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Schwerpunkt Biophysik

lonenkanéle zur
Signaliibermittlung
in biologischen Systemen

Von E. Neher und W. Stihmer, Goéttingen*)

Die meisten der bekannten Mechanismen
zur Signaliibermittlung zwischen lebenden
Zellen, zum Beispiel synaptische Ubertra-
gung, Nervenreizleitung und Sekretions-
steuerung, bedienen sich sog. Ionenkandile.
Ionenkandile sind integrale Membranpro-
teine (s. u.), welche in ihrem Inneren hy-
drophile Bereiche aufweisen, durch die lo-
nenpermeation stattfinden kann. Der resul-
tierende lonenstrom wird durch externe Si-
gnale wie Membranspannung, Neurotrans-
mitter oder Hormone geregelt. In neuerer
Zeit ist es gelungen, die Strombeitrige ein-
zelner solcher lonenkandle aufzulosen und
ihr reizabhingiges An- und Abschalten zu
verfolgen.

In diesem Beitrag wollen wir anhand
einiger Beispiele zeigen, wie sich mittels
dieser neuen Techniken Konformationsain-
derungen von lonenkandlen auf der Ebene
von Einzelmolekiilreaktionen untersuchen
lassen. Weiterhin liefert die Abhdngigkeit
der Schaltkinetik von intensiven thermody-
namischen Parametern wie Potential,
Temperatur und Druck detaillierte Infor-
mationen iiber die molekularen Vorginge
beim Offnen und Schliefen der Kanile.
Messungen dieser Art werden im zweiten
Teil dieses Artikels niher beschrieben.

Intra- und interzellulire Signale

Jeder lebende Organismus besteht aus
Millionen bis Milliarden einzelner Zellen.
Diese Zellen, durch Membranen streng
voneinander abgegrenzte Einheiten, miis-
sen Informationen austauschen, wenn der
Organismus als Ganzes funktionieren soll.
Hohere Organismen haben dazu ein Ner-
vensystem entwickelt, welches sie in die
Lage versetzt, auf duBere Reize innerhalb
von Millisekunden zu reagieren. Auch
niedere Tiere, ja sogar Pflanzen, besitzen
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Signalmechanismen, die der Orientie-
rung, der Bewegung oder der Steuerung
des Stoffwechsels dienen. Die Forschung
der letzten 10 bis 20 Jahre hat gezeigt,
daB sich die Natur zur Signaliibermittlung
meist sogenannter lonenkanile bedient,
vor allem dann, wenn schnelle Reaktio-
nen auf dufBere Reize erforderlich sind.
Ionenkanile vermitteln und steuern den
FluB kleiner, in der Korperflissigkeit vor-
handener Ionen wie Na*, K*, Ca** und
CI™. Der FluB durch die lonenkanidle er-
folgt immer passiv; er wird getrieben
durch die normalerweise an der Zellmem-
bran anliegenden chemischen und elektri-
schen Gradienten. Diese werden durch
Stoffwechselprozesse und daran angekop-
pelte Ionenpumpen (z. B. Na-, K-Pum-
pen, ATP-asen) aufgebaut und im lang-
zeitigen Mittel aufrechterhalten.

Uber die Membran der meisten Zellty-
pen mift man einen elektrischen Poten-
tialabfall von ca. — 60 mV. Sein Wert
wird hauptsdchlich durch das Gleichge-
wichtspotential fiir K*-Ionen bestimmt.
Nervenzellen haben sich auf die intrazel-
luldre elektrische Signaliibermittlung spe-
zialisiert. Dazu beniitzen sie die zur Zeit
wohl am besten untersuchten Ionenkané-
le, namlich die spannungsgesteuerten
Na*- und K*-spezifischen Kanile. Nach
Hodgkin und Huxley [1] bewirken diese
Kanile den Nervenimpuls, der als positi-
ve Potentialauslenkung (sog. Aktionspo-
tential) entlang der Nervenfaser (einem
zylinderférmigen Fortsatz der Nervenzel-
le) fortgeleitet wird. Die ,erregende“
Rolle spielen dabei die Na-Kanile, wel-
che durch ihr spannungsabhingiges An-
und Abschalten einen regenerativen Pro-
zeB ablaufen lassen: Ein leichter Anstieg
der Membranspannung bewirkt das An-
schalten weniger Na-Kanile; dies fiihrt
zum Einstromen von Na*, entsprechend
einem nach innen gerichteten Konzentra-
tionsgradienten, was die Membranspan-
nung weiter ansteigen 148t. Dieser Prozel
wiirde sehr schnell die gesamte Nerven-
membran auf den Wert des Gleichge-
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wichtspotentials fiur Na-Ionen (ca.
+ 50 mV) umladen. Zwei weitere Mecha-
nismen bewirken jedoch, dal der Prozef
nach einigen Millisekunden abbricht und
sogar umkehrt: einerseits die sog. Na-
Inaktivierung, ein selbstdndiges verzoger-
tes Abschalten der Na-Kanile, anderer-
seits ein etwa gleichzeitiges und langsa-
mes Anschalten der zweiten Klasse von
Ionenkanilen, der spannungsabhingigen
K-Kanile (siche dazu Informationskasten
iber das Voltage-Clamp-Verfahren). So
breitet sich der Nervenimpuls als eine
phasische Depolarisation entlang einer
Nervenfaser aus.

Die Signaliibermittlung zwischen Zellen
geschieht meist an chemischen Synapsen.
Der Nervenimpuls setzt an der Nervenen-
digung eine chemische Substanz, den sog.
Neurotransmitter, frei. Dieser diffundiert
innerhalb von Bruchteilen einer Millise-
kunde zur nachgeschalteten Zelle, wo er
Leitfahigkeitsinderungen der Zellmem-
bran bewirkt. Sowohl die ,prisynapti-
sche“ Transmitterfreisetzung als auch die
»postsynaptische* Leitfahigkeitsanderung
werden durch bestimmte Typen von lo-
nenkanélen vermittelt. Die postsynapti-
sche. Wirkung des Transmitters Acetyl-
cholin soll hier niher eridutert werden, da
an diesem System sehr viele der moleku-
laren Mechanismen erstmals beobachtet
und aufgeklirt wurden.

Acetylcholin (ACh) kommt als Neuro-
transmitter an verschiedenen Schaltstellen
des Zentralnervensystems vor. Auflerdem
ist es die Wirksubstanz an der Schaltstelle
zwischen Nerv und Muskel. Man kann die
postsynaptische Wirkung simulieren, in-
dem man ACh in geringsten Mengen auf
einen Muskel (in der Nihe der neuromus-
kuldren Synapse) auftrigt. Dann o6ffnen
sich die sog. Acetylcholinkanile in der
Muskelmembran, was zu einem elektri-
schen Signal in der Muskelzelle und letzt-
endlich zur Kontraktion des Muskels
fithrt. Da sich dieser Vorgang am Nerv-
Muskel-Priparat am einfachsten studieren
148t, ist der Acetylcholinkanal zum Proto-
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Voltage Clamp —
die klassische Spannungsklemme

Bei einem Nervenimpuls (Aktionspo-
tential) dndert sich das Membranpotential
im Zeitbereich von Millisekunden vom
Ruhepotential. (ca. —60mV) auf das
Gleichgewichtspotential fir Na®™ (ca.
+50 mV) und wieder zum Ruhepotential
zuriick.  Um 'die Vorginge bei diesem
Phinomen besser in den Griff zu bekom-
men, wurde die Spannungsklemme ent-
wickelt {9, 10]. Diese besteht im wesentli-
chen aus einem Riickkopplungsverstir-
ker, der die Membran-Istspannung — ge-
messen als Differenz zwischen intrazellu-
larem und extrazellulirem Potential -
mit einer vorgegebenen Sollspannung ver-
gleicht. Mittels einer zweiten intrazellula-
ren Elektrode wird der nétige Strom in
die Zelle geleitet, um den gewiinschten
Sollwert zu -erhalten (oberes Teilbild).
Hierdurch wird es méglich, das Membran-
potential jederzeit unter Kontrolle zu hal-
ten und so das spannungsabhingige Ver-
halten.der Ionenkandle zu untersuchen.

Als klassisches Préparat hat sich der
Riesennerv des Tintenfisches bewdhrt.
Wegen seines Durchmessers von ca. ei-
nem halben Millimeter ist es moglich,
Elektroden in der Lingsrichtung einzu-

Patch Clamp —
die Methode der Einzelkanal-Regi-
strierung in biologischen Membranen

Die Methode der hochauflosenden
Strommessung in biologischen' Membra-
nen ist unter dem Namen ,,Patch Clamp*
in die Literatur eingeganigen, was soviel
heillt wie ,potentiostatische Messung an
kleinen Membranarealen. Das Mefpro-
blem besteht darin, Strome im Picoampe-
rebereich mit einer zeitlichen Auflésung
von Mikro- bis Millisekunden in einer
biologischen Membran zu messen. In die-
sem Bereich liegen typischerweise = die
Strombeitrdge einzelner Ionenkanile. Ei-
ne Strommessung mit solcher Spezifika-
tion ist an sich kein grofies Problem. Die
Schwierigkeit liegt am biologischen Ob-
jekt, praktisch immer einer in-sich ge-
schlossenen Membran. Auch ist zu beden-
ken, daBl das MeBobjekt sehr ,klein“ sein
muB, um diese Spezifikation zu erreichen.
Bereits die intrinsische Kapazitit der
Membran einer kugeligen Zelle von 15
um Durchmesser fithrt zusammen mit un-
vermeidlichen Rauschquellen im Verstir-
ker zu exzessivem Hintergrundrauschen.
Neher und Sakmann [7] setzten daher mi-
kroskopische MeBpipetten berithrend auf
Zelloberflichen auf, um kleinste Mem-
branareale fiir die elektrische Messung zu
isolieren (siehe Bild). Das gravierendste
Problem bei dieser Strommessung war das
eines Nebenschlusses, da der Kontakt

zwischen Glaspipette und Zelloberfliche-
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fithren.” Der gemessene Strom setzt sich
aus Ionenstromen und Stromen zuom Um-
laden der Kapazititen zusammen. Der
Einfachheit halber sind im unteren Teil-
bild nur die Ionenstréme wiedergegeben,
die bei einer Depolarisation der Membran
von —65 mV auf 0 mV flieBen. Durch se-
lektives Ausschalten einzelner Stromkom-
ponenten kann man zeigen, daBl der Ge-
samtstrom hauptsichlich von zwei Ionen-
sorten” getragen wird. Die im Bild nach
unten gerichteten Strome entstehen durch

] 2 4

nie perfekt ist. Trotzdem gelang es'in be-
sonders . glinstigen .Fillen, -Einzelkanal-
strome aufzulosen.

Hamill et al: [8] beschrieben ein einfa-
ches Verfahren, mit dem dieser Kontakt
um GroBenordnungen verbessert werden
kann. - Durch - einfaches - Ansaugen des
Membranareals und Verwendung frischer
sauberer Glasoberflichen lieBen sich Ab-
dichtwiderstinde (Widerstinde zwischen
Pipetteninnerem und #duBerer Badfliissig-
keit) im ‘Bereich von Gigachm erzielen
(;;Gigaseal“). Dies eliminiert den Neben-
schiuB als dominierende Rauschquelle und
erlaubt hochauflosende Messung des Stro-
mes durch das in der Pipettenoffnung ein-

£
Strommessung —

Neben-
schiufl

abziehen

eréffnen
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i —

in die Nervenfaser hineinflieBende Na*:
Tonen. Der Natriumstrom fillt nach. eini-
gen Millisekunden auf Null ab — er schal-
tet sich selbsttitig ab. Der Auswirtsstrom:
wird von K*-lonen getragen; er besitzt
eine langsamere Anschaltkinetik, erreicht
nach einigen Millisekunden ein Maximum

‘und bleibt dort stehen. Diese zwei Kom=

ponenten:sind in der Abbildung mit Na
und K gekennzeichnet.

Hodgkin und Huxley [1] beschrieben
diese beiden Stromkomponenten in cinem
mathematischen Modell als Produkte von
spannungs- und zeitabhingigen Leitfahig-
keiten mit treibenden Kriften V—V;, wo-
bei V; die Nernstschen Gleichgewichts-
potentiale fiir die beteiligten Tonensorten
sind. Durch Kombination dieser phéno-
menologischen Beschreibung der Strome
mit der Gleichung fir ein elektrisch lei-
tendes Kabel, dem die Nervenfaser dhn-
lich ist, gelang es ihnen, dem Spannungs-
verlauf eines sich entlang der Nervenfaser
fortpflanzenden Aktionspotentials zu re-
konstruieren. Das Aktionspotential kann'
somit durch ionenselektive Kanile model-
liert. werden, die spannungs- und zeitab-
héngig offnen und schlieBen. Die Ent-
wicklung der Patch-Clamp-Methode er-
laubt es; Strombeitriige aufzulsen, die
durch einzelne solcher Kaniile flieBen.

geschlossene Membranareal. Die Tatsa-+

che, daB in Serie zu diesem Membranteil
noch die Membran der Restzelle liegt, ist
meist irrelevant, da die Restmembran sehr
viel groBer ist und damit nur einen vers
nachlissigbaren Serienwiderstand bietet.
Der ,Gigaseal“-Kontakt zwischen Pi-
pette und Membran ist nicht nur elek-
trisch, sondern auch mechanisch sehr sta-
bil. Man kann durch einen kurzen Saug-

stol die in der Pipette eingeschlossene -

Membran perforieren, ohne daB sich der
Kontakt zwischen Membran und MeBpi--
pette 16st. Damit werden intrazelluldre
Messungen moglich. Diese Art der Pene-
tration von Zellen mit MeBpipetten hat
sich als wesentlich schonender erwiesen
als die herkoémmliche Methode des Ein-
stechens von Glasmikroelektroden, vor
allem bei sehr kleinen Zellen. E
Einige einfache mechanische Manipula-
tionen erlauben es, die mikroskopisch
kleinen Membranareale aus dem Zellver-
band herauszuldsen, und entweder die
chemalige ZellauBenscite oder die: ehe-
malige zytoplasmatische Seite nach auSen
zu kehren. Diese verschiedenen MeBkon-
figurationen des Patch-Clamp-Verfahrens
sind in idealer Weise komplementir: Die.
zeligebundene Registrierung von: Ionen-
stromen ist eine Methode, die die zelluli-
ren Abldufe am wenigsten stort; die Regi-
strierung bei isolierten Membranfragmen-
ten hingegen ermoglicht Messungen unter
verinderbaren und genau kontrollierba-
ren Verhiltnissen der Ionenumgebung.
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typ fiir einen transmittergesteuerten Io-
nenkanal geworden.

Der Acetylcholinkanal ist auch bioche-
mischen Studien zuginglich. Dies ver-
dankt man der Tatsache, daB im elektri-
schen Organ des Zitterrochens, welches
als weiterentwickeltes Muskelgewebe auf-
zufassen ist, die Acetylcholinkanile einer
ganzen Batterie von Zellen zur Erzeu-
gung von Hochspannungsimpulsen ,,mi-
braucht” werden. Der Acetylcholinkanal
liegt dort in sehr groBer Dichte vor und
148t sich in ausreichender Menge isolieren
und biochemisch untersuchen. Er ist ein
»integrales Membranprotein“, d. h. ein
Protein, das die Lipiddoppelschicht der
Membran ganz durchdringt. Er ist aus
fiinf Untereinheiten aufgebaut. In aller-
jungster Zeit ist es gelungen, diese Unter-
einheiten mit gentechnischen Methoden
herzustellen. Jede weist vier bis sieben
Bereiche auf, die als hydrophobe a-Heli-
ces oder als amphiphile Helices die Mem-
bran durchdringen kénnen. Es wird ange-
nommen, daf letztere durch Aneinander-
lagern hydrophile Kanalporen bilden.

Der Austausch von Signalen zwischen
Zellen ist nicht auf das Nervensystem und
nicht auf die beiden Mechanismen der
Nervenreizleitung und der synaptischen
Ubertragung  beschrinkt. Ionenkanile
wurden inzwischen in nahezu allen Zellty-
pen tierischer Organismen, ja sogar in
Pflanzenzellen gefunden. Weitere Bei-
spiele von Zellfunktionen, die von Ionen-
kanélen gesteuert werden, sind: die Frei-
setzung von Hormonen und anderen Se-
kreten, die Fortbewegung von Einzellern,
die Signalumsetzung in verschiedenen
Sinneszellen und die Folgereaktionen
nach Befruchtung einer Eizelle.

Elementarstrome durch einzelne
Ionenkanile

Wie im Informationskasten iiber das
Patch-Clamp-Verfahren beschrieben,
kann man heute die Strombeitrége einzel-
ner Ionenkanile auflésen. Als MeBobjekt
benutzt man dabei ein moglichst kleines
Membranareal, um das Hintergrundrau-
schen zu minimieren und um Uberlappun-
gen der Elementarstrome mehrerer Io-
nenkanéle zu vermeiden. Meist befindet
sich eine groBere Anzahl funktionsfihiger
Ionenkandle auf der betrachteten Mem-
branfliche. In diesem Fall wihlt man die
MeBbedingungen so (z. B. geeignete
Membranspannung oder geniigend niedri-
ge Transmitterkonzentration), dafl die
Wabhrscheinlichkeit fiir jeden einzelnen
Kanal, den offenen Zustand anzunehmen,
sehr gering ist. Die Strombeitrdge einzel-
ner Kanile erscheinen dann als isolierte
Ereignisse. Bild 1 zeigt eine Stromregi-
strierung, die von einer kleinen Fliche

Bild 1: Finf Oszillographen-
durchginge aus einer Registrie-

rung von Membranstrémen an
einem mikroskopischen Mem-
branareal einer Muskelzelle. Die

Pipette enthielt Suberyldicholin
(ein Derivat des Acetylcholins) in -

einer Konzentration von
2 X 107° mol/l. Die Strombeitri-
ge einzelner Ionenkandile sind als

abwirtsgerichtete Pulse variabler
Dauer sichtbar. Angelegte Span-

nung: —120 mV; Zimmertempe- SPA

ratur.

einer embryonalen Muskelzelle der Ratte
abgeleitet wurde. Diese Membran besitzt
die oben bereits beschriebenen Acetyl-
cholinkanile in geeigneter (d. h. niedri-
ger) Dichte. Die MeBpipette enthielt eine
Loésung von Suberyldicholin in einer Kon-
zentration von 2 nmol/l. Unter diesen Be-
dingungen mif3t man typischerweise nahe-
zu rechteckférmige Strompulse, die das
Offnen und SchlieBen einzelner Ionenka-
nile reprdsentieren. Bei einer Spannung
iiber der Membran von —150 mV flieBt
bei Kanal6ffnung ein negativer Strom
(nach unten aufgetragen). Die einzelnen
Pulse erscheinen in der Registrierung sto-
chastisch; die Offnungsdauer ist ebenso
eine stochastische GroBe. Dies ist zu er-
warten, da das An- und Abschalten durch
Konformationsanderungen einzelner Ma-
kromolekille (der Ionenkanile) bedingt
wird. Die Pulshohe ist bei gegebener
Spannung und Ionenkonzentration mehr
oder weniger konstant. Aus ihr 148t sich
berechnen, daB wihrend einer Offoungs-
periode typischerweise 10* bis 10° Ele-
mentarladungen den Kanal passieren.

Das Schaltverhalten eines Ionenkanals
148t sich in erster Niherung als das eines
Makromolekiils beschreiben, welches
zwei Konformationszustinde annehmen
kann:

a
AZ2B @™

B

Die Zufallssequenz der Verweildauern
in den Zustinden A und B wird durch
einen Markov-Proze 1.. Ordnung be-
schrieben. Man wiirde demnach erwarten,
daB die Verteilungen der Lebensdauern
des offenen Zustandes (Pulsbreite) und
des geschlossenen Zustandes (Abstand
zwischen Pulsen) durch einfache Expo-
nentialfunktionen anpafbar sind. Die
Zeitkonstanten wiren dann durch die
Kehrwerte der Ubergangsraten a und
gegeben. Bei genauerer Messung stellt
sich jedoch heraus, daf beide Verteilun-
gen multimodal sind. Dieses deutet dar-
auf hin, daB es mehrere kinetisch unter-
scheidbare offene und geschlossene Zu-
stinde gibt. Eine Analyse der Verteilun-
gen unter Variation der Konzentration
des Transmitters Acetylcholin erlaubt de-

b

62,5 msec

taillierte Aussagen liber den Reaktions-
mechanismus der Anlagerung von ACh
an den Kanal und die dadurch induzierte
Konformationsénderung [2].

Der Acetylcholinkanal ist hinsichtlich
der Permeation von kleinen Kationen
nicht sehr spezifisch. Daher ist sein
Gleichgewichtspotential unter physiologi-
schen Bedingungen (hohe Na-Konzentra-
tion auBlen, hohe K-Konzentrationen in-
nen) nahe Null. Bei Variation der Span-
nung verhdlt er sich nahezu wie ein Ohm-
scher Widerstand. Die meisten anderen
Kanaitypen sind in dieser Hinsicht viel
komplizierter. Der Na-Kanal der Nerven-
membran z. B. hat ein Gleichgewichts-
potential nahe dem Nernstschen Wert fiir
Na*; seine Strom- und Spannungskennli-
nie ist gekrimmt, wie das aus den Geset-
zen der Elektrodiffusion (Konstantfeld-
gleichung) bei asymmetrischen Konzen-
trationen permeabler Ionen abzuleiten ist.
Nahezu alle bislang studierten Kanile zei-
gen ein Sattigungsverhalten bei Erhéhung
der Konzentration permeabler Ionen.
Dies deutet auf diskrete Bindeplatze fiir
permeierende Ionen innerhalb der Kanile
hin. Eine Auswertung der FEinzel-
kanalamplituden erlaubt, das Problem der
Ionenpermeation losgelést vom Problem
des Uberganges zwischen Zustinden zu
studieren. Die Abhingigkeit der Einzel-
kanalamplitude von der Membranspan-
nung und den anliegenden Ionenkonzen-
trationen 148t sich am besten durch einen
Eyring-Ansatz beschreiben. Dieser geht
davon aus, daB} das Ion beim Kanaldurch-
tritt Energiebarrieren und Bindungsplatze
iberwinden bzw. durchlaufen muf}. Die
Barrierenstruktur wird entweder zeitlich
fixiert (wihrend der Dauer der Kanaldff-
nung) oder aber als fluktuierend ange-
nommen,; letzteres, um den sicher vorhan-
denen internen Strukturfluktuationen des
Makromolekiils ,Jonenkanal* Rechnung
zu tragen [3]. Manche Ionenkanile ver-
halten sich wie einfache ,Ein-Ionen-Ka-
nile“, d. h. aufgrund elektrostatischer
AbstoBung kann sich jeweils nur ein Ion
im Kanal aufhalten. Andere Ionenkanile
jedoch zeigen ein kompliziertes Verhalten
mit Erscheinungen, die sich gut durch
elektrostatische Abstoung zweier Ionen
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im Kanal erkliren lassen. Ein Beispiel bil-
den Ca-Kanile, die in der vollkommenen
Abwesenheit von zweiwertigen Ionen gut
und unspezifisch fir monovalente Kat-
ionen permeabel sind. Ca*™* oder andere
bivalente Kationen in mikromolaren
Mengen jedoch blockieren den monova-
lenten FluB und lassen den Kanal spezi-
fisch fir Erdalkaliionen, vor allem fiir
Ca™™, erscheinen. Eine Erkldrung hierfiir
bietet die Annahme, daB ein einzelnes
zweiwertiges Ion so stark an den Kanal
gebunden ist, daB Dissoziation und damit
Permeation nur sehr langsam ablaufen.
Bei Anwesenheit eines zweiten Erdalkali-
ions jedoch wird die Bindung durch elek-
trostatische AbstoBung destabilisiert, so
daB die Permeationsraten ansteigen [4].
In den letzten Jahren wurde eine grofle
Zahl verschiedenartiger Ionenkanaltypen
mit der Einzelkanalmethode untersucht,
darunter die spannungsabhingigen Kané-
le der Nervenmembran und eine Gruppe
von Kanilen, die auf verschiedene Trans-
mittersubstanzen (Acetylcholin, Gluta-
mat, y-Amino-Buttersiure, Glycin) rea-
gieren. Als besonders interessant hat sich
eine dritte Klasse von Kanidlen herausge-
stellt: Kanile, die spannungsabhingig
sein konnen, daneben jedoch in ihrem
Schaltverhalten auch von der Anwesen-
heit und Konzentration intrazelluldrer
Substanzen beeinfluft werden. Der am
besten untersuchte Vertreter dieser Klas-
se ist der sog. Ca-abhingige K-Kanal. Er
kommt in sehr vielen Zelltypen vor und
besitzt einen sehr groBen Einzelkanalleit-
wert (100 — 200 Picosiemens). Bei nor-

0,25ms

2".‘..&\‘
Tms

malem Ca-Spiegel, der in einer ruhenden
Zelle bei 100 nmol/l liegt, schaltet sich
dieser Kanal nur bei sehr stark positiver
Membranspannung an. Steigt der Ca-
Spiegel jedoch in den mikromolaren Be-
reich, so 6ffnet sich der Kanal bereits bet
physiologischen =~ Membranspannungen.
Dies ist aus zwei Griinden sehr interes-
sant: Zum einen zeigt sich eine Wechsel-
wirkung zwischen dem K-Kanal und ei-
nem anderen Kanaltyp, dem Ca-Kanal:
Offnen Ca-Kanile, so stromen Ca-Ionen
in die Zelle hinein, der Ca-Spiegel steigt,
und in der Folge andert sich das Schalt-
verhalten des Ca-abhingigen K-Kanals.
Zum anderen werden eine ganze Reihe
zelluldrer Prozesse (z. B. Muskelkontrak-
tion, Sekretion von Neurotransmittern
und Hormonen, Mobilitdt von Nicht-Mus-
kelzellen) durch Veranderungen des Ca-

Spiegels in genau diesem Bereich gesteu- -

ert. Die Ca-abhingigen Kanile kénnen
somit eine wichtige Rolle als Mefsonden
oder Stellglieder in diesen Steuerungspro-
zessen libernehmen.

Untersuchungen der Schaltkinetik als
Funktion thermodynamischer Variablen

Anderungen kinetischer Eigenschaften
bei Variation von intensiven thermodyna-
mischen Variablen hat man schon immer
dazu benutzt, um Informationen iiber das
zu untersuchende System zu gewinnen.
Zum Beispiel lassen sich Enthalpiednde-
rungen aus Anderungen der Reaktionsra-
ten bei verschiedenen Temperaturen er-

Bild 2: Ionenstrome im Riesen-
axon des Tintenfisches bei atmo-
sphdrischem Druck und bei 6 %
10" Pa (nach [5]). Das Mem-
branpotential wurde von —80
mV auf die rechts aufgefiihrten
Potentiale gebracht. Bei der De-
polarisation zu —30 mV fliefit
fast nur Na*-Strom, bei +50 mV
fast nur K*-Strom. Fiir jede De-
polarisation sind drei Kurven ab-
gebildet: Eine reprdsentiert die
erste Kontrollmessung bei atmo-
sphdrischem Druck, die ndchste
eine Messung bei 6 X 107 Pa und
die dritte Kurve schlieflich eine
weitere Kontrollmessung bei at-
mosphdrischem Druck. Die Am-
plitudenkalibrierung ist fir alle
Strome giiltig. Die Depolarisa-
tion zu 80 mV hat eine andere
Zeitskala. Die Mefpunkte wur-
den in Abstinden von 10 us ge-
speichert. Temperatur: 10 °C.
Deutlich ist die langsamere Kine-
tik der lonenstrome bei hoherem
Druck zu erkennen.

mitteln. Bei spannungsabhéngigen Kané-
len sind die Reaktionsraten a und 8 fiir
das Offnen bezichungsweise das Schlie-
Ben des Kanals (siche Gl. 1) von der an-
gelegten Potentialdifferenz abhéngig. Aus
der Steilheit dieser Spannungsabhingig-
keit 148t sich die Grofle der dquivalenten
Ladung bestimmen, die das Membran-
protein (der Ionenkanal) ,spiirt“ und als
Steuersignal fiir Zustandsdnderungen ver-
wendet:

alf = kyexp n F (E—-Ey)/RT. 2

Hier ist n die effektive Wertigkeit einer
permeablen Ionensorte, die als ,,Span-
nungssensor” fungiert, F die Faraday-
Konstante, R die universelle Gaskonstan-
te, T die absolute Temperatur, k, ein Pro-
portionalititsfaktor, der von anderen
thermodynamischen Parametern abhéngt,
und E, das Potential E, bei dem der offe-
ne und der geschlossene Zustand der Ka-
nile die gleiche Besetzungswahrschein-
lichkeit haben.

Dieser Ansatz, der auf Eyrings Theorie
der absoluten Reaktionsraten basiert,
kann um einen weiteren intensiven ther-
modynamischen Parameter erweitert wer-
den, namlich den des duBeren Druckes.
Damit wird Gl. 2 zu:

a/f = k' exp (n F(E — Eg) +
+ P(V° — V9))/RT. 3)

wobei V° und V* die Volumina der Kana-
le im offenen bzw. geschlossenen Zustand
sind. Die Anderung des Druckes ermog-
licht die Messung der Volumeninderun-
gen beim Ubergang von einem Zustand in
den anderen. Diese Methode wird schon
seit langem bei der Untersuchung chemi-
scher Reaktionsabldufe angewandt und
hat sich dort bei der Bestimmung von Re-
aktionsvolumina als fruchtbar erwiesen.
Erst in den letzten Jahren ist es moglich
geworden, dieses Vorgehen auch auf le-
bendes Gewerbe anzuwenden, nimlich
auf Nervenfasern des Tintenfisches.
Durch Messung der Potentialinderung,
die nétig ist, um eine Gleichverteilung der
offenen und geschlossenen Zustinde un-
ter verschiedenen hydrostatischen Driik-
ken bis zu 6 X 107 Pa zu erreichen, 148t
sich ein Unterschied von 26 A’ zwischen
den Volumina des Na-Kanals im offenen
und im geschlossenen Zustand ermitteln
[5]-

Nach Eyring ist die Reaktionsrate nur
von der Hohe der Energiebarriere, der
sog. Aktivierungsenergie, abhingig, die
ein Molekiil beim Ubergang von einem
Zustand in den anderen tiberwinden muB.
Man kann einen ,,Zustand“ definieren,
der dieser maximalen Energiebarriere
entspricht, ndmlich den sog. aktivierten
Zustand. Ein Beitrag zur Aktivierungs-
energie stammt von Volumeninderungen,
die beim Ubergang von einem stabilen
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Zustand in den aktivierten Zustand ent- Bild 3: Die bei einem
stehen. Jede Anderung des auBeren Druck von 4 x 107 Pa
Druckes wird die Aktivierungsenergie be- ~ 8emessenen lonenstrome
einflussen, wenn der aktivierte Zustand z(ib) wurden so skaliert, L L g - 50 mv
A _ =] b 28 m\
ein vom Ausgangszustand verschiedenes 247 Si¢ mif den bei atmo

. < sphdrischem Druck ge-
Volumen einnimmt. In anderen Worten: 5
I 1l . . g messenen  Stromen (a)
m allgemeinen yverdpn die ReaktlonsFa— iibereinstimmen  (nach e T
ten druckabhingig sein. Daher lassen sich [5]. Die skalierten Stri- i i
aus der Druckabhingigkeit der Reak- me (b') wurden durch ei- P s G5
tionsraten die Aktivierungsvolumina be- ne Zeitstauchung, Am- R AR
stimmen. Zum Beispiel wird die Kinetik plitudenanpassung  und ==
der Na*- und K*-Strome durch cine ¢ine zeitliche Verschie-
DruckerhShung von 6 X 107 Pa um einen 2478 (ca. 15540,, 45) d;’ e
Faktor von ca. 2,7 langsamer. Hieraus gemessenen  Sirome (b) g a b
B . . . P erhalten. Das nicht per- === = b 18 mv
148t sich schlieBen, daB die Kanile im g :

- < ™ fekte  Uberlappen  der :

aktivierten Zustand ein gegem;ber dem  ‘Syéme a und b’ bei klei- bt
geschlossenen Zustand um 58 A3 groBeres  pen Depolarisationsspan- 3
Volumen einnehmen. Bild 2 zeigt Ionen- nungen beruht auf ver- ——— pRr A
strome im Riesenaxon des Tintenfisches, schiedenen Aktivierungs- Pl —20 mv
die als Antwort auf depolarisierende Vvolumina der Kandle im [ZM_ﬂz g
Spannungsimpulse bei atmosphirischem ~Offenen und geschlosse- L e . 0,5ms

Druck und bei 6 X 107 Pa flieBen. Deut-
lich kann man die langsamere Kinetik der
-Tonenstrome bei hoherem Druck sehen.
In Bild 3 sind die unter hohem Druck
(4 x 107 Pa) gemessenen Ionenstrome so
skaliert worden, daf3 sie mit den Kontroll-
messungen (bei atmosphirischem Druck)
ibereinstimmen. Die Zeitstauchung, die
notwendig ist, um diese Ubereinstimmung
zu erreichen, ist ein direktes MaB fir die
Verlangsamung der Kinetik. Die verén-
derte Amplitude bei héherem Druck 1483t
sich durch eine Verschiebung des Gleich-
gewichtszustandes erkldren, da der offene
und der geschlossene Zustand eines Ka-
nals verschiedene Aktivierungsvolumina
haben. Auf die Ursache fiir die notwendi-
ge Zeitverschiebung werden wir im néch-
sten Abschnitt eingehen. Zusammenfas-
send kann man sagen, daB die Anderung
intensiver Grofien wie Potential und
Druck Riickschlisse auf die effektive La-
dung einer permeablen Ionensorte und
auf Volumenédnderungen der Kanéle zu-
lassen.

Messung von Steuerstrémen

Im letzten Abschnitt wollen wir uns mit
der Untersuchung der Vorgénge beim
Offnen eines bestimmten Kanaltyps, des
Na-Kanals, beschiftigen. Es gibt zwei
Grinde, warum sich gerade dieser Kanal
fiir solche Messungen besonders eignet:
Erstens ist er einer der am besten unter-
suchten Kanile und zweitens sind die zu
messenden dielektrischen Steuerstrome
wesentlich groBer als bei anderen span-
nungsabhingigen Kanilen, da der Na-Ka-
nal eine vergleichsweise schnelle Schaltki-
netik besitzt.

Was sind eigentlich Steuerstréme?
Spannungsabhéngige Kanile (wie der Na-
Kanal), deren Offnungswahrscheinlich-
keit sich als Funktion der an der Mem-

nen Zustand. Tempera-
tur: 15 °C.

bran anliegenden Potentialdifferenz &n-
dert, miissen Anderungen dieser Poten-
tialdifferenz ,, wahrnehmen“. Das kénnen
sie nur iber eine Ladung, die sich inner-
halb des elektrischen Feldes in der Mem-
bran befindet, und die sich aufgrund von
Potentialanderungen in ihrer Lage ver-
schiebt. Es handelt sich hier um dieselbe
Ladung, die in den Gleichungen 2 und 3
vorkommt. Die Bewegung dieser Ladung
ist als dielektrischer Verschiebestrom
meBbar und wird als Steuerstrom (gating
current, siche [6]) bezeichnet. Die La-
dungsmenge, die verschoben wird, 1483t
sich aus der Steilheit der Spannungsab-
hingigkeit der Offnungswahrscheinlich-
keit ermitteln. Die GroBe des Steuer-
stroms hingt von der Geschwindigkeit,
mit der der Kanal von einem Zustand
(z. B. vom geschlossenen) in den anderen
(z. B. in den offenen) iibergeht, also von
der Kinetik, ab. Die maximal erreichba-
ren Steuerstrome sind um einige Grofien-
ordnungen kleiner als typische Ionenstro-
me. Daher miissen bei Messungen des
Steuerstroms die Kanile fir den Ionen-
transport impermeabel gemacht werden.
Hierzu verwendet man entweder spezifi-
sche Blocker (meistens natiirliche Gifte
wie das des Pufferfisches, das die Na-
triumkanile blockierende Tetrodotoxin),
oder man ersetzt die permeablen Ionenar-
ten durch impermeable Ionensorten.
Dann kénnen die Steuerstrome als Stro-
me gemessen werden, die bei einer Ande-
rung des Membranpotentials flieBen und
die sich wie kapazitive Strome verhalten.
Sie werden natiirlich nur in einem Poten-
tialbereich flieBen, in dem sich die Off-
nungswahrscheinlichkeit des Kanals &n-
dert. AuBerdem hat man immer mit dem
Problem zu tun, die Steuerstréme vor
dem Hintergrund der ohnehin groBen ka-
pazitiven Membranstrome messen zu

miissen, da jede Membran einen Konden-
sator darstellt. Dazu zieht man die Stro-
me, die bei Potentialinderungen in einem
Potentialbereich, in dem keine Zustands-
iberginge des Kanals zu erwarten sind,
vom Gesamtstrom ab.

Auch Steuerstrome sind druckabhin-
gig: Bei 6 X 107 Pa verlangsamt sich ihr
Zeitverlauf. Der Zeitverlauf der verlang-
samten Strome 148t sich mit den Kontroll-
werten exakt zur Deckung bringen, wenn
man die Zeitachse der langsamen Strome
um einen Faktor von ungefihr 1,6
staucht. Dieses ist deutlich weniger als die
Verlangsamung der Ionenstrome. Hieraus
1Bt sich sofort schlieBen, daf3 nicht alle
Prozesse, die zur Offnung des Kanales
fithren, eine meBbare Ladungsverschie-
bung mit sich bringen. Im letzten Schritt
vor dem eigentlichen Offnen muB der Ka-
nal ein groBes Aktivierungsvolumen besit-
zen — anders 146t sich die stidrkere Ver-
langsamung der Ionenstréme gegeniiber
den Steuerstromen nicht erkléren. Dieser
Schritt kann jedoch nicht mit einer we-
sentlichen Ladungsverschiebung verbun-
den sein.

Das geringere Aktivierungsvolumen
der Steuerstrome gegeniiber den Ionen-
stromen ist auch die Ursache fiir die Zeit-
verschiebung, die man vornehmen muf,
um ein Uberlappen der Ionenstrome bei
verschiedenen Driicken zu erreichen (sie-
he Bild 3). Die zeitliche Stauchung der
Ionenstrome betrifft die Steuerstrome
iiberproportional, weil sic ja im Gesamt-
strom enthalten sind. Daher war es not-
wendig, bei den gezeigten Messungen ei-
ne Zeitverzogerung von 1540 ps einzu-
fihren, um eine bestmdgliche Uberlap-
pung der Gesamtstrome zu erreichen.

Messungen dieser Art zeigen, dal} Steu-
erstrome den Einblick in Uberginge zwi-
schen Zustinden erlauben, die keine Leit-
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fihigkeitsinderung hervorrufen. Dadurch
wird es moéglich, Aussagen iiber die mole-
kularen Vorginge vor und wahrend des
eigentlichen Offnens der Kanile zu ma-
chen.

Aus Platzmangel muflten wir bei den
Beispiclen eine Auswahl treffen; trotz-
dem hoffen wir gezeigt zu haben, wie
durch Anwendung neuer Techniken unser
Bild der molekularen Prozesse, die der
Signaliibermittelung in biologischen Sy-
stemen zugrunde liegen, in den letzten
Jahren an Konturen gewonnen hat.
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Europhysics Letters

Ab Januar 1986 wird eine neue physi-
kalische Letters-Zeitschrift erscheinen:
Europhysics Letters. Herausgeber sind die
Europiische Physikalische Gesellschaft
(EPS), die Franzosische Physikalische
Gesellschaft, die Italienische Physikali-
sche Gesellschaft und das Institute of
Physics (IOP), GroBbritannien. Diese
vier Partner werden von acht weiteren
physikalischen Gesellschaften européi-
scher Linder unterstiitzt, den sog. Asso-
ciate Partners, darunter auch die DPG
(mit 50 000 SFr.). In den Europhysics
Letters gehen die Letters-Zeitschriften
Journal de Physique Lettres und Il Nuovo
Cimento Lettere der Franzosischen bzw.
Italienischen Physikalischen Gesellschaft
auf, das IOP hat als Partner-Herausgeber
150 000 SFr. eingebracht, die EPS iber-
nimmt die wissenschaftliche Steuerung
und Kontrolle der Zeitschrift.

Die neue Zeitschrift wird nach Ein-
schitzung der meisten Mitgliedgesell-
schaften der EPS ein wichtiges Element
zur Stirkung der Europdischen Physikali-
schen Gesellschaft bilden.

Das Konzept

Die Europhysics Letters veroffentlichen
kurze Mitteilungen aus allen Bereichen
der Physik, die den Anforderungen ,,hohe
Qualitit“ und ,,Verstandlichkeit* (zumin-
dest fiir Physiker aus demselben Fachge-
biet) geniigen. Eine Zuschrift soll norma-
lerweise nicht langer als 3000 Worte sein,
wobei Titelei, Bilder und Referenzen - in
Wortdquivalenten umgerechnet — einge-
schlossen sind; die absolute Obergrenze
liegt bei 4500 Wortdquivalenten. Es wird
davon ausgegangen, daB einem Letter
spiter eine ausfithrliche Veréffentlichung
an anderer Stelle folgt. Beitrdge werden
in Englisch, Franzosisch, Deutsch und
Russisch angenommen und in der Origi-
nalsprache ver6ffentlicht.

Der Namensbestandteil , Euro® soll
darauf hinweisen, daf} die Zeitschrift aus

der gemeinsamen Anstrengung européi-
scher Physiker entstanden ist. Auf keinen
Fall soll damit eine Einschrankung des
Kreises der Autoren oder der Leser signa-
lisiert werden.

Europhysics Letters wird gedruckt er-
scheinen im Format B5 (16 X 24 cm), je-
weils 64 Seiten stark sein und am 1. und
15. eines Monats herauskommen.

Die Organisation
Verantwortlicher Chefredakteur der

neuen Zeitschrift (Editor-in-Chef) ist Ni-

cholas Kurti von der Universitdt Oxford.

Ihm stehen folgende Co-Editors zur Seite:

— G. Barbiellini, CERN, Genf

— F. Bassani, Scuola Normale Superiore
Pisa

— E. Brezin, CEN, Saclay

— B. Cagnac, Université Pierre & Marie
Curie, Paris

— J. Demaret, Université Liege

— L. D. Fadeev, Akademie der Wissen-
schaften, Leningrad

— P. Fulde, MPI fiir Festkorperfor-
schung, Stuttgart

— C. J. Joachain, Université Libre,
Briissel

— M. Kaufmann, MPI fiir Plasmaphysik,
Garching

— T. W. B. Kibble, Imperial College,
London

— F. Mezei, Akademie der Wissenschaf-
ten, Budapest

— R. H. Siemssen, K. V. I., Groningen

— J. P. Toennies, MPI fiir Stromungsfor-
schung, Gottingen

— G. Weber, DESY, Hamburg.

Ein Manuskript wird zwei Gutachtern
zugeschickt, die ihre Stellungnahmen dem
zustidndigen Co-Editor iibergeben. Dieser
entscheidet in direkter Verantwortlichkeit
anhand der Gutachten iber Aufnahme
oder Ablehnung, klirt Zweifelsfille und
begriindet Ablehnungen.

Dariiber hinaus benennt die EPS Kura-
toren (Advisory Editors), die das wissen-

schaftliche Niveau, die Annahme- und
Ablehnungspraxis sowie die Ausgewogen-
heit der Zeitschrift iiberwachen. Dieses
Gremium soll in fachlicher und geogra-
phischer Hinsicht ein breites Spektrum re-
prasentieren.

Fiir Autoren:
Manuskripte sind in vierfacher Kopie
zu schicken an:
Staff Editor
Europhysics Letters, EPS
P.O. Box 69
CH-1213 Petit-Lancy 2, Schweiz

Auf dem Manuskript ist gemil ICSU
A/B (PACS)-Klassifikation das physikali-
sche Fachgebiet anzugeben, aus dem die
Arbeit stammt. AuBerdem sollen 20
Schliisselworte fir den Indexband mar-
kiert werden.

Vorausgesetzt ein Manuskript wird oh-
ne Einwinde angenommen oder es sind
nur sehr geringfiigige Anderungen notig,
kann ein Autor damit rechnen, daB seine
Arbeit innerhalb von drei Monaten nach
Eingang bei der EPS verdffentlicht wird.
(Manuskripte die an Journal des Physique
Lettres oder an Il Nuovo Cimento Lettere
adressiert sind und dort 1985 nicht mehr
erscheinen, werden automatisch an Euro-
physics Letters weitergeleitet, sofern der
Autor nicht widerspricht.)

Fiir Leser:

Personliche EPS-Mitglieder konnen
Europhysics Letters beim EPS-Sekretariat
(Adresse: European Physical Society,
P.O.Box 69, CH-1213 Petit-Lancy 2,
Schweiz) zum Preis von 55 SFr. pro Jahr
abonnieren; fir Institutionen betrdgt der
Preis 550 SFr. pro Jahr.

(Dieser Bericht stiitzt sich weitgehend auf
die Vorstellung der Europhysics Letters in
der Juni-Ausgabe 1985 des EPS-Bulletins
europhysics news.)

E. Dreisigacker
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