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Toxine als Werkzeuge in der Neurochemie

Ferdinand Hucho*

Neurotoxine entstanden wihrend der
Evolution als Molekiile, die spezifisch
gegen wichtige Molekiile des Nervensy-
stems gerichtet sind. Wegen ihrer Selek-
tivitit werden sie in der Forschung als
Sonden zum Auffinden und zum Cha-
rakterisieren von Schliisselproteinen der
Nervenzelle verwendet. Ionenkanile,
die an der Weiterleitung von Nervenim-
pulsen beteiligt sind, Proteine der pri-
synaptischen Transmitterausschiittung
und vor allem Neurotransmitterrezepto-
ren wurden und werden noch immer, in

Einzelfillen bis zur Charakterisierung
auf atomarer Ebene, durch eine Kombi-
nation der Werkzeuge Neurotoxine,
Molekularbiologie und Patch-clamp-
Elektrophysiologie analysiert. In dieser
Ubersicht wird eine Auswahl derartiger
Toxine vorgestellt und in Beziehung zu
ihren molekularen Wirkorten im Ner-
vensystem gesetzt. Einer der Schwer-
punkte liegt dabei auf dem kiirzlich er-
zielten Durchbruch bei der Erforschung
des Wirkungsmechanismus von Teta-
nus- und Botulinustoxin; ein weiterer

auf Neurotoxinen, die vom Pflanzenal-
kaloid Strychnin bis zu den Peptid-
toxinen bestimmter Giftschlangen rei-
chen und die die Isolierung und die Be-
schreibung von Liganden-regulierten
Ionenkanilen wie dem Glycin- und dem
nicotinischen Acetylcholinrezeptor er-
moglichten.

Stichworte: Acetylcholinrezeptor - Bio-
membranen lonenkanile
toxine
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1. Einleitung

Der Fortschritt in den experimentellen Naturwissenschaften
verlduft parallel zum Fortschritt ihrer Methoden. Drei experi-
mentelle Ansitze bilden die Grundlage der heutigen Entwick-
lung der Neurochemie: die Gentechnik, insbesondere in ihrer
Kombination mit der Patch-clamp-Elektrophysiologie!!], die
Immunologie und schlieBlich die “Neurotoxinologie”!? 31, Neu-
rotoxine sind Bestandteile von Giften des Tier- und Pflanzen-
reichs, die‘speziﬁsch gegen das Nervensystem gerichtet sind.
Wihrend der Evolution entstanden zahlreiche Substanzen, die
Pflanzen davor bewahren, gefressen zu werden, oder die Tieren
dazu dienen, sich zu verteidigen oder ihre Beute zu ldhmen und
zu toten. Die Strukturvielfalt dieser Toxine reicht von niedermo-
lekularen Alkaloiden bis zu Peptiden und komplexen Proteinen.

Neurotoxine sind Molekiile, die hdufig nur gegen eine einzige
Funktion und damit auch nur gegen ein Schliisselmolekiil des
Nervensystems gerichtet sind. Wegen dieser Spezifitét sind sie
fiir den Neurochemiker, der diese Molekiile finden und grundle-
gende Mechanismen der Nervenfunktion aufkliren méchte,
ideale Werkzeuge!**!. Die Natur leistet sich keine Verschwen-
dung: Wenn beispielsweise eine Cobra ihr Beutetier beiBt, inji-
ziert sie eine eindrucksvolle Mischung tédlicher Substanzen.
Diese wiéren jedoch umsonst aufgewendet worden, wenn die
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verwundete Maus der Schlange noch entkommen kénnte und
spéter in ihrem Loch an den cytotoxischen, himolytischen und
cardiotoxischen Proteinen stiirbe, die sich in dem Cobragift be-
finden. Daher wird zunédchst durch ein kleines Protein, z-Neuro-
toxin, die Flucht der Maus verhindert. Wie wir spéter noch
diskutieren werden, blockiert dieses Protein mit enormer Effi-
zienz den Transfer von Nervenimpulsen auf die Muskeln, die fiir
die Flucht (oder auch fiir den Kampf) benétigt werden. Dies
wird in Abschnitt 3.8 als ein Beispiel dafiir beschrieben, wie
Neurochemiker von der Cobra lernten und das a-Neurotoxin
nutzten, um einen der grundlegenden molekularen Mechanis-
men der Nervenimpulsiibertragung von Zelle zu Zelle zu erfor-
schen!® 7). Neurotoxine sind somit Sonden, die dem Wissen-
schaftler den Weg zu fundamental wichtigen Strukturen und
Molekiilen des Nervensystems erdffnen.

2. Nervenimpulse: elektrischer und chemischer
Transport

Die Hauptaufgabe einer Nervenzelle ist der Transport von
Signalen von einer Stelle zu einer anderen!!®. Dieser Transport
erfolgt innerhalb einer Zelle elektrisch, zwischen den Zellen meist
chemisch. Das zentrale Phdnomen der Nervenimpuls-Leitung ist
das Aktionspotential. Die chemische Nervenimpuls-Ubertra-
gung findet an spezialisierten Strukturen statt, die man Syn-
apsen nennt und die Nervenzellen miteinander verbinden.
Viele dieser Strukturen auf molekularer Ebene — sowohl die der
elektrischen als auch die der chemischen Nervenimpulsiibertra-
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gung - wurden und werden noch immer analysiert, indem Elek-
trophysiologen und Biochemiker unter anderem Toxine als
Werkzeuge einsetzen. In dieser Ubersicht soll die Anwendung
von Neurotoxinen bei der Aufkldrung des Aktionspotentials-
mechanismus nur kurz betrachtet werden, denn diese Ergebnis-
se zdhlen bereits zur “Geschichte”. Der zweite Teil des Themas,
die in Abschnitt 3 behandelte Aufkldrung der synaptischen Ner-
venimpulsiibertragung, ist zur Zeit eines der aktivsten Gebiete
in der neurochemischen Forschung. Dieser Teil soll daher aus-
flihrlicher dargestellt werden.

2.1. Das Aktionspotential beruht auf der unterschiedlichen
Kinetik von zwei Typen von lonenkanilen

Im Zustand der Ruhe besteht, wie in den meisten Zellen, an
der Plasmamembran von Nervenzellen ein elektrisches Poten-
tial, das Ruhepotential. Es ist ein Diffusionspotential, das auf
Ionengradienten und der unterschiedlichen Durchléssigkeit der
Membran fiir Na*- und K*-lonen beruht. Im Zustand der
Ruhe weist die Plasmamembran nur eine geringe Permeabilitdt
fiir Natrium-, jedoch eine betrichtliche fiir Kalium-lonen auf,
so daB das Ruhepotential im wesentlichen ein Kaliumpotential
ist. Sein Wert wird durch die Nernst-Gleichung beschrieben.
Auf einen Reiz hin wird ein Aktionspotential ausgelost, ein
Alles-oder-nichts-Ereignis, das sich entlang der Plasmamem-
bran fortpflanzt, bis es die Nervenendigung erreicht. Dort
wird es in eine Sequenz von chemischen Vorgingen umgesetzt,
die in ihrer Summe die synaptische Impulsiibertragung repri-
sentieren und die in Abschnitt 3 dieser Ubersicht besprochen
werden.

Vor mehr als vierzig Jahren zeigten die Elektrophysiologen
Hodgkin und Huxley, dal das Aktionspotential das Ergebnis
des Einstromens von Natrium-Ionen in die Nervenzelle und des
zeitlich versetzten Ausstromens von Kalium-Ionen aus der Zelle
heraus ist!!'® % Diese Ionenstrdme werden von diskreten
Membranproteinen vermittelt, den spannungsabhingigen Ka-
lium- und Natriumkanélen' %, die mit Hilfe von Neurotoxinen
buchstiblich “seziert” wurden. Zunichst gibt es Neurotoxine,
die spezifisch und mit eindrucksvoller Potenz auf spannungsab-
héngige Natriumkanile einwirken, ohne irgend einen anderen
Kanaltyp zu beeinflussen (Abb. 1). Andere wiederum wirken
ausschlieBlich auf spannungsabhingige Kaliumkanile und las-

sen die Natriumkanéle unverdndert. Klassische Inhibitoren des
spannungsabhingigen Natriumkanals sind die heterocyclischen
Guanidine Tetrodotoxin (TTX, urspriinglich aus bestimmten
Organen des Pufferfisches Tefraodon extrahiert, spiter aber
auch in anderen giftigen Organismen gefunden'!!-*2}) und Saxi-
toxin (STX, im Dinoflagellaten Gonyaulax nachgewiesen, der
gelegentlich aus Muscheln, die sich von diesem Mikroorganis-
mus erndhren, eine fiir den Mensch gefihrliche Mahlzeit
macht).

Interessanterweise sind nur relativ wenige Toxine bekannt,
die den spannungsabhingigen Kaliumkanal beeinflussen!!3 14,
Der Elektrophysiologe greift daher bei der Untersuchung des
Aktionspotentials dieses Kanaltyps meist auf einfache, wenn
auch weniger effektive organische Verbindungen wie Tetraethyl-
ammonium-Salze und Aminopyridine zuriick, die den Kalium-
strom bei Konzentrationen im pM—mm- anstatt im nMm-Bereich
blockieren. Die besten natiirlich vorkommenden Inhibitoren
spannungsabhingiger Kaliumkanile sind Proteine aus Skor-
piongift: Noxiustoxin (NTX) aus Centruroides noxius'**! und
ein Toxin des Skorpions Tityus serrulatus'™®). Dies gilt jedoch
nur fiir einen speziellen Typ des Kaliumkanals, und zwar fiir
den verzogerten Gleichrichter (delayed rectifier) oder auch
Hodgkin-Huxley-Kanal genannt. Es gibt eine ganze Reihe wei-
terer Kaliumkanile'3! die entweder ebenfalls durch das Mem-
branpotential, also spannungsabhingig (wenn auch nur tran-
sient und mit unterschiedlicher Kinetik), oder aber durch Na*,
Ca?*, ATP oder indirekt durch Neurotransmitter wie dem Ace-
tylcholin (M-Kanal) oder Serotonin (S-Kanal) reguliert sind.
Auch fur diese Kanile wurden spezifische Toxine nachgewiesen.
Wir kommen auf einen von ihnen zuriick, wenn wir die prasyn-
aptischen Vorginge diskutieren (siche Abschnitt 3.1); ansonsten
sei der an diesem komplexen Gebiet interessierte Leser auf Spe-
zialliteratur verwiesen![!3-14],

2.2. Sezieren des Natriumkanals mit Hilfe von
Neurotoxinen

Uber die Unterscheidung dieser zwei Kanaltypen hinaus — der
Hodgkin-Huxley-Natrium- und der Kaliumkanal — wurden
Neurotoxine als Werkzeuge fiir eine wesentlich detailliertere
Analyse eingesetzt!!2171: Spannungsabhingige Natriumkanile
weisen eine komplizierte Kinetik mit drei diskreten Phasen auf.
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Nach der Depolarisierung der Membran
o6ffnet sich der Kanal zunéchst schnell, ein
Vorgang, der als gating bezeichnet wird und
zu einem Permeabilititsmaximum fiihrt,
und schlieBt sich (inaktiviert) danach spon-
tan. Entsprechend fand man eine Gruppe
von Toxinen, die das Offnen der Kanile
beglinstigt (Tabelle 1). Typische Toxine
hierfiir sind die lipophilen Alkaloide Batra-
chotoxin, Grayanotoxin, Aconitin und
Veratridin (Abb. 1). Andere wie die bereits
erwidhnten TTX und STX blockieren den
gedffneten Kanal, wihrend eine dritte
Gruppe, vor allem Peptidtoxine der Seeane-
mone (die Anemonentoxine ATX [-IV)
und diverser Skorpione (ScTX), die Inakti-
vierung, d. h. das Schlieflen des Kanals be-
einflussen. Wichtig fiir den Neurochemiker
war die Beobachtung, dal} die meisten die-
ser Toxine unabhingig voneinander an un-
terschiedliche Stellen des Kanalproteins
binden. Sie kénnen in fiinf Klassen einge-
teilt werden, von denen jede ihre eigene
nicht iberlappende Bindungsstelle hat
(Abb. 2 und Tabelle 1). Um derart viele un-
abhidngige Bindungsstellen unterzubringen,
muf} der Natriumkanal ein ziemlich groBes
Molekdill sein.

Mit Hilfe dieser Toxine wurden nicht nur
die funktionellen Dominen des Natrium-
kanals definiert, sondern sie waren auch bei
der Isolierung und bei der Charakterisie-
rung von Kanalproteinen in rekonstituier-
ten Systemen wichtigl'®~2°0 Sie ebneten
letztlich den Weg zur Klonierung und Se-
quenzierung der cDNAs, die fiir die Kanéle
unterschiedlicher Organismen und Gewebe
kodieren!], Selbst wenn rekombinante
DNA-Techniken genutzt werden, sind To-
xine unerldBliche Werkzeuge: Beispielswei-
se mub ein klonierter Kanal zuerst in Oocy-
ten des Krallenfroschs Xenopus exprimiert
werden!?2; der Beweis, daB dabei der
richtige und komplette Ionenkanal vor-
liegt, muB} durch den Vergleich der Elek-
trophysiologie und Toxinologie des klonier-
ten mit der des authentischen Kanals er-
bracht werden. Fiir den Natriumkanal war
dieser Schritt essentiell, denn das Protein,
das man mit biochemischen Methoden aus

ADD. 1. Toxine, die als Werkzeuge zur Charakterisierung
spannungabhingiger Natriumkanile verwendet werden.
Die chemische Vielfalt der toxischen Molekiile ist ein-
drucksvoll. Weil wir noch zu wenig Informationen tiber
die dreidimensionalen Strukturen der Toxine und iiber
ihre Zielmolekiile haben. beginnen wir erst langsam, von
der Strukturformel auf den genauen Wirkort emner Sub-
stanz zu schlieBen.
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Tabelle 1. Toxin-Bindungsstellen des spannungsabhingigen Natriumkanals [17].

Bindungs- Liganden Physiologische Wirkung

stelle

1 Tetrodotoxin Hemmung des lonentransports
Saxitoxin
u-Conotoxine

2 Veratridin permanente Aktivierung
Batrachotoxin
Aconitin
Grayanotoxin

3 Nordafrikanische Hemmung der Inaktivierung, Verlinge-
a-Skorpiontoxine, rung der Aktivierung
Seeanemonentoxine

4 Amerikanische Akuvierung
f-Skorpiontoxine

5 Prychodiscus-brevis-Toxin Repetitive Spikes

Ciguatoxine Verlidngerte Aktivierung

Abb. 2. Schematische Darstellung eines spannungsabhéngigen Natriumkanals mit
seinen Neurotoxin-Bindungsstellen. Das Kanalprotein A (gepunktete Region) ist
groBl genug (260 kDa), um Bindungsstellen fir eine Vielzah! hoch- und nieder-
molekularer Toxinmolekiile Platz zu bieten. Mit Hilfe der in Abb. 1 gezeigten
Toxine war es moglich, die funktionellen Komponenten des Kanalproteins zu
“sezieren” (B = Membranlipid: C: Angriffspunkt fiir Pronase, Iodat und NBA;
siehe auch Tabelle 2). (Aus Lit.[10] entnommen, mit freundlicher Genehmigung von
Sinauer.)

dem Hirn von Vertebraten als *H-TTX-bindendes Protein iso-
liert hatte, enthielt aufler einer sehr groBen (260 kDa) «-Un-
tereinheit zwei kleinere (39 kDa) B-Untereinheiten!??!. Die er-
wiithnten Expressionsstudien zeigten, dal} die fiir die «-Unter-
einheit kodierende cDNA allein die gesamte Information fiir
das Kanalprotein enthielt, einschlieBlich seiner elektri-
schen Charakteristika und seiner Sensitivitit gegenitber den
unterschiedlichen Neurotoxinen. Die Funktion der kleinen mit-
gereinigten Untereinheiten ist bis heute unklar.

Es stellte sich heraus, da} die Primarstruktur der «-Unterein-
heit des Natriumkanals, abgeleitet von der klonierten und se-
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quenzierten cDNA, aus vier sich wiederholenden Sequenzmoti-
ven besteht (Abb. 3oben)2!-22, Jedes dieser Motive enthdlt
sechs hydrophobe Sequenzen, von denen man annimmt, daf sie
membrandurchspannende «-Helices bilden. Jeweils die vierte
dieser vermuteten Transmembranhelices ist besonders reich an
Aminosiuren mit positiv geladenen Seitenketten (jede dritte
Aminosdure ist Arginin oder Lysin). Sie wird S4 genannt und
fiir den Spannungssensor gehalten, der das Offnen des Kanals
bewirkt, wenn sich das negative Membranpotential dndert. Der
genaue Ort der Bindungsstellen fiir die diversen Toxine ist unbe-
kannt und wird zur Zeit durch gerichtete Mutageneseexperi-
mente in Kombination mit Expressionsversuchen untersucht.
Der mutierte und exprimierte Kanal wird jeweils in bezug auf
seine elektrischen Eigenschaften und sein Verhalten gegeniiber
den Toxinen charakterisiert. Zum Beispiel bewirkte eine Punkt-
mutation, die die Aminosdure Glutamat in Position 387 des
Natriumkanals von Rattenhirn durch gerichtete Mutagenese
gegen Glutamin austauschte, daf3 der resultierende Natriumka-
nal unempfindlich gegeniiber TTX war!?3!. Glutamat-387 befin-
det sich in der Schieife, die die vermuteten Transmembrandomai-

Extrazelluldrraum
| B 1 v

[+ +
] +] [+ Membran
[+ + +

Cytoplasma

Extrazellularraum

Membran

Nj ' 0 —C

Cytoplasma

Abb. 3. Schematische Darstellung der Primérstrukturen von spannungsabhiingigen
Natrium- und Calciumkanilen (oben) sowie von spannungsabhingigen Kali-
umkanidlen (unten). Die Zylinder stellen membrandurchspannende Aminosiuren-
sequenzen dar, von denen man annimmt, daB sie «-Helices bilden. Das Natrium-
kanalprotein (oben) besteht aus einer sehr langen Polypeptidkette, die aus vier
Teilstiicken mit dhnlicher Aminosiuresequenz (sogenannten Repeats) aufgebaut
sind. Diese Repeats sind wahrscheinlich in der nevronalen Membran so angeordnet,
daf3 sie eine Pore, den eigentlichen Kanal, bilden. Das Kaliumkanalprotein (unten)
besteht nur aus einem dieser Repeats. Wahrscheinlich sind vier dieser kleineren
Molekile notwendig, um einen Kanal zu bilden.

nen 5 und 6 des ersten Motivs verbindet. Man schlof3 aus diesem
Experiment, daf} die TTX-Bindungsstelle in dieser Schleife loka-
lisiert ist.

Um das Bild zu komplettieren (siche Abb. 2), sollen nun eini-
ge Informationen iiber den spannungsabhingigen Kaliumkanal
hinzugefiigt werden: Seine Primirstruktur suggeriert eine dhnli-
che Transmembranfaltung wie die des Natriumkanals'?¥, die
GroBe der Polypeptidkette betrdgt jedoch nur ein Viertel der des
Natriumkanals. Er scheint daher nur eines statt vier jener aus
sechs Transmembranhelices bestehenden Motive aufzuweisen
(Abb. 3unten). Man nimmt an, daB vier dieser Molekiile ge-
meinsam einen Kaliumkanal bilden, wihrend der Natriumkanal
wahrscheinlich aus nur einem jener Riesenmolekiile mit seinen
vier sich wiederholenden Motiven gebildet wird. Eine weitere
interessante Entdeckung sollte erwdhnt werden: Die Schleife

Angew. Chem. 1995, 107, 23-36
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zwischen den vermuteten Transmembranhelices S und 6, die zu
kurz ist, um eine weitere membrandurchspannende Helix zu
bilden, ist zu einem f-Strang gefaltet, der in die Membran ein-
taucht, ohne bis zu ihrer cytoplasmatischen Seite zu reichen.
Diese Struktur, P-Schieife genannt und von den vier einen Ka-
nal bildenden Molekiilen beigesteuert, formt mdglicherweise die
Wand des Kanals!?°1,

3. Synaptische Ubertragung von Nervenimpulsen

Das Aktionspotential bewegt sich an der axonalen Membran
entlang, indem sich spannungsabhingige Natrium- und Ka-
liumkanéle 6ffnen und schlieBen, und gelangt schlieBlich an die
Nervenendigung. Dort bewirkt es die Impulsiibertragung auf
die ndchste Zelle durch das Freisetzen einer Substanz, dem Neu-
rotransmitter (Abb. 4). Diese Substanz diffundiert von dem Ort
an der prasynaptischen Membran, an dem sie ausgeschiittet
wurde, durch den synaptischen Spalt etwa 20—30 nm weit zur
postsynaptischen Membran der néchsten Zelle. Die Transmit-
terfreisetzung ist gegenwértig von groflem Interesse fiir die neu-
rochemische und die zellbiologische Forschung und wird vor
allem mit Hilfe von Neurotoxinen untersucht!®,

3.1. Vorgiinge auf der prisynaptischen Seite

Die Transmittermolekiile sind in der Nervenendigung in klei-
nen Vesikeln verpackt und gespeichert (Abb. 5). Kommt ein
Aktionspotential an der Endigung an, fusionieren jene Vesikel,
die sich an speziellen, den aktiven Zonen der prisynaptischen
Membran aufgereihten Freisetzungsstellen befinden, mit der
Membran, 6ffnen sich dabei und entlassen den Transmitter in
den synaptischen Spalt. Die leeren Vesikel werden anschlieBend
durch Abschniirung in die Nervenendigung zuriickgezogen und

a
+0 mv
omv ——
@

55 mv @ @

70 mvV @ @ @

B5mMVy ~----z---

ol = > ===

1 msec

Abb. 5. Elektronenmikroskopische Aufnahme einer neuromuskuldren Endplatte
eines Froschs. Das Priaparat wurde 2.5 ms nach der elektrischen Stimulation in
Gegenwart des Kaliumkanalblockers 4-Aminopyridin ultraschnell eingefroren.
Deutlich sichtbar sind einige transmitterhaltige Vesikel, die gerade mit der
prasynaptischer Membran fusionieren (Pfeile). Andere Vesikel scheinen sich in
einem fritheren oder spéteren Stadium der Exocytose zu befinden. P: Ausstiilpung
einer Schwanzzelle, invaginiert durch die Nervenendigung. Eichstrich: 0.5 Mm.
(Aus Lit.[121] entnommen, mit freundlicher Genehmigung des Springer-Verlags.)

wieder mit Transmitter gefiillt. Die Zellbiologen nennen diesen
Vorgang regulierte Exocytose im Unterschied zur konstitu-
tiven Exocytose, dem ProzeB des zelluldren Exports zahlreicher
Peptide und Proteine. Gegenwirtig fragt man sich allerdings, ob
diese beiden Prozesse nicht mehr gemeinsam haben als man
noch kiirzlich dachte. So identifizierten Rothman et al.l27="]
mehrere NSF(N-Ethylmaleinimid-sensitiver Faktor)- und SNAP-
(NSF-attachment protein)-Proteine, die dem Fusionsapparat,
der am intrazelluldren Vesikeliransport vom endoplasmatischen
Retikulum (ER) iiber den Golgiapparat zur Plasmamembran,
und der regulierten Exocytose synaptischer Vesikel gemeinsam
sind. Die Spezifitit des ansonsten sehr dhnlichen Membran-
transports wird durch selektive SNAP-Rezeptoren (SNARE)
sichergestellt, die jedes Vesikel zu seinem vorgesehenen Ziel diri-

Abb. 4. Chemische Nervenimpulsiibertragung an der Synapse. Links: Elektrische Vorginge (gestrichelte, horizontale Linien entsprechen dem
notwendigen Schwellenwert; Diagramm oben: prisynaptisches Aktionspotential; Diagramm unten: erregendes postsynaptisches Potential).
Abb. 4a-c, oben: Vorgiinge auf der molekularen Ebene auf der prisynaptischen Seite an der Nervenendigung; unten: Antwott auf der
postsynaptischen Seite in der postsynaptischen Zelle. Ein groBer depolarisierender Spike, das Aktionspotential, wandert das Axon entlang. Bei
Ankunft in der Nervenendigung (a) 15st es eine Kaskade molekularer Ereignisse aus: Einstrémende Ca® ™ -Ionen bewirken die Vesikelfusion und
die Freisetzung von Neurotransmitter an der prisynaptischen Membran (b). Der Transmitter erzeugt iber spezifische Rezeptoren in der
postsynaptischen Membran eine transiente Depolarisierung. Beim Erreichen eines Schwellwerts iniitiert diese Depolarisierung postsynaptisch
wiederum ein Aktionspotential. Postsynaptische Kanile 6ffnen sich, Na*-Jonen strémen in die postsynaptische Zelle; die Vesikel werden
wiederverwendet {(c). (Aus Lit.[28] entnommen, mit freundlicher Genehmigung von Dr. E. R. Kandel.)
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gieren. Dieses Bild eines weitverbreiteten Grundmechanismus
wird durch die Beobachtung verstérkt, dal} die entscheidenden
Eigenschaften der “molekularen Maschinerie” der Sekretion
wihrend der Evolution von der Hefe zum Neuron konserviert
wurden?7), Der gesamte Vorgang besteht aus mindesten vier
Schritten?® 2% deren Komponenten und Mechanismen auf
molekularer Ebene noch langst nicht vollstindig bekannt sind
(Abb. 4 und 6 A): aus der Mobilisierung und dem Transport der
Vesikel von ihren Speicherplitzen zu den Freisetzungsstellen,
dem Andocken der Vesikel an diese Stellen, der durch Ca?*-To-
nen ausgeldsten Fusion der Vesikelmembran mit der prasynap-
tischen Membran und schlie8lich aus der Abschniirung und
dem Recycling der leeren Vesikelmembran nach der abgeschlos-
senen Exocytose. Toxine fithren uns zu einigen der zentralen
Aspekte dieses komplexen Bildes.

Abb. 6. Schematische Darstellung der wichtigsten Stadien der Transmitterfreiset-
zung aus der Nervenendigung. A: Mobilisierung und Fusion der Vesikel, ausgelést
durch das Einstrédmen von Ca?*-lonen. B: Regulation der Vesikelfusion (Kontrolle
des Vesikelandockens) durch rab. ein Guaninnucleotid-bindendes und GTP-hy-
drolysierendes Protein; GTP/GDP steht [ir GTP/GDP-Austausch. (Aus Lit.[28]
entnommen, mit freundlicher Genehmigung von Dr. E. R. Kandel.)

Drei Gruppen von Molekiilen sind derzeit im Blickpunkt
des Interesses (Abb. 7): die erste Gruppe bilden Molekiile
der prédsynaptischen Membran (denn hier findet das An-
docken, die Fusion und das Recycling statt), zu der zwei-
ten zdhlen die Proteine der Vesikelmembran (denn unter ihnen
sind die Gegenstiicke oder Partner der Andock- und Fusions-
proteine der prisysnaptischen Membran zu suchen); die
dritte Gruppe besteht aus diversen Regulatorproteinen, die
locker mit den Vesikeln, den Andockstellen, dem Cytoskelett
oder mit noch unbekannten intrazelluliren Strukturen asso-
ziieren.
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Abb. 7. Proteine der synaptischen Vesikel und der pridsynaptischen Membran.
Oben: schematische Darstellung eines acetylcholinspeichernden Vesikel mit den bis
heute identifizierten Membranproteinen. (Reproduziert mit freundlicher Genehmi-
gung von Dr. H. Zimmermann/Frankfurt, Lit.[122].) Unten: Proteine, die an dem
Fusionsprozef3 zwischen Vesikel- und prisynaptischer Plasmembran beteiligt sind,
einschlieBlich des Wirkungsorts einiger der im Text erwiihnten Neurotoxine. (Aus
Lit.[27] entnommen, mit [reundlicher Genehmigung von Dr. R. Scheller.)

3.2. w-Conotoxin und Calciumkanile vom N-Typ

Beginnen wir mit der prasynaptischen Membran, in der eben-
falls spannungsabhéngige Tonenkanéle vorliegen. Eine notwen-
dige Voraussetzung der prisynaptischen Transmitterfreisetzung
ist das Einstrémen von Calcium-lonen durch spezifische Ka-
niile, die durch die Depolarisierung der Membran als Folge des
eintreffenden Aktionspotentials getffnet werden (Abb. 6A).
Entfernt man die Calcium-Ionen aus dem extrazelluliren Raum
oder ersetzt sie durch Magnesium-Ionen, so ist die synaptische
Impulsitbertragung durch die Blockierung der Transmitterfrei-
setzung vollstindig inhibiert.

Es wiire iiberraschend gewesen, wenn es keine gegen diesen
fitr die Transmitterausschiittung so wichtigen Kanal gerichteten
Neurotoxine gibe. Meeresschnecken der Familie Conus produ-
zieren ein Gift voller Neurotoxine!>. Neben mehreren Pepti-
den, die wie TTX und STX den spannungsabhiingigen Natrium-
kanal blockieren, gibt es eine Gruppe von Peptiden, die »-Cono-
toxine, die spannungsabhingige Calciumkanile inhibieren. Die
Inhibitoren des Natriumkanals werden als u-Conotoxine be-
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zeichnet (siche Abb. 1). Selbst Peptide, die auf den postsynapti-
schen nicotinischen Acetylcholinrezeptor wirken, wurden gefun-
den. Sie werden als a-Conotoxine bezeichnet. Die Peptide der
drei Gruppen sind zwischen 10 und 30 Aminosduren lang!31!,
w-Conotoxine waren die ersten Naturstoffe, von denen man
wullte, daB sie Calciumkanile unmittelbar beeinflussen. Sie
koénnen zur Differenzierung von Calciumkanal-Subtypen ver-
wendet werden: Ein w-Conotoxin (Code-Nummer GVIA) ist
spezifisch fiir den Calciumkanal vom N-Typ, dem Subtyp, der
an der Transmitterfreisetzung beteiligt ist!>2]; es hat jedoch we-
nig FinfluB auf die Calciumkanile vom L- und T-Typ. Conoto-
xine eignen sich besonders fiir die Aufklirung des Aufbaus von
Kanilen. Sie sind klein genug, um einfach synthetisiert werden
zu konnen, und somit stehen Wildtyp- und synthetische Mutan-
tentoxine zur Verfiigung. Man kann Conotoxine radioaktiv mar-
kieren*! und fiir die Verwendung als Photoaffinititsreagentien
derivatisieren**l. Wenn sie mit Licht aktiviert wurden, kdnnen
sie kovalent mit ithrem Zielprotein verkniipft werden, wodurch
sie die Charakterisierung funktioneller Dominen ermdéglichen.
Bisher wurden spannungsabhidngige Calciumkanile bio-
chemisch vor allem mit anderen ‘“Werkzeugen” untersucht, und
zwar mit synthetischen Pharmaka und mit molekularbio-
logischen Methoden (cDNA-Klonierung und -Sequenzierung).
Interessanterweise stellte sich bei diesen Experimenten heraus,
daB die Calciumkanile den spannungsabhingigen Natriumka-
nédlen sehr dhnlich sind (siche Abb. 3): Thre gréBte Polypeptid-
kette (a,, M, = 230 kDa) besteht ebenfalls aus vier sich wieder-
holenden Sequenzmotiven mit je sechs hydrophoben Amino-
sduresequenzen und mit einer S4-Region, von der man an-
nimmt, daB sie auch hier als Spannungssensor fungiert. Mehrere
weitere Untereinheiten sind mit der «,-Kette assoziiert!' ).

3.3. Ein Toxin der Schwarzen Witwe

Das Gift der Spinne Schwarze Witwe ( Latrodectus tredecim-
guttatatus) half den Neurochemikern dabei, eine weitere
wichtige molekulare Komponente der Transmitterausschiit-
tungs-Vorginge zu entdecken. Es enthdlt ein Protein der Masse
125 kDa, «-Latrotoxin, das hoch toxisch ist (ED,, bei Miusen
20 ng pro g Korpergewicht), da es die ungebremste Ca® “-unab-
héingige Transmitterausschiittung und die vollstindige Entlee-
rung der prasynaptischen Transmitterspeicher bewirkt!*31. (An
der neuromuskuliren Endplatte werden die dort neben den klei-
nen Acetylcholin-enthaltenden Vesikeln vorhandenen peptidhal-
tigen Vesikel (large dense core vesicles) nicht zur Ausschiittung
gebracht. a-Latrotoxin scheint daher ein Werkzeug zur Unter-
scheidung zwischen der regulierten und der konstitutiven
Exocytose zu sein*¢1) Als Bindungsort von a-Latrotoxin wurde
ein Protein der Verbindungsklasse der Neurexine ermit-
telt!37 381 Das Neurexin interagiert moglicherweise iber seine
intrazellulire Doméne mit Proteinen der Vesikelmembran wie
dem Synaptotagmin 391,

3.4. Schlangentoxine, die prisynaptisch wirken

Eine weitere Komponente des Exocytoseprozesses, die mit
Hilfe von Neurotoxinen entdeckt wurde!*®), ist ein spannungs-
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abhédngiger, im Unterschied zum Hodgkin-Huxley-Kanal je-
doch inaktivierender Kaliumkanal, der der Angriffspunkt meh-
rerer Toxine ist. Zu den bekanntesten dieser Toxine zdhlt eine
Gruppe kleiner Proteine (59—-61 Aminosduren lang) aus dem
Gift der Mamba, z.B. das a-, fi- und y-Dendrotoxin (DTX)
sowie das Toxin I. Wie zundchst fiir Neuronen des Hippocam-
pus gezeigt, begiinstigt DTX — und stirker noch das Toxin I —die
Transmitterausschiittung durch Blockierung eben jenes tran-
sienten Kaliumkanals!*!). Die Hemmung eines Kaliumkanals
bedeutet konkret, daB die Depolarisierung der Membran wih-
rend des Aktionspotentials durch die Inhibierung des repolari-
siecrenden K *-onen-Auswirtsstroms linger anhilt. Die Folge
davon ist, daB die spannungsabhingigen Calciumkandle, die die
Exocytosemaschinerie mit Calcium-Ionen versorgt, linger ge-
offnet bleiben. Die Begiinstigung der Exocytose (engl.: facillita-
tion) durch DTX wird also letztendlich durch die Erh6éhung der
Ca?®"*-Konzentration in der Nervenendigung bewirkt.
Vielleicht derselbe Angriffspunkt, wenn auch ausschlieSlich
bei cholinergen Synapsen (im peripheren Nervensystem ; im zen-
tralen Nervensystem ist die Transmitterspezifitdt viel weniger
ausgeprigt) muB fur f-Bungarotoxin vermutet werden. f-Bun-
garotoxin gehdrt zur Gruppe der Phospholipase-A ,-Toxine, zu
denen auch das Notexin der australischen Tigerschlange, das
Crotoxin der siidamerikanischen Klapperschlange und das Tai-
poxin des australischen Taipans zihlen (Abb. 8). Dieses sind be-

Notexin PLA,
(M = 13500)
120
. A-Kette R PLA,
B-Bungarotoxin _5-57
(M = 21000) B-Kette d
60
. 122
. Crotoxin B PLA,
Crotoxin S—8+
(M = 41000) Crotapotion =) = -
40 g34 g 14
11
a (basisch) PLA,
Taipoxin B (neutral) -
(M = 46000) 135
y (sauer) -

Abb. 8. Neurotoxine von Giftschlangen mit Phospholipase-A ,-Aktivitdt. Die Ab-
bildung zeigt die Molekulargewichte M {Da], die Untereinheitenzusammensetzung,
die Anzahl der Aminosduren in jeder Untereinheit und welche Untereinheit die
Lipaseaktivitdt enthdlt. (Aus Lit.[40] entnommen, mit freundlicher Genehmigung
des Springer-Verlags.)

vorzugt prasynaptisch wirkende Toxine aus Schlangengift, von
denen einige aus tber Disulfidbriicken verkniipften Polypeptid-
ketten bestehen. Die eine Kette weist eine Affinitdt gegeniiber
dem Zielmolekiil auf und vermittelt die Synapsenspezifitit, die
andere ist katalytisch aktiv und spaltet Ca?*-abhingig Phos-
pholipide der Plasmamembran. Thre Wirkung auf die Synapse
folgt einem charakteristischen dreiphasigen Proze3*%: Auf die
anfingliche Hemmung der Transmitterausschiittung folgt die
Beschleunigung und schlieBlich die irreversible Blockierung des
Kanals. Man nimmt an, daB f-Bungarotoxin an dieselben Ka-
liumkanile wie DTX bindet*!' 43! wenn auch an unterschiedli-
che Bindungsstellen. Gemeinsam mit diesen beiden Toxinen
kann der Kanal, der sich als Multiproteinkomplex mit interes-
santen regulatorischen Eigenschaften herausstellen wird, cha-
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rakterisiert werden. Daritber hinaus dienen die Phospholipase-
A,-Toxine als Werkzeuge fiir die Aufkldrung der Rolle der Phos-
pholipide bei der Exocytose**,

3.5. Botulinus- und Tetanustoxin

Drei Komponenten der Mechanik, die wir die Exocytosema-
schinerie genannt haben, konnten mit Hilfe von Neurotoxinen
identifiziert werden: ein spannungsabhingiger Calciumkanal
vom N-Typ, ein inaktivierender Kaliumkanal (A-Typ) und Neu-
rexin, das a-Latrotoxin-bindende Protein, das auf noch unbe-
kannte Weise an dem Ca?*-abhingigen Andocken und/oder
Fusionieren der Vesikel beteiligt ist. Ein viertes Protein, das
Synaptobrevin, erregte das Interesse der Wissenschaftler im Zu-
sammenhang mit zwei wohlbekannten Clostridientoxinen, Bo-
tulinus- (BoTx) und Tetanustoxin (TeTx). Diese zdhlen zu den
wirksamsten présynaptischen Inhibitoren der Transmitterfrei-
setzung!*3!, wobei BoTx spezifisch die Acetylcholinausschiit-
tung an peripheren Synapsen blockiert, wihrend TeTx weniger
selektiv ist und im zentralen Nervensystem wirkt. Dieser Unter-
schied konnte jedoch auf Differenzen bei der Bindung und bei
der Aufnahme in das Neuron, jedoch nicht auf den toxischen
Mechanismus im Innern der Zelle zuriickgefithrt werden!*S!:
Injiziert man die Toxine unmittelbar in die Nervenzelle, verhin-
dern beide die Ca**-abhiingige Ausschiittung sowohl von Ace-
tylcholin als auch von Catecholaminen'71, Genauer gesagt, war
es die leichte Kette (M, = 55 kDa) des aus zwei Polypeptidket-
ten bestehenden Toxins BoTx, die nach Injektion die Blockie-
rung der Exocytose bewirkte; die schwere Kette (M, =
100000 Da) dient offenbar nur der Bindung und der Bildung
einer Pore fiir den Transport durch die Zellmembran. Kiirzlich
konnte die Fiahigkeit von BoTx, Membranen zu durchldchern,
durch Kryoelektronenmikroskopie mit anschlieBender Bildver-
arbeitung sichtbar gemacht werden!*®!,

Welches Protein ist nun das intrazelluldre Ziel von BoTx und
TeTx und wie wird die Blockierung der Transmitterfreisetzung
bewerkstelligt? Diese Toxine fithrten zur Entdeckung der zen-
tralen Rolle eines der Proteine der Vesikelmembran: Es wurde
gezeigt, daB die leichten Ketten beider Toxine Zn?*-Ionen ent-
halten und beide Aminosiuresequenzen aufweisen, die charak-
teristisch fiir Zinkproteasen sind™®). Und in der Tat hob sich
ihre Exocytose-hemmende Wirkung auf, wenn die proteolyti-
sche Aktivitit durch Entfernen der Zn?*-Ionen mit einem Kom-
plexbildner inhibiert wurde. Von dieser Beobachtung aus war es
nur ein kurzer Weg bis zur Identifizierung des Vesikelproteins
Synaptobrevin (auch VAMP genannt, vesicle-associated mem-
brane protein) als dem natiirlichen Substrat beider Enzymtoxine
(sieche Abb. 7)13%-311,

Dies war jedoch nur die Einleitung zu einer Entwicklung, die
immer komplexer wird. Tatsdchlich gibt es sieben Isoformen
von Botulinustoxin, darunter BoTx A, B, C, E, F und G. Bei
dem oben erwdhnten Botulinustoxin, das VAMP/Synaptobre-
vin spaltet, handelt es sich um BoTx B. Andere Isoformen sind
ebenfalls Zinkproteasen; beispielsweise spaltet BoTx F wie
BoTx B VAMP/Synaptobrevin'®2}, BoTx C spaltet Syntaxin, ein
35kDa-Protein, das in der prdsynaptischen Membran verankert
und wahrscheinlich beim Andocken der Vesikel beteiligt ist*3!,
und BoTx A wiederum spaltet selektiv SNAP 25 (ein Synapto-
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somen-assoziiertes Protein der Masse M, = 25000 Da).
SNAP 25 gehort zu den 16slichen mit NSF kooperierenden Pro-
teine (soluble NSF accessory proteins)!®*). Daraus folgt nach
dem in Abschnitt 3.1 Gesagten, daB3 die Clostridientoxine als
ihren Wirkort Proteine haben, die sowohl bei der regulierten als
auch bei der konstitutiven Exocytose eine wichtige Rolle spie-
len!3- 561 (Tabelle 2). Beispielsweise war SNAP 25 bisher als

Tabelle 2. Zielproteine der Clostridientoxine [26].

Neurotoxin  Zielprotein Spaltstelle Zelityp  Intrazelluldre
Lokalisation
Tetanus- VAMP/Synapto- Gln76-Phe77 Neuron  Synaptische Vesikel
toxin brevin
Cellubrevin unbekannt Alle Vesikel des Endocy-
Zellen tose-/Recycling-
Systems
Botulinus- SNAP 25 Nahe C-Terminus  Neuron  Prisynaptische Plas-
neurotoxin A mamenbran und ?
BoTxB VAMP/Synapto-  GIn76-Phe77 Neuron  Synaptische Vesikel
brevin
BoTxC Syntaxin Nahe C-Terminus  Neuron  Pridsynaptische Plas-
Membrananker, mamembran und?
Spaltung erzeugt
1osliches Fragment
BoTxD VAMP/Synapto- Lys59-Leu60 Neuron  Synaptische Vesikel
brevin Ala67-Asp63
Cellubrevin unbekannt Alle Vesikel des Endo-
Zellen cytose-{Recycling-
Systems
BoTxE SNAP 25 unbekannt Neuron  Prisynaptische Plas-
mamembran und?
BoTxF VAMP/Synapto- GIn58-Lys59 Neuron  Synaptische Vesikel
brevin
Cellubrevin unbekannt Alle Vesikel des Endocy-
Zellen tose-/Recycling-
Systems
BoTxG ? - -

ein Protein der konstitutiven Exocytose bekannt. Die Hem-
mung der Transmitterfreisetzung durch BoTx A bewies nun,
daB es auch an der regulierten Exocytose beteiligt ist. Die Clo-
stridientoxine werden zur Zeit als Instrumentensatz fiir die Se-
zierung der Exocytosemaschinerie genutzt. W, Huttner2! trug
ihrer Bedeutung Rechnung, indem er fiir sie den Begriff Exocy-
toxine prégte.

Abbildung 7 gibt ein vereinfachtes Bild der regulierten Exocy-
tose, einschlieBlich der bisher identifizierten beteiligten Protei-
ne. AuBer denen, die mit Hilfe von Toxinen identifiziert wur-
den, gibt es andere, ebenso wichtige Proteine wie die Synapsine,
die Proteinkinase-Substrate sind und die Speicherung und Mo-
bilisierung der Vesikel bewirken. Ferner zidhlt zu ihnen RAB3,
ein kleines G-Protein, von dem man annimmt, daf} es eine regu-
latorische Rolle beim Vesikeltransport und -andocken spielt
(siche auch Abb. 6B). Dariiber hinaus sind noch die Docking-
proteine Synaptophysin (ein Protein, das eventuell dhnlich wie
die Gap-Junction-Proteine Poren bildet), Syntaxin und Synap-
totagmin bekannt. Aber trotz dieser Fiille an Proteinen und
Informationen haben wir nur eine recht vage Vorstellung von
den Mechanismen, die den Transport, das Andocken, die Fu-
sion und das Recycling der Vesikel auslosen und bewerkstelli-
gen. Wegen ihrer spezifischen Wirkung auf nur ein oder wenige
Zielmolekiile waren Toxine bisher unabdingbar bei der Aufkli-
rung dieses fundamentalen Lebensmechanismus, und sie wer-
den es auch weiterhin sein.
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3.6. Transmitterrezeptoren als postsynaptische
Angriffspunkte von Toxinen

Nachdem ein Transmitter aus der prasynaptischen Nerven-
endigung freigesetzt wurde, diffundiert er — wie bereits erwiihnt
—durch den synaptischen Spalt zur postsynaptischen Membran.
Dort wird er von spezifischen Rezeptormolekiilen in Empfang
genommen und 16st in der Empfingerzelle einen Effekt aus.
Dieser Effekt kann komplex sein; im einfachsten, hier betrach-
teten Fall kann es sich um ein Aktionspotential handeln. Wie
oben beschrieben, wird ein Aktionspotential durch die Depola-
risierung der Plasmamembran, verursacht durch das Einstro-
men von Natrium-Ionen durch Tonenkanéle, ausgeldst. Daher
sind Transmitterrezeptoren, die Aktionspotentiale hervorrufen,
selbst Ionenkandle. Um sie von den spannungsabhingigen lo-
nenkandlen, die in Abschnitt 2 beschrieben wurden, zu unter-
scheiden, nennt man sie Liganden-regulierte Tonenkanale!>™,
Liganden-regulierte Ionenkanile gehoren zu der Uberfamilie
der Typ-I-Rezeptoren; Typ-II-Rezeptoren wirken iiber Kopp-
lungs(G)-Proteine meist auf Second-messenger-produzierende
Enzyme ein. Der Liganden-regulierte Ionenkanal kann spezi-
fisch fiir Kationen (Na*, K*, Ca?*) oder fiir Anionen (Cl")
sein. Das Einstromen von negativ geladenen Teilchen in eine Zelle
wiirde sie hyperpolarisieren und damit die Auslosung von Ak-
tionspotentialen verhindern. Synapsen mit Liganden-regulier-
ten Anionenkandlen wirken daher inhibitorisch, jene mit Katio-
nenkanilen exzitatorisch (verstdrkend). Exzitatorische Synapsen
verwenden Transmitter wie Acetylcholin und Glutamat, inhibito-
rische arbeiten mit Glycin und GABA (y-Aminobuttersiure)t>®!,

Soviel zum neurobiotogischen Hintergrund. Kehren wir zu
dem Konzept der Toxine als Werkzeuge zuriick. Ich werde mich
nun auf zwei exemplarische Systeme beschrinken, auf die Typ-I-
Rezeptoren fiir Glycin und Acetylcholin. Diese beiden wurden
ausgewdhlt, weil das erstere ein Beispiel dafiir ist, wie die Anwen-
dung von Toxinen unmittelbar zur Aufklirung eines GroBteils
der Rezeptorstruktur fithrte. Der zweite Rezeptor, der nicotini-
sche Acetylcholinrezeptor, wurde ausgesucht, da er der als erster
isolierte und noch immer am besten charakterisierte Neurotrans-
mitterrezeptor ist, ein Modell fiir die anderen Rezeptoren seiner
Klasse und ein iiberzeugendes Beispiel fiir die Toxine-als-Werk-
zeuge-Technik.

3.7. Strychnin und der Glycinrezeptor

Strychnin ist nicht nur ein Mordwerkzeug in Kriminalge-
schichten, es war auch der “Haken”, mit dem der Glycinrezep-
tor aus biologischem Material extrahiert und bis zur Homogeni-
tdt gereinigt wurde. Letzteres war die Voraussetzung fiir die
partielle Sequenzierung, Klonierung und cDNA-Sequenzierung
des Rezeptors, aufgrund deren wir heute dessen Primérstruktur
kennen!®°% %% Das Toxin Strychnin (LD, beim Menschen 1
mg pro kg Korpergewicht) bewirkt motorische Stoérungen,
Krimpfe und den Tod durch Lihmung der Atmung!. Die
Krampfe beruhen auf seiner antagonistischen Wirkung aufinhi-
bitorische glycinerge Synapsen des Rilckenmarks!°®l. Glycin
ist der wichtigste inhibitorische Transmitter im Riickenmark
und im Hirnstamm; im Cortex und im Cerebellum libernimmt
GABA diese Rolle. 1982 wurde der Glycinrezeptor durch Affi-
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nitdtschromatographie isoliert, wobei ein mit immobilisiertem
Strychnin belegtes Sdulenmaterial verwendet wurde!®!l. Das
Rezeptorprotein erwies sich als ein Komplex aus drei unter-
schiedlichen Polypetidketten mit Molekulargewichten von 93,
58 (B) und 48 kDa («,). Die relative Gesamtmasse M, betrigt
250000 Da und entspricht einem Pentamert®% %31 das aus den
48 und 58 kDa schweren Polypeptidketten zusammengesetzt ist.
Die 93 kDa-Polypeptidkette ist im Unterschied zu den anderen
ein peripheres Protein. Es befindet sich an der cytoplasmati-
schen Oberfldche der Membran und vermittelt die Wechselwir-
kung zwischen dem Rezeptor und dem Cytoskelett®*l. Wegen
dieser Briickenfunktion wurde es Gephyrin genannt!¢*!, 3H-
Strychnin half, die Ligandenbindungsstelle im Komplex zu ent-
decken. Wegen seiner Lichtempfindlichkeit kann es als Photo-
affinitdtsreagens eingesetzt werden. Beim Bestrahlen mit UV-
Licht wird es irreversibel in die 48 kDa-Untereinheit einge-
baut!®- 8] Glycin kompetiert mit Strychnin'®™; die Bindungs-
stellen dieser beiden Liganden scheinen sich zu itberlappen, sind
aber nicht identisch ¢,

Es wurden mehrere Isoformen der - und f-Untereinheiten,
Produkte unterschiedlicher Gene und alternativem Spleilens,
gefunden!®® 7%, Darunter befindet sich eine neonatal exprimier-
te Untereinheit «,, die besonders interessant ist, weil sie ent-
wicklungsabhingig reguliert ist und eine sehr niedrige Affinitit
gegeniiber Strychnin aufweist!’!' 72, Neugeborene Miuse sind
daher relativ unempfindlich gegeniiber Strychnin; die Ursache
hierfiir ist der Ausstausch einer einzigen Aminosdure in der
a-Untereinheit des Glycinrezeptors!’2!,

Die bedeutendste Entdeckung in Zusammenhang mit dem
Glycinrezeptor war seine Ahnlichkeit mit dem nicotinischen
Acetylcholinrezeptor!®® 2, Die Primdrstrukturen der Unter-
einheiten des Glycinrezeptors gleichen sich nicht nur unterein-
ander, sondern auch in bezug auf andere Typ-I-Rezeptoren (mit
Ausnahme der Glutamatrezeptoren). Hydropathie-Diagramme
weisen darauf hin, daB sie sich mdglicherweise auch in ihrer
Transmembranfaltung dhneln. Glycin-, GABA- und nicotini-
sche Acetylcholinrezeptoren werden daher zu einer Uberfamilie
zusammengefalit, deren Mitglieder sich eventuell wihrend der
Evolution aus einem gemeinsamen Utrrezeptor entwickelt ha-
ben!73),

Doch diese Details und viele dieser Art sind Gegenstand von
spezicllen Ubersichten. In diesem Aufsatz mdchte ich nur immer
wieder auf die Rolle hinweisen, die Toxine in der Rezeptorfor-
schung gespielt haben. Durch Bindungstests und Photoaffini-
tatsmarkierungen fithren Toxine zur Isolierung und Aufkldrung
eines Rezeptors. Sie sind Voraussetzungen fiir die Klonierung
und Séquenziereung entweder von genomischer DNA oder von
c¢DNA (weil hierfiir Oligonucleotidsonden bendtigt werden, die
sich aus Teilsequenzen des jeweiligen Rezeptors ableiten). Der
Beweis dafiir, daB die klonierte und sequenzierte DNA tatsdch-
lich fiir den gewlnschten Rezeptor kodiert, erfordert deren Ex-
pression in einem heterologen System, beispielsweise in Xeno-
pus-Oocyten. Dort kann man die Identitit des Rezeptors
elektrophysiologisch testen; ein Kriterium dafiir, dal man nach
der Expression den richtigen und kompletten Rezeptor erhalten
hat, ist dessen Reaktion auf Agonisten und Antagonisten, ein-
schlieBlich der Toxine. Diese schrittweise Methode wurde inzwi-
schen in der Rezeptorforschung zur Routine, und im folgenden
wird ein weiteres klassisches Beispiel hierfiir vorgestellt.
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3.8. a-Neurotoxine und der nicotinische
Acetylcholinrezeptor

Einen Transmitterrezeptor kennen wir relativ genau, nicht
zuletzt, weil der Werkzeugkasten, den die Natur uns zu seiner
Untersuchung an die Hand gab, besonders reich an Toxinen
ist!7#1. Es handelt sich um den nicotinischen Acetylcholinrezep-
tor des peripheren!” und des zentralen!”*! Nervensystems von
Vertebraten. Er soll hier kurz dargestellt werden, um dabei die
Effizienz einiger dieser Werkzeuge bei der Sammlung von expe-
rimentellen Daten, vor allem wihrend der vergangenen zwei
Jahrzehnte, vorzustellen.

Mitte des neunzehnten Jahrhunderts, fiinfzig Jahre bevor die
Wissenschaft irgendetwas iiber Synapsen und Rezeptoren wu-
Bte, identifizierte C. Bernard die Nervenimpulsiibertragung auf
den Muskel — heute wiirden wir es als die neuromuskulire End-
platte bezeichnen — als den Ort, an dem das Pfeilgift Curare
wirkt![7¢l. Man kann darin den ersten Schritt auf dem Weg der
Aufklarung der Prozesse sehen, die der Nervenimpulsiibertra-
gung zugrunde liegen. Es dauerte jedoch noch bis in die frithen
siebziger Jahre unseres Jahrhunderts, bis ein anderes Toxin von
zentraler Bedeutung bei der Identifizierung, Isolierung und de-
taillierten Strukturanalyse des eigentlichen molekularen An-
griffspunkts von D-Tubocurarin, einer der neurotoxischen
Komponenten des Pfeilgifts, war.

Dieses andere Toxin war o-Bungarotoxin der Kraits-Gift-
schlange Bungarus multicinctus, das zu einer ganzen Familie
homologer Peptidtoxine aus dem Schlangengift der Arten Elapi-
dae und Hydrophiidae, zu denen die zahlreichen Spezies der
Cobras und Seeschlangen zihlen, gehért. Chang und Leel””
zeigten, dall das Toxin die Impulsiibertragung an der neuromus-
kuldren Endplatte blockiert, an jener Synapse also, die Acetyl-
cholin als Transmitter fiir die Ubertragung von Nervenimpulsen
auf die gestreifte Muskulatur verwendet. (Die glatte Muskulatur
und der Herzmuskel verwenden einen anderen Synapsentyp, der
allerdings ebenfalls Acetylcholin nutzt. Diese Synapsen reagie-
ren auf andere Toxine, vor allem auf pflanzliche Alkaloide wie
Atropin und Muscarin. Sie werden muscarinisch cholinerg!’®in
Analogie zu nicotinisch cholinergen Synapsen, die Gegenstand
dieser Ubersicht sind, genannt; Abb. 9).

a-Bungarotoxin war wie das Strychnin beim Glycinrezeptor
der Haken, an dem der nicotinische Acetylcholinrezeptor aus
seiner Membranumgebung extrahiert wurde!”- 771, Es assoziiert
mit sehr hoher Affinitit (K, =10~ "' M) und extremer Selektivi-
tdt mit einem der zahlreichen Proteine der postsynaptischen
Membran, die im Fall der neuromuskulédren Endplatte die Mus-
kelmembran selbst ist. Jenes integrale Membranprotein ist der
nicotinische Acetylcholinrezeptor, das Molekiil, das den Trans-
mitter Acetylcholin nach seiner Freisetzung aus der prasynapti-
schen Nervenendigung bindet. In der Nédhe des Rezeptors befin-
den sich noch andere Acetylcholin-bindende Proteine, wie die
Acetylcholinesterase, die den Nervenimpuls durch die Hydroly-
se des Transmitters beendet. Diese Proteine weisen keinerlei si-
gnifikante Affinitdt gegeniiber a-Bungarotoxin auf; gerade mit
a-Bungarotoxin konnte gezeigt werden, dal3 die Acetylcholin-
esterase und der Acetylcholinrezeptor unterschiedliche Molekii-
le sind!”®. Urspriinglich hatte man vermutet, daf3 die Esterase
gleichzeitig auch der Rezeptor ist, vielleicht indem sie die post-
synaptische Membran dadurch depolarisiert, da3 sie Kationen
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Abb. 9. Neurotoxine der cholinergen Synapse. A: Toxine, die zur Unterscheidung
von Rezeptortypen verwendet werden (Unterscheidung nicotinischer von mus-
carinischen Rezeptoren); Nicotin und Muscarin sind Agonisten, D-Tubocurarin
und Atropin kompetitive Antagonisten. B: Toxine, die zur Unterscheidung von
Rezeptordomiinen dienen (Unterscheidung von R- und E-Domine des nicotini-
schen Acetyicholinrezeptors; siehe Text). a-Neurotoxin (Erabutoxin b) wirkt als
kompetitiver Antagonist, Histrionicotoxin als nichtkompetitiver Antagonist und
Kanalblocker.

an der Kontaktfldche zwischen dem Enzym und seiner Lipidum-
gebung hindurchtreten 146t[8%,

Die Methode, durch die ein Rezeptor definiert und quantifi-
ziert wird, ist der Bindungstest. Tritiiertes a-Bungarotoxin!®!!
wurde zur Bestimmung der Rezeptormenge verwendet, die bei-
spielsweise in einem Gewebe oder in den Fraktionen einer affini-
titschromatographischen Trennung von in Detergens geldsten
Membranproteinen enthalten ist. In einem typischen Bindungs-
test82! wird hierbei eine Proteinfraktion mit *H-x-Bungaroto-
xin inkubiert. Nach Aquilibrierung wird die Inkubationsmi-
schung durch einen Filter mit Kationenaustauscher-
Eigenschaften gegossen, auf dem der Rezeptor und das gebun-
dene radioaktive Toxin zuriickgehalten werden. Ungebundenes
Toxin lduft hindurch und wird weggewaschen. Die Radioaktivi-
tit der Substanz auf dem Filter ist somit ein direktes MaB fiir die
Anzahl der Bindungsstellen (entspricht der Anzahl der Rezep-
tormolekiile oder, falls der Rezeptor mehr als eine Bindungsstel-
le hat, eines ganzzahligen Bruchteils davon) in dieser Proteinmi-
schung.

Ebenso wurde fluoreszierend oder radioaktiv markiertes a-
Bungarotoxin dazu verwendet, Rezeptoren im extra- oder sub-
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synaptischen Bereich der Endplatte zu lokalisieren und zu ziih-
len. Subsynaptisch sind ca. 20000 Rezeptoren pro um? vorhan-
den.

Mit diesem Werkzeug zur Hand wurde der nicotinische Ace-
tylcholinrezeptor schon bald bis zur Homogenitit gereinigt und
biochemisch charakterisiert. Diese Arbeit geht vor allem auf
Jean-Pierre Changeux et al. am Pasteur-Institut in Paris zuriick,
aber auch - mitunter in heftiger Konkurrenz — auf Arthur Kar-
lin (New York), Michael Raftery (Pasadena), die Eldefrawis
(Baltimore), Eric Barnard (London) und viele andere. AuBer
den Toxinen als Werkzeug stellte die Natur noch eine weitere
wesentliche Hilfe zur Verfiigung, und zwar das elektrische Ge-
webe von Zitteraalen und Zitterrochen (Electrophorus electricus
bzw. Torpedo spc.). David Nachmansohn®?! hatte beobachtet,
daB diese Gewebe extrem reich an cholinerger Innervierung
sind. Dadurch wurde die Isolierung von Rezeptorprotein im
Milligramm-Mafistab moglich. Es stellte sich heraus, dafy der
Fischrezeptor wihrend der Evolution weitgehend konserviert
blieb und in seiner Biochemie, Elektrophysiologie, Immunolo-
gie, Pharmakologie und Toxikologie dem homologen Rezeptor
hoherer Vertebraten, einschlieBlich dem des Menschen, sehr
dhnlich ist.

Bevor ich mit dem Thema Toxine als Werkzeuge fortfahre,
sollen einige der biochemischen Eigenschaften des nicotinischen
Acetylcholinrezeptors zusammengefafit werden, soweit sie die
Basis fiir unsere Diskussion der gegenwirtigen Nutzung von
Toxinen bei der Untersuchung der Struktur-Funktions-Zusam-
menhinge sind.

Der nicotinische Acetylcholinrezeptor(®-7-84~ 881 aug Torpedo
californica ist ein heteropentameres Glycoprotein der Masse
290000 Da. Er setzt sich aus zwei identischen Polypeptidketten
(o, scheinbares M, = 40000 Da, 437 Aminosiduren) und drei
sich unterscheidenden (i, scheinbares M, ~ 50000 Da, 469
Aminosduren; y, scheinbares M, =~ 60000 Da, 489 Aminosidu-
ren und 8, scheinbares M, & 65000 Da, 501 Aminosduren) zu-
sammen. Die Quartirstruktur des Rezeptors ist somit o,fyJ.
Alle Untereinheiten sind glycosyliert, alle sind phosphoryliert,
und alle durchspannen die Membran. Als die Primdrstrukturen
der Polypeptidketten aus den Sequenzen der entsprechenden,
klonierten cDNAs abgeleitet wurden®® ™92, folgerte man, daB
je vier Sequenzbereiche hydrophober Aminosduren, ca. 22 Ami-
nosiuren lang, die in allen Untereinheiten auftreten, dazu die-
nen, die Membran je viermal zu durchspannen®*!. Bis vor kur-
zem wurde vorausgesagt, daf} jene Transmembransequenzen
sich zu a-Helices anordnen!®#, doch heute sind wir sicher, daB
einige davon f-Striange bilden. Die C- und die N-Termini der
Ketten befinden sich auf der extrazelluliren Seite der Membran.
Die Primérstrukturen der vier unterschiedlichen Untereinheiten
sind dhnlich, ein Hinweis darauf, daB sie frithzeitig wihrend der
Evolution aus einem gemeinsamen Vorldufer-Gen hervorgin-
gen!®®! Ich erwihnte bereits ihre Ahnlichkeit mit anderen Mit-
gliedern der Uberfamilie der Liganden-regulierten Ionen-
kanilels°

Soviel zur Struktur des nicotinischen Acetylcholinrezeptors.
Zu seiner Funktion erwihnte ich bereits, daB er die Kationen-
permeabilitit der postsynaptischen Membran reguliert. In der
oben beschriebenen Struktur miissen daher zwei funktionelle
Bereiche zu finden sein: eine Tasche, die Acetylcholin (und o-
Neurotoxin) bindet, und ein Ionenkanal, der durch sie reguliert
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wird. Da der Ligandenbindungsbereich und der Ionenkanal
miteinander auf dieselbe Weise interagieren wie das aktive und
das regulatorische Zentrum bei allosterischen Enzymen und
Transportproteinen!®® 71 muf es wie bei diesen einen dritten
funktionellen Bereich im Acetylcholinrezeptor geben, der diese
Interaktion vermittelt. Diese postulierte, dreiteilige Struktur
stimmt mit der allgemeinen Rezeptorarchitektur™” {iberein.
Diese besteht aus einem signalempfangenden, d.h. den Ligan-
den bindenden Bereich R, einem Effektorbereich E, der den
Effekt vermittelt, den das Signal auf die Zielzelle haben soll, und
einer Transduktor genannten libertragenden (transduzierenden)
Struktur T, die R und E miteinander verbindet. Das RTE-Re-
zeptorkonzept ist die Basis der Klassifizierung von Rezeptoren
in die dret Typen Typ I, IT und III. Letzteres sind die Wachs-
tumshormonrezeptoren, die nicht Gegenstand dieses Aufsatzes
sind. Unter den Neurotransmitterrezeptoren definiert man den
Typ I als diejenigen Rezeptoren, bei denen R, T und E (meist ein
Tonenkanal) in einem einzigen Protein integriert vorliegen. Im
Unterschied dazu befinden sich bei Typ-I1-Rezeptoren R, T und
E (das hier meist ein Enzym ist, wenn auch in neuerer Zeit
diverse Ionenkanile gefunden wurden) auf unterschiedlichen
Proteinen, die mit biochemischen Methoden voneinander zu
trennen sind. Beispiele von Typ-I-Rezeptoren sind der nicotini-
sche Acetylcholinrezeptor, der GABA ,- und der Glycinrezep-
tor, ferner einige Subtypen der Glutamat- und Serotoninrezep-
toren. Zu den Typ-II-Rezeptoren gehdren die S-adrenergen
Rezeptoren, die muscarinischen Acetylcholinrezeptoren, die
Rezeptoren fiir Opiate und andere Neuropeptide sowie die Do-
paminrezeptoren7!,

Wenn die Struktureinheiten R, T und E bei den Typ-I-Rezep-
toren keine separierbaren Molekiile sind, ist es eine um so
schwierigere Aufgabe, sie in der Proteinstruktur aufzufinden.
Auch hier waren wieder die Neurotoxine unverzichtbare Werk-
zeuge, wobei nochmals der nicotinische Acetylcholinrezeptor
als Beispiel fiir ihre Anwendbarkeit herangezogen werden soll.
Die a-Neurotoxine sind antagonistische Liganden von R4,
wihrend andere, meist niedermolekulare Toxine spezifisch an
den Tonenkanal E binden'®7. T, der Teil des Rezeptors, der den
Effekt der Ligandenbindung auf den Ionenkanal iibertrigt,
wurde ebenfalls im Ionenkanal oder in seiner unmittelbaren
Nihe aufgefunden®®l.

3.9. Sezieren eines Rezeptors: R, der Signalempfingerteil

Der nicotinische Acetylcholinrezeptor wurde nach dem Nico-
fin benannt, einem toxischen Pflanzenalkaloid, das wie der na-
tiirliche Transmitter Acetylcholin als Agonist wirkt (Abb. 9).
Um dieselbe Bindungsstelle konkurrieren mit den Agonisten die
kompetitiven Antagonisten, unter denen Toxine wie die a-Neu-
rotoxine aus Schlangengift und das Pfeilgift D-Tubocurarin zu
den wirkungsvollsten gehoren. Die Bindungsstellen fiir Agoni-
sten und kompetitive Antagonisten werden gegenwartig durch
Affinitdtsmarkierung in Kombination mit Mikrosequenzierung
und durch gerichtete Mutagenese kartiert. Es gibt pro Rezeptor-
molekiil zwei dieser Bindungsstellen, je eine auf den beiden a-
Untereinheiten. Mit Hilfe von *H-«-Bungarotoxin und diversen
Techniken (zusammengefaft in Lit.”) wurde gezeigt, daB die
Aminosiuresequenz 180-200 der z-Untereinheit unmittelbar
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an der Toxinbindung beteiligt ist. Interessanterweise weist der
Rezeptor von Schlangen in diesem Bereich mehrere Mutationen
auf, durch die die Affinitdt und somit die Toxizitit der Schlan-
gengifte herabgesetzt wird®?!.

Neuere Experimente haben gezeigt, daB3 auch andere Unter-
einheiten an der Toxinbindung beteiligt sind. Die Photoaffini-
tatsmarkierung des membrangebundenen Rezeptors mit radio-
aktiven Derivaten von D-Tubocurarin!!°® und «-NeurotoxinI1
aus einem Cobragift!*°! zeigten, daB die y- und die §-Unterein-
heiten dieser Toxine ebenfalls inkorporiert sind. Genauer gesagt
reagierte eine zur a-Untereinheit benachbarte Polypeptidkette
nur dann mit dem «-Neurotoxin, wenn dieses eine photoakti-
vierbare Gruppe in einer ganz spezifischen Position, und zwar
am Lysinrest-26, aufweist (Abb. 10)1*°2], Befand sich die pho-

Histrionicotoxin

200004

SOOI
BIRRI IR
Ry,

Abb. 10. Modell des nicotinischen Acetylcholinrezeptors, des Prototyps der
Liganden-regulierten Jonenkanile, der weitgehend mit Hilfe von Neuro-
toxinen charakterisiert wurde. « -6 geben die Strukturuntereinheiten des Rezep-
tors an.

toaktivierbare Gruppe am Lysinrest-46, fand die Reaktion aus-
schlieBlich mit den o-Ketten statt. Ferner war durch Bindungs-
studien gezeigt worden, dall die beiden x-Ketten, obwohl sie
identische Primérstrukturen haben, unterschiedliche Affinita-
ten gegeniiber ihren Liganden aufweisen!* 3! ein Hinweis auf
den Einflul3 der benachbarten Untereinheiten auf das Bindungs-
verhalten. Kompetitionsexperimente mit photoaktivierbaren
Toxinderivaten (Photogruppe in Position Lys-26) zeigten, daB
sich die a-Untereinheit mit der hoheren Affinitdt neben der y-
Struktur, die mit der niedrigeren Affinitit sich neben der 5-Ein-
heit befindet. Symmetrietiberlegungen sprechen demnach fir
eine ayafé-Struktur® ™ anstelle einer afayd-Anordnung!!°# in
der Quartérstruktur (Abb. 10).

Zur Zeit wird die Rezeptoroberfliche und die Quartirstruk-
tur detailliert mit Hilfe von o-Neurotoxinen als Werkzeugen
kartiert. Auch ohne Rontgenstrukturanalyse wird dies ein drei-
dimensionales Bild — zumindest eines Teils des Rezeptors — erge-
ben. Dieses Vorgehen erscheint besonders aussichtsreich, da die
genauen Tertidrstrukturen der Neurotoxine aufgrund von
Rontgenstrukturuntersuchungen an den kristallinen Prote-
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inen1%4~ 1081 ynd von NMR-Untersuchungen der Toxine in Lo~
sung!1077 1091 bekannt sind (siche Abb. 9 B). Fiihrt man photo-
reaktive Gruppen in definierte Positionen ein, kann man diese
buchstiblich als MeBlatten zur Vermessung der Rezeptortopo-
graphie verwenden!!92: 1101,

3.10. E, der Ionenkanal als das Effektorsystem des
Rezeptors

Neben den kompetitiven gibt es auch nichtkompetitive Anta-
gonisten (siche Abb. 9B), die die Bindung des Agonisten an R
zwar nicht verhindern, aber trotzdem die Antwort, d.h. den
Ionenflufl durch den Kanal, inhibieren. Neurotoxine ermdglich-
ten es zu zeigen, daB nichtkompetitive Antagonisten unmittel-
bar an E, den Ionenkanal, binden und ihn dadurch sterisch
(oder allosterisch) blockieren!”- °%:°7), Eines dieser Kanal-blok-
kierenden Neurotoxine ist das Histrionicotoxin, das man aus
der Haut von siidamerikanischen Froschen der Art Dendrobates
isolieren kann. Histrionicotoxin wurde zu dem wichtigsten
Werkzeug bei der Identifizierung des Ionenkanals innerhalb des
Rezeptorproteinst* - 1121 Die entscheidenden Kriterien fiir die
Einstufung einer Substanz als Liganden des lonenkanals sind
die Spannungsabhingigkeit ihrer inhibitorischen Aktivitdt und
thre Kompetition im Bindungstest mit dem erwiesenen Kanal-
liganden Histrionicotoxin®®”). Nach diesen Kriterien!*!3:114]
wurde ein niedermolekulares organisches Kation, das Triphe-
nylmethylphosphonium-lon TPMP™*, als Photoaffinitétsrea-
gens eingefithrt, mit dem die Kanalwand kovalent markiert
und mit Hilfe proteinchemischer Methoden identifiziert wur-
det! '+ 1151 Dag {iberraschende Ergebnis dieser Versuche war,
daB jede der Rezeptoruntereinheiten durch TPMP™* in einer
homologen Position markiert wurde!**3! und somit die fiinf
Untereinheiten eine homologe Aminosduresequenz zur Wand
des Kanals betsteuern. Diese Sequenz ist einer der vier hydro-
phoben Stringe, von denen man annimmt, daf sie die Membran
in Form von a-Helices durchspannen!?l. Genauer gesagt, han-
delt es sich um die vermutete Transmembranhelix M2. Daher
konnte, letztlich mit Histrionicotoxin als Werkzeug, erstmals
der Ionenkanal eines Rezeptors beschrieben werden (Abb. 10):
E, der Tonenkanal des Acetylcholinreceptors, wird zumindest
teilweise von den fiinf putativen Transmembranhelices M2 der
Rezeptoruntereinheiten gebildet! 13- 1161,

Dieses Ergebnis stimmt mit Daten {iberein, die mit ganz ande-
ren experimentellen Methoden gewonnen wurden, z.B. mit re-
kombinanter DNA-Technologie in Verbindung mit der Patch-
clamp-Elektrophysiologie!*!”-118),

3.11. T, der Transduktor des Rezeptors?

Der Transduktor, der Teil des Rezeptors, der R mit E verbin-
det, wurde durch gerichtete Mutagenese und nicht durch Neuro-
toxine identifiziert. Es stellte sich heraus, daf3 diese Funktion in
denselben Strukturen zu suchen ist, die auch den Ionenkanal
bilden, also in dem Trichter, der von den Transmembranhelices
M2 gebildet wird!*19- 1201,

Angew. Chem. 1995, 107, 23-36



Neurotoxine

AUFSATZE

4. SchluBbemerkung

Diese Ubersicht itber die neuerliche Zunahme neurochemi-
scher Entdeckungen, die auf der Anwendung von Neurotoxinen
als Werkzeugen beruhen, mag den falschen Eindruck hervorru-
fen, als seien diese Werkzeuge auf synaptische Mechanismen
beschridnkt. Dies entspricht nicht den Tatsachen. Man konnte
diese Ubersicht auf ganz andere Gebiete ausdehnen, z. B. auf
den axonalen Transport, die neuronale Entwicklung usw. In
Anbetracht des Erfolgs dieser Technik auf einigen Gebieten und
der kontinuierlichen Entdeckung neuer Neurotoxine, kann man
mit Sicherheit spannende Anwendungen dieses ““Werkzeugka-
stens” in der zukiinftigen neurochemischen Forschung voraus-
sagen.

Ich danke Prof. Dr. Victor Tsetlin filr fruchtbare Zusammenar-
beit und Diskussionen. Die Abbildungen 3 und 10 wurden von Frau
K. von Etzel gezeichnet. Die in diesem Aufsatz erwdhnten Arbei-
ten aus meiner Arbeitsgruppe wurden durch das Land Berlin, die
Deutsche Forschungsgemeinschaft (Sfb 312) und den Fonds der
Chemischen Industrie finanziert.
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