Elementare Tonenstrome und synaptische Ubertragung

(Nobel-Vortrag) **

Von Bert Sakmann*

Einleitung

Die Plasmamembran trennt das Innere einer Zelle von der
extrazelluliren Umgebung und damit auch von anderen Zel-
len. Sie wirkt als Diffusionsbarriere und als elektrischer Iso-
lator und ermoglicht so die Differenzierung von Zellen mit
spezialisierten Funktionen. Das koordinierte Verhalten mul-
tizelluldrer Organismen erfordert jedoch den Austausch von
Signalen zwischen Zellen. Weil Signale von einer Zelle zur
ndchsten weitergegeben werden miissen, ist ein Mechanis-
mus notwendig, der es gestattet, daB Signale die trennenden
Zellmembranen passieren konnen. Der Informationsaus-
tausch zwischen Zellen beruht auf der Abgabe von Signal-
stoffen in den Extrazellulirraum, die dann spezifische Re-
zeptoren auf den Zielzellen besetzen und die Bildung eines
transmembrandren Signals bewirken. Das Nervensystem
verbindet Zellen in sehr spezifischer Weise, wobei die
Signaliibertragung zwischen einzelnen Zellen an Kontakt-
stellen erfolgt, die als Synapsen bezeichnet werden. Diese
sind anatomisch und funktionell spezialisiert fiir die schnelle
Signalweitergabe.

Die synaptische Signaliibertragung dient sowohl der
raschen Kommunikation zwischen Zellen des Nervensy-
stems als auch dem Signalaustausch zwischen Nervenzellen
und denjenigen Zellen in peripheren Organen, die fiir die
Aufnahme von dufleren Reizen und fiir die sekretorische und
motorische Aktivitdt verantwortlich sind'-2). Synaptische
Ubertragung beinhaltet einen chemischen Schritt, was be-
deutet, daB eine Ubertrigersubstanz — als Transmitter be-
zeichnet — lokal von der ,,sendenden®, prasynaptischen Zelle
freigesetzt wird und dann voriibergehend auf Rezeptoren in
der Zellmembran der ,,empfangenden®, postsynaptischen
Zelle wirkt. Der Rezeptor ist Teil eines Ionenkanals und
vermittelt bei Besetzung durch Transmittermolekiile einen
kurzen IonenfluB durch die postsynaptische Membran,

Das Signal, das die zelluldre Antwort der postsynapti-
schen Zelle auslost, ist der IonenfluB durch die postsynapti-
sche Membran. Gréfle, Dauer und Richtung dieses Ionen-
flusses sowie die Art der beteiligten Ionen bestimmen die
Reaktion der Zelle. Einerseits kénnen spannungsabhingige
Membranstrome aktiviert werden, die Aktionspotentiale
auslosen, welche ihrerseits weitergeleitet werden; zum ande-
ren kann aber auch die elektrische Aktivitit der Zelle herab-
gesetzt werden. Die zelluldre Antwort kann auch durch eine
Anderung der intrazelluliren Ionenkonzentration bestimmt
sein, insbesondere durch die Konzentration von Calcium-Io-
nen, die als sckundédre Botenstoffe fiir zellulire Antworten,
wie Kontraktion oder Sekretion, wirken.

[*] Prof. Dr. B. Sakmann
Max-Planck-Institut fir medizinische Forschung
Abteilung Zellphysiologie
JahnstraBe 29, W-6900 Heidelberg
[**] Copyright © The Nobel Foundation 1992. ~ Wir danken der Nobel-Stif-
tung, Stockholm, fiir die Genehmigung zum Druck einer deutschen Fas-
sung des Vortrags.

844 © VCH Verlagsgesellschaft mbH, W-6940 Weinheim, 1992

Die neuromuskuldren Kontaktstellen werden oft als pro-
totypische Synapsen angesehen. An der neuromuskuldren
Synapse setzt die Nervenendigung eines Motoneurons den
Ubertrigerstoff Acetylcholin (ACh) frei und erzeugt End-
plattenpotentiale (EPPs), die ihrerseits spannungsabhingige
Leitfidhigkeiten aktivieren. Die Aktionspotentiale leiten die
Erregung in andere Teile des Muskels weiter!l. Der Strom-
fluB durch die Endplatte (dies ist der fiir ACh empfindliche
Bereich der Muskelmembran), ausgelost durch die Frei-
setzung von ACh-,Paketen” (Quanten), kommt durch
Uberlagerung vieler kleiner ,,Elementarereignisse zustan-
del¥!; es gibt viele Hinweise darauf, daB postsynaptische
Potentiale in anderen Synapsen, z. B. in Synapsen zwischen
Nervenzellen, ebenfalls durch Uberlagerung von Elemen-
tarereignissen entstehen.

Im folgenden werden nun die Eigenschaften von Elemen-
tarstromen, d. h. Stromen durch einzelne Ionenkanile, die
den postsynaptischen Potentialen zugrundeliegen, sowie die
sie bestimmenden molekularen Faktoren ndher beschrieben.
Der Schwerpunkt liegt dabei auf den Eigenschaften von Ele-
mentarstrdmen, die die neuromuskulire Ubertragung
steuern. Die neuromuskuldre Synapse ist sowohl funktionell
als auch in bezug auf die molekularen Bestandteile die am
besten charakterisierte Synapse; die meisten Techniken zur
Messung von Einzelkanalstrémen wurden an Muskelfaser-
pridparaten entwickelt. Es stellte sich heraus, daB — abgese-
hen von Synapsen-spezifischen Details — ein vergleichbares
Verhalten von Elementarstrémen auch bei anderen transmit-
teraktivierten postsynaptischen Potentialen beobachtet wer-
den kann. Besonders gilt dies fiir durch Glycin, y-Aminobut-
tersdure (GABA), Glutamat und Serotonin aktivierte
Elementarstrome. Diese Transmitter vermitteln die
,,schnelle* synaptische Ubertragung im Zentralnervensy-
stem (ZNS) und 16sen postsynaptische Potentiale aus, die
Millisekunden bis Hunderte von Milliseskunden dauern.

Elementarereignisse

Endplattenrauschen: Die Vorstellung von ,,Elementarer-
eignissen” wurde von B. Katz und R. Miledi eingefiihrt.
Wihrend der Registrierung von Membrandepolarisationen,
die durch iontophoretische Zugabe von ACh auf neuromus-
kuldre Endplatten von Skelettmuskeln des Frosches ausge-
16st wurden, beobachteten sie ,,Membranrauschen!3]. Sie
schlugen vor, daB die Zunahme des Rauschens bei der Depo-
larisation auf der Uberlagerung von Elementarereignissen
beruht, die durch statistisch unabhingige Aktivierung von
einzelnen Acetylcholinrezeptoren (AChRs) zustandekom-

-men. Jede Aktivierung 16st eine sehr kleine (im Mikrovolt-

Bereich) Depolarisation aus.

Die GroBe der Leitfahigkeitsinderung, die durch ein Ele-
mentarereignis bewirkt wird, wurde aus solchen Rauschmes-
sungen, unter Annahme von pulsférmigen Leitfahigkeitsin-
derungen, auf etwa 30 bis 50 Pikosiemens (pS) geschiitzt. Die
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Dauer betrug nur wenige Millisekunden: 4. Dies bedeutet,
daB die Amplitude eines Elementarstromes, bei einer Ruhe-
membranspannung von —70 bis —90 Millivolt, in der
GroBenordung von etwa 3—5 Pikoampere (pA) liegt. Diese
Strome sind etwa zwei bis drei GréfBenordnungen kleiner, als
die Strome, die damals mit konventionellen MefBtechniken
direkt aufgel6st werden konnten!!,

Stromrauschen in extrasynaptischen Muskelmembranen : Die
Empfindlichkeit fiir ACh ist in normalen Muskelfasern auf
den sehr kleinen Bereich der Endplatte beschrinkt. Nach
chronischer Denervation des Skelettmuskels, ausgeldst
durch Durchtrennung des motorischen Nervens, wird der
gesamte Muskel fiir ACh empfindlich!®. Es ist heute be-
kannt, daB dies durch den Einbau von neusynthetisierten
ACh-Rezeptoren in die extrasynaptische Membran der Mus-
kelfaser erfolgt. Durch Rauschanalyse der ACh-aktivierten
Strome schitzten wir die mittlere Leitfihigkeit der zugrun-
deliegenden Elementarereignisse in denervierten Muskelfa-
sern des Frosches auf etwa 20 pS!”). Die Grofe der Elemen-
tarstrome betrug also etwa 60% der im normalen Muskel
gemessenen Werte. Die Elementarereignisse daverten jedoch
im Mittel drei- bis fiinfmal linger als die Elementarereignisse
an der Endplatte.

Elementare Endplattenstrome sind rechteckformig

Lisung des Problems Hintergrundrauschen: Denervierte,
iiberempflindliche Muskelfasern des Frosches waren daher
die Praparation der Wahl, um Methoden zur direkten Regi-
strierung von Elementarereignissen zu entwickeln, und zur
Untersuchung ihrer grundlegenden Eigenschaften durch di-
rekte Messung. Der Schliissel zur Verringerung des Hinter-
grundrauschens im relevanten Frequenzbereich (bis 1 kHz)
lag in der Begrenzung der Messung auf einen kleinen Mem-
branbereich von etwa 10 pm? und in der elektrischen Isolie-
rung dieses Membranareals (,,Patch“) vom Rest der Zell-
membran. Hierzu wird die Spitze einer Glaspipette mit
kleinem Offnungsdurchmesser (1 -3 pm) dicht auf die Mem-
bran aufgesetzt (,,Gigaseal*“, Neher 1991)!>!, Setzt man eine
Pipette auf eine normale Muskelfaser auf, so erhilt man
Abdichtwiderstinde von weniger als 1 MQ und schidigt
héufig die Faser. Das Problem der Abdichtung wurde da-
durch gelost, daBl die Muskelfaser vorsichtig mit Enzymen
behandelt wurde, die sie von der Deckschicht aus Bindege-
webe und Basalmembran befreiten und ihr glattes Sarkolem-

ma freilegten®], sowie durch Glittung der Pipettenspitze mit
einer kleinen Glithwendel®®., Wenn die polierte ,,Patch-Pi-
pette* auf die freigelegte Zellmembran einzelner Muskelfa-
sern gesetzt wird, mechanisch gesichert durch einen Glas-
haken, kann man Abdichtwiderstinde von 50 bis 150 MQ
erreichen. Das Membranpotential der Muskelfaser wurde
lokal in der Ndhe des Membranbereichs, von dem die Ele-
mentarstrome abgeleitet wurden, durch einen konventionel-
len Spannungsklemmverstirker mit zwei intrazelluliren
Mikroelektroden festgesetzt (,,geklemmt) (Abb. 1 A).
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Abb. 1. Ableitungen von einem Membranbereich (,,Patch*) der Endplatte. A)
Schemazeichnung einer Muskelfaser mit einer aufgesetzten Patch-Pipette (P).
Die Pipette ist mit extrazellulirer Losung gefiillt ; das Pipettenpotential wird mit
einem Riickkopplungs-Schaltkreis auf Nullspannung in bezug auf die extrazel-
luldre Losung geklemmt. Das Membranpotential der Muskelfaser wird durch
zwel intrazellulire Mikroelektroden mit einem Spannungsklemm-MeBverstér-
ker auf einen beliebigen Testwert geklemmt. Die Patch-Pipette enthilt auBer-
dem Acetylcholin in geringer Konzentration. B) Ablosung der Nervenendigung
von der Muskelfaser. Mikrophotographie einer einzelnen Muskelfaser des Fro-
sches mit freigelegter Endplatte (nach Entfernung der Nervenendigung). Die
Endplatte ist als heller ,,Strich* erkennbar. Die Spitze der Patch-Pipette berithrt
die Endplatte. Zwei intrazellulire Mikroelek troden dienen dazu, mit Hilfe eines
Riickkopplungsverstirkers das Membranpotential der Muskelfaser lokal zu
kontrollieren. Ein Glashaken auf der rechten Seite sichert die Muskelfaser
mechanisch. Der Kalibrierbalken entspricht 50 pm. C) Vergleich von Einzel-
kanalregistrierungen mit Abdichtwiderstinden im MQ- und GQ-Bereich. Die
Schemazeichnung (oben) zeigt die Bildung eines hochohmigen Abdichtwider-
standes durch das Anlegen eines leichten Unterdruckes (Saugen) an das Pipet-
teninnere. Die Registrierungen (unten) zeigen Ableitungen vom selben Mem-
branbereich bei unterschiedlicher zeitlicher Auflosung, jeweils vor (links) und
nach (rechts) Anlegen des Unterdruckes an das Pipetteninnere; der Widerstand
der Kontaktstelle Pipette/Membran stieg von 150 M€ auf 60 GQ an [12).
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Einzelkanalstrome: Messungen bei geniigend hohen Ab-
dichtwiderstdnden (> 50 MQ) in Gegenwart von Suberoyl-
dicholin, einem Agonisten, der ACh-Rezeptoren zu linger-
andauernden Offnungen veranlaBt, ermoglichten es uns, von
denervierten Froschmuskelfasern sehr kleine Stromantwor-
ten abzuleiten. Sie hatten eine rechteckige Form und viele
Eigenschaften von Elementarereignissen, wie sie nach der
Rauschanalyse von ACh-aktivierten Stromen erwartet wur-
den™®. Rechteckférmige Stromantworten konnten auch
von denervierten Rattenmuskeln abgeleitet werden, Sie dh-
nelten denen, die an denervierten Froschmuskeln erhalten
werden, und in beiden Priparaten entsprachen die direkt
gemessenen Amplituden der Elementarereignisse recht gut
der aus Rauschanalysen von makroskopischen Membran-
stromen abgeschiitzten GroBel!!).

Zugang zur neuromuskuldren Synapse: Um die Eigenschaf-
ten von Elementarstromen in Beziehung zu postsynapti-
schen Stromen von normalen Muskelfasern zu setzen, war es
notwendig, die Eigenschaften von Einzelkanalstromen mit
denen von Miniatur-Endplattenstromen (MEPCs) zu ver-
gleichen. Dies sind die postsynaptischen Strome, die nach
Ausschiittung von ACh aus einem prasynaptischen Vesikel
der Nervenendigung durch die Endplatte flieBen. Die Spitze
der Patch-Pipette kann nur dann auf die Endplatte aufge-
setzt werden, wenn die neuromuskuldre Verbindung sichtbar
und die Nervenendigung, die die Endplatte in normalen Fa-
sern bedeckt, von der Endplatte entfernt wurde. Am einfach-
sten gelingt das durch lokale Applikation von Collagenase,
gefolgt von vorsichtigem Uberstrémen der Muskelfaser mit
Ringerldsung aus einer Pipette mit kleinem Offnungsdurch-
messer (100 pm). Diese Prozedur ergibt Muskelfaserpréipa-
rate mit frei zuginglichen Endplatten (Abb. 1 B).

Elementare Endplattenstréme: Die an der Endplattenmem-
bran gemessenen Elementarereignisse (elementare Endplat-
tenstrome) waren etwa 50 % groBer in ihrer Amplitude, aber
wesentlich kiirzer in ihrer Dauer als die in der extrasynapti-
schen Membran gemessenen; dies wurde schon aus der Fluk-
tuationsanalyse von ACh-aktivierten Stromen in normalen
und denervierten Fasern erwartet!”!. Die Messungen zeigten,
daB der elementare Endplattenstrom ein rechteckférmiges
Ereignis ist, dem der Transport durch die Zellmembran von
kleinen Kationen wie Na* oder K* mit sehr hohen Trans-
portraten (107 bis 10% s~!) zugrundeliegt. Dies legt nahe,
daB diese Strome die Offnung und SchlieBung von einzelnen
hydrophilen Membranporen (,,Kanilen‘*) widerspiegeln™ .

Einige der grundlegenden Eigenschaften von Endplatten-
kanilen zeigten sich erst bei der zusitzlich erhéhten Auf-
lésung, die sich aus der Erniedrigung des Hintergrundrau-
schens durch die Bildung des hohen Abdichtwiderstandes im
Bereich mehrerer GQ zwischen Pipettenspitze und Membran
ergab!' 2!, Durch die Benutzung frisch hergestellter Pipetten
und das Anlegen leichten Unterdruckes an das Innere der
Pipette, der das Membranareal unterhalb der Pipettendft-
nung in diese hinzog, ergab sich ein molekularer Kontakt
zwischen dem Glas und der Plasmamembran. Der Abdicht-
widerstand erhohte sich von 50-150 MQ auf 1-100 GQ.
Folglich erniedrigte sich das Hintergrundrauschen, und die
,-Randstrome*®) verschwanden fast ginzlich (Abb. 1C).
Das erniedrigte Hintergrundrauschen erlaubte es uns, ele-
mentare Endplattenstrdme mit einer Bandbreite bis zu
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10 kHz zu registrieren und feine Details, die erst bei dieser
hohen Auflosung sichtbar wurden, quantitativ zu untersu-
chen.

Leitfdhigkeit des offenen Endplattenkanals: Messungen von
elementaren Endplattenstromen (Abb. 2 A) ergaben, da83 der
Endplattenkanal in nur zwei Leitfihigkeitszustinden exi-
stiert: entweder ist der Kanal geschlossen, wenn kein Ago-
nist eine Bindungsstelle besetzt, oder er ist vollkommen ge-
offnet, wenn die ACh-Bindungsstelle(n) besetzt sind. Die
Amplitudenverteilung einer groBen Anzahl von elementaren
Endplattenstromen kann durch eine GauBl-Kurve angepafit
werden (Abb. 2 B}, wobei die Varianz in der Amplitudenver-
teilung im wesentlichen durch das verbleibende Hinter-
grundrauschen der Messung bedingt ist. Dies bestétigte die
urspriingliche Annahme, daB Endplattenkanéle zwei Leit-
fahigkeitszustdnde bevorzugen: geschlossen und vollkom-
men gedffnet (schematisches Diagramm, Abb. 2 A).
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Abb. 2. Elementare Endplattenstréme. A) Ableitung von Elementarstromen,
die durch Acetylcholin (ACh) aktiviert wurden (Rattenmuskel). Die Membran-
spannung wurde auf —70 mV geklemmt. Die Schemazeichnung unter der
Stromspur illustriert das Offnen und SchiieBen eines Endplattenkanals nach
Bindung und Abdissoziation des Transmitters an der Bindungsstelle des End-
plattenkanals. Der Kanal ist im Ruhezustand geschlossen; er ist gedffnet, wenn
zwei Bindungsstellen durch ACh-Moleklile besetzt sind. B) Amplitudenver-
teilung der Elementarstrome im Froschmuskel bei Aktivierung mit 200 nm
ACh. Das Histogramm kann durch eine GauB3-Kurve mit einer mittleren Am-
plitude von 2.69 + 0.10 pA beschrieben werden. Offene Endplattenkanile ha-
ben einen einheitlichen Leitwert. C) Endplattenkanile 6ffnen schnell. Die obe-
ren Registrierungen zeigen iiberlagerte Endplattenstrome (Punkte) und die
Stromantwort auf einen Testpuls (durchgezogene Linie, nach Amplitudenska-
lierung) zur Messung der Frequenzantwort der MeBapparatur. Die Differenz
zwischen den beiden Registrierungen ist durch die Kreise angegeben (unten).

Zeitverlauf der Kanalzustandsiiberginge Geschlossen-Offen:
Der Zeitverlauf des Einzelkanalstroms spiegelt strukturelle
Uberginge eines einzelnen Makromolekiils in Echtzeit wi-
der. Eine offensichtliche Frage ist daher, ob der Zeitverlauf
des Ubergangs zwischen den Offen- und Geschlossenzustan-
den des Kanals mefbar ist (Abb. 2C). Wir iiberlagerten den
Zeitverlauf der Anstiegs- und Abfallsflanke des Einzelkanal-
stroms mit der Stufenantwort des MeBisystems. Da kein Un-
terschied meBbar war, mufite die Anstiegssteilheit der Ein-
zelkanalstrome durch das Frequenzverhalten des MeB-
systems begrenzt gewesen sein. Die Zeitkonstante des Uber-
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gangs vom Geschlossen- zum Offenzustand des Kanals ist
somit kleiner als 10 ps.

Wiederholte Beobachtungen des gleichen Kanals: In dem mit
der Glaspipette isolierten Membranbereich befinden sich in
der Regel mehrere Kanile. Um elementare Endplatten-
stréme aufzuldsen, mufl die Konzentration von ACh oder
verwandten Agonisten wie Suberoyldicholin gering sein (iib-
licherweise niedriger als 0.5 pM), so daB die Offnungswahr-
scheinlichkeit von einzelnen Kandlen klein wird und indivi-
duelle Offnungen klar voneinander getrennt werden konnen
(Abb. 2A). Dies bedeutete jedoch, dafl man nicht sicher sein
konnte, ob aufeinanderfolgende elementare Endplatten-
strome tatsichlich die Offnung desselben Einzelkanals wie-
dergeben. Bei hoheren Agonistenkonzentrationen (fiir ACh
>5pM) fanden wir, daB Elementarstrome in langen
,,oursts* von mehreren hundert Millisekunden Dauer er-
scheinen. Diese ,,bursts‘‘ entstehen, weil der Kanal zusitz-
lich zum ,,ruhenden‘ Geschlossenzustand einen weiteren,
kinetisch unterscheidbaren Geschlossenzustand annehmen
kann, der als ,,desensitisierter Geschlossenzustand bezeich-
net wird. Dieser Zustand ist nahezu irreversibel ; Kanile iso-
merisieren nur selten zuriick in den Offenzustand oder den
ruhenden Geschlossenzustand. Wenn dies geschieht, schaltet
derselbe Kanal wiederholt hin und zuriick zwischen den Zu-
stdnden ,,ruhend geschlossen® und ,,offen*, bevor er wieder
den ,,desensitisierten” Geschlossenzustand annimmt{!3],
Aus diesem Grund lassen sich mehrere Offnungs- und
SchlieBvorgéinge ein und desselben Kanals beobachten. Die
Tatsache, daB sich die Amplitude der Elementarstrome wéh-
rend einer solchen Epoche nicht dnderte und daB die mittlere
Dauer der Endplattenstrome im wesentlichen unabhéngig
von der ACh-Konzentration war, stiitzte das Zwei-Zu-
stands-Reaktionsschema zur Erklirung der in Abbil-
dung 2 A gezeigten Stromregistrierungen.

Elementare Schritte in der neuromuskuliren
Ubertragung

Miniatur-Endplattenstrome und elementare Endplattenstro-
me : Hinsichtlich der Funktion des Endplattenkanals bei der
synaptischen Ubertragung stellt sich die Frage nach der Be-
zichung zwischen GroBe und Dauer von elementaren End-
plattenstrGmen einerseits und den makroskopischen End-
plattenstromen andererseits. Mit anderen Worten: Wie
héngt der Zeitverlauf von Endplattenstrémen mit dem
Schaltverhalten des Endplattenkanals zusammen? Ein einfa-
cher Weg, die Abfallzeit eines Miniatur-Endplattenstroms
(MEPC) zu rekonstruieren, besteht darin, hunderte oder
tausende elementarer Endplattenstrome zu iiberlagern. Die-
ser Prozedur liegt die Hypothese zugrunde, dal3, nach der
Freisetzung von ACh aus einem prisynaptischen Vesikel, die
Konzentration von ACh im synaptischen Spalt sehr schnell
ansteigt, ACh-Rezeptoren sittigt, dann aber rasch (in weni-
ger als 1 ms) auf vernachlissigbare Werte abfallt!! 1. Ist die
voribergehende Erhohung der ACh-Konzentration im Spalt
sehr kurz im Verhiltnis zur mittleren Dauer der elementaren
Endplattenstréme, dann spiegelt die Abfallzeit der MEPCs
die Verteilung der Zeitdauer von elementaren Endplatten-
strdmen nach dem Entzug von ACh wider. Zur Veranschau-
lichung dieser Vorstellung sind in Abbildung 3A mehrere
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elementare Endplattenstrome iiberlagert. Der Gesamtstrom,
erzeugt durch die Uberlagerung von tausend elementaren
Endplattenstromen, hat einen Spitzenwert von 4.7 nA und
fallt mit einer Zeitkonstante von 2.7 ms ab (Abb 3 B). Ahnli-
che Werte fiir MEPCs werden an der Muskelendplatte der
Ratte registriert. Dies bedeutet, daB ein einzelner MEPC, der
der Leitfahigkeitsdnderung von etwa 50 nS entspricht, durch
die fast simultane Offnung von etwa tausend Endplattenka-
nilen (jeder mit 50 pS Leitfahigkeit) ausgelost wird und daf
die Abfallzeit der MEPCs in erster Ndherung durch die mitt-
lere Dauer der elementaren Endplattenstrome bestimmt ist.
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Abb. 3. Die Dauer der elementaren Endplattenstrome bestimmt die Dauer der
Miniatur-Endplattenstréme. A) Registrierungen von elementaren Endplatten-
stromen, die durch 200 nM ACh aktiviert wurden, in einer Muskelfaser der
Ratte. Die Anstiegsflanken der Einzelkanalstrome wurden so angeordnet, daB
sie zeitlich zusammenfallen, um die variable Dauer der Endplattenstrome zu
zeigen. B) Aufsummierung von 1000 elementaren Endplattenstromen. Elemen-
tare Endplattenstrome wurden digitalisiert, durch ,,time course fitting™* ideali-
siert [15] und dann digital iiberlagert (entsprechend der Prozedur in Abb, 3 A).
Die durchgezogene, dem Histogramm iiberlagerte Linie ist eine Exponential-
funktion mit einer Abfallzeitkonstante von 2.7 ms.

Elementare Strome und multiple Einzelkanaldffnungen: Der
Zeitverlauf von elementaren Endplattenstromen ist kompli-
zierter als die Form, die man von einem Kanal erwartet
hitte, der zwischen einem Offen- und einem Geschlossenzu-
stand (wie in Abb. 2A angenommen) wechselt. Die meisten
elementaren Endplattenstréme zeigen, wenn man sie in ho-
her Zeitauflosung beobachtet, sehr kurze Unterbrechungen
(Abb.4A, B), d.h. die Stromspur kehrt kurzzeitig zur
Grundlinie zuriick'* 19}, Dieses Verhalten wird bei fast allen
bisher untersuchten transmitter- oder spannungsaktivierten
Tonenkanilen beobachtet, Im Falle eines Endplattenkanals
spiegelt dies die Tatsache wider, dafl der Kanal mehrmals
offnet und schlieBt, bevor der Agonist vom Rezeptor ab-
dissoziiert. Das in Abbildung2 A gezeigte Schema soll
lediglich das zugrundeliegende Prinzip der strukturellen
Umlagerung des Kanals verdeutlichen, wobei jeweils nur ein
Offen- und ein Geschlossenzustand angenommen werden. In
Wirklichkeit umfaBt das Reaktionsschema, das mit den ex-
perimentellen Beobachtungen in Einklang ist, mehrere Ge-
schlossen- und Offenzusténde.

Ein plausibles Reaktionsschema fiir die Aktivierung des End-
plattenkanals : In Zusammenarbeit mit D. Colquhoun unter-
suchten wir die Feinstruktur dieser schnellen Ubergéinge zwi-
schen verschiedenen geschlossenen und offenen Zustéinden
des Endplattenkanals. Mit Hilfe der Wahrscheinlichkeits-
theorie!! 7> 18! war es moglich, die minimale Anzahl von un-
terschiedlichen Kanalzustinden und die entsprechenden Ge-
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schwindigkeitskonstanten, mit denen die Zustinde inein-
ander iibergehen, abzuschitzen!'>). Wenigstens fiinf kine-
tisch verschiedene Zustinde (Abb. 4C) konnten durch die
Messung von Zeitverteilungen der Offen- und Geschlossen-
zustinde bei niedrigen Konzentrationen mehrerer Agonisten
unterschieden werden. Daraus ergab sich ein Schema fiir das
Schaltverhalten des Endplattenkanals wahrend der norma-
len neuromuskulidren Ubertragung, welches eine Modifika-
tion des urspriinglich von Del Castillo und Katz*®! vorge-
schlagenen Schemas ist. Es umfafit einen ruhenden Zustand
ohne Liganden und vier agonistbindende Zustidnde, von de-
nen zwei Offenzustinde sind. Die mikroskopischen Ge-
schwindigkeitskonstanten (Abb. 4 D), welche die Uberginge
zwischen den Zustinden des Endplattenkanals beschreiben,
lassen darauf schlieBen, daB die Offenwahrscheinlichkeit des
Kanals bei hohen ACh-Konzentrationen, wie sie wihrend
der neuromuskuliren Ubertragung auftreten (hoher als
100 pum), fast 100% betrdgt. Hat der ACh-Rezeptor zwei
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Abb. 4. Reaktionsschema fiir die Aktivierung des Endplattenkanals durch
ACh. A) Registrierung von elementaren Endplattenstrdmen, die durch das
ACh-Analogon Suberoyldicholin aktiviert wurden, zur Verdeutlichung der
..bursts* von elementaren Endplattenstromen. Man beachte unaufgeléste, kur-
ze SchlieBvorgéinge. B) Verteilung der Zeitdauern kurzer SchlieBvorginge wih-
rend elementaren Endplattenstromen. Die durchgezogene Linie entspricht ei-
ner Exponentiellen mit einer Abfallzeitkonstante von 39ps. C)
Reaktionsschema fiir die Wechselwirkung von ACh (A) und Endplattenkanal
(R) mit fiinf kinetisch verschiedenen Zustinden. Leitende Zustinde sind durch
ein Sternchen gekennzeichnet. D) Die fiir das in Abb. 4C dargestellte Reak-
tionsschema abgeleiteten Geschwindigkeitskonstanten fiir die Wechselwirkung
von ACh mit dem Endplattenkanal (aus [15]).

Agonistmolekiile gebunden, so verschiebt sich das Gleichge-
wicht zwischen Geschlossen- und Offenzustinden fast voll-
stindig zum Offenzustand, so da} der Endplattenkanal sehr
effektiv und rasch den Stromfluf durch die Endplattenmem-
bran anschaltet.

Isoformen von Endplattenkanilen

Bei Messungen postsynaptischer Strome in Muskelfasern
junger Tiere beobachteten wir in Zusammenarbeit mit H.
Brenner, dal sich der Zeitverlauf des Abfalls der MEPCs
wihrend der postnatalen Entwicklung deutlich dndert. Dies
spiegelt einen Wechsel der funktionellen Eigenschaften der
Endplattenkanile in diesem Entwicklungsstadium wider. Bis

848

zum postnatalen Tag 8 (P8) ist die Abfallzeit der MEPCs
kiirzer als die von MEPCs, die am adulten Muskel zu beob-
achten ist. Wihrend der Periode P7 bis P15 werden die Ab-
fallzeiten der MEPCs am besten durch die Summe von zwei
Exponentialfunktionen beschrieben: nach P21 verhalten
sich dagegen die MEPCs genau so wie in adulten Fa-
sern[?% 211, Die molekulare Basis fiir diesen Unterschied der
synaptischen Strome ist in Abbildung 5 gezeigt. In friithen

geschiossen

-.}... offen
- offen

2pA

40ms

Abb. 5. Zwei Klassen von elementaren Endplattenstrdmen. Registrierung von
Einzelkanalstrémen, die durch 0.5 uym ACh aktiviert wurden, in einer Muskelfa-
ser der Ratte am postnatalen Tag 8 (P8). Zwei Klassen von Elementarstromen
mit unterschiedlichen Amplituden und mittleren Offenzeiten sind in diesem
,,Patch” sichtbar. Die Elementarstrome mit der groferen Amplitude entspre-
chen den Einzelkanalstromen, die auch in adulten Fasern (> P21) beobachtet
werden, wahrend die Elementarstrdme mit der kleineren Ampltitude denen
entsprechen, die vorwiegend in frithen postnatalen Stadien ( < P8) oder in feta-
len Muskeln zu finden sind.

postnatalen Stadien werden zwei Klassen von Elementar-
stromen registriert. Skelettmuskelfasern von Sdugern expri-
mieren zwei Isoformen von Endplattenkanilen, die unter-
schiedliche elementare Endplattenstrome erzeugen!?2, die
sich sowohl in ihrer Amplitude als auch in ihrer mittleren
Dauer unterscheiden. Die Expression dieser Kanalisoformen
wird entwicklungsabhingig reguliert. In frithen Stadien der
Entwicklung, im noch nicht innervierten Muskel, iiberwiegt
ein fetaler Kanaltyp mit niedrigerer Leitfdhigkeit und linge-
rer mittlerer Offnungsdauer. Nach der Innervation wird
diese fetale Isoform durch die adulte Isoform ersetzt, deren
Elementarstrome durch hohere Leitfihigkeit und kiirzere
Offnungsdauer charakterisiert sind. Nach Denervation wird
wieder der fetale Kanaltyp exprimiert; somit kann angenom-
men werden, daB3 der Skelettmuskel ein Mosaik von AChR-
Kanalisoformen enthédlt und daB die Zusammensetzung
dieses Mosaiks von Kanalisoformen unter neuronaler Kon-
trolle steht (siche Ubersicht von Sakmann et al.[237).

Molekulare Determinanten der Kanalfunktion

Die Identifizierung von molekularen Determinanten der
AChR-Kanalfunktionen wurde durch Kombination der
Patch-Clamp-Technik mit Techniken der Molekularbiologie
erreicht. Biochemische Arbeiten am elektrischen Organ des
Zitterrochens (Elektroplax von Torpedo) hatten ergeben,
dal3 der AChR-Kanal aus mehreren Untereinheiten pseudo-
symmetrisch zusammengesetzt ist, wobei jede Untereinheit
zur Bildung des Kanals beitriigt (siehe Ubersicht von Kar-
lint2*1). Dariiber hinaus wurde gezeigt, daB rekombinante
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AChR-Kanilein funktioneller Form in der Plasmamembran
von ,,Gastzellen* rekonstituiert werden konnen, wenn man
die RNAs, die fiir die einzelnen Untereinheiten codieren, in
das Zytoplasma von Xenopus-laevis-Oocyten injiziert (siehe
Ubersicht von Miledi et al. %)), Nach der Identifizierung der
Gene, die die Untereinheiten des AChR-Kanals aus dem
elektrischen Organ des Zitterrochens und aus Skelettmuskel
codieren, konnten in vitro synthetisierte RN As dazu benutzt
werden, um mutagenetisch modifizierte, rekombinante
AChR-Kanile zu rekonstituieren (siche Ubersicht von
Numal?s1). Messungen von Ganzzell(,,whole-cell**)-Strémen
in Oocyten, die rekombinante AChR-Kanéle exprimierten,
waren wichtig fiir die Erkenntnis, dafl nur bestimmte Kom-
binationen von Untereinheiten funktionelle AChR-Kanile
bilden. Um funktionelle Eigenschaften von AChR-Kanilen
mit Strukturdaten in Bezichung zu setzen, waren jedoch
Einzelkanal-Leitfdhigkeitsmessungen von rekombinanten
AChR-Kanilen erforderlich.

Da die Plasmamembran von Oocyten von einer Vitellin-
hiille umgeben ist, hat die Patch-Pipette keinen Zugang zur
Plasmamembran. Die Vitellinhiille kann entfernt und die
glatte Plasmamembran ohne Schidigung exponiert werden,
indem man die Oocyte kurzzeitig einer stark hypertonen Ka-
liumlosung aussetzt. Dabei schrumpfen die Oocyten, und die
Vitellinschicht kann mechanisch entfernt werden, wodurch
die glatte Plasmamembran freigelegt wird?"\. Diese Proze-
dur ermoglichte es uns, Einzelkanal-Leitfdhigkeitsmessun-
gen mit rekombinanten DNA-Techniken zu kombinieren
und strukturelle Determinanten der AChR-Kanalfunktion
aufzukldren. Zwei Probleme, die eng miteinander verbunden
sind — die Aufklarung der molekularen Basis der Isoformen
des Endplattenkanals und die Identifizierung der strukturel-
len Determinanten der inneren Kanalwand —, wurden in Zu-
sammenarbeit mit einer Gruppe von Molekularbiologen aus
den Labors von S. Numa und V. Witzemann geldst.

Isoformen von rekombinanten AChR-Kandlen : Die molekula-
re Unterscheidung der beiden Isoformen des Endplattenkan-
als (Abb. 5) wurde durch Experimente ermdglicht, bei denen
die cRNAs der fiinf Untereinheiten des ACh-Rezeptor vom
Muskel in Oocyten injiziert wurden; dies resultierte in der
funktionellen Expression von zwei Isoformen des AChR-
Kanals. Nach der Injektion von cRNAs, die fiir die a-,B-,y-
und &- oder alternativ die a-, B-, 6- und &-Untereinheiten
codieren, wurden zwei funktionell unterschiedliche, rekom-
binante Isoformen gebildet (Abb. 6 A, B). Die funktionellen
Eigenschaften der rekombinanten Isoformen des AChR-Ka-
nals adhnelten denen der beiden nativen Isoformen des
AChR-Kanals, die in Muskelmembranen vorkommen!?®,
Sowohl die Amplitude als auch die mittlere Dauer der Ein-
zelkanalstrome in der Oocyte waren dhnlich wie die der Ele-
mentarstrome in Skelettmuskeln des Rindes (Abb. 6 C) oder
der Ratte!?® 39 Offensichtlich setzen sich die nativen Iso-
formen des AChR-Kanals aus unterschiedlichen Unterein-
heiten zusammen; im Falle des AChR-Kanals handelt es sich
um einen Austausch zwischen der y- und der e-Untereinheit
(Abb. 6D, E).

Differentielle Regulation der Gene fiir die y- und die ¢-Unter-
einheit : Der molekulare Mechanismus, der der Verdnderung
der Eigenschaften des Endplattenkanals durch den Aus-
tausch einer Untereinheit zugrundeliegt, ist ein Umschalten
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Abb. 6. Isoformen des Endplattenkanals. A, B) Einzelkanalstréme und Leitfi-
higkeiten von rekombinanten AChR-Kanélen, exprimiert in Xenopus-Oocyten,
denen vorher cRNAS injiziert wurden, die fiir die Kombination der Unterein-
heiten o, B, y und & (obere Registrierungen und gefiillte Symbole) oder a, B, &
und e (untere Registrierung und offene Symbole) des Rindermuskel-AChR-Ka-
nals codieren. C) Leitfdhigkeit und mittlere Offenzeiten der beiden Isoformen
der rekombinanten und nativen AChR-Kanile des Rindermuskels (verdndert
aus [28]). D, E) Schemazeichnungen der Zusammensetzung der Endplatten-
kanal-Subtypen im fetalen und adulten Skelettmuskel aus verschiedenen Unter-
einheiten. Die Struktur des AChR-Kanals ist schematisch nach Unwin [31]
gezeichnet.

in der Expression der Gene, die fiir die y- und die e-Unterein-
heit codieren, kurz nach der Geburt. Die Analyse der Ge-
samt-RNAs in Muskeln aus unterschiedlichen postnatalen
Phasen zeigt, daB sich der Anteil der spezifischen RNAs fiir
die y- und g-Untereinheit wihrend der postnatalen Entwick-
lung reziprok verschiebt!*2-331, Diese differentielle Regula-
tion ist durch Unterschiede in den regulatorischen Sequen-
zen der Gene fiir die y- und e-Untereinheit und in deren
Abhingigkeit von neuralen und myogenen Faktoren be-
dingt!3®-34:351 In den meisten Zellen, einschlieBlich Neu-
ronen, werden Kanalisoformen exprimiert, die haufig in
Form eines Mosaiks colokalisiert sind. Die Regulation des
Musters von Kanalisoformen durch differentielle Expres-
sion von Genen fiir Kanaluntereinheiten konnte ein Mecha-
nismus sein, durch den langzeitige (plastische) Anderungen
der chemischen und elektrischen Erregbarkeit von Nerven-
zellen zustandekommen (siche Ubersicht von Sakmann
et al.[230),

Molekulare Determinanten des Ionentransports: Die Arbei-
ten von Hille®® hatten gezeigt, daB der Endplattenkanal

eine kationenselektive Pore mit einem Innendurchmesser
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von etwa 6 A bildet. Erste Einsichten in die molekularen
Determinanten des Ionentransports durch den AChR-Kanal
ergaben sich, als in den Untereinheiten Sequenzdoménen
identifiziert wurden, die an der Bildung der inneren Wan-
dung des Kanals beteiligt sein kénnten. Konventionelle
Strommessungen an Xenopus-Oocyten, denen mutagenisier-
te cRNAs von AChR-Untereinheiten und solche vom Wild-
typ coinjiziert wurden, ergaben nur unklare Ergebnisse be-
ziiglich der Funktion von bestimmten Doménen in den
Untereinheiten!*7]. Untereinheitenspezifische Unterschiede
im Schaltverhalten und in der Leitfahigkeit von verschiede-
nen Kanalisoformen konnten jedoch durch Einzelkanal-
Leitfahigkeitsmessungen an isolierten Membranarealen be-
obachtet werden. Bei diesen Messungen wurden Art und
Konzentration der Ionen auf beiden Seiten der Membran
variiert'! 2. Diese methodischen Vorteile wurden dazu ausge-
nutzt, wichtige funktionelle Doménen von AChR-Unterein-
heiten zu lokalisieren.

Hybride Kandle und chimdre Untereinheiten: Das Schaltver-
halten und die Leitfahigkeit von rekombinanten AChR-K a-
ndlen, die aus homologen Untereinheiten von verschiedenen
Spezies wie Zitterrochen (Torpedo californica) und Rind (bos
faurus) zusammengesetzt sind, hiangt von der besonderen
Kombination der coinjizierten cRNAs der Untereinheiten
abB®¥ Die 3-Untereinheiten von AChR-Kanilen aus Rin-
dermuskel und aus Torpedo-Elektroplax bedingen leicht un-
terschiedliche Leitfahigkeiten der hybriden Kanile, wenn sie
gemeinsam mit a-, B- und y-Untereinheiten beider Spezies
exprimiert werden'*®). Diese Beobachtung wurde ausge-
nutzt, chimdre Untereinheiten aus 8-Untereinheiten von
Rind und Zitterrochen zu konstruieren (Abb. 7A, B). Durch
Leitfahigkeitsmessungen der rekombinanten Kanile, die die
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chimiren 8-Untereinheiten enthielten (Abb. 7C), lieB sich
eine Domdne identifizieren, ein als M2 bezeichnetes trans-
membranes Segment, das entscheidend zu den Leitfihig-
keitsunterschieden beitrigt®). Der auffallendste Unter-
schied in der Aminosduresequenz bestand in der Anzahl der
geladenen Aminosduren in der extrazelluliren Schleife, die
das M2-Segment mit dem M3-Segment verbindet
(Abb. 7D).

Charakterisierung von Miindung und Wandung des Kanals
durch Leitfdhigkeitsmessungen an Kanalmutanten: Um dieje-
nigen Aminosduren zu identifizieren, die fiir den Ionentrans-
port und die Selektivitit wichtig sind, untersuchten wir den
Effekt von sequenzspezifischen Punktmutationen im M2-
Transmembransegment und den benachbarten Regionen auf
die Leitfdhigkeit der mutierten Kanile. In jeder Untereinheit
konnten jeweils vier homologe Positionen identifiziert wer-
den, an denen sich Aminosiuren befinden, die fiir den Katio-
nentransport durch den offenen Kanal und dessen Unter-
scheidungsvermdgen fiir einwertige Kationen von Bedeu-
tung sind.

Anionische Ringe: Die M2-Transmembranregionen, identifi-
ziert durch Kartierung mit chiméren 8-Untereinheiten, zei-
gen in jeder der Untereinheiten an der Grenze des M2-Trans-
membransegments eine auffallende Hiufung von geladenen
Aminosduren (Abb. 8 A). Durch Einfiigung von Punktmuta-
tionen an diesen Positionen, die die Ladung der Aminoséu-
reseitenketten dnderten, und Analyse der verdnderten Ka-
naleigenschaften fanden wir, daB im wesentlichen die Netto-
anzahl von negativen Ladungen die Leitfahigkeit des Kanals
bestimmt, unabhingig davon, in welcher Untereinheit die
Mutation vorgenommen wurde. Daraus schlossen wir, daf3
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Abb. 7. Lokalisation des M2-Segments als Teil der Kanalwand durch Einzelkanal-Leitfzhigkeitsmessungen von rekombinanten
AChR-Kanilen. A) Schemazeichnung der angenommenen Transmembranfaltung der AChR-Untereinheiten, abgeleitet aus der
Hydropathie-Analyse der Aminosduresequenz. Die N- und C-Termini liegen extrazeliuléir. B) Konstrukte aus chimiren 3-Unter-
einheiten der AChR-Kanéle von Torpedo-californica-Elektroplax und Rinderskelettmuskel. C) Einzelkanal-Leitfihigkeit von
rekombinanten AChR-Kanilen, die die in Abb. 7C beschriebenen chimiren 8-Untereinheiten enthalten. a—h und 5-h reprisentie-
ren hybride Kanile, bei denen die a- oder die 8-Untereinheit zwischen Rind und Zitterrochen ausgetauscht wurde. T und B
entsprechen den Wildtyp-Kanilen von Torpedo bzw. Rind (bos taurus). D) Vergleich der Aminosiuresequenzen der 8-Untereinhei-
ten von AChR-Kanélen aus Rindermuskel und Torpedo-Elektroplax in ihrem M2-Transmembransegment (Ein-Buchstaben-
Code). Man beachte, daB sich die geladenen Aminoséuren in der M2-M3-Schleife unterscheiden (verdindert aus [39]).
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die geladenen Aminosduren am Rande des M2-Segments
(Abb. 8A) der beteiligten Untereinheiten drei ringartige
Strukturen jeweils an der extra- und intrazelluliren Offnung
des Kanals bilden#%- 411,
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Abb. 8. Lokalisation des Selektivititsfilters des AChR-Kanals mit Hilfe von
Einzelkanal-Leitfihigkeitsmessungen von AChR-Kanélen mit Mutationen im
M2-Transmembransegment. A) Sequenzvergleich von a-, p-, y- und 8-Unter-
einheiten des AChR-Kanals aus Rattenmuske! im M2-Transmembransegment
und in angrenzenden Schleifen (Ein-Buchstaben-Code). Hiufungen von gela-
denen Aminosduren, die anionische Ringe an den Kanalmiindungen bilden, wie
an AChRs von Torpedo nachgewiesen wurde, sind durch Minuszeichen ober-
halb der Sequenz gekennzeichnet. Die Aminosduren, die den mittleren anioni-
schen Ring bilden, sind zwischen denen, die den intrazelluiéiren Ring (links),
und denen, die den extrazelluldren Ring (rechts) bilden, lokalisiert. Die Position
der Aminosduren an der engsten Stelle des Kanals ist durch das graue unterlegte
Rechteck gekennzeichnet. B) Schematische Darstellung der verschiedenen
GroBen und Mobilitdten von Kationen (verindert aus [44]), die zur Untersu-
chung von Leitfihigkeit und Selektivitit benutzt wurden. Die lonenmobilitdt
(Ordinate) ist in 107* (cms™’)/(Vem™!) angegeben. C) Leitfihigkeitsver-
hiltnisse G,/G\, fiir verschieden groBe Kationen in Wildtyp-Kanélen (WT) und
Kandlen von Mutanten, die in der cytoplasmatischen Region des M2-Segments
der a-Untereinheit modifiziert sind (gekennzeichnet durch das graue Rechteck
in Abb. 8 A), wobet ¢in Threonin entweder durch Valin («T264V} oder Giycin
(2T264G) ersetzt wurde (verdndert aus [43]).

Ionenselektivitdr: Um die in der Kanalwand lokalisierten
Aminosduren zu identifizieren und um insbesondere jene
Aminosduren zu finden, die die engste Stelle des Kanals bil-
den, untersuchten wir die funktionellen Eigenschaften von
rekombinanten AChR-Kanilen, die im M2-Transmembran-
segment mutiert waren. Die engste Stelle des Kanals wird
haufig als ,,Selektivitédtsfilter bezeichnet. Hier bestimmt die
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Wechselwirkung der transportierten Ionen und ihrer Wasser-
hiille mit der Innenwand des Kanals, welche [onen passieren
konnen und welche nicht (siehe Ubersicht von Hille?6!). Um
diejenigen Aminosduren zu identifizieren, die an dieser
Wechselwirkung beteiligt sein konnten, wurden die Leitfi-
higkeiten von mutierten Kanilen fiir mehrere Kationen un-
terschiedlicher Gréfle und Mobilitdt gemessen (Abb. 8 B).
Die Messungen zeigten, daB eine wesentliche Determinante
der lonenselektivitdt bei Aminosdureresten im M2-Segment
liegt. Die Leitfihigkeit des Kanals wird durch Einfiigen von
Aminosduren mit verschiedenen Seitenkettenvolumina an
dieser Stelle verdndert. Seitenketten mit groferem Volumen,
wie z.B. diejenige von Valin, erniedrigen die Leitfahigkeit,
Seitenketten mit kleinerem Volumen erhdhen die Leitfihig-
keit*21. Der Effekt dieser Punktmutationen hingt auch von
der GroBe und Mobilitdt des zur Leitfahigkeitsmessung ein-
gesetzten Ions ab (Abb. 8C), wobei die Effekte fir Cs™
grofer als die fiir Na™* ausfallent®3,

Ein einfaches Modell fiir das Selektivititsfilter des AChR-Ka-
nals: Durch Einzelkanal-Leitfihigkeitsmessungen an hybri-
den AChR-Kanilen, die chimire Untereinheiten enthalten,
lieB sich demnach das M2-Transmembransegment als eine
wichtige Struktur identifizieren, die zur Bildung der Kanal-
innenwand beitrdgt. Die genaue Analyse der Effekte von
gezielten Punktmutationen hat die Kartierung verfeinert und
die Identifizierung von vier Positionen in jeder Untereinheit
ermdglicht, wo Aminosiureseitenketten vermutlich mit den
permeierenden Kationen wechselwirken. Eine Arbeitshypo-
these konnte darin bestehen, daB3 Kationen an der extra- und
intrazelluldren Miindung wegen der elektrostatischen Anzie-
hung durch negative Ladungen im Bereich der drei anioni-
schen Ringe akkumulieren, wihrend Anionen aufgrund der
elektrostatischen AbstoBung ausgeschlossen werden. Die Se-
lektivitdt zwischen einwertigen Kationen beruht hauptsich-
lich auf der Siebwirkung der Kanalpore, deren engste Stelle
durch Hydroxygruppen enthaltende Aminosidureseitenket-
ten gebildet wird.

Ionenkaniile vermitteln die schnelle synaptische
Ubertragung zwischen Neuronen

An Synapsen im zentralen Nervensystem (ZNS) werden
Transmitter freigesetzt, die sich von denen in peripheren Syn-
apsen unterscheiden, wobei die geldufigsten Glycin, GABA,
Glutamat und Serotonin sind. Dariiber hinaus gibt es bei
ZNS-Synapsen zwei Klassen: exzitatorische oder inhibitori-
sche. Die Arbeiten von Eccles!**) zeigten, daB die synap-
tische Kommunikation im ZNS, wie in der Peripherie, durch
Tonenstrome, die durch die postsynaptische Membran flie-
Ben, vermittelt wird. Sie l3sen exzitatorische oder inhibitori-
sche postsynaptische Potentiale (EPSPs bzw. IPSPs) aus. Je
nachdem, welche Ionen die postsynaptischen Strome tragen,
werden die entsprechenden Transmitter als exzitatorisch
oder inhibitorisch kiassifiziert. Glutamat, Serotonin und
ACh aktivieren Kationenstréme, die unter physiologischen
Bedingungen hauptsichlich durch Na* und K* und in ge-
ringerem MaB durch Ca®* getragen werden. GABA und
Glycin aktivieren Anionenstrdme, wobei unter physiologi-
schen Bedingungen Cl~ durch die Zellmembran transpor-
tiert wird. Um die Elementarstrome zu charakterisieren, die
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den postsynaptischen Potentialen im ZNS zugrundeliegen,
benutzten wir urspriinglich aus dem fetalen Hirn isolierte
Neurone. Sie werden unter Zellkulturbedingungen gehalten
und exprimieren Rezeptorkanile, die durch die oben ge-
nannten ZNS-Transmitter aktiviert werden.

Durch Glycin und GABA aktivierte Elementarstrome: Ein
wichtiges Merkmal der Signalintegration im ZNS ist das
Auftreten von postsynaptischer Inhibition zwischen Neuro-
nen. Ausschiittung der Transmitter Glycin oder GABA be-
wirken durch Erhéhung der Membranleitfahigkeit fiir Chlo-
rid eine Verminderung der elektrischen Aktivitidt des
postsynaptischen Neurons. Um herauszufinden, ob Ionen-
kanile an dieser erhohten Cl™-Leitfahigkeit beteiligt sind,
registrierten wir die durch Glycin oder GABA aktivierten
Elementarstrome in Neuronen, die wir aus fetalem Riicken-
mark und Hirn isolierten. Sie wurden bei der Isolierung von
ihren extrazelluliren Hilllen befreit und gestatten somit gute
Ableitbedingungen fiir Patch-Pipetten, die auf die Zellmem-
bran aufgesetzt werden (Abb. 9 A).

Glycin 50pn

whole ~\W""‘~
call” 100 100pA
-, 1s

Glycin 50um

¥ ,sauertev
| Patch

Abb. 9. Durch Glycin aktivierte, verrauschte Ganzzellstréme und rechteckfér-
mige Elementarstréme in isolierten Neuronen in Zellkultur. A) Mikrophoto-
graphie des Zellkdrpers eines Neurons und einer die Zellmembran berithrenden
Patch-Pipette. Der Kalibrierbalken entspricht 10 pm. B) Schemazeichnung der
MeBanordnung zur Registrierung von Ganzzellstromen (,,whole cell**) von ei-
ner Nervenzelle. C) Registrierung des Ganzzellstroms nach Applikation des
inhibitorischen Transmitters Glycin. Man beachte die verrauschte Stromspur
nach der Glycinzugabe. Die Ordinate zeigt die Anzahl der offenen Kaniile.
D) Schemazeichnung der MeBanordnung zur Registrierung von Elementar-
strdmen von einem ,,outside-out**-Patch, der aus einem neuronalen Zellkrper
isoliert wurde. E) Registrierung von Elementarstrémen nach Applikation von
Glycin auf den ,.outside-out““-Patch. Die Ordinate zeigt die Anzahl der offenen
Kanile (verdndert aus [46]).

Zur Charakterisierung der ionischen Bedingungen und
der Pharmakologie der durch inhibitorische Transmitter ak-
tivierten Strome wurde die Ganzzell-Konfiguration benutzt
(Abb. 9B). Sie erlaubt dic Registrierung der Stréme, die
durch die gesamte Zellmembran flieBen. Abbildung 9 C zeigt
die Aktivierung eines Membranstroms von mehreren hun-
dert pA in einem Riickenmarksneuron nach Applikation
von Glycin. Die Spur des glycinaktivierten Stroms wird zwar
,»verrauschter”, jedoch sind Elementarereignisse nicht auf-
16sbar. Bei einem isolierten ,,outside-out*“-Patch (Abb. 9 D)
16st die Applikation von Glycin in der gleichen Konzentra-
tion einen sehr viel kleineren Strom von wenigen pA aus. Die
Uberlagerung von rechteckformigen Elementarstromen ist
nun leicht sichtbar (Abb. 9E), so daB angenommen werden
kann, daB die glycinaktivierten Ganzzellstréme durch die
Uberlagerung von Elementarstrémen mit einheitlicher Am-
plitude und variabler Dauer zustandekommen. Die glycin-
aktivierten Elementarstrome haben die gleiche GréBenord-
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nung wie die elementaren Endplattenstrome. Hieraus folgt,
daB ZNS-Transmitter ihre Wirkung ebenfalls durch Offnen
von Ionenkandlen entfalten.

Coaktivierung von GlyR- und GABAR-Kandlen: Die meisten
der aus fetalem ZNS isolierten Neurone weisen sowohl Gly-
cin- als auch GABA-aktivierte Ganzzellstrome auf, die
durch ClI~ getragen werden. Die entsprechenden Ionenkané-
le (GlyR- bzw. GABAR-Kanile) befinden sich hiufig colo-
kalisiert im selben Membranbereich (Abb. 10 A, B).

A Glycin
0 T !
1
2 1]
3
A,
B GABA 100ms
0 - v
1 sﬂw
2
3
c D
10
1.0
Formiat
Py Py
HCOy
0.1 Acetat
.- HoPOy
0.01 0.01) F Propionat
20 4.0 6.0 20 4.0 6.0
dIAl — d (Al—

Abb. 10. Coaktivierung von GlyR- und GABAR-Kanilen. A) Durch Glycin
aktivierte Einzelkanalstréme in einem ,,outside-out‘*-Patch aus einem Riicken-
marksneuron der Maus. Die Skala zur Linken zeigt an, daB im untersuchten
Membranareal mehrere GlyR-Kanile enthalten sind, weil sich mehrere GlyR-
Kanalstrome iiberlagern. B) Durch y-Aminobuttersiure (GABA) aktivierte
Einzelkanalstréme im selben Membranbereich wie in Abb. 10 A. Die Uberlage-
rung von Elementarstrdmen deutet auf die Anwesenheit mehrerer GABAR-
Kanile in diesem Membranbereich hin. C, D) Der Durchmesser der engsten
Stelle in GlyR- bzw. GABAR-Kanilen, identifiziert durch Umkehrpotential-
Messungen unter biionischen Bedingungen mit Chlorid und anorganischen
oder organischen Anionen unterschiedlicher Grofe. Die extrapolierten Aus-
schluBdurchmesser (Stokes-Durchmesser) 4 von GlyR- und GABAR-Kanilen
sind sehr #Ahnlich: zwischen 4.8 und 5.4 A (aus [48]).

Die GlyR- und GABAR-Kanile sind unterschiedliche
molekulare Einheiten®”), die jedoch viele funktionelle Ei-
genschaften teilen. Durch Messung von Umkehrpotentialen
unter biionischen Bedingungen mit Chlorid und anorgani-
schen oder organischen Anionen konnte der Ausschluf3-
durchmesser der engsten Stelle dieser Kanile auf 4.8 bzw.
5.4 A abgeschitzt werden!® (Abb. 10C, D). Dies ist mit
dem Durchmesser des Endplattenkanals vergleichbar (siche
Ubersicht von Hille!*%)), Diese Ergebnisse — zusammen mit
der Aminosduresequenz der zugrundeliegenden GlyR- und
GABAR-Untereinheiten - deuten darauf, daB transmitter-
aktivierte Kanéle nach gemeinsamen Prinzipien funktionie-
ren und moglicherweise entwicklungsgeschichtlich von ge-
meinsamen ,,Vorfahren* abstammen (siche Ubersicht von
Betz[41).
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Leitféhigkeitsunterzustinde von ZNS-Transmitter-aktivier-
ten Kandlen: Die durch Glycin oder GABA aktivierten Ele-
mentarstréme sind zwar rechteckformige Ereignisse, doch
offnen beide Transmitter — anders als urspriinglich von uns
erwartet — Kandle mit mehreren Leitfihigkeitszustinden. Ei-
nige dieser Unterzustdnde sind beiden Kandlen gemeinsam;
die am hiufigsten auftretenden ,,Hauptleitfdhigkeitszu-
stinde* sind aber ungleich™® 4°), Glutamat, der wichtigste
exzitatorische Transmitter im ZNS, aktiviert ebenfalls Ele-
mentarstréme im pA-Bereich, die in mehrere Amplituden-
klassen fallen; somit diirften auch Glutamat-Rezeptorkand-
le (GluR) verschiedene Leitfihigkeitszustinde anneh-
men'®° 321 Bislang sind der Mechanismus und die mogliche
funktionelle Bedeutung von Leitfdhigkeitsunterzustinden
noch unklar. Die Analyse von rekombinanten Kandlen deu-
tet an, daB die durch GABA, Glycin und Glutamat, die
wichtigsten Transmitter des ZNS, aktivierten Kandle eine
groBe funktionelle Verschiedenheit zeigen. Dies beruht ver-
mutlich auf der Expression von zahlreichen Untereinheiten,
die sowohl homo- als auch heterooligomere Isoformen von
Kanilen mit Untereinheit-spezifischen Eigenschaften bilden
konnen!®3). Eine mogliche Hypothese wire, dal Kanaliso-
formen in der postsynaptischen Membran colokalisiert sind;
eine Moglichkeit, die Effektivitit der synaptischen Ubertra-
gung zu verdndern, wire dann, den Zusammenbau der Iso-
formen im postsynaptischen Rezeptormosaik zu modi-
fizieren.

Postsynaptische Strome in Hirnschnitten

Es erscheint wichtig zum Verstindnis von Hirnfunktio-
nen, diejenigen Rezeptorkanal-Isoformen zu charakterisie-
ren, die die postsynaptischen Potentiale in Neuronen von
klar definjerten Signalwegen im intakten ZNS vermitteln. In
der Zellkultur ist die zelluldre Identitdt der isolierten Nerven-
zellen nur schlecht definiert, und zudem fehlen ihnen ihre
natiirlichen Nachbarn, mit denen sie normalerweise spezifi-
sche Synapsen bilden. Daher wurde von uns die durch P.
Andersen eingefilhrte Hirnschnitt-Technik modifiziert, um
,,Ganzzell“- und Einzelkanalmessungen an Nervenzellen in
situ durchzufithren, mit dem Ziel, die postsynaptischen,
quantalen Leitfihigkeitsdnderungen, welche EPSPs und
IPSPs erzeugen, sowie die zugrundeliegenden Elementar-
strdme zu charakterisieren.

Das Aufsetzen von Patch-Pipetten auf Nervenzellen im Hirn-
schnitt: Das Vorgehen, das es uns erlaubte, mit Patch-Pipet-
ten Ganzzell- und Einzelkanalmessungen an Nervenzellen in
Hirnschnitten durchzufithren, besteht in einer Modifikation
der Prozedur, die fiir die Freilegung von Endplatten an ein-
zelnen Muskelfasern entwickelt wurde. Zunéchst benutzten
wir die lokale Applikation von Collagenase, spiter fanden
wir jedoch, daBl ein auf die Oberfliche des Hirnschnitts
gerichteter, sanfter Strom von extrazellulirer Losung
(Abb. 11 A) ausreichte, um den Zellkdrper von visuell identi-
fizierten Nervenzellen (Abb. 11 B, C) in Schnitten von fast
jeder Region des Gehirns oder des Riickenmarks freizulegen,

so daB mit Patch-Pipetten davon abgeleitet werden konn-
1e!54,

Quantale Ubertragung an ZNS-Synapsen: Die ,,Ganzzellab-
leitung™ von IPSCs von Kornerzellen des Gyrus dentatus
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Abb. 11. Freilegung von ZNS-Neuronen in Hirnschnitten zur Strommessung
mit Patch-Pipetten. A) Schemazeichnung der Prozedur zur Freilegung des Zell-
kodrpers von einzelnen Neuronen in Hirnschnitten. Das den Zellkdrper bedek-
kende Gewebe wird mit einem Strom extrazeliuldrer Losung aus einer kleinen
Pipette abgeldst. B) Die Spitze der Patch-Pipette wird auf den freigelegten Zell-
kérper aufgesetzt. C) Mikrophotographie des freigelegten Zellkérpers einer Py-
ramidenzelle des Hippocampus in einem Rattenhirnschnitt. Die Spitze der Pi-
pette, mit der die extrazellulire Losung appliziert wurde, ist auf der rechten
Seite sichtbar. Der Kalibrierbatken entspricht 20 pm (verindert aus [54]).

sowie die Registrierung von Elementarstromen in ,,outside-
out*“-Patches zeigten, daf} die Leitfihigkeitsdnderung wih-
rend eines quantalen inhibitorischen postsynaptischen Stro-
mes (IPSCs) relativ klein ist (im Bereich von 100200 pS).
Daraus konnte geschlossen werden, daf3 nur wenige postsyn-
aptische GABAR-Kandle (20 bis 40 Kanile) durch die Frei-
setzung eines Transmitterpaketes aktiviert werden. Nach
Modellrechnungen der Grofen- und Zeitverlaufe von IPSCs
scheint es, dall die kleine Anzahl von aktivierbaren GA-
BAR-Kandlen in einer synaptischen Endigung die Hauptur-
sache fiir diese geringe ,,quantale” Leitfihigkeitsinderung
ist[S 5-5 7].

Ableitungen von exzitatorischen postsynaptischen Stro-
men (EPSCs) von Neuronen, bei denen synaptische Endi-
gungen am oder nahe dem Zellkorper lokalisiert sind, haben
ebenfalls die quantale Natur der EPSCs gezeigt, die durch
die Wirkung von Glutamat auf postsynatische Glutamat-
Rezeptorkanile (GluR) des AMPA-Subtyps zustandekom-
men'®®- 39, Hierzu gehéren z.B. Sternzellen der Schicht IV
des visuellen Cortex (Abb. 12 A) oder Pyramidenzellen der
CA3-Region des Hippocampus, wo Moosfasern am Schaft
des apicalen Dendriten Synapsen bilden. EPSCs sind eben-
falls durch eine kleine quantale Leitfdhigkeitszunahme im
Bereich von 100—200 pS (Abb. 12 B, C) charakterisiert, was
vermutlich auf eine kleine Anzahl von aktivierten Kanilen
zuriickzufiihren ist.
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Abb. 12. Exzitatorische postsynaptische Strdme in ZNS-Neuronen, ausgeldst
durch die Wirkung von Glutamat auf Glutamat-Rezeptoren. A) Schema-
zeichnung der MeBanordnung (,,whole-cell**) zur Registrierung von exzitatori-
schen, postsynaptischen Strémen (EPSCs) von einem Neuron im Gehirn-
schnitt. Glutamat wird aus Vesikeln freigesetzt und wirkt auf der postsynapti-
schen Seite auf Glutamat-Rezeptoren (GluR). B) Beispiele fiir EPSCs, die
durch Glutamatwirkung auf GluR-Kanile des AMPA-Typs ausgelost wurden.
Der Zeitpunkt der elektrischen Stimulation eines benachbarten Neurons ist
durch den Pfeil angegeben. Drei Antworten sind in jeder Abbildung iibereinan-
dergelagert, um die Fluktuationen der Spitzenamplitude von EPSCs auf einen
konstanten Reiz zu verdeutlichen. Die drei obersten Registrierungen entspre-
chen jeweils ein, zwei und drei quantalen Ereignissen. C) Amplitudenverteilung
von reizabhéngigen EPSCs. Die Maxima in dieser Verteilung deuten auf die
Quantennatur der EPSCs mit einer Leitfihigkeitsinderung im Bereich von
100 pS pro quantalem Ereignis hin (aus [59]).

Das Schaitverhalten von GluR-Kandlen in ZNS-Synapsen: In
zentralnervbsen Synapsen ist die zeitliche Anderung der
Transmitterkonzentration nach der axonalen Freisetzung
ebenso unbekannt wie die Dichte oder die Schalteigenschaf-
ten der Rezeptorkanile. Falls der Transmitter nach Freiset-
zung wieder rasch aus dem synaptischen Spalt verschwindet,
dann spiegelt die Abfallzeit der EPSCs oder IPSCs die Ver-
teilung der Elementarstromdauern nach dem Entzug des
Transmitters wider. Alternativ konnte der Abfallzeit auch
die Desensitisierung der postsynaptischen Rezeptoren, in
Anwesenheit einer anhaltend hohen Transmitterkonzentra-
tion im synaptischen Spalt, zugrundeliegen. Um das Schalt-
verhalten von postsynaptischen Rezeptorkanilen im ZNS zu
untersuchen, benutzten wir eine Methode, die es gestattet,
Agonisten schnell und kurz an ,,outside-out*-Patches zu
applizieren(®®! die aus anatomisch klar definierten Regionen
des Gehirns isoliert wurden (Abb. 13 A, B).

Die Experimente zeigten, da3 das Schlieflen der GluR-
Kanidle durch Desensitisierung zwar schnell ist, aber
doch wesentlich langsamer als der Ubergang der Kanile
in den Ruhezustand nach Entfernung des Agonisten
(Abb. 13 C)t43, Insbesondere ist die Zeitkonstante der De-
sensitisierung erheblich langsamer als z.B. der Abfall der
EPSCs in Synapsen von Sternzellen!*°!. Daraus kann gefol-
gert werden, dal —zumindest in diesen Zellen - die Abfallzeit
der schnellen EPSCs hauptsichlich den Ubergang der GluR-
Kanéle aus dem Offenzustand in den ruhenden Geschlossen-
zustand nach der schnellen Entfernung des Transmitters aus
dem synaptischen Spalt widerspiegelt. Dies bedeutet aber,
daB Glutamat nur fiir eine sehr kurze Zeit im synaptischen
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Spalt verbleibt (weniger als 1 ms) und daB EPSCs durch
einen GluR-Kanaltyp mit einer sehr kurzen mittleren Off-
nungsdauer vermittelt werden. Trotzdem kann immer noch
eine schnelle Desensitisierung der GluR-Kanile stattfinden,
sogar wihrend eines kurz dauernden EPSC!62!,

L

20pA
-80mV
S5ms

Abb. 13. Charakterisierung von nativen GluR-Kanilen in ZNS-Neuronen im
Gehirnschnitt. A) Schemazeichnung der Isolierung eines ,,outside-out“-Pat-
ches aus dem Zellkérper eines Neurons im Hirnschnitt. B) Schemazeichnung
der Anordnung fiir die schneile und kurzzeitige Applikation von Agonisten auf
einen ,,outside-out“-Patch. Die Spitze der Pipette, versiegelt mit dem Mem-
branflecken, wird in die Nihe einer zweildufigen Pipette gebracht, aus der zwei
Losungen stromen: eine Kontroll-Lésung, die andere mit zusitzlich 1 mM L-
Glutamat. Die Pipette wird kurz um etwa 10-20 um mit einem Piezo-Element
bewegt, um den Membranflecken einem Glutamatpuls auszusetzen. C) Strom-
registrierungen bei verschiedenen Membranpotentialen (verindert in Stufen
von 20 mV) nach Applikation von Glutamat auf isolierte Membranbereiche,
die aus Hippocampuszellen der Ratte isoliert wurden. Die Dauer der Glutamat-
Applikation betrdgt 1 ms, wie in der obersten Spur angezeigt. Die Stromampli-
tude steigt rasch auf den Spitzenwert (in weniger als 1 ms). Die Abfallzeitkon-
stante des Stromes nach Entfernung des Glutamats betrigt 2—3 ms.

Molekulare Determinanten der GluR-Kanalfunktion: Es stellt
sich die Frage, ob das Auftreten von funktionellen GluR-
Kanalsubtypen fiir die schnellen synaptischen Strome auf
dem Zusammenbau der nativen Kanile aus verschiedenen
Kombinationen von Untereinheiten beruht. In Zusammen-
arbeit mit P. Seeburg verglichen wir die funktionellen Eigen-
schaften von nativen und rekombinanten GluR-Kandlen.
Rekombinante GluR-Kanile wurden aus verschiedenen Un-
tereinheiten der AMPA-Rezeptorfamilie!®?®: 4 zusammen-
gesetzt, und zwar entsprechend dem Gen-Expressionsmuster
der Untereinheiten in verschiedenen Bereichen des Ge-
hirns!631, :

Der Vergleich der funktionellen Eigenschaften von rekom-
binanten homomeren und heteromeren GluR-Kanélen deu-
tete auf die Anwesenheit einer besonderen Untereinheit
(GluR-B) in nativen GluR-Kanilen hin!®®}, die Eigenschaf-
ten wie die Gleichrichtung der Kanalleitfihigkeit und die
Permeabilitit fiir zweiwertige Ionen entscheidend bestimmt.
Der funktionelle Unterschied beruht auf einer unterschiedli-
chen Aminosduresequenz im vermutlich transmembranen
M2-Segment!®7 %91, Die fast ubiquitire Expression des
Gens fiir die GluR-B-Untereinheit im ZNS bestimmt des-
halb vermutlich die Leitfdhigkeitseigenschaften und die
niedrige Ca? " -Permeabilitit von nativen GluR-Kanilen, die
schnellen EPSCs zugrundeliegen. Von der differentiellen Ex-
pression des GluR-B-Gens héngen vermutlich die Unter-
schiede in der Ca?*-Permeabilitdt von nativen GluR-Kani-
len in verschiedenen Zelltypen ab, z.B. im Kleinhirn!"?!
Zusétzlich zu der differentiellen Expression des Gens fiir die
GluR-B-Untereinheit scheint es noch einen anderen Mecha-
nismus zu geben, der die Eigenschaften der nativen GluR-
Kanile reguliert. Die GluR-B-Untereinheit kommt in zwei
Isoformen vor, die sich in einer einzigen Aminosidure im
M2-Transmembransegment unterscheiden (Abb. 14 A-C).
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Die beiden Isoformen der Untereinheit vermitteln heterome-
ren Kandlen unterschiedliche Leitfdhigkeitseigenschaften.
Der Unterschied in der Aminosiuresequenz ist héchstwahr-
scheinlich durch das Editieren der spezifischen mRNA fiir
die GluR-B-Untereinheit bedingt!”!!.

nicht-editiert _FGIFNSLWFSLGAFMRIQE..

editiert .FGIFNSLWFSLGAFMR/QG..
B c
GluR-B(Q) GluR-B(R)
300 pM t-Glu 300 uM L-Glu
Na’ Na*
300 pm- L-Glu 300 pum L-Glu
Ca?

ca® ] 100 pA , 5pA

100 ms 100 ms

Abb. 14. Rekombinante GluR-Kanalsubtypen in Wirtzellen. A) Unterschiede
in der Aminosduresequenz des M2-Transmembransegments der GluR-B-Un-
tereinheit. Der Rahmen zeigt die Aminosduren an der Q/R-Position in den
beiden Isoformen der Untereinheit [GIuR-B(Q) und GluR-B(R)]
(Q = Glutamin, R = Arginin). Die Anwesenheit von Arginin an dieser Stelle
resultiert aus der Editierung der mRNA. B) Funktionelle Eigenschaften von
rekombinanten GluR-Kandlen, die aus nicht-editierten GluR-B(Q)-Unterein-
heiten zusammengesetzt sind. Der durch Glutamat aktivierte Einwértsstrom
wird sowohl durch Na* als auch durch Ca?* getragen. C) Funktionelle Eigen-
schaften von rekombinanten GluR-Kanilen, die aus editierten GluR-B(R )-Un-
tereinheiten zusammengesetzt sind. Bei Anwesenheit hoher extrazellulirer
Na*-Konzentrationen wird ein Einwirtsstrom aktiviert, bei hoher extrazelluli-
rer Ca®*-Konzentration dagegen nicht, der Kanal ist fiir Ca®* nicht permeabel
(verdndert aus [68]).

Ausblick

Patch-Clamp-Techniken sind heute gut etabliert und wer-
den routinemifig in Verbindung mit anderen Methoden an-
gewendet, z.B. DNA-Rekombinationstechniken oder fluori-
metrischen Techniken, um die molekularen Details der
Vorgiénge, die die synaptische Signaliibertragung zwischen
Zellen ermoglichen, zu untersuchen. Die Messung von ele-
mentaren Stromen vereinfachte die biophysikalische Inter-
pretation der elektrischen Signale, die der schnellen zelluld-
ren Kommunikation {iber Synapsen zugrundeliegen. Sie
konnten, zumindest teilweise, auf molekularer Ebene ver-
standen werden. Zugleich haben Einzelkanal-Leitfdhigkeits-
messungen Hinweise auf zahlreiche Isoformen von Rezep-
torkanilen geliefert; das gleiche gilt sowohl fiir spannungs-
aktivierte Kandle als auch fiir solche, die durch sekundire
Botenstoffe aktiviert werden. Dies gilt vor allem fiir ZNS-
Neurone, und die Bedeutung dieses Befundes fir die
Signalverarbeitung im ZNS muB gekldrt werden. Es scheint
auBerdem, daB es fiir das Verstdndnis der integrativen Funk-
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tion —d. h. die Bildung von Mustern der elektrischen Aktivi-
tat als Ergebnis von vielen synaptischen ,,inputs* in Form
von IPSPs und EPSPs — zundchst unerldBlich ist, daB} die
liganden- und spannungsaktivierten Ionenkaniile in den aus-
ladenden dendritischen Biumen von ZNS-Neuronen ge-
nauestens charakterisiert werden. Ebenso wichtig wird die
Charakterisierung von lonenkanilen sein, die fiir die elektri-
sche Aktivitit von Nervenendigungen verantwortlich sind.
Messungen mit Patch-Pipetten haben die notwendige Ge-
nauvigkeit, um elektrische Signale sowohl in Nervenendigun-
gen als auch in Dendriten zu studieren. Dies ist vermutlich
eine Grundvoraussetzung, wenn man verstehen méchte, wie
Anderungen der synaptischen Ubertragung zu Anderungen
der funktionellen Verschaltung von neuronalen Signalwegen
beitragen, und zwar sowohl unter normalen Bedingungen als
auch bei pathologischen Zustinden.

Grofien Dank schulde ich meinen Lehrern der Physiologie,
Otto Creutzfeldt und Bernard Katz, sowie der Max-Planck-
Gesellschaft fir die Bereitstellung idealer Forschungsbedin-
gungen. Wiihrend der letzten fiinf Jahre wurde ich durch das
Leibniz-Programm der Deutschen Forschungsgemeinschaft
und durch einen Preis der Fondation Louis Jeantet, Genf, un-
ferstiiizt.
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Weiche Materie (Nobel-Vortrag)**
Von Pierre-Gilles de Gennes*

Was verstehen wir unter weicher Materie? Die Amerika-
ner zichen den Begriff ,,komplexe Flissigkeiten® vor, und
dieser bezeichnet in der Tat zwei der wichtigsten Eigenschaf-
ten weicher Materie: Komplexitdt und Flexibilitét.

1) Komplexitiit: In einem gewissen, vereinfachten Sinn
kann man sagen, daB3 die Entwicklung der modernen Biolo-
gie von Studien einfacher Modellsysteme (Bakterien) ihren
Ausgang nahm und heute beim Studium komplexer multi-
zelluldrer Organismen (Pflanzen, wirbelloser Tiere, Wirbel-
tiere...) angelangt ist. In dhnlicher Weise baut auf der explo-
sionsartigen Entwicklung der Atomphysik in der ersten
Hilfte unseres Jahrhunderts das Studium der weichen Mate-
rie auf, d. h. der Polymere, Tenside, Flassigkristalle und Kol-
loide.

2) Flexibilitiit: Ich méchte dies gern anhand eines uralten
,,Polymerisationsexperimentes* von Indianern des Amazo-
nas-Beckens erkliren. Sie sammelten den Saft des Gummi-
baumes und lieBen ihn an ihren FiiBen kurz ,,trocknen —
und schon hatten sie Schuhe. Aus mikroskopischer Sicht
enthilt die Ausgangssubstanz eine Reihe unabhingiger, fle-
xibler Polymerketten. Der Luftsauerstoff baut einige wenige
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Briicken zwischen die Ketten ein, und das Ergebnis ist eine
spektakuldre Verinderung: der Wechsel von einer fliissigen
zu einer vernetzten Struktur, die auf Zug belastbar ist. Sie ist
uns als Gummi (auf Franzosisch: Caoutchouc, eine direkte
Ubertragung des indianischen Wortes) bestens bekannt. Was
an diesem Experiment so verbliifft, ist die Tatsache, daf} ein
sehr geringfiigiger chemischer Eingriff eine so drastische Ver-
dnderung der mechanischen Eigenschaften zur Folge hat:
Dies ist typisch fir weiche Materie.

Andere Polymere wiederum neigen dazu, steife Strukturen
aufzubauen. Ein wichtiges Beispiel sind die Enzyme. Sie be-
stehen aus einer langen Kette von Aminoséduren, die sich zu
einer mehr oder weniger kompakten Kugel zusammenfaltet.
Einige dieser Aminoséuren spielen eine besondere Rolle, sie
bilden das aktive Zentrum, das einer spezifischen Erkennung
oder Katalyse dient. Jacques Monod stellte schon vor langer
Zeit eine interessante Frage. Er sagte: An jedem Punkt der
Kette haben wir eine Auswahl von ca. zwanzig Aminosiu-
ren, und wir mdchten eine Rezeptorbindungsstelle aufbauen,
in der die ,,aktiven Elemente* in einer bestimmten riumli-
chen Form angeordnet sind. Wir kdnnen diese aktiven Ele-
mente nicht einfach hintereinander anordnen, denn Orientie-
rung und Position wédren dann nicht korrekt. Deshalb
brauchen wir zwischen zwei aktiven Elementen einen
,»Abstandshalter* (Spacer), d.h. eine Kette von Aminosiu-
ren mit geniigend Variationsmdglichkeiten, um eine relativ
gute Positionierung der aktiven Elemente an ihren Enden zu
ermoglichen. Monods Frage war: Wie lang mu@ ein Spacer
mindestens sein? Es stellte sich heraus, daB} diese Lénge
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