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3 Einleitung

3.1 Serotonin

Serotonin oder 5-Hydroxytryptamin ist ein biogenes Amin, das als Mediator und Neuro-
transmitter wirkt und Vorlaufer von Melatonin ist. Die Biosynthese von Serotonin erfolgt
aus Tryptophan durch Hydroxylierung und anschliesende Decarboxylierung. Durch die
Monoaminoxidase und die Aldehydoxidase wird Serotonin zu 5-Hydroxyindolessigsaure

abgebaut und mit dem Harn ausgeschieden.

Serotonin hat als Neuromodulator und Neurotransmitter zahlreiche wichtige physio-
logische Funktionen sowohl im ZNS als auch im PNS und ist an vielfachen patho-
logischen Prozessen beteiligt. Als exzitatorischer Neurotransmitter beeinflusst Serotonin
auch Systeme wie die Epinephrin- und Dopaminausschittung im ZNS (Israili, 2001).

Von den ungefahr 10 mg Serotonin, welche im gesunden menschlichen Korper vor-
handen sind, befinden sich 90 Prozent in den enterochromaffinen Zellen des Gastro-
intestinaltraktes. Die restlichen 10 Prozent verteilen sich im ZNS (vor allem in den
Raphekernen) und in den Blutplattchen, hier vor allem in den Thrombozyten und in den
Granula der basophilen Granulozyten (Gupta et al., 1995). Dabei Ubernehmen die
enterochromaffinen Zellen des Gastrointestinaltraktes ungefahr 80 Prozent der Sero-

toninsynthese (Minami et al., 1996).

Serotonin vermittelt seine Wirkung Uber die untereinander sehr heterogenen 5-HT-Re-
zeptoren, von denen man 22 Subtypen unterscheidet, die sich in insgesamt 7 Familien
einteilen lassen (5-HT1-7).

Serotonin fihrt zu einer Beeinflussung des GefaRtonus der Arteriolen und fihrt je nach
dem betroffenen Gewebe zu einer Arteriolendilatation (Skelettmuskulatur) oder einer
Arteriolenkonstriktion (Lunge und Niere). Am Herzen wirkt 5-HT positiv inotrop und
chronotrop. An der glatten Muskulatur des Magen-Darm-Traktes, der Bronchien und in

geringem Masse des Uterus fuhrt Serotonin zu einer Tonisierung und Detonisierung.



Die Wirkungen im ZNS sind sehr komplex und Serotonin nimmt unter anderem Einfluss
auf die Stimmung, den Schlaf-Wach-Rhythmus, die Nahrungsaufnahme, die Schmerz-

wahrnehmung und die Kérpertemperatur (Pschyrembel, 2002).

Ein Mangel an Serotonin wird als Ursache der Entstehung von Depressionen diskutiert.
Emesis, eine haufige Nebenwirkung nach Chemotherapie oder postoperativ, ist eben-

falls auf die Serotonin-Wirkungen zuriickzufihren.

3.2 Der 5-HT;-Rezeptor: Typen, Aufbau und Lokalisation

Der 5-HT3-Rezeptor gehort zur Superfamilie der ligandengesteuerten lonenkanéle und
unterscheidet sich somit von den anderen Serotoninrezeptoren (5-HT;.7), welche alle-
samt G-Protein gesteuert sind und als metabotrope Rezeptoren bezeichnet werden
(Derkach et al., 1989; Kilpatrick et al., 1990).

Ligandengesteuerte lonenkanale werden direkt durch den Liganden, das heiBt durch
Bindung des Transmittermolekils, gedffnet. Bei metabotropen Rezeptoren hingegen
stellt das Rezeptorprotein selbst keinen lonenkanal dar, und die Transmitterbindung
fihrt erst Gber eine Kaskade chemischer Prozesse (GTP vermittelt) zur Offnung be-

nachbarter lonenkanale.

Zur Familie der ligandengesteuerten lonenkanéle gehdéren neben dem 5-HT3-Rezeptor
beispielsweise auch der inhibitorische GABAa-Rezeptor, der Glycin-Rezeptor oder der
nikotinische Acetylcholinrezeptor, wobei letzterer der Struktur des 5-HT3-Rezeptors am
ahnlichsten zu sein scheint (Reeves und Lummis, 2002). Der 5-HT3-Rezeptor und der
Acetylcholin-Rezeptor gehéren desweiteren beide zur Familie der Cys-loop-Rezeptoren,
welche in ihrer extrazellularen Domane zwei Cysteine besitzen, die Uber eine Disulfid-

briicke verbunden sind und so eine Schleife bilden.

Der 5-HT3-Rezeptor besteht aus funf Untereinheiten, welche in ihrer Mitte eine zentrale
ionenleitende Pore bilden (Abb. 1). Jede dieser funf Untereinheiten ist aufgebaut aus
einer extrazellularen, einer transmembranaren und einer intrazellularen Domane. Die
Bindungsstelle fir Agonisten und kompetitive Antagonisten befindet sich an der extra-

zellularen Domane, welche somit eine therapeutische Zielangriffsstelle darstellt.
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Abbildung 1: Homologes Modell des 5-HT; Rezeptors basierend auf einem kryoelektronisch-
mikroskopischen Bild (4A Auflésung) des nikotinischen Acetylcholin-Rezeptors (aus Thompson und
Lummis, 2007). Die Figur A zeigt den Rezeptor von der Seite betrachtet, der graue Bereich stellt die
Membran dar. Von dem intrazelluldren Teil ist bisher nur bekannt, dass jede der Untereinheiten eine a-
Helix enthélt. Im intrazelluldren Anteil werden die Kanalleitfdhigkeit und Modulierung reguliert. Der trans-
membrandre Teil besteht aus vier a-Helices (M1-M4) und einem kurzen C-Terminus. Die M2-Einheit
enthdlt wichtige Strukturen, welche unter anderem die lonenselektivitdt und die Kanaldffnung regulieren.
Der extrazelluldre Teil enthélt die Agonistenbindungsstelle sowie das N-terminale und C-terminale Ende
der Peptidketten. Figur B zeigt den Rezeptor von oben betrachtet. Man erkennt die ionenleitende Pore.

Die zentrale Pore ist hauptséachlich permeabel fir Natrium- und Kaliumionen. Kommt es
zu einer Bindung des Neurotransmitters Serotonin an den 5-HTj3-Rezeptor, so 6ffnet
sich der lonenkanal, und es kommt zu einem schnell aktivierenden und wieder de-
sensitivierenden Einwartsstrom, welcher zu einer exzitatorischen Nervenantwort flhrt
(Derkach et al., 1989; Maricq et al., 1991). Einzelne 5-HT3-Rezeptoren (homopentamere
Form) sind ferner flr Kalziumionen und kleine organische Kationen permeabel (Yang,
1990).

Bisher sind die Gene fir finf Formen (A-E) der Untereinheiten des 5-HT3-Rezeptors
bekannt. In dieser Arbeit wurde ausschlieBlich mit dem 5-HT3a-Rezeptor gearbeitet.
Dabei handelt es sich um die einzige funktionstlichtige homopentamere Form. Alle
heteropentameren Formen sind nur funktionstichtig, wenn sie mit 5-HTgza-Unter-
einheiten kombiniert sind (Davies et al., 1999). Bei den heteropentameren Formen
handelt es sich Uberwiegend um eine Kombination aus 5-HT3a und 5-HT3sg Unterein-
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heiten. Die heteropentamere Form unterscheidet sich vom homopentameren Typ des-
weiteren durch zum Teil unterschiedliche elektrische und pharmakologische Eigen-
schaften (Davies et al., 1999; Dubin et al., 1999). Gene fir die C-E Untereinheiten
wurden zwar beschrieben, aber bisher ist es noch nicht gelungen, diese funktionell

naher zu charakterisieren (Niesler et al., 2003).

5-HT3-Rezeptoren befinden sich sowohl im ZNS als auch im PNS. Die Aktivierung
dieser Rezeptoren im PNS I&sst eine Beteiligung an diversen sympathischen, parasym-
phatischen und sensorischen Funktionen vermuten (Jackson und Yakel, 1995; Morales
und Wang, 2002; Tecott et al., 1993). Peripher befinden sich die 5-HT3; Rezeptoren
besonders im Gastrointestinaltrakt, was auch ihre Beteiligung an der Emesis erklart.
Hier findet man sie sowohl in den myenterischen Plexus als auch in der Kolon-
schleimhaut, wo sie die Motilitdt und Peristaltik des Darmes regulieren (Galligan, 2002;
Sakurai-Yamashita et al., 1999; Gershon, 1991). Desweiteren befinden sie sich im Uro-
genitaltrakt und in den kardialen vagalen Afferenzen (Saxena und Villalon, 1991).

Im ZNS ist der 5-HT3-Rezeptor unter anderem an den Mechanismen der kognitiven
Leistung, Angst und Emesis beteiligt. In besonders hoher Dichte befindet er sich in den
Kernen des unteren Hirnstamms, vor allem in den Regionen, welche am Wirgereflex
beteiligt sind, wie der Area postrema oder dem Nucleus tractus solitarius (Miquel et al.,
2002), und daher die Beteiligung an der Emesis erklaren. Im dorsalen motorischen Kern
des Nervus vagus ist er ebenfalls vorzufinden. In geringerer Dichte befindet er sich im
Kortex, Teilen des limbischen Systems (Hippocampus, Amygdala und Septum), der
Area subcorticalis (Nucleus accumbens und Hypothalamus) und im Rlickenmark
(Barnes et al., 1990; Ohuoha et al., 1994; Parker et al., 1996; Reynolds et al., 1989).

Die Aktivierung des 5-HTs-Rezeptors verstarkt die Ausschittung anderer wichtiger
Neurotransmitter wie Dopamin, GABA, Cholezystokinin, Substanz P und Acetylcholin.

Der Rezeptor befindet sich sowohl in der pra- wie auch in der postsynaptischen Nerven-
endigung (Katsurabayashi et al., 2003; Nayak et al., 1999).



11

3.3 Anaésthetische Bedeutung ligandengesteuerter Ilonenkanédle und ihrer
pharmakologischen Eigenschaften

Obwohl wenig Einigkeit darlber herrscht, wo und wie Allgemeinandsthetika wirken,
wurden in den letzten Jahrzehnten zahlreiche Studien durchgefiihrt, welche potenzielle
Angriffsstellen dieser Wirksubstanzen im ZNS untersuchten. Das Hauptinteresse fokus-
sierte dabei auf Nervenmembranen und spezieller noch, auf neuronale lonenkanale und

deren regulierende Mechanismen.

Es stellte sich heraus, dass Anésthetika, welche in narkotisierenden Konzentrationen
appliziert wurden, mehr Effekte an ligandengesteuerten als an spannungsgesteuerten
lonenkanélen austbten (Franks und Lieb, 1994). Ferner waren Anasthetika in der Lage,
die Funktion der ligandengesteuerten lonenkandle zu verandern (Franks und Lieb,
1994). Daraufhin folgten viele Studien an Rezeptoren dieser Familie, einschlieBlich des

5-HT3-Rezeptors.

Die Einfihrung der ,Patch-Clamp“ Methode machte es mdglich, anhand von Ver-
anderungen des induzierten Stromes die Beeinflussung der Rezeptorfunktion durch

Anasthetika zu untersuchen.

Die Kombination der ,Patch-Clamp” Methode mit einem schnellen Lésungsapplikations-
system (Brett et al., 1986), erlaubte eine héhere Auflésung der Messungen (Barann et
al., 1997). So konnte beispielsweise die Messung von Kanaleffekten wie der De-
aktivierung ligandenaktivierter Kanale untersucht werden. An ,excised outside-out
Patchen“ konnte auch die Kanalblockade in einer viel feineren Zeitskala als bei-
spielsweise bei den Oozyten (Yakel et al., 1993) oder ,Whole-cell*-Experimenten
(Jenkins et al.,, 1996) aufgelést und registriert werden. Die Rate des Ldsungs-
austausches war dabei mindestens 10 Mal gréBer als die schnellste registrierte
Aktivierungszeit, was eine Unterscheidung der Kinetik des Stromeffektes von der Kinetik

des Ldésungsaustausches erlaubte (Barann et al., 1997).
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Man unterscheidet bei ligandengesteuerten lonenkandlen zwischen mindestens drei
empirischen Zustanden: geschlossen erregbar, offen und geschlossen nicht erregbar.
Verschiedene andere Rezeptor-Zustande werden diskutiert (Mott et al., 2001).

Die GréBe des lonenstroms hangt sowohl von der Anzahl der sich 6ffnenden Kanéle als
auch von der Dauer des gedffneten Zustandes dieser Kanale ab. Am 5-HT3-Rezeptor
aus N1E-115 Zellen war die induzierte Stromantwort bei einer 5-HT Konzentration von
30 uM quasi maximal. Wurde die Konzentration von 5-HT vermindert, so konnte eine
Verlangsamung der Kinetiken der Aktivierung und der Desensibilisierung beobachtet
werden (Barann et al., 1997; Jenkins et al., 1996). In Doppelpulsexperimenten fand man
heraus, dass erst ab einem Zeitintervall zwischen zwei 5-HT Impulsen von Uber 45 s die
Agonistenapplikation wieder eine maximale Stromantwort auslésen konnte (Barann et
al., 1997).

Zelllinien, die humane 5-HT3-Rezeptoren in ausreichender Dichte exprimierten, waren
zu jenem Zeitpunkt noch nicht verfigbar. Demzufolge wurde versucht, humane 5-HT3a-
Rezeptoren in HEK 293 Zellen zu exprimieren, um diese dann mit den bereits unter-
suchten nativen 5-HT3-Rezeptoren zu vergleichen. Die homopentamere Form (5-HT3a-
Rezeptor) war dabei aufgrund ihrer pseudosymmetrischen Stéchiometrie ein hilfreiches
Modell, um die Wirkung von anasthetischen Substanzen am Rezeptor zu untersuchen.

Wie sich herausstellte, ahnelten sich die nativen 5-HTs-Rezeptoren in N1E-115 Zellen
und die stabil transfizierten 5-HT3a-Rezeptoren in HEK 293 Zellen, was ihre pharma-
kologischen Eigenschafen anbelangte (Barann, 2000). Die respektiven 5-HT Kon-
zentrations-Wirkungskurven wiesen ahnliche ECso-Werte und Steilheiten auf. Die Er-
holung von der (30 uM) 5-HT-induzierten Desensibilisierung war auch beim 5-HTga-
Rezeptor nach 45 s komplett. Die Desensibilisierungskinetik hingegen war beim 5-HT3a-
Rezeptor etwa doppelt so schnell (160 + 30 ms versus 260 + 25 ms). Auch die
Aktivierungszeitkonstanten waren bei beiden Typen ahnlich (Barann, 2000). Die durch
30 uM 5-HT induzierten Stréme zeigten beim 5-HT3a-Rezeptor durchschnittlich eine
Amplitude von -110 pA bei -100 mV (Barann et al., 2000).
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Die Kombination der ,Patch-Clamp“ Methode mit einem schnellen Lésungsapplikations-
system ermdglichte somit die Untersuchung des humanen 5-HT3a-Rezeptors sowie
dessen Beeinflussung durch Anasthetika und anéasthetika-ahnliche Substanzen. Sie
erlaubte damit, eventuell Hinweise auf einige der Anasthesie zugrundeliegenden

Mechanismen zu erlangen.

3.4 Problemstellung

Lange bevor vor 160 Jahren die Allgemeinnarkose mittels Diethyl-Ether eingeflhrt
wurde, dienten Uber Jahrhunderte hinweg Alkohole der Schmerzbekdmpfung wéhrend
chirurgischer Eingriffe. Desweiteren verwendete man in der Anasthesie erfolgreich den
Alkoholen verwandte Substanzen wie andere Ether oder auch Alkane. Dennoch wurden
Alkohole in der Allgemeinandsthesie nie umfangreich benutzt. Betrachtet man die
Strukturformel von Alkoholen, welche aus einer hydrophoben Kette und einer polaren
Hydroxylgruppe bestehen, ist deren Struktur vergleichbar mit den Phenolen, welche
ebenfalls aus einer hydrophoben und einer polaren Gruppe bestehen. Schaut man sich
nun das wohl heute meist benutzte intravendse Anasthetikum Propofol an, so handelt es
sich dabei um ein Phenolderivat.

Vorangegangene Studien mit Propofol und strukturverwandten Phenolderivaten am
5-HT3a-Rezeptor zeigten, dass Propofol die elektrophysiologischen Eigenschaften des
Kanals weniger potent verandert hatte als andere intravendse Anasthetika und eher die
Eigenschaften eines Inhalationsanasthetikums aufwies.

Dennoch zeigten ,Patch-clamp® Experimente an ,excised outside-out Patchen® mit Pro-
pofol und strukturverwandten Phenolderivaten komplexe Wirkungen am 5-HTsa-Re-
zeptor, welche sowohl die Amplituden als auch die Kinetiken der 5-HT-induzierten
Stréme betrafen. Wahrend alle gemessenen Substanzen inhibierende Eigenschaften
aufwiesen, zeigte sich ein Verlust (sogenannter Cutoff Effekt (Mullins, 1954)) des
potenzierenden Effektes zwischen den klrzeren Phenolderivaten und Propofol (Barann
et al., 2008). Die phenolische Hydroxylgruppe, hydrophobe Interaktionen und sterische
Restriktionen erwiesen sich dabei an den beobachteten Effekten maBgeblich beteiligt.
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Um diese Wirkmechanismen ndher zu untersuchen, wurden in der folgenden
Dissertation Mitglieder aus der homologen Reihe der einwertigen, primaren, linearen,
unverzweigten Alkohole (n-Alkanole) am 5-HTsa-Rezeptor in ,excised outside-out
Patchen® untersucht. Die n-Alkanole sind mit Propofol und &hnlichen Phenolderivaten
strukturverwandt, da sie ebenfalls aus einer hydrophoben Doméane und einer polaren
Hydroxylgruppe bestehen. Strukturell gesehen sind sie jedoch einfacher aufgebaut.

Insgesamt wurden sieben n-Alkanole gemessen, begonnen mit Ethanol, dem suk-
zessive jeweils zwei Kohlenstoffatome hinzugeflgt wurden. VergréBert man die Ketten-
lange des n-Alkanols, so verandern sich dessen physikochemischen Eigenschaften. Bei
langerkettigen n-Alkanolen verschiebt sich das Gleichgewicht zwischen hydrophoben
und polaren Interaktionen zugunsten der hydrophoben Eigenschaften, ohne dass sich

dabei die Struktur des n-Alkanols verandert.

Im Gegensatz zu den n-Alkanolen wird die polare Hydroxylgruppe bei den alkylierten
Phenolen, wie 2-Isopropylphenol oder Propofol, jeweils von einer oder von zwei Iso-
propylgruppen umgeben. Eventuell wird so die Erreichbarkeit der Hydroxylgruppe im
Vergleich zu den n-Alkanolen beeintrachtigt.

Um Gewissheit dartiber zu erlangen, ob die vereinfachte Struktur der n-Alkanole auch in
weniger komplexen Effekten auf den 5-HT induzierten Strom resultiert, wurden in der
folgenden Arbeit die durch n-Alkanole und Phenolderivate sowie Propofol induzierten
5-HT Stréme miteinander verglichen. Dabei ging es weniger darum die Wirkungen jedes
n-Alkanols am 5-HT3a-Rezeptor zu detailliert zu untersuchen, als vielmehr darum, das
Verhalten aller untersuchten n-Alkanole in der Gesamtschau untereinander und spater
mit verwandten Substanzen wie den Phenolderivaten zu vergleichen. Desweiteren
wurde versucht herauszufinden, ob veranderte elektrophysiologische Eigenschaften auf
bestimmte physikochemische funktionelle Gruppen dieser Molekile zurtckgefuhrt

werden kénnen.

Die beobachteten strompotenzierenden Eigenschaften der Phenolderivate schienen bei
Propofol wegen des gréBeren molekularen Volumens und/oder sterischen Interaktionen
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zu fehlen oder unmaéglich geworden zu sein (Barann et al., 2008). Um zwischen diesen
Méglichkeiten zu unterscheiden, bieten sich n-Alkanole an, da auch hier ein Verlust des
strompotenzierenden Effekies ab einer Kettenlange um 6 Kohlenstoffatome nach-
gewiesen wurde (Stevens et al., 2005b; Jenkins et al., 1996).

Wahrend in Gegenwart von Propofol, welches 12 Kohlenstoffatome besitzt, die 5-HTs-
Rezeptor-Stréme immer noch inhibiert wurden, wurde fir die n-Alkanole ein Cutoff Effekt
der Inhibierung Uber einer Kettenlange von 14 Kohlenstoffatomen (n-Tetradecanol)
beschrieben (Jenkins et al., 1996). Der Cutoff des potenzierenden Effektes ereignete
sich also bei kirzerer Kettenlange als der Cutoff der Inhibierung (Jenkins et al., 1996;
Stevens et al., 2005b).

In der Vergangenheit wurde der Cutoff Effekt oftmals darauf zurlickgefihrt, dass die
Substanzen entweder den Wirkort nicht mehr erreichten (Pringle et al., 1981; Rodriguez
et al., 1988) oder die Bindungstasche eine limitierte GréBe besaB, in die die Substanzen
ab einer gewissen Kettenldnge nicht mehr hineinpassten. Um diese Problematik besser
verstehen oder zumindest naher analysieren zu kdnnen, wurden Methoden verwendet,
die erlaubten, sowohl die Stromkinetiken als auch die Effekte der zu untersuchenden
Substanzen auf die Stromkinetik im Millisekundenbereich aufzulésen.

Es wurden folglich ,excised outside-out Patche® in Kombination mit einem schnellen
Lésungsaustauschsystem benutzt, was die Anzahl der als Senke fiir hydrophobe
Substanzen dienenden Membranen zwischen Rezeptor und Applikationssystem mini-
mierte (Rodriguez et al., 1988). Als Prototyp von ligandengesteuerten lonenkanalen
wurden 5-HT3a-Rezeptoren benutzt. Diese Experimentkonfiguration erlaubte die kine-
tische Unterscheidung verschiedener anasthetischer Wirkungen sowie die Unter-
suchung der Effekte der n-Alkanole auf die Stromkinetiken.

Die Ziele dieser Experimente waren:

1. Identifizierung der einzelnen Komponenten der Wirkung von n-Alkanolen auf 5-HTzga-
Rezeptoren-vermittelte Stréme
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2. Untersuchung der Bedeutung der molekularen GréBe der n-Alkanole hinsichtlich
Funktion und Potenzverlust

3. Vergleich der Wirkungen von n-Alkanolen mit strukturverwandten Phenolderivaten
einschlieBlich Propofol am 5-HT3a-Rezeptor.
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4 Material und Methodik

4.1 Stabile Transfektion

Bei der stabilen Transfektion wird ein fremdes Gen fest ins Genom einer Zelllinie
integriert, um somit eine dauerhafte Expression dieses Gens zu erreichen. Die Trans-
fektion sowie die Uberpriifung der erfolgreichen Transfektion erfolgte durch Mitarbeiter
des Institutes flr Pharmakologie (AG Bénisch/Briss) der Universitat Bonn.

Mit Hilfe der modifizierten Calcium-Phosphat-Methode (Chen und Okayama, 1987),
welche ein einfaches Aufnehmen der DNA in die Zelle gewahrleistete, wurden 20 %
konfluente HEK 293 Zellen durch den pCDNAS (invitrogen) Vektor unter Kontrolle des
humanen Zytomegalievirus Promotors stabil mit der h5-HT3;a cDNA transfiziert.

Zwei Tage nach der stabilen Transfektion wurden die Zellen durch Zugabe von Gene-
ticin (800 pg/ml) selektioniert. Das Medium wurde regelmaBig alle 2 Tage gewechselt.
Nachdem einzelne Zellkolonien entstanden waren, wurden diese mit Hilfe von Klon-
zylindern (Sigma) herausgetrennt. AnschlieBend wurden diese Kolonien in 24-fachen
Kulturplatten (Falcon) kultiviert, bis sie konfluierten. Die Uberpriifung der erfolgreichen
Expression des humanen 5-HT3a-Rezeptors gelang schlieBlich, indem bei jeder Trans-
fektion 20-40 Kolonien mit ['*C] Guanidinum influiert wurden und die Bindung des
selektiven 5-HT3-Rezeptor-Antagonisten ([°*H]JGR 65630) [3-(5-methyl-1H-imidazol-4-yl)-
1(1-metzhyl-1H-indol-3-yl)-1-propanone] erfolgte, oder durch spezielle [*H]5-HT Auf-
nahmeexperimente. SchlieBlich wurden die Kolonien mit der besten Expression fir die

weiteren Experimente verwendet.

Die von uns benutzte Zelllinie HEK 293 war einfach zu kultivieren und leicht zu trans-

fizieren.
4.2 Zellkultur
Die HEK 293 Zellen wurden in DMEM nutrient mix F12 (1:1; v/v) Medium, welches 10 %

durch Hitze inaktiviertes fetales Kalberserum, Penicillin (100 I.U./ml), Streptomycin (100
ug/ml), Geneticin (0,75 mg/ml) und Glutamin (292 pg/ml) enthielt, bei zu 37° ange-
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feuchteter (5 % CO,) Luft in einem speziellen Brutschrank (Typ BB16, Fa Heraeus,
Deutschland) kultiviert. Sieben bis elf Tage vor einem Patch-Clamp-Experiment wurden
die Zellen in Petrischalen (Nunc, 35 mm Durchmesser) subkultiviert. Ein Teil der Zellen
wurde fur eine neue Zellkulturflasche verwendet. Die verwendete Zellcharge wurde in
regelmaBigen Abstdnden (ungefahr alle 3 Monate) verworfen und ersetzt. Hierflr
wurden neue HEK 293 Zellen, welche bei —80 °C in 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) auf-
bewahrt waren, aufgetaut und nach Reinigung in eine neue Zellkulturflasche gebracht.
AnschlieBend erfolgte der gleiche wie oben beschriebene Vorgang.

4.3 Elektrophysiologie: ,,Patch-clamp*“ (,,voltage clamp*)

Die Patch-Clamp-Technik wurde 1976 von Erwin Neher und Bert Sakman entwickelt, um
einzelne lonenkanale in biologischen Membranen zu untersuchen (Hamill et al., 1981).
Diese Methode erlaubte die Ableitung von transmembranaren Strébmen einzelner Zellen
und Gewebe. Man konnte dabei entweder die Strdme durch die gesamte Zellmembran
messen (Cell-attached-Konfiguration oder Whole-cell-Konfiguration) oder, wie Bert
Sakman und Owen Hamill spater herausfanden, durch Zuriickziehen der Pipette ein
Membranstiick aus der Zelle herausreiBen und dann nur die in dieser Membran vor-
handenen Kanale zellfrei messen (,inside-out“-Konfiguration oder ,outside-out“-Konfigu-
ration, (Numberger und Draguhn, 1996)).

Flr die Experimente dieser Arbeit wurde ausschlieBlich mit der ,outside-out“-Konfigu-
ration gearbeitet. Dabei schloss sich das herausgezogene Membranstiick tber der Pi-
pettenmindung zu einer Art Halbvesikel. Die AuBenseite der Zellmembran war hierbei
der Badlésung zugewandt. Diese Methode eignete sich sehr gut fir die Untersuchung
von ligandengesteuerten lonenkanalen, da Substanzen leicht von auBen auf den ,Patch”
appliziert werden konnten (Numberger und Draguhn, 1996).

Um ein Experiment durchzufihren, bendtigte man Pipetten mit einem Widerstand von
2-6 MQ. Diese wurden hergestellt, indem man aus einer Borosilikat-Glaskapillare (Kwik-
FilTM, World Precision Instruments, USA) mit Hilfe eines Pipettenziehgerates (List L/M-
3P-A) zwei gleichlange Pipetten gewann. Die Pipettenspitzen wurden in der ,Mikroforge®
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(L/M-CPZ 101, List-Medical-Elektronic, Darmstadt) poliert und kurz vor dem Experiment
von hinten (back filling) mit einer Spritze, deren Plastikspitze Uber dem Bunsenbrenner
zu einer feinen Kapillare ausgezogen worden war, mit Elektrolytlésung gefillt. Die Zu-
sammensetzung der Elektrolytlésung entsprach der der intrazellularen Flissigkeit.
Zwischenzeitlich bewahrte man die noch unbenutzten polierten Pipetten maximal einige
Stunden in einer Schachtel auf, wo sie gleichzeitig vor Verschmutzung geschitzt waren.
Vor Beginn des Experimentes wurde das Zellkulturschélchen mit einer dem extra-
zellularen Medium angepassten Lésung, welche zusatzlich Glucose enthielt, gefllt

(Badlésung) und unter das Mikroskop (inverses Mikroskop) gestellt.

In das Lumen der geflllten Pipette wurde anschlieBend eine Silberchloridelektrode
platziert, welche mit dem mechanischen Manipulator verbunden war. Eine weitere

Elektrode wurde in der Badldsung fixiert.

Nun wurde die Pipette mit Hilfe des Manipulators in die Badlésung getaucht und unter
Mikroskopkontrolle vorsichtig einer ausgewahlten Zelle angendhert. Mit Hilfe eines
Mikromanipulators wurde die Pipettenspitze an die Zelloberflache gefihrt, bis sie diese
berthrte. Durch leichtes Ansaugen der Zellmembran mit Hilfe einer Vakuumspritze
konnte der Abdichtwiderstand zwischen Pipette und Membran so stark erhéht werden,
dass ein sogenannter ,Seal“ entstand. Es handelte sich hierbei um einen Widerstand im
Bereich mehrerer GQ. Dieser hohe Widerstand erméglichte eine erhebliche Reduktion
des elektrischen Hintergrundrauschens und der ,Leckstrome® (Numberger und Draguhn,
1996). Mittels weiterem Unterdruck wurde die Zelle aufgerissen. Durch vorsichtiges
Zurtckziehen der Pipette wurde das der Pipette anliegende Membranstiick aus der Zelle
herausgerissen, welches sich dann spontan verschloss. Dabei wurde das Innere der
Pipette mit der intrazellularen Membranflache in Kontakt gebracht, und die &auBere

Membranflache war der Badlésung zugekehrt.

Die urspringliche Haltespannung von 0 mV wurde kurz vor der Serotonin-Applikation
Uber die Pipettenelekirode auf -100 mV hyperpolarisiert. Da mit Hilfe eines Vorver-
starkers die Spannung konstant gehalten wurde und sich nicht andern konnte, kam es
bei einer Offnung der Kandle und damit Abfall des Widerstandes zu einem kom-
pensatorischen Strom, der dem Stromfluss durch die lonenkanéle entsprach (U =R x|,
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U= Haltespannung, R= W.iderstand, |= Strom). Ein computergesteuerter Verstarker
erfasste das Signal, die analogen Daten wurden bei 1 kHz gefiltert (entweder Frequency
Devices, MA, USA oder LPBF-48DG,NPI Electronic, Tamm, Deutschland) und an-
schlieBend digitalisiert (Digidata 1200, Axon, Kalifornien, USA). Die Aufnahmefrequenz
betrug 2 kHz. AnschlieBend wurde die Haltespannung wieder auf 0 mV gestellt. Unter
diesen Bedingungen wurde die Stabilitdt der ,Patche” und die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse optimiert.

4.4 Superfusionssysteme

Da es sich bei der Analyse von ligandengesteuerten lonenkandlen wie dem 5-HTgza-
Rezeptor zum Teil um sehr schnelle Prozesse handelte, bendtigte man ein Applikations-
system, welches den Ldésungswechsel in kirzerer Zeit vornahm als die Zeitkonstante
der schnellsten Verénderung, die man untersuchen wollte (Numberger und Draguhn,
1996). Mit dem fir diese Arbeit verwendeten Ldsungsapplikationssystem (RSC 200,
Biologic, Frankreich) war es mdglich, einen Lésungswechsel innerhalb von ~2 ms zu

erreichen.

Die Ldésungen wurden Uber einen drehbaren Superfusionskopf in die Petrischale
appliziert. Am Superfusionskopf waren 5-9 Glaskapillaren nebeneinander fixiert, welche
jeweils Uber einen Teflon®-Schlauch mit einem Glasreservoir verbunden waren. Es
wurden Teflon®-Schlauche benutzt, weil diese inert gegentiber den meisten chemischen

Substanzen waren und somit einen Substanzverlust reduzierten (Barann et al., 2000).

Die Glasreservoirs wurden mit den zu applizierenden Ldsungen befillt. Zwischen
Teflon®-Schlauch und Glasreservoir befand sich ein im Krankenhaus gebrauchliches
Infusionsbesteck, welches Uber die Tropfkammer eine Kontrolle des effektiven Sub-
stanzflusses ermdglichte. Weiterhin wurde zwischen den Schlauch des Infusionsbe-
steckes und den Teflon®-Schlauch ein ~3 cm langer Silikon-Quetschschlauch ge-
schaltet. Dieser wurde in das Ventil des Superfusionssystems (RSC 200, Biologic,
Frankreich) eingeklemmt. Das gesamte Superfusionssystem hatte eine Lange von
~1-1,5m.
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Nun wurde der ,Patch” in der Petrischale vor das Glasréhrchen positioniert, welches mit
dem Glasreservoir mit der anfanglich gewlnschten zu applizierenden Substanz ver-
bunden war. Mittels der Messsystem-gesteuerten Quetschventile konnte nun schnell
zwischen den einzelnen Lésungen gewechselt werden, wobei sich der Superfusionskopf

auf Kommando des Computers innerhalb von ~32 ms drehte.

" \\\ /Lﬁsungsapplikalion

Pipette mit 'Patch’

I

5-9 Glaskapillaren -100mV

Abbildung 2: lllustration des rotierbaren Superfusionskopfes. Aus den 5-9 Glaskapillaren am Super-
fusionskopf wird alternativ Substanz auf den sich an der Pipettenspitze befindlichen ,,Patch” appliziert. Es
liegt eine Haltespannung von —100 mV an.

4.5 Fehlerquellen der Messapparatur

Untersuchungen, in denen die sonst mit n-Alkanol befillten Glasreservoire stattdessen
mit der gleichen ECS bzw. ECS + 5-HT wie die Kontrollreservoire beflllt waren
(Negativkontrollen) zeigten, dass die Abweichungen der durch die respektiven 5-HT
Lésungen ausgelbésten Stréme in Bezug auf ihre Amplituden im Mittel weniger als 5 %
abwichen (Witten, 2010). Mégliche systematische Fehler kdnnten bedingt sein durch:

a) Verunreinigung des Schlauchsystems,

b) Weichmacher oder andere Substanzen, welche sich in den Schlduchen befanden und

sich gegebenenfalls [6sen konnten,
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sowie c) Auftreten von Kanalverlust-Ereignissen, welche nicht immer kontinuierlich auf-

traten und somit zu Auswertungsfehlern fihren konnten.

Um diese Fehlerquellen weitestgehend zu vermeiden, wurde das gesamte
Lésungsapplikationssystem taglich gespllt und das Schlauchsystem in regelmaBigen
Abstanden komplett gewechselt. Die Glasreservoirs wurden dabei mitsamt des In-
fusionsbesteckes bei jeder neuen Substanz ausgewechselt.

Andere in diesen Experimenten aufgefallene mdgliche Fehlerquellen bei der Auf-
zeichnung der Strobme bestanden dann, wenn:

d) der Patch trotz bestmdglicher Einstellung vor den Glaskapillaren des Superfusions-
kopfes nicht optimal von den Lésungen getroffen wurde,

e) Blasen sich innerhalb der zum Superfusionskopf fiihrenden Teflon®-Schlauche be-
fanden,

oder f) die Lésungen in den Glasreservoirs wahrend eines Experimentes leer gelaufen

waren.

Im Gegensatz zu den Fehlerquellen in a), b) und c), welche nicht immer sofort bei der
Betrachtung der Stromspuren auffielen, fihrten die Fehlerquellen in d), e) und f) jeweils
zu so pragnanten Fehlern in den Stromaufzeichnungen, dass der Fehler sofort auffiel,
behoben und die Messung wiederholt werden konnte.

Im Hinblick auf den dennoch bestehenden bis zu flinfprozentigen systematischen Fehler
der Messungen mussten insbesondere sehr geringe Substanzeffekte vorsichtig gedeutet
werden und diese durch geeignete Kontrollen (z.B. Vertauschen der mit Substanz bzw.
ECS beflllten Glasreservoire) Gberprift werden.

4.6 Lésungsapplikationen

Zu Beginn wurden die Experimente mit finf Glasreservoirs durchgefihrt (5-Wege-
System). Je nach Verteilung der Lésungen in diesen finf Glasreservoirs konnten ver-
schiedene Ldsungsapplikationsprotokolle durchgefiinrt werden. Die Protokolle wurden
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auf einem Computer, der an das Superfusionssystem angeschlossen war, mithilfe des

Programmes RSC 200 (Biologic, Frankreich) geschrieben und gesteuert.

Anhand folgender Anordnung der Lésungen wurden zwei verschiedene Applikations-

arten durchgefihrt (++ und -+):

Reservoir 3 Reservoir 4 Reservoir 5
Alkohol

Reservoir 1 Reservoir 2

ECS +5-HT Alkohol
(30 uM)

Alkohol 5-HT
(30 uM)

1) Aquilibrium-Applikation (++): Die Substanz wurde 60s vor der 5-HT Gabe

praappliziert und wahrend der 5-HT-Gabe weiter gegeben.

2) Offen-Kanal-Applikation (-+): Die Substanz wurde ausschlieBlich wahrend der 5-HT-
Gabe appliziert

Der Agonist 5-HT wurde in einer Konzentration von 30 uM gewéhlt, da so ein nahezu
maximaler und reproduzierbarer Strom gemessen werden konnte. Wahrend des Ex-
perimentes wurden dreimal hintereinander abwechselnd Kontrolle (Applikation von
30 uM 5-HT) und Messung mit Substanz durchgefihrt. Zwischen jeder Messung wurde
der ,Patch® 60 s mit ECS-Lésung ausgewaschen. Nach diesem Zeitintervall war die
Desensibilisierung der Rezeptoren vollkommen aufgehoben und diese wiederum akti-

vierbar.

Bei der Anordnung der Lésungen in den Glasreservoirs wurde darauf geachtet, dass
zwischen dem Auswasch bzw. der Substanzapplikation (60 s lang vor der 5-HT-Gabe)
und der 5-HT-Applikation bei der Messung, keine Glaskapillare am Superfusionskopf
Ubersprungen werden musste.

Der Nachteil des 5-Wege-Systems bestand darin, dass es damit nicht méglich war, ver-
schiedene Konzentrationen einer Substanz und mehrere Applikationsarten an einem

,Patch” zu untersuchen.
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Somit kam es zur Entwicklung einer neuen Anordnung der Glasreservoirs. Die Zahl der
Glasreservoirs und somit der Glasrohrchen am Superfusionskopf wurde von finf auf
neun erweitert. Dieses 9-Wege-System erlaubte die Applikation von drei verschiedenen
Substanzkonzentrationen in zwei Applikationsmodi an einem Patch, was die Anzahl der

zur statistischen Signifikanz bendtigten Experimente reduzierte.

Als Applikationsformen wurde auch in diesen Experimenten Offen-Kanal und Aquilibrium

gewabhilt.

Die Anordnung gestaltete sich folgendermafBen:
Reservoir:

min. min. ECS 5HT Mitt. Mitt. ECS max. max.
Alk.-[c] Alk.-[c] (30uM) Alk.-[c] Alk.-[c] Alk.-[c] Alk.-[c]
+5-HT +5-HT +5HT
(30 uM) (30 uM) (30 uM)

min. Alk.-[c]= niedrigste n-Alkanol Konzentration
mitt. Alk.-[c]= mittlere n-Alkanol Konzentration

max. Alk.-[c]= hdchste n-Alkanol Konzentration

Das experimentelle Protokoll entsprach folgender Sequenz: Kontrolle, niedrigste
n-Alkanol Konzentration, Kontrolle, mittlere n-Alkanol Konzentration, Kontrolle, héchste
n-Alkanol Konzentration, Kontrolle, niedrigste n-Alkanol Konzentration... und die
Sequenz wurde solange wiederholt, wie der ,Patch” Uiberdauerte. Dabei wurde jeweils
mit der niedrigsten n-Alkanol Konzentration begonnen. Wie bei den vorherigen Ex-
perimenten wurde zwischen den 5-HT-Gaben bzw. den Substanzgaben 60 s lang mit
ECS gesplilt.

Da n-Hexanol und n-Octanol zuerst untersucht wurden, wurden diese Substanzen noch
ausschlieBlich mit dem 5-Wege-System gemessen. n-Decanol wurde zuerst mit dem
5-Wege-System und nach Einflhrung des neuen Messsystems (9-Wege-System) ver-

gleichend auch auch mit diesem System gemessen.
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Fir die Einwaschexperimente war eine weitere Anordnungsanderung der Lésungen

notig. Hier gentigten 4 Glasreservoirs, welche folgendermaBen befiillt wurden:

Reservoir 1 Reservoir 2 Reservoir 3 Reservoir 4
5-HT

Alkohol ECS 5-HT (30 pM) +
(30 pM) Alkohol

Bei den Einwaschexperimenten wurde als Substanzkonzentration vorzugsweise die
durch vorherige Experimente ermittelte Aquilibrium-ICso-Konzentration gewéhlt. Das
heiBt die Konzentration, bei der eine Hemmung der Stromamplitude um 50 % erreicht

wurde.

Die Einwaschexperimente wurden ahnlich wie ein Aquilibrium-Experiment durchgefiihrt.
Wahrend die Substanz im Aquilibriummodus 60 s praappliziert und anschlieBend
wahrend der 5-HT-Gabe weitergegeben wurde, wurde im Einwaschexperiment das
Ubliche Praapplikationszeitintervall (60 s) vor der 5-HT Gabe variiert. Die Praappli-
kationszeiten fir die Einwaschexperimente betrugen 32 ms, 50 ms, 100 ms, 300 ms, 1
s, 3s,10s,30s,60s,90 s und 270 s. Bei den fur 5-HT3-Rezeptoren typischen Akti-
vierungszeitkonstanten (siehe Abbildungslegende zu Abb. 3) dauerte es weitere 20 ms,
bis der ,peak” (Abb. 3) des 5-HT induzierten Stromes erreicht wurde und in denen der
5-HT3 Rezeptor zusammen mit 5-HT weiter der Substanz ausgesetzt war. Somit betrug
bei Praapplikation die kirzeste Substanzapplikationsdauer bis zum Erreichen des ,peak”®
52 ms. In der Offen-Kanal-Applikation wurde die Substanz erst zusammen mit 5-HT
gegeben, so dass sie typischerweise 20 ms auf den Kanal einwirken konnten, bevor der
Jpeak” des Stromes erreicht war.

Wourde fir den Substanzeinwasch ein Praaaplikationszeiteitintervall von mehr als 1 min
gewahlt, so wurde das Zeitintervall des Substanzauswasches ebenfalls an die gewahlte
Dauer angepasst. Die Einwaschexperimente dienten der Ermittlung des Zeitverlaufes
der Effekte einer Substanz am Rezeptor bis zum Erreichen eines Gleichgewichts-
zustandes. Von daher wurden Zeitintervalle der Einwaschdauer von sehr kurz (52 ms)
bis sehr lange (270 s) gewahlt. Bei der Durchflhrung der Experimente war es nicht
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immer moglich alle Zeitintervalle am selben ,Patch® zu messen. Deshalb wurde bei der
Messung darauf geachtet dass jeweils kurze und lange Einwaschzeiten alternierend am
gleichen ,Patch” gemessen wurden.

Um die Substanz bei verschiedenen 5-HT Konzentrationen applizieren zu kénnen,
wurde folgende Lésungsanordnung gewahlt:

Reservoir:

4)

7) 8)

1) 2) 3) 5) 6)
S5HT ECS S5HT S5HT ECS S5HT S5HT
(30 pM) (1 M) (1 pM)+ (2 pM) (2 M)
Alkohol +
Alkohol

In dieser Anordnung wurde folgendes Protokoll verwendet: Zuerst wurde eine 30 uM

SHT

(30 uM)
+
Alkohol

5-HT Kontrolle gemessen, darauf folgte eine 1 uM 5-HT Kontrolle. Dann wurde die 1 pM
Serotoninlésung zusammen mit dem n-Alkanol appliziert. AnschlieBend folgte eine 2 uM
Kontrolle der sich eine 2 uM Serotoninapplikation zusammen mit dem n-Alkanol an-
schloss. AbschlieBend folgte eine n-Alkanol-Applikation zusammen mit 30 uM 5-HT.
Zwischen jeder Strommessung wurde 60 s mit extrazellularer Lésung ausgewaschen.
Diese Folge konnte beliebig oft an einem ,Patch“ wiederholt werden. Samtliche
n-Alkanol-Applikationen erfolgten im Offen-Kanal-Modus. Der Vorteil dieser Lésungs-
anordung war erneut die Mdglichkeit, mehrere 5-HT Konzentrationen an einem einzigen

,Patch“ messen zu kénnen.

4.7 Datenanalyse
4.7.1 Software

Die Stromspuren wurden mittels des Programmes Pclamp 6 (Axon) digitalisiert und als
Dateien auf der Computerfestplatte gespeichert.

Die Stromspuren wurden mithilfe des Programmes Clampfit 8 (Axon) ausgewertet und

analysiert. AnschlieBend wurden die ausgewerteten Daten mit Hilfe des Programmes



27

GraphPad Prism 5 in Graphiken eingefligt und dann eventuell weiter analysiert (bei-
spielsweise Fitten der erstellten Kurven).

4.7.2 Analyse der Stromspuren

Mithilfe des Clampfit Programmes wurden die Originalstromspuren folgendermaBen
analysiert: Zuerst erfolgte die Angleichung aller Stromspuren, indem alle Basislinien auf
0 pA angeglichen wurden und somit der sogenannte ,Leakstrom® heraus gerechnet

wurde.

Bei Experimenten, welche mit dem 5-Wege-System durchgefihrt wurden, wurden an-
schlieBend die drei Kontroll- und die drei Substanzspuren gemittelt. Bei der Analyse der
Einwaschexperimente wurde dieses Verfahren ebenfalls angewendet. Ein eventueller
Rundown-Effekt durch den Kanalverlust konnte so kompensiert werden (trundown = 550 *
230 s, n = 6 ,Patche®, wobei jeder ,Patch” mindestens drei Zeitkonstanten Gberdauerte).
Falls ein solcher Rundown-Effekt zu beobachten war, wurde darauf geachtet dass nur
Experimente und Strompuren verwendet und gemittelt wurden bei denen der Kanal-

verlust méglichst gering und kontinuierlich war.

Bei der gemittelten Stromspur konnte dann die maximale Stromamplitude nach
Digitalisierung mithilfe eines Positionsmarkers in pA abgelesen werden (Abb. 4).

Da bei Experimenten mit dem 9-Wege-System mehrere Konzentrationen gleichzeitig ge-
messen wurden, so die Experimente deutlich langer dauerten und deshalb auch der
Rundown Effekt zum Teil nicht vermeidbar war, wurden hier jeweils nur die Kontrolle vor

und der Auswasch nach der jeweiligen Substanzkonzentration gemittelt.

AnschlieBend konnten die Stromspuren durch eine biexponentielle Funktion der Zeit (1)
mit dem Verfahren von Chebychev (GraphPad Prism 5) gefittet (Abb. 4) und der Wert
der Aktivierungs- (ton) und der Desensibilisierungskonstante (to¢) (Abb. 3 und 4) be-

stimmt werden:
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I(t)= lon™e-t/ ton + lotr€-t/ Tofr + Irest;

wobei I der Gesamtstrom zur Zeit t, I,» eine Komponente des Aktivierungsstromes unter
Berlcksichtigung, dass die Kurvenanpassung nicht zum Zeitpunkt t = 0 sondern etwas
spater stattfindet (siehe Abb. 4), 7o, die Aktivierungszeitkonstante, los der Desensi-

bilisierungsstrom, o die Desensibilisierungszeitkonstante und les; der Reststrom sind.

i

- Toff

~—— Maximalstrom "peak”

-50 pA
200 ms

Abbildung 3: 5-HT (30 uM) induzierter Einwdrtsstrom. Mithilfe von Clampfit lie3 sich der Maximalstrom
(-peak”) in pA ablesen. Durch Applikation einer biexponentiellen Funktion lassen sich die Aktivierungs-
(ton, Mittelwert fir 1o, der 5-HT Kontrollstrome: 9,92 + 9,2 ms, 371 Messungen an 111 ,Patchen”) und die

Desensibilisierungszeitkonstante (1o, Mittelwert fir 1o der 5-HT Kontrollstréme: 107 + 87 ms, 371
Messungen an 111 ,Patchen®) bestimmen.
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Abbildung 4: Zwei exemplarische 5-HT (30 uM) induzierte Stromspuren, einmal mit (schwarze
Stromamplitude) und einmal ohne Substanzapplikation (rote Stromspur). Nach Positionierung der
Positionsmarken 1 und 2 wurde die Stromkurve dazwischen mit einer biexponentiellen Funktion an-
gepasst und daraus die Aktivierungs- (ton) und Desensibilisierungszeitkonstante (1.4) bestimmt (blaue
Kurve). Dabei wurde die Positionsmarke 1 auf den Zeitpunkt gesetzt,an dem die Aktivierung des Stromes
ungefdhr 30 % erreicht hatte (in dieser Abbildung beispielsweise bei —36,3 pA), wéhrend die Positions-
marke 2 so gesetzt wurde, dass zu diesem Zeitpunkt die Desenbilisierung deutlich abgeschlossen war.
Dabei wurde jede Stromkurve separat gefittet. Mithilfe einer der Positionsmarken konnte anschlieBend
auch der Maximalstrom abgelesen werden.

Die erhaltenen Ergebnisse wurden in GraphPad Prism 5 Software importiert und dort in
Graphen verarbeitet. Die gemessenen Einwartsstrome (pA) und Zeitkonstanten (ms) in
Gegenwart der Testsubstanz wurden in Prozent der Mittelwerte der jeweiligen Kontroll-
und Auswaschstréme (ohne Testsubstanz) aufgetragen.

Die Konzentrations-Wirkungsbeziehungen fir den nach Substanzgabe verbliebenen
Reststrom wurde durch Anwendung der Hill-Gleichung gefittet:

i= [1/(1+Cn/IC5on)]
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(i ist der Spitzenstrom in Gegenwart der Testsubstanz als Fraktion des Kontrollstrom-
spitzenstroms, ¢ ist die Substanzkonzentration, n ist der Hill-Koeffizient, und ICs ist die

Substanzkonzentration die den Effekt um 50 % reduziert.

Aus den gefitteten Konzentrations-Wirkungskurven konnten per Inter- oder Extrapolation

die ICso-Werte mit den jeweiligen 95 % Konfidenzintervallen abgeleitet werden.

Die Einwaschkurven wurden mithilfe folgender biexponentieller Funktion der Zeit ()

gefittet:

I(t) - Ioo + Ffast * (1' Ioo) * exp ('t/Tfast)‘f' (1' Ffast) * (1' Ioo)* exp ('t/Ts/ow),

bei welcher der Strom folgendermafBen normiert wurde: I (t= 0)= 1;
l.= [ (t= ~) und Fy,g; ist der Anteil der schnellen Komponente am totalen Effekt.

In der folgenden Arbeit wurden die Einwaschkurven auf zwei verschiedene Arten

gefittet:

a) freier Fit: die Parameter l., Fiast, trast UNd 150w kOnnten flr jeden n-Alkanol frei

variieren;

b) verbundener Fit: die Werte von s Und 10w Variierten fur alle n-Alkanole gleichzeitig,
so dass sich ein allen n-Alkanolen gemeinsamer Wert flr 1,5 und ein allen n-Alkanolen
gemeinsamer Wert flr 150w €rgab. Die Parameter .. und Fe,st konnten flr alle n-Alkanole

frei variieren.

4.7.3 Statistik

In Microsoft Excel wurden Mittelwerte + Standardabweichung berechnet und die
Differenzen zwischen einzelnen Datenpunkten mithilfe des Student t-Testes auf
Signifikanz gepruft. Das gewahlte Signifikanzniveau lag bei p < 0,05. Die statistischen
Ergebnisse sind im folgenden Text jeweils als Mittelwerte + Standardabweichung in

Prozent der Kontrollen angegeben.
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Die 1Cso-Werte und die Hill-Koeffizienten flr die Konzentrations-Wirkungskurven wurden
mittels Kurvenanpassung in GraphPad Prism 5 berechnet und sind mit ihrem 95 %
Konfidenzintervall angegeben (siehe Tabelle 2). Die Fitparameter der Einwaschkurven
wurden ebenfalls durch GraphPad Prism 5 ermittelt und sind zusammen mit ihren 95 %

Konfidenzintervallen und den R®-Werten (quantifiziert die Giite des Fits) angegeben.

Alle graphischen Resultate wurden in GraphPad Prism 5 als Mittelwerte + Standardab-
weichung angezeigt. In den einzelnen Graphen wurden Datenpunkte, welche statistisch

signifikant verschieden von den respektiven Kontrollen waren, durch (*) markiert.

4.8 Verwendete Substanzen

Die Experimente wurden mit folgenden Substanzen durchgefihrt:

Substanz Strukturformel Hersteller
Ethanol CH3-CH,-OH Merck (Darmstadt, Germany)
n-Butanol CH3-(CHy)s-OH Merck (Darmstadt, Germany)
n-Hexanol CH3-(CH,)s-OH Merck (Darmstadt, Germany)
n-Octanol CH3-(CH,)7-OH Fluka Chemie AG (Buchs, Switzerland)
n-Decanol CH3-(CH,)e-OH Sigma-Aldrich (Minchen, Germany)
n-Dodecanol CHs-(CHy)11-OH Sigma-Aldrich (Minchen, Germany)
n-Tetradecanol CHs-(CHy)13-OH Sigma-Aldrich (Minchen, Germany)
MNH,

5-HT HO =N S Sigma-Aldrich (Minchen, Germany)

> )

H

Tabelle 1: Verwendete Substanzen, angegeben ist der Name, die Strukturformel und der Hersteller der
Jjeweiligen Substanz.
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4.9 Herstellung der Lésungen

Die 5-HT Lésungen wurden jeden Tag frisch aus einer 25 mM Stammlésung (bei —20°C

gelagert) und ECS hergestellt.

ECS, das sowohl zum Lésen der Substanzen als auch als Badldésung fir die Zellen
genutzt wurde, bestand aus (mM): NaCl 150; KCI 5,6; CaCl, 1,8; MgCl, 1; HEPES 10;
pH 7,45. Der Badlésung wurde als Nahrstoff fir die Zellen noch zusétzlich Glucose (20

mM) hinzugeflgt.

ICS, welches in die Pipetten gefillt wurde, setzte sich folgendermaBen zusammen
(mM): KCI 140; EGTA 10; MgCl, 5; HEPES 10; pH 7,45.

Da Ethanol, n-Butanol, n-Hexanol und n-Octanol gut Iéslich sind, wurden diese Sub-
stanzen direkt in ECS geldést. Wenn n-Decanol auf diese Weise hergestellt wurde,
musste die Lé6sung mindestens 48 Stunden riihren, um sicherzustellen, dass n-Decanol
vollstandig gelést war. n-Decanol wurde ebenfalls mithilfe einer 10 mM Ethanolstamm-
I6sung hergestellt. Beide Herstellungsweisen der n-Decanollésung resultierten in 1Cso-
Werten fiir die Strominibierung welche nicht signifikant unterschiedlich waren. Die
n-Dodecanol- und die n-Tetradecanollésung wurden ausschlieBlich aus Ethanolstamm-
I6sungen (10mM) hergestellt, welche am Vortag des Experimentes angefertigt wurden.
Die maximal resultierende Ethanol Konzentration in den Substanziésungen war so
gering, dass kein Effekt auf die 5-HT3a-Rezeptoren bestand (4,25 mM Ethanol fir die
n-Decanol-Lésungen und 1,7 mM Ethanol fir die n-Dodecanol- und n-Tetradecanol-

Lésungen).
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5 Ergebnisse
5.1 Ethanol

Samtliche Experimente mit Ethanol wurden mit dem 9-Wege-System durchgefiihrt. Bei
,Patchen®, in denen 5-HT vorher einen Einwértsstrom ausldste, flhrte die Applikation
von Ethanol sowohl in der Offen-Kanal-Applikation (-+) als auch in der Aquilibrium-
Applikation (++) zu einer Inhibierung der gemessenen Stromamplitude im Vergleich zum
30 uM 5-HT-induzierten Kontrollstrom (Abb. 5 und 6). Wegen Uberlagerungen einiger
Substanzspuren mit den Kontrollspuren, wird in den folgenden Originalspuren jeweils
nur die 1M Ethanol Konzentration illustriert.

// [ 5-HT Af)plikation
] Ethanol Applikation

Ethanol (1 M), 5-HT (30 uM)

5-HT (30 pM)

Kontrolle und Auswasch
-50 pA

100 ms

Abbildung 5: Originalstromspur an einem ,Patch”. Die schwarzen Stromspuren stellen die 5-HT (30 uM)-
induzierte Kontrolle vor und nach Auswasch der Applikation von 1 M Ethanol dar. Die graue Stromspur
entspricht der Stromantwort einer 1 M Ethanollésung in Aquilibrium-Applikation (++) welche gegeniiber
der Kontrollstromspur eine verminderte Stromamplitude aufweist.
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5-HT Applikation
2| Ethanol Applikation

Ethanol (1 M), 5-HT (30 pM)

\ 5-HT(30 uM)

Kontrolle und Auswasch

-50 pA

200 ms

Abbildung 6: Originalstromspur an einem ,Patch®. Ethanol wurde im Offen-Kanal-Modus appliziert. Hier
fiel die Reduktion der Stromamplitude im Vergleich zur Aquilibrium-Applikation bei gleicher Ethanol
Konzentration geringer aus.

Anhand der Messungen mit Lésungen unterschiedlicher Ethanol Konzentrationen kon-
nten anschlieBend Konzentrations-Wirkungsbeziehungen des Effektes auf die Strom-

amplitude erstellt werden (Abb. 7).

Erst bei der héchsten Ethanol Konzentration (1 M) kam es zu einer signifikanten Unter-
driickung des ,Peakstroms“ sowohl im Aquilibrium als auch im Offen-Kanal-Modus. In
der Aquilibrium-Applikation wurde die Stromamplitude durch diese Ethanol Kon-
zentration mit einem Mittelwert von 54,2 + 3,4 % der Kontrollen und in der Offen-Kanal-
Applikation mit 68,8 + 5,6 % der Kontrollen signifikant unterdriickt. Dabei war der
inhibierende Effekt auf die Stromamplitude in der Aquilibrium-Applikation signifikant

starker ausgepragt.

Aus der gefitteten Konzentrations-Wirkungskurve lieB sich fir beide Applikationsformen
per Inter- (Aquilibrium-Applikation) beziehungsweise Extrapolation (Offen-Kanal-Appli-
kation) ein ICso-Wert berechnen, das heiBt diejenige n-Alkanol Konzentration bei der die

Stromantwort um 50 % gegeniber der Kontrolle vermindert war (siehe auch Tabelle 2).
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In der Aquilibrium-Applikation betrug der ICso-Wert 1 + 0,25 M (= 95 % Konfidenz-
intervall), in der Offen-Kanal-Applikation 1,7 £ 0,64 M (x 95 % Konfidenzintervall).

O Ethanol ++
100- A Ethanol -+

Stromamplitude
(% der 30 pM 5-HT Kontrollen)
*

G v 1 v 1 v 1
-2 -1 0
Log [Ethanol] (M)

—h

Abbildung 7: Dargestellt sind die Effekte von Ethanol auf die Stromamplitude 5-HT (30 uM)-induzierter
Stréme (n= 5-6 ,Patche” pro Datenpunkt) bei drei verschiedenen Ethanol Konzentrationen (0,1 M; 0,3 M;
1 M), in den Applikationsmodi Aquilibrium (++) und Offen-Kanal (-+). Der Effekt durch Ethanol war sehr
schnell vorhanden, da sich das Ausma# der Inhibierung der Stromamplitude nach 60 s Ethanol-Exposition
(++) nicht mehr viel gegeniiber der sehr kurzen Exposition (~20 ms, -+) verdnderte.

*) Werte sind statistisch signifikant verschieden von den respektiven Kontrollen

Mdogliche Veranderungen der Stromkinetiken durch Ethanol wurden ebenfalls unter-

sucht:

Die Desensibilisierungskonstante (1) wurde in der Aquilibrium-Applikation durch jede
Ethanol Konzentration signifikant beschleunigt (Abb. 8). Die Desensibilisierungs-
zeitkonstante des (30 uM) 5-HT-induzierten Stromes betrug in Anwesenheit von 100 mM
Ethanol beispielsweise 55,8 + 13,4 % der Kontrollen (Abb. 8). In der Offen-Kanal-Appli-
kation konnte lediglich bei den Ethanol Konzentrationen 100 mM und 1 M eine signi-
fikante Beschleunigung der Desensibilisierungszeitkonstante nachgewiesen werden.

Eine vergleichbare Beschleunigung der Aktivierungszeitkonstante konnte nicht nach-

gewiesen werden (Abb. 9).
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Abbildung 8: Effekte von Ethanol auf die Desensibilisierungszeitkonstante 5-HT (30 uM)-induzierter
Stréme (n= 4-5 Patche pro Datenpunkt). Darstellung der Desensibilisierungszeitkonstante in % der 30 uM
5-HT Kontrollen in Bezug auf die Ethanol Konzentration. Dabei wurde fiir jeden ,Patch“ die Desensi-
bilisierungszeitkonstante des 30 uM 5-HT induzierten Stromes in Gegenwart von Ethanol durch die
Desensibilisierungszeitkonstante des Kontrollstromes ohne Ethanol geteilt (Mittelwert fiir ;s der Kontroll-
stréme: 36,8 + 20,9 ms; 32 Messungen an 6 ,Patchen”).

Effekte von Ethanol auf die Aktivierungszeitkonstante "z,,":

200
-©- Ethanol ++

- Ethanol -+
1504

100+

50

Aktivierungszeitkonstante
[% der 30 uM 5-HT Kontrollen]

c v I v 1
-2 -1 0
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Abbildung 9: Effekte von Ethanol auf die Aktivierungszeitkonstante 5-HT (30 uM)-induzierter Stréme
(n=4-5). Darstellung der Aktivierungszeitkonstante in % der 30 uM 5-HT Kontrollen in Bezug auf die
Ethanol Konzentration. Dabei wurde fir jeden ,Patch” die Aktivierungszeitkonstante des 30 uM 5-HT
induzierten Stromes in Gegenwart von Ethanol durch die Aktivierungszeitkonstante des Kontrollstromes
ohne Ethanol geteilt (Mittelwert fir t,, der Kontrollstréme: 4,9 + 4,2; 33 Messungen an 6 ,Patchen®). Zwei
Applikationsformen (++ und -+) sind dargestellt.

—r -
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Bei allen zuvor durchgefihrten Experimenten wurde eine Serotoninkonzentration von
30 uM gewabhlt. In der Literatur wurde in ,Whole-cell* Experimenten an NCB 20 Zellen
eine Potenzierung der Stromamplitude bei niedriger 5-HT Konzentration durch Ethanol
beschrieben (Lovinger und White, 1991; Lovinger, 1991; Zhou und Lovinger, 1996).

Um nun herauszufinden, ob eine solche Potenzierung durch Ethanol auch bei ,excised
Patchen“ nachzuweisen war, wurden folgende 5-HT Konzentrationen gewahlt: 1 uM,
2 UM und 30 puM. Als Ethanol Konzentration wurden 300 mM gewahlt, um den even-
tuellen potenzierenden Effekt nicht durch eine Uberwiegende Inhibierung zu verdecken,

und Ethanol wurde jeweils nur gleichzeitig mit dem 5-HT-Impuls appliziert (Offen-Kanal).

Originalspuren, Offen-Kanal Applikation, verschiedene 5-HT Konzentrationen:

— Kontrolle (5-HT 30 pM)

— Kontrolle (5-HT 30 uM) — Kontrolle (5-HT 2 uM)

2000A — Kontrolle (5-HT 1 uM) o a1
R Offen-Kanal (5-HT 1 uM) -200pA en-Kanal ( um)
500ms 500ms
c)
l | 5-HT Applikation

\ e \ Ethanol Applikation (300 mM)

— Kontrolle (5-HT 30 puM)

fen-Kanal (5-HT M
-200pA Offen-Kanal (5 30 uM)

500ms

Abbildung 10: Originalstromspuren an einem ,Patch”. Die schwarze Stromspur stellt jeweils die 30 uM
5-HT induzierte Kontrolle dar. In dunkelgrau ist jeweils die 5-HT Kontrolle mit verdnderter Konzentration
dargestellt (1 oder 2 uM). Die hellgraue Spur entspricht 5-HT (1 uM, 2 uM oder 30 uM) zusammen mit
300 mM Ethanol (Offen-Kanal). In a) zeigte sich nur ein sehr geringer (1 uM) 5-HT-induzierter Kon-
trollstrom (dunkelgrau) der durch Ethanol kaum verdndert wurde (hellgraue Spur). In b) lieB sich eine
Reduktion des 2 uM 5-HT induzierten Kontrollstromes durch Ethanol feststellen. In c) sah man eine leichte
Reduktion des 30 uM 5-HT induzierten Peakstromes durch Ethanol. Wegen der Ubersichtlichkeit wurden
die Stromspuren auf a), b) und c) aufgeteilt, jedoch stammen alle Spuren aus einem Experiment am
selben ,Patch”.
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Es waren bei allen drei 5-HT Konzentrationen ausschlieBlich inhibierende Effekte durch
Ethanol auf die Stromamplitude zu beobachten (Abb. 10).

Zudem war aufgefallen, dass die 5-HT Kontrollstrdme, welche durch niedrige 5-HT Kon-
zentrationen induziert waren (1 uM und 2 pM), deutlich langsamere Kinetiken hatten ver-
glichen mit den 30 uM induzierten Strémen, was konsistent mit friheren Beob-
achtungen war (Barann et al., 1997).

Die erhobenen Daten konnten auf zwei verschiedene Arten dargestellt werden. Einmal bezog
man die durch Ethanol und 5-HT induzierte Stromantwort auf die jeweilige 5-HT Kontrolle (Abb.
11), die andere Mdglichkeit bestand darin jede Stromantwort auf die jeweilige 30 uM Kontrolle zu
beziehen (Abb. 12). Folgendes wird anhand von Ab-bildungen verdeutlicht:

200
Ethanol (300 mM)

Offen-Kanal

11 ity aantutt e

0 T T T T 1
-6.5 -6.0 -5.5 -5.0 -4.5 -4.0

Log [5-HT] (M)

Stromamplitude
(% der jeweiligen 5-HT Kontrolle)

Abbildung 11: Effekte von Ethanol auf die Stromamplitude bei verschiedenen 5-HT Konzentrationen in
Offen-Kanal-Applikation (n= 3-5). Aufgetragen ist die maximale Stromamplitude in % der jeweiligen 5-HT
Kontrollen. Verglichen wurden dabei die Stromamplituden von Strémen, welche durch die gleiche 5-HT
Konzentration induziert wurden, einmal mit und einmal ohne Ethanol. Die Kontrollen bildeten die Stréme
ohne Ethanol. Die gewéahlte Ethanol-Konzentration betrug 300 mM. In diesem Experiment konnte lediglich
bei der 2 uM 5-HT Konzentration eine signifikante Inhibierung des Maximalstromes durch Ethanol fest-
gestellt werden. Es bestand kein Hinweis auf eine Potenzierung der induzierten Stromantwort durch
Ethanol.

Die erste Darstellungsweise diente dem Vergleich der verschiedenen Effekte von
Ethanol bei verschiedenen 5-HT Konzentrationen (Abb. 11). Die Unterdriickung der
Stromamplitude war bei der 2 uM 5-HT Konzentration durch Ethanol in der Offen-Kanal-
Applikation signifikant , die Stromamplitude betrug hier 50,6 + 9,9 % der Kontrollen. Die
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1 UM 5-HT induzierte Stromspur sowie die 30 uM 5-HT induzierte Stromspur wurde
durch Ethanol nicht statistisch signifikant verandert.

Die in der Literatur in ,Whole-cell“ Experimenten an NCB 20 Zellen festgestellte
Potenzierung der Stromamplitude bei niedriger 5-HT Konzentration durch Ethanol
konnte demnach am ,excised patch“ anhand der durchgefihrten Experimente nicht

nachgewiesen werden.

Die folgende zweite Darstellungsweise erlaubte es, den Effekt von Ethanol auf die Kon-
zentrations-Wirkungskurve von 5-HT zu beurteilen und somit zusatzlich Hinweise auf
eine eventuelle Kompetitivitdt zwischen 5-HT und Ethanol zu bekommen (Abb. 12). Falls
Kompetitivitat zwischen Ethanol und 5-HT bestand, so war der kompetitive Effekt
bestenfalls gering, und somit wurde auf die Messung weiterer 5-HT Konzentrationen

verzichtet.

Verind er K ons-Wirh , 5-HT durch Ethanol:

= 150~
K e 5-HT
o 2 o Ethanol 300 mM
T C
= £ 100- ~
= /
c 0
E=
S 3 501
So
) (4]
S
g 9 . .
7 -6 5 -4

log [5-HT] (M)

Abbildung 12: Effekt von Ethanol auf die Stromamplitude bei verschiedenen 5-HT Konzentrationen in
Offen-Kanal-Applikation (n= 3-5). In dieser Darstellung wurden alle Werte auf den Wert bei 30 uM 5-HT
ohne Ethanol bezogen (100 %). Der Hill Koeffizient der beiden Kurven wurde fiir beide Datensétze
gleichzeitig angepasst, so dass er variieren konnte, aber flir beide Kurven gleich sein musste. Es ergab
sich dabei ein Hill-Koeffizient von 2,2 (+ 1,9) fir beide Kurven. Der ICs,-Wert fiir die Konzentrations-
Wirkungskurve von 5-HT betrug 3,7 * 10° (+ 1,7 * 10°) und fiir die durch Ethanol verénderte Kurve 4,9 *
10° (36" 10° ). Obwohl eine Erhéhung der n-Zahl eventuell zu einer statistischen Signifikanz flihren
kbénnte, wurde auf weitere Messungen verzichtet, da sich hier bereits abzeichnete, dass die Verschiebung
der 5-HT Konzentrations-Wirkungskurve durch Ethanol bestenfalls gering ausfallen wiirde.
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5.2 n-Butanol

N-Butanol zeigte in den untersuchten Applikationsmodi Aquilibrium und Offen-Kanal
ausschlieflich inhibierende Effekte auf den (30 uM) 5-HT-induzierten Strom, welche in

beiden Applikationsformen mit steigender n-Alkanol Konzentration zunahmen (Abb. 13
und 14).

- B t [ g" l!l! - - ! !l! [l .
, I | 5-HT Applikation
|,,;/’] n-Butanol Applikation

s 4 n-Butanol (100 mM), 5-HT (30 pM)

n-Butanol (30 mM), 5-HT (30 uM)

200pA TR 5 HT(30M)

Kontrolle und Auswasche
100 ms

Abbildung 13: Originalstromspuren an einem ,Patch”. Die schwarzen Stromspuren stellen die 30 uM
5-HT induzierten Stréme vor und nach Auswasch der Applikation von n-Butanol dar. Die grauen
Stromspuren entsprechen den Stromantworten von 3 verschiedenen n-Butanol-Lésungen mit unter-
schiedlicher Konzentration (10 mM, 30 mM, 100 mM) in der Aquilibrium-Applikation. Das Applikations-
system mit neun Glasreservoirs ermdglichte die Messung von drei verschiedenen n-Butanol Kon-
zentrationen an einem einzigen ,Patch”. Mit steigender n-Butanol Konzentration konnte eine zunehmende
Hemmung der Stromamplitude gegeniiber den 5-HT (30 uM) Kontrollen beobachtet werden. Diese
Hemmung war maximal bei einer n-Butanol Konzentration von 100 mM und fihrte hier zu einer nahezu
vollstdandigen Unterdriickung der Stromantwort.
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[ | 5-HT Applikation
[ .| n-Butano Applikation

n-Butanol (30 mM), 5-HT (30 uM)

-100 pA \ gemittelte Kontrolle und Auswasche 5-HT (30 uM)

100 ms

Abbildung 14: Originalstromspuren eines in Offen-Kanal-Applikation durchgefiihrten Experimentes an
einem ,Patch”. Mit steigender n-Butanol Konzentration (graue Stromspuren) kam es zu einer
zunehmenden Reduktion des Peakstromes gegentiber der 5-HT (30 uM)-induzierten Kontrolle (schwarze
Stromspur). Kontrolle und Auswaschspuren von 5-HT (30 uM) wurden wegen Uberlagerungen mit den
Substanzspuren gemittelt.

Nach der Analyse der Originalstromspuren wurden auch fir n-Butanol Konzentrations-
Wirkungsbeziehungen in Bezug auf die Stromamplitude in den Applikationsformen
Aquilibrium und Offen-Kanal erstellt (Abb. 15).

Wahrend sich in der Aquilibrium-Applikation bei hoher n-Butanol Konzentration
(100 mM) mit einer Maximalamplitude von 9,9 + 9,2 % der Kontrollen eine signifikante,
nahezu vollstindige Hemmung der Stromantwort nachweisen lieB, flhrte dieselbe
n-Butanol-Konzentration in Offen-Kanal-Applikation zu einer deutlich geringeren aber
dennoch signifikanten Hemmung des Kontrollstromes auf 43,4 + 19,4 % der Kontrollen.
Noch deutlicher als bei den Experimenten mit Ethanol war die Inhibierung auch bei
n-Butanol bei der héchsten gemessenen Konzentration bei langer n-Alkanol-Exposition
(Aquilibrium-Applikation, 60 s) signifikant starker ausgepragt als bei kurzer n-Alkanol-
Exposition (Offen-Kanal-Applikation, ~20 ms).

Per Interpolation der gefitteten Kurve ergab sich in der Aquilibrium-Applikation ein ICso-
Wert von 30 + 7.8 mMund in der Offen-Kanal-Applikation ein Wert von 88 £ 18 mM fir
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n-Butanol (siehe auch Tabelle 2). Es stellte sich also heraus, dass im Gegensatz zu den
Experimenten mit Ethanol die Aquilibrium-Applikation fir n-Butanol bereits ungeféhr
dreimal potenter war als die Offen-Kanal-Applikation (Tabelle 2).

O n-Butanol ++
A n-Butanol -+

Stromamplitude
(% der 30 uM 5-HT Kontrollen)
[*2]
<

40+
20
§ *
c T T T T T 1
-3 -2 -1

Log [n-Butanol] (M)

Abbildung 15: Dargestellt sind die Effekte von n-Butanol auf die Stromamplitude 5-HT (30 uM)-
induzierter Stréme bei vier verschiedenen n-Butanol Konzentrationen (1 mM; 10 mM; 30 mM; 100 mM).
Dargestellt sind Aquilibrium- und Offen-Kanal-Modus. In der Offen-Kanal-Applikation konnte erst bei der
héchsten n-Butanol Konzentration eine signifikante Unterdrickung des Maximalstromes erreicht werden.
Demgegeniber lie3 sich im Aquilibriumexperiment bereits bei niedrigen Konzentrationen eine Unter-
driickung des ,peak” observieren, welche mit den héheren n-Butanol Konzentrationen ebenfalls anstieg
und bei 100 mM n-Butanollésung schlieBlich zu einer mehr als 90-prozentigen Hemmung fihrte (n= 4-7).

Effekte von n-Butanol auf die Aktivierungs- und Desensibilisierungskinetiken:

Die Applikation von héheren Konzentrationen n-Butanol flihrte zu beschleunigenden
Effekten auf die Desensibilisierungskinetik (Abb. 16).

Die Aktivierungszeitkonstante wurde in der Aquilibrium-Applikation konzentrations-
abhangig beschleunigt. In der Offen-Kanal-Applikation konnte erst bei der hdchsten
n-Butanol Konzentration (100 mM) eine signifikante Beschleunigung der Aktivierungs-
zeitkonstante festgestellt werden (Abb. 17).
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Effekte von n-Butanol auf die D ibilisierungszeitkonstante "z,;":
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Abbildung 16: Effekte von n-Butanol auf die Desensibilisierungszeitkonstante 5-HT (30 uM)-induzierter
Stréme (n= 4-10 ,Patche” pro Datenpunkt; fiir 100 mM Butanol n= 1 in der ++ Applikation und n= 3 in der
-+ Applikation). Darstellung der Desensibilisierungszeitkonstante in % der 30 uM 5-HT Kontrollen in
Bezug auf die n-Butanol Konzentration. Dabei wurde fir jeden Patch die Desensibilisierungszeitkonstante
des 30 uM 5-HT induzierten Stromes in Gegenwart von n-Butanol durch die Desensibilisierungs-
zeitkonstante des Kontrollstromes ohne n-Butanol geteilt (Mittelwert fiir 7.4 der Kontrollstréme: 70,5 *
70 ms; 62 Messungen an 20 ,Patchen”). Sowohl im Aquilibrium- wie auch im Offen-Kanal-Modus zeigte
sich bei den héheren n-Butanol Konzentrationen eine signifikante Beschleunigung der Desensibilisierung
(beachte: fir 100 mM in der ++ Applikation existiert nur ein Wert).

Effekte von n-Butanol auf die Aktivierungszeitkonstante "z,,":

<
o O 200
= -6~ n-Butanol ++
C o
B A= n-Butanol -+
g o 1501
32 X
gt
%l,', 100+
c E *
S =3
® 9 501 N
S0
- O
= o
< e 0 T T T T T |
(<)
- -3 -2 -1

Log [n-Butanol] (M)

Abbildung 17: Effekte von n-Butanol auf die Aktivierungszeitkonstante 5-HT (30 uM)-induzierter Stréme
(n= 4-10; fir 100 mM Butanol n= 2-4). Darstellung der Aktivierungszeitkonstante in % der 30 uM 5-HT
Kontrollen in Bezug auf die n-Butanol Konzentration. Dabei wurde fir jeden Patch die Aktivierungs-
zeitkonstante des 30 uM 5-HT induzierten Stromes in Gegenwart von Butanol durch die Aktivierungs-
zeitkonstante des Kontrollstromes ohne Butanol geteilt (Mittelwert fiir ., der Kontrollstréme: 7,14 + 5,41
ms; 62 Messungen an 20 ,,Patchen®).
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Einwaschexperimente: schnelle und langsame n-Butanol-Effekte

In den zuvor durchgefiihrten Experimenten stellte sich bereits heraus, dass der
inhibierende Effekt von n-Butanol stérker wurde, je langer die Substanz appliziert wurde.
So war in der Aquilibrium-Applikation, wo n-Butanol 60 s lang vor dem 5-HT Impuls
appliziert wurde, eine starkere Inhibierung durch n-Butanol zu verzeichnen, als wenn die
Substanz nur ungefahr 20 ms appliziert wurde (Offen-Kanal). Zur Klarung des Zeitver-
laufes der n-Butanol-Effekte am Rezeptor, insbesondere in Bezug auf den Verlauf der
Starke der Inhibierung, wurden Einwaschexperimente mit n-Butanol durchgefihrt. Diese
Experimente wurden &hnlich wie ein Aquilibrium-Experiment durchgefiihrt, wobei die
sonst Ubliche 60 s Substanzpraapplikation vor dem 5-HT Puls nun variiert wurde.
Folgende Praapplikationszeiten wurden gewahlt: 32 ms, 50 ms, 100 ms, 300 ms, 1 s, 3
s, 10 s, 30 s, 60 s, 90 s und 270 s. Als n-Butanol Konzentration (45 mM) wurde dabei
eine Konzentration nahe dem ICso-Wert der Aquilibrium-Applikation gewahlt. Diese
Konzentration rief eine Inhibierung hervor, die groB genug war, um die Unterscheidung
moglicher differenter Komponenten der Inhibierung durch n-Butanol zu erlauben und

einen spateren Vergleich mit den anderen n-Alkanolen zu ermdglichen.

Obwohl versucht wurde, méglichst viele verschiedene Zeitintervalle an einem ,Patch” zu
messen, war dies aufgrund der begrenzten ,Haltedauer” der ,Patche” nicht immer még-
lich. Zur graphischen Darstellung wurden dann die Daten mehrerer ,Patche” fir jedes
Zeitintervall gemittelt, und es resultierte eine Kurve mit einer biphasischen Inhibierung.
Der biexponentielle Fit (siehe Methodenteil 4.7.2, freier Fit und Abb. 18) ergab einen
schnellen inhibierenden Effekt im Millisekundenbereich (st = 16 ms) und einen lang-
samen inhibierenden Effekt im Sekundenbereich (tg50w = 4,1 s; Abb. 18 und Tabelle 3).
Freie Parameter waren neben den beiden Zeitkonstanten, die Amplitude des schnellen
Effektes und der Wert flr das Plateau (i.e. der Reststrom nachdem der Einwasch voll-

standig war).

Veranschaulichung an der folgenden Abbildung:
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Abbildung 18: Effekte von n-Butanol bei verschiedenen Einwaschzeiten (n= 3-6). Dargestellt ist der
relative Peakstrom bei jeweiliger n-Butanol Einwaschdauer als Prozent des 5-HT (30 uM)-induzierten
Kontrollstromes, der fir Rundown (mit Zeitkonstante typischerweise im Zehn-Minutenbereich) korrigiert
wurde (siehe Methodenteil 4.7.2). Als applizierte n-Butanol Konzentration wurden 45 mM (nahe IC5so-Wert
der Aquilibrium-Applikation) gewéhlt. Wurden die Daten biexponentiell gefittet zeigte sich ein schneller
Prozess im Millisekundenbereich (z1.s = 16 ms) im Sinne einer leichten Stromamplitudenreduktion
gegeniiber dem Kontrollstrom, sowie ein zweiter Effekt im Sekundenbereich (ts,n = 4,1 S) mit einer noch
stdrkeren Inhibierung der Stromamplitude (Plateau-Reststrom: 38 + 4,5 % (+ 95 % Konfidenzintervall)).

Genau wie fir Ethanol wurde auch fir n-Butanol eine Stromamplituden-potenzierende
Wirkung am 5-HTs- und am 5-HT3a-Rezeptor in Experimenten mit ,Whole-cells* bei
niedriger 5-HT Konzentration beschrieben (Jenkins et al., 1996; Stevens et al., 2005b).
Es galt zu prifen, ob diese Potenzierung durch n-Butanol auch bei ,excised outside-out
Patchen“ beobachtet werden koénnte. Als n-Butanol Konzentration wurden 20 mM
gewahlt und n-Butanol wurde jeweils im Offen-Kanal-Modus appliziert. Die gewahlten
5-HT Konzentrationen waren auch hier 1 pM, 2 pM und 30 pM. Auch fir n-Butanol
wurde keine zu hohe Konzentration gewahlt, da in den Einwaschexperimenten
aufgefallen war, dass auch bei n-Butanol der inhibierende Effekt stark ausgepragt war.

Folgende Effekte wurden gesehen:
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Abbildung 19: Originalstromspuren an einem ,Patch”. Die schwarzen Stromspuren stellen jeweils die
5-HT induzierten Kontrollen fir 1 uM, 2 uM und 30 uM dar. Die grauen Spuren stellen die durch 20 mM
n-Butanol verdnderten Stromantworten in Offen-Kanal-Applikation dar. Bei der Applikation von n-Butanol
mit 1 uM 5-HT war eine Potenzierung des Peakstromes gegeniber der 5-HT (1 uM) Kontrolle zu
erkennen. Bei der Applikation von n-Butanol zusammen mit 2 uM 5-HT war lediglich eine schnellere
Aktivierung und Desensibilisierung, jedoch keine Potenzierung des Peakstromes zu erkennen.

Die Kinetiken der durch niedrige 5-HT Konzentrationen induzierten Stréme waren auch
hier deutlich verlangsamt (Abb. 19). Wahrend die durch 30 uM 5-HT induzierten Stréme
durch 20 mM n-Butanol inhibiert wurden, konnten bei 1 um und 2 pM 5-HT induzierten
Strémen in der Prasenz von n-Butanol potenzierende Effekte auf die Stromamplituden
beobachtet werden (Abb. 19 und 20).

In Abbildung 19, wo n-Butanol zusammen mit der 1 uM 5-HT-Lésung appliziert wurde
(im Offen-Kanal-Modus), bestand eine erkennbare Potenzierung des Peakstromes
gegentber dem 5-HT (1uM)-induzierten Kontrollstrom. Dieser Effekt war bei der Offen-
Kanal-Applikation von n-Butanol und 5-HT (2 uM) nicht so klar. Hier lieB sich bei der
durch 5-HT (2 uM) induzierten Stromspur lediglich eine Beschleunigung der Aktivierung
und Desensibilisierung durch n-Butanol beobachten, welche zu einer Verschiebung des

Lpeak” nach links flhrten.

Veranderte sich jedoch an einem ,Patch® die Kinetik des Stromes (diese wird
typischerweise schneller, je langer der ,Patch® existiert), so konnte eine Potenzierung
der (2 uM) 5-HT-induzierten Stromspur durch n-Butanol beobachtet werden (Abb. 20).
Die Abbildung 20 zeigt ein weiteres Experiment am selben ,Patch“ wie in Abbildung 19,
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welches 16 Minuten spater aufgenommen wurde, und in der die Amplituden-
potenzierung durch n-Butanol sowohl fir die 1 uM als auch fur die 2 uM 5-HT-induzierte
Stromspur zu erkennen war. Die zuvor beobachtete Beschleunigung der Desensi-
bilisierung der 2 uyM 5-HT-induzierten Stromspur durch n-Butanol schien bei der

spateren Aufnahme geringer (Abb. 20).

| 5-HT Applikation
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Abbildung 20: Originalstromspuren an einem ,Patch”. Die schwarzen Stromspuren stellen jeweils die
5-HT induzierten Kontrollen fiir 1 uM, 2 uM und 30 uM dar. Die grauen Spuren stellen die durch 20 mM
n-Butanol verdnderten Stréme in Offen-Kanal-Applikation dar. Bei der Offen-Kanal-Applikation von
n-Butanol mit 1 uM 5-HT war immer noch eine Potenzierung des Peakstromes gegeniiber der 5-HT
(1 uM) Kontrolle zu erkennen. Bei der Offen-Kanal-Applikation von n-Butanol zusammen mit 5-HT (2 uM)
zeigte sich nun auch hier eine Potenzierung des Peakstromes. Um die 1 uM und 2 uM 5-HT induzierten
Stréme auswerten zu kénnen, mussten sdmtliche Stromspuren im Clampfit Programm vergréBert auf-
gezeichnet werden, was allerdings dazu fihrte, dass die 30 uM induzierten Stréme abgeschnitten wurden
(doppelter Querstrich).

Ob ein potenzierender Effekt der Stromamplitude durch n-Butanol zu verzeichnen war,
schien also von der (sich mit der Zeit verdndernden) Kinetik des induzierten Kontroll-

stromes abzuhangen (Abb. 19 und 20).

Selbst wenn Potenzierung durch n-Butanol beobachtet wurde, so war der Effekt
dennoch klein und somit in unserem Versuchsansatz von geringer Bedeutung. Von

daher wurden keine weiteren Experimente durchgefihrt.
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Bei der Analyse der Originalspuren wurden zuerst die durch n-Butanol und 5-HT
induzierten Stromantworten auf die jeweilige 5-HT Kontrolle bezogen (Abb. 21). Wenn
Effekte auf die Stromamplitude ohne Beriicksichtigung der offenbaren Zeitabhangigkeit
der Messung Uber mehrere ,Patche gemittelt wurden, konnte keine statistisch
signifikante Potenzierung nachgewiesen werden (Abb. 21). Eine gréBere Zahl von lang-
lebigen ,Patchen“ ware notwendig, um eine signifikante, von der Lebensdauer des
.Patches” abhangige Potenzierung nachweisen zu kénnen. Diese Messungen schienen

bei der Geringfligigkeit des Effektes zu diesem Zeitpunkt nicht sinnvoll.

Bei einer 5-HT Konzentration von 30 uM zeigte sich in keinem Experiment ein
potenzierender Effekt durch n-Butanol, konsistent mit den zuvor durchgeflhrten

Experimenten (siehe Abb. 15).
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Abbildung 21: Effekte von n-Butanol auf die Stromamplitude bei verschiedenen 5-HT Konzentrationen in
Offen-Kanal-Applikation (n= 2-3). Aufgetragen ist die maximale Stromamplitude in % der jeweiligen 5-HT
Kontrollen. Verglichen wurden dabei die Stromamplituden von Strémen, welche durch die gleiche 5-HT
Konzentration induziert wurden, einmal mit und einmal ohne n-Butanol. Die Kontrollen bildeten dabei die
Stréme ohne n-Butanol. Die gewédhlte n-Butanol Konzentration betrug 20 mM. Experimente welche am
selben ,Patch“ durchgefiihrt wurden, sind als gemittelte Werte dargestellt. Dabei wurde die Strom-
amplitude durch n-Butanol im Mittel nicht signifikant gegentiber den respektiven Kontrollen veréndert.

Danach wurde die Konzentrations-Wirkungskurve von 5-HT mit der Konzentrations-
Wirkungskurve von 5-HT und 20 mM n-Butanol verglichen, was eine Einschatzung von
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Kompetitivitat zwischen n-Butanol und 5-HT zulieB (Abb. 22). Wie bei Ethanol deutete
sich keine nennenswerte Kompetitivitdt zwischen n-Butanol und 5-HT an, weshalb auf

weitere Messungen verzichtet wurde.
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Abbildung 22: Effekte von n-Butanol auf die Stromamplitude bei verschiedenen 5-HT Konzentrationen
(n=2-3). In dieser Darstellung wurden alle Werte auf den Wert der 30 uM 5-HT Kontrolle ohne n-Butanol
bezogen (100 %). Der Hill Koeffizient der beiden Kurven wurde fiir beide Datensétze gleichzeitig
angepasst, so dass er variieren konnte, aber fiir beide Kurven gleich sein musste. Es ergab sich dabei
ein Hill-Koeffizient von 2,2 (+ 2,0) fir beide Kurven. Der ICsy-Wert fiir die Konzentrations-Wirkungskurve
von 5-HT betrug 4,4*10° (+ 4,3*10°) und fiir die durch Ethanol verdnderte Kurve 3,9*10° (+ 3,3*10°). Die
Konzentrations-Wirkungskurve von 5-HT wurde durch n-Butanol bestenfalls minimal verschoben.

5.3 n-Hexanol

Da n-Hexanol die zeitlich erste gemessene Substanz darstellte, wurden die Experimente
ausschlieplich am 5-Wege-System durchgefiihrt. Es wurden auch hier beide Appli-

kationsmodi Aquilibrium und Offen-Kanal gemessen.

Genau wie die beiden zuvor untersuchten n-Alkanole, fihrte auch n-Hexanol in beiden
Applikationsarten zu einer Unterdriickung des Stromes gegeniber dem 5-HT (30 uM)-
induzierten Kontrollstrom (Abb. 23 und 24).
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Abbildung 23: Originalstromspur an einem ,Patch®. Der Maximalstrom wurde durch n-Hexanol in der
Aquilibrium-Applikation (graue Stromspur) stark gegeniiber den 30 uM 5-HT induzierten Kontrollstrémen
(schwarze Stromspuren) inhibiert.
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Abbildung 24: Originalstromspur an einem ,Patch”. Auch in der Offen-Kanal-Applikation kam es durch
n-Hexanol zu einer starken Unterdriickung der Stromamplitude gegeniiber den Kontrollstromspuren.

AnschlieBend wurden Konzentrations-Wirkungskurven angefertigt (Abb. 25).

Die in Gegenwart von n-Hexanol (3 mM) in der Aquilibrium-Applikation induzierte Strom-
spur betrug 9,6 £ 11,6 % der Kontrollen und zeigte eine signifikante Reduktion der
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Stromamplitude durch n-Hexanol gegeniiber dem Kontrollstrom (Abb.25). In der Offen-
Kanal-Applikation betrug der induzierte Maximalstrom nur 29,1 = 4,0 % der 5-HT
(30 uM)-induzierten Kontrollstromspuren und wurde auch hier durch 3 mM n-Hexanol
signifikant reduziert. Die Inhibierung der Stromantwort bei langer n-Alkanol-Exposition
(Aquilibrium-Applikation) zeigte auch bei n-Hexanol fiir die hdchste gemessene
Konzentration (3 mM) den starksten inhibierenden Effekt und war signifikant ver-
schieden von der Offen-Kanal-Applikation.

Per Interpolation der gefitteten Daten konnte ein 1Cso-Wert von 1,5+ 0,2 mM fir die

Aquilibrium-Applikation und ein Wert von 1,7 + 0,2 mM fiir die Offen-Kanal-Applikation
bestimmt werden (siehe auch Tabelle 2).

Im Gegensatz zu n-Butanol zeigte sich sowohl fiir die Aquilibrium als auch fiir die Offen-
Kanal-Applikation ein &hnlicher 1Cso-Wert womit n-Hexanol eher mit Ethanol als mit
n-Butanol vergleichbar war (Tabelle 2).
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Abbildung 25: Konzentrations-Wirkungskurven fir die Effekte von n-Hexanol auf die Stromamplitude
5-HT (30 uM)-induzierter Stréme in zwei Applikationsarten, Aquilibrium und Offen-Kanal. Dargestellt ist die
Stromamplitude in % der 30 uM 5-HT Kontrolle in Bezug auf die n-Hexanol Konzentration. In beiden

Applikationsarten kam es bei steigender n-Alkanol Konzentration zu einer zunehmenden Unterdriickung
des ,Peakstromes” (n= 4-9).

Bei der Analyse der Effekte von n-Hexanol auf die Stromkinetiken zeigte sich in allen

Experimenten eine signifikante Beschleunigung der Aktivierungszeitkonstante durch
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n-Hexanol (Abb. 27). Bei einer n-Hexanol Konzentration von 2 mM beispielsweise be-
trug die Aktivierungszeitkonstante in der Aquilibrium Applikation 24,8 + 6,9 % der
Kontrollen und in der Offen-Kanal-Applikation 32,8 + 13,3 % der Kontrollen.

Auch die Desensibilisierungszeitkonstante wurde in beiden Applikationsarten

konzentrationsabhangig durch n-Hexanol beschleunigt (Abb. 26).
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Abbildung 26: Effekt von n-Hexanol auf die Desensibilisierungszeitkonstante 5-HT (30 uM)-induzierter
Stréme (n= 3-8). Dargestellt ist die Desensibilisierungszeitkonstante in % der 30 uM 5-HT Kontrolle in
Bezug auf die n-Hexanol-Konzentration. Dabei wurde fir jeden ,Patch“ die Desensibilisierungs-
zeitkonstante des 30 uM 5-HT induzierten Stromes in Gegenwart von n-Hexanol durch die Desensi-
bilisierungszeitkonstante des Kontrollstromes ohne n-Hexanol geteilt (Mittelwert fiir 1o der Kontrollstréme:
152 + 102 ms; 97 Messungen an 28 ,Patchen”). Es zeigte sich mit Ausnahme der Aquilibrium-Applikation
von 1 mM n-Hexanol in allen Experimenten eine signifikante Beschleunigung der Desensibilisierungs-
zeitkonstante durch n-Hexanol.
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Abbildung 27: Effekt von n-Hexanol auf die Aktivierungszeitkonstante 5-HT (30 uM)-induzierter Stréme
(n= 3-8). Dargestellt ist die Aktivierung in % der 30 uM 5-HT Kontrolle in Bezug auf die n-Hexanol-
Konzentration. Dabei wurde fiir jeden ,Patch” die Aktivierungszeitkonstante des 30 uM 5-HT induzierten
Stromes in Gegenwart von n-Hexanol durch die Aktivierungszeitkonstante des Kontrollstromes ohne
n-Hexanol geteilt (Mittelwert fir 1., der Kontrollstréme: 12,2 + 10,9 ms; 94 Messungen an 28 ,Patchen”).
In beiden Applikationsformen kam es zu einer signifikanten Beschleunigung der Aktivierung.

*) alle gezeigten Konzentrations-Datenpunkte beider Applikationsarten waren statistisch signifikant
verschieden von den respektiven Kontrollen.

Einwaschexperimente: schnelle und langsame Effekte von n-Hexanol

Die Durchfihrung der Einwaschexperimente mit n-Hexanol entsprach der fr n-Butanol
(siehe auch Methodenteil). Als n-Hexanol Konzentration wurde mit 1,5 mM der ICso-Wert
der Aquilibrium-Applikation gewdhlt. Auch hier ergaben die Daten der gemittelten
.Patche“ einen biphasischen Effekt (Abb. 28). Allerdings folgte im Gegensatz zu
n-Butanol der schnellen Inhibierung der (30 uM 5-HT-induzierten) Stromamplitude eine

partielle Erholung des Peakstromes.

Dieser potenzierende Effekt war bei der Analyse der Originalstrdme bei jedem ,Patch®,
in dem die jeweiligen Einwaschzeiten (Einwaschzeiten >1s) gemessen wurden, zu

sehen. Durch biexponentielles Fitten der Kurve entstand folgendes Bild:
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Abbildung 28: Effekte von n-Hexanol bei verschiedenen Einwaschzeiten (n= 2-3). Dargestellt ist der
relative Peakstrom bei jeweiliger n-Hexanol Einwaschdauer als Prozent des 5-HT (30 uM)-induzierten
Kontrollstromes, der fir Rundown (mit Zeitkonstante typischerweise im Zehn-Minutenbereich) korrigiert
wurde (siehe Methodenteil 4.7.2). Als applizierte n-Hexanol Konzentration wurde 1,5 mM (ICsy-Wert der
Aquilibrium-Applikation) gewéhit. Wurden die Daten biexponentiell gefittet, konnte ein schneller Effekt im
Millisekundenbereich im Sinne einer ausgeprdgten Stromamplitudenreduktion des 5-HT-induzierten
Stromes, sowie ein zweiter Effekt im Sekundenbereich, welcher einer Potenzierung entsprach die zu einer
partiellen Erholung des Peakstromes fiihrte, beobachtet werden (Plateau-Reststrom: 56 + 6 % (+ 95 %
Konfidenzintervall)).

**: die Mittelwerte des Peakstromes fiir die Einwaschdauer 320 ms (37,2 £ 5,1) und 3 s (55,7 + 5,8) waren
statistisch signifikant verschieden voneinander.

Auch fur n-Hexanol wurden nach biexponentiellem Fitten (freier Fit, sieche Methodenteil
4.7.2) der Einwaschdaten zwei Zeitkonstanten (s und 1404) bestimmt. Die variierenden
Parameter waren dieselben wie bei n-Butanol. Die schnelle Zeitkonstante der
Inhibierung betrug 21 ms und die Zeitkonstante fir den potenzierenden Effekt 11,6 s

(siehe auch Tabelle 3).

5.4 n-Octanol

Die Experimente mit n-Octanol wurden mit dem 5-Wege-System durchgefiihrt.
N-Octanol fuhrte in den durchgefihrten Experimenten ausschlieflich zu inhibierenden
Effekten auf den 5-HT (30 uM)-induzierten Strom (Abb. 29 und 30).

Zur Veranschaulichung der Effekte von n-Octanol folgen Originalspuren aus Experi-

menten mit einer 100 uM n-Octanol-Lésung.
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Abbildung 29: Originalstromspur an einem ,Patch”. Der Maximalstrom wurde durch n-Octanol (graue
Stromspur) gegeniiber dem Kontrollstrom (30 uM 5-HT) vermindert. Desweiteren konnte eine
Beschleunigung der Desensibilisierung des Stromes durch n-Octanol beobachtet werden, welche sich
durch einen steileren Verlauf der Stromkurve im Anschluss an den Peakstrom darstellte.

[ | 5-HT Applikation

n-Octanol (100 uM), 5-HT 30 uM

5-HT (30 pM)

-50 pA Kontrolle und Auswasch

200 ms

Abbildung 30: Originalstromspur an einem ,Patch”. Auch in der Offen-Kanal-Applikation wurde die
Stromantwort durch n-Octanol gegeniiber den Kontrollstrémen (30 uM 5-HT, schwarze Stromspuren)

inhibiert. Auch in dieser Applikation konnte durch n-Octanol eine Beschleunigung der Desensibilisierung
des Stromes beobachtet werden.
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Effekte von n-Octanol auf die Stromamplitude:

Zur Erstellung einer Konzentrations-Wirkungskurve in Bezug auf die Stromamplitude,
wurden sukzessive n-Octanol Konzentrationen von 30 pM, 100 uM und 300 uM ge-

messen.

In der Aquilibrium-Applikation fiihrte n-Octanol mit steigender Konzentration zu einer
zunehmenden Inhibierung des 5-HT (30 puM)-induzierten Stromes. Bei der Applikation
von 100 puM n-Octanol konnte beispielsweise ein Maximalstrom von 41,5 + 3,7 % der

Kontrollen festgestellt werden (Abb. 31).

Auch in der Offen-Kanal-Applikation bestand eine ausgepragte und signifikante
Unterdriickung des Peakstromes durch alle untersuchten n-Octanollésungen im
Vergleich zum 5-HT (30 uM) Kontrollstrom. So betrug der Maximalstrom bei Applikation
von 100 uM n-Octanol nur noch 52,2 + 9,5 % der Kontrollen (Abb. 31).

Nach Erstellen der Konzentrations-Wirkungskurven konnten per Interpolation der ge-
fitteten Kurven ICso-Werte fiir beide Applikationen abgeleitet werden (Abb. 31). Es ergab
sich in der Aquilibrium-Applikation ein Wert von 70 + 13 uM und in der Offen-Kanal-
Applikation ein Wert von 140 £ 62 uM (siehe auch Tabelle 2).

T

)

5 O n-Octanol ++
o £ 1007 A n-Octanol -+
=3
2 X 80 4
= =
Q.I *

%«3 60+

£

sS40 .
== O

P2 20

[

T *

¢ "5 a3

Log [n-Octanol] (M)

Abbildung 31: Effekte von n-Octanol auf die Amplitude 5-HT (30 uM)-induzierter Stréme. Dargestellt ist
die Stromamplitude in % der 30 uM 5-HT Kontrolle in Bezug auf die n-Octanol Konzentration. Die ge-
wéhlten n-Octanol-Konzentrationen waren 30 uM, 100 uM und 300 uM (n= 3-6).
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Effekte von n-Octanol auf die Aktivierungs- und Desensibilisierungskinetiken:

Die Desensibilisierung des Stromes wurde in beiden Applikationsformen durch alle
untersuchten n-Octanol Konzentrationen beschleunigt (Abb. 32).

Die Aktivierung wurde durch n-Octanol in der Offen-Kanal-Applikation konzentrations-

abhéangig beschleunigt (Abb. 33). Die durch 300 pM n-Octanol veranderte Aktivierungs-
zeitkonstante betrug in dieser Applikation 41,9 + 15,1 % der Kontrollen.
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Abbildung 32: Effekt von n-Octanol auf die Desensibilisierungszeitkonstante 5-HT (30 uM)-induzierter
Stréme (n= 2-6). Dargestellt ist die Desensibilisierung in % der 30 uM 5-HT Kontrolle in Bezug auf die
n-Octanol-Konzentration. Dabei wurde fiir jeden ,Patch” die Desensibilisierungszeitkonstante des 30 uM
5-HT induzierten Stromes in Gegenwart von n-Octanol durch die Desensibilisierungszeitkonstante des
Kontrollstromes ohne n-Octanol geteilt (Mittelwert fiir 1 der Kontrollstréme: 133 £ 82 ms; 62 Messungen
an 18 ,Patchen®). In beiden Applikationsformen kam es konzentrationsabhdngig zu einer Beschleunigung
der Desensibilisierung.
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Abbildung 33: Effekte von n-Octanol auf die Aktivierungszeitkonstante 5-HT (30 uM)-induzierter Stréme
(n= 3-6). Dargestellt ist die Aktivierungszeitkonstante in % der 30 uM 5-HT Kontrolle in Bezug auf die
n-Octanol Konzentration. Dabei wurde fiir jeden ,Patch” die Aktivierungszeitkonstante des 30 uM 5-HT
induzierten Stromes in Gegenwart von n-Octanol durch die Aktivierungszeitkonstante des Kontrollstromes
ohne n-Octanol geteilt (Mittelwert fir z,, der Kontrollstréme: 12,5 + 11 ms; 61 Messungen an 18
~Patchen®).

Einwaschexperimente: schnelle und langsame Effekte von n-Octanol

Die Einwaschexperimente mit n-Octanol wurden gleichermaBen wie die fur die zuvor
untersuchten n-Alkanole durchgefiihrt. Als n-Octanol Konzentration wurden 70 uM (1Cso-
Wert der Aquilibrium-Applikation) gewahlt. Es zeigte sich ein biphasisch inhibierender
Effekt (Abb. 34). Nach der initialen schnellen Inhibierung nahm diese bei langerer
Einwaschdauer (mehrere Sekunden) bis zum Erreichen des Plateaus nur noch leicht zu.

Eine potenzierende Komponente wie bei n-Hexanol konnte nicht beobachtet werden.

Nachdem die gemittelten ,Patche” biexponentiell gefittet wurden, resultierte eine
schnelle Zeitkonstante (ttast) Von 5 ms und eine langsame Zeitkonstante (tgiow) vVON
0,48 s (siehe auch Tabelle 3). Die Fitbedingungen waren die gleichen wie bei den zuvor

untersuchten n-Alkanolen (siehe freier Fit, Methodenteil).
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Abbildung 34: Effekte von n-Octanol bei verschiedenen Einwaschzeiten (n= 3-4). Dargestellt ist der re-
lative Peakstrom bei jeweiliger n-Octanol Einwaschdauer als Prozent des 5-HT (30 uM)-induzierten
Kontrollstromes, der fir Rundown (mit Zeitkonstante typischerweise im Zehn-Minutenbereich) korrigiert
wurde (siehe Methodenteil 4.7.2). N-Octanol wurde in einer Konzentration von 70 uM (ICs,-Wert,
Aquilibrium) appliziert. Die resultierende Kurve zeigte einen biphasischen Effekt (Plateau-Reststrom: 38 +
4 % (£ 95 % Konfidenzintervall)).

5.5 n-Decanol

Wéhrend den Messungen mit n-Decanol kam es zur Einflhrung des 9-Wege-Systems.
Von daher wurden die Experimente mit n-Decanol sowohl mit dem 5-Wege-System als
auch mit dem 9-Wege-System durchgefihrt.

Mit dem 5-Wege-System wurde eine 3 pM n-Decanol Konzentration gemessen.
AnschlieBend wurde auf das 9-Wege-System gewechselt, und es folgten die Mess-
ungen mit 0,3 uM, 1 uM und erneut 3 uM n-Decanol. Diese n-Decanol Konzentrationen
wurden zur Sicherheit des vollstandigen Lésens der Substanz (mit dem Auge keine
Tribung der Lésung mehr erkennbar) mindestens 48 h gerlhrt.

Fir die Einwaschexperimente wurden die n-Decanollésungen aus einer 10 mM Ethanol-
stammldsung hergestellt (sieche Methodenteil). Beide Herstellungsweisen der n-Decanol-
I6sung resultierten in ICsp-Werten fUr die Strominhibierung, welche nicht signifikant
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unterschiedlich waren. Ebenfalls stimmten die Messungen fir 3 uM n-Decanol bei
beiden Losungsansatzen (5- und 9-Wege-System) Uiberein.

Effekte von n-Decanol auf die Stromamplitude:
Auch n-Decanol zeigte konzentrationsabhangig zunehmende inhibierende Effekte auf

den 5-HT (30 pM)-induzierten Strom (Abb. 35 und 36). Folgendes wird illustriert anhand

von Originalstromspuren welche am 9-Wege-System gemessen wurden.

L, | 5-HT Applikation
] n-Decanol Applikation

n-Decanol (3 uM), 5-HT (30 pM)

i

","F, el

n-Decanol (1 uM), 5-HT (30 uM)

n-Decanol (0,3 pM), 5-HT (30 uM)
-200 pA

200 ms 5-HT (30 uM)
Kontrolle und Auswéasche

Abbildung 35: Originalstromspuren eines in Aquilibrium-Applikation durchgefiihrten Experimentes an
einem ,Patch”. Mit steigender n-Decanol Konzentration kam es zu einer zunehmenden Reduktion des
Peakstromes gegentiber dem (30 uM) 5-HT-induzierten Kontrollstrom. Kontrolle und Auswaschspuren von
5-HT (30 uM) wurden wegen Uberlagerungen mit den Substanzspuren als gemittelte Stromspur gezeigt.
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5-HT Applikation
-1 n-Decanol Applikation

n-Decanol (3 pM) , 5-HT (30 uM)

n-Decanol (1 uM), 5-HT (30 pM)

n-Decanol (0,3 uM), 5-HT (30 pM)

-200 pA
5-HT (30 uM)

200 ms Kontrolle und Auswésche

Abbildung 36: Originalstromspuren eines in Offen-Kanal-Applikation durchgefiihrten Experimentes an
einem ,Patch”. Mit steigender n-Decanol-Konzentration kam es zu einer nur noch schwach zunehmenden
Reduktion des Peakstromes gegeniber dem 5-HT (30 uM)-induzierten Kontrollstrom. Kontrolle und
Auswaschspuren von 5-HT (30 uM) sind als gemittelte Stromspur dargestellt.

Auch bei n-Decanol wurden Konzentrations-Wirkungskurven des Effektes auf die
Stromamplitude erstellt (Abb. 37). Es zeigte sich eine konzentrationsabhangig
zunehmende Inhibierung der Stromantwort fiir die Aquilibrium und die Offen-Kanal-

Applikation.

In der Aquilibrium-Applikation fiihrte die niedrigste n-Decanol Konzentration (0,3 pM)
nicht zu einer signifikanten Veranderung der Stromamplitude. Die mittlere n-Decanol
Konzentration flhrte mit einem Mittelwert der Stromamplitude von 80,2 + 9,0 % der
Kontrollen zu einer signifikanten Hemmung gegentber dem 5-HT Kontrollstrom. Fir die
3 UM n-Decanollésung war die starkste Stromamplitudenreduktion zu verzeichnen,
wobei die Amplitude nur noch 47,5 £ 9,6 % der Kontrollen betrug (Abb. 37).

In der Offen-Kanal-Applikation war die Stromamplitudenhemmung durch n-Decanol
insgesamt nur noch gering . Die niedrige n-Decanol-Konzentration (0,3 uM) flhrte auch
in dieser Applikation nicht zu einem signifikanten Stromamplitudeneffekt. Die 1 pM- und
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3 uM n-Decanollésungen erzeugten jeweils eine leichte signifikante Stromamplituden-
reduktion (90,15 + 2,85 % und 84,89 * 7,28 % der Kontrollen, Abb. 37).

Per Inter- (Aquilibrium-Applikation), beziehungsweise in der Offen-Kanal-Applikation
Extrapolation der gefitteten n-Decanol Daten, ergaben sich folgende [Csy-Kon-
zentrationen: 2,5 + 0,40 pM fir die Aquilibrium-Applikation und 21 + 0,7 pM fiir die
Offen-Kanal-Applikation (Abb. 37 und Tabelle 2).
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100 N A n-Decanol -+

60-
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Abbildung 37: Effekte von n-Decanol auf die Amplitude 5-HT (30 uM)-induzierter Stréme. Dargestellt ist
die Stromamplitude in % der 30 uM 5-HT Kontrolle in Bezug auf die n-Decanol Konzentration (n= 4-10).

Effekte von n-Decanol auf die Stromkinetiken:

n-Decanol fiihrte in der Aquilibrium-Applikation zu einer konzentrationsabhéngigen
signifikanten Beschleunigung der Desensibilisierung (Abb. 38) In der Offen-Kanal-
Applikation konnte erst durch die hdéchste n-Decanol Konzentration eine signifikante

Beschleunigung der Desensibilisierungszeitkonstante festgestellt werden.

Die Aktivierungszeitkonstante wurde jeweils nur bei der hdchsten n-Decanol

Konzentration (3 uM) signifikant beschleunigt (Abb. 39).
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Abbildung 38: Effekt von n-Decanol auf die Desensibilisierungszeitkonstante 5-HT (30 uM)-induzierter
Stréme (n= 4-10). Dargestellt ist die Desensibilisierungszeitkonstante in % der 30 uM 5-HT Kontrolle in
Bezug auf die n-Decanol Konzentration. Dabei wurde fiir jeden ,Patch” die Desensibilisierungs-
zeitkonstante des 30 uM 5-HT induzierten Stromes in Gegenwart von n-Decanol durch die Desensi-
bilisierungszeitkonstante des Kontrollstromes ohne n-Decanol geteilt (Mittelwert fiir 1o der Kontrollstréme:
112,7 £ 75 ms; 50 Messungen an 20 ,,Patchen®).
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Abbildung 39: Effekte von n-Decanol auf die Aktivierungszeitkonstante 5-HT (30 uM)-induzierter Stréme
(n= 4-10). Dargestellt ist die Aktivierungszeitkonstante in % der 30 uM 5-HT Kontrolle in Bezug auf die
n-Decanol Konzentration. Dabei wurde fir jeden ,Patch” die Aktivierungszeitkonstante des 30 uM 5-HT
induzierten Stromes in Gegenwart von n-Decanol durch die Aktivierungszeitkonstante des Kontrollstromes
ohne n-Decanol geteilt (Mittelwert fir t,, der Kontrollstréme: 11,67 + 12 ms; 50 Messungen an 20
~Patchen®). Lediglich bei der 3 uM Decanollésung kam es in der Aquilibrium- und Offen-Kanal-Applikation
zu einer geringen aber signifikanten Beschleunigung der Aktivierungszeitkonstante.
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Einwaschexperimente: schnelle und langsame Effekte von n-Decanol

Auch mit n-Decanol wurden Einwaschexperimente durchgefiihrt. Als n-Decanol-Kon-
zentration wurden 2,5 pM (ICso-Wert der Aquilibrium-Applikation) gewahlt. Die initiale
schnelle Inhibierung war schwéacher ausgepragt als bei n-Hexanol und n-Octanol,
konsistent mit dem geringeren Effekt, welcher in der Offen-Kanal-Applikation gesehen
wurde (Abb. 36 und 37). Bei langerer Einwaschdauer kam es dann bis zum Erreichen

des Plateaus zu einer entsprechend starkeren Hemmung des Peakstromes gegenlber
der 30 uM 5-HT Kontrolle.

Nach biexponentiellem Fitten (freier Fit) der gemittelten Daten ergab sich folgendes Bild:

® n-Decanoal (2,5 uM)

Tast= 34 MS
Tslow= 0,99 s

Stromamplitude
(% der 30 uM 5-HT Kontrollen)

] ] ] ] ] ]
10° 102 10 100 10! 102 103
Zeit (s)
Abbildung 40: Effekte von n-Decanol bei verschiedenen Einwaschzeiten (n= 2-4). Dargestellt ist der
relative Peakstrom bei jeweiliger n-Decanol Einwaschdauer als Prozent des 5-HT (30 uM)-induzierten
Kontrollstromes, der fir Rundown (mit Zeitkonstante typischerweise im Zehn-Minutenbereich) korrigiert
wurde (siehe Methodenteil 4.7.2). Als applizierte n-Decanol-Konzentration wurden 2,5 uM (ICs,) gewéhit.

Durch den biexponentiellen Fit konnte ein biphasisch inhibierender Effekt festgestellt werden. (Plateau-
Reststrom: 37 +5 % (+ 95 % Konfidenzintervall)).

Nach biexponentiellem Fitten (Fitbedingungen entsprechen denen der zuvor unter-
suchten n-Alkanole) der erhobenen Daten resultierten zwei Zeitkonstanten der Strom-
inhibierung, eine schnelle 1,5t von 34 ms und eine langsame 150w Von 0,99 s (siehe auch
Tabelle 3).
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5.6 n-Dodecanol

Die n-Dodecanolmessungen gestalteten sich aufgrund der erhdhten Lipophilie etwas
schwieriger, so mussten samtliche n-Dodecanollésungen mithilfe einer Ethanolstamm-
I6sung angefertigt werden. Diese Ethanolstammlésung wurde jeweils am Vorabend des
Experimentes angefertigt (siehe Methodenteil). Anschliesend wurden am selben Tag
aus dieser Ethanolstammlésung die n-Dodecanollésungen hergestellt und Uber Nacht
unter Lichtschutz rihren gelassen. Am Tag des Experimentes wurde jeweils kontrolliert
ob sich die Substanz vollstandig geldst hatte (mit dem Auge keine Trilbung der Lésung

mehr erkennbar).

Die Experimente mit n-Dodecanol wurden mit dem 9-Wege-System durchgefiihrt.
Folgende n-Dodecanollésungen wurden gemessen: 0,1 uM, 0,3 uM und 1 pM (Abb. 41
und 42).

-D ﬁ l‘ g" l[l! - — ! [l! [l -
, [ ] 5-HT Applikation

/4

n-Dodecanol (1 uM), 5-HT(30 pM)
n-Dodecanol (300 nM),5-HT(30 uM)

-100 pA \
5-HT (30 uM)

200 ms Kontrolle und Auswésche (gemittelt)

Abbildung 41: Originalstromspuren eines in Aquilibrium-Applikation durchgefiihrten Experimentes an
einem ,Patch”. Mit steigender n-Dodecanol-Konzentration kam es zu einer zunehmenden Reduktion des
Peakstromes gegentiber dem 5-HT (30 uM)-induzierten Kontrollstrom. Kontrolle und Auswaschspuren von
5-HT (30 uM) wurden wegen Uberlagerungen mit den Substanzspuren gemittelt.
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| | 5-HT Applikation
[T ] n-Dodecanol Applikation

— n-Dodecanol (300 nM), 5-HT (30 uM)

50 pA T ' — n-Dodecanol (1 uM), 5-HT (30 uM)
| — 5-HT(30 pM), Kontrolle und Auswasche (gemittelt)

200 ms

Abbildung 42: Originalstromspuren eines in Offen-Kanal-Applikation durchgefiihrten Experimentes an
einem ,Patch”. Mit steigender n-Dodecanol Konzentration kam es hier nur noch zu einer sehr leichten
Unterdriickung des Peakstromes gegentiber dem 5-HT (30 uM) Kontrollstrom. Kontrolle und Auswasch-
spuren von 5-HT (30 uM) sind gemittelt dargestellt.

Nach der Analyse der Originalstromspuren wurden Konzentrations-Wirkungskurven fir
die Aquilibrium und Offen-Kanal-Applikation erstellt (Abb. 43).

In der Offen-Kanal-Applikation kam es zu keinem signifikanten Effekt durch n-Dodecanol
auf die 30 uM 5-HT-induzierten Kontrollstrdme. In der Aquilibrium-Applikation hingegen
war der inhibierende Effekt durch n-Dodecanol bei allen gemessenen Konzentrationen
signifikant. Bei der héchsten gemessenen Substanzkonzentration (1 uM) konnte noch
eine 50-prozentige Inhibierung (ICso= 0,8 £ 0,3 uM, Abb.43 und Tabelle 2) der 5-HT

induzierten Kontrollstrome erreicht werden.
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Abbildung 43: Effekte von n-Dodecanol auf die Amplitude 5-HT (30 uM)-induzierter Stréme. Dargestellt
ist die Stromamplitude in % der 30 uM 5-HT Kontrolle in Bezug auf die n-Dodecanol Konzentration. In der
Aquilibrium-Applikation kam es mit steigender Konzentration zu einer zunehmenden Unterdriickung des
Maximalstromes gegeniiber der 5-HT (30 uM)-induzierten Kontrollen. In der Offen-Kanal Applikation
hingegen war keine signifikante Verdnderung der 5-HT (30 uM)-induzierten Stréme durch n-Dodecanol zu
verzeichnen (n= 5-6).

Effekte von n-Dodecanol auf die Aktivierungs- und Desensibilisierungskinetiken:

n-Dodecanol fiihrte sowohl im Aquilibrium- als auch im Offen-Kanal-Modus lediglich in
hoher Konzentration (1puM) appliziert, zu einer signifikanten Beschleunigung der
Desensibilisierungszeitkonstante (Abb. 44). Dabei wurde die Desensibilisierungs-
zeitkonstante in der Aquilibrium-Applikation durch 1 pm n-Dodecanol mit 47,0 + 15,8 %
der Kontrollen signifikant starker beschleunigt als in der Offen-Kanal-Applikation (76,1
14,8 %).
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Abbildung 44: Effekt von n-Dodecanol auf die Desensibilisierungszeitkonstante 5-HT (30 uM)-induzierter
Stréme. Dargestellt ist die Desensibilisierungszeitkonstante in % der 30 uM 5-HT Kontrolle in Bezug auf
die n-Dodecanol Konzentration in zwei verschiedenen Applikationsformen (Aquilibrium und Offen-Kanal)
(n=4-6). Dabei wurde flir jeden ,Patch” die Desensibilisierungszeitkonstante des 30 uM 5-HT induzierten
Stromes in Gegenwart von n-Dodecanol durch die Desensibilisierungszeitkonstante des Kontrollstromes
ohne n-Dodecanol geteilt (Mittelwert fiir tott der Kontrollstréme: 68,66 + 62,33 ms; 30 Messungen an 11
~Patchen®).

on—

s
o © 2001
=S -6~ n-Dodecanol ++
©
B £ 4~ n-Dodecanol -+
c o 1504
o X .
==
o T
au-, 100
c = *
E =
28 50
=
3
< \0 c 1 v 1 v 1

o

& 3 7 6 5

Log [n-Dodecanol] (M)

Abbildung 45: Effekte von n-Dodecanol auf die Aktivierungszeitkonstante 5-HT (30 uM)-induzierter
Stréme (n= 4-6). Dargestellt ist die Aktivierungszeitkonstante in % der 30 uM 5-HT Kontrolle in Bezug auf
die n-Dodecanol Konzentration. Dabei wurde fiir jeden ,Patch” die Aktivierungszeitkonstante des 30 uM
5-HT induzierten Stromes in Gegenwart von n-Dodecanol durch die Aktivierungszeitkonstante des
Kontrollstromes ohne n-Dodecanol geteilt (Mittelwert fiir t,, der Kontrollstréme: 6,6 + 9,41 ms; 31
Messungen an 11 ,,Patchen”).
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Einwaschexperimente: schnelle und langsame Effekte von n-Dodecanol

Als n-Dodecanol-Konzentration wurde fir die Einwaschexperimente 0,5 uM (nahe dem
ICso-Wert der Aquilibrium-Applikation) gewahlt. Beim graphischen Auftragen und Fitten
der n-Dodecanoldaten ergab sich ein &hnliches Bild wie bei den n-Decanol Einwasch-

experimenten.

Die gemittelten Daten der ,Patche” zeigten nach graphischer Auftragung einen Effekt
der sich biexponentiell fitten lieB (freier Fit, siehe Methodenteil) und in Abbildung 46

illustriert ist.

Der Fit der Einwaschdaten von n-Dodecanol flhrte auch hier zur Ermittlung von zwei
Zeitkonstanten. Im Gegensatz zu den zuvor untersuchten n-Alkanolen war die schnelle
Zeitkonstante fir n-Dodecanol mit 0,83 s langsamer geworden (gleiche Fitbedingungen
wie bei den zuvor untersuchten n-Alkanolen, siehe auch Tabelle 3). Die langsame
Zeitkonstante fur n-Dodecanol betrug 4,8 s. Allerdings konnte ein Fit mit nur einer

Zeitkonstante nicht ausgeschlossen werden.

. ® n-Dodecanol (0,5 uM)
100

80 Tiast= 0,83 s
60 Tsiow= 4,8 S

G 1 1 I I I 1
10 102 10 10° 10' 102 103
Zeit (s)

Stromamplitude
(% der 30 uM 5-HT Kontrollen)

Abbildung 46: Effekte von n-Dodecanol bei verschiedenen Einwaschzeiten (n= 3-8). Dargestellt ist der
relative Peakstrom bei jeweiliger n-Dodecanol Einwaschdauer als Prozent des 5-HT (30 uM)-induzierten
Kontrollstromes, der fir Rundown (mit Zeitkonstante typischerweise im Zehn-Minutenbereich) korrigiert
wurde (siehe Methodenteil 4.7.2). Die n-Dodecanol Konzentration betrug 0,5 uM (nahe dem ICs,-Wert der
Aquilibrium-Applikation). Durch biexponentielles Fitten der Daten konnte ein schneller inhibierender Effekt
mit einer Zeitkonstante von 0,83 s sowie ein langsamer Effekt mit einer Zeitkonstante von 4,8 s be-
obachtet werden (Plateau-Reststrom: 49 + 6,5 % (+ 95 % Konfidenzintervall)).
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5.7 n-Tetradecanol

Wie bei n-Dodecanol wurde auch die n-Tetradecanollbsung mithilfe einer Ethanol-
stammldsung hergestellt, da eine direkte Lésung von n-Tetradecanol in ECS aufgrund
der geringen Wasserléslichkeit (0,89 uM) von n-Tetradecanol nicht méglich war (siehe
Methodenteil). Die Konzentration von n-Tetradecanol in der Ethanolstammlésung betrug
10 mM. Aus dieser Stammldsung wurden anschlieBend drei Lésungen fir die Experi-

mente hergestellt.

Die n-Tetradecanollésungen hatten folgende Substanzkonzentrationen: 0,1 uM, 0,3 uM
und 0,9 uM (gesattigte Lésung).

In den Abbildungen 47 und 48 wurde die Veranderung der 5-HT (30 uM)-induzierten
Stromspuren durch n-Tetradecanol dargestellt.

] PSR L.
V) [ ] 5-HT Applikation
C . ]n-Tetradecanol Applikation

77
n-Tetradecanol (0,9 uM, gesattigt), 5-HT (30 pM)

e 4

n-Tetradecanol (0,3 pM), 5-HT (30 uM)

n-Tetradecanol (0,1 pM), 5-HT (30 uM)
-50 pA \
5-HT (30 uM)

200 ms Kontrolle und Auswasche

Abbildung 47: Originalstromspuren eines in Aquilibrium-Applikation durchgefiihrten Experimentes an
einem ,Patch”. Mit steigender n-Tetradecanol-Konzentration konnte nur eine sehr schwach zunehmende

Reduktion des Peakstromes gegeniber dem 5-HT (30 uM)-induzierten Kontrollstrom beobachtet werden.
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[ | 5-HT Applikation
[ ] n-Tetradecanol Applikation

-Tetradecanol (0,9 uM, gesaéttigt), 5-HT (30 M)

n-Tetradecanol (0,3 uM), 5-HT (30 pM)

-20 pA

5-HT(30 pM)

100 ms  kontrolle und Auswésche

Abbildung 48: Originalstromspuren eines in Offen-Kanal-Applikation durchgefiihrten Experimentes an
einem ,Patch”. Die Stromspuren, welche zu den beiden niedrigen n-Tetradecanol-Konzentrationen
gehdren, lieBen sich kaum von der 5-HT 30 uM Kontrolle unterscheiden. Hier war kaum eine Beein-
flussung im Sinne einer Amplitudenreduktion durch n-Tetradecanol sichtbar.

Effekt von n-Tetradecanol auf die Stromamplitude:

Es wurden Konzentrations-Wirkungskurven far den Effekt von n-Tetradecanol auf die
Stromamplitude in den Aquilibrium- und Offen-Kanal-Modi erstellt (Abb. 49). Wie bereits
an den Originalspuren beobachtet werden konnte, war der inhibierende Effekt von
n-Tetradecanol bei den gemessenen Konzentrationen gering. In der Aquilibrium-
Applikation kam es bei allen gemessenen n-Tetradecanol-Konzentrationen zu einer
geringen aber signifikanten Stromamplitudenreduktion. Die Stromamplitude wurde durch
0,9 uM n-Tetradecanol in dieser Applikation auf 81,0 £ 14,2 % der Kontrollen reduziert.

In der Offen-Kanal-Applikation zeigte sich kein statistisch signifikanter Effekt auf die

Stromamplitude durch n-Tetradecanol.

Eine Bestimmung des ICso-Wertes war aufgrund der limitierten Wasserldslichkeit
(0,89 uM) von n-Tetradecanol in keiner der untersuchten Applikationsarten méglich.
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Abbildung 49: Effekte von n-Tetradecanol auf die Amplitude 5-HT (30 uM)-induzierter Stréme (n= 5-7).
Dargestellt ist die Stromamplitude in % der 30 uM 5-HT Kontrolle in Bezug auf die n-Tetradecanol
Konzentration. Nur in der Aquilibrium-Applikation kam es zu einer statistisch signifikanten Unterdriickung
des Maximalstromes gegeniiber der 5-HT (30 uM)-induzierten Kontrolle durch n-Tetradecanol.

Effekte von n-Tetradecanol auf die Stromkinetiken:

In Bezug auf den Effekt von n-Tetradecanol auf die Aktivierung und Desensibilisierung
des 30 uM 5-HT-induzierten Stromes lieB sich kein eindeutiger Trend nachweisen (Abb.
50 und 51).



73

” ",

= off—
2
§ S 200-
2o -e- n-Tetradecanol ++
R
= § 150- -&- n-Tetradecanol -+
59
N
ok
S 5 100
E
i ' '
56 50
g8
N R
o 0 T T T d 1
Q 8 -7 -6 -5

Log [n-Tetradecanol] (M)

Abbildung 50: Effekt von n-Tetradecanol auf die Desensibilisierungszeitkonstante 5-HT (30 uM)-
induzierter Stréme (n= 5-7). Dargestellt ist die Desensibilisierung in % der 30 uM 5-HT Kontrolle in Bezug
auf die n-Tetradecanol Konzentration. Dabei wurde fiir jeden ,Patch” die Desensibilisierungszeitkonstante
des 30 uM 5-HT induzierten Stromes in Gegenwart von n-Tetradecanol durch die Desensibilisierungs-
zeitkonstante des Kontrollstromes ohne n-Tetradecanol geteilt (Mittelwert flir 1 der Kontrollstréme: 83,98
+ 54,02 ms; 35 Messungen an 8 ,Patchen®).
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Abbildung 51: Effekte von n-Tetradecanol auf die Aktivierungszeitkonstante 5-HT (30 uM)-induzierter
Stréme (n= 5-7). Dargestellt ist die Aktivierungszeitkonstante in % der 30 uM 5-HT Kontrolle in Bezug auf
die n-Tetradecanol Konzentration. Dabei wurde fir jeden ,,Patch” die Aktivierungszeitkonstante des 30 uM
5-HT induzierten Stromes in Gegenwart von n-Tetradecanol durch die Aktivierungszeitkonstante des
Kontrollstromes ohne n-Tetradecanol geteilt (Mittelwert fir z,, der Kontrollstréme: 8,67 + 3,35 ms; 35
Messungen an 8 ,Patchen”). Es bestand keine signifikante Verdnderung der Aktivierungszeitkonstante
durch n-Tetradecanol.
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6 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Wirkung von n-Alkanolen auf humane 5-HT3za-Rezeptoren
mittels der ,Patch-clamp“ Methode in Kombination mit einem schnellen Lésungsaus-
tauschsystem untersucht. Nach Charakterisierung dieser Effekte, insbesondere hinsicht-
lich der Beeinflussung der Stromamplituden und Stromkinetiken, wurden die Wirkungen
der n-Alkanole mit denen zuvor am 5-HT3a-Rezeptor untersuchter Substanzen wie dem

Propofol und Phenolderivaten verglichen.

6.1 Methodische Fragen

Aus stabil transfizierten HEK 293 Zellen, welche humane 5-HT3a-Rezeptoren ex-
primierten, wurden ,outside-out Patche” entnommen. Der Vorteil der transfizierten Zellen
bestand darin, dass die Rezeptoren in besonders hoher Dichte vorlagen und so die
Stromamplituden, welche durch 30 uM 5-HT induziert wurden, deutlich gréper waren als
bei anderen Praparationen (Barann et al., 1997), was die Evaluierung der beobachteten

Effekte erleichterte.

In ,outside-out Patchen“ sind die lonenkanale in ihrer Umgebung komplett isoliert von
Zytosol und stérenden umliegenden Zellen oder Membranen, welche es den Testsub-

stanzen erschweren kénnten, an den zu untersuchenden Wirkort zu gelangen.

Zusatzlich erlaubte das Lésungsapplikationssystem einen Lésungsaustausch innerhalb
weniger Millisekunden (~2 ms), was eine Beobachtung und Unterscheidung schneller
und langsamer Effekte ermdglichte. Die durch 30 uM 5-HT induzierten Stréme zeigten
die erwarteten Aktivierungs- und Desensibilisierungszeitkonstanten (Barann et al.,
2008). Das Membranhaltepotenzial wurde wahrend der Durchfihrung der Experimente
kontinuierlich auf -100 mV gehalten, was einer Depolarisierung und Beteiligung even-
tuell vorhandener spannungsabhéangiger Kanale entgegenwirkte.
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6.2 Vergleich der verschiedenen n-Alkanole

Die Applikation von n-Alkanolen auf ,excised outside-out Patche“ welche 5-HT3a-
Rezeptoren enthielten, fihrte insgesamt zu einer Inhibierung der 5-HT (30 uM) indu-

zierten Strome, verglichen mit den respektiven Kontrollstromen.

In den meisten Experimenten wurde 30 uM als 5-HT Konzentration gewéhlt, da diese
Konzentration eine nahezu maximale Stromantwort hervorruft. Desweitern diente diese
Konzentration als Referenz fir die Einschatzung der Qualitat der ,Patche” und erlaubte
einen Vergleich der Experimente mit zahlreichen anderen An&sthetika und anasthetika-
ahnlichen Substanzen, welche bereits am 5-HT3a-Rezeptor untersucht worden waren.

Schaute man sich die Originalspuren der n-Alkanole in den verschiedenen Applikations-
formen an, so konnte erkannt werden, dass die Stromantwort durch eine 60 s Exposition
(Aquilibrium-Applikation) jedes n-Alkanols starker inhibiert wurde, als wenn der ,Patch®
dem n-Alkanol nur ungefédhr 20 ms (Offen-Kanal) ausgesetzt war. Der inhibierende
Effekt durch die kurze Applikation von n-Alkanol (Offen-Kanal) wurde ab n-Hexanol
kontinuierlich schwéacher, so dass bei n-Alkanolen, welche langerkettiger als n-Decanol
waren, kein signifikanter inhibierender Effekt mehr auf die Stromamplitude zu

beobachten war.

Durch diese unterschiedlichen Effekte auf die Inhibierung, je nach Dauer der n-Alkanol-
Exposition, schien es nun sinnvoll, die Inhibierung der Stromamplitude durch n-Alkanole
detaillierter zu analysieren. Dabei wurde versucht herauszufinden, wie lange das n-Alka-
nol appliziert werden musste, bis der volle Effekt erreicht war. Aus diesem Grund
wurden Einwaschexperimente durchgefihrt, bei denen die n-Alkanole in unterschiedlich
langen Zeitintervallen (zusatzlich zu 20 ms und 60 s) appliziert wurden. Um die Effekte
sinnvoll miteinander vergleichen zu kénnen, wurden bei allen Einwaschexperimenten
equipotente n-Alkanol Konzentrationen gewahlt (ICso-Wert oder Konzentration nahe dem
ICso-Wert der Aquilibrium-Applikation). Bei diesen Konzentrationen war der inhibierende
Effekt des n-Alkanols groB genug und ermdglichte somit auch zu erkennen, ob die In-

hibierung sich eventuell aus mehr als einer Komponente zusammensetzte. Zur Er-
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mittlung der ICso-Werte (Tabelle 2) wurden Konzentrations-Wirkungsbeziehungen des
Effektes der n-Alkanole auf die Stromamplitude erstellt. Auf die Messung kompletter
Konzentrations-Wirkungskurven wurde verzichtet. Vielmehr wurden die Konzentrationen
so gewahlt, dass sie den ICso-Wert der Aquilibrium-Applikation einklammerten, da dieser

als Referenzkonzentration flr die Einwaschexperimente dienen sollte.

Alkanol I Csol'-'\quilibrium nH I CSOOﬂen-KanaI Ny
(M) (M)
Ethanol 1,1 -2,0 1,7 -1,4
(£0,2) (21,1) (£ 0,6) (£0,6)
n-Butanol 3,0*102 -1,2 8,8*10% -2,1
(+7.8*10°% | (204) (+1,8*10%) (£0.8)
n-Hexanol 1,5*10° -2,8 1,7*10° -1,7
(+2,0*10% | (208 (+2,3*10™ (£0,6)
n-Octanol 7,0*10° -1,4 1,4*10* -0,9
(+1,3*107) (+0,3) (+6,2*107) (+0,5)
n-Decanol 25%10° -1,5 2,2*10° -0,9
(+42*107) | (205) (+7,9*10°) (£0,8)
[>3*107F
n-Dodecanol 8,3*10” -0,9 [>1*1079 /
(+3,4*107) | (204
n-Tetradecanol [>0,89*10°] / [>0,89 * 10 /

Tabelle 2: ICsy-Werte und Hill-Koeffizienten ny (+ 95 % Konfidenzintervalle), welche durch Fitten der
Konzentrations-Wirkungskurven der einzelnen n-Alkanole anhand von Hill Gleichungen errechnet wurden.
Die Werte in eckigen Klammern bezeichnen jeweils die héchste gemessene n-Alkanol-Konzentration, bei
der der Effekt noch nicht 50 % war.

Bei der Betrachtung der Konzentrations-Wirkungskurven konnte kein monoton ver-
laufender kettenlangenabhéangiger Trend erkannt werden. Wahrend die Konzentrations-
Wirkungskurven der Aquilibrium und der Offen-Kanal-Applikation von Ethanol und
n-Hexanol noch nahezu Uberlagert waren, separierten sie sich mehr, je langer der

n-Alkanol wurde (Ausnahme n-Butanol, siehe unten).
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Neben dem Effekt von n-Alkanolen auf die Stromamplitude konnte bei der ,excised
outside-out” Konfiguration auch der Effekt von n-Alkanolen auf die Stromkinetiken unter-
sucht werden. Die Zeitkonstanten der Aktivierung und Desensibilisierung der 30 uM
5-HT-induzierten Strébme lagen im erwarteten Bereich fir ,excised Patche® (Barann et
al., 2008). Sowohl die Aktivierung als auch die Desensibilisierung des Stromes wurden
durch n-Alkanole nicht verlangsamt, sondern bei héheren Konzentrationen beschleunigt.

Bei den anschlieBenden Einwaschexperimenten, in denen die Inhibierung der 5-HT
induzierten Stréme durch n-Alkanole naher analysiert werden sollte, zeigten sich
biphasische Effekte, welche biexponentiell gefittet werden konnten (freier Fit, siehe
Methodenteil). In allen Experimenten zeigte sich eine schnellere und eine langsamere
inhibierende Phase (Tabelle 3). Nur n-Hexanol stellte eine Ausnahme dar. Hier wurde
anstelle einer langsamen inhibierenden Phase eine potenzierende Phase gesehen,
welche auf die schnelle Inhibierung folgte und zu einer partiellen Erholung des

Peakstromes fuhrte.

n-Alkanol | [UM] | rast Frast Tsiow Fsiow | Plateau | R?
(ms) | (%) (8) | (%) | (%)

Butanol 45 300 16 40 4.1 60 38 0.74
(3.1-oo)§ (29 - 52) (2.2-24.5)5 (34 - 43)

Hexanol |1500| 21 | 137 116 | -37 56 | 0.38
(11-260)i(115- 158)| (4.1-=) | (50 - 62)

Octanol 70 5 | 67 048 | 33 38 | 0.51
(0.004 - °°) (47 - 88) (0.17 - ) (34 - 42)

Decanol | 25 | 34 | 3 099 | 69 37 1083
(10 - ) (6 - 56) (0.56-4.69)5 (32 - 42)

Dodecanol | 0.5 830 : 64 48 : 36 49 0.72
(210 oo) (0-100) | (0.72-) (43 - 56)

Tabelle 3: Resultierende Zeitkonstanten aus dem freien biexponentiellen Fit (siehe Methodenteil) der
Einwaschdaten. Die n-Alkanol Konzentration wurde gleich oder nahe dem ICs,-Wert gewéhlit. Freie Fit-
parameter waren, neben den zwei Zeitkonstanten, die Amplitude des schnellen Effektes (Prozent des
totalen Effektes) und der Wert des Plateaus (i.e. Reststrom nachdem der Einwasch vollstdndig ist). Die
Amplitude des langsamen Effektes von n-Hexanol ist wegen der bestehenden Potenzierung negativ. Die
Amplituden des langsamen und schnellen Effektes addieren sich zum totalen Effekt (100 %). Weiterhin
sind die 95 % Konfidenzintervalle fiir die Fitoarameter sowie die Werte fiir RZ angegeben.
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Bei allen n-Alkanolen (Ausnahme n-Dodecanol) war die schnelle Inhibierung schneller
als das klrzeste Zeitintervall der n-Alkanol-Applikation (52 ms), das in dieser Appli-

kationsform gemessen werden konnte.

Unter Berticksichtigung der Streuungen der ermittelten Zeitkonstanten (siehe Konfidenz-
intervalle Tabelle 3) konnte weder fir die schnelle noch fur die langsame Zeitkonstante
ein stark von der Kettenlange des n-Alkanols abhangiger Trend erkannt werden. So
konnte auch nicht ausgeschlossen werden, dass sowohl die schnelle Zeitkonstante als
auch die langsame Zeitkonstante (mit einem Wert verschieden von dem der schnellen

Zeitkonstante) fir alle n-Alkanole gleich sein kdnnten.

Um zu testen ob die erhobenen Daten mit einer solchen Hypothese Ubereinstimmten,
wurden die Einwaschkurven erneut gefittet, diesmal simultan flr alle n-Alkanole (siehe
Abschnitt 4.7.2, ,verbundener Fit¥). Hier konnten g und tgon flr alle n-Alkanole
gleichzeitig variieren, wobei sich ein allen n-Alkanolen gemeinsamer Wert fir s, und
ein allen n-Alkanolen gemeinsamer Wert flr zq0w ergeben musste (Tabelle 4). Die
anderen Parameter konnten fir jedes n-Alkanol frei variieren. Wie in Abbildung 52
gezeigt wird, lieBen sich die Einwaschdaten jedes n-Alkanols mit diesen verbundenen
Zeitkonstanten trotz eingeschrankter Fitvariabilitat (nur noch zwei von vier Fitparametern
konnten frei variieren, sieche Methodenteil) sehr gut fitten (Abb. 52 f und gestrichelte
Linien Abb. 52 a-e) und unterschieden sich eher wenig von den freien Fits (Abbildung
52, durchgezogenen Linien a-e). Dabei ergab sich flr die Fits mit verbundenen
Zeitkonstanten nur ein gering schlechterer Wert fir R? verglichen mit den freien Fits
(Tabelle 3 und 4). Allerdings waren die Konfidenzintervalle der beiden Zeitkonstanten
Tslow UNd 1125t NUN €Ng genug geworden um anzugeben dass diese sich signifikant um
einen Faktor 50 voneinander unterschieden. Desweiteren lagen bis auf n-Dodecanol alle
schnellen Zeitkonstanten aus Tabelle 3 innerhalb des Konfidenzintervalles der schnellen
Zeitkonstante aus Tabelle 4. Ahnlich lagen auch die langsamen Zeitkonstanten aus
Tabelle 3 mit Ausnahme von n-Hexanol, entweder im oder nahe am Konfidenzintervall

dieser Zeitkonstante in Tabelle 4.
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Abbildung 52: n-Alkanol-Einwaschkurven bei n-Alkanol Konzentrationen, die gleich oder Ghnlich dem
ICso-Wert der Aquilibrium-Applikation gewdahit wurden. Dargestellt ist der relative Peakstrom bei jeweiliger
n-Alkanol Einwaschdauer als Prozent des 5-HT (30 uM)-induzierten Kontrollstromes, der fir Rundown (mit
einer Zeitkonstante typischerweise im Zehn-Minutenbereich) korrigiert wurde (siehe Methodenteil 4.7.2).
Jede Einwaschkurve besteht aus 5-10 Einzelpatchen. Die Parameter der gefitteten Kurven (durch-
gezogene Linien; freier Fit, siehe Methodenteil) sind in Tabelle 3 aufgelistet. In f) sind alle Einwaschdaten
der untersuchten n-Alkanole aus den Abbildungen 52 a-e zusammengefasst und erneut gefittet worden
(verbundener Fit, siehe Methodenteil), diesmal simultan fir alle n-Alkanole mit der Bedingung dass die
Zeitkonstanten .5 und s, Zwar variieren durften, aber ein allen n-Alkanolen gemeinsamer Wert sowohl!
fir ti,s @ls auch fir g, resultieren musste. Die anderen Fitparameter konnten frei und individuell variieren
(siehe Methodenteil). In den Abbildungen a-e sind diese verbundenen Fits fir jedes n-Alkanol separat als
gestrichelte Linien dargestellt (Fitparameter sind in Tabelle 4 angegeben).
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n-Alkanol Trast | Fast tsow | Fsiow | Plateau | R?
(ms) | (%) (&) | (%) | (%)
Butanol 38 . 62 40 0.71
 (27-48) (36 - 44)
Hexanol 134 | 34 | 53 | 0.3f
(111 157) (48 - 58)
Octanol o4 | 77 | 17 | 23 38 | 0.47
(14-71) | (62-92) | (12-27) | (32— 43)
Decanol 35 | 65 36 | 0.81
. (23-46) (30 - 41)
Dodecanol 0 | 100 50 0.71
. (0-10) (45— 54)

Tabelle 4: Fitparameter und 95 % Konfidenzintervalle der Einwaschkurven mit verbundenen Zeit-
konstanten. Die Fitparameter der einzelnen n-Alkanole entstammen dem verbundenen Fit bei dem alle
n-Alkanole simultan gefittet wurden und dabei ein allen n-Alkanolen gemeiner Wert fiir die schnelle
Zeitkonstante (zy,s) und ein allen n-Alkanolen gemeinsamer Wert fiir die langsame Zeitkonstante (tsio)
resultieren musste (Abb. 52 f und Abb. 52 a-e, gestrichelte Linien). Die anderen Fitparameter konnten
individuell und frei variieren. Dabei fallt auf dass die Konfidenzintervalle fiir die schnelle und langsame
Zeitkonstante deutlich enger geworden sind, verglichen mit den Zeitkonstanten der freien Fits aus
Tabelle 3. Die Konfidenzintervalle fiir die anderen Parameter hingegen sind nur gering gegentiber denen
aus Tabelle 3 verédndert.

Wéhrend Potenzierung in den Einwaschexperimenten (30 uM 5-HT) flar n-Hexanol
gesehen worden war, zeigte sich bei dieser 5-HT Konzentration kein direkter Hinweis
auf Potenzierung bei den n-Alkanolen mit kiirzerer Kettenlange als n-Hexanol. Jedoch
wurden in der Literatur in ,Whole-cell“ Experimenten amplituden-potenzierende Eigen-
schaften von Alkoholen bis zu einer Kettenlange von 6 Kohlenstoffatomen beschrieben,
allerdings ausschlieBlich bei Strémen, welche durch niedrige 5-HT Konzentrationen
induziert waren (Stevens et al., 2005b; Jenkins et al., 1996). Folglich wurde die Wirkung
von Ethanol und n-Butanol, in sehr ahnlichen Konzentrationen zu denen aus den
~Whole-cell“ Experimenten appliziert, auch an ,excised outside-out Patchen® zusammen
mit niedrigen 5-HT-Konzentrationen getestet. Dabei wurde in jedem Experiment zu-
satzlich eine 30 uM 5-HT induzierte Kontrolle und Substanzspur gemessen. Somit

konnte auch die Qualitat des ,Patches” beurteilt werden.
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Wahrend die durch 30 pM 5-HT induzierten Stréme auch in diesen Experimenten durch
die untersuchten n-Alkanole nicht potenziert wurden, konnten bei den niedrigen 5-HT
Konzentrationen (1 und 2 uM) zum Teil Potenzierungen der Stromamplitude durch
n-Butanol beobachtet werden (Abb. 19 und 20). Dabei schienen diese abhangig zu sein
von der Kinetik der Kontrollstrome, welche sich mit der ,Lebensdauer® der ,Patche®
veranderte. Ethanol hingegen zeigte auch bei niedrigen 5-HT Konzentrationen
ausschlieBlich inhibierende Effekte auf die Stromamplitude.

Die Konzentrations-Wirkungskurve von 5-HT wurde in der Offen-Kanal-Applikation
weder durch Ethanol noch durch n-Butanol stark verandert. Die statistisch nicht
signifikante leichte Verschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve von 5-HT durch
Ethanol impliziert, dass ein eventueller kompetitiver Antagonismus bestenfalls schwach
sein wirde. Somit gibt es fir keinen der untersuchten n-Alkanole Hinweise auf eine
starke Kompetitivitat mit 5-HT.

6.3 Vergleich der (molekularen bis systemischen) Potenzen von n-Alkanolen

Vergleicht man die 1Cso-Werte der Strominhibierung durch n-Alkanole am 5-HT3a-Re-
zeptor mit 1G5y oder ECsy Werten flr andere lonenkanéle, Proteine oder weiter
integrierte Systeme (Aktionspotentiale bzw. Stellreflexe), so erkennt man, dass diese

sich nicht viel voneinander unterscheiden (Abb. 53).

Mit zunehmender GrdéBe und somit Hydrophobie der n-Alkanole nimmt die Potenz der
n-Alkanole zu und folgt dabei einer Meyer-Overton Korrelation. Ab einer Kettenlange
von ungefahr 12 Kohlenstoffatomen bleibt zwar noch Aktivitat erhalten, jedoch steigt die
Potenz weniger an als von der Meyer-Overton Korrelation vorausgesagt, bevor sie
schlieBlich zu verschwinden beginnt (siehe bakterielle Luciferase oder 5-HT3z-Rezeptor
in N1E-115 Zellen, Abb. 53). Ab einer bestimmten Kettenldnge geht die Wirkung
eventuell sogar ganz verloren (Pringle et al., 1981). Dieses Phdnomen wird auch als
Cutoff bezeichnet und kann nicht nur bei n-Alkanolen, sondern auch in anderen
homologen Reihen nachgewiesen werden (Liu et al.,, 1994). Der Cutoff liegt fir die
n-Alkanole meist zwischen einer Kettenlange von 12 bis 14 Kohlenstoffatomen. Dabei
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lassen sich die Cutoff Phdnomene nicht nur auf molekularer Ebene, sondern auch in
hoheren Ebenen des Nervensystems beobachten (siehe Stellreflexverlust bei
Kaulquappen, Abb. 53). Dies kdnnte ein Hinweis auf eine geringe Spezifitat der Wirkung

von n-Alkanolen sein.

Uber mégliche Ursachen des Cutoffs wurde in den letzten dreiBig Jahren viel spekuliert.
Diverse Mechanismen, welche den plétzlichen Wirkungsverlust erklaren sollten, wurden
vorgeschlagen. Nachdem sich die Theorie der Lipidmembranen als primarem Wirkort fir
Anasthetika nicht durchsetzen konnte, rlckte die sogenannte ,Protein-Theorie’ zu-
nehmend in den Vordergrund. Hier galten Proteine als Hauptangriffspunkt von
Anéasthetika (Franks und Lieb, 1984; Richards et al., 1978; Franks und Lieb, 1982).
Jedoch konnte auch mithilfe der ,Protein-Theorie’ bis heute keine zufriedenstellende

Erklarung fur den Cutoff-Effekt gefunden werden.

Durch die Analyse der homologen Reihe der n-Alkanole am 5-HT3a-Rezeptor als Modell
ligandengesteuerter lonenkandle wurde in dieser Arbeit versucht, Hinweise auf die

molekularen anasthetischen Interaktionen zu finden.

® 5-HT35-R (aktuelle Studie)

2_
5-HT3-R (N1E-115)
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Abbildung 53: Meyer Overton Korrelationen der Effekte von n-Alkanolen auf verschiedene lonenkandéle,
Zelltypen und Verhaltenzreaktionen. Gegen die n-Alkanol-Partitionskoeffizienten wurden [Csy.Werte
doppellogarithmisch aufgetragen: ® 5-HT;y —Rezeptoren (aktuelle Studie), 5-HT5-Rezeptoren in
N1E-115 Zellen (Jenkins et al., 1996), ¥ Natrium-Kandle (Haydon und Urban, 1983) und Kalium-
Kanéle (Haydon & Urban, 1986) in Tintenfisch-Riesenaxonen, x bakterielle Luciferase (Curry et al.,
1990), O Summenaktionspotenzial des Nervus Ischiadicus des Frosches (Requena und Haydon, 1985)
und A Verlust des Stellreflexes bei Kaulquappen (Alifimoff et al., 1989).
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(log (Octanol / Wasser Partitionskoeffizient): Methanol: -1,38; Ethanol: -0,4; n-Propanol: 0,21; n-Butanol:
0,84; n-Pentanol: 1,47 ; n-Hexanol: 2,03 ; n-Heptanol: 2,53 ; n-Octanol: 3,21 ; n-Nonanol: 3,76 ;
n-Decanol: 4,24 ; n-Undecanol: 4,83 ; n-Dodecanol: 5,36 ; n-Tridecanol: 5,71 ; n-Tetradecanol: 6,21 ;
n-Pentadecanol: 6,60 und n-Hexadecanol: 7,17)

6.4 Komponenten der Wirkung von n-Alkanolen auf 5-HT;s-Rezeptoren-vermittelte

Strome

n-Alkanole wirken gleichzeitig auf mehrere verschiedene Komponenten des 5-HT-indu-
zierten Stromes. So beeinflussen sie sowohl die maximale Stromamplitude als auch die
Aktivierung und Desensibilisierung des Stromes. Da es in ,excised outside-out Patchen®
moglich war, sich Uberlagernde n-Alkanol-Effekte aufzutrennen (Abb. 52), konnten
schnelle und langsame inhibitorische, aber auch potenzierende Komponenten auf den
5-HT-induzierten Strom festgestellt werden. Der Anteil der einzelnen Komponenten am
Gesamteffekt war dabei abhangig von der n-Alkanol Konzentration, der Dauer der
n-Alkanol Exposition und der Kettenlange des n-Alkanols. Obwohl n-Alkanole strukturell
gesehen einfach gebaute Substanzen sind, zeigten sie bei elektrophysiologischen

Messungen ein komplexes Wirkspektrum am 5-HT3a-Rezeptor.

Die Inhibierung war insgesamt bei kurzer n-Alkanol-Exposition (Offen-Kanal-Applikation)
schwécher als bei langerer n-Alkanol-Exposition (Aquilibrium-Applikation; siehe auch
Konzentrations-Wirkungskurven fir die Stromamplitude). Mittels der Einwaschexperi-
mente konnten zwei Komponenten der Inhibierung (schnelle und langsame Inhibierung)
festgestellt werden, deren Zeitkonstanten sich um ungefahr zwei GréBenordnungen
unterschieden (Tabelle 3). Mit zunehmender Kettenldange des n-Alkanols wurde die
schnelle Inhibierung immer schwéacher, bis sie dann ab einer Kettenlange von 12

Kohlenstoffatomen ganz verloren war.

Wahrend alle n-Alkanole mindestens eine, meist zwei starke inhibierende Komponenten
aufwiesen, konnte im Vergleich dazu nur vereinzelt Potenzierung direkt beobachtet
werden, die auch dann nur schwach ausgepragt war. Dies war zum Beispiel der Fall fir
n-Hexanol (siehe Abb. 28 und 52). Hier folgte der schnellen Inhibierung eine langsame
Potenzierung, die einer gleichzeitigen langsamen Inhibierung dominierend Uberlagert
war oder diese sogar vollstandig ausschaltete. In anderen Féllen war Evidenz flr eine
Uberlagerung von inhibierenden und potenzierenden Effekte nur indirekter Natur.
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Schaute man sich die Konzentrations-Wirkungskurven in Bezug auf die Stromamplitude
genauer an, so fiel auf, dass n-Butanol dem allgemeinen Trend mit zunehmender
Kettenlange nicht ganz folgte. Hier war die Aquilibrium-Applikation (ICso= 3*107%) bereits
ungefahr dreimal potenter als die Offen-Kanal-Applikation (ICso= 8,8 *107%), wahrend bei
Ethanol und n-Hexanol der Potenzunterschied zwischen beiden Applikationen nicht
signifikant unterschiedlich war. Die schnelle inhibitorische Komponente durch n-Butanol
schien also schwacher ausgepragt als bei Ethanol oder n-Hexanol (Abb. 52).
Mdoglicherweise gab es hier &ahnlich wie bei n-Hexanol auch eine potenzierende
Komponente, nur dass diese fur n-Butanol schneller war und die schnelle statt die
langsam inhibierende Komponente Uberlagerte. Ein Vergleich mit anderen verwandten
homologen Reihen kénnte zukiinftig helfen, diese Hypothese zu prifen.

Direkte Hinweise auf eine schnelle, jedoch relativ geringe Potenzierung durch n-Butanol
wurde nur fir Strdme, die durch niedrige 5-HT Konzentrationen induziert wurden,
beobachtet, und auch dann nicht in jeder Messung (Abb. 19 und 20). Diese Po-
tenzierung war deutlich geringer als die in ,Whole-cell“- Experimenten in N1E-115-
Zellen mit 5-HT3-Rezeptoren (Jenkins et al., 1996) beschriebene Potenzierung, die
ihrerseits noch viel kleiner war als die flr 5-HT3a-Rezeptoren in Xenopus Oozyten
(Stevens et al., 2005b). Es ist moglich, dass, wie in den Abbildungen 19 und 20
angedeutet, die Stromkinetik einen Einfluss auf die Ausprdgung von potenzierenden
Effekten hat. Die etwa funfzigfach langsamere Kinetik bei ,Whole-cells® (welche bei
Xenopus Oozyten sogar noch langsamer ist) kdnnte also eventuell der Grund fiir die
unterschiedlichen AusmaBe und die zum Teil scheinbar widersprichlichen Ergebnisse in
Bezug auf die Strompotenzierung durch n-Alkanole zwischen ,Whole-cell“ Experimenten
untereinander und denen an ,excised Patchen“ sein. Vielleicht erklart sich auch so,
warum potenzierende Eigenschaften fur n-Hexanol zwar in 5-HT3; Rezeptoren in oben
genannten N1E-115-Zellen (Jenkins et al., 1996), jedoch nicht in Xenopus Oozyten
(Stevens et al., 2005a; Stevens et al., 2005b) nachgewiesen werden konnten.

6.5 Bedeutung der molekularen GréBe der n-Alkanole hinsichtlich Funktion und
Potenzverlust



85

Durch kontinuierliches Verlangern der Kettenlange der n-Alkanole wurde in dieser Arbeit
versucht, die Bedeutung der molekularen GréBe in Bezug auf die Funktion und den
bereits in der Literatur beschriebenen Potenzverlust und Cutoff Effekt zu charakteri-

sieren.

Bis dato hatte man am 5-HT3a-Rezeptor sowohl inhibierende als auch potenzierende
Aktivitat von n-Alkanolen beobachtet. Der Cutoff des inhibierenden Effektes wurde dabei
um Pentadecanol beschrieben (Jenkins et al., 1996), wahrend der Verlust des
potenzierenden Effektes um n-Hexanol diskutiert wurde (Jenkins et al., 1996; Stevens et
al., 2005b).

Die Experimente an ,excised outside-out Patchen” verkomplizierten das Verstandnis des
Cutoffs zuséatzlich, indem mindestens zwei unterschiedliche inhibierende Effekte der
n-Alkanole am 5-HT3a-Rezeptor nachgewiesen wurden, namlich ein schneller und ein
langsamer inhibierender Effekt. Der schnelle inhibierende Effekt war dabei, im Vergleich
zu den kirzeren n-Alkanolen, ab n-Decanol nicht mehr nachweisbar. Es konnte also ein
Cutoff fir den schnellen inhibierenden Effekt um n-Decanol festgestellt werden, wahrend
aber noch langsamere inhibierende Aktivitat fir die langerkettigen n-Alkanole Ubrig
blieb, welche ebenfalls kontinuierlich abnahm.

Der Potenzverlust und der Cutoff Effekt wurden in der Vergangenheit oft dadurch erklart
dass die Substanzen ab einer gewissen Kettenldnge ihren Wirkort nicht mehr erreichen
konnten. Tatsachlich gab es in der Literatur Hinweise darauf, dass langkettige
n-Alkanole einige Zeit brauchten, bis sie ihren vollen Effekt etabliert hatten. So konnte
es beispielsweise bis zu 15 Minuten dauern, bis n-Alkanole, welche in eine Lipid-
doppelschicht aufgenommen wurden, ein Gleichgewicht erreicht hatten (Franks und
Lieb, 1986). Andere Experimente an Nervenmembranvesikeln des Hummers zeigten,
dass das AusmaB des inhibierenden Effektes durch langkettige n-Alkanole von der
Membranlipidkonzentration der Praparation abhangig war (Rodriguez et al., 1988).
Desweiteren wurde in Studien am Tintenfisch-Riesenaxon, in denen die axolemmale

Membran von mehreren Schwann-Zell-Schichten umgeben war, beobachtet dass die
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Zeitkonstanten der Blockade von Natrium- und Kaliumstrémen von der MolekllgroRe

des n-Alkanols abhangig waren (Haydon und Urban, 1986).

Befanden sich die anasthetischen Bindungsstellen in einem Gleichgewichtszustand mit
anderen umliegenden lipophilen Phasen, entweder in der Lipiddoppelschicht selbst oder
in Verbindung mit anderen Proteinen mit lipophilen und hydrophoben Doménen, so
kdénnten die andsthetischen Bindungsstellen erst dann vollsténdig besetzt werden, wenn
die umliegenden Phasen mit Wirksubstanz aufgeflllt sind. Um dieses potenzielle
Problem zu minimieren, wurde in dieser Arbeit eine ,excised outside-out Membran-
konfiguration zusammen mit einem schnellen Lésungsaustauschsystem verwendet,
welche einen kontinuierlichen Fluss unverarmter n-Alkanollésung in unmittelbare Nahe
des ,Patches” gewdahren sollten. Tatsachlich konnten dann auch &ahnliche Zeit-
konstanten (weniger als ein Faktor 10 in Tabelle 3 und weniger als ein Faktor 3 wie in
den Konfidenzintervallen in Tabelle 4 widergespiegelt) flr die gemessenen n-Alkanole
gefunden werden. Der Potenzverlust und Cutoff Effekt scheint also kein einfacher
Artefakt zu sein, der durch ein Nichterreichen der Substanz am Wirkort bedingt gewesen
ware. Allerdings wurde ab n-Dodecanol ein Potenzverlust der n-Alkanole festgestellt.

Wenn die Zeitkonstanten eine einfache Bindung am anasthetischen Wirkort
beschrieben, wirde man erwarten dass sie sich proportional zu der applizierten
Konzentration der n-Alkanole veréandern wirden (Demazumder und Dilger, 2001).
Wirden zwei benachbarte n-Alkanole verglichen, bedeutete dies also dass sich deren
Zeitkonstanten um einen Faktor 30 unterschieden oder um einen Faktor 90.000, wenn
n-Butanol und n-Dodecanol miteinander verglichen wirden. Die Tatsache, dass die
Zeitkonstanten in ,excised outside-out Patchen® fir alle n-Alkanole nur leicht variierten,
deutet darauf hin, dass Konformationsdnderungen eher als Bindungsreaktionen die
Einwaschkinetiken der Effekte bestimmen.

Alternativ zu Nichterreichen des Wirkortes durch die Substanz versuchte man, den
Potenzverlust durch molekulare GrdBenverhaltnisse am Wirkort zu erklaren. So stellte
man sich vor, dass die n-Alkanole in lipophilen Taschen am Protein binden wirden und
der Potenzverlust ausschlieBlich dadurch bedingt sei, dass die n-Alkanole ab einer
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gewissen Kettenlange zu gro3 wirden, um in die Tasche hineinzupassen (Jenkins et al.,
1996).

Wie jedoch konnte dieses Konzept die Tatsache erklaren, dass der Anteil der schnellen
Inhibierung an der Gesamtinhibierung ab n-Octanol kontinuierlich abnahm, und far
n-Dodecanol gar nicht mehr registrierbar war? Bedeutete dies dass es mindestens zwei
Bindungstaschen geben musste, eine fir den schnellen und eine flr den langsamen
inhibitorischen Effekt, wobei die langkettigen n-Alkanole nur in einer und die kurzkettigen
in beiden Taschen binden konnten? Noch komplizierter wurde es dadurch dass
n-Dodecanol immer noch zu einer Beschleunigung der Desensibilisierungszeitkonstante
fOhrte, und somit hier noch schnelle Aktivitdt vorhanden sein musste.

Das Konzept von Bindungstaschen mit limitierten AusmaBen war zudem problematisch,
da die molekulare GréBe nicht die ausschlieBliche Ursache des Potenzverlustes der
langkettigen n-Alkanole sein konnte: so konnte zum Beispiel Anandamid
(n-arachidonoylethanolamine), ein aus 22 Kohlenstoffatomen bestehendes lineares
Molekul, welches genau wie die n-Alkanole eine terminale Hydroxylgruppe aufweist,
noch Stréme des 5-HT3a-Rezeptors inhibieren (Barann et al., 2002). Anandamid besitzt
im Gegensatz zu n-Alkanolen zusatzlich eine polare Amidgruppe sowie 4 Doppel-
bindungen. Eventuell ist das Molekil dadurch besser l6slich und kann in einer Tasche
binden, welche zwar groB3 genug ist fir Molekile dieser GréBe, aber worin die sterische
Anordnung der polaren und hydrophoben Bindungsstellen so konfiguriert ist, dass sie
ungeeignet wird fir n-Alkanole, welche gréBer sind als n-Dodecanol. Die Probleme,
welche sich bei der Klarung des Cutoff-Phdnomens stellten, waren also komplex.
Abschliesend kann nur wiederholt werden, dass der Cutoff alleine, ohne zusétzliche
Messungen der Bindungskrafte, nicht zur Bestimmung der Konfiguration der Bindungs-
stellen ausreicht (Eckenhoff et al., 1999).

6.6 Vergleich der n-Alkanole mit Propofol und Phenolderivaten

Da n-Alkanole, Propofol und Phenolderivate strukturverwandte Substanzen darstellen,

sie bestehen allesamt aus einer hydrophoben Domé&ne und einer polaren Hydroxyl-
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gruppe, schien es von Interesse, ihre Aktivitdten am 5-HT3a-Rezeptor miteinander zu
vergleichen. Da n-Alkanole strukturell gesehen einfacher aufgebaut sind, sie besitzen
keine verzweigten Kohlenstoffketten, keine delokalisierten Elektronen und keine aro-
matische Ringstruktur, galt es zu klaren, ob auch die Aktivitdten am 5-HT3a-Rezeptor
weniger komplex wirden.

Genau wie bei Propofol konnten auch bei den Einwasch-Experimenten mit n-Alkanolen
ein schneller und ein langsamer inhibierender Prozess auf die Stromamplitude fest-
gestellt werden, welche sich um 2 GréBenordnungen voneinander unterschieden und
denen von Propofol &hnlich waren (35 ms und 4,8 s, (Barann et al., 2008)). Diese
Tatsache kénnte auf &hnliche Wirkmechanismen von n-Alkanolen und Propofol hin-

weisen.

Sowohl n-Alkanole als auch Propofol hatten weiterhin gemeinsam, dass sie zu einer
Beschleunigung der Desensibilisierung der 5-HT induzierten Stréme flhrten, und dies
bereits in der Offen-Kanal-Applikation, was also bedeutete, dass der Effekt sehr schnell

war.

Eine starke Stromamplitudenpotenzierung bei hoher 5-HT Konzentration (30 uM) oder
eine deutliche Verlangsamung der Desensibilisierung wie sie fur 2-Isopropylphenol oder
Phenol beobachtet wurden (Barann et al., 2008), lieB sich bei den n-Alkanolen nicht
nachweisen. Im Gegenteil wurde die Desensibilisierung durch n-Alkanole sogar be-
schleunigt. Die Tatsache dass n-Alkanole im Gegensatz zu Phenolderivaten keine
starke Potenzierung bewirken, kénnte damit zusammenhangen, dass die phenolische
Hydroxylgruppe starkere Wasserstoffbriicken als die n-alkanolische Hydroxylgruppe
bilden kann. Ein ahnliches Phanomen lieB3 sich bei Trichloroethanol nachweisen, das
verglichen mit Ethanol ebenfalls mehr potenzierende Aktivitdt aufwies (Zhou und
Lovinger, 1996) und ebenso vergleichsweise starkere Wasserstoffbriicken bilden kann.

Im Gegensatz zu n-Dodecanol, welches ebenfalls aus 12 Kohlenstoffatomen besteht,
besaB Propofol noch schnelle inhibierende Aktivitat auf die Stromamplitude. Dies kénnte
mit der erhéhten Wasserldslichkeit von Propofol gegeniber n-Dodecanol zusammen-
héngen. Der Cutoff Effekt oder totale Potenzverlust wurde in der Literatur oft dadurch
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begriindet, dass die Wasserldslichkeit einer Substanz Uberschritten war und folglich die
Substanz nicht mehr entsprechend wirken konnte (Franks und Lieb, 1985; Peoples und
Ren, 2002; Jenkins et al., 1996). Diese Theorie vermochte zwar den totalen
Potenzverlust zu erklaren, bot aber keine Lésung, wie die Potenzverminderung vor dem
eigentlichen Cutoff zustande kam.

Genau wie n-Dodecanol und Propofol, welche jeweils aus 12 Kohlenstoffatomen
bestehen, sind auch n-Hexanol und Phenol vergleichbar. Beide Substanzen bestehen
aus 6 Kohlenstoffatomen und einer Hydroxylgruppe und unterscheiden sich lediglich
durch die phenolische Ringstruktur. Die ermittelten wéssrigen Aquilibrium-ICso-Werte
dieser beiden Substanzen waren fast gleich: 1,6 mM fir Phenol (Barann et al., 2008)
und 1,5 mM fir n-Hexanol (Tabelle 2), was einen Potenzquotienten von 0,9 ergab. Um
die absoluten Potenzen der Interaktion beider Substanzen mit dem anasthetischen
Wirkort besser vergleichen zu kdnnen, und Verfélschungen der Werte durch die
Interaktion mit Wasser auszurdumen (beide Substanzen interagieren mit Wasser),
wurden die jeweiligen Potenzen in der Gasphase miteinander verglichen, wo keine
Interaktion der Molekille stattfinden sollte. Mithilfe der Wasser/Gas Partitions-
koeffizienten von Abraham (Abraham et al., 1994) ergab sich in der Gasphase ein
Potenzquotient von 39. Also schien Phenol viel starker als n-Hexanol mit der
Bindungsstelle am 5-HT3za-Rezeptor interagieren zu kénnen.

n-Dodecanol war potenter als n-Hexanol wobei die Potenz der n-Alkanole mit jeder
zusatzlichen Methylengruppe (-CHz2) um einen Faktor von 5,1 anstieg (Tabelle 2). Wurde
die Kettenlange der Molekiile doppeltlogarithmisch gegen deren Potenz aufgetragen,
oder wie in Abbildung 53 die n-Octanol/Wasser Partitionskoeffizienten gegen die
Potenz, so resultierte eine lineare Relation. Die zunehmende Potenz mit zunehmender
Kettenlange oder Hydrophobie deutete darauf hin, dass die Interaktionsstelle am
Rezeptor hydrophobe Regionen aufweist, mit welchen die Methylengruppen interagieren

kdnnen.

In gleicher Weise wie n-Hexanol und Phenol konnten auch Propofol und n-Dodecanol
miteinander verglichen werden. Die Wasser/Gas Partitionskoeffizienten von Propofol

(Grossherr et al., 2007) und n-Dodecanol, welche extrapoliert wurden aus (Abraham et
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al., 1994), ergaben einen Potenzquotienten von 8. Angesichts des Potenzunterschiedes
zwischen Phenol und n-Hexanol von 39 (beide 6 Kohlenstoffatome) schien die Potenz
von Propofol verglichen mit n-Dodecanol (beide 12 Kohlenstoffatome) flnfmal
schwéacher. Andere Untersuchungen waren ebenfalls zum Ergebnis gekommen dass
Propofol verglichen mit den Phenolen weniger potent zu sein schien (Barann et al.,
2008). Obwohl die Reaktivitat der phenolischen Hydroxylgruppe sowohl fiir Propofol als
auch fir Phenol groper war als die der n-Alkanole, schien die Hydroxylgruppe von
Propofol verglichen mit der von Phenol schwacher zu sein. Dies kdnnte dadurch erklart
werden, dass die Hydroxylgruppe von Propofol, im Gegensatz zu der des Phenols, von
zwei Isopropylgruppen umgeben ist, welche eventuell die Interaktionsmdglichkeiten des

Propofols zumindest im Hinblick auf die Hydroxylgruppe limitieren kdnnten.

Schlussfolgernd waren die n-Alkanole verglichen mit Propofol und Phenolderivaten
zwar strukturell einfachere Substanzen, jedoch blieb viel der Komplexitat der funktion-
ellen Substanzwirkungen erhalten. Allerdings war die Potenzierung durch n-Alkanole
schwécher ausgepragt. Dies war konsistent mit der weniger reaktiven Hydroxylgruppe
der n-Alkanole, welche als wichtiger Faktor der potenzierenden Fahigkeit vermutet wird.

Auch die n-Alkanole zeigten genau wie Propofol und Phenolderivate zwei Zeit-
konstanten der Substanzaktivitat, welche sich durch zwei GréBenordnungen unter-
schieden. Auch in Bezug auf die funktionellen Cutoffs, welche &hnlich aber nicht iden-

tisch waren, wurden Parallelen gesehen.

Um die Bedeutung der Hydroxylgruppe fir die Potenzierung sowie den Ursprung der
beiden Zeitkonstanten und den oder die funktionellen Cutoffs zu verstehen, werden in
der Zukunft zuséatzliche Studien mit homologen Reihen, welche schwachere oder keine

polaren Gruppen besitzen, folgen missen.
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7 Zusammenfassung

Diese Arbeit war Teil einer Untersuchung der molekularen Wirkungen von Anasthetika
und verwandten, systematisch veranderten Substanzen auf den 5-HT3a-Rezeptor als
Prototypen ligandengesteuerter lonenkanéle. Da Propofol auf elektrophysiologischer
Ebene am 5-HT3a-Rezeptor deutlich weniger potent war als andere intravendse
Anasthetika, und dennoch bereits ein komplexes Wirkspektrum besalB, wurde zum
Vergleich in dieser Arbeit die homologe Reihe der n-Alkanole untersucht. n-Alkanole
wurden ausgewahlt, da sie obwohl strukturell einfacher aufgebaut, mit Propofol und den
Phenolderivaten strukturverwandt sind, indem sie ebenfalls aus einer polaren

Hydroxylgruppe und einem hydrophoben Anteil bestehen.

Mittels der ,Patch-Clamp*“ Methode wurden ,excised outside-out Patche* aus HEK 293
Zellen entnommen, welche stabil mit humanen 5-HT3a-Rezeptoren transfiziert worden
waren. Mithilfe eines schnellen Lésungsaustauschsystems wurden n-Alkanole auf die
.Patche” appliziert und deren Wirkung auf den 5-HT induzierten Strom untersucht. Es
wurden insgesamt sieben n-Alkanole untersucht, begonnen mit Ethanol, welchem suk-
zessive 2 Kohlenstoffatome hinzugefligt wurden.

Jedes dieser untersuchten n-Alkanole zeigte nicht nur eine Wirkung, sondern ein ganzes
Spektrum von Wirkungen am 5-HT3a-Rezeptor. So konnten schnelle und langsame in-
hibierende, sowie potenzierende Effekte auf die Stromamplitude und Beschleunigung
der Aktivierung und der Desensibilisierung der induzierten Stréme beobachtet werden.
Der jeweilige Anteil der einzelnen Komponenten am totalen Effekt hing dabei sowohl
von der Konzentration des n-Alkanols als auch von der Dauer der n-Alkanol-Applikation
und der Kettenlange des n-Alkanols ab. In der Aquilibrium-Applikation Giberwog der in-
hibierende Effekt der n-Alkanole wobei die ICso-Werte mit jeder zusatzlichen Methylen-
gruppe (-CH2) um einen Faktor von 5,1 abnahmen. Der schnelle und der langsame
inhibierende Effekt unterschieden sich um zwei GréBenordnungen. Beide Effekte hatten
ahnliche Zeitkonstanten fir alle n-Alkanole und unterschieden sich nicht viel von den
Zeitkonstanten, welche fir Propofol bestimmt worden waren. Der allgemeine Trend in
der Progression der homologen Reihe der n-Alkanole war das Verschwinden des
schnellen inhibierenden und des potenzierenden Effektes, welche nicht mehr durch
einen einzigen sondern durch mehrere sukzessive Cutoff-Effekte erklart werden musste.
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Verglichen mit Propofol und den Phenolderivaten blieben bei den n-Alkanolen viele
Funktionen des Wirkspekirums erhalten. Die ahnlichen ermittelten Zeitkonstanten sowie
die Parallelen beziglich der Cutoff-Effekte lieBen auf ahnliche Wirkmechanismen dieser
strukturverwandten Substanzen schlieBen. Der potenzierende Effekt der n-Alkanole war
allerdings schwacher ausgepragt als bei den Phenolderivaten, was auf die weniger
reaktive Hydroxylgruppe der n-Alkanole zurtickgefiihrt werden kdnnte.
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