Fraktionen in ausreichender Menge vor-
liegen und zusétzlich deren Aminosiuresequenzen fiir die Strukturanalysen ermittelt
werden. In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der Toxingewinnung und
der Aufschliisselung ndher dargestellt. Gewonnen wurden diese Daten in enger Zu-
sammenarbeit mit Prof. L. Béress und Dr. E. Wachter. Die Abbildungen entstanden

mit freundlicher Unterstiitzung 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, mufite das jeweilige Rohmaterial
iiber mehrere Schritte aufgereinigt werden. Da es sich bei den Fraktionen um ge-
ringfiigig verdnderte Polypeptide nahezu gleicher Linge 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 kénnen. Ein weiterer Vorteil dieser Methode
liegt in dem Einsatz grofler Probenvolumina, was den Ertrag der duflerst geringen
Toxinmengen aus den Tieren begiinstigt. Die Abbildungen 3.28 und 3.29 zeigen
zusammenfassend die Ergebnisse der verschiedenen Aufreinigungsschritte.

Die erste Stufe der Aufreinigung erfolgte mit Hilfe des Anionenaustauschers QAFE
Sephadex A25 (A). Die gesuchten, toxischen Polypeptide befanden sich hierbei in
den ersten Elutionsvolumina (schraffierte Fliche). Anschliefende Gelfiltrationen
an Sephader G50 (B,C) mit jeweils unterschiedlichen Durchflufiraten (6 ml/min;
3 ml/min) trennte das Toxingemisch weiter von den iibrigen unerwiinschten Protei-
nen ab, so daf} eine zusétzliche Anionenaustauschchromatographie an QAFE Sephadex
A25 zu einem Fraktionsgemisch fiihrte, welches an der Scherenmuskulatur der Ge-

meinen Strandkrabbe Carcinus maenas getestet, bereits starke Toxizitdt aufwies.
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Diese QAE-Fraktion 1 fiihrte im folgenden Kationenaustauscher EMD SO3; -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 Puffers von 0.01 bis 1.0 M. Die fiinf toxischen Fraktionen wurden anschliefend
an Sephader G25 entsalzt und gefriegetrocknet (liophilisiert).

Von der insgesamt eingesetzten Menge an Rohmaterial (4 1 Wasser-Methanol Roh-
extrakt) ergab diese Aufreinigung am Ende 40 mg APE 1, 100 mg APE 2, 10 mg
APFE 3,20 mg APFE / und 50 mg APFE 5-3. Lediglich die Toxinmengen von APE
1,2 und 5 reichten mengenméfig fiir die neurophysiologischen Untersuchungen aus.
Abschliefiend ergab eine HPLC (High-performance ligiud chromatography) an C18-
Material, dafl die Fraktionen APE 1,2 und 5 aus einem Gemisch sehr &hnlicher
Isotoxine bestanden, die nach weiterer Aufreinigung und Entsalzung mit APE 1-1,
APE 1-2, APE 2-1, APE 2-2, APFE 5-1, APE 5-2 und APFE 5-3 bezeichnet wurden.
Wihrend sdmtlicher Aufreinigungsschritte wurde die Toxizitét des eluierten Mate-
rials und der letztendlich selektierten Isotoxine an Krabben getestet. Dabei stellte
sich nur fiir die Isotoxine APFE 1-1, 1-2, 2-1, 2-2 und APFE 5-3 eine Giftwirkung ein.
Diese Fraktionen standen aufgereinigt und gefriergetrocknet weiteren neurophysio-

logischen Untersuchungen und Sequenzierungen zur Verfiigung.
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Abbildung 3.28: TIsolationsschritte 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 Aminosiuresequenzenen

Durch klassische Sdulenchromatographie lieen sich die Isotoxine nur schwer vonein-
ander trennen. Ursache hierfiir sind grofle Homologien in der Aminosiduresequenz
zwischen den Polypeptiden. Um diese Unterschiede herauszufinden, mufite die
Primérstruktur der jeweiligen Fraktionen durch Proteinsequenzierung aufgeschliisselt
werden. Dabei bestéitigte die Sequenzierung, die sich auf den Edman-Abbau griindet,
daf die Isotoxine in Anzahl und Abfolge der Aminoséuren tatséchlich nur geringfiigig
voneinander abweichen (Abb. 3.30).

Bis auf ATX Ia, welches aus 46 Aminoséuren aufgebaut ist, bestehen simtliche dar-
gestellten Fraktionen aus 47 AS und gehoren 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 Abkiirzung ATX entstam-
men dem Rohmaterial der Anemone Anemonia sulcata, die mit der Abkiirzung APE

aus Anthopleura elegantissima.

10 20 30 40
ATX la GAACLCKSDGPNTRGNSMSGTIWVEGCPSGWNNCEGRA-ITGYCCKQ
APE 1-1 GIACLCDSDGPSVRGNTLSGTYWLAGCPSGWHNCKSSGQLIGACCKQ
APE 1-2 GVPCLCDSDGPNVRGNTLSGTYWLAGCPSGWHNCKSSGPLIGACCKQ
APE 2-1 (AP-C) GVPCLCDSDGPSVRGNTLSGILWLAGCPSGWHNCKAHGPTIGWCCKQ
ATX I GVPCLCDSDGPSVRGNTLSGITIWLAGCPSGWHNCKKHGPTIGWCCKQ
10 20 30 40

Abbildung 3.30: Aminosiduresequenzen verschiedener Toxine der Seeanemonen Antho-
pleura elegantissima (APE) und Anemonia sulcata (ATX).

Auffillig bei der Sequenzanalyse sind die zahlreichen homologen Bereiche (grau un-
terlegt) unter den verschiedenen Toxinen, deren Homologitit 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 iibrigen Fraktionen differiert, liegt dieser
Anteil sogar bei iiber 80%. Die beiden Toxine APE 2-1 und ATX II weisen sogar
eine Homologie von iiber 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 iiberein.
Ausgesprochen konservativ verhalten sich der carboxyterminale Bereich mit Cystein-
Cystein-Lysin-Glutamin und die aminoterminale Anfangsregion mit Glycin bei allen
aufgefiihrten Peptiden.

Heterogenitéiten, die u.U. Auswirkungen auf die Tertidrstruktur haben koénnten, fin-

den sich vornehmlich an folgenden Positionen:

e Position 4: Es findet 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.

e Position 12: In APFE 1-2 erscheint Asparagin (N) das Amid des sauren Aspar-

tats anstelle des hydrophilen Serins (S)

e Position 21: Das hydrophile Threonin (T) bei APE 1-1 und APE 1-2 anstatt
des hydrophoben Isoleucins (I)

e Position 22: Austausch von Leucin (L) und des dhnlichen Isoleucins (I) gegen

das aromatische Tyrosin (Y) bei APE 1-1 und APE 1-2

e Position 36/37: APE 1-1 und APFE 1-2 besitzen zwei hydrophile Serine (S)
anstelle der basischen AS Lysin (H) und Histidin (K)

e 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 APFE 1-2 durch ein

Leucin (L) ersetzt.

Beim ATX Ia tauchen zusétzlich zu den Verdnderungen an den aufgefiihrten 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 ausfiihrlich 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 aufgefiihrten 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-
sduresequenzen verglichen und entsprechend neu modifiziert. Wie bereits die Auf-
schliisselung der Primérstruktur zeigte, befinden sich innerhalb der Toxine grofe
Bereiche homologer Strukturen, so dafl die dreidimensionale Topologie dieser Mo-
lekiile ebenfalls grofe 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 Aminosiuren kommt es innerhalb der
Molekiile zur Ausbildung von drei Disulfidbriicken und zwar zwischen den Cystein-
Resten 4 ~ 45, 6 ~ 34 und 27 ~ 44. Hierdurch entstehen Polypeptide mit einer
stark rotierenden, vier-stringigen, antiparallelen -Faltblatt Struktur, die {iber drei
definierte Schleifen miteinander in Verbindung stehen. Cys-4 und Cys-6 gehoren
zum ersten , Cys-45 (ATX Ia: Cys-44) zum dritten und Cys-34 zum vierten Strang
des B-Faltblattes. In unmittelbarer Umgebung zu diesen Disulfidbriicken befinden
sich hydrophobe Sequenzbereiche, die zur Ausbildung eines hydrophoben Zentrums
innerhalb der Toxine fithren (FOGH et al. 1990, WIDMER et al. 1989).

Durch die Sequenzunterschiede treten Verdnderungen vornehmlich an der Oberfliche
der Molekiile auf, die sich dort auf die rdumliche Struktur auswirken. In der Ab-
bildung 3.31 werden diese oberflichlichen Divergenzen nach Rotation der Toxine

anhand der unterschiedlichen Abdeckung der Asparaginsdure in Position 7 und 9
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(rot) erkennbar. Desweiteren zeichnen sich besonders APE 2-1 und ATX II durch
eine hohere Anzahl hydrophober AS in diesem Bereich aus. Auch der héhere Anteil
basischer AS an der Oberfliche dieser beiden Toxine fiihrt zu Verdnderungen, die
besonders ATX II im Vergleich zu den Toxinen APE 1-1 und APFE 1-2 kompakter
erscheinen 148t.

In der Abbildung gekennzeichnet ist die AS-Substitution von APFE 1-1 an Posi-
tion 22 (Y32) und 39 (Q39), wo bei den Isotoxinen APE 1-1 und APE 1-2 die
Struktur des aromatischen Tyrosins sichtbar wird. Dieser Austausch verdndert im
Vergleich zu den anderen beiden Toxinen den hydrophoben Charakter dieser Ober-
flaichenregion zuungunsten dieser zwei Isotoxine. Verstirkt wird dieser Effekt beim
APE 1-1 zusétzlich durch den Austausch von Glutamin gegen Prolin in Position 39,
welches sich an der Oberfliche in unmittelbarer Ndhe zum Tyrosin 22 befindet. Of-
fensichtlich treffen in dieser Region die beiden groflen Schleifen aufeinander, so daf
Substitutionen an dieser Stelle zu Verdinderungen in der Architektur des Molekiils

fiihren und diesen ansonsten hydrophoben Bereich chemisch modifizieren kénnen.
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APE 1-1

APE 1-2

ATX 2

@ saure AS (Asp; Glu)
@ basische AS (Arg; His; Lys)
@® hydrophobe AS (Ala; Leu; Val; lle; Pro; Phe; Met; Trp)

Abbildung 3.31: 3D-Modelle der Proteinstruktur verschiedener Toxine der Seeanemonen
Anthopleura elegantissima (APE) und Anemonia sulcata (ATX).



Kapitel 4

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 Natriumkanélen von Neuroblastomzellen der Linie N1E-115 ndher zu untersu-
chen und Struktur-Wirkungsunterschiede herauszufinden. Ein besonderes Interesse
bestand darin, eine Erkldrung fiir Verinderungen des makroskopischen Natrium-
stromes durch die Analyse des Einzelkanalverhaltens zu finden. Desweiteren stellte
sich die Frage, welche Auswirkung minimale Aminosiuresubstitutionen der isolier-
ten Anemonentoxine auf die Steuerung der Natriumkanile haben.

Bei den verwendeten Toxinen handelte es sich um Polypeptide, die in ihrer Struk-
tur eine Kette aus 46-47 Aminosduren bilden und intramolekular durch 2-3 Disul-
fidbriicken stabilisiert sind. In Toxizitdtstest im Labor von Prof. L. Béress erwiesen
sich im Vorfeld der Untersuchungen Strandkrabben (Carcinus maenas) besonders
empfindlich gegeniiber diesen Toxinen, wihrend die Giftwirkung an S&ugerzellen
(Herzmuskelzellen) unterschiedlich ausfiel (RAVENS, 1976; RAVENS et al., 1995).
Spezifischer Angriffspunkt dieser Toxine sind die Natriumkanile von Nervenmem-
branen. Mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik (NEHER & SAKMANN, 1976; HAMILL

et al., 1981) ist es moglich, die Auswirkungen auf die Kinetik des transienten Na-
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triumstromes zu untersuchen.

Als Untersuchungsobjekt bewé#hrten sich die Sduger-Tumorzellen der Linie N1E-115,
da sie einfach zu ziichten (SPECTOR, 1981) und ihre Ionenstréme vergleichbar mit
denen anderer erregbarer Gewebe sind (MOOLENAR & SPECTOR, 1978; ALDRICH

et al., 1983).

4.1 Versuche in Ringerlésung

Die spannungsabhéingigen Natriumkanéle sind verantwortlich fiir den steilen An-
stieg des Aktionspotentials in Nerven- und Muskelzellen. Klassische Voltage-Clamp-
Experimente am Tintenfisch-Axon (HODGKIN & HUXLEY, 1952) und anderen er-
regbaren Membranen (FRANKENHAEUSER, 1960; ULBRICHT & SCHMIDTMAYER,
1981; Gonor & HILLE, 1987), sowie an den hier verwendeten N1E-115 Zellen
(MOOLENAAR & SPECTOR, 1978; ALDRICH et al., 1983) konnten zeigen, daf
die Permeabilitit der Membran bei anhaltender Depolarisation (Uy ~ 0 mV) fiir
Natriumionen zunichst rasch ansteigt und anschlieBend relativ langsam auf Null
zuriickgeht. Dabei wird allgemein angenommen, dafl die Natriumkanile zunéchst
aktiviert werden, was zum Offnen der Kanile fiihrt und unmittelbar danach die
Inaktivierung einsetzt, die das Schliefien der Kanéle bewirkt (ARMSTRONG, 1981;
BEZANILLA, 1985; PATLAK, 1991; SIGWORTH, 1983; KEYNES & MEVES, 1993).
Der abnehmende Stromverlauf, eingeleitet durch die einsetzende Inaktivierung, kann
an eine Exponentialfunktion angepafit werden, die nach fritheren 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
bestétigten die Diphasizitdt dieser Inaktivierung sowohl bei den Ganzzell- als auch
bei den aufsummierten Einzelkanalstromen. In den Kontrollversuchen nahmen mit
ansteigendem Membranpotential die beiden Zeitkonstanten ab, wobei mit () 95% die

Konstante 79, die den schnellen Anteil der Inaktivierung beschreibt (vgl. NAGY et
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al., 1983; NIEMANN, 1990), den weitaus géBeren Anteil hatte.

Charakteristisch fiir den Natriumstrom ist seine Abhéngigkeit vom Reizpotential
Up. MeBbare Grofie hierfiir ist der Natriumspitzenstrom (Ipeqr). Dieser steigt
mit zunehmendem Potential an, da proportional hierzu die Anzahl der aktivierten
Kanéle zunimmt und die auf die Natriumionen wirkende elektromotorische Kraft die
Tonen in die Zelle treibt (ECKERT & RANDALL, 1986). Nach Durchlaufen des Ma-
ximums in der Strom-Spannungskurve (Up =~ 0 mV’) nimmt diese treibende Kraft,
aufgrund der Anniiherung an das Na™-Gleichgewichtspotential allméhlich ab. Die-
ser Natriumflufl durch die Membran ist das Ergebnis der Membranleitfihigkeit, d.h.
der statistischen Anzahl geoffneter Kanéle und der elektrochemischen Triebkraft auf
dieses Ion (KANDAL, SCHWARTZ & JESSEL, 1996).

Wie die Einzelkanalergebnisse zeigten, besitzen die Natriumkanéle zwei Zusténde,
einen offenen und einen geschlossenen, wobei jeder Kanal nach der Alles-oder-Nichts-
Regel 6ffnet. Im offenen Zustand flieBt durch den Kanal ein pulsartiger Strom mit
konstanter Amplitude aber unterschiedlicher Dauer. Die Leitfdhigkeit fiir 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 Natriumkanéle iiber einen Spannungspuls gereizt, 6ffnen die-
se unmittelbar, hdufig mehrmals hintereinander. Nahezu gleichzeitig setzt jedoch
ebenfalls die Inaktivierung ein, so dafl es nach ca. 10 ms trotz anhaltender Depola-
risation zu keiner weiteren Offnung kommt. Der Kanal befindet sich im inaktiven,
geschlossenen Zustand. Der Verlauf der Inaktivierung ist spannungsabhéngig 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 verlangert, und es bildete
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sich zusétzlich eine persistierende Komponente aus. Es kam zu einer teilweisen Auf-
hebung der Inaktivierung. Offensichtlich unterschieden sich beziiglich der Wirkung
auf den Inaktivierungsmechanismus des Natriumkanals zwei Gruppen von Toxin-
fraktionen, die ein vollstdndiges Schlieen 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 5ug/ml und einer Kommandospannung von Uy ~ 0 mV
verhinderten. Andere zuvor an N1E-115-Zellen geteste Gifte und chemische Sub-
stanzen zeigten auf diesen Kanal-Mechanismus dhnliche Wirkungen: Chloramin T
(NIEMANN, 1990); APE 2-2, APE 2-1 (AFrA, 1998); AP-A (KopoMA 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 (I .qx), 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 RuUIGT et al. (1987), daBl Gate modi-
fier sog. stille Kanile aktivieren, nicht bestétigt werden. Allerdings kam es unter
dem EinfluB der Toxine (APE 2-1, APE 5-3) zu einer Verschiebung der Strom-
Spannungskurve sowohl zu negativeren Potentialen (APE 5-8: ca. 10 mV') als auch
zu positiveren Potentialen (APE 2-1: ca. 20 mV'). Aus diesem Grund konnte es bei
der Betrachtung eines einzigen Potentials zu scheinbaren Verdnderungen des Natri-
umspitzenstromes kommen.

Der persistierende Natriumstrom zeigte ebenfalls eine Strom-Spannungsabhéngigkeit.
Allerdings lag das Maximum fiir die persistierende Komponente unter dem Einfluf§
aller applizierten Toxine (Ausnahme APFE 1-1) im Vergleich zu den entsprechenden
Spitzenstrommaxima um AU, =~ 10 mV zu positiveren Potentialen verschoben.
Gerade bei diesen hoheren Potentialen (Up; > 10 mV) stieg auch die Wirkung
der Toxine auf den Inaktivierungsmechanismus, was anhand der relativen Grofe
des persistenten Natriumstromes erkennbar wurde, wohingegen I,.,; zunehmend

absank. Durch diese unterschiedliche Potentialabhéngigkeit 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)
fiir die Wirkung von Chloramin T beschrieben worden sind. Diese Differenz in der
Potentialabhéngigkeit dieser beiden Stromkomponenten war besonders anhand des
Quotienten persistierender Strom zu Spitzenstrom (Ipe;s/Ipeqr) zu erkennen. Mit
zunehmendem Potential fiel dabei das Verhiltnis zugunsten des Plateaustromes
(Ipers) aus. Die Homogenitédt der Natriumkandle erlaubte es, Riickschliisse dies-
beziiglich aus der Einzelkanalanalyse zu ziehen. Dabei stellte sich heraus, dafl durch
die Giftwirkung die Kanéle auch in der Phase der Inaktivierung 6ffneten und dieses
Offnungsverhalten potentialabhingig war. Die Ausbildung von Gruppenentladun-
gen (Bursts) spielte hierbei eine grofie Rolle. So nahmen unter dem Einfluf der
Toxine sowohl die Anzahl als auch die Dauer der einzelnen Offnungen pro Burst
71, wohingegen die Schliefizeiten pro Burst abnahmen. Hieraus resultierten letzt-
endlich die Verdnderungen im Gesamtstromverlauf, die sich besonders in dem per-
sistierenden Stromanteil duflerten. Seit lingerem 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 Toxineinflufl wenn {iberhaupt nur
geringfiigig anstieg. Der Einflufl der Anemonentoxine beschrinkte sich demnach im
wesentlichen auf die Inaktivierung. In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage,
inwiefern Aktivierung und Inaktivierung sich gegenseitig beeinflussen oder in irgend-
einer Abhéangigkeit zueinander stehen.

Vermutlich ist die Aktivierung eng mit den Sy-Segmenten des Natriumkanals verbun-
den (vgl. 1.1). Diese Segmente enthalten positiv-geladene Arginin- und Lysinreste,
die teilweise iiber die Membran herausragen und als Spannungssensoren die Poten-
tialabhéingigkeit des Kanals bewirken (NODA et al., 1986; GREENBLATT et al.,

1985; Guy & ConTI, 1990). Die fiir 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;
STUHMER et al., 1989; PATTON et al., 1992). Versuche mit Pronase, die von
der cytosolischen Seite appliziert, die [naktivierung vollig authebt, bestétigten diese
Vermutung (ARMSTRONG et al., 1973).

Offensichtlich liegen die fiir beide Prozesse verantwortlichen Regionen nicht in un-
mittelbarer Ndhe 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, dafl beide Prozesse un-
abhéingig voneinander seien. ARMSTRONG & BEZANILLA (1977) vertraten die Mei-
nung, die Inaktivierung héngt direkt von der Aktivierung ab. KEYNES (1992) be-
hauptete sogar, dafl sich die Inaktivierung auf verschiedenen Aktivierungszustinden
griindet. Seitdem gehen die Meinungen diesbeziiglich stark auseinander. Zahlreiche
Untersuchungen an Natriumkanalmutanten konnten bis dato noch keinen eindeuti-
gen Aufschlufl dariiber geben, ob eine Kopplung vorliegt oder nicht (O’LEARY et al.,
1995; FiLATOV et al., 1998). CUMMINS et al. (1998) versuchten in jiingster Zeit
den Kompromif§ einzugehen, dafl verschiedene Kanalisoformen auch unterschiedliche
Kinetiken und Abhé#ngigkeiten auf die Inaktivierung ausprigen.

Insgesamt beschriankt sich die Wirkung der Toxine, wie auch die Ergebnisse dieser
Arbeit zeigten, im wesentlichen auf einer Beeinflussung der Inaktivierung. Dieser
Befund ist bei der Wahl eines geeigneten stochastischen Modells zur Berechnung
simulierter Natriumstrome von Bedeutung. Ein derartiges Modell soll einen Zu-
sammenhang zwischen mikroskopischen Finzelkanal- und makroskopischen Gesamt-
stromen 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 erwihnt, gingen urspriinglich HODGKIN & HUXLEY (1952) von einer
Unabhéngigkeit der Aktivierung und der Inaktivierung aus. Fiir das Permeabi-
litdtsverhalten des Natriumkanals lag dabei folgendes klassisches Modell zugrunde:
Wihrend eines Stimulus springt der Kanal aus einem ruhenden, aktivierbaren Zu-
stand in den aktivierten, offenen und anschliefflend in den inaktivierten, geschlosse-
nen Zustand iiber. Kontrolliert werden diese Zustéinde durch das unterschiedliche,
kinetische Verhalten des Aktivierungs- und des Inaktivierungstores. Die Membran-
leitfihigkeit gy, fiir Natriumionen hingt von der Offnungswahrscheinlichkeit dieser
beiden Tore ab und ist direkt-proportional zu den beiden Parametern m und h. m
beschreibt die Wahrscheinlichkeit, dal der Kanal aktiviert ist, A die Wahrscheinlich-
keit, dafl der Kanal nicht inaktiviert ist, so daB gy, = Gy,m>h ist. Gy, entspricht
dabei der theoretisch maximalen Leitfdhigkeit. m und h sind potentialabhéngig und
nehmen Werte zwischen 0 und 1 an. Wihrend des Ruhepotentials ist A nahezu 1
und m sehr klein, steigt jedoch nach Depolarisation des Membranpotentials schnell
an, wiahrend h langsam abnimmt. Bleibt die Membran depolarisiert geht A lang-
sam gegen 0 und beschreibt in seiner Kinetik den Ubergang vom nicht-inaktivierten,
gedffneten (o) in den inaktivierten, geschlossenen (c¢) Zustand, demnach den Verlauf
der Inaktivierung:
0 % c.

a, und a. stellen spannungsabhéngige Geschwindigkeitskonstanten dar. Sie be-
stimmen bei einem gegebenen Potential sowohl die mittlere Aufenthaltsdauer im
nicht-inaktivierten Zustand, ¢y = m, als auch die Zeitkonstante der Inaktivie-
rung der gesamten Membran (7, = t5), die dem Abfall des Natriumstromes nach
Durchlaufen des Spitzenwertes entspricht. Allerdings bedeutet die Existenz ledig-
lich einer Abfallszeitkonstanten (73,), da8 der Gesamtstromverlauf der Inaktivierung

nach Aussage dieses Zwei-Zustand-Modells nur mit einer monophasischen Exponen-

tialfunktion angepafit werden kann. Eine Anpassung mit nur einer Zeitkonstanten
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ist jedoch nach heutiger Ansicht nicht mehr giiltig. Vielmehr muf§ 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 (75) und einer langsamen (7;) Abfallszeitkon-
stante kann nicht mehr mit dem klassischen Zwei-Zustands-Modell erklirt werden,
es sei denn, es giibe zwei Kanalpopulationen mit unterschiedlicher Kinetik (BENOIT
et al., 1985). Doch die erwiesene Homogenitét der Natriumkanéle erforderte eine
Erweiterung des Hodgkin-Huxley-Modells, in der der Diphasizitit Rechnung getra-
gen wird.

CHIU (1977) entwickelte daraufhin ein Modell, in dem er einen zweiten geschlossenen
Zustand ¢, an das klassische Modell anfiigte. Dieser Zustand ¢, ist absorbierend.

Die aus ihm herausfiihrende Geschwindigkeitskonstante (ass) geht gegen Null.

o s~ € S Co.
a21 a32

Auch fiir dieses Modell gilt, da} Aktivierung und Inaktivierung unabhéngig vonein-
ander sind. Die zuvor mit 7, bezeichnete Inaktivierungszeitkonstante spaltet sich
nunmehr in zwei Zeitkonstanten auf, die {iber die vier, ebenfalls potentialabhdngigen
Geschwindigkeitskonstanten a;;, definiert sind:

2

To = (4.1)
[+ (0 — 49)°]
2
T = . T (4.2)
[P+ (p* — 49)7]
q = Q21032 + A32012 + 23012 (4.3)
P = a2+ Q12 + Q23 + A32. (4.4)

Mit dem Chiu-Modell kann sowohl die Diphasizitiat des Inaktivierungsverlaufes auf-
grund zweier Geschlossenzusténde erklédrt als auch ein Zusammenhang zu den mi-

kroskopischen Stromen hergestellt und folgendermaflen beschrieben werden: Ein
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hyperpolarisierender Vorimpuls bzw. ein geeignetes Haltepotential hebt die Inakti-
vierung vollstéindig auf, bringt simtliche Natriumkanile in den nicht-inaktivierten
Zustand (ho = 1). Zu Beginn einer Potentialerhohung (¢ = 0) ist das Gleichgewicht
ganz nach links verschoben, augenblicklich 6ffnen die Kanéle und verbleiben kurzfri-
stig im offenen Zustand. Etwa zur gleichen Zeit setzt der Prozefl der Inaktivierung
ein und verschiebt das Gleichgewicht nach links in die zwei geschlossenen inaktivier-
ten Zustdnde. Aus dem Zustand c; kann ein Kanal entweder zuriick in den offenen
Zustand (o) oder aber in den absorbierenden (cz) wechseln. Die Verweildauer in ei-
nem dieser Zusténde ist dabei gleich der reziproken Summe der aus diesen fithrenden
Geschwindigkeitskonstanten (a;;). Auch das Burstverhalten des Einzelkanals, wie
es sich besonders unter der Toxinwirkung einstellte, kann mit Hilfe dieses Modells
erkldrt und die in der Burstanalyse (vgl. 3.2.4) definierten Offen- und Schliezeiten

formell mit den Ubergangsraten wie folgt in einen Zusammenhang gebracht werden:

e B, = ﬁ: die mittlere Offnungsdauer innerhalb der Bursts. Die Ubergangs-
konstante a;o beschreibt die Wahrscheinlichkeit des Kanals, sich in diesem

Offenzustand zu befinden

e B, = a211+23: die mittlere Schliefzeit innerhalb der Bursts
° Fg = é das Intervall zwischen den Bursts.

Kommt es zu einer vollstindigen Inaktivierung, geht die Ubergangsrate aso gegen
Null (limg,, o), d.h. die Wahrscheinlichkeit, zuriick zu ¢; zu gelangen, ist sehr
gering, das Auftreten von Bursts wird unterdriickt. Dies gilt jedoch nur fiir das
Einzelkanalverhalten in Ringerldsung.

Unter dem Einflufl von Toxinen, wie den Anemonentoxinen, die die Inaktivierung
beeinflussen und die Entstehung persistierender Strome bewirken, miissen sich of-
fensichtlich die Ubergangskonstanten verindern. Dabei kinnte zum einen ¢, nicht
vollstindig absorbierend sein, a3y erreicht einen Wert grofier Null, so dafl es zum ver-

mehrten Auftreten von Bursts kommen kann. Zum anderen konnten die Konstanten,
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die in oder aus dem Zustand ¢; fiihren, verdndert sein, was z.B. eine verldngerte,
mittlere Offnungsdauer (B,) der Kaniile erkliren wiirde. AufschluB hieriiber 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 iiber ein algorithmisches
Rechenverfahren mit dem Gesamtstrom in einen Zusammenhang gebracht.

Dafiir wurden zunéchst die Ubergangskonstanten G12, Q21123 und ass aus den Daten
der Einzelkanalanalyse unter der Verwendung von B,, B. und B, ermittelt. Mit
Hilfe des Runge-Kutta-Algorithmus wurde anschlieBend 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 gréflere Abweichungen zwi-
schen diesen beiden Kurvenverldufen, so wurden die entsprechenden Konstanten
solange variiert, bis die Verldufe iibereinstimmten. Auf diese Weise wurden fiir die
Kontrollregistrierungen bei Uy, = 0 mV die folgenden Geschwindigkeitskonstanten

ermittelt und der entsprechende Kurvenverlauf simuliert (Abb. 4.1):
ap =078 L 4y =0339 L 4y =043 2, 4y =00 2
s s s s

Zu Beginn der Inaktivierung in Folge eines Spannungsreizes pendelt der Natrium-
kanal zun#chst zwischen dem gedffneten (o) und dem ersten geschlossenen (c;) Zu-
stand hin und her und springt anschliefend in den zweiten absorbierenden Zustand
(¢2), wo er ohne Gifteinwirkung verbleibt. Da die Inaktivierung jedoch schnell ein-

setzt, ist die Wahrscheinlichkeit fiir den einzelnen Kanal, den offenen Zustand (o)
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Abbildung 4.1: Ganzzellableitung des Natriumstromes in Ringerlésung und sein berech-
neter Kurvenverlauf bei Uy = 0 mV wéihrend 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: a1z = 0.78 %, ag; = 0.339 2, a3 = 0.43 ™%, a3z = 0.0 . h bezeichnet
das absolute Maf} der Inaktivierung.

zu verlassen und somit a2, sehr hoch. Bei einer vollstdndigen Inaktivierung gehen
die Geschwindigkeitskonstanten, die aus dem letzten geschlossenen Zustand cy her-
ausfiihren (ass), gegen Null, so daf der Riickweg von ¢, zu ¢; unwahrscheinlich ist.

Unter dem Einfluf der Toxine muf sich diese Wahrscheinlichkeit (a2 > 0) veréindern.

Auf diese Weise kann der Kanal wieder in den offenen Zustand zuriickspringen und
erneut zwischen (o) und (¢1) pendeln. Hierdurch kiime es zur Ausbildung von Bursts.

Die Geschwindigkeitskonstante azs wiirde hierbei als schaltendes Element fungieren
und die Entstehung und vielleicht auch die Grofle der persistierenden Stréme be-
stimmen.

Analog zur numerischen Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten in Ringerlésung
ergab die Ermittlung der Konstanten unter dem Einflufl der unterschiedlich stark
wirkenden Toxine APE 1-1 und APE 1-2 (Uy = 0 mV) folgende Werte und ent-

sprechende simulierte Kurvenverldufe (4.2):
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Tabelle 4.1: Ubergangswahrscheinlichkeiten fiir das Drei-Zustands-Modell von Chiu unter
dem Einfluf} der Anemonentoxine APE 1-2 und APE 1-2 auf den Natriumkanal.

P Q12 [%] 21 [%] 23 [%] 32 [%]
20% 0.20 0.40 0.46 0.10
40% 0.145 0.58 0.46 0.099

P: Persistierender Natrium-Stromanteil.

Durch den Einflul dieser Toxine verdndern sich im Vergleich zur Kontrolle im
wesentlichen die Konstanten ais, as; und as;. Wie bereits angedeutet, hat bei
der Ausbildung der Bursts und somit persistierender Strome die Konstante asy
eine besondere Bedeutung. Funktionell scheint diese Konstante jedoch lediglich
eine schaltende Rolle einzunehmen, da sowohl unter dem Einflul von APE 1-1
als auch APFE 1-2 fiir a3, nahezu der gleiche Wert ermittelt wurde. Unterschie-
de in der Wirkung dieser Toxine auf den Natriumkanal erkléren sich nicht aus der
Ubergangswahrscheinlichkeit von ¢, nach ¢, sondern vor allem durch den EinfluB
auf die Kinetik der Konstanten a;5. Je stidrker das Toxin auf den Natriumka-
nal wirkt, umso kleiner wird der Wert dieser Konstanten. Hierdurch steigt die
Wahrscheinlichkeit fiir den Kanal, im offenen Zustand zu verbleiben. Die Ergeb-
nisse aus der Einzelkanalanalyse bestétigen die Ergebnisse aus diesen Berechnun-
gen. Fir APE 1-1 ergab die Analyse eine mittlere Offenzeit bei Uy, = 0 mV von
B, = 6.2840.29 ms und fiir APE 1-2 von B, = 7.94+0.96 ms. Eingesetzt in obige
1

Gleichung zur Berechnung der Ubergangsraten (B, = =) ergab dies fiir APE I-
1 eine Ubergangswahrscheinlichkeit von a;o = 0.16 und fiir APE 1-2 von a;, = 0.13.

Zusammengefaflt erdffnet die Wirkung der Anemonentoxine die Moglichkeit, aus
dem eigentlich absorbierenden Zustand c; iiber a3, wieder nach ¢; und o zuriick-
zuspringen und die Ausbildung persistierender Strome zu bewirken. Die Grofe

dieses Stromanteils hiingt jedoch nicht von dem Einfluf} des jeweiligen Giftes auf die
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Abbildung 4.2: Ganzzellableitung des Natriumstromes unter dem EinfluB verschiedener
Anemonentoxine und berechnete Kurvenverlaufe bei Uy = 0 mV wéahrend 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: a2 = 0.20 az = 0.40 %,
a3 — 0.46 %, asza — 0.10 %; APE 1-2: a2 = 0.145 %, as1 = 0.58 , A3 = 0.46 %,
azz = 0.099 . h bezeichnet das absolute Maf} der Inaktivierung.
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Konstante ags, sondern vielmehr auf die Konstante a5, ab. ags wére sozusagen der
Schalter (qualitativer Effekt), a2 der Regler (quantitativer Effekt) bei der Wirkung

von Anemonentoxinen auf den Natriumstrom.

4.3.2 Stationire Inaktivierung

Die Kurve der stationdiren Inaktivierung beschreibt die Wahrscheinlichkeiten des
Natriumkanals, in Abhéngigkeit vom Membranpotential sich im offenen Inaktivie-
rungszustand zu befinden. Bezogen auf das Chiu-Modell bedeutet dies, dafi auch
die Ubergangswahrscheinlichkeiten zwischen den Inaktivierungszustinden (c;, c;)
und somit die Geschwindigkeitskonstanten a;; in dieser Potentialabhingigkeit ste-
hen. Variiert das Membranpotential (Up), verdindern sich die Konstanten, fiir die

sich dann jeweils ein neues Gleichgewicht einstellt. Dieses Gleichgewicht ist nach
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Ablauf der Inaktivierung erreicht.

Die Potentialabhéngigkeit von h., wurde im Experiment durch Variation der Stérke
des Vorimpulses (V,,) initiiert (vgl. 3.1.3). Der anschlieende Testimpuls gab Aus-
kunft dariiber, wieviele Natriumkanéle nach Ende des Vorimpulses noch aktivierbar,
also nicht inaktiviert, waren. In Ringerlosung zeigte sich hierbei, dafl die Inaktivie-
rung fiir V,, > 30 mV vollstindig war (ho = 0) und fiir V,, < —120 mV vollig
aufgehoben war (hy = 1). Transferriert auf das Modell bedeutet dies: Bei stark
negativen Potentialen nimmt fiir den Natriumkanal die Verweildauer im offenen Zu-
stand o an Bedeutung zu, somit geht die Geschwindigkeitskonstante a5 gegen Null.
Bei positiven Potentialen hingegen mufl diese Konstante stark ansteigen und as,
entsprechend gegen Null tendieren, so dafl die Wahrscheinlichkeit fiir den Kanal,
sich im Zustand ¢, zu befinden, wichst.

Um die potentialabhingige Verschiebung der Geschwindigkeitskonstanten zu be-
rechnen, filhrte SCHMIDTMAYER (1986) sog. Korrekturfaktoren ein, die bei einer
Verinderung des Potentials auf alle Ubergangskonstanten bezogen werden miissen.

Diese Korrekturfaktoren stehen in folgender Beziehung zu den Konstanten a;;:

Qij = sije(gijv)mSA (45)

wobei s;; (ms ™) und g;; (ms ') die jeweiligen Korrekturfaktoren darstellen. V be-
schreibt die Abweichung vom Ruhepotential (mV/).

Die Einfiihrung der Korrekturfaktoren gewinnt vor allem an Bedeutung bei der Er-
klarung des Kurvenverlaufes der stationdren Inaktivierung unter Toxineinflul. Wie
verdnderte sich dieser Kurvenverlauf? Durch die Applikation der Anemonentoxine
wurde die Inaktivierung in Abhéngigkeit vom Gift unvollsténdig, das Inaktivierungs-
tor schlofl nicht vollstindig, h., wurde bei keinem Potential null. Im Vergleich zur
Kontrollkurve sank die h..-Kurve nicht bis auf null ab, wurde sogar nicht-monoton,
d.h. nahm bei weiter ansteigendem Potential (V,,) wieder zu. Besonders auffillig

war eine Rechtsverschiebung dieser Kurve. Diese Verschiebung darf jedoch nicht als
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ein spezifischer Effekt der Anemonentoxine angesehen werden, so wurde dieser Effekt
auch nach Behandlung mit Chloramin-T beobachtet (NIEMANN, 1989) und scheint
allgemein fiir Inaktivierungs-Modulatoren zu gelten. Ein sog. shift-Faktor (mV)
erklirt 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:

a;j = 5,599y (4.6)

Liegt eine unvollstindige Inaktivierung vor, so gelingt eine Anpassung an das Inak-
tivierungsmodell unter Verwendung einer Potential- und shift-Korrektur nur, wenn
die Konstante ags bei keinem Potentialbereich gegen Null geht.

Warum es zu einem Wiederanstieg von h., bei Potentialen V,, > 0 mV kommt,
kann an dieser Stelle nicht beantwortet werden. Hinweise {iber das Auftreten die-
ses Effektes gibt es bereits aus friiheren Untersuchungen (ULBRICHT & SCHMIDT-
MAYER, 1981; SCHMIDTMAYER et al.,1983; BENZINGER et al., 1998). Doch eine
Erkldrung, die auch mit moglichen Modellen in Einklang gebracht werden konnte,

existiert nicht.

4.3.3 Aufhebung der Inaktivierung

Um die Inaktivierung aufzuheben, mufl das Reaktionsgleichgewicht des Inaktivie-
rungszustandes wieder nach links in den offenen, bzw. den ruhenden, aktivierbaren
Zustand zuriickgeholt werden. Grundsétzlich sollte die Aufhebung der Inaktivie-
rung mit denselben Geschwindigkeitskonstanten zu beschreiben sein, die auch die
stationiire Inaktivierung bestimmen. Der Unterschied besteht darin, dafl der Re-
aktionsablauf in umgekehrter Richtung von ¢, nach o verlduft. An dieser Stelle sei
nochmals angemerkt, dal im Ruhe- oder aktivierbaren Zustand des Natriumkanals
das Inaktivierungstor (h) gedffnet und das Aktivierungstor (m) geschlossen ist, so

dafl der Ablauf der Inaktivierungsaufhebung mit dem offenen Zustand des hier be-
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trachteten Tores (h) abgeschlossen ist.

Experimentell erfolgte die Aufthebung der Inaktivierung durch zwei aufeinanderfol-
gende Impulse, die von einem hyperpolarisierenden Impuls variierender Dauer ge-
trennt wurden (vgl. 3.1.4). In Abhéngigkeit von der Dauer dieses Zwischenimpulses
sank oder stieg die Anzahl erneut aktivierbarer Kanile, die anhand der Stromampli-
tude des zweiten Impulses ermittelt werden konnten. Dabei stellte sich heraus, dafl
unter dem Einflufl der Toxine die Erholung beschleunigt wurde. Auch hier bietet das
Modell von Chiu Erklarungsmoglichkeiten. Aufgrund einer Umkehr der kinetischen

Verhiltnisse verlduft die Aufhebung der Inaktivierung folgendermaflen:

a21
X

QTLQ
w N}
%) w

Co C1 0.

1

a12

Findet diese Reaktion ohne Beeinflussung durch Inaktivierungsmodulatoren statt
(z.B. Anemonentoxine) so durchliuft jeder Kanal, da 100% der Kanéle inaktiviert
sind (ho = 0), iiber die Geschwindigkeitskonstanten ags und as; die Zusténde ¢y, ¢
und o. Ganz anders verhélt sich dies jedoch nach Applikation der Toxine. Unter
diesen Umsténden befindet sich, je nachdem um welches Gift es sich handelt, eine be-
stimmte statistische Anzahl der Kanile in einem burstenden Zustand, d.h. zwischen
cp und o. Setzt unter dieser Vorraussetzung die Aufhebung ein, benotigen diese zu-
vor burstenden Kanile weniger Zeit, um in den offenen Zustand o zuriickzugelangen.
Eine bestimmte Zahl der Kanile befindet sich demnach nicht im inaktivierten Zu-
stand cy. Aus diesem Grund verlduft die Aufhebung der Inaktivierung unter dem
Einflul der Modulatoren schneller.

Unterschiede in der Kinetik der Aufhebung unter dem Einflu} verschiedener Toxine
erkldren sich daher aus der unterschiedlich starken Wirkung der Fraktionen. Je mehr
Kanile sich im burstenden Zustand befinden, umso schneller findet die Aufhebung
der Inaktivierung statt. Fiir die Fraktionen APE 1-1, APE 1-2 und APFE 2-1 traf
dies auch zu. Warum jedoch unter dem Einflufl von ATX I, einem Toxin, welches
mit einer 20%igen Auspriagung persistierender Strome eher zu den schwécheren To-

xinen gehort, 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 konnten dariiber mehr Klarheit verschaffen.

4.3.4 FErweiterte Modelle

Obwohl es in der Vergangenheit Zweifel an der Unabhéngigkeit der Inaktivierung
von der Aktivierung gab und einige andere kinetische Modelle des Natriumkanals
versuchen, das Schaltverhalten unter der Beriicksichtigung einer Abhéngigkeit die-
ser beiden Zustéinde in Einklang zu bringen, wurde in dieser Arbeit das Modell von
Chiu gew#hlt. Dies war insofern moglich, da die Anemonentoxine als sog. Site-3-
Toxine keinen Einflu} auf die Aktivierung ausiiben, sondern lediglich die Kinetik
der Inaktivierung beeinflussen. Aus diesem Grund konnte ein Modell gewihlt wer-
den, welches gezielt nur den Verlauf der Inaktivierung versucht zu erkldren. Ein
erweitertes, ebenfalls nur die Inaktivierung betrachtendes Modell, von SCHMIDT-
MAYER (1986) zyklisiert das Chiu-Modell und diskutiert die Ubergangsmoglichkeit
vom zweiten inaktivierten Zustand c; zum offenen o. Das Schmidtmayer-Modell
konnte insbesondere bei der Aufhebung der Inaktivierung in Abhéngigkeit verschie-
dener Haltepotentiale bessere Anpassungsergebnisse vorweisen. Da jedoch die Ge-
schwindigkeitskonstante zwischen diesen beiden Zusténden (c; = 0) bei Potentialen,
wie sie in dieser Arbeit betrachtet wurden, gegen Null tendiert, konnte diese Erwei-
terung aufler acht gelassen und das traditionelle Chiu-Modell verwendet werden.

Andere Modellbetrachtungen versuchen die Aktivierung miteinzubeziehen. ALD-
RICH & STEVENS (1987) z.B. erweiterten das Hodgkin-Huzley-Modell derart, dafl
sie fiir das Schaltverhalten des Natriumkanals von ruhenden Zustédnden ausgingen.
Aus diesen Zustdnden geht der Kanal iiber den Prozefl der Aktivierung in den of-
fenen und anschliefend durch die einsetzende Inaktivierung in den geschlossenen
Zustand {iber. Mit diesem Modell der Form R* = ¢ = o konnten sie den Einfluf§
der Offnungswahrscheinlichkeit auf den Stromabfall beschreiben. R* stellt hierbei

eine Zusammenfassung mehrerer ruhender Zustinde dar. Allerdings besteht das
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Modell nur aus einem geschlossenen inaktivierten Zustand und kann daher die Aus-
bildung von Bursts nicht befriedigend erkldren. NIEMANN (1990) erweiterte daher
dieses Modell um einen zusétzlichen geschlossenen Zustand. Dabei entsprach in
diesem Modell der Inaktivierungsverlauf dem von Chiu postulierten, bezog jedoch
die Aktivierung zusétzlich 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 beeinfluit sowohl den Verlauf der
Aktivierung als auch den der Inaktivierung.

Bei den oben beschriebenen Modellen basieren die Ubergangswahrscheinlichkeiten
iiber indirekte Schlufifolgerungen aus den Einzel- und Ganzzellergebnissen. Bei Kon-
formationsdnderungen ausgelost durch Potentialinderungen treten Ladungsverschie-
bungen (gating currents) auf der extrazelluldren Seite des Natriumkanals auf (ARM-
STRONG & BEZANILLA, 1974; ARMSTRONG, 1981; CONTI & STUHMER, 1989),
die direkt gemessen werden konnen und als Grundlage fiir 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 konnen zwar Kanalzustinde besser erfasst werden, allerdings
sind gating currents und Einzelkanalstréme darin nicht unmittelbar miteinander
vergleichbar. Es ist nicht moglich, 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 vollig ausreichend den Anfor-
derungen, die die Ergebnisse der mikroskopischen und makroskopischen Natrium-
strome mit der Kinetik dieses Zustandsmodelles vereinbaren sollten. Vorraussetzung
hierfiir war die Trennbarkeit der Aktivierung von der Inaktivierung, die durch die

Verwendung von Site-3-Anemonentoxine gewéhrleistet wurde.
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4.4 Struktur-Wirkungsbeziehung

Anhand des Models von Chiu wurden Differenzen in der Toxinwirkung auf den
Natriumkanal von Neuroblastomzellen unter kinetischen Gesichtspunkten disku-
tiert. Unterschiede in der Wirkung erkldrten sich in diesem Zusammenhang aus
Verdnderungen der Geschwindigkeitskonstanten in einem linearen Inaktivierungs-
modell beim Ubergang in die jeweiligen Offen- und Geschlossenzustinde. Die Be-
funde dieser Arbeit zeigten dabei, daf} sich bei stirker wirkenden Anemonentoxinen
im wesentlichen die mittlere Offnungsdauer der Einzelkanile innerhalb von Bursts
verldngert. Besonders ausgeprigt ist dieses Verhalten der Kanéle unter dem Ein-
flul 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 Verhaltensausprigung des Natriumka-
nals kommt. Wo und wie binden die Toxine am Kanal, so daf3 dies zu derartigen
Verédnderungen in der Inaktivierungskinetik fiihrt?

Wie bereits einleitend beschrieben (1.3), gibt es bei der Klassifizierung der an den
Natriumkanal bindenden Toxine zwei mogliche Unterscheidungskriterien: zum einen
nach ihrer Molekiilgréfle, wonach die hier betrachteten Anemonentoxine bestehend
aus durchschnittlich 47 Aminosduren zu den sog. Typ I-Toxinen gezihlt werden
(STRICHARTZ et al., 1987). Zum anderen nach dem extrazelluléren 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 gehoren
entsprechend der jeweiligen Zuordnungskriterien alle in eine Gruppe, da sie zu den
Modulatoren der Inaktivierung des Natriumkanals zdhlen und nur geringfiigige Un-
terschiede in ihrer Architektur aufweisen. Differenzen in ihrer Wirkung auf den
Natriumkanal kénnen u.U. unmittelbar mit nur geringen Aminoséuresubstitutionen
in Zusammenhang gebracht werden. Diese Substitutionen kénnten dazu fiihren,
daf} die Toxine eine unterschiedliche Affinitdt zum Kanal aufweisen und/oder nach
deren Bindung in unterschiedlichem Maf}e die Konformationsinderungen dieses Tun-

nelproteins wihrend des Gatings beeinflussen und somit in Abhéngigkeit vom Toxin
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die Kinetik des h-Tores verandert wird.

Architekturunterschiede

Die Auswertung der Aminoséuresequenzen der getesteten Anemonentoxine ergab ei-
ne auffillige Homologie unter den Fraktionen. Substitutionen traten vornehmlich in
den vier Regionen 12, 21/22, 36/37 und 39/40 auf. Auflerst konservativ verhalten
sich im Toxinvergleich die Carboxy- und N-terminalen Bereiche, die sauren Ami-
nosduren in Position 7 und 9 und besonders die Regionen, die fiir die Ausbildung
der Disulfidbriicken verantwortlich sind. Bei keiner der untersuchten Fraktionen
konnte in diesen Regionen eine Substitution festgestellt werden. Das hat zur Folge,
daf} sich die dreidimensionale Architektur bei allen Toxinen in ihrer Grundstruktur
im wesentlichen kaum verdndert und die Ausbildung der drei definierten Schleifen
gewahrleistet bleibt. Die duflerst konservative Struktur der Schleifenbildung wird
durch das regelmiflige und unmodifizierte Auftauchen des Glycins in den Positio-
nen Gly-1/-10/-26/-30/-38 unterstiitzt. Vor allem Gly-10 in Verbindung mit Pro-11,
das mit seinem fiinfgliedrigen 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 Aminosdureaustausch, der die rium-
liche Struktur z.B. durch die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen der Iso-
toxine verdndern konnte, z.B. der Austausch hydrophiler gegen neutraler AS oder
der Einbau von Prolin, das zu einer Einengung mdglicher Konformationen fiihrt.
Doch wird bei allen Toxinen die rdumliche Struktur nur unwesentlich verdndert.
Das Grundgeriist bleibt {iberall erhalten.

Auffilligerweise tritt der dominierende Anteil vieler Substitutionen in einer Region
auf, in der es durch die Ausbildung der Disulfidbriicke zwischen dem Cys-6 und dem
Cys-34 zu einer Uberlagerung der grofien und der kleinen Schleife innerhalb der Toxi-
ne kommt. Dies betrifft im wesentlichen die AS-Positionen 21/22 und 39/40. Hinzu

kommt, daf} diese Region in unmittelbarer Ndhe zu den sauren Asparaginsidureresten
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in Position 7 und 9 steht. Partielle Substitutionen in diesem Bereich fiithren vor-
nehmlich zu einer chemischen Modifizierung der Oberflichenregion, so daf§ sich der
Grad der Hydrophobizitéit dndert. Auf die Bedeutung besonders dieser Region und
anderer Bereiche fiir die Toxizitdt und das Bindungsverhalten am Natriumkanal der

Polypeptide soll im folgenden Abschnitt ndher 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, dafl
gerade diese strukturellen Aminosauren (Cystein, Glycin, Prolin) von Modifikatio-
nen grofitenteils verschont blieben. Substitutionen sind innerhalb der Toxine in
Regionen zu finden, die das Gesicht der Molekiile, also deren Oberflichenstruktur,
verdndern. Genau diese Breiche miissen letztendlich eine Rolle bei der Adhéision an
den Kanal und der toxischen Wirkung auf diesen spielen. Bei der Analyse der essen-
tiellen Bereiche mufy daher zwischen den neurotoxisch aktiven und kanalbindenden
Regionen unterschieden werden. Riickschliisse auf die jeweilige, mogliche Funktion
bestimmter Bereiche kénnen durch vergleichende Untersuchungen an Kanalmutan-
ten, immunologische Kreuzreaktionen, wo diverse Neurotoxine als Antikérper gegen
Natriumkanile fungieren, sowie mit chemisch modifizierten Anemonentoxinen ge-
macht werden.

Bisher niiher untersucht wurden verschiedene Isotoxine (AP-A, AP-B) von Antho-
pleura zanthogrammica (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 unabhéngige Substitutionen unterscheiden. Dabei konnte die neu-
rotoxische Wirkung von AP-A am Natriumkanal von Neuroblastomzellen durch Re-
aktion carboxylierter Aminosduren (Asp-7/-9, C-Terminus) mit Glycinethyl-Ester

oder Taurin komplett aufgehoben werden, ohne die Bindungsaffinitdt zum Natri-
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umkanal zu verringern (NEwWCOMB et al., 1980). GRUEN & NORTON (1985)
bestétigten dies durch Modifikationen an Asp-7 und Asp-9, schrinkten die Bedeu-
tung des C-Terminus auf die neurotoxische Akivitédt jedoch ein. Die in dieser Arbeit
untersuchten toxisch wirksamen Fraktionen zeichnen sich ebenfalls durch den Besitz
dieser zwei Asparaginsduren aus. Nur ATX Ia besitzt anstelle des Asp in Position 7
ein Lysin, weist jedoch auch einen Toxizitédtsverlust an den N1E-115 Natriumkanélen
auf. Eine mogliche Funktion des Aminoterminus als essentieller Bereich sowohl fiir
die Aktivitdt 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 Aktivitit.
Auf das Bindungsverhalten scheint diese AS keinen Einflufl auszuiiben (NORTON,
1991; PALLAGHY et al., 1995).

Funktionelle Breiche, die fiir die Bindung der Toxine an den Kanal verantwort-
lich sind, finden sich in der oben beschriebenen Region, die hauptséichlich durch
die Disulfidbriicke Cys-6 Cys-34 zustande kommt. Hierdurch ricken Bereiche aller
drei Schleifen in unmittelbarer Ndhe zueinander und bilden toxinabh#ngig bestimm-
te Oberflichenregionen aus. Besonders dominant treten hierbei Substitutionen im
Bereich zwischen AS-36 und AS-40 auf. Geeignete Aminosdurereste in der Regi-
on 36/37 sind offenbar bei der Bildung einer fiir die Bindungsaffinitit wichtigen
Auswolbung des (-Faltblattes verantwortlich (FOGH et al., 1990; PALLAGHY et
al., 1995). Durch den Einbau von AS, die zu einer Ausdehnung dieser Beule fiihren
(ATX Ia), soll diese Affinitéit reduziert werden (WIDMER et al., 1989). Die Substi-
tution von GIn-39 anstelle des fiir die rdumliche Struktur wichtigen Prolins kénnte
in diesem Zusammenhang eine Bedeutung fiir eine Reduzierung der Toxizitéit von
APE 1-1 im Vergleich zu APFE 1-2 oder APE 2-1 haben. Zusézlich besteht die
Moglichkeit einer Interaktion des Gln-39 mit dem aromatischen Tyr-22, welches
durch die g-Faltblattstruktur der Polypeptide in dessen unmittelbare Nihe riickt.
Nach BURLEY & PETSKO (1986) interagiert das m-Elektronensystem von aromati-
schen Ringen hiufig mit den Aminogruppen von Lys, Arg, Asn, Gln und der Imidoa-
zolgruppe vom Histidin, so daf} potentiell das GIn-39 von APE 1-1 mit dem Tyr-22
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in Wechselwirkung treten konnte. Auf jeden Fall kommt es durch die beschriebenen
Substitutionen in dieser Region zu einer Abnahme hydrophober Aminosiurereste
im Vergleich zu ATX II und APFE 2-1, so daf} gerade hierdurch Differenzen bei der
Bindungsaffiniéit entstehen konnten. Im {ibrigen wird den AS in den Positionen 23
und 43 eine thermostabilisierende Funktion eingerdumt, die durch die Anwesenheit
von Tryptophan oder Tyrosin in diesen Bereichen gewéhrleistet wird (NORTON et
al., 1989; GOOLEY et al., 1988).

Untersuchungen an Kanalchiméren mit Isotoxinen der Seeanemone Anthopleura xan-
thogrammica (APA, APB) rdumen 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 Toxizitdt dieser Fraktion unwesentlich zu sein. Entscheidend bei der
Auspriagung unterschiedlicher Toxizitédten auf den Natriumkanal scheint daher vor-

nehmlich der Bereich zwischen den AS 36-40 zu sein.

Bindungsstellen am Natriumkanal

Neben den Moglichkeiten unterschiedlichster Modifikationen innerhalb der Toxine,
die sich strukturell als auch funktionell sowohl in der neurotoxischen Aktivitéit als
auch in der Bindungsaffinitit auf den Natriumkanal ausprigen, bleibt noch die Frage
zu kldren, welche Alternativen beziiglich der Bindung von Toxinen oder der Wir-
kung auf Konformationsinderungen am Kanal zu finden sind.

Offensichtlich 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 potentialabhéngigen
Toxizitdt der in dieser Arbeit untersuchten Giftfraktionen bestitigt werden kann.
Lediglich ATX II zeigte von allen Toxinen eine weitgehende Unabhéngigkeit vom
Membranpotential. Spekulativ ist in diesem Zusammenhang eine mogliche Korre-
lation der stark hydrophoben Oberflichenstruktur dieses Peptids im Bereich der
Auswolbung des g-Faltblattes in der Region um AS 36-40 mit einer spannungs-
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abhéingigen Anbindung. Elektrostatische Kréfte, die fiir die Dissoziation der Toxine
an den Kanal verantwortlich sein sollen, wurden diskutiert (MOZAHAYEVA et al.,
1980), wahrscheinlicher fiir die Bindung ist allerdings der Konformationszustand
(aktivierbar/inaktiv), in dem sich der Kanal zum Zeitpunkt der Toxinbindung be-
findet (CATTERALL, 1988; NORTON, 1991).

Allgemein ging man in der Vergangenheit davon aus, dal die sog. Site-3-Toxine
die gleiche Bindungsstelle am Natriumkanal besetzen wie auch die a-Skorpiontoxine
(CATTERALL & BERESS, 1978). Diese Stelle umfafit die extrazelluldre Schleife
der Polypeptidkette des Natriumkanals zwischen den transmembranen a-Helices S5
und S6 der Doméne I (TEJEDOR & CATTERALL, 1988). Es wird jedoch nicht mehr
ausgeschlossen, daf§ auch andere Regionen, wie z.B. die extrazellulire Schleife zwi-
schen den Segmenten S5/S6 in der Doméne IV (THOMSEN & CATTERALL, 1989),
hieran beteiligt sind. Aus diesem Grund steht eine einheitliche Bindungsstelle fiir
die Anemonentoxine, wie es aus der Klassifizierung der Site-3 Toxine hervorgeht,
neuerdings zur Diskussion. So erfolgt beispielsweise die Anbindung des Anemonen-
toxins AP-A am Natriumkanal an die extrazelluldre Schleife der Doméne IV, jedoch
die Bindung des nur durch zwei Aminosiduresubstitutionen differierenden Isotoxins
AP-B mit groBer 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 kénnten Doppelgabe-Experimente Aufschlufl iiber Bindungsaffi-
nitdten geben. Besteht diese Konkurrenz nicht, da beide unterschiedliche Bindungs-
stellen haben, miifite sich bei gleichzeitiger Gabe beider Toxine der Effekt auf den
Natriumkanal noch weiter steigern lassen.

Weiterhin ungeklart ist die Frage, wie am Natriumkanal Konformationsidnderungen
mit dem Offen- oder Inaktivierungszustand assoziiert sind und welche Auswirkungen

eine Toxinanbindung auf die Konformationszustinde hat. Diese Ubergangszustinde



108 KAPITEL 4. DISKUSSION

konnten durch Analysen von gating currents vor und nach Toxinapplikation weiter

erschlossen werden.



Kapitel 5

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden vergleichende Untersuchungen iiber die Wirkung
von fiinf, z.T. neu-isolierten Nesseltoxinen der Seeanemonen Anthopleura elegantis-
sima (Brandt) und Anemonia sulcata (Brandt) auf den Natriumkanal durchgefiihrt.
Zu diesem Zweck wurden mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik elektrophysiologisch
Ganzzell- und Einzelkanalableitungen an Neuroblastomzellen der Linie N1E-115 und
Neuronen aus Riickenmarksganglien der Ratte vorgenommen.

Die Nesseltoxine binden selektiv an ganz bestimmte Regionen des Natriumkanals
und fiihren dort zu Verdnderungen im Schlieverhalten dieses Tunnelproteins. Sie
verhindern nach dem Offnen der Kaniile zu Beginn einer Erregung dessen vollstindi-
ges Schliefen und hemmen somit den Prozef der Inaktivierung. Hierdurch wird ein
persistierender Natriumeinstrom hervorgerufen. Wie Ganzzellableitungen zeigten,
variiert das Ausmaf} dieser Persistenz in Abhéngigkeit 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, daf§ es unter dem Einflul der Toxine am Natriumka-
nal zu der Ausbildung von Gruppenentladungen (Bursts) kam, die am unmodifizier-

ten Kanal nicht auftraten. Dieses Burstverhalten ist Ursache fiir die Ausbildung
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des persistierenden Stromes. Differenzen beziiglich dieses Stromanteils zwischen
den Toxinen erkldrten sich anhand der Burstanalyse aus unterschiedlich langen
Offnungsdauern innerhalb der Burst (B,). Offnungs- und somit auch die Burst-
dauer zeigten eine starke Potentialabhéingigkeit (Ausnahme: ATX IT).

Bei den isolierten Anemonentoxinen handelte es sich um Polypeptide (5000 Dalton)
mit einer Linge von 46-47 Aminosiuren. Sequenzanalysen ergaben, daf} diese Frak-
tionen Sequenzhomologien von iiber 80% aufweisen, bei einigen (APE 1-1, APE
1-2) liegt dieser Anteil sogar bei iiber 95%. Aminosduresubstitutionen, die u.U.
die Wirkung der Toxine auf den Natriumkanal verdndern kénnten, fanden sich in
einer Region, die wahrscheinlich bei der Adhésion an den Kanal eine Rolle spielt.
Hierbei korrelierte eine geringere Toxizitdt mit einem Austausch hydrophober Ami-

nosiurereste in diesem Bereich (AS 36-40).

Mit Hilfe des Drei-Zustands-Modells der Form o=c¢;s=¢y von Chiu konnte rechne-
risch eine Verbindung zwischen den Ergebnissen der Ganzzell- und der Einzelkanal-
ableitungen hergestellt und entsprechende Kurvenverldufe simuliert werden. Ohne
Toxineinfluf} handelt es sich bei dem Zustand ¢, um einen absorbierenden, die Kon-
stante ago geht gegen Null. Nach Applikation der Toxine wird aszy > 0, so daf ein
Zuriickspringen in die anderen Zustinde erméglicht wird. ago fungiert dabei als
Schalter fiir die Enstehung eines persistierenden Natriumstromes, die Konstante a9
als Regler zur Regulation der Grofle des persistierenden Stromes. Die Konstante a9
steht im Chiu-Modell fiir die Offnungsdauer innerhalb der Bursts (B,). Simulierte
(a12) und gemessene (B,) Werte stimmten nahezu iiberein und bestétigten somit die

Ergebnisse aus der Einzelkanalanalyse.
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Anhang A

Losungen

Losungen zur Herstellung der DRG-Neurone:

Puffer/Glucose (PBS: 0.1 Mol; pH 7.4):

02g KCI

0.2 g KH2P04

216 g NasHPO4

80g NaCl auf 11 Aqua dest.

600 mg Glucose + 100 ml Puffer + 1 ml Penicillin/Streptomycin (1%)

Dissoziationslésung:

- DMEM als Fertigmedium mit Glucose und L-Glutamin'
- 1% Streptomycin/Penicillin

- 0.125% Collagenase? (ca. 3.75 mg / 3 ml)

Medium:

- DMEM

- 1% Penecillin/Streptomycin

PDL-Beschichtung (Poly-D-Lysin?):

- eine 0.02% Stammlésung, in Aqua dest., herstellen

- zum Gebrauch 1:10 verdiinnen

- ca. 150l in die Mitte der Kulturschale leicht verteilen
- 2 h inkubieren, 4x mit Aqua dest. (steril!) spiilen und 1 h lufttrocknen.

!Sigma: 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
Abhéngigkeit vom Membranpotentials unter dem Einflu§ verschiedener Anemonentoxi-
ne gemif der Funktion: In,(t) = 10(0)67% + 11(0)67% + . Ganzzellableitungen an
Neuroblastomzellen.

. Membranpotential [mV]
Fraktion | P n
20 | 10| 0 I 30
0 3.4940.07 3.1440.05 2.8440.06 2.684+0.05 2.784+0.06 2.774+0.12 15
1 20.77£0.59 | 19.43+0.50 | 16.2940.31 | 15.91+0.35 | 18.5040.31 | 20.68+0.42 15
APE 1-1 Ip 0.75+0.06 0.7340.05 0.70+0.05 0.65+0.04 0.65+0.04 0.65+0.06 15
I 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
I 0.10+0.02 0.1240.02 0.15+0.02 0.21+0.02 0.20+0.02 0.23+0.03 15
To 6.07+0.10 4.1440.06 3.17+0.06 3.03+0.04 2.99+0.06 3.10+0.05 11
1 30.08+£0.48 | 22.0440.39 | 19.8440.44 | 24.06+0.64 | 25.284+0.80 | 28.00+0.68 11
APE 1-2 Ip 0.7140.02 0.6440.03 0.5640.03 0.5440.02 0.5540.03 0.4540.02 11
I 0.13£0.01 0.1440.01 0.14+£0.01 0.13£0.01 0.1240.01 0.08+0.01 11
I 0.15+0.01 0.2140.02 0.30+0.01 0.32+0.01 0.3440.02 0.46+0.03 11
To 6.15+0.91 5.65+0.33 5.33+0.18 4.304+0.15 3.4440.05 3.32+0.04 10
T1 34.57+0.80 | 23.494+1.30 | 26.93+0.75 | 22.714+0.59 | 21.944+0.60 | 20.2440.25 10
APE 2-1 Ip 0.7040.16 0.6610.09 0.6540.03 0.5740.03 0.484+0.03 0.4640.02 10
I 0.1540.02 0.1740.03 0.1640.01 0.1840.01 0.16+0.01 0.1640.01 10
I 0.1440.01 0.1640.05 0.1940.02 0.2640.02 0.354+0.03 0.3840.02 10
0 4.4540.15 3.6940.08 3.0740.07 2.8640.05 2.9440.10 2.7840.08 6
T1 21.47+0.43 17.72+0.34 15.3940.41 15.64+0.23 18.06+0.41 17.274+0.33 6
ATX I Ip 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
I 0.20+0.02 0.1740.01 0.18+0.02 0.15+0.01 0.13+0.01 0.07+0.01 6
I 0.1940.01 0.2240.01 0.2440.01 0.2440.02 0.2540.02 0.2340.02 6
0 4.3440.71 3.6940.83 3.5640.64 3.4640.64 2.961+0.54 3.3740.19 8
T1 25.99+1.71 | 20.1940.99 18.2641.41 21.26+2.87 | 23.53+1.88 | 27.42+2.36 8
APE 53 Ip 0.6240.05 0.661+0.04 0.6040.04 0.5540.05 0.6440.06 0.4740.08 8
I 0.19+0.02 0.1740.02 0.17+0.02 0.16+0.03 0.06+0.02 0.13+0.04 8
I 0.19+0.03 0.1740.04 0.18+0.03 0.29+0.04 0.30+0.04 0.39+0.04 8
To 3.12+0.15 1.954+0.08 1.43+0.08 1.02+0.09 0.86+0.07 0.79+0.08 5
Kontrolle | T 11.8440.15 9.5240.07 7.9240.13 4.701+0.46 3.1240.26 2.6540.19 5
Ip 0.9340.11 0.9540.25 0.9540.36 0.9140.39 0.9440.16 0.9240.21 5
I 0.0740.01 0.0540.01 0.0540.02 0.0940.05 0.0740.02 0.0740.01 5

P steht fiir die Parameter der Exponentialfunktion; 7o und 7 sind die entsprechenden Zeit-
konstanten, Iy und I; die dazugehorigen auf ¢ = 0 extrapolierten schnellen und langsamen
Inaktivierungskomponenten. I» ist die persistierende Stromkomponente.

n bedeutet die Anzahl der Versuche.
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Tabelle B.2: Aufhebung der Inaktivierung (+ S.E.M.) in Ringerlésung (Kontrolle) und
unter Einwirkung verschiedener Anemonentoxine (5 ug/ml). Normierte Wahrscheinlich-

keiten des aktivierbaren Zustandes (£ S.E.M.).

At [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 | 0.144+0.03 | 0.10£0.01 | 0.17£0.04
2 0.044+0.01 | 0.14+0.07 | 0.274+0.06 | 0.284+0.11 | 0.31+0.06
3 0.084+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 | 0.484+0.09 | 0.47+0.13 | 0.52+0.03
) 0.18+0.04 | 0.36+0.09 | 0.524+0.09 | 0.46+0.12 | 0.624+0.02
6 0.244+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 | 0.624+0.08 | 0.47+0.11 | 0.7240.02
8 0.39+£0.05 | 0.55+0.12 | 0.6240.09 | 0.54+0.12 | 0.7940.02
9 0.4440.05 | 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 | 0.6840.08 | 0.61£0.13 | 0.824+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 | 0.924+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 | 0.924+0.03
50 0.97£0.04 | 0.96£0.02 | 0.93+0.04 | 0.91+0.06 | 0.94£0.02
60 0.9840.03 | 0.98+0.01 | 0.9640.03 | 0.9940.01 | 0.98+0.01
70 0.99+0.01 | 0.99+0.01 | 0.994+0.01 | 0.99+0.01 | 0.974+0.03
n 3 4 5 3 4

At entspricht dem Repolarisationsintervall; n: Anzahl der Versuche;

Testimpulse: 40 und 20 ms (Up; = 0 mV'); Haltepotential: -80 mV.




131

Tabelle B.3: Time to peak (ttp) wihrend der Aktivierung von Na™-Kanilen vor (Kon-
trolle) und nach Behandlung mit Anemonentoxinen (5 pg/ml) in Abhingigkeit vom Mem-
branpotential (Upy).

Un || 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 | 3.624+0.34 | 2.46+£0.21 | 1.86+0.51 1.52+0.23
0 2.2940.36 | 1.42+0.15 | 3.2840.19 | 1.73+0.16 | 1.26+0.29 0.95+0.15
10 || 1.65+0.21 | 1.114+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 | 0.724+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

Un: Membranpotential [mV]; Gemittelte Werte + S.E.M; n: Anzahl der Versuche.
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Tabelle B.4: Gemittelte Offenzeiten (+ S.E.M.) von Einzelkanalaufzeichnungen an
Neuroblastomzellen unter dem Einfluf} verschiedener Anemonentoxine in Abhéangigkeit

vom Membranpotential (Uys [mV]) gemé der Funktion: N = Nie B + Nce D, mit
B = Topen1 und D = Typen2.

P | Um| APEI-1 APE 1-2 APE 2-1 ATX II Kontrolle
20 || 0.2940.046, | 0.28+0.04(5 0.3340.03 ) 0.2540.10,
-10 || 0.31£0.04(;) | 0.3940.03;5, | 0.3240.03, | 0.33+0.03(7, 0.3040.05)
Topen | 0 || 0.3420.025) | 04040045 | 0.27+0.05(7 | 0.4140.02(r, 0.4340.04()
10 || 0.3840.03i | 0.46+0.04¢5, | 0.4040.054 | 0.51+0.06, 0.4840.02)
20 || 0.4440.044, | 0.5240.06 | 0.45+0.08¢, | 0.4640.03., 0.4340.04)
30 || 0.5040.03;5, | 0.50+0.135 | 0.42+0.05, 0.4840.11,
20 || 4.2141.16() | 5.79+2.61( 9.50+1.22,) 2.0340.325)
10 || 6.19+1.37) | 12.60+1.425 | 5.06+1.14¢;, | 10.14+0.97¢;, | 4.01+0.285,
Topenz | 0 || 10.6241.190) | 15.2542.01(s) | 8.88+1.48¢;) | 10.82+1.61(;) | 6.3241.14(,
10 || 12.044+1.585) | 16.424+1.32¢;, | 16.014£2.09, | 13.84+0.95, |  9.92+1.22,
20 | 14.174+0.88(s) | 19.4840.66() | 18.77+1.57, | 14.56+1.331s) |  10.9040.84s,)
30 | 14.2542.85( | 18.76+1.34(; | 19.97+0.84(, 10.880.84 3,

P: Parameter der Exponentialfunktion; 7,pen1 und T,pen2 sind die entsprechenden Zeitkonstanten.

Klammerwert entspricht der Anzahl der Versuche.
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Tabelle B.5: Gemittelte Burstlingen By (+ S.E.M.) von Einzelkanalaufzeichnungen an
Neuroblastomzellen unter dem Einfluf} verschiedener Anemonentoxine in Abhéangigkeit

—t
vom Membranpotential (Ups [mV]) gemi der Funktion: N = NyePa, mit By = Topen.

P |Uw| APEI1 APE 1-2 APE 2-1 ATX I Kontrolle
20 || 8.56+1.88(5) | 10.78+3.695) 16.792.785) | 4.69£1.063,
10 || 8.31+1.1907) | 20.25+2.49g) | 11.96+2.65(7) | 16.842.31(7y | 7.901.94)

Topen | O || 15.97#0.86(s) | 23.5441.86(g) | 13.06+1.0507) | 15.58+2.03(7) | 11.3542.13)
10 || 16.69£1.84(g) | 23.50+£2.01(5) | 23.92+3.72() | 20.28:£0.88() | 12521755
20 || 19.19+1.82(g) | 20.7T1£1.51(5) | 28.9442.47(5) | 20.35%2.29 ) | 13.5940.745
30 || 22.00£1.23(3) | 32.16+5.21(3) | 20.86+1.387 13.33£0.88 3,

P: Parameter der Exponentialfunktion; Klammerwert entspricht der Anzahl der Versuche.

Tabelle B.6: Gemittelte SchlieBzeiten zwischen den Bursts B, (£ S.E.M.) von Einzelka-
nalaufzeichnungen an Neuroblastomzellen unter dem Einfluf} verschiedener Anemonentoxi-

—t
ne in Abhéngigkeit vom Membranpotential (Uy; [mV]) geméf der Funktion: N = Nge%s,

mit Bg = Tclosed-

P Unr APE 1-1 APE 1-2 APE 2-1 ATX II
-20 28.57:‘:5.58(6) 17.85:t3.78(5) 14.09:l:2.61(6)
-10 14.91:‘:2.15(7) 8.38:‘:1.39(8) 14.60:‘:2.26(7) 11.61:l:1.16(7)
Telosed 0 8.72ﬂ:1.18(8) 7.54ﬂ:1.19(8) 9.34:|:1.72(7) 9.40ﬂ:0.99(7)
10 6.87i0.67(8) 6.97i1.30(5) 7.43:t0.95(6) 8.55i0.76(7)
20 7'74-‘_1:1'13(8) 5.48i0.63(6) 6.63i0.68(6) 7.15_:’1:0.85(4)
30 8.93ﬂ:2.37(3) 7.57ﬂ: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 Offnungszeiten innherhalb der Bursts B, (+ S.E.M.) von Einzel-
kanalaufzeichnungen an Neuroblastomzellen unter dem Einfluf} verschiedener Anemonen-

ANHANG B. TABELLEN

toxine in Abhéngigkeit vom Membranpotential (Uys [mV]).

Um

APE 1-1

APE 1-2

APE 2-1

ATX II

Kontrolle

-20

3.612£0.69 5

419£1.115

6.371.05,

1.74i0.25(3)

-10

4.42:|:0.49(7)

6.68:0.70(g)

5.51:|:1.17(7)

6.32ﬂ:0.83(7)

3.25ﬂ:0.59(6)

0

6.282:0.29 )

7.940.96,g)

6.42:t0.50(7)

5.4820.667)

4.3040.0.67 (5

10

5.67+0.47g)

7.51£0.87(5)

7.99£1.07(5)

6.432:0.377)

5.61:0.49 5

20

5-33:‘:0-45(8)

7-81:‘:0-27(6)

9.07+0.59 5

5.8041.12(y)

5.46:*:0.18(@

30

4770413

8.9040.283)

7.53%0.587,

4.84i0.75(6)

Klammerwert entspricht der Anzahl der Versuche.




Anhang C

Abkiirzungsverzeichnis

A Ampere

a Alpha

ANOVA Analysis of Variance (Varianzanalyse)

AP Aktionspotential

AP-A Giftfraktionen der Seeanemone Anthopleura ranthogrammica

APE, AP-C Giftfraktionen der Seeanemone Anthopleura elegantissima
AS Aminosaure

ATX Giftfraktionen der Seeanemone Anemonia sulcata
ajj Ubergangswahrscheinlichkeit

B. Schliefzeit innerhalb der Bursts

By, Burstdauer

B, Intervall zwischen den Bursts

B, Anzahl der Offnungen pro Burst

B, Offnungszeit innerhalb der Bursts

C Kapazitit

o

closed (engl.): geschlossen, Zustand des Natriumkanals
Da Dalton

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DRG Dorsal root ganglia (engl.): dorsales Riickenmarksganglion
e exponential

gNa Tonenleitfihigkeit eines Kanals (hier: Natriumkanal)

h Inaktivierungstor

Hepes 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsiure

I Strom

In, Natriumstrom

I/N\a Natriumspitzenstrom

kHz Kilohertz

m Aktivierungstor
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MQ

1g
pmol /1
mosmol /1
In

0

OPA
pS
PDL

R

SEM

chemische Strukturen:

Ag™
AgCl
C’QC’ZQ
CaCOs
Ccl~

CO,
CsCl

K+

KCI
KHyPO,
MgCl2
Na™
NaCl
NayHPO,
NaOH

Megaohm

Mikrogramm

ANHANG C. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Konzentration in Mikromol /1
Osmolaritit in Milliosmol/1

1 normale Losung

open (engl.): offen, Zustand des Natriumkanals

Operationsverstérker

Pikosiemens

Poly-D-Lysin

Widerstand

Standard error mean (engl.): Standardfehler

time (engl.): Zeit

Tau (gr.), Zeitkonstante

Tetraethylammonium

time to peak (engl.), Zeit bis zum Erreichen des Natriumspitzen-

stromes
Spannung

Membranpotential

Volt
Mittelwert

durchschnittlich

Silber-Ion

Silberchlorid
Calciumchlorid
Calciumcarbonat

Chlorid-Ion

Kohlendioxid
Casiumchlorid

Kalium-Ion

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Magnesiumchlorid
Natrium-Ion
Natriumchlorid

Dinatriumhydrogenphosphat

Natriumhydroxid
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