Ionenkaniile fiir die inter- und intrazellulire Kommunikation

(Nobel-Vortrag) **

Von Erwin Neher*

Um 1970 waren die fundamentalen Signalmechanismen
fiir die Kommunikation zwischen Zellen des Nervensystems
bekannt. Hodgkin und Huxley!!! hatten bereits 1952 die
Grundlagen fiir das Verstdndnis des Nervenaktionspoten-
tials aufgeklirt. Das Konzept der chemischen Ubertragung
an Synapsen hatte seine experimentelle Bestitigung durch
detaillierte Untersuchungen iber exzitatorische und inhibi-
torische postsynaptische Potentiale gefunden (siehe B. Katz!?!
filr eine knappe Beschreibung der elektrischen Signale in
Nerv und Muskel). Die Frage nach den molekularen Mecha-
nismen, die diesen Signalen zugrundeliegen, war jedoch noch
offen. Hodgkin und Huxley!"! benutzten das Konzept von
spannungsaktivierten ,,Schleusen* fiir eine formale Be-
schreibung der Leitfahigkeitsinderungen, und gegen 1970
wurden die Begriffe Na-Kanal und K-Kanal hiufig benutzt
(siche Ubersicht von Hille!®"), obwohl es keinen direkten
Nachweis fiir die Existenz von Kanilen in biologischen Pri-
paraten gab. Dies war anders im Falle von kiinstlichen
Membranen. Miiller und Rudin'® fithrten ,,schwarze®
Membranen als experimentelles Modellsystem ein, welches
in vielerlei Hinsicht den bimolekularen Lipidmembranen le-
bender Zellen &hnelt. Diese Membranen sind recht gute Iso-
latoren. Werden sie jedoch mit bestimmten Antibiotica oder
Proteinen versetzt, so werden sie elektrisch leitend. R. C.
Bean et al.!® und Hladky und Haydon!®! zeigten, daB einige
dieser Stoffe diskrete, stufenférmige Anderungen der Leit-
fahigkeit verursachen, wenn man Spuren von ihnen hinzu-
gibt. Alle Evidenzen wiesen darauf hin, dap die beobachteten
Leitfihigkeitsdnderungen auf den Einbau einzelner, poren-
dhnlicher Strukturen in die Membran zuriickzufiihren sind.

Damals waren dhnliche Messungen an biologischen Pra-
paraten nicht moglich, da die verfiigbaren Methoden zur
Stromregistrierung in lebenden Zellen einen Rauschpegel
hatten, der um den Faktor hundert hoher war als die in
Doppellipidmembranen beobachteten Einzelkanalstrome
(siche Abb. 1). Indirekte Methoden hatten jedoch starke
Hinweise darauf gegeben, daB Kandle mit dhnlichen Leitfa-
higkeiten wie in kiinstlichen Membranen auch in Nerven-
und Muskelzellen enthalten sein sollten. Anféngliche Ver-
suche, die Zahl der Na-Kanile durch Bindungsstudien mit
Tetrodotoxin zu bestimmen, ergaben, daf} der Beitrag eines
einzelnen Kanals zur Na-Leitfdhigkeit bis zu 500 pS sein
konnte. Spiter erbrachte die Technik der Rauschanalysel”: 8!
genauere Zahlen. Anderson und Stevens!®! schitzten den
Beitrag zur Leitfdhigkeit einzelner Acetylcholin-aktivierter
Kanile (ACh-Kanale) an der neuromuskuldren Synapse des
Frosches auf 32 pS. Dieser Wert stimmt nahezu mit dem von
Hladky und Haydon!®! gemessenen Wert an Gramicidin-
Einzelkanalen iiberein. Es war daher naheliegend, iiber bes-
sere Methoden zur Strommessung an biologischen Pripara-
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ten nachzudenken: Es gab gute Griinde zu hoffen, daB eine
verbesserte MeBtechnik einen ganzen ,,Mikrokosmos* von
elektrischen Signalen in einer Vielzah! elektrisch und che-
misch erregbarer Zelltypen enthiillen wiirde. In dieser Vorle-
sung werde ich einen kurzen Abril3 itber unsere gemeinsamen
Anstrengungen geben, dieses Problem zu I6sen. Des weiteren

Abb. 1. Graphische Reprisentation der GroBe ,,Strom* auf logarithmischer
Skala mit Beispiclen von Stromsignalen oder stromfithrenden Elementen aus
Elektrotechnik und Biologie. Der grau unterlegte Bereich ist derjenige, der
durch Hintergrundrauschen iiberdeckt war, bevor die Patch-Clamp-Technik
entwickelt wurde.

werde ich auf Entwicklungen eingehen, die der Lésung dieses
meBtechnischen Problems folgten. Bert Sakmann wird in der
zweiten Vorlesung!'%! einige der detaillierten Erkenntnisse,
die die hochaufldsende Strommessung erbracht hat, dar-
legen.

Uberlegungen zum Einsatz von ,,Patch-Pipetten

Die grundlegende Limitierung fiir jegliche Strommessung,
abgesehen vom Instrumentrauschen, ist das ,,Johnson‘* oder
thermische Rauschen einer Signalquelle, welches fiir einen
Widerstand gegeben ist durch

wobei ¢, den Effektivwert des Stromrauschens, & die Boltz-
mann-Konstante, T die absolute Temperatur, Af die Band-
breite der Messung und R den Widerstand bedeutet. Hier-
aus wird deutlich, daB der Innenwiderstand einer Si-
gnalquelle (oder allgemeiner, die komplexe Impedanz) fiir
eine rauscharme Strommessung sehr hoch sein sollte. Ge-
nauer gesagt: Zur Messung eines Stroms von 1 pA bei einer
Bandbreite von 1 kHz mit der Genauigkeit von 10% sollte
der Innenwiderstand der Signalquelle etwa 2 GQ oder hoher
sein. Heute wissen wir, daf} die Eingangswiderstande kleiner
Zellen so hoch sein konnen. Aber Anfang der siebziger Jahre
erforderten die konventionellen Techniken mit Mikroelek-
troden groBe Zellen fiir Strommessungen, und diese hatten
typischerweise Eingangswiderstinde im Bereich 100 k€2 bis
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50 MQ. Daher schien es unmoglich, die bendtigte Auflosung
mit Standardtechniken und Standardpriparaten zu errei-
chen. Was bendtigt wurde, war eine kleinere Signalquelle.

Mit diesen Uberlegungen richteten wir unsere Anstren-
gungen darauf, einen kleinen Membranflecken zum Zwecke
der elektrischen Messung zu isolieren. Ich hatte im Labor
von H. D. Lux in Miinchen, wo ich meine Dissertation an-
fertigte, Erfahrungen mit Saugpipetten gewonnen, die wir
zur lokalen Strommessung auf die Oberfliche von Zellen
plazierten. Derartige Pipetten (,,Patch-Pipetten*) wurden
vordem in unterschiedlichen Zusammenhingen eingesetzt,
so zur Stimulation von Zellen oder fiir Strommessun-
gen!!! =15 Es war uns klar, daB sie hervorragende Werkzeu-
ge fiir Einzelkanalmessungen sein wiirden, wenn es gelinge,
eine geniigend gute Abdichtung zwischen Pipette und Mem-
bran herzustellen. Die Impedanz des Membranfleckens
selbst sollte hoher als erforderlich sein, sogar fiir einen Mem-
branflecken von 10 uym Durchmesser. Eine unvollstindige
Abdichtung dagegen wird vom MeBverstarker parallel zum
Membranflecken registriert, und ihr Rauschen ist dem Si-
gnal des Membranfleckens iiberlagert.

Friihe Einzelkanalmessungen

Als Bert Sakmann und ich unsere Messungen begannen,
indem wir Pipetten auf die Oberfléche denervierter Muskel-
fasern setzten, bemerkten wir bald, dal3 es nicht so einfach
war, einen zufriedenstellenden Abdichtwiderstand zu erzie-
len. Obwohl Bert Sakmann durch seine Arbeit in B. Katz’
Labor reiche Erfahrung in der enzymatischen Behandlung
von Zelloberflichen gesammelt hatte, und obwohl die Arbei-
ten von Katz und Miledi!™ und unsere Messungen unter
Spannungsklemme gezeigt hatten, dafl denervierte Muskel-
fasern eine geeignete, diffus verteilte Ansammlung von ACh-
Kanilen enthalten sollten, waren unsere anfinglichen Bemii-
hungen erfolglos. Unsere Abdichtwiderstinde betrugen
gerade 10-20 MQ, d.h. sie waren zwei GroBenordnungen
niedriger als erwlinscht. Dennoch erreichten wir durch Re-
duzierung der Pipettengr6Be und Optimierung ihrer Form
langsam den Punkt, wo Signale vor dem Rausch-Hinter-
grund auftauchten ~ zundchst charakteristische Fluktuatio-
nen, spéter dann ,,Blips*, die den erwarteten Rechteckpulsen
ahnlich sahen. 1976 publizierten wir Ableitungen'®!, die mit
gutem Gewissen als Signale von Einzelkaniilen interpretiert
werden konnten (siehe Abb. 2). Die Tatsache, daB dhnliche
Registrierungen sowohl in unserem Gottinger Labor als
auch im Labor von Charles F. Stevens in Yale (wo ich einen
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Teil von 1975 und 1976 verbrachte) gemacht werden konn-
ten, gab uns die Zuversicht, dal sie nicht das Werk irgend-
eines lokalen Ddmons waren, sondern vielmehr Signale mit
biologischer Bedeutung. Die rechteckférmige Natur der Si-
gnale war der Beweis fiir die Hypothese, daB sich Kaniile in
biologischen Membranen stochastisch in einem ,,Alles-oder-
Nichts““-Prozess 6ffnen und schlieBen. Zum ersten Mal
konnte man Konformationséinderungen biologischer Ma-
kromolekiile in situ und in Echtzeit beobachten. Dennoch
gab es zuviel Hintergrundrauschen, was kleine und kiirzerle-
bige Beitrdge anderer Kanaltypen iiberdeckte. Dariiber hin-
aus wiesen die Amplituden der Einzelkanalereignisse eine
weite Streuung auf, da die Mehrzahl der Kanile unter dem
Rand der Pipette lagen und somit ihre Strombeitrdge nur
teilweise registriert wurden.

Abb. 2. Frithe Binzelkanalstrome, abgeleitet am denervierten Muskel (cutaneus
pectoris) des Frosches (Rana pipiens). Die Pipette enthielt 0.2 uM Suberoyldi-
cholin, ein Analogon des Acetylcholins, das sehr langlebige Kanaléffnungen
ausidst. Das Membranpotential betrug — 120 mV, die Temperatur 8 °C (aus
[16)).

Wir unternahmen viele systematische Versuche, das Ab-
dichtproblem zu iiberwinden (Manipulieren und Sdubern
von Zelloberflachen, Beschichten der Pipettenoberfliche,
Umkehrung der Ladung von Glasoberfldchen, etc.) — mit
wenig Erfolg. Dennoch konnten in den Jahren 1975 bis 1980
wichtige Figenschaften von Einzelkanilen aufgeklart wer-
den[17-21].

Etwa 1980 hatten wir unsere Bemiihungen um eine Verbes-
serung des Kontaktes schon fast aufgegeben, als wir durch
Zufall beobachteten, dafl der Abdichtwiderstand plétzlich
um zwei GroBenordnungen anstieg, als leichter Unterdruck
auf die Pipette gegeben wurde. Der resultierende Abdichtwi-
derstand war im Bereich von Gigaohm, das sogenannte
,,Gigaseal®. Es stellte sich heraus, daB ein Gigaseal reprodu-
zierbar erzielt werden konnte, wenn Unterdruck angelegt
und gleichzeitig einige einfache MaBnahmen getroffen wur-
den, um saubere Glasoberflichen zu gewéhrleisten, z.B. das
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Abb. 3. Frithe Ableitungen von spannungsaktivierten Einzelkandlen. Die linke Seite zeigt Na-Kanile (abgedndert aus [22]). Die oberste Spur beschreibt das Spannungs-
protokoll. Die zweite Spur zeigt die iiber 300 depolarisierende Spannungspulse gemittelte Antwort; die folgenden Spuren sind Beispiele fir individuelle Antworten. Man
sieht in einigen Spuren — jedoch nicht allen —einzelne Offnungen (Auslenkung nach unten) von Na-Kanilen. Der Membranfleck wurde gegeniiber dem Ruhepotential
um 30 mV hyperpolarisiert und mit depolarisierenden Pulsen von 40 mV stimuliert. Die rechte Seite zeigt einzelne Ca-Kanalstrome (abgeindert aus [23]). Wie
angegeben wurden depolarisierende Pulse (dep.) ausgehend vom Ruhepotential appliziert. Die Pipette enthielt isotone Ba-Losung. Einzelkanaloffnungen sind den
verbleibenden Kapazitits- und Leckartefakten tiberlagert. In der linken Spalte sind diese Artefakte digital subtrahiert worden.

Benutzen einer frischen Pipette fiir jedes Experiment und der
Einsatz filtrierter Lésungen. Die verbesserte Abdichtung
ermoglichte ein wesentlich niedrigeres Hintergrundrau-
schen!26]. Gliicklicherweise war gerade zu diesem Zeitpunkt
Fred Sigworth zu uns gestofen. Mit seiner Ingenieurserfah-
rung verbesserte er die elektronischen Mefverstédrker so, dai3
sie mit den gewachsenen Anforderungen durch die Fort-
schritte in der Ableittechnik Schritt hielten (Abb. 3). So
konnten rasch mehrere Typen von Ionenkandlen mit guter
Amplituden- und Zeitaufldsung charakterisiert werden.

Unerwartete experimentelle Moglichkeiten

Die gelungene Abdichtung verbesserte die elektrische
Messung und erwies sich dariiber hinaus als niitzliches Werk-
zeug zur Manipulation von Membranflecken und kleinen
Zellen. Obwoh! die physikalische Natur des ,,Gigaseal* noch
ungeklidrt ist, bemerkten wir umgehend, daB es nicht nur eine
elektrische Abgrenzung, sondern auch eine stabile mechani-
sche Verbindung zwischen der MeBpipette und der Mem-
bran gewihrleistet. Owen Hamill und Bert Sakmann'?4 fan-
den etwa gleichzeitig mit Horn und Patlak®®! daB
Membranflecken durch einfaches Zuriickziehen der Pipette
aus Zellen herausgelost werden konnten. Dies ergibt
,-excised patches®, die fir Losungsaustausch auf beiden Sei-
ten zuginglich sind. Alternativ kann der Membranflecken
durch einen kurzen Saugsto3 oder einen Spannungspuls zer-
stért werden, ohne daB der Abdichtwiderstand zwischen
Glas und Membran verlorengeht. Es bildet sich eine elek-
trische Verbindung zwischen der MeBpipette und der Zelle,
wobei die Pipetten-Zell-Kombination gut gegen die umge-
bende Badlésung isoliert ist. Diese Konfiguration wurde
,,whole-cell“ genannt. Abbildung 4 zeigt schematisch die
Prozeduren und die sich ergebenden ,,Patch-Clamp*‘-Konfi-
gurationen.
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,, Whole-cell*“-Ableitungen sind konventionellen Ablei-
tungen mit eingestochenen Mikroelektroden recht dhnlich,
weisen jedoch einige wichtige Unterschiede auf’

1. Das Leck zwischen dem Zellinneren und dem Bad ist
extrem klein, so daf3 diese Form der Penetration selbst von
so kleinen Zellen wie roten Blutkdrperchen toleriert wird 71,

2. Der elektrische Zugangswiderstand ist niedrig (1-
10 MQ) im Vergleich zu dem von Einstich-Mikroelektroden
(typischerweise 20—100 MQ fiir kleine Zellen). Daher kon-
nen Spannungsklemmbedingungen leicht und ohne Riick-
kopplungsschaltkreise oder zusitzliche Elektroden erzielt

niederohmige Abdichtung
{50 MQ)

Gigaohm-Abdichtung

Saugen‘
KCl/Ca®-frei
Soug- oder \Abziehen
Spannungspuls

/ \Abziehen \Abziehen
Abziehen
niedrige
fie kieine Ca?-Kon- \Oﬁ
Zellen zentration

der Luft

Abziehen
aussetzen

%Abziehen V
10um w

whole-cell’-| [outside-out| [inside-out
Messung patch patch

Abb. 4. Schematische Darstellung der Prozeduren, die zu den verschiedenen
. Patch-Clamp“-Konfigurationen fithren (aus [26]).
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werden, vorausgesetzt man verwendet kleine Zellen (Mem-
branwiderstinde von 100 MQ bis 10 GQ).

3. Es findet ein rascher Diffusionsaustausch zwischen
Patch-Pipette und Zelle statt!?®- 291, Dadurch kann man die
Zusammensetzung des Milieus im Inneren der Zelle beein-
flussen. Eine Zelle kann leicht mit Ionen, Chelatbildnern,
sekundédren Botenstoffen, Fluoreszenzfarbstoffen, etc. bela-
den werden, indem man diese Substanzen einfach in die
MeBpipette gibt. Andererseits bewirkt dieser Austausch aber
auch, daf3 das natiirliche interne Milieu gestdrt wird und daB3
Signalkaskaden unterbrochen werden kénnen (siche unten).

Mit diesen Eigenschaften entwickelte sich die ,,whole-
cell*“-Ableitung zur Methode der Wahl fiir die meisten Mes-
sungen an Zellkulturen und akut dissoziierten Geweben.
Viele Zelltypen, besonders kleine Sdugerzellen, wurden erst
durch ,whole-cell“-Ableitungen einer biophysikalischen
Analyse zuginglich, da sie Einstiche mit konventionellen
Mikroelektroden nicht tolerieren. Individuelle Ionenstrome
konnten durch die Vorgabe der Losungszusammensetzung
auf beiden Seiten der Membran separiert werden!3?! (siche
Abb. § als Beispiel fiir ,,whole-cell**-Calciumstréome). Diese
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Abb. 5., Whole-cell*-Membranstrome in Chromaffinzellen in einer Badls-
sung, die isotones BaCl, und 20 pgmL~* TTX (Tetrodotoxin) enthielt. Das
Membranpotential wurde ausgehend von einem Haltepotential von —67 mV
stufenweise auf die in Teil A angezeigten Werte gebracht. Die Pipettenldsung
enthielt hauptsichlich CsCl und TEA (Tetraethylammonium-Ionen). Mit die-
ser Losungszusammensetzung werden die Strdme im wesentlichen durch Ca-Io-
nen getragen. Teil B zeigt die Strom-Spannungs-Beziehung fiir dieses Experi-
ment (aus [30]). U = Membranpotential, 7 = Plateaustrom.

Entwicklung verschob die Schwerpunkte elektrophysiologi-
scher Studien weg von groBzelligen Priparaten, die iiblicher-
weise von Evertebrate stammten, hin zu Siugerzellen und
menschlichen Zellen. In der ersten Hailfte von 1981, kurz
bevor wir erstmals eine Charakterisierung von ,,whole-cell*-
Strémen in einer kleinen Sdugerzelle (chromaffine Zellen des
Nebennierenmarks) publizierten, waren im ,,Journal of Phy-
siology** nur fiinf von vierzehn Studien — unter Benutzung
der Spannungsklemme — an Sdugerzellen durchgefithrt wor-
den. Allein die erste Ausgabe derselben Zeitschrift im Jahre
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1991 enthielt zehn Studien an Sdugerzellen unter Spannungs-
klemme, keine an Evertebraten, und alle benutzten als Tech-
nik entweder ,,whole-cell“-Messungen oder Einzelkanalab-
leitungen.

Sekundire Botenstoffe: Stérungen eines
Gleichgewichtes

Allen MeBtechniken gemeinsam ist ein Konflikt in bezug
auf das angestrebte Ziel. In manchen Fillen ist es erwiinscht,
einen ProzeB zu beobachten und ihn dabei so wenig wie
moglich zu stéren; in anderen Fillen wiirde man gerne quan-
titative Daten unter weitestgehender experimenteller Kon-
trolle erheben. Diese beiden Ziele schlieffen sich natiirlich
gegenseitig aus. Die ,,cell-attached“-Messung kommt dem
ersteren Ideal recht nahe, denn sie 1483t die Zelle weitgehend
intakt und erlaubt die Beobachtung des Offnens und Schlie-
Bens von Einzelkandlen oder das extrazellulire Messen von
Aktionspotentialen'®!!, Isolierte Membranflecken bilden das
andere Extrem: Membranflecken werden aus ihrer natiirli-
chen Umgebung herausgeldst, um eine optimale Kontrolle
der Losungszusammensetzung auf beiden Seiten der Mem-
bran zu erhalten. Die ,,whole-cell*“-Ableitmethode nimmt in
diesem Zusammenhang eine Mittelstellung ein. Sie gestattet
eine exzellente Kontrolle des Membranpotentials, wenn Zel-
len mit einem Durchmesser kleiner als 20 um benutzt wer-
den; jedoch ist die Zusammensetzung des intrazelluldren
Mediums weder ungestort noch unter sehr guter Kontrolle.
Wir fanden, daB sich kleine, mobile Ionen typischerweise
innerhalb weniger Sekunden zwischen Pipette und Zelle
durch Diffusion austauschen (fiir Zellen mit einem Durch-
messer von 15 um und Pipetten mit 2—5 MQ Widerstand).
Molekiile von mittlerer GroBe, wie etwa sekundire Boten-
stoffe, ,,waschen aus‘ oder ,,Jaden‘ die Zelle innerhalb von
10 Sekunden bis zu einer Minute; kleine regulatorische Pro-
teine bendtigen mehrere Minuten und langer bis zum Gleich-
gewichtszustand 1291,

Im nachhinein erscheint es als Gliicksfall, dal3 wir unsere
Messungen mit ACh-Kanilen und Na-Kanélen begannen,
die sich als relativ robust in bezug auf diffusible regulatori-
sche Komponenten herausgestellt haben. So blieben wir ur-
spriinglich von Komplikationen der ,,Kanalmodulation‘
verschont. Als wir uns jedoch Kanilen zuwandten, von de-
nen wir heute wissen, daf sie der Modulation durch sekun-
dére Botenstoffe, G-Proteine und Phosphorylierung unter-
liegen (z.B. Ca-Kanile), bemerkten wir schnell, daB die
Kanalaktivitdt als Folge der Storung durch die Messung
rasch abnahm, und zwar sowohl in der ,,whole-cell*“-Konfi-
guration als auch — sogar in stirkerem MaBe — in zellfreien
Membranflecken®°L, Solch ein ,,Auswaschen* war schon in
fritheren Untersuchungen an dialysierten Riesenneuronen
beobachtet worden™?!. Der Prototyp eines Kanals, der
durch einen intrazelluldren sekundiren Botenstoff moduliert
wird, der Ca-aktivierte K-Kanal, wurde 1981 durch Alain
Marty 3! charakterisiert. Diese frithe Studien zeigten bereits
die ambivalente Natur der neuen Werkzeuge: Auf der einen
Seite zdhlte der Vorteil der Kontrolle iiber das intrazellulire
Calcium zur Klarung des Mechanismus der Ca-Modulation;
auf der anderen Seite war der Verlust zellulirer Funktionen
durch das Auswaschen von damals noch unbekannten Regu-
latoren ein Nachteil. Spéter hat die virtuose Benutzung die-
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ser neuen Werkzeuge in vielen Laboratorien ein ganzes Netz-
werk von Interaktionen zwischen Kanilen, sekundiren
Botenstoffen, G-Proteinen und anderen regulatorischen
Proteinen aufgedeckt (siehe Ubersicht von Hille34)). Um
dieses Netzwerk zu enthiillen, konnte man sich nicht darauf
beschrinken, von diesen Zellen elektrische Signale abzulei-
ten, sondern man multe die Konzentrationen von sekundi-
ren . Botenstoffen festhalten oder systematisch verin-
dern!®*33=371 Spiter wurde es dann mdglich, stufenweise
Anderungen der Regulatoren durch ,.caged compounds*
auszuldsen'*®! oder Zellen mit fluoreszierenden Indikator-
farbstoffen®°! und regulatorischen Proteinen *%! zu beladen.

All dies wurde méglich durch das Ausniitzen des Diffu-
sionsaustausches zwischen Patch-Pipette und Zelle oder
durch Freilegung der cytoplasmatischen Seite eines heraus-
gelosten Membranfleckens. Spater wurden Methoden ent-
wickelt, um die unerwiinschten Effekte des ,,Auswaschens*
zu vermeiden, indem der Membranflecken selektiv fiir kleine
Ionen permeabilisiert wurde™! *21. Diese Technik diirfte ge-
genwirtig die am wenigsten invasive Methode zum Studium
der Funktionsweise kleiner Zellen sein.

Ein elektrophysiologischer Ansatz zum Studium
der Sekretion

Eine hervorragende Eigenschaft der elektrischen Messung
mit einer ,,Gigaseal““-Pipette ist ihre hohe Empfindlichkeit.
Dies bringt Vorteile nicht nur bei der Strommessung, son-
dern auch bei der Registrierung der Membrankapazitit, die
ein MaB fiir die Membranoberfliche ist. Es wurde schon
frither beobachtet, dal die Membrankapazitat sich unter
Bedingungen erhéht, unter denen massive Exocytose von
sekretorischen Vesikeln stattfindet. Vermutlich ist dies auf
die Inkorporation vesikuldrer Membranen in die Plasma-
membran zuriickzufithren** 441, Das niedrige Hintergrund-
rauschen der ,,Gigaseal“-Messung erméglichte es, Flachen-
anderungen aufzuldsen, die durch die exocytotische Fusion
von einzelnen Vesikeln auftreten. Dies wurde von Neher und
Marty 3! fiir die Exocytose in Chromaffinzellen des Neben-
nierenmarks und von Fernandez, Neher und Gomperts!+®!
fiir die Histaminfreisetzung aus Mastzellen gezeigt. Im letz-
teren Fall sind die Vesikel etwas gréBer und fithren zu gut
aufgeldsten, stufenformigen Anstiegen der Kapazitit (siehe
Abb. 6). Diese Registrierungen zeigen, daf die Kapazitats-

Abb. 6. Hochauflésende Kapazititsmessung zu Beginn einer Mastzelldegranu-
lation. ,,Whole-cell*-Ableitung von einer Mastzelle aus dem Peritoneum der
Ratte mit einer Pipette, die 20 uM GTP-y-S enthielt. Anfinglich erniedrigt sich
die Kapazitit, vermutlich durch das Abschniiren von sehr kleinen pinocytoti-
schen Vesikeln. Nach einiger Verzgerung beginnt dann die Degranulation, so
daB stufenférmige Anstiege der Kapazitit zu sehen sind, wobei jede Stufe der
Fusion eines einzelnen Vesikels entspricht (abgeidndert aus [47]).
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messung eine hochauflosende Technik ist. Die Abbildung
zeigt aber auch, daB3 die Kapazitit kein sehr spezifisches Maf}
fur Sekretion ist. Dies wird deutlich durch die Tatsache, daB
den schrittartigen, exocytotischen Ereignissen ein langsa-
mer, kontinuierlicher Abfall der Kapazitit vorausgeht. Wir
fanden!*”), daB die Rate dieses Abfalls von der Konzentra-
tion des intrazelluldren freien Calciums [Ca]i abhingt und
dabB er Eigenschaften aufweist, die man fiir den Prozess der
Pinocytose erwartet.

Wir benutzten Kapazititsmessungen zusammen mit
Stromregistrierungen und Mikrofluorimetrie (mit Fura-2,
einem Fluoreszenz-Indikator), um simultan in einer Einzel-
zelle Anderungen von [Cali und Sekretion mit hoher Zeitauf-
16sung zu studieren. Uberraschenderweise fanden wir, daf}
Regulatoren der Sekretion in verschiedenen Zellen unter-
schiedliche Effektivitit hatten (Abb. 7). Fiir Chromaffinzel-

Abb. 7. Unterschiedliche Effektivit in der Ausldsung von Kapazititsanstiegen
durch intrazelluldres freies Calcium. Teil A zeigt die Messung an einer Chrom-
affinzelle des Rindes. Die Spuren entsprechen dem Zeitverlauf der Kapazitit
(obere Spur) und der Konzentration des freien Calciums (untere Spur; gemes-
sen durch Fura-2-Fluoreszenz) im Anschluf an eine ,,whole-cell*“-Penetration.
Die Calciumkonzentration steigt rasch an, da die Pipette mit einer Mischung
aus Ca-EGTA (EGTA ist ein Chelatbildner) gefillt war, die das freie Calcium
aufetwa 1 uM einstellt. Auf der Kapazitdtsspur entspricht die Stufe am Anfang
(~6pF) dem Ausgangswert der Zellkapazitit, die zum Zeitpunkt des
,.Einbrechens* sichtbar wird. Die Kapazitit steigt dann etwa auf das Zwei- bis
Dreifache als Folge der Exocytose. Teil B zeigt eine dhnliche Messung an einer
Betazelle der Bauchspeicheldriise, wobei lediglich eine kleine Kapazititserhs-
hung erfolgt, und Teil C dokurmentiert die véllige Abwesenheit einer sekretori-
schen Antwort in einer Mastzelle aus dem Peritoneum der Ratte (aus [48]).

len, die in vielen Aspekten Neuronen dhneln, konnte die
klassiche Rolle des Calciums als wesentlicher Regulator der
Exocytose voll bestitigt werden!*®l. In Mastzellen jedoch,
die elektrisch nicht erregbar sind, zeigten Anderungen der
Calciumkonzentration (im physiologischen Bereich) wenig
Wirkung. Calciumunabhéingige Sekretion wurde schon fiir
einige nichterregbare Zelltypen beschrieben'>® 32!, Aber fiir
uns, die wir gewohnt waren, mit elektrisch erregbaren Zellen
zu arbeiten, war es ein Schock, nicht imstande zu sein, durch
eine auf 1 uM freies Calcium gepufferte intrazellulire Losung
Sekretion auszuldsen. Unsere erste Hypothese war, daf die
,»whole-cell*-Konfiguration zum Verlust eines calciumab-
héngigen Regulators durch ,,Auswaschen* gefiihrt hatte,
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ganz analog zu fritheren Arbeiten iiber die Muskelkontrak-
tion an ,,enthduteten‘ Fasern. Spiter lernten wir dann, dal3
Zellen in der ,,whole-cell*-Konfiguration durchaus sezernie-
ren konnten, und zwar als Antwort auf die Gabe von GTP-
v-S, einem nicht-hydrolysierbaren Analogon von GTPM¢],
Mit dieser Antwort war es nun mdglich zu zeigen, dal3 Cal-
cium, obzwar es selbst keine Sekretion ausldsen konnte, den-
noch sehr wirksam war, eine bereits ablaufende sekretorische
Antwort zu beschleunigen. Es gab keinen Hinweis auf den
Verlust eines Ca-Regulators; im Gegenteil, es schien, da3 die
Stimulation durch GTP-y-S eher zu einer Zunahme der
Empfindlichkeit gegeniiber Calcium fiihrte!®3l,

GTP-y-S aktiviert unspezifischerweise intrazelluldre Si-
gnalwege, insbesondere auch den sogenannten ,,dualen Si-
gnalweg“!** 35, Unter Benutzung des gesamten Repertoires
der Patch-Clamp-Methode konnte Penner!®®! nachweisen,
daBl mehrere externe Agonisten, die bekanntermaflen den
dualen Signalweg aktivierten, ein charakteristisches Muster
der Sekretion zeigten. Dies ist von einer IP,-vermittelten Cal-
ciumfreisetzung aus intrazelluldren Speichern begleitet
(IP, = Inositol-tris(phosphat). Durch die Kombination von
Fura-2-Messungen mit Patch-Clamp-Ableitungen kann
man die zeitliche Beziehung zwischen dem prominenten,
transienten Ca-Signal und der Sekretion untersuchen. Trotz
des oben beschriebenen modulatorischen Effekts von Cal-
cium gibt es keine strikte Korrelation zwischen beiden
GroéBen. Die sekretorische Antwort beginnt sehr hiufig erst
nach dem Spitzenwert des Ca-Signals. Auch kann der Cal-
ciumtransient durch Zugabe von EGTA in die Patch-Pipette
unterdriickt werden, ohne daB dies drastische Effekte auf die
Sekretion hdtte (Abb. 8). Phidnomenologisch kann dies er-
klart werden durch die Tatsache, daB der Calciumtransient

Abb. 8. Sekretorische Antworten von Mastzellen auf einen Agonisten (Sub-
stanz 48/80) unter verschiedenen Pufferbedingungen fiir Calcium. Die individu-
ellen Experimente umfassen kombinierte Kapazitits- und Calciummessungen
dhnlich denen in Abb. 7. Teil A zeigt den .,ungepufferten™ Fall. Es wurde kein
Calciumpuffer in die Pipette gegeben (auBer 100 um Fura-2). Als Antwort auf
die Stimulation (markiert durch den Stern) entwickelt sich ein Calciumtran-
sient. Typischerweise verliuft die Sekretion hauptsichlich wihrend der fallen-
den Phase des Calciumtransienten oder im AnschluB daran. In Teil B enthielt
die Pipette eine EGTA/Ca-Mischung (10 mwm), die den Calciumtransienten un-
terdriickte und die Calciumkonzentration auf etwa 200500 nm pufferte. Den-
noch verlief die Sekretion zeitlich dhnlich wie im Fall A. In Teil C wurde 10 mm
EGTA zugesetzt, um das Calcium auf niedrige Werte zu bringen. Dies unter-
driickte sowohl das Calciumsignal als auch die sekretorische Antwort (aus

[57).
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sehr frith auftritt, zu einem Zeitpunkt, bei dem die oben
beschriebene Sensitisierung fiir Calcium durch den chemi-
schen Stimulus noch nicht stattgefunden hat. Eine ldnger
anhaltende Phase erhéhter Calciumkonzentration, die hdu-
fig dem Calciumtransienten folgt, beschleunigt die Sekretion
viel effizienter, da sie auf den ProzeB zeitlich glinstiger abge-
stimmt ist. Was den molekularen Mechanismus betrifft, ist es
wahrscheinlich, daB die Sensitisierung auf die Aktivierung
von Protein-Kinase C zuriickzufiihren ist!3% %8, Daneben
wurde gezeigt, daB es einen zusidtzlichen G-Protein-ver-
mittelten Signalweg gibt, der hormonelle Stimuli in Sekre-
tion umsetzt!>% %1, Dieser Signalweg ist empfindlich gegen-
iber Pertussis-Toxin und wird durch intrazeltulire Erho-
hung von cAMP gehemmt!3¢!,

Unsere Studien an Mastzellen (siche Ubersicht von Penner
und Neher!®%l) haben uns gelehrt, daB3 die Sekretionssteue-
rung nicht unbedingt durch Calcium dominiert wird, son-
dern daB sie ein interaktives Netzwerk von sekundéren Bo-
tenstoffen umfafit. In Neuronen, so scheint es, bestimmen im
wesentlichen Anderungen der Calciumkonzentration®!!
oder der Calciumkonzentration und der Spannung!®* die
Kinetik schneller sekretorischer Ereignisse. Es gibt aber auch
zunehmend Hinweise darauf, dal3 andere sekundire Boten-
stoffe fiir plastische Verdnderungen der synaptischen Signale
verantwortlich sind, moglicherweise durch die Regulation
der Anzahl der fiir die Exocytose zur Verfiigung stehenden
Vesikel!®3. Ungliicklicherweise sind Nervenendigungen den
hier beschriebenen Methoden der biophysikalischen Analyse
normalerweise nicht zugédnglich. Dennoch haben jlngste
Studien an neurosekretorischen Zellen neue Details iiber die
Kinetik der Ca-vermittelten Sekretion enthiillt{#%: 04~ 661 Eg
ist zu erwarten, dall es mdglich sein wird, zwischen dem
exocytotischen Ereignis per se und einigen der anderen
Schritte im Lebenscyclus eines sekretorischen Vesikels zu dis-
kriminieren. Zusammen mit den Méglichkeiten der Beein-
flussung durch sekundire Botenstoffe konnten solche Stu-
dien bald zu einem besseren Verstdndnis der Exocytose und
derjenigen molekularen Prozesse fiihren, die die Vesikel zum
Ort ihrer Wirkung dirigieren.

Grofien Dank bin ich meinem Lehrer der Elektrophysio-
logie, H. D. Lux, schuldig, der die Gedanken des jungen Phy-
sikstudenten auf Ionenkandle lenkte und mich lehrte,
mikroskopische Werkzeuge zu benutzen. Hervorragende Ar-
beitsbedingungen in Géttingen wurden von H. Kuhn, O. D.
Creutzfeldt und T. Jovin geschaffen, indem sie ein Labor fiir
Nachwuchswissenschaftler zur Verfiigung stellten, in welchem
Bert Sakmann, F. Barrantes und ich unabhdngig unsere Ziele
verfolgen konnten. In den letzten Jahren wurde meine Arbeit
durch den Leibniz-Preis der Deutschen Forschungsgemein-
schaft grofziigig unterstiitzt.
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