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Spannungsgesteuerte Natriumkan�le (voltage-gated sodium
channels, VGSCs) spielen eine Schl�sselrolle f�r die elektri-
sche Aktivit�t von Neuronen und anderen erregbaren
Zellen.[1] Bestimmte VGSC-Subtypen (NaV1.3, 1.7, 1.8 und
1.9) werden im peripheren Nervensystem exprimiert und
vermitteln die �bertragung von Signalen, die zur Wahrneh-
mung verschiedener Formen von Schmerz, wie Nozizeption
(NaV1.8) und akutem inflammatorischem (NaV1.7) und neu-
ropathischem (NaV1.2) Schmerz f�hren.[2] Daher sind VGSCs
potentielle Ziele f�r neue Analgetika, idealerweise solche mit
hoher Spezifit�t f�r bestimmte Kan�le. Unter den bekannten
Natriumkanal-Antagonisten sind m- und mO-Conotoxine aus
den Giften mariner Kegelschnecken wegen ihres analgeti-
schen Potentials von besonderem Interesse.[2a, 3] m-Conotoxine
sind 14- bis 26-mere Peptide mit 6 Cysteinresten (Tabelle S1
in den Hintergrundinformationen).[4] Sie inhibieren musku-
l�re und/oder neuronale VGSCs, indem sie die Kanalpore
blockieren.[5] Die spezifische Verteilung der Cysteinreste,
CCXnCXnCXnCC, verleiht der dreidimensionalen Struktur
dieser Toxine eine konformationelle Restriktion durch Aus-
bildung von drei Disulfidbindungen. Es ist allgemein akzep-
tiert, dass die native Faltung der Toxine folgende Konnekti-
vit�t zeigt: Cys1–Cys4, Cys2–Cys5 und Cys3–Cys6 (Numme-
rierung entsprechend der Reihenfolge in der Aminos�ure-

sequenz).[3, 5b] Dreidimensionale Strukturen sind jedoch nur
f�r eine Auswahl von m-Conotoxinen verf�gbar: PIIIA,[6]

GIIIA,[7] GIIIB,[8] TIIIA,[2c] SmIIIA,[9] SIIIA[10] und KIIIA[11]

(Tabelle S1).
Bei der Synthese Disulfid-verbr�ckter Conopeptide ist

die Oxidation zum korrekt gefalteten Isomer der schwierigste
Schritt, der durch eine hohe Anzahl an Cysteinen zus�tzlich
noch erschwert wird. m-Conotoxine mit ihren sechs Cystein-
resten kçnnen bei der Oxidation f�nfzehn verschiedene Di-
sulfid-verbr�ckte Isomere bilden, wobei man davon ausgeht,
dass bestimmte Konformationen energetisch beg�nstigt
sind.[12] Biologische Aktivit�t nicht nativ gefalteter Isomere
von m-Conotoxinen konnte bisher nicht nachgewiesen
werden, und die Rolle des konservierten Musters der Disul-
fidkonnektivit�t ist ebenfalls noch unklar. Das nicht nativ
gefaltete Isomer des 15-meren a-Conotoxins AuIB (zwei
Disulfidbindungen) zeigte aber beispielsweise eine nahezu
zehnfach grçßere Potenz als das nativ gefaltete Peptid.[13]

Dieses Ergebnis sowie die weit grçßere Komplexit�t der
dreifach Disulfid-verbr�ckten m-Conotoxine machte uns auf
deren Vertreter m-PIIIA aus der Kegelschnecke Conus pur-
purascens aufmerksam (Abbildung 1).[5d, 6, 14]

Wir haben die NMR-Struktur von m-PIIIA, das aus syn-
thetischem Material durch oxidative Faltung in w�ssriger
Lçsung gewonnen wurde,[15] in Lçsung bestimmt. Im Resultat
der Synthese wurde dabei die reproduzierbare Bildung ver-
schiedener Disulfid-verbr�ckter Peptidisomere beobachtet
(Abbildung 1a–c und S1). Die drei Hauptkomponenten des
Rohprodukts, bezeichnet als m-PIIIA-1, -2 und -3 (1–3),
wurden gereinigt und weiteren Analysen unterzogen (Ab-
bildung S2, Tabellen S2–S5). Das Auftreten verschiedener m-
PIIIA-Isomere in einer aus oxidativer Faltung gewonnenen
Mischung konnte zwar bereits zuvor gezeigt werden, jedoch
wurde f�r diese Peptide keine Strukturanalyse durchge-
f�hrt.[14a,c]

Die Lçsungsstruktur von synthetisch hergestelltem m-
PIIIA ist ebenfalls bereits ermittelt worden,[6] und dar�ber
hinaus wurde das Vorhandensein einer Haupt- und Neben-
konformation basierend auf dem Auftreten von cis/trans-
Isomerisierung an der Phe7-Hyp8- und/oder Lys17-Hyp18-
Peptidbindung diskutiert. Allerdings wurde die dreidimen-
sionale Struktur nur f�r das Hauptisomer bestimmt (PDB ID:
1R9I) und f�r das Nebenisomer lediglich modelliert.[6]

Die Struktur der m-PIIIA-Isomere 1 und 2 (Abbildung 1c)
wurde durch 1H-NMR-Spektroskopie ermittelt. Die gute
Verteilung der chemischen Verschiebung der R�ckgrat-1H-
Resonanzen f�r m-PIIIA-1 und m-PIIIA-2 erlaubte eine ein-

[*] A. A. Tietze, T. K�hl, Prof. Dr. D. Imhof
Pharmazeutische Chemie I, Pharmazeutisches Institut
Universit�t Bonn, Br�hler Straße 7, 53119 Bonn (Deutschland)
E-Mail : dimhof@uni-bonn.de

Dr. D. Tietze, Prof. Dr. G. Buntkowsky
Eduard-Zintl-Institut f�r Anorganische und Physikalische Chemie
Technische Universit�t Darmstadt
Petersenstraße 20, 64287 Darmstadt (Deutschland)

Dr. O. Ohlenschl�ger, A. Mischo, Dr. M. Gçrlach
Biomolekulare NMR-Spektroskopie
Leibniz-Institut f�r Altersforschung, Fritz-Lipmann-Institut
Beutenbergstraße 11, 07745 Jena (Deutschland).

Dr. E. Leipold, F. Ullrich, T. K�hl, Prof. Dr. S. H. Heinemann
Lehrstuhl f�r Biophysik, Center for Molecular Biomedicine, Fried-
rich-Schiller-Universit�t Jena und Universit�tsklinikum Jena
Hans-Knçll-Straße 2, 07745 Jena (Deutschland)

[**] Wir danken Prof. C. Hertweck (HKI Jena) f�r die Nutzung des
MALDI-TOF-MS/MS-Instruments und Dr. U. Neugebauer (IPHT
Jena) f�r die Aufnahme der Raman-Spektren. Diese Arbeit wurde
finanziell unterst�tzt durch die Friedrich-Schiller-Universit�t Jena,
den Freistaat Th�ringen und das Bundesministerium f�r Bildung
und Forschung.

Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201107011 zu finden.

.Angewandte
Zuschriften

4134 � 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2012, 124, 4134 –4137



deutige Resonanzzuordnung und lieferte einen ersten Hin-
weis auf eine gut definierte Struktur dieser Peptide. Drei der
vier X-Hyp-Peptidbindungen in m-PIIIA-1 und -2 wurden,
basierend auf der Beobachtung eines starken Kern-Over-
hauser-Effekts zwischen Ha

i-H
d

i+1 und der Abwesenheit von
Ha

i-H
a

i+1-Kreuzsignale f�r die Phe7-Hyp8- und Lys17-Hyp18-
Peptidbindungen, jeweils als trans festgelegt. F�r m-PIIIA ist
dies konsistent mit den Ergebnissen von Nielsen und Mitar-
beitern.[6] Die Lçsungsstruktur der m-PIIIA-Isomere 1 und 2
wurde anhand der NOE-Daten berechnet (Tabelle S5). Die
Struktur beider m-PIIIA-Isomere ist durch eine kompakte
globale Faltung charakterisiert (Abbildung S3 a,b), Amino-
s�uren mit langen Seitenketten sind nach außen, in das Lç-
sungsmittel, gerichtet (Abbildung 1c). Insgesamt unterschei-
den sich jedoch die Strukturen beider Isomere stark vonein-
ander (Standardabweichung (rmsd) gesamt: 5.68 �). Aller-
dings zeigen beide Isomere auch a-helikale Elemente zwi-
schen Phe7 und Arg12, die mit einer R�ckgrat-rmsd von
0.46 � �berlagern. Die Disulfidverbr�ckungen der Peptide
wurden durch Auswertung der NOEs zwischen den Cystein-
resten best�tigt und lagen bei m-PIIIA-1 zwischen Cys4–
Cys21, Cys5–Cys22 und Cys11–Cys16, was sich in der Inten-
sit�t der entsprechenden diagnostischen NOE-Kreuzsignale

Cys11Ha–Cys16Hb (mittel), Cys11Ha–Cys16HN (schwach)
und Cys5Ha–Cys22Hb (mittel) widerspiegelt. Hingegen
wurde ein anderes Verbr�ckungsmuster (Cys4–Cys16, Cys5–
Cys21 und Cys11–Cys22) f�r m-PIIIA-2 identifiziert, ange-
zeigt durch NOE-Kreuzsignale f�r Cys4Hb–Cys16Hb (stark),
Cys5Hb–Cys22Hb (schwach) und Cys11Hb–Cys22Hb (stark).
Demgegen�ber schien das dritte Isomer m-PIIIA-3 zu flexibel
f�r eine Strukturbestimmungzu sein, was sich an der niedri-
geren Dispersion der Protonenresonanzen zeigte (Abbil-
dung S4). Diese erhçhte Flexibilit�t ist durch eine Disulfid-
konnektivit�t zwischen Cys4–Cys5, Cys11–Cys16 und Cys21–
Cys22 bedingt, die mittels Trypsin-Proteolyse und MALDI-
TOF-MS/MS nachgewiesen werden konnte (Abbildung S5).

Ein genauerer Blick auf die drei Isomerstrukturen zeigt,
dass nur m-PIIIA-2 die f�r native m-Conotoxine als typisch
beschriebene Cysteinverbr�ckung enth�lt. Daher haben wir
die biologische Aktivit�t der m-PIIIA-Isomere 1–3, auf ihre
Potenz hin untersucht, den heterolog in HEK-293-Zellen
exprimierten Skelettmuskelkanal NaV1.4 zu blockieren (Ab-
bildung 2 und S6). �berraschenderweise blockierten alle drei
unterschiedlich gefalteten Isomere NaV1.4-vermittelte Io-
nenstrçme, die elektrophysiologisch in der Whole-cell-Kon-
figuration der Patch-Clamp-Methode gemessen wurden. Die

Abbildung 1. Untersuchung von m-PIIIA-Oxidationsprodukten. a) RP-HPLC-Chromatogramm von m-PIIIA aus oxidativer Faltung in Puffer unter
Zusatz von GSH/GSSG bei 4 8C unter Argonatmosph�re.[14c, 15a,b] Die Elution erfolgte auf einer Vydac-C18-S�ule (250 � 4.6 mm) mit den Laufmitteln
A (Wasser/0.1% TFA (Trifluoressigs�ure)) und B (Acetonitril/0.1% TFA) und dem linearen Gradienten: 10–40% Eluent B in 30 min. MALDI-TOF-
Massenspektren der Peptide 1 (m-PIIIA-1), 2 (m-PIIIA-2) und 3 (m-PIIIA-3) im Vergleich zur reduzierten Form 4. Die [M+H]+-Peaks bei m/z
2610.20 Da (reduzierte Vorstufe) und 2604.10 Da (oxidierte Produkte) sind markiert. b) Drei (1–3) von 15 mçglichen Disulfid-Konnektivit�ten der
m-PIIIA-Sequenz und Nummerierung der Cysteinreste in der Sequenz. Regionen zwischen den Cysteinen sind als Loopregionen definiert. c) NMR-
Lçsungsstrukturen von m-PIIIA-1 (links) und m-PIIIA-2 (Mitte) sowie ein strukturelles Modell des gestreckten m-PIIIA-3 (rechts).
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inhibitorische Aktivit�t, bestimmt in Experimenten mit un-
terschiedlichen Toxinkonzentrationen (Abbildung S6), ver-
ringerte sich in der Reihenfolge m-PIIIA-1 > m-PIIIA-2 >

m-PIIIA-3. Die mittleren Werte f�r die IC50 waren 46.7�
6.5 nm f�r m-PIIIA-1, 103.2� 9.9 nm f�r m-PIIIA-2 und
203.7� 25.7 nm f�r m-PIIIA-3, w�hrend vollst�ndig reduzier-
tes m-PIIIA nicht aktiv war (nicht gezeigt). Die beobachtete
Aktivit�t korreliert mit den CD-Daten (Abbildung S2), die
eine Verringerung der gefalteten Konformation in der Rei-
henfolge m-PIIIA-1> m-PIIIA-2> m-PIIIA-3> reduziertes m-
PIIIA nahelegen. Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass un-
gefaltetes m-PIIIA-Vorl�uferpeptid nicht in der Lage ist, eine
geeignete Konformation einzunehmen, um den NaV-Kanal zu
blockieren, und dass die Faltung von Isomer 1 gegen�ber der
bisher angenommenen nativen Faltung von Isomer 2 bevor-
zugt ist. Dies deutet darauf hin, dass m-PIIIA-1 potenter als
das m-PIIIA-2-Isomer ist, dessen Faltung als die native vor-
geschlagen wurde.[6]

Mitglieder der m-Familie von Conotoxinen diskriminieren
zwischen NaV-Kanal-Subtypen. F�r m-PIIIA ist beispielsweise
bekannt, dass es Tetrodotoxin-sensitive NaV-Kan�le (NaV1.2,
NaV1.4) inhibiert, eine Pr�ferenz f�r Muskel gegen�ber Nerv
zeigt und einen vernachl�ssigbaren Effekt auf TTX-resistente
NaV-Kan�le (NaV1.5) hat.[2c,6, 14b,c] Die molekulare Basis f�r
eine solche Kanalselektivit�t zu verstehen, ist essentiell f�r
die Entwicklung spezifischer VGSC-Inhibitoren auf Cono-
toxin-Basis. Im Kontext der Identifizierung kanalseitiger Li-
gandenbindungsstellen und dem daraus erlangten Verst�nd-

nis �ber die Wirkung von Conotoxinen konnten Unter-
suchungen, die auf Strukturen spannungsgesteuerter
Kaliumkan�le (VGPCs) basieren, k�rzlich Aufmerk-
samkeit erregen. Zum Beispiel zeigte der mittels NMR-
Spektroskopie untersuchte Komplex aus Charybdotoxin
(38-meres Peptid mit 6 Cysteinen) und der Kanalpore
von KcsA (Reste 1–132) einige Stellen auf der Ober-
fl�che des Kanalproteins, f�r die eine Interaktion mit
dem Toxin nach dem Schl�ssel-Schloss-Prinzip vorge-
schlagen wurde.[16] Ein anderes Beispiel ist der Komplex
aus Kalitoxin (38-meres Peptid mit 6 Cysteinen) und
einer Chim�re aus den Kan�len KcsA und Kv1.3, dessen
Struktur mittels Festkçrper-NMR-Spektroskopie be-
stimmt wurde.[17] Interessanterweise zeigten diese Stu-
dien, dass die lange Seitenkette von Lysin-27 (K27) in
die Kanalpore eindringt, w�hrend andere Aminos�uren
(R24, N30) mit langen Seitenketten den Kanal durch
zus�tzliche Interaktionen mit spezifischen Resten auf
der extrazellul�ren Seite des Proteins blockieren. Diese
Erkenntnisse f�hrten uns zu Vermutungen �ber die
Aktivit�t der verschiedenen m-PIIIA-Isomere im Zu-
sammenhang mit dem Vorhandensein eines konservier-
ten basischen Rests, Lysin oder Arginin (R14 in m-
PIIIA) in allen m-Conotoxinen, der zu K27 in Kalitoxin
homolog ist. Ein Vergleich der Strukturen von m-PIIIA-
1 und -2 zeigte eine erhçhte �hnlichkeit, ersichtlich aus
einem rmsd-Wert 1.13 � (Abbildungen S3 und S7) in
der R�ckgratregion bestehend aus den Aminos�uren 7–
15, wo sich R14 (Loop 2) befindet. m-PIIIA-2 weist eine
große �hnlichkeit zu der fr�her bestimmten NMR-Lç-
sungsstruktur von m-PIIIA (PDB ID: 1R9I, Abbildun-

gen S3 und S7) auf,[7b] insbesondere f�r die Reste 1–12 (N-
terminal). Es zeigt im Vergleich zu m-PIIIA1R9I eine verl�n-
gerte und regul�re a-Helix mit einer R�ckgrat-rmsd von
1.13 � f�r die Reste 4–13. Hingegen hat dieser Bereich in m-
PIIIA-1 eine R�ckgrat-rmsd von 2.35 �. Trotz unterschied-
licher Disulfidkonnektivit�ten offenbaren die drei Isomer-
strukturen von m-PIIIA eine vergleichbare Flexibilit�t und
eine dem Lçsungsmittel zugewandte Seitenkette R14. Diese
Erkenntnis kçnnte ihre generelle F�higkeit erkl�ren, den
VGSC NaV1.4 zu blockieren.

Um unsere Ergebnisse besser zu verstehen, haben wir
zus�tzlich Molekulardynamiksimulationen der drei Isomere
im Komplex mit NaV1.4 durchgef�hrt (Abbildungen S8–S12).
Die simulierte Struktur von NaV1.4 basiert auf der k�rzlich
publizierten Kristallstruktur des VGSC NaVAB[18] (Abbil-
dung S9). Passend zu den Ergebnissen der elektrophysiolo-
gischen Experimente blockierten in den Simulationen alle
Isomere die Kanalpore von NaV1.4 (Abbildung 3 und S10–
S12). Der Rest R14 von m-PIIIA-1 bindet dabei im Vergleich
zu m-PIIIA-2 und m-PIIIA-3 viel tiefer in der Pore, was uns zu
der Schlussfolgerung f�hrte, dass eine tiefere Insertion des
Toxins in die Pore eine Schl�sselvoraussetzung f�r eine
hochaffine Bindung sein kçnnte. �hnlich kçnnte die Isomer-
spezifische Toxinbindung an NaV1.4 den besseren IC50-Wert
f�r m-PIIIA-1 im Vergleich zu den Isomeren 2 und 3 erkl�ren.

Da sich die aktiven Isomere von m-PIIIA in ihrer Faltung,
nicht jedoch in ihrer prim�ren Aminos�uresequenz unter-
scheiden, stellen sie in jedem Fall interessante neue Werk-

Abbildung 2. Blockierung von Natriumkan�len durch m-PIIIA-Isomere. NaV1.4-
Natriumkan�le wurden transient in HEK293-Zellen exprimiert, und Natrium-
strçme wurden durch wiederholte Depolarisationen auf �10 mV hervorgeru-
fen. a) Repr�sentative Stromspuren vor (Kontrolle, schwarz) und 90 s nach
der Applikation von 1 mm des angezeigten m-PIIIA-Isomers (rot). b) Zeitver-
lauf des normalisierten Maximalstroms nach Toxinapplikation bei t = 0.
Durchgezogene Linien repr�sentieren Daten nach einfach-exponentieller An-
passung, die gef�llten Symbole zeigen die in (a) gezeigten Stromspuren an.
c) Mittlere Geschwindigkeitskonstante der Blockierung (kon, oben) und ermit-
telte IC50-Werte (unten) f�r die angezeigten Toxinisomere aus Experimenten
mit unterschiedlichen Toxinkonzentrationen (Abbildung S6).
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zeuge f�r die Strukturaufkl�rung und Untersuchung der
Funktionsweise spannungsgesteuerter Ionenkan�le dar. Da
unsere Ergebnisse neue und unerwartete Einblicke in die
Wirkung von m-Conotoxinen bieten, ohne dass wir daf�r die
chemische Zusammensetzung dieser Liganden ver�ndern
mussten, liefern die gewonnenen Erkenntnisse einen großen
Anreiz, auch die Forschung an Mitgliedern anderer Cono-
toxin-Familien zu intensivieren.

Eingegangen am 4. Oktober 2011,
ver�nderte Fassung am 22. Dezember 2011
Online verçffentlicht am 12. M�rz 2012
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Abbildung 3. MD-Simulationen gebundener m-PIIIA-Isomere:
a) m-PIIIA-1, b) m-PIIIA-2 und c) m-PIIIA-3 am Porenvorhof von NaV1.4
(Homologiemodell basierend auf dem VGSC NaVAB[18]). Zur besseren
�bersicht sind S5–S6 von DI–DIV ausgeblendet. Die P-Loops sind
grau dargestellt, die Aminos�urereste des DEKA-Selektivit�tsfilters sind
folgendermaßen markiert: Asp400 (orange), Glu755 (magenta),
Lys1237 (gelb), Ala1529 (rot). Die Peptidstrukturen (blau) repr�sentie-
ren die Konformationen nach MD-Simulation und die initialen Struktu-
ren (cyan) von m-PIIIA-1, mPIIIA-2 (energieminimierte NMR-Strukturen
dieser Peptide) und m-PIIIA-3 (MD-�quilibrierte Struktur nach 5.85 ns
Simulation). Die rmsd-Werte der Strukturen betragen 5.26 � (a), 2.89 �
(b) und 3.34 � (c). Alignments erfolgten entsprechend einem Algorith-
mus f�r multiple Strukturalignments (MUSTANG)[19] mit YASARA.[20]
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