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3 Einleitung

3.1 Serotonin

Serotonin oder 5-Hydroxytryptamin gehort zur Gruppe der biogenen Amine und entsteht
durch 5-Hydroxylierung und Decarboxylierung der essentiellen Aminosaure Tryptophan. Es
wirkt im menschlichen Koérper als Gewebshormon und neuronaler Transmitter (Loffler,

2005; Miiller-Esterl, 2004).

Der Hauptanteil des Serotonins (etwa 90 %) wird in Vesikeln der enterochromaffinen
Zellen der Darmmucosa gespeichert. Ins Blut gelangtes 5-HT wird tiber einen 5-HT-Trans-
porter in Thrombozyten aufgenommen und auch dort in Vesikeln gespeichert. Im Zentral-
nervensystem liegen die meisten Zellkorper der serotoninergen Neurone in den Raphe-
kernen des Hirnstamms und projizieren sowohl ins Riickenmark als auch in Klein- und
Vorderhirn. So soll Serotonin zur Regelung von Blutdruck, Schlaf-Wach-Rhythmus,
Stimmung, Schmerzwahrnehmung, Nahrungsaufnahme und Koérpertemperatur beitragen
(Aktories et al., 2005). Es wurde zudem gezeigt, dass 5-HT bzw. ein Reuptakehemmer durch
Einfluss auf Motoneurone zu charakteristischen Kopfbewegungen, Rigor und Tremor
fiihren kann (Martin et al., 1985; Paxinos und Mai, 2004; Vogel, 2008). Eine Wirkung auf
Endothelzellen der Blutgefdafe von Dura mater und Gehirn macht eine Beteiligung von
Serotonin an der Entstehung der Migrane wahrscheinlich (Hoyer et al, 1994). Bei der
Alzheimer-Demenz wird als morphologisches Korrelat u.a. eine Degeneration des
Serotonin-Systems im Bereich der Nuclei raphe gefunden. Die Monoamin-Mangel-
hypothese und die Transmitter-Imbalance-Theorie weisen dem Serotonin aufierdem eine

Rolle bei der Entstehung der affektiven Storungen zu (Lieb et al., 2008).

Peripher entfaltet 5-HT seine Wirkungen beispielsweise an Blutgefiaf3en der Koronarien,
der Lunge und der Niere im Sinne einer Vasokonstriktion, im Skelettmuskel hingegen im
Sinne einer Vasodilatation (Pschyrembel, 2001; Schmidt et al., 2005). An den Vorhofen des
Herzens scheint Serotonin aufderdem einen positiv chronotropen Effekt auszutliben und gilt
als moglicher Ausloser von Tachyarrhythmien. Durch Freisetzung im Gastrointestinaltrakt
steigert es - wie in Bronchien und Uterus auch - die Kontraktilitat der glatten Muskulatur

und ist mitverantwortlich fiir Emesis und die Entstehung des Brechreizes, insbesondere
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postoperativ oder nach Aufnahme von Cytostatika wie etwa Cisplatin. Die

Thrombozytenaktivierung kann durch Serotonin potenziert werden (Aktories et al., 2005).

Der Abbau des Serotonins erfolgt iiber Monoaminooxidasen (iliberwiegend Typ A) und die
Aldehyd-Dehydrogenase. Das Endprodukt 5-Hydroxyindolessigsdure wird mit dem Harn
ausgeschieden und kann dort nachgewiesen und quantifiziert werden (Aktories et al.,
2005). Ein anderer Stoffwechselweg fiihrt durch Acetylierung und Methylierung zur Bil-
dung von Melatonin (Miiller-Esterl, 2004).

3.2 Der Serotonin-Rezeptor (5-HT3)

3.2.1 Aufbau und Funktionsweise
Serotonin entfaltet seine zahlreichen Wirkungen durch die Bindung an verschiedene 5-HT-

Rezeptoren auf der Plasmamembran der Zielzellen. Bisher ist es gelungen, sieben Familien
bzw. Rezeptortypen mit insgesamt 14 unterschiedlichen 5-HT-Rezeptoren zu identifizieren.
Der 5-HT3-Rezeptor bildet dabei als einziger Liganden-gesteuerter lonenkanal neben den
ubrigen G-Protein-gekoppelten, also metabotropen Rezeptoren eine Ausnahme (Derkach et

al, 1989).

Der ionotrope 5-HT3-Rezeptor ist sogleich Rezeptor und Effektor, das heifdt, die Bindung
von 5-HT lést unmittelbar eine Offnung des Kanals und einen lonenfluss aus. Ebenfalls zu
den Liganden-gesteuerten lonenkandlen gehdren der inhibitorische GABAa-Rezeptor, der
Glycin-Rezeptor und der nikotinische Acetylcholin-Rezeptor, wobei letzterer besonders
grofde strukturelle und funktionelle Homologien zum 5-HT3-Rezeptor aufweist (Reeves und
Lummis, 2002; Thompson und Lummis, 2006). Alle genannten ionotropen Rezeptoren ge-
horen zur Gruppe der sogenannten Cys-loop-Rezeptoren, welche sich dadurch aus-
zeichnen, dass sie in ihrer extrazellularen Domane ein Cysteinpaar besitzen, welches durch

Bildung einer Disulfidbriicke zu einer charakteristischen Schleifenstruktur fiihrt.

Der 5-HT3-Rezeptor besteht aus fiinf Untereinheiten, die jeweils vier transmembranare

Domanen (TM1-TM4) besitzen und gemeinsam in ihrem Zentrum eine Pore bilden (Abb. 1).
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Extracellular Domain
3
b

40 A

Intracellular Domain

Abb. 1: Modell der fiinf transmembrandren Untereinheiten des 5-HT3as-Rezeptors nach einem
kryoelektronenmikroskopischen Bild des nACh-Rezeptors (aus Thompson und Lummis, 2007). Die
Abbildung A zeigt dabei eine Sicht des Rezeptors von der Seite, wobei der graue Bereich die

Zellmembran symbolisiert. Die Abbildung B hingegen stellt eine Draufsicht des Kanals dar.

Der extrazelluldre Anteil jeder Untereinheit enthdlt neben der Agonistenbindungsstelle
sowohl das C-terminale als auch das N-terminale Ende der Peptidkette. Es gibt Hinweise
darauf, dass die Peptidketten im transmembrandren und intrazelluldren Teil des Rezeptors

in Form einer a-Helix vorliegen (Reeves und Lummis, 2002; Thompson und Lummis, 2006).

Die Kanalpore wird hauptsachlich durch die fiinf TM2-Segmente begrenzt. Nach der
Bindung eines Agonisten - vermutlich im Bereich des N-terminalen Endes - kommt es zu
einer Konformationsianderung des Proteins durch eine Drehung der TM2-Segmente um ihre
Langsachse (Lummis, 2004; Unwin, 1995). Dies verursacht die C)ffnung des Kanals und er-
moglicht so einen lonenfluss entlang des elektrochemischen Gradienten. Der 5-HTs-
Rezeptor gehort zur Gruppe der exzitatorischen lonenkanale, denn er ist durch die spe-
zifische Anordnung seiner Aminosduren im Porenbereich kationenselektiv und zwar
vorwiegend fiir monovalente Na*- und K*-lonen, in geringem Maf3e aber auch fiir divalente

Ca2*- und Mg2*-Ionen (Yang, 1990).
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Bisher sind fiinf verschiedene Varianten der Untereinheiten des 5-HT3-Rezeptors bekannt
(A-E; Niesler et al, 2008). Essentiell fiir die Funktion ist dabei das Vorliegen der
A-Untereinheit, das heifst zum einen, Heteropentamere miissen immer mindestens eine
A-Untereinheit besitzen und zum anderen, lediglich der 5-HT3a-Rezeptor ist als Homo-
pentamer funktionsfahig (Davies et al., 1999). In dieser Arbeit wurde ausschlief3lich mit

dem 5-HT3a-Rezeptor gearbeitet.

Mott et al. zeigten 2001 fiir den 5-HT3a-Rezeptor, dass es insgesamt fiinf kooperative
Agonisten-Bindungsstellen gibt und erst eine Bindung von drei Molekiilen eine Offnung des
Kanals bewirken kann. Unter der anhaltenden Einwirkung der Agonisten kommt es nach
dieser Aktivierung zu einer Desensibilisierung des Rezeptors und damit durch eine Kon-
formationsinderung zum Ubergang in einen geschlossenen, nicht aktivierbaren Zustand.
Die Zeit, die der 5-HT3-Rezeptor bendtigt, um wieder in seinen aktivierbaren Zustand zu-
rickzukehren, ldsst sich mit einer Zeitkonstante beschreiben. Nach Barann et al. (2000b)

betragt diese 14,1 + 0,6 s.

3.2.2 Verteilung im Organismus
5-HT3-Rezeptoren lassen sich sowohl im peripheren als auch im zentralen Nervensystem

finden und kommen abhidngig von der Art des jeweiligen Neurons an pra- oder post-
synaptischen Membranen vor (Katsurabayashi et al.,, 2003; Nayak et al., 1999). TIhre Akti-
vierung beeinflusst die Ausschiittung anderer Neurotransmitter wie Dopamin, GABA,

Cholezystokinin, Substanz P und Acetylcholin (Meiboom, 2011).

Im ZNS befinden sich die 5-HT3-Rezeptoren vor allem im Bereich des unteren Hirnstammes
und dort insbesondere in der Area postrema und dem Nucleus tractus solitarii (Miquel et
al., 2002). Dies erklart die Rolle des Serotonins bei der Entstehung von Ubelkeit und Er-
brechen. Weniger hoch ist die Dichte an 5-HT3-Rezeptoren in Frontalkortex, Nucleus
accumbens, Hypothalamus, Substantia nigra, Teilen des Limbischen Systems
(Hippocampus, Gyrus cinguli, Amygdala) und im Riickenmark (Barnes et al., 1990; Gothert,
1990; Ohuoha et al., 1994). Neben dem Emesis erzeugenden Effekt zeigten sich aufderdem
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Einfliisse von ,zentralen“ 5-HT3-Rezeptoren auf die kognitiven Leistungen (Harrell und

Allan, 2003) und eine Vielzahl psychischer Erkrankungen (beispielsweise Ohuoha, 1993).

Peripher lassen sich 5-HT3-Rezeptoren in hoher Dichte im Gastrointestinaltrakt nach-
weisen, wo sie Motilitat, Peristaltik und Sekretion des Darms regulieren (Galligan, 2002;
Thompson und Lummis, 2006). Uber Afferenzen im Nervus vagus vermitteln 5-HTs-
Rezeptoren zudem nicht nur die Auslésung des Brechreflexes (Aktories et al., 2005), son-
dern scheinen auch im kardiovaskuldren System Teil des Bezold-]Jarisch-Reflexes zu sein
(Kilpatrick et al., 1990; Parker et al, 1996). Weitere 5-HT3-Rezeptoren spielen eine Rolle im
Bereich des Urogenitaltraktes (Chen, 1990) und bei der Vermittlung bzw. Verstarkung von
Schmerzwahrnehmung (Richardson und Engel, 1985).

3.2.3 Der 5-HT3-Rezeptor als pharmakologischer Angriffspunkt
Besondere Bedeutung in der Klinik erlangte die Gruppe der selektiven 5-HT3-Antagonisten

wie Ondansetron, Granisetron und Tropisetron. Sie wirken bei einem durch Cytostatika
oder Strahlentherapie erzeugten Erbrechen stark antiemetisch und nebenwirkungsarm,
insbesondere in Kombination mit Dexamethason (Campora et al,, 1991; Carmichael et al.,
1998). Auch bei postoperativer Nausea und Vomitus (PONV) ist inzwischen die Effektivitat
der 5-HT3-Antagonisten erwiesen. Weitere Einsatzorte sind das Carcinoid-Syndrom (Saslow
et al, 1998; Wymenga et al., 1998), Hyperemesis gravidarum (Guikontes et al.,, 1992),
Gastroenteritis (Cubeddu et al.,, 1997), Bulimia nervosa (Faris et al., 2000), Fibromyalgie
oder andere chronische Schmerzzustinde (Thompson und Lummis, 2006). Diskutiert
werden zudem positive Effekte auf Alkoholabhangigkeit (Johnson et al., 2000), cerebellaren
Tremor, psychische Erkrankungen wie Angst- und Panikstérungen, das Gilles-de-la-
Tourette-Syndrom sowie Psychosen im Rahmen eines Morbus Parkinson (Meiboom, 2011;

Wilde und Markham, 1996).

In den USA wird der Antagonist Alosetron erfolgreich bei Patienten mit Reizmagen- bzw.
Reizdarmsyndrom oder Dyspepsie eingesetzt (Maxton et al., 1996; Thompson und Lummis,

2006). Ein weiteres Anwendungsgebiet stellt die Behandlung des Pruritus dar. Unabhangig
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von seiner Ursache lindern 5-HT3-Rezeptor-Antagonisten die Symptomatik (Arai et al.,

1996; Schworer et al., 1995).

3.2.4 Der 5-HT3-Rezeptor als Gegenstand anasthesiologischer Untersuchungen
Bei der Untersuchung potentieller Angriffsstellen gebrduchlicher Anasthetika fanden

Franks und Lieb 1994 heraus, dass Narkotika eine grofiere Wirkung auf die Liganden-ge-
steuerten als auf die Spannungs-gesteuerten Ilonenkandle ausiiben. Dies fiihrte zu
intensiven Studien an einem Prototyp der Liganden-gesteuerten lonenkandle, dem 5-HT3s-

Rezeptor.

Um dabei eine besonders hohe Auflésung der Strome und ihrer Kinetiken zu erhalten,
kombinierte man die Patch-Clamp-Methode (v.a. sogenannte ,excised outside-out-Patche®)
mit einem schnellen Applikationssystem (Losungsaustausch in weniger als 1 ms; Barann et
al., 1997; Brett et al., 1986). Zunachst wurden native 5-HT3-Rezeptoren an N1E-115-Zellen
untersucht, spater vor allem die stabil transfizierten 5-HT3a-Rezeptoren in HEK293-Zellen,
die in ihren elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigenschaften den nativen
Rezeptoren zwar dhneln, aber durch ihre erhohte Dichte auf der Membran deutlich
effektiver zu untersuchen sind. Fiir diese 5-HT3a-Rezeptoren ergibt sich eine gleichsam
maximale Stromamplitude bei einer 5-HT-Konzentration von 30 pM und eine Erholung von

der 5-HT-induzierten (30 uM) Desensibilisierung nach etwa 45 s (Barann et al,, 1997).

Im nachsten Schritt untersuchte man den humanen 5-HT3-Rezeptor nicht nur in Gegenwart
von Serotonin, sondern auch nach Applikation von Anasthetika oder ihnen dhnlichen Sub-
stanzen, um auf diese Weise Einblick in die der Anasthesie zugrundeliegenden

Mechanismen zu erlangen (Barann et al., 2008).

3.3 Problemstellung
Die erste oOffentlich demonstrierte (und publizierte) Narkoseform im Jahr 1846 war eine
JAther“-Narkose, das heifst, die Narkose wurde durch Einatmen von Diethylether-

angereicherter Raumluft herbeigefiihrt (Roewer und Thiel, 2008). Aufgrund der
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Explosivitit, der oft ausgeprigten Exzitationsphase, der Schleimhautreizung, der Ubelkeit
und der Nebenwirkungen auf das Herz-Kreislaufsystem durch die hohen Dosen wurde der
seinfach strukturierte Diethylether schliefdlich durch modernere und nebenwirkungs-

armere Substanzen wie etwa halogenierte Ether oder Propofol ersetzt.

Auf der Suche nach Hinweisen auf die Wirkmechanismen der Andsthetika untersuchte man
u. a. das heutzutage wohl meist genutzte intravendse Andsthetikum Propofol in seiner
Wirkung am Liganden-gesteuerten lonenkanal 5-HT3a. Es zeigte sich in den Patch-Clamp-
Experimenten an ,excised outside-out-Patchen®, dass sowohl die phenolische Hydroxyl-
gruppe als auch hydrophobe Interaktionen und sterische Restriktionen bei den komplexen
Wirkungen von Propofol am 5-HT3za-Rezeptor eine Rolle spielen (Barann et al.,, 2008). Um
weitere Informationen zur Wirkungsweise der Anasthetika und zur Charakterisierung der
Bindungsstelle am 5-HT3a-Rezeptor zu erhalten, wurde das Molekiil Propofol sukzessive
zerlegt und verschiedenste Komponenten und Derivate systematisch untersucht (Barann et

al, 2008).

Man erhielt schliefdlich die Gruppe der einwertigen, primédren, unverzweigten Alkohole
(n-Alkanole), die wie Propofol und dhnliche Phenolderivate aus einer polaren Hydroxyl-
gruppe und einem hydrophoben Anteil bestehen, sich von ihnen jedoch dadurch unter-
scheiden, dass sie weder Verzweigungen noch delokalisierte Elektronen aufweisen.
Vergrofdert man nun die Kettenldnge des n-Alkanols, verschiebt sich das Gleichgewicht
zwischen polarem und apolarem Teil des Molekiils zugunsten des hydrophoben

Kohlenstoffrestes, und die Lipophilie des Stoffes nimmt zu.

Die Untersuchung der homologen Reihe der n-Alkanole von Ethanol bis Tetradecanol zeigte
fur jede der gemessenen Substanzen ein Spektrum verschiedener Wirkungen am 5-HT3a-
Rezeptor: schnelle und langsame Inhibierung sowie Potenzierung der 5-HT-induzierten
Stromamplitude und Beschleunigung der Aktivierungs- und der Desensitivierungskinetiken
(Decker, 2011). Die Auspragung der einzelnen Effekte variierte je nach Konzentration,
Kettenldnge und Dauer der Applikation der jeweiligen n-Alkanole. Die ICso-Werte nahmen
pro zusatzlicher Methylengruppe (-CH:) etwa um einen Faktor von 5,1 ab (gtiltig fir die
Aquilibriumsapplikation von Ethanol bis Dodecanol). Der zu beobachtende Trend im Ver-

lauf der homologen Reihe war das Abnehmen des (schnellen) inhibierenden und des
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potenzierenden Effektes, welches durch mehrere sukzessive Cutoff-Effekte zustande

kommen muss (Decker, 2011).

Die Ursache des Cutoff-Effektes, also des Potenzverlustes bei Erreichen einer gewissen
Kettenldnge, war bereits in der Vergangenheit haufig Gegenstand von Diskussionen: Es
wurde postuliert, dass die Substanzen entweder ihren Wirkort gar nicht erst erreichen
(Pringle et al,, 1981; Rodriguez et al., 1988) oder die Bindungstasche in ihrer Grofe limitiert
ist und so die Bindung von Molekiilen einer gewissen Kettenldnge verhindert (Pochet et al,,

2002).

Eine weitere Variation des Alkohol-Molekiils fithrte dann zur homologen Reihe der Dialkyl-
ether. Sie besitzen ebenso wie n-Alkanole lineare hydrophobe Alkylketten. Im Gegensatz zu
den Alkanen aber tragen die symmetrischen Ether in ihrer Mitte ein polares Sauerstoff-

atom, das nicht wie bei den n-Alkanolen ein acides Wasserstoffatom bindet.

Auf dem Weg zum Verstandnis von Wirkmechanismen komplexer Andsthetika an Liganden-
gesteuerten Ionenkandlen schien es an dieser Stelle also sinnvoll zu sein, wieder zum
seinfach strukturierten“ Dialkylether zuriickzukehren. Durch Analyse seiner Wirkungen am
5-HT3a-Rezeptor und Vergleich mit den Ergebnissen der homologen Reihen der n-Alkanole
sollten weitere Riickschliisse auf die Bindungsstelle des Rezeptors, die Abhédngigkeit von
Molekiilgréf3e und Lipophilie, die Effektivitit bzw. Potenz bestimmter funktioneller
Gruppen sowie die Bedeutung hydrophober und polarer Wechselwirkungen gewonnen

werden.

Als Prototyp der Liganden-gesteuerten lonenkandle wurden in dieser Arbeit ausschliefilich
stabil transfizierte 5-HT3a-Rezeptoren in HEK293-Zellen benutzt. Um Strom- bzw. Sub-
stanzkinetiken im Millisekundenbereich auflosen zu koénnen, wurde hier mit ,excised

outside-out-Patchen” und einem schnellen Losungsaustauschsystem gearbeitet.
Zusammenfassend waren die Ziele dieser Experimente:

1. Identifizierung der Dialkylether-Wirkungen und ihrer einzelnen Komponenten auf
5-HT3a-Rezeptoren bzw. ihre Strome.
2. Untersuchung der Abhiangigkeit dieser Wirkungen von der molekularen Gréfde und

Lipophilie der Substanzen.
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. Vergleich der Effekte der Dialkylether am 5-HT3a-Rezeptor mit der Gruppe der
n-Alkanole.
. Betrachtung moglicher Wirkmechanismen am 5-HT3a-Rezeptor: Interaktionen

polarer und hydrophober Gruppen mit dem Wirkort.
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4 Material und Methoden

4.1 Stabile Transfektion

Die Methode der stabilen Transfektion dient dazu, mithilfe eines Plasmids Fremd-DNA in
das Genom einer Zielzelle einzubauen, um dann spezielle Proteine wie beispielsweise den
5-HT3a-Rezeptor dauerhaft zu exprimieren. Die in dieser Arbeit verwendeten Zielzellen
sind humane embryonale Nierenzellen (HEK293). Die stabile Transfektion wurde im
Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie der Universitit Bonn (Abt. Bonisch/Briiss)

durchgefiihrt.

Dabei wurde die 5-HT3a-Rezeptor-cDNA nach der modifizierten Calciumphosphat-Methode
in die HEK293-Zellen eingefiigt (Briiss et al., 2000). Als Vektor diente pCDNA3; als Pro-

motor wurde der humane Cytomegalievirus-Promotor eingesetzt.

Dem Medium wurde zur Selektionierung Geneticin (800 pg/ml) beigefiigt. Zudem fand alle
zwei Tage ein Mediumwechsel statt. Mit speziellen Klonzylindern (Sigma, Miinchen,
Deutschland) wurden die gewachsenen Zellkolonien getrennt und in 24-well-plates (Falcon

BD, Franklin Lakes, NJ USA) gesetzt, wo sie bis zur Konfluenz wuchsen.

Schliefdlich setzte man Messungen eines [14C]-Guanidinum-Einstromes und einen selektiven
5-HT3-Rezeptor-Antagonisten ([3H]-GR65630) ein, um die Zellen mit der starksten Ex-
pression der humanen 5-HT3a-Rezeptoren zu finden. Diese Kolonien wurden fir die

weiteren Experimente verwendet.

4.2 Zellkultur

Die transfizierten HEK293-Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37 °C und 95 % Luft-
feuchtigkeit in Gegenwart von 5 % CO: inkubiert. Dem Nahrmedium DMEM nutrient mix
F12 (1:1; v/v) medium wurden folgende Komponenten zugesetzt: 10 % fetales Kalber-
serum, Penicillin (100 IU/ml), Streptomycin (100 pg/ml), Geneticin (0,75 mg/ml) und
Glutamin (292 pg/ml).
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Zur Vorbereitung elektrophysiologischer Experimente wurden die Zellen vorher in Petri-
schalen (35 mm Durchmesser, NUNC GmbH und Co. KG, Wiesbaden, Deutschland) iiberfiihrt

und in frischem Medium weitere 10 bis 13 Tage kultiviert.

Alle drei Monate wurde die Zellcharge gegen eine neue ausgetauscht; nicht verwendete

Zellen wurden bei -80 °C in 10 % Dimethylsulfoxid kryokonserviert.

4.3 Elektrophysiologie

4.3.1 Patch-Clamp-Technik
Die Patch-Clamp-Technik wurde 1976 von Erwin Neher und Bert Sakmann entwickelt

(Hamill et al, 1981). Es handelt sich hierbei um eine Methode zur Ableitung trans-
membrandrer Strome einzelner Zellen, d.h. man macht den lonenfluss durch eine wenige

um?2 grofde Membranflache (Patch) sichtbar und messbar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Versuche im sogenannten Excised-outside-out-Modus
durchgefiihrt, weil hierbei zum Einen die applizierten Substanzen nicht durch Zytosol oder
durch umgebende Membranen oder Zellen ,abgelenkt” werden und zum Anderen schnelle
Stromkinetiken auflosbar sind. Diese Vorgehensweise eignet sich gut fiir die Untersuchung

von Liganden-gesteuerten lonenkanalen.

Mit Hilfe des ,Patch Pipette Pullers“ PA-10 wurden aus einer Borosilikat-Glaskapillare
(Kwik-FilTM, World Precision Instruments, Sarasota, FL. USA) jeweils zwei gleichlange
Messpipetten hergestellt und anschlieféend mit der Mikroforge (L/M-CPZ 101, List-Medical-
Elektronic, Darmstadt, Deutschland) unter Hitzeanwendung poliert. Diese Pipetten, deren
Widerstinde nun zwischen 3 und 5 M() betrugen, wurden in einer verschlossenen Schachtel

bis zum Ex-periment aufbewahrt.

Unmittelbar vor dem Versuch wurde eine der mit HEK293-Zellen vorbereiteten Petri-
schalen aus dem Klimabrutschrank entnommen, das Nahrmedium dekantiert und durch

einen glukosehaltigen Extrazellularpuffer ersetzt. Zeitnah wurde aufierdem eine der zu ver-
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wendenden Pipetten mit einer Elektrolytlosung gefiillt, die dem intrazellularen Milieu an-

gepasst war.

Als Elektroden wurden Silberdrdahte sowohl in der extrazelluldaren Losung im Zellschalchen
(sogenannte Badelektrode), als auch in der intrazellularen Losung der Pipette platziert. Die
Silberdrahte waren zuvor in einer Natrium-Hypochloritlosung chloridiert (Farbwechsel von

silber zu schwarz) und vor Verwendung mit destilliertem Wasser gespiilt worden.

Zur Durchfiihrung des elektrophysiologischen Experiments wurde die Pipette in die Bad-
l6sung im Zellschalchen getaucht und unter Mikroskopkontrolle (invertiertes Mikroskop)
direkt oberhalb einer moglichst dunklen, nicht kugelférmigen Zelle platziert. Unter
starkerer Vergroflerung wurde die Pipettenspitze dann durch den Mikromanipulator mit
der Zelle in Kontakt gebracht. Mit einer Vakuumspritze wurde nun ein leichter Unterdruck
erzeugt, um eine adaquate Verbindung zwischen Pipette und Zelle herzustellen. Hierbei
sollte ein sogenannter ,Giga-Seal”, ein Widerstand im Giga-{2-Bereich, erzeugt werden, um
Leckstrome zu minimieren. Der Unterdruck wurde weiter verstirkt, so dass die Zelle aufriss
und der Widerstand voriibergehend sank. Wenn man nun die Pipette mit Hilfe des Mikro-
manipulators wieder langsam von der Zelle entfernte, 16ste sich ein Stiick Membran von der
Zelle und schloss sich spontan wieder liber der Pipettenspitze. Erneut stieg der Widerstand

auf Werte zwischen 1 und 30 GQ.

Abb. 2: Blick durch das Mikroskop wdhrend der Positionierung der Pipette vor den Tubes (Foto: G.

Grasmeyer).
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Ein solcher Patch wurde anschlieffend vor dem Applikationssystem positioniert (Abb. 2)

und je nach Experiment mit der entsprechenden Losung umspilt.

Kurz vor der Agonisten-Applikation wurde die Haltespannung von null auf -100 mV ge-
klemmt. Offneten sich nun die Kanile nach der Agonisten-Applikation, d.h., floss ein Strom,
der notwendigerweise die Spannung dndern wiirde, errechnete der Vorverstarker die zur
Gegenregulation und Aufrechterhaltung der Haltespannung erforderliche Stromantwort.
Dieser Strom war proportional zum tatsachlichen lonenfluss. Er wurde verstarkt (L/M-EPC-
7, ,Patch-Clamp-Verstarker®, List Medical, Darmstadt, Deutschland), durch einen Low-pass-
Filter (902-LPF, Frequency Devices, Ottawa, IL USA) bei 1 kHz gefiltert und anschliefend
mit einem Analog-Digitalwandler (Digidata 1200, Axon Instruments Inc., Foster City, CA
USA) digitalisiert. Die Aufnahmefrequenz betrug 2 kHz. Die Haltespannung wurde nach

diesem Vorgang wieder auf 0 mV eingestellt.

Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt (19-26°C).

4.4 Superfusionssystem

Um die schnellen Prozesse bei den hier untersuchten Vorgdngen angemessen abbilden zu
konnen, wurde ein schnelles Losungsapplikationssystem (RSC 200, Biologic, Claix, Frank-
reich) mit einer Flussrate von 1-2 ml/min verwendet. Das rotationsfihige Ende, ausge-
stattet mit finf bis neun Glaskapillaren, vollzog einen kompletten Positionswechsel inner-
halb von 32 ms. Bedenkt man, dass ein 5-HT-induzierter Strom etwa 20 ms bis zum Er-
reichen des Peaks bendtigt, betragt der schnellste auflosbare Einwasch 20 ms, wenn die
Substanz nur gemeinsam mit 5-HT gegeben wird und 52 ms (20 ms + 32 ms), wenn vorher

Substanz eingewaschen wird.

Das Reservoir der Losungen bestand aus verschiedenen Glasréhren, die, um einen gleich-
mafdigen Zulauf zu gewahrleisten, mit den Tropfkammern von Infusionsbestecken ver-
bunden waren. Von diesen Tropfkammern fithrte jeweils ein Teflonschlauch (DuPont
Teflon, USA) zu einer der Glaskapillaren, vor die der Patch beim Experiment platziert
wurde. Teflon wurde wegen seiner chemischen Inertheit ausgewahlt, so dass der Verlust

lipophiler Substanzen durch Diffusion in Kunststoffe (z.B. Schlauchsysteme) minimiert
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werden konnte (Barann et al.,, 2000a). Um die Substanzen allerdings gezielt applizieren zu
konnen, wurde ein kleiner Teil der Teflonschlauche durch komprimierbare Silikon-
schlauche ersetzt. Diese Schlauchstiicke wurden durch die Quetschventile des Applika-

tionssystems gefiihrt und nur auf Befehl des angeschlossenen Computers freigegeben.

4.5 Substanzapplikation

Um Substanzen zu verschiedenen Zeitpunkten und mit unterschiedlicher Dauer auf einen
Patch applizieren zu kénnen, wurden mit dem Programm RSC 200 (Biologic, Claix, Frank-
reich) sogenannte Losungsapplikations-Protokolle verfasst. So konnten durch gezielte Be-
wegung des Rotationskopfes und das Offnen einzelner Schlauche sowie die Anordnung der
Losungen in den Reservoirs Experimente mit unterschiedlichem Ablauf durchgefiihrt

werden.

d/i/ﬁ

Abb. 3: Aufbau des Applikationssystems (Meiboom, 2011). Die Glaskapillaren (hellgrau) wurden vor
dem Patch (griin) positioniert. Der Rotationskopf (dunkelgrau) erméglichte einen raschen Wechsel

der zu applizierenden Lésungen. Es lag eine Haltespannung von -100 mV an.

Bei jedem Experiment wurde durch eine 1,2 s andauernde Applikation von 5-HT
(5-HT-Puls) eine Kanal6ffnung bzw. ein lonenfluss erzeugt. Im Folgenden werden die unter-

schiedlichen Versuche mit dem fiir sie charakteristischen Aufbau dargestellt.
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Konzentrations-Wirkungskurven:

Dieser Aufbau diente dazu, einen eventuell vorhandenen Effekt einer Substanz auf
den 5-HT3a-Rezeptor zu erkennen und zu quantifizieren. Dabei gab es drei ver-

schiedene Applikationsmodi:

e Aquilibriumsapplikation [++]: Die Testsubstanz wurde sowohl 60 s vor als
auch wahrend des 5-HT-Pulses appliziert.

e Offenkanalapplikation [-+]: Die Substanz wurde lediglich wahrend des 5-HT-
Pulses gegeben.

e Geschlossenkanalapplikation [+-]: Die Substanz umspiilte den Patch 60 s vor

dem 5-HT-Puls.

Die Reservoirs und dementsprechend auch die damit verbundenen Glaskapillaren

wurden dabei folgendermafden belegt:

ECS ECS ECS ECS ECS
Ether | 5-HT | | Ether | Ether
5-HT

Wahrend eines kompletten Experiments wurden abwechselnd drei Kontrollen mit
30 uM Serotonin und drei Messungen mit Substanz und 30 uM Serotonin durch-
gefiihrt. Zwischen den Aufzeichnungen wurde der Patch 60 s mit Extrazellularlosung
(ECS) gespult. Dieses Zeitintervall wurde so gewahlt, damit die Rezeptoren bei

jedem neuen Puls wieder aktivierbar waren.
Einwasch-Experimente:

Die Einwasch-Experimente wurden durchgefiihrt, um die Kinetik der Wirkung der
einzelnen Stoffe am 5-HT3a-Rezeptor besser bestimmen zu konnen. Der Ablauf ent-
sprach der Aquilibriumsapplikation. Es wurde jedoch die Vorapplikationszeit
variiert, um zu Uberpriifen, wie schnell ein substanzinduzierter Effekt vollstandig
zum Tragen kommt. Folgende Einwaschzeiten wurden gewahlt: 52 ms, 102 ms,

302ms,1s,3s,10s,30s, 60s (Aquilibrium-Applikation) und teilweise auch noch
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90 s, 120 s, 180 s. Auch bei dieser Anordnung wechselten sich Kontrolle (30 uM 5-
HT) und Experiment ab.

Die Glasrohren wurden folgendermafien belegt:

ECS ECS ECS ECS
5-HT | | Ether | Ether
5-HT

Im Falle von Diheptylether mussten die Experimente der besonders langsamen
Kinetik angepasst werden: So wurde die Substanz 3 bis 4 Minuten ein- sowie aus-
gewaschen. Die Anforderungen an die Lebensdauer eines Patches stiegen auf diese
Weise enorm (18-24 Minuten) und so war es nicht immer moglich, jeweils drei
Kontrollen und drei Substanzapplikationen pro Patch aufzunehmen. Um dennoch
geniigend Experimente zu erhalten und rundown-Effekte zu kompensieren, wurden
die Kontrolle vor und die Kontrolle nach dem verlingerten Einwasch vor jeder

weiteren Analyse jeweils gemittelt.

c) Kompetitionsexperimente:
Diese Art von Versuchen wurde durchgefiihrt, um das Verhalten des Ethers in Ge-
genwart verschiedener 5-HT-Konzentrationen analysieren zu kdnnen und damit ge-
gebenenfalls Informationen tiber die Bindungsstelle des Ethers zu erhalten.
Folgende 5-HT-Konzentrationen wurden gewahlt: 1, 3, 10, 30 und 100 pM. Es wurde
in der Offenkanal- und in der Geschlossenkanalapplikation experimentiert, wobei je-
weils unterschiedliche R6hren-/Kapillar-Belegungen gewahlt werden mussten:

Offenkanalmodus [-+]:

ECS ECS ECS ECS ECS \ ECS ECS ECS ECS
5-HT l | 5-HT1 | Ether | I 5-HT2 | Ether | |  Ether
5-HT1 5-HT2 5-HT

5-HT ist dabei die 30 uM-Kontrolllosung, wahrend die Angaben 5-HT1 und 5-HT2
zeigen, in welchen Reservoirs sich andere 5-HT-Konzentrationen (bsp. 1, 3, 10,

100 pM) befanden.
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Geschlossenkanalmodus [+-]:

ECS ECS ECS ECS ECS ECS ECS ECS ECS
Ether | 5-HT { | 5-HT1 f Ether | 5-HT2 | | 5-HT3 | Ether

Mit dieser Anordnung konnten gleichzeitig drei verschiedene 5-HT-Konzentrationen
(5-HT1, 5-HT2, 5-HT3) im Geschlossenkanalmodus miteinander verglichen werden.

5-HT symbolisiert wieder die Referenzlésung mit 30 uM Serotonin.

Bei allen Anordnungen wurde stets darauf geachtet, dass unmittelbar vor einem 5-HT-Puls
keine Glaskapillare libersprungen wurde. So konnte verhindert werden, dass der Patch
schon vor dem 5-HT-Puls Kontakt zur Badlosung, also auch zu 5-HT, bekommt. Es ware
sonst zu einem nicht reprasentativen Strombild gekommen, da einige Kandle nach
Aktivierung durch den Agonisten bereits desensitiviert und nicht-aktivierbar gewesen

waren.
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Abb. 4: ,Typischer” Patch-Clamp-Arbeitsplatz. Die Pipette mit dem an der Spitze hdngenden Patch
wurde im Zellschédlchen mit Hilfe des Mikromanipulators vor dem Rotations- bzw. Perfusionskopf
positioniert, um anschliefiend eine Substanzapplikation zu erméglichen. Durch die Elektroden in

Pipette und Badlésung wurde eine Haltespannung von -100 mV angelegt (Meiboom, 2011).

Da sehr hydrophobe Substanzen dazu neigen konnen, sich in Schldauchen anzureichern,
wurden die Experimente stets mit der niedrigsten Konzentration begonnen und im Verlauf
gesteigert. Vor dem Wechsel zu einer anderen Substanz wurde das Schlauch- bzw.
Applikationssystem mit einem Ethanol/Wasser-Gemisch (1:3) etwa 30 Minuten lang ge-
splilt und anschliefSend mit destilliertem Wasser (Aqua bidest) aufgefiillt und bis zum

nachsten Versuch belassen.
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Jeder im Folgenden angegebene Datenpunkt reprasentiert mindestens drei verschiedene

Patche.

4.6 Datenanalyse

4.6.1 Software
Die gemessenen Strome wurden mit dem Programm Pclamp 8 (Axon Instruments Inc.,

Foster City, CA, USA) aufgezeichnet und gespeichert. Dieses Programm ermdoglichte es
zudem, Applikationseinstellungen zu modifizieren und zum Beispiel Zeitintervalle zwischen

5-HT-Pulsen zu verandern.

Anschliefdend konnten die Stromspuren mit dem Programm Clampfit 8 (Axon Instruments
Inc., Foster City, CA, USA) ausgewertet und mit GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc.,

La Jolla, CA USA) analysiert und veranschaulicht werden.

4.6.2 Analyse der Stromspuren
Der erste Schritt in der Auswertung der Stromspuren bestand darin, den Leckstrom abzu-

ziehen, indem man die ,baseline” aller Spuren auf 0 pA setzte. Die Kontrollen einerseits und
die Experimentalspuren andererseits wurden - falls geeignet - gemittelt, um anschlief3end
die jeweiligen Maximalstrome mit Hilfe des Cursors in pA zu bestimmen. Dieser Schritt
sollte die Variabilitat der Daten und einen eventuellen Rundown - also Kanalverlust im Ver-
lauf der Messungen - kompensieren. Der iibliche Rundown hatte eine Zeitkonstante von 550
+ 230 s (n= 6 Patche, jeder mit einer Lebensdauer von mindestens drei Zeitkonstanten). Um
Ton Und Tof, also die Aktivierungs- und die Abfallkinetik zu berechnen, wurde eine bi-

exponentielle Funktion verwendet.

fO=2 4™+ C (1)
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Abb. 5: Ausschnitt aus dem Programm Clampfit. Diese typische 30 uM 5-HT-Stromspur wurde
zundchst mit ihrer Nulllinie auf das Niveau ,0“ gebracht, um einen eventuellen Leckstrom
herauszurechnen. Cursor 1 und 2 sind im absteigenden bzw. aufsteigenden Teil der Stromkurve
positioniert und umfassen somit den Bereich, der iiber eine biexponentielle Gleichung gefittet wird
(Fit: siehe blaue Kurve im Bild). Die dadurch berechneten Werte fiir die Aktivierungs- und die
Abfallkinetik konnten einer Tabelle entnommen werden. Mithilfe eines Cursors war es ferner méglich,

die Amplitudenwerte an der Spitze des Stromes abzulesen.

Die durch Clampfit ermittelten Amplitudenwerte der Experimentalspuren wurden
prozentual zu dem aus den Kontrollspuren gemittelten ,peak” angegeben (in % des 5-HT-
induzierten Stromes) und in eine GraphPad-Prism-Tabelle eingetragen. Es folgte eine Dar-
stellung der Werte als Graphik, wobei der Reststrom nach Substanzapplikation jeweils
gegen die entsprechenden Konzentrationen aufgetragen wurde. Verwendet wurde fiir die

Erstellung der Konzentrationswirkungskurven die Hill-Gleichung:

i=[1/(1+C/IC5o")] (2)

Sw /5
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(i ist der Spitzenstrom in Gegenwart des Medikaments als Fraktion des Kontroll-
spitzenstroms, C ist die Substanz-Konzentration, n ist der Hill-Koeffizient, und ICsp ist die

Konzentration der halbmaximalen Inhibierung).

Die Einwaschkurven wurden auf zweierlei Weisen gefittet: Dazu wurde jeweils folgende

biexponentielle Funktion verwendet:
I(t) = Lo + Fpast™(1-10)*eXp(-t/ Tfast) + (1-Fyast) *(1-1:0) *eXp(-t/ Tsiow) (3)

Es gilt Io = I (t ), wahrend T jeweils fiir eine der beiden Zeitkonstanten (slow oder fast),
Ffast fir den Anteil der schnellen Zeitkonstante am Gesamtstrom und t flir Zeit steht. Ein
erster Fit, der sogenannte freie Fit, wurde fiir jeden Dialkylether individuell - véllig
unabhangig von den anderen Mitgliedern der homologen Reihe - angelegt und liefd die
Paramter I, Ffast, Trast und Tsiow frei variieren. Ein zweiter, verbundener Fit sollte fiir alle
Ether gemeinsame Zeitkonstanten (Tfst und Tsiow) finden, Io und Ffast jedoch frei variieren

lassen.
Die Kompetitionskurven wurden mit folgender Gleichung gefittet:
Y= Bottom + (Top-Bottom)/(1+IC50o"/C") (4)

Y ist dabei die Stromantwort, Top und Bottom sind die Plateaus in derselben Einheit wie Y,
ICsp ist wieder die Konzentration mit halbmaximaler Inhibierung, C die jeweilige Substanz-

Konzentration und n ist der Hill-Koeffizient.

Die freie Energie des Transfers von Methylgruppen zwischen der wassrigen Phase und dem
Wirkort, Au®CHz, kann als Steigung einer linearen Regression zwischen Molfraktion der je-
weiligen Dialkylether und Anzahl ihrer Kohlenstoffatome berechnet werden (Haydon und

Urban, 1983).

Ay 6,CH2

log xf08y, = n * + const.ROR (5)

const.FOR = log afOR o + (Ap @707 + 2+ Au O“"3) JRT (6)

Xin,50% ist die Molfraktion des Ethers ROR in der Phase (wassrig oder gasformig), in der er

eine halbmaximale Unterdriickung der Stromamplitude hervorruft. log ist der natiirliche
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Logarithmus; n steht fiir die Anzahl der Methylengruppen des Dialkylethers; Au? ist die
freie Energie (oder chemisches Potential oder Enthalpie) der Uberfiihrung der
entsprechenden funktionellen Gruppe von der Gasphase zum andsthetischen Wirkort.
Qsite,50% 1St dem-entsprechend die chemische Aktivitdit am Wirkort. Es wurde dabei erstens
angenommen, dass die Interaktion stattfindet, wenn der jeweilige Dialkylether im
Gleichgewicht mit dem Zielort steht und zweitens, dass die chemische Aktivitdit am
anasthetischen Wirkort bei 50 % Unterdriickung fiir alle Ether gleich sind (Haydon und
Urban, 1983).

Unter diesen Bedingungen kann dartiberhinaus die Differenz zwischen den freien Energien

zweier unterschiedlicher Substanzen (drug1 und drug2) berechnet werden:

6,d 1 6,d 2 _ drug 1 drug 2
Apfdrugl — Ay Odrug2 — RT-(logxgas'so%—logxgas'so%) (7)

4.6.3 Statistik
Die in den folgenden Graphiken abgebildeten Datenpunkte stellen jeweils einen Mittelwert

verschiedener Patche und die Standardabweichung (SD) als Fehlerbalken dar. Die im Text
genannten Unterschiede zwischen zwei Datenpunkten wurden durch den studentischen t-
Test (Microsoft Excel) ermittelt und als signifikant beurteilt, wenn p < 0,05 war. In den Dar-
stellungen der Kinetiken sind alle nicht signifikant von der Kontrolle abweichenden Punkte
mit einem einheitlichen Symbol gekennzeichnet. [Cso-Werte und ihre 95 %-Konfidenz-
intervalle wurden mit GraphPad Prism 5 berechnet, ebenso wie die Einwaschzeit-

konstanten, ihre Intervalle und der Korrelationskoeffizient R?, falls angegeben.



4.7 Materialien

4.7.1 Substanzen
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Die Experimente wurden mit folgenden Substanzen durchgefiihrt (aufgefiihrt mit Summen-

formel, Reinheitsgrad sowie Bezugsfirma und Sitz):

Substanz

Diethylether

Dipropylether

Dibutylether

Dipentylether

Dihexylether

Diheptylether

Summenformel

C4H100

CeH140

CgH1s0

C10H220

C12H260

C14H300

Reinheitsgrad

>99 %

99 %

>98 %

>99,8 %

>96 %

>98 %

Hersteller

Merck-Schuchardt

(Hohenbrunn, Deutschland)

Alfa Aesar
Deutschland)

Alfa Aesar
Deutschland)

Sigma-Aldrich
Deutschland)

Alfa Aesar
Deutschland)

(Karlsruhe,

(Karlsruhe,

(Miinchen,

(Karlsruhe,

TCI Europe N.V. (Eschborn,

Deutschland)

Die ersten drei Substanzen wurden direkt in Extrazellularlésung geldst. Fiir die anderen

Stoffe wurde angesichts ihrer geringer werdenden Wasserloslichkeit jeweils ein Ethanol-

Stock hergestellt, welcher zur Herstellung der benotigten Konzentrationen anschliefdend in

ECS weiterverdiinnt wurde. Die maximal resultierende Ethanolkonzentration betrug dabei

0,034 M im Experiment mit 100 uM Dipentylether; diese Ethanolkonzentration hat einen

vernachlassigbar geringen Effekt auf die 5-HT3a-Rezeptoren (Decker, 2011).
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4.7.2 Losungen
Die Extrazellularlésung, die sowohl als Badlosung fiir das Zellschalchen, als auch zum Lésen

der Substanzen verwendet wurde, enthielt neben Aqua bidest folgende Komponenten:

Substanz Konzentration
(mM)

NaCl 150

KCl 5,6

CaCl 1,8

MgCl» 1

HEPES 10

Die Badldsung enthielt zusatzlich Glucose (0,056 mM).

Die Intrazellularlésung fiir die Pipetten enthielt:

Substanz Konzentration
(mM)

KCl 140

EGTA 10

MgCl. 5

HEPES 10

Der pH-Wert wurde in beiden Losungen mit NaOH bzw. KOH/HCI auf 7,4 eingestellt.



4.7.3 Gerate

Axiovert 25 Umkehrmikroskop

Bessel Lowpass-Filter 902-LPF

Digidata 1200 Analog/Digitalumwandler
Klimabrutschrank BB 6060

ID 30 Mikroskop

L/M-CPZ 101 Hitze-Polierapparatur
L/M-EPC-7 Patch-Clamp-Verstarker
Telaval 31 Mikroskop
Patch-Pipette-Puller PA-10

Rapid solution exchange (RSC 200)

4.7.4 Software

GraphPad Prism5®

pClamp® 8 und clampfit

RSC V1.04
Microsoft Office Excel
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Zeiss, Jena, Deutschland

Frequency Devices, Ottawa, IL USA

Axon Instruments Inc., Foster City, CA USA
Heraeus, Hanau, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

List Medical, Darmstadt, Deutschland

List Medical, Darmstadt, Deutschland
Zeiss, Jena, Deutschland

ESF Elektronic, Gottingen, Deutschland
Science Claix,

Biologic Instruments,

Frankreich

GraphPad Software Inc., La Jolla, CA USA
Axon Instruments Inc., Foster City, CA USA

Biologic Science Instruments, Claix, Frankreich

Microsoft Deutschland GmbH,

Unterschleifdheim, Deutschland
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5 Ergebnisse

5.1 Charakterisierung der 5-HT-induzierten Strome

Applizierte man auf einen excised-outside-out-Patch eine 5-HT-Konzentration von 30 uM,
kam es in Abhdngigkeit von der angelegten Spannung zu einem Einwarts- oder Auswarts-
strom. So resultierte etwa bei einer negativen Spannung ein Einwartsstrom. Wahrend der
Messung wurde stets eine negative Spannung von -100 mV angelegt, um einen ent-
sprechend grofden lonenfluss zu erhalten und den Patch moglichst lange erhalten zu kénnen
(eine positive Spannung stellt erfahrungsgemafd hohere Anforderungen an die Stabilitat
einer Membran). Zudem wurde dadurch eine Beteiligung moglicherweise vorhandener

spannungsabhangiger lonenkanile am gemessenen Stromfluss minimiert.

Da die Grofde der Stromantwort auch von der 5-HT-Konzentration abhangt, war es wichtig,
als Kontroll- bzw. Referenzstrom fiir jedes Experiment eine Standardkonzentration zu be-
stimmen: 30 pM 5-HT wurde gewahlt, weil es einen nahezu maximalen Ionenfluss pro-
duziert. Der Effekt war reproduzierbar, wenn eine Auswaschzeit von 60 s eingehalten

wurde (Barann et al., 1997).

Die durchschnittliche Amplitude eines 30 pM-5-HT-induzierten Stromes lag bei -359,3 *
582,5 pA (n= 72 Patche). Charakteristisch fiir den 5-HT3a-Rezeptor war aufderdem seine
schnelle Aktivierung: Die Zeitkonstante ton betrug im Mittel 8,4 * 6,3 ms (n= 102 Ex-
perimente bei insgesamt 49 verschiedenen Patchen). Die Abfallzeitkonstante toff betrug

durchschnittlich 92,5 + 71,8 ms (n= 102 Experimente bei 49 Patchen).

Ohne Zugabe von Serotonin erzeugten Dialkylether keinen relevanten Stromfluss. Fiir alle
der fiinf Ether von Dipropyl- bis Diheptylether war die Stromantwort unter 3,5 % der Am-
plitude der 5-HT-induzierten Strome (6-12 Patche und zwischen 14 und 20 Experimente

pro Substanz).
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5.2 Dipropylether

Dipropylether wurde in Extrazelluldrlésung angesetzt und vor Experimentbeginn etwa eine
Stunde lang gertihrt. Wichtig war dabei, der Fliichtigkeit der Substanz gerecht zu werden,
d.h. ein Entweichen zu verhindern. Dabei kamen beispielsweise innen mit Teflon be-
schichtete Schraubverschliisse zum Einsatz, zudem wurden die Tropfkammern mit einem
Verschluss versehen. Drei Konzentrationen (1 mM, 3 mM, 10 mM) wurden im Offenkanal-

im Geschlossenkanal- und im Aquilibriumsmodus gemessen.

Im Folgenden werden beispielhaft fiir alle Applikationsarten Originalspuren von Ex-
perimenten mit 3 mM Dipropylether gezeigt, da diese Konzentration dem ICso-Wert
(Aquilibriumsapplikation) am nichsten liegt. Fiir die anderen Substanzen wird im weiteren

Verlauf ebenso verfahren.

5.2.1 Offenkanalapplikation

== Etherapplikation

= 5-HT-Applikation
(30 um)

N

3 mM Dipropylether + 5-HT

5-HT (30 uM): Kontrolle und Auswasch

- 100 pA |

1000 ms

Abb. 6: Originalstromspur eines Experiments mit 3 mM Dipropylether in Offenkanalapplikation. Die
schwarze Stromspur stellt den Referenzstrom (30 uM 5-HT) vor der Substanzapplikation dar, die
graue Spur die Kontrolle bzw. den Auswasch nach der Substanzapplikation. Die rote Spur entspricht

der Stromantwort in Anwesenheit von 30 uM 5-HT und 3 mM Dipropylether.

Wurde Dipropylether wie in der Abbildung nur wahrend der Kanal6ffnung durch 5-HT

appliziert, wurde eine deutliche Unterdriickung der Stromamplitude sichtbar. Ebenfalls auf-
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fallig war die Beschleunigung des Stromabfalls, der schneller war als bei einem tiblichen
30 uM 5-HT-induzierten Strom. Diese Effekte waren reversibel, d.h. nach Auswasch des
Dipropylethers (60 s) tliberlagerten sich der 5-HT-induzierte Strom (grau) und die ur-

spriingliche Kontrolle (schwarz).

5.2.2 Geschlossenkanalapplikation

/]
Il

=== Etherapplikation
= 5-HT-Applikation
(30 um)

5-HT (30 puM): Kontrolle und Auswasch

Abb. 7: Originalstrom bei Geschlossenkanalapplikation von 3 mM Dipropylether. Der inhibierende
Effekt war deutlich geringer als in der Offenkanalapplikation. Deutlich wurde auch in diesem
Experiment die vollstdndige Auswaschbarkeit der Substanz: Kontroll- und Auswaschspur liegen exakt

libereinander.

Wahrend der zweiten Applikationsform umspiilten 3 mM Dipropylether ausschliefdlich 60 s
lang vor der 5-HT-Gabe den Patch. Die Substanz wirkte also nur auf den noch ver-
schlossenen Kanal ein. Wie die Graphik eindriicklich zeigt, war nur eine verhaltnismaf3ig
geringe Unterdriickung der Amplitude zu sehen und eine Beschleunigung des Stromabfalls

fehlte hier fast vollstandig.
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5.2.3 Aquilibriumsapplikation

== Etherapplikation
= 5-HT-Applikation
(30 pm)

3 mM Dipropylether + 5-HT

™

5-HT: Kontrolle und Auswasch

Abb. 8: Typisches Bild eines Stromes bei Aquilibriumsapplikation von 3 mM Dipropylether. Der Effekt
auf die Amplitude und die Abfallzeitkonstante war vergleichbar mit der Offenkanalapplikation.

In der Aquilibriumsapplikation wurde der Ether sowohl 60 s lang vor als auch wihrend des
5-HT-Pulses appliziert. Auf diese Weise traf die Substanz erst auf die geschlossenen und an-
schliefdend auf die ge6ffneten Kandle. Von allen Applikationen fand man hier den grofiten
hemmenden Effekt des Dipropylethers auf den Maximalstrom (siehe Konzentrations-
Wirkungskurve). Nicht zu libersehen in diesem Experiment ist zudem die Verringerung der

Desensitivierungszeitkonstante Toft.

Bei allen Experimenten war der Auswasch nach der Etherapplikation vollstandig.
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5.2.4 Konzentrations-Wirkungskurve
Um nun den ICso von Dipropylether am 5-HT3a-Rezeptor abzuschatzen, wurden die

Amplitudenmaxima der Experimentalspuren in Relation zu ihrer 5-HT-Kontrolle (30 pM)

gegen die Konzentration an Dipropylether aufgetragen und mit der Hill-Funktion gefittet.

£

O N .-y .

&5 100- e Aquilibrium [++]
5 ’qc? ®  Geschlossenkanal [+-]
53 907 s Offenkanal [-+]
N S

S S 60-

TS o

S x

<5 401
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|_
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Log [Dipropylether] (M)

Abb. 9: Konzentrations-Wirkungskurve des Dipropylethers (n= 4-10). Die ICso-Werte betragen: 1,6
mM im Aquilibrium, 2,6 mM fiir den Offenkanal- und 13,1 mM fiir den Geschlossenkanalmodus (Daten
inklusive Hill-Koeffizienten siehe Tabelle 1).

Wie sich bereits in den Originalstromspuren abzeichnete, ist der inhibierende Effekt in der
Aquilibriumsapplikation signifikant stirker ausgepriagt als in der Geschlossenkanal-
applikation. So fand man etwa bei der Geschlossenkanalapplikation von 1 mM Dipropyl-
ether eine mittlere Unterdriickung des Kontrollstroms von 14,4 * 3,4 % und bei 10 mM
einen Effekt von 46,4 + 14,6 %. Im Aquilibrium mit 1 mM Substanz ergab sich hingegen eine
durchschnittliche Inhibierung von 32,8 + 11,6 %, bei 10 mM waren es sogar 84,5 * 15,3 %.
Die Offenkanalapplikation scheint in ihrem Effekt zwar vergleichbar mit der Aqui-
libriumsapplikation: es liegt laut ¢t-Test kein signifikanter Unterschied der beiden Modi vor;
die Konfidenzintervalle der IC50-Werte der beiden Kurven zeigen jedoch nur eine
marginale Uberlappung (Tab. 1). Méglicherweise ist die Zahl der Experimente (n= 4-10)
hier zu gering, um diesen Unterschied zeigen zu konnen. Die Offenkanalvariante zeigte bei 3
mM zudem eine signifikant starkere Unterdriickung des 5-HT-induzierten Stromes (60,3 +
17,2 %) als dieselbe Dipropylether-Konzentration in der Geschlossenkanalapplikation (22,4
+ 14,1 %).
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Dipropylether seinen unterdriickenden Effekt
auf die Stromamplitude vor allem in der Aquilibriums- und Offenkanalapplikation ent-

faltete, wahrend die Wirkung auf den geschlossenen Kanal verhaltnismafiig gering war.

5.2.5 Kinetiken
Beobachtet wurden sowohl die Verdnderungen der Aktivierungskinetik ton als auch der

Abfallkinetik tofr unter Einwirkung von Dipropylether.

Ton Toff o
-@- Aquilibrium
1004 1004 B Geschlossenkanal

e -A- Offenkanal
§§ * nicht signifikant
oo . L
.gg * nicht signifikant
= < 504 50- * nicht signifikant
=3
23
o

C T T T 1 0 T T T 1

-35 -3.0 -25 -2.0 -15 -35 -3.0 -2.5 -2.0 -1.5

Log [Dipropylether] (M) Log [Dipropylether] (M)

Abb. 10: Aktivierungs- und Abfallkinetik des Dipropylethers (n= 4-7). Eine addquate Analyse der
Kinetiken in der Aquilibriumsapplikation bei 10 mM Dipropylether war aufgrund des geringen
Reststromes nicht mdglich. Die durchschnittliche Zeitkonstante der Aktivierung (t.n) betrug fiir die
Kontrollen 10,6 + 5,3 ms (n= 103 Experimente, 38 Patche). Das Kontroll-t.s ergab eine Dauer von
130,7 + 98,2 ms (n= 102 Experimente, 38 Patche). Der Stern symbolisiert nicht signifikant von der

Kontrolle abweichende Zeitkonstanten.

Sowohl die Zeitkonstanten der Aktivierungs- als auch der Abfallphase nahmen bei Appli-
kation von Dipropylether auf die Membran tendenziell ab. Die Abfallzeitkonstante wurde in
der Geschlossenkanalapplikation bei Gabe von 3 und 10 mM Dipropylether weniger be-
schleunigt als in den librigen Applikationsarten und unterstiitzt so den bisher gewonnenen
Eindruck, dass diese Applikationsform hier den geringsten Effekt auf die 5-HT-induzierten
Strome ausiibte (vergleiche hierzu bei 3 mM 69 * 8,6 % der Kontrolle fiir Geschlossenkanal

und 16,9 7,5 % der Kontrolle fiir Aquilibrium).
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5.2.6 Einwasch
Die Einwaschexperimente wurden durchgefiihrt, um die Entwicklung der Wirkungen tiber

die Zeit zu beobachten sowie sich tiberlagernde Effekte zu demaskieren und zu analysieren.
Wann trat eine Wirkung ein, wann war sie vollstdndig ausgepragt? Was ergaben sich fiir

Zeitkonstanten?

Als Substanzkonzentration wurde 2 mM gewahlt, da diese in etwa dem ICso des

Aquilibriums entspricht (1,6 mM).

Dipropylether 2 mM (IC5o= 1.6 mM)

e FEinwasch
1004

80+
60+

404

% der Kontrollen

20+

5-HT-induzierter Strom

0 T T T T T 1
10° 102 107 10° 10! 102 108

Zeit (s)

Abb. 11: Einwaschkinetik fiir 2 mM Dipropylether (n= 3-7). Gemessen wurde fiir 52 ms, 102 ms, 302
ms, 1s,3s,10s, 30 s und 60 s. Der ,Startpunkt” wurde bei 100 % festgelegt, da bei einer gegen null
gehenden Substanzapplikation von einem vollstidndigen Kontrollstrom (100 %) ausgegangen werden
kann. Alle anderen Parameter konnten frei variieren. Diese Werte und die entsprechenden 95 %-

Konfidenzintervalle sind in Tabelle 2 (Kapitel 6.1.3) zusammengefasst.

Die erhaltene Einwaschkurve liefs sich biexponentiell addquat fitten und ergab demnach
zwei Phasen fiir den Einwasch des Dipropylethers. Die Unterdriickung der beiden Phasen
konnte jeweils in ihrem Anteil am Gesamteffekt (am Ende des Einwasches nach 60 s) an-
gegeben werden: Der erste, schnelle Effekt mit einer Zeitkonstante (tfst) von 39,6 ms zeigte
einen Anteil von 117,5 % am Gesamteffekt; der Strom wurde zunachst um 60 % unter-
driickt. In der zweiten Phase mit einer Zeitkonstante von 7,4 s (tsiow) erholte sich der Strom

dann um 9 %, obwohl weiterhin Dipropylether eingewaschen wurde (entsprechender
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Anteil von -17,5 % am Gesamteffekt). Der Gesamteffekt nach 60 s entspricht einer Unter-

driickung von 51 % (100 % am Gesamteffekt).

Warum hier biexponentiell und nicht monoexponentiell gefittet wurde, wird spater in der
Zusammenschau mit den anderen Mitgliedern der homologen Reihe und im Vergleich mit

n-Alkanolen deutlich.
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5.3 Dibutylether

Dibutylether wurde ebenso wie Dipropylether in ECS angeriihrt. Auch hier wurde sorgfaltig
darauf geachtet, dass alle Gefdf3e stets ziigig verschlossen wurden, um einer mdéglichen Ver-
dampfung praventiv entgegenzuwirken. Es wurden drei Konzentrationen in allen

Applikationsformen gemessen.

5.3.1 Offenkanalapplikation

=== Etherapplikation

= 5-HT-Applikation
(30 um)

5-HT (30 puM): Kontrolle und Auswasch

-20pA|

500 ms

Abb. 12: 300 uM Dibutylether fiihrten in der Offenkanalapplikation zu einer signifikanten

Unterdriickung des 5-HT-induzierten Stromes.

Im Vergleich zu dem um zwei C-Atome kiirzeren Dipropylether konnte mit einer deutlich
geringeren Konzentration an Dibutylether bereits eine signifikante Unterdriickung erzielt

werden.
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5.3.2 Geschlossenkanalapplikation

//// === Etherapplikation

= 5-HT-Applikation
(30 pm)

5-HT (30 uM): Kontrolle und Auswasch
-50 pA

100 ms

Abb. 13: 300 puM Dibutylether im Geschlossenkanalmodus. Auch hier liefs sich eine deutliche

Hemmung des Serotonin-induzierten Stromes beobachten.

Diese Experimente zeigten zum Einen die gegeniiber dem Dipropylether etwa zehnfach er-
hohte Potenz des Dibutylethers und zum Anderen den Zugewinn an Wirkung in der Ge-

schlossenkanalapplikation.

5.3.3 Aquilibriumsapplikation

=== Etherapplikation
= 5-HT-Applikation
(30 M)

\ 300 uM Dibutylether + 5-HT
5-HT (30 uM): Kontrolle und Auswasch
-50 pA |

200 ms

Abb. 14: 300 uM Dibutylether im Aquilibrium bewirken eine nahezu halbmaximale Unterdriickung des

5-HT-induzierten Stromes.
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Eine der Geschlossenkanalapplikation sehr dhnliche Wirkung zeigte die Anwendung von

300 puM Dibutylether im Aquilibrium.

5.3.4 Konzentrations-Wirkungskurve

£

2 .

n 1004 e Agquilibrium [++]
S5 80 m  Geschlossenkanal [+-]
= ° A Offenkanal [-+]
S5 E  60-

T o

S x

S5 40

23

S 207

|_

I O T T T 1

To) -4.5 -4.0 -3.5 -3.0 -2.5
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Abb. 15: Konzentrations-Wirkungskurve des Dibutylethers (n= 4-9). Anders als beim Dipropylether
liegen hier alle drei Applikationsarten eng beieinander: Die [Cso-Werte betragen 235 uM
(Aquilibrium), 335 uM (Geschlossenkanal) und 889 uM (Offenkanalapplikation) (Fitparameter siehe
Tabelle 1).

Die vorherigen Abschnitte zeigten bereits, dass sich die Wirkungen in den drei
Applikationen beim Dibutylether von denen beim Dipropylether unterschieden. Die
Konzentrations-Wirkungskurve veranschaulicht dies. Wahrend bei der kleinsten
Konzentration (100 pM) die Effekte der drei Modi vergleichbar waren - sie bewegten sich
bei einer Hemmung auf etwa 70 % - divergierten die Punkte bei 1 mM schon deutlicher.
Wir fanden hier im Offenkanal-Experiment eine mittlere Unterdriickung des Peak-Stromes
von 51,1 + 10,8 % und im Aquilibrium einen Effekt, der den Strom um 80,2 + 10,6 % ver-
ringerte und signifikant stirker als im entsprechenden Offenkanal-Experiment war. Die
Geschlossenkanalvariante nahm hier mit einer Hemmung von 63,4 + 20,7 % (1 mM) und
einer nicht signifikanten Abweichung von den beiden anderen Applikationen eine Art

Zwischenstellung ein; verglichen mit der geringen Wirkung auf den Dipropylether kann
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man dennoch sagen, dass die Geschlossenkanalapplikation relativ an Effektivitit gewonnen

hat.

5.3.5 Kinetiken

Ton Toff
200+ -o- Aquilibrium

o 100- -4 Offenkanal
$ = 1501 -#- Geschlossenkanal
EE * nicht signifikant
5 § 100- * nicht signifikant
T X 50 . P
= * nicht signifikant
= e
I S 501
)

0 T T T 1 0 T T T 1

-4.5 -4.0 -35 -3.0 25 -45 -4.0 -3.5 -3.0 -2.5

Log [Dibutylether] (M) Log [Dibutylether] (M)

Abb. 16: Aktivierung und Abfall des 5-HT-induzierten Stromes unter dem Einfluss von Dibutylether
(100 uM, 300 uM und 1 mM) (n= 4-9). Die Kontrollen ergaben ein t,, von 7,4 + 5,9 ms und ein T.g von
67,6 + 71,8 ms (n= 83 Experimente und 41 Patche). Der Stern symbolisiert nicht signifikant von der

Kontrolle abweichende Zeitkonstanten.

Die Aktivierungszeitkonstante (ton) wurde in der Geschlossenkanalapplikation bei 1 mM
signifikant beschleunigt (71,8 + 7 %); alle anderen Applikationen und Konzentrationen
zeigten bei dieser Anzahl an Experimenten keinen signifikanten Einfluss auf die Ge-
schwindigkeit der Aktivierung, auch nicht im Sinne einer Verlangsamung. Man beachte hier
die grofde Variabilitdt der ton-Werte, sichtbar gemacht durch die abgebildete Standard-

abweichung.

Die Desensitivierung der Kandle ergab ein homogeneres Bild und zeigte fiir alle drei Appli-
kationsformen und alle drei Konzentrationen eine signifikante Beschleunigung: So fanden
wir bei 1 mM eine Zeitkonstante, die 53,7 *+ 32,6 % fiir das Aquilibrium und 58,7 + 13,9 %
fiir das Geschlossenkanal-Experiment betrug. Im Offenkanalmodus ergab sich eine mittlere

Zeitkonstante von 64,9 + 25,1 % der Kontrolle.
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5.3.6 Einwasch

Dibutylether 300 uM (IC5o= 240 pM)

€
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Abb. 17: Einwaschkurve des Dibutylethers (n= 4-6). Abgesehen vom Startpunkt (100 %) konnten alle

Parameter frei variieren (Fitparameter siehe Tabelle 2).

Es lieflen sich im Einwaschexperiment wiederum zwei verschiedene Zeitkonstanten
differenzieren: Eine schnelle, die 27 ms betrug und fiir 74,8 % des Effektes verantwortlich
war. Ferner eine langsame Konstante mit einem Wert von 5,3 s. Insgesamt bedeutet dies,
dass der Effekt des Dibutylethers vor allem aus der ersten schnellen Phase besteht und die
zweite, langsame Phase einen geringeren Einfluss auf den Gesamteffekt hat. Das Plateau er-
reichte einen Wert von 60 % des Kontrollstromes. Dies entsprach nicht ganz dem er-
warteten Bereich einer halbmaximalen Hemmung, bewegte sich aber im Rahmen von Mess-

unterschieden bei verschiedenen Experimenten.
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5.4 Dipentylether

Um den Cio-Ether addquat messen zu kénnen, wurde ein 50 millimolarer Stock in reinem
Ethanol angelegt, der im Verlauf vor jedem Experiment weiter verdiinnt wurde. So konnte
mit den Konzentrationen 10, 30 und 100 pM gemessen werden. Diese Konzentrationen
wurden nach den bisherigen Ergebnissen in Erwartung einer um den Faktor zehn
steigenden Potenz in zehnfach niedrigerer Konzentration als beim Dibutylether gewahlt.
Die bisherige Methode, die erforderliche Menge an Substanz direkt mit der Pipette auf-
zunehmen und in ECS zu l6sen, konnte hier aufgrund der geringen Stoffmengen nicht mit
der notwendigen Genauigkeit angewendet werden. Wieder wurden Versuche in allen drei

Applikationsformen durchgefiihrt.

5.4.1 Offenkanalapplikation

== Etherapplikation

= 5-HT-Applikation
(30 uMm)

30 pM Dipentylether + 5-HT

5-HT (30 pM): Kontrolle und Auswasch

-50pA|

200 ms

Abb. 18: 30 uM Dipentylether in der Offenkanalapplikation. Die Hemmung betrug in dieser
Applikation durchschnittlich 22,7 + 9,6 % der Kontrolle.

30 uM Dipentylether bewirkten zwar eine Unterdriickung des 5-HT-induzierten Stromes,
der Effekt auf den 5-HT-induzierten Strom war aber im Vergleich zu 300 pM Dibutylether
(um den Faktor zehn héhere Konzentration) und 3 mM Dipropylether (um den Faktor 100

hohere Konzentration) in derselben Applikationsart relativ gering.
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5.4.2 Geschlossenkanalapplikation

//
U === Etherapplikation
= 5-HT-Applikation
(30 pM)

N

5-HT (30 uM): Kontrolle und Auswasch

-500 pA|

500 ms

Abb. 19: 30 uM Dipentylether bewirkten in der Geschlossenkanalapplikation eine halbmaximale
Hemmung.

Anders als die Offenkanalapplikation stellte sich die Geschlossenkanalvariante bei
Applikation von Dipentylether dar: Bereits bei 10 uM erscheint der Effekt sehr stark (40,4 =
6,2 %), bei 100 uM schliefdlich wurde der Strom beinahe vollstdndig unterdriickt (88,9 +
5,3 % Hemmung). Zudem wurde die Abfallkinetik durch Zugabe dieses Ethers beschleunigt.

5.4.3 Aquilibriumsapplikation

=== Etherapplikation
= 5-HT-Applikation
(30 pm)

30 pM Dipentylether + 5-HT

N

5-HT (30 pM): Kontrolle und Auswasch

-100 pA|

200 ms

Abb. 20: Die Aquilibriumsapplikation von 30 uM Dipentylether mit einer nahezu 50 % grofen
Unterdriickung.
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Die Aquilibriumsapplikation ergab fiir 30 uM ein durchaus vergleichbares Bild zur Ge-
schlossenkanalapplikation: Der Reststrom betrug durchschnittlich 45,7 = 8,2 %
(Aquilibrium) und 41,1 * 8,6 % (Geschlossenkanal).

5.4.4 Konzentrations-Wirkungskurve

100- e Aquilibrium [++]

80 ®  Geschlossenkanal [+-]
A Offenkanal [-+]
60+

404

5-HT (30 uM)-induzierter Strom
% der Kontrollen

-5.5 —5I.O -4I.5 —4I.O -3.5
Log [Dipentylether] (M)

Abb. 21: Gemeinsame Darstellung aller Applikationen und Konzentrationen (Fitparameter siehe
Tabelle 1): Deutlich hebt sich inzwischen das Offenkanal-Experiment von den anderen beiden
Varianten ab (n= 4-8). Folgende ICso-Werte wurden ermittelt: 14,3 uM (Aquilibrium), 9,8 uM
(Geschlossenkanal) und grofSer als 200 uM (Offenkanal).

Die Konzentrations-Wirkungskurve des Dipentylethers bestatigt, was sich in den vor-
herigen Abbildungen typischer Originalspuren angedeutet hat: Wahrend die Offenkanal-
applikation kaum mehr effektiv in ihrer Hemmung war, schien die Geschlossenkanal- eine
ebenso starke Inhibierung hervorzurufen wie die Aquilibriumsapplikation. So fanden wir
fir 100 pM eine Unterdriickung von 19,5 * 7,1 % im Offenkanalmodus, 88,5 * 5,3 % im
Geschlossenkanal-Experiment und 87,1 * 4,6 % im Aquilibrium, wobei Letztere keine
signifikanten Unterschiede aufwiesen, beide Applikationen nun aber signifikant vom Offen-
kanalmodus abwichen. Interessant ist auch die Beobachtung, dass die Wirkung auf die ge-
offneten Kandle hier gleichsam nicht mehr steigerbar war: Trotz Elevation der

Konzentration dnderte sich kaum etwas am Ausmafi des Effektes (10,2 £ 5,5 % fiir 10 uM,
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n= 6 und 19,5 = 7,1 % fiir 100 pM, n= 4). Dies steht im Kontrast zur Entwicklung bzw.

Steigung der beiden anderen Modi.

5.4.5 Kinetiken

Ton Toff
-o- Aquilibrium
v - Geschlossenkanal
@ & 100- 100- -A- Offenkanal
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55 *  nicht signifikant
T ¥
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©
I
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-55 -5.0 -4.5 -4.0 -35 -55 -5.0 -4.5 -4.0 -3.5
Log [Dipentylether] (M) Log [Dipentylether] (M)

Abb. 22: Einfluss des Dipentylethers auf die Aktivierungs- und die Abfallgeschwindigkeit des 5-HT-
induzierten Stromes. Die gestrichelte Linie erleichtert die Beobachtung, dass vor allem die
Aktivierung in Bezug zum Kontrollstrom kaum signifikant verdndert wurde (n= 5-8). Die Aktivierung
unter Kontrollbedingungen ergab eine durchschnittliche Zeitkonstante von 8,5 + 4,3 ms (t.n); die
Abfallkinetik zeigte ein tof von 103,2 # 70,7 ms (n= 78 Experimente an 28 Patchen). Der Stern

symbolisiert nicht signifikant von der Kontrolle abweichende Zeitkonstanten.

Das Aktivierungsverhalten der Kanale unter dem Einfluss von Dipentylether zeigte lediglich
fir die Geschlossenkanalapplikation bei 10 und 100 pM und fiir die Applikation im
Aquilibrium bei 100 uM eine signifikante Anderung der Geschwindigkeit, hier im Sinne
einer Beschleunigung. Eine signifikante Verlangsamung konnte - wie auch bei den bisher

betrachteten Ethern - nicht beobachtet werden.

Mit Ausnahme der Offenkanalapplikation, die das tof lediglich bei 30 pM signifikant be-
schleunigte, wurde die Desensitivierung der Kanéile bzw. der Ubergang in die geschlossene,
nicht-aktivierbare Form - verglichen mit den entsprechenden Kontrollstromen - durch Zu-

gabe von Dipentylether schneller erreicht. Dies deckt sich mit der Beobachtung, dass Di-
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pentylether den 5-HT-induzierten Strom insbesondere in der Geschlossenkanal- und der

Aquilibriumsapplikation wirksam unterdriickt.

5.4.6 Einwasch

Dipentylether 100 puM (ICgp= 14 pM)

5
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Abb. 23: Einwaschexperiment mit Dipentylether (100 uM). Wie bei den vorherigen
Einwaschversuchen mit Dipropyl- und Dibutylether liefSen sich deutlich zwei Zeitkonstanten erkennen
(Fitparameter siehe Tabelle 2). Der Unterschied zwischen den Substanzen besteht in ihren Anteilen
am Gesamteffekt (n= 6-9). Beachte, insbesondere, wenn es spdter zu einem Vergleich der Ether und
ihres Einwaschverhaltens kommt, dass die hier gewdhlte Konzentration héher als der ICsg ist. Diese
Diskrepanz resultiert aus einem urspriinglich zu niedrig abegschditzten ICso-Wert. Die

Schlussfolgerungen aus diesem Experiment werden insgesamt jedoch nicht beeintrdchtigt.

Betrachtet man die Einwaschkurve des Dipentylethers, identifiziert man schnell zwei ver-
schiedene Zeitkonstanten. Die schnelle Zeitkonstante (37,6 ms) hatte einen Anteil von
46,5 % am Gesamteffekt. Die langsamere Zeitkonstante betrug in diesem Einwasch-
experiment 1,8 s mit einem groferen Anteil am Gesamteffekt (53,5 %). Das Plateau er-
reichte einen Wert von 22,9 % der Kontrollen und entsprach somit dem erwarteten Effekt

der gewahlten Dipentylether-Konzentration.
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5.5 Dihexylether

Flr die Messungen mit Dihexylether wurde ein 50 millimolarer Stock in Ethanol angesetzt,
um in weiteren Verdiinnungsvorgangen die Konzentrationen 1,7 pM, 5 pM und 15 pM her-
zustellen. Die grofdte Konzentration entsprach einer gesattigten Losung, ihr Ethanolanteil

lag bei 5,2 mM.

5.5.1 Offenkanalapplikation

== Etherapplikation

== 5-HT-Applikation
(30 um)

5 uM Dihexylether + 5-HT

5-HT (30 uM): Kontrolle und Auswasch

Abb. 24: 5 uM Dihexylether erzielten im Offenkanalexperiment gleichsam keinen Effekt. Dieses
Ergebnis konnte auch bei 15 uM beobachtet werden. Zu bemerken ist, dass die beiden Kontrollspuren
in diesem Beispiel stdrker voneinander abweichen. Dies ist am ehesten auf einen Kanalverlust im
Verlauf der Messungen zuriickzufiihren. Fiir einen nicht auswaschbaren, also irreversiblen Effekt gab

es - wie die folgenden Abbildungen zeigen - keinen Hinweis.

Dihexylether bewirkte im Offenkanalmodus keine signifikante Unterdriickung mehr. Dies

anderte sich auch durch Steigerung der Konzentration bis in den Sattigungsbereich nicht.
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5.5.2 Geschlossenkanalapplikation

[/
Il === Etherapplikation

= 5-HT-Applikation
(30 pm)

5-HT (30 pM): Kontrolle und Auswasch

-50pA|

200 ms

Abb. 25: Der Unterschied zur Offenkanalapplikation wird in dieser Abbildung typischer
Originalspuren deutlich. Zudem wird hier deutlich, dass die Substanz vollstdndig auswaschbar sein

kann: Die Kontrollspuren liegen genau aufeinander.

Die starke Wirkung von 5 uM Dihexylether auf den Peakstrom und die Abfallkinetik zeigte
sich in allen Experimenten sehr deutlich. Es kam hier durchschnittlich zu einer Hemmung
von 72,4 * 4,2 %. Der Trend einer zunehmenden Wirkung in der Geschlossen-
kanalapplikation und einer abnehmenden Wirkung in der Offenkanalapplikation setzt sich

weiter fort.
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5.5.3 Aquilibriumsapplikation

=== Ether-Applikation
== 5-HT-Applikation
(30 um)

N

5-HT (30 uM): Kontrolle und Auswasch

- 200 pA|

500 ms

Abb. 26: 5 uM Dihexylether in der Aquilibriumsapplikation

Ahnlich stark wie in der Geschlossenkanalapplikation reagierten die Kanile in der
Aquilibriumsapplikation. Dazu betrachte man beispielsweise die Unterdriickung durch
5 uM Dihexylether, die durchschnittlich bei 68,4 + 11,8 % lag. Es war zudem moglich, mit
der gesattigten Losung (15 uM) den Effekt noch so weit zu steigern, dass lediglich ein Rest-

strom von etwa 19,3 + 8,7 % floss.
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5.5.4 Konzentrations-Wirkungskurve
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Abb. 27: Konzentrations-Wirkungskurve des Dihexylethers (1,7; 5; 15 uM). Deutlich hebt sich die
Offenkanalapplikation von den beiden anderen stark wirkenden Applikationen ab (n= 3-8). Die ICso-
Werte fiir Dihexylether lagen bei 2,9 uM fiir das Aquilibrium und bei 2,3 uM fiir die

Geschlossenkanalvariante (siehe Tabelle 1).

Die Konzentrations-Wirkungskurve spiegelt auf eindrucksvolle Weise wider, was die
Abbildungen der einzelnen Applikationsformen zuvor exemplarisch gezeigt haben. Der
Unterschied zwischen Offenkanalapplikation und Geschlossenkanalapplikation bzw.
Aquilibrium ist um ein Vielfaches grofer geworden: Das Offenkanalexperiment war un-
abhdngig von der Konzentration gleichsam wirkungslos, wahrend die anderen beiden Modi
nach wie vor eine dufderst starke Unterdriickung des 5-HT-induzierten Stromes bewirkten.
So fand man in der Offenkanalform fiir 1,7 uM Dihexylether eine Hemmung von 3,4 + 6,1 %
und fiir die grofdtmogliche Konzentration (15 pM, gesattigte Losung) eine Hemmung von 3,5
+ 0,9 %. Die Unterdriickung des Stromes im Aquilibrium dagegen vermochte sich von 35,4 +
4,8 % (1,7 uM) bis hin zu 80,7 * 8,7 % (15 pM) zu steigern. Im Geschlossenkanalexperiment
flossen bei 1,7 uM durchschnittlich noch 59,4 + 12,7 % des Kontrollstromes, bei Ver-
wendung der gesidttigten Losung betrug die Amplitude dann nur noch 8,93 * 4,3 % der
Referenzamplitude. Es stellte sich die Frage, ob der scheinbar vorhandene Unterschied
zwischen Aquilibrium und Geschlossenkanalapplikation in der héchsten Konzentration

signifikant war, das heifdt, ob Dihexylether im Geschlossenkanalmodus den 5-HT-
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induzierten Strom wirklich relevant stirker unterdriickte als in der Aquilibriums-
applikation. Das Ergebnis des darauthin durchgefiihrten t-Testes schloss jedoch eine

signifikante Abweichung der beiden Modi voneinander aus.

5.5.5 Kinetiken
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Abb. 28: Die Einwirkung des Dihexylethers auf die Stromkinetik. Die unterschiedliche Beeinflussung
der Stromkinetiken durch die Offenkanalapplikation und die anderen beiden Applikationsformen
wird deutlich (n= 3-8). Folgende Zeitkonstanten wurden fiir Aktivierung und Desensitivierung der
Kontrollen ermittelt: 7,1 + 5,1 ms (ton) und 107,2 + 131,7 ms (toz n= 50 Experimente an 28 Patchen).

Der Stern symbolisiert nicht signifikant von der Kontrolle abweichende Zeitkonstanten.

Die Aktivierungskinetik wurde in der Aquilibriums- und der Geschlossenkanalapplikation
in dhnlicher Weise und Auspragung beeinflusst: Die Datenpunkte liegen beinahe exakt
tibereinander. Es lief3 sich hier - mit Ausnahme der Geschlossenkanalapplikation bei 1,7 uM
- eine signifikante und konsequente Beschleunigung der Kanal6ffnung beschreiben. Bei der
Offenkanalapplikation hingegen fand man fiir 1,7 uM Dihexylether eine in Bezug auf die
Kontrolle signifikante Verlangsamung der Aktivierungszeit (128,5 + 32,8 %), wahrend die
hoheren Konzentrationen (5 und 15 pM) die Zeit bis zum Erreichen des Peaks weder

beschleunigten noch verlangsamten.
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Die Offenkanalapplikation bewirkte in keiner der drei Konzentrationen eine signifikante
Veranderung der Abfallkinetik, wohingegen Aquilibrium und Geschlossenkanalmodus hier
nahezu das gleiche Bild wie bei der Aktivierung boten: Sie beschleunigten - mit Ausnahme

von 1,7 uM im Geschlossenkanalmodus - die Desensitivierung der Kanale.

5.5.6 Einwasch

Dihexylether 3 uM (IC5p= 2.9 uM)
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Abb. 29: Erweitertes Einwaschexperiment mit 3 uM Dihexylether und drei zusdtzlichen, iiber die
bisherige Hochst-Einwaschdauer von 60 s hinausgehenden Einwaschzeiten: 90 s, 120 s und 180 s (n=

3-6; Fitparameter siehe Tabelle 2).

Erneut liefen sich zwei Zeitkonstanten unterscheiden: Eine schnellere mit 1,3 s und eine
langsamere mit 73,4 s. Fiir den Grofdteil des Effektes verantwortlich war hier vor allem die
zweite, langsamere Zeitkonstante mit etwa 68 % Anteil an der Gesamtwirkung. Der steile
Abfall zwischen dem 30 s- und dem 60 s-Punkt und die nun sehr langsamen Zeitkonstanten
hatten zu der Vermutung gefiihrt, dass ein langerer Einwasch hier moglicherweise eine
noch deutlichere Hemmung hervorrufen wiirde. Die letzten drei Datenpunkte (90 - 180 s)
und das ermittelte Plateau von 32,5 % stiitzen diese Hypothese. Demnach hat Dihexylether
eine im Vergleich zu den kiirzeren Dialkylethern verldngerte Einwaschzeit bzw. eine andere
Einwaschkinetik. Dies passt zu der Beobachtung, dass Dihexylether in der Offen-

kanalapplikation (20 ms Substanz-Einwasch) keine relevante Wirkung mehr hervorruft.



60

5.6 Diheptylether

Um Experimente mit dem Ci4-Ether durchfiihren zu kénnen, wurde ein 10 millimolarer
Stock in reinem Ethanol angelegt. Es wurden alle drei Modi mit einer gesattigten Losung

(1,4 uM) an Diheptylether gemessen. Die Ethanol-Konzentration betrug hierbei 3,4 mM.

5.6.1 Offenkanalapplikation

=== Etherapplikation

== 5-HT-Applikation
(30 uMm)

“IN

5-HT (30 pM): Kontrolle und Auswasch

Diheptylether (gesattigt) + 5-HT

—50pA|

500 ms

Abb. 30: Eine gesdttigte Lésung mit Diheptylether (ca. 1,4 uM) wurde hier im Offenkanalmodus

verwendet. Es konnte kein relevanter Effekt nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse mit Diheptylether in der Offenkanalapplikation waren konsistent mit denen
der entsprechenden Dihexylether-Experimente: Es fand sich keine signifikante Unter-

driickung des 5-HT-induzierten Stromes.
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5.6.2 Geschlossenkanalapplikation

/]
a

==m=  Etherapplikation
==  5-HT-Applikation
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5-HT (30 uM): Kontrolle und Auswasch

-50pA|
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Abb. 31: Eine mit Diheptylether gesdttigte Losung (ca. 1,4 uM) rief in der Geschlossenkanalvariante
zwar eine Hemmung hervor, konnte den 5-HT-induzierten Strom jedoch nicht halbmaximal

unterdriicken. Demnach konnte kein ICso* ermittelt werden.

Applizierte man eine gesattigte Losung an Diheptylether 60 s lang auf den Patch, bevor der
5-HT-Impuls die Kanile 6ffnete, konnte man eine durchschnittliche Hemmung von 36,8 *

12,1 % erreichen. Die Kinetik schien allgemein - wie auch in dieser Abbildung - nur wenig

beeinflusst zu werden.
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5.6.3 Aquilibriumsapplikation

=== Etherapplikation
= 5-HT-Applikation
(30 uM)

,.\ Diheptylether (gesattigt) + 5-HT

5-HT (30 pM): Kontrolle und Auswasch

—20pA|

200 ms

Abb. 32: Es zeigte sich in der Aquilibriumsform bezogen auf die Unterdriickung des Peakstroms ein

dhnliches Bild wie in der vorherigen Geschlossenkanalapplikation.

Wenn die an Diheptylether gesattigte Losung sowohl vor als wahrend des 5-HT-Pulses
appliziert wurde, flossen durchschnittlich noch 70,8 * 6,2 % Reststrom. Da die
Konzentration an Diheptylether in der wassrigen Losung nicht steigerbar war, konnte in
diesen Experimenten keine halbmaximale Unterdriickung hervorgerufen werden; die An-

gabe eines ICso war auch hier nicht méglich.
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5.6.4 Konzentrations-Wirkungskurve
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Abb. 33: Die Effekte des Diheptylethers (etwa 1,4 uM in der gesittigten Lésung) in Aquilibrium,

Geschlosen- und Offenkanal sowie bei verldngerter Ein- und Auswaschzeit.

Wie die Originalspuren zuvor gezeigt hatten, war es nicht méglich, mit dem tiblichen Ver-
suchsablauf einen 5-HT-induzierten Strom durch Zugabe von Diheptylether zu mindestens
50 % zu unterdriicken. Wihrend Diheptylether in der Aquilibriums- und der
Geschlossenkanalapplikation durchaus einen relevanten Effekt ausiibte, kam es im
Offenkanalmodus zu keiner signifikanten Abweichung von den Kontrollen. Da die
Einwaschexperimente des Ciz-Ethers bereits verlangerte Einwaschzeitkonstanten gezeigt
hatten, schien es hier sinnvoll, zusatzlich Experimente mit einem verdanderten Ablauf in
Form eines langeren Einwasches durchzufiihren, um zu sehen, ob sich die Unterdriickung
auf diese Weise erhohen lief? (Ndheres siehe Methoden). Nach 180-240 s Diheptylether-
Einwasch ergab sich ein Effekt von 48,3 + 3 %, also beinahe eine halbmaximale Unter-
driickung. Die Ergebnisse dieser Versuche unterschieden sich signifikant von den Er-

gebnissen der reguliren Aquilibriumsexperimente (60 s).
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5.6.5 Kinetiken
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Abb. 34: Die Aktivierungs- und Abfallkinetiken des Diheptylethers (n= 4-7). Die Kontrollstrome
ergaben eine durchschnittliche Aktivierungszeitkonstante von 8,9 + 4,6 ms (t.n), wdhrend die

Abfallzeitkonstante 93 # 55,3 ms (t.5) betrug.

Betrachtet man die Aktivierungskinetik des Diheptylethers, bewegen sich gleichsam alle
Punkte im Bereich der Kontrollgrofie, das heifdt, sie verandern die Geschwindigkeit, mit der

die Kanile aktiviert werden, nicht relevant.

Die Abfallkinetik wurde ebenso wie die Stromamplitude lediglich in der Aquilibriums- und
der Geschlossenkanalapplikation signifikant beeinflusst. So kam es zu einer Verringerung

der Zeitkonstante auf 77,2 + 15,9 % (Aquilibrium) bzw. 78,9 + 20,7 % (Geschlossenkanal).
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5.7 Kompetition
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Abb. 35: Kompetitionsexperimente mit 13 mM Dipropylether im Geschlossenkanalmodus und 3 mM
Dipropylether sowie 30 mM Diethylether in der Offenkanalapplikation (n= 3-12). Die Datenpunkte
wurden alle in Bezug zu ihrer entsprechenden 30 uM-Kontrolle (5-HT) gesetzt. Die jeweiligen 95 %-
Konfidenzintervalle (in uM) sind in Klammern angegeben: a) Kontrolle: ECso= 11,3 uM (8,5-15), nu=
2,2; Substanz: ECso= 10,4 uM (7,3-14,7), ny= 2,3. b) Kontrolle: ECsp= 12,9 uM (11,1-14,9), ny= 1,3;
Substanz: ECso= 16,1 uM (9,4-27,2), ny= 1,3 (festgelegt auf den Kontrollwert); c) Kontrolle: wie zuvor,
da Kontrollpunkte der beiden Offenkanalexperimente zum Teil iibereinstimmen, da am selben Patch

gemessen, ny= 1,3; Substanz: ECso= 12,6 uM (8,9-17,8), ny= 1,3 (festgelegt auf den Kontrollwert).

Um die Frage nach einer Kompetition zwischen 5-HT und Dialkylethern beantworten zu
konnen, wurden Experimente im Offenkanalmodus mit den ICso-Konzentrationen des
Dipropylethers (3 mM) und des Diethylethers (30 mM) unter Zugabe von fiinf

verschiedenen 5-HT-Konzentrationen durchgefiihrt.

Die erste Graphik (Abb. 35 a) stellt gleichsam eine Kontrollkurve dar, denn in der Ge-
schlossenkanalapplikation treffen 5-HT und die Substanz nie gleichzeitig auf die 5-HT3a-

Rezeptoren. Wie erwartet zeigte sich keine Kompetition.

Wie verhielten sich die Substanzen, wenn sie tatsachlich gleichzeitig mit Serotonin
appliziert werden (Abb. 35 b, c)? Doch auch hier lief? sich keine relevante Verschiebung der
Konzentrationswirkungskurve von der Kontrollkurve erkennen. Da es also keinerlei Anhalt
fur ein ausgepragtes kompetitives Bindungsverhalten der Dialkylether gab, wurden diese

Experimente nicht weiter fortgesetzt.
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6 Diskussion
Im Folgenden werden die bisher dargestellten Ergebnisse der Dialkylether erweitert bzw.
ergdnzt, indem Daten des Diethylethers herangezogen werden (bisher unveréffentlichte

Daten von Georg Grasmeyer).

6.1 Vergleich der Dialkylether untereinander

6.1.1 Wirkung auf die Stromamplitude
Betrachtet man die Konzentrations-Wirkungskurven aller gemessenen Dialkylether, so

stellt man fest, dass alle Substanzen in der Lage sind, den durch 30 uM 5-HT induzierten

Peakstrom zu verringern.

Vergleicht man nun diese inhibierende Wirkung der Dialkylether miteinander, indem man
die entsprechenden ICso-Werte der Aquilibriumsapplikation betrachtet, wird deutlich, dass
die Potenz vom Dipropylether ausgehend bis hin zum Dihexylether zunimmt, also der ICs
stetig geringer wird. Grob abschdtzend kann von einer Abnahme des ICso um durch-
schnittlich eine Zehnerpotenz pro Zunahme der Kettenlinge um zwei Kohlenstoffatome
ausgegangen werden (Tab. 1). Der aus 14 Kohlenstoffatomen bestehende Diheptylether
setzt dem bisher scheinbar konstant zunehmenden Effekt der homologen Reihe der Dialkyl-
ether ein Ende: Die maximal in wassriger Losung erreichbare Konzentration von 1,4 pM
reduziert den Peakstrom nach dem iiblichen 60 s-Einwasch lediglich um 29,2 * 6,2 % der
Kontrolle. Laut Vorhersage durch den Trend der zuvor betrachteten Ether miisste eine
Konzentration von etwa 0,1-0,3 uM bereits eine halbmaximale Unterdriickung hervorrufen.
Ist an dieser Stelle also der sogenannte Cutoff, der plotzliche Potenzverlust trotz steigender
Kettenlange, erreicht? Eine vergleichende Untersuchung der Einwaschzeitkonstanten wird

dies zu einem spateren Zeitpunkt ndher beleuchten (Kapitel 6.4).
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IC50+ ICs0* ICs0*
Ether Ny ny nH
(M) (M) (M)

Diethylether | 3.0 (1.9-3.5) * 102 18 | 35 (2.9-3.9) * 102 18 | 40 (1.2-2.8)* 103 -1.0
(+1.2) (% 0.5) (20.4)
Dipropylether | 1.6 (1.3-2.0) * 10-3 14 2.6 (1.8-3.5)* 10-3 1.1 1.3 (0.6-2.6)* 102 -0,8
(+ 0.45) (% 0.5) (20.4)
Dibutylether | 2.4 (1.4-3.8)* 10 10 | g9 (3.1-25.5) * 104 04 134 (1.8-6.1)* 104 0,5
(% 0.65) (2 0.4) (20.4)
Dipentylether | 1.4 (1.1-1.9)* 105 08 1.6 (1.3-2.0)* 10-5 -1.0
(2 0.25) (20.2)
Dihexylether | 2.9 (2.3-3.5)* 106 1.0 2.3 (1.9-28)* 106 1.2
(£0.3) (20.4)

Diheptylether (>1.4*10-6) me- --- --- (>1.4*10-6) -

Tab. 1: Ubersicht der ICso-Werte und ihrer 95 %-Konfidenzintervalle sowie der entsprechenden Hill-
Koeffizienten (ny) der drei Applikationsmodi Aquilibrium, Offenkanal, Geschlossenkanal. Wenn keine
Werte angegeben wurden (---), war es in dieser Applikation nicht mdglich, eine Unterdriickung des 5-
HT-induzierten Stromes von 50 % zu erreichen. Der fiir Diheptylether in Klammern angegebene Wert

reprdsentiert die héchste in wdssriger Losung erreichbare Konzentration.

Interessant scheint ferner der Vergleich der drei Applikationsvarianten untereinander
sowie deren Bedeutung und Entwicklung im Verlauf der homologen Reihe. Konstant stark
ist der Effekt in der Aquilibriumsapplikation (siehe Konzentrations-Wirkungskurven). Dies
scheint verstandlich, wird doch in diesem Modus die Substanz sowohl vor als auch wahrend
des 5-HT-Pulses auf den Patch appliziert. Eine Aufspaltung dieser Applikationsform ergibt
demnach auf der einen Seite die Geschlossenkanalapplikation mit 60 s Substanz-Einwasch
vor dem Serotonin-Puls und auf der anderen Seite die Offenkanalapplikation mit einer
gleichzeitigen Ether- und 5-HT-Gabe, was eine nur etwa 20 ms dauernde Umsptlung des
Patches mit Substanz bedeutet. Das lasst die Vermutung zu, dass sich die Effekte der Offen-
kanal- und Geschlossenkanalapplikation zum Gesamteffekt des Aquilibriums addieren

lassen (vergleiche dazu die Konzentrations-Wirkungskurven).
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Es bleibt die Frage zu klaren, welche Applikationsform die wirkungsvollere ist und den
grofReren Anteil am Gesamteffekt (Aquilibrium) zeigt: der lingere Einwasch auf den ge-
schlossenen Kanal oder der kurze Puls wihrend der Offnung der Kanile? Dies ist nicht etwa
fir alle gemessenen Dialkylether gleich; vielmehr zeigt sich eine kontinuierliche Ent-
wicklung vom Dipropyl- bis hin zum Diheptylether. So dominiert beim Dipropylether neben
dem Aquilibrium mit einem ICso mit 1,6 mM noch die Offenkanalapplikation mit einem ICso
von 2,6 mM. Fiir die Geschlossenkanalapplikation lasst sich hingegen ein [Cso von 13 mM er-
mitteln (Tab. 1). Diese Verteilung der Anteile am Gesamteffekt deckt sich mit den
Beobachtungen beim Diethylether.

Mit steigender Kettenldnge nimmt die Wirkung der Offenkanalapplikation jedoch ab; so
wird beim Ubergang zum Cs-Ether erstmals die Geschlossenkanalvariante ebenso effektiv
(Tab. 1). Die Ergebnisse der Dipentylether-Messungen zeigen tatsachlich eine wirkungs-
vollere Inhibierung in der Geschlossenkanalapplikation. Der Dihexylether-Effekt scheint
schliefllich in der Geschlossenkanalapplikation bereits vollstandig zu sein: Die Geschlossen-
kanal- und die Aquilibriumsapplikation unterscheiden sich nicht signifikant voneinander,
wahrend der Offenkanalmodus unterhalb der gesattigten Losung keine signifikante

Wirkung mehr erzielt (Abb. 27). Das gleiche Bild bietet der Diheptylether.

Was ist jedoch die Ursache fiir die unterschiedliche Effektivitat der Applikationsformen?
Méglicherweise bewirkt die Konformationsidnderung des Rezeptors wihrend der Offnung
eine Verdnderung der Bindungsstelle, so dass die kurzkettigen Ether besonders gut binden
und wirken konnen, wahrend die langerkettigen Ether eine hohere Affinitit zum ge-
schlossenen Kanal haben. Vorstellbar sind auch unterschiedliche Substanzkinetiken, die ab-
hangig von der Dauer der Applikation sind. Die Frage kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht ab-

schlief3end beantwortet werden.
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6.1.2 Wirkung auf die Stromkinetiken
Dialkylether verringern nicht nur wirksam die Amplitude der 5-HT-induzierten Stréme, sie

konnen auch auf die Aktivierungs- und Abfallkinetiken Einfluss nehmen und somit den Zeit-
punkt der maximalen Stromamplitude bzw. das Eintreten des Stromabfalls verandern. Die
durch 30 pM 5-HT induzierten Kontrollstrome ergaben Zeitkonstanten fiir die Aktivierung
und die Desensitivierung, die im fiir den 5-HT3a-Rezeptor und diese Konzentration iiblichen
Bereich lagen (Walkembach et al., 2005): 8,4 + 6,3 ms fiir das ton und 92,5 + 71,8 ms fiir das
Toff, Uberpriift in 102 Experimenten und 49 verschiedenen Patchen. Es soll an dieser Stelle
nicht unerwahnt bleiben, dass die Analyse der Zeitkonstanten abhdngig von der Kinetik des
Patches und Grof3e der Stromamplitude Schwierigkeiten bereiten kann. So war es etwa auf-
grund der starken Unterdriickung und des zum Teil sehr geringen Reststromes nicht
moglich, die Kinetik des Stromes in der Aquilibriumsapplikation von 10 mM Dipropylether

adaquat zu erfassen.

Um einen Vergleich der Zeitkonstanten der drei Modi und der verschiedenen Substanzen zu
ermoglichen, wurden in der folgenden Abbildung fiir jeden Dialkylether die Mittelwerte der
Zeitkonstanten bei der Stoffkonzentration, die dem ICso jeweils am nachsten liegt, fiir alle

drei Applikationsformen aufgetragen.
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Abb. 36: Ubersicht der Aktivierungs- und Abfallkinetiken (Ton, Tof) aller gemessenen Substanzen.
Abgebildet sind fiir jede Substanz und jede Applikationsart die Mittelwerte der Zeitkonstanten einer
bestimmten Stoffkonzentration (in % der Kontrolle). Gewdhlt wurde fiir jede Substanz die

Konzentration, die dem jeweiligen ICso der Aquilibriumsapplikation am ndchsten lag. Die Ordinate
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weist dabei eine logarithmische Teilung auf. Die nicht signifikant von der Kontrolle abweichenden
Werte wurden in Grauténen dargestellt, die signifikant von der Kontrolle verschiedenen

Zeitkonstanten hingegen sind farbig gehalten.

Es wird deutlich, dass in den meisten Fillen die Aktivierung im Vergleich zum Kontroll-
strom nicht signifikant verandert wird. Eine signifikante Beschleunigung des initialen
Stromflusses weisen Diethyl-, Dipropyl- und Dihexylether in der Aquilibriumsapplikation
und Dipropyl-, Dipentyl- und Dihexylether in der Geschlossenkanalvariante auf. In der
Offenkanalapplikation erreicht der Strom lediglich beim Diethylether-Experiment den Peak
friher als der entsprechende Kontrollstrom. Dibutyl- und Diheptylether beschleunigen in

keiner der drei Applikationen die Aktivierungskinetik der 5-HT-induzierten Strome.

Die Abfallkinetik wird insgesamt deutlich haufiger signifikant beschleunigt als die
Aktivierung (Abb. 36). Diethyl- und Dibutylether zeigen in allen Applikationsmodi eine
signifikante Beschleunigung des Stromabfalls, wahrend Diheptylether in der Offen- und

Geschlossenkanalapplikation erneut keine Veranderung der Kinetik bewirkt.

Aus dieser Zusammenschau der Kinetiken und ihrer Verdnderungen lasst sich demnach
erstens feststellen, dass es zu keiner signifikanten Verlangsamung der Kinetik kam und
zweitens, dass kein eindeutiger Trend zwischen Einfluss auf die Kinetik und Kettenldnge
des Ethers besteht. Eine Verlangsamung des Stromabfalls kann als Potenzierung des 5-HT-
induzierten Stromes gedeutet werden; dies wurde etwa bei Phenolderivaten gesehen und
erfordert demnach moglicherweise eine starkere polare Gruppe als die des Ether-

Sauerstoffs (Barann et al., 2008).

6.1.3 Einwaschzeitkonstanten
Die Einwaschexperimente sollten Auskunft tiber die Wirkkinetiken der Substanzen geben

und gegebenenfalls sich liberlagernde Effekte demaskieren. In allen Einwaschkurven lieféen
sich mindestens zwei Phasen erkennen, so dass ausnahmslos mit einer biexponentiellen
Gleichung gefittet werden konnte. Jeder der fiinf Dialkylether zeigte einen vergleichsweise
schnellen und einen langsamen Effekt. Die erste Phase war stets eine Inhibierung des
Kontrollstromes, die zweite Phase hingegen lief3 beim Dipropylether eine Erholung des

Peakstromes erahnen. Dies legt die Vermutung nahe, dass der initialen schnellen In-
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hibierung beim Dipropylether moéglicherweise eine Phase der Potenzierung folgt, die durch
eine anhaltende Unterdriickung jedoch nur zu einer partiellen Erholung des Stromes fiihrt.
Fur alle anderen gemessenen Substanzen konnte dieses Phianomen nicht nachgewiesen
werden. Ob diese minimale Potenzierung bei den anderen Dialkylethern nicht vorhanden
ist oder ob sie lediglich durch stirkere inhibierende Effekte maskiert wird, lief3 sich nicht
eruieren. Zudem war es aufgrund der geringen Grofde des Effektes und der Variabilitat nicht
moglich, die mogliche Potenzierung hier statistisch nachzuweisen. Auf diesen moglichen
langsamen potenzierenden Effekt des Dipropylethers wird spater im Verlauf der Diskussion

erneut eingegangen werden, wenn es zum Vergleich mit n-Alkanolen kommt.
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a) Diethylether 30 mM (IC 5o = 30 mM) b) Dipropylether 2 mM (IC 5p= 1.6 mM)
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Abb. 37: Einwasch der Dialkylether im Vergleich. Fiir jede Einwaschkurve gilt n= 9-15 Patche. In der
letzten Graphik wurden alle Substanzen gleichzeitig gefittet. Dabei waren Tjse und tsow flir alle
Dialkylether identisch. Die daraus entstandenen ,shared fits“ wurden neben den freien Fits
(durchgezogene Linie) fiir jede Substanz als gestrichelte Linie dargestellt. Hervorzuheben ist an

dieser Stelle die in beiden Fit-Methoden resultierende Potenzierung des Dipropylethers.

Fir jeden der Dialkylether unterhalb des Dihexylethers war die Zeitkonstante der schnellen

Inhibierung schneller als der erste messbare Punkt und unter Beriicksichtigung einer
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gewissen Variabilitit musste man feststellen, dass sich diese vier tnsi-Werte nicht allzu sehr
unterschieden (Tab. 2). Die Zeitkonstanten der zweiten Phase (tsiow) waren zwischen
Diethyl- und Dipentylether ebenfalls dhnlich; lediglich der Dihexylether wich erneut
deutlich ab (Abb. 37 e, Tab. 2).

Die Bestimmung der Einwaschzeitkonstanten fiir den Diheptylether erwies sich als
experimentell dufierst schwierig, musste die Einwaschzeit doch iiber eine Minute aus-
gedehnt werden, um iiberhaupt ansatzweise eine halbmaximale Hemmung erreichen zu
konnen (Abb. 33). Durch die limitierte Patch-Lebensdauer wurde die Messung geniigend
langer Einwaschzeiten sehr erschwert. Eine verlingerte Messung bedeutete zudem auch
immer einen relativ vermehrten Kanalverlust wahrend des Experiments. Es konnte
allerdings ausgeschlossen werden, dass Diheptylether den sogenannten Rundown
beschleunigt, also etwa einen irreversiblen Effekt auf die Membran ausiibt (Trundown= 11,6 *
4,9 min, n= 4 Patche, verglichen mit 9,1 + 3,8 min, n= 6 Patche fiir die Kontrolle; jeder dieser

Patche hatte eine Lebensdauer von mindestens drei Rundown-Zeitkonstanten).

Dialkylether | [uM] Trast Frast Tsow | Fsiow | Plateau R?
(ms) (%) (s) (%) (%)
Diethylether | 30000 ~10 76 1.8 24 60.1 0.22
- (57-96) | (0.5-00) (53.2-66.9)
Dipropylether| 2 000 40 118 7.4 -18 49.1 0.10
(25-98) | (100-139) | (1.7-0) (40.7-57.5)
Dibutylether 300 27 75 5.3 25 60.0 0.28
(13-00) (59-91) | (1.6-0) (55.0-65.3)
Dipentylether | 100 38 47 1.8 53 22.9 0.60
(17-00) (28-65) | (0.9-31) (15.8-30.0)
Dihexylether 3 1323 32 73 68 325 0.97
(517-0) | (15-50) | (33-0) (10.8-54.3)

Tab. 2: Parameter des biexponentiellen Fits der Dialkylether. Im sogenannten freien Fit durften alle
Parameter frei variieren. Gezeigt werden hier zudem die entsprechenden 95%-Konfidenzintervalle
und R?-Werte. Der Anteil des langsamen Effektes des Dipropylethers ist negativ, da es sich hierbei -
verglichen mit der Stromunterdriickung der ersten Phase - um einen relativen Riickgang der

Hemmung handelt.
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Um herauszufinden, ob tatsachlich keine Abhdngigkeit der Zeitkonstanten von der Ketten-
lange besteht, wurden alle Dialkylether erneut, diesmal aber gemeinsam gefittet. Im
sogenannten ,shared fit“ werden fiir alle Kurven gemeinsam zwei Zeitkonstanten (tfst und
Tslow) ermittelt; die Parameter ,Plateau” und ,Anteil schneller Effekt” (Fr.st) variieren frei
(Abb. 37 £, Tab. 3). Obwohl jetzt also lediglich zwei Parameter voéllig frei variierten und die
Zeitkonstanten fiir alle Dialkylether die gleichen waren, unterschieden sich diese ,shared
fits“ mit Ausnahme des Dihexylethers kaum von den freien Fits (Abb. 37 a-e). Bis auf den
Ci2-Ether lagen die Zeitkonstanten des freien Fits in oder nahe am 95 %-Konfidenzintervall
der entsprechenden Zeitkonstante der ,shared fits“. Dies bestatigt die Hypothese, dass die

Zeitkonstanten bis dahin nicht kettenlangenabhangig sind.

Die beiden Zeitkonstanten (Tfast und Tsiow, shared fit) sind zudem etwa um den Faktor 100

verschieden, was das Vorhandensein zweier unterschiedlicher Zeitkonstanten erneut

bestatigt.
Dialkylether Trast Frast Tslow Fslow Plateau R?
(ms) (%) (s) (%) (%)
Diethylether 86 14 59.9 0.02
(52-120) (49.4-70.7)
Dipropylether 115 -15 47.9 0.09
(93-138) (41.1-54.6)
Dibutylether 39 79 3.6 21 60.7 0.26
(28-67) | (56-102) | (2.4-7.7) (54.0-67.4)
Dipentylether 50 50 20.3 0.59
(41-59) (14.4-26.2)
Dihexylether 5 95 51.3 0.64
(0-22) (46.2-56.5)

Tab. 3: Parameter der ,shared fits“ fiir die Einwaschexperimente der Dialkylether. Wdhrend alle
Substanzen die schnelle und die langsame Zeitkonstante teilen, variierten F.sc und das Plateau véllig
frei. Dihexylether konnte auf diese Weise nicht addquat gefittet werden (vgl. Abb. 37 e). Beachte, dass
die 95 %-Konfidenzintervalle fiir die Zeitkonstanten nun - verglichen mit den freien Fits - deutlich
eingeschrdnkter waren (Tab. 2): Tt (Tsiow) variierte demnach zwischen den verschiedenen Dialkyl-

ethern um weniger als den Faktor drei (vier).
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6.2 Absolute Potenz und freie Energien

Die inhibierende Potenz der Dialkylether bis zum Diheptylether nahm stetig zu, was die mit
steigender Kettenldnge sinkenden ICso-Werte belegen (Tab. 1). Jede zusatzliche
Methylengruppe fiihrte etwa zu einer Zunahme der Potenz um den Faktor 3,6 (Diethylether
bis Dipentylether, Tab. 1). Die sogenannte (relative) Enthalpie, Au®CHz, spiegelt den Transfer
einer Methylengruppe aus der wassrigen Phase zum Wirkort wider und kann als Steigung
einer linearen Regression des Mol-Anteils des Dialkylethers, aufgetragen gegen die Anzahl
der Kohlenstoffatome, aufgefasst werden (siehe Methoden). Diese relative, weil auf die

wassrige Phase bezogene, Enthalpie betragt -2,88 kJ /mol (Abb. 38 b).

Wird jetzt der Transfer der Methylengruppe nicht von der wassrigen Phase, sondern von
der Gasphase aus angenommen, kann eine absolute Enthalpie berechnet werden. Sie re-
prasentiert lediglich die Interaktion der Methylengruppe mit dem Wirkort, da bei solch
geringen Stoffkonzentrationen davon ausgegangen werden kann, dass die Dialkylether in
der Gasphase keine Wechselwirkungen untereinander ausbilden. Wenn also der Mol-Anteil
der jeweiligen Dialkylether in der Gasphase gegen die entsprechende Anzahl der Kohlen-
stoffatome aufgetragen wird, erbringt die Steigung einen Enthalpiegewinn von -2,09 k] /mol

pro zusatzlicher Methylgruppe (Abb. 38 a).

a) Absolute Potenz (Gasphase/Rezeptor) b) Relative Potenz (wassrige Losung/Rezeptor)
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Abb. 38: Die Kettenldngenabhdngigkeit der fiir eine 50 %-Hemmung erforderlichen Konzentration
der Dialkylether. Die Konzentrationen sind als Mol-Anteile sowohl in der Gasphase (a) als auch in der
wdssrigen Phase (b) gegen die Anzahl der Kohlenstoffatome aufgetragen. Die resultierenden
Steigungen ergaben einen Enthalpiegewinn von -2,09 kj/mol aus der Gasphase heraus (absolute freie

Energie) und -2,88 kJ/mol aus der wdssrigen Lésung heraus (relative freie Energie). Die Daten der



76

n-Alkanole aus einer vorausgegangenen Publikation (Decker, 2011) ergaben entsprechend: -3,27

kJ/mol (absolut) und -3,97 kj/mol (relativ).

Wahrend der ICso relative Potenz angibt (auf die wassrige Losung bezogen), reflektiert der
Kehrwert des Partialdruckes Pso vielmehr absolute Potenz (ohne Wechselwirkungen im/mit
dem Applikationsmedium). Er kann mithilfe der ICso-Werte und der Wasser/Gas-

Partitionskoeffizienten aus Tab. 4 berechnet werden.

Dialkylether Ps5o** Apb.drug-Ap8methane | Wasser/Gas Wissrige
(atm) (k] mol-1) Partitions- Loslichkeit!
koeffizient (M)

Diethylether 3.7*102 -18.02 19.9 81.5%102
Dipropylether | 3.5*%10-3 -22.22 11.1 48.0*10-3
Dibutylether 1.4*10-3 -26.42 4.08 23.0*104
Dipentylether 1.2*%104 -30.61 2.94 17.1*¥105
Dihexylether 4.3*10- -34.20 1.66 15.4*10-6
Diheptylether 0.95 1.4*10-6

Tab. 4: Absolute Potenz Psg und Enthalpien. Aus den ICso-Werten aus Tabelle 1 und den Wasser/Gas-
Partitionskoeffizienten (errechnet durch Zuhilfenahme der Henry-Koeffizienten!) konnten die Pso-
Werte berechnet werden. Die mit steigender Kettenldnge zunehmenden Enthalpien bzw.

Enthalphiedifferenzen beziehen sich jeweils auf Methan und wurden mithilfe der Pso-Werte ermittelt.

Wie bei den n-Alkanolen auch (Decker, 2011) stammt also der Hauptanteil des Energie-
gewinns pro zusatzlicher Methylengruppe aus der Interaktion des Methylens mit dem Wirk-
ort (-2,09 k]J/mol) und nicht aus der Energie, die bei Verlassen der wassrigen Phase frei

wird (-0,79 kJ/mol). Das wiederum bekriftigt die Annahme, dass Van-der-Waals-Krafte bei

1 SRC PhysProp Database: http://www.syrres.com/what-we-do/databaseforms.aspx?id=386. Letzter Zugriff:
18.02.2011.
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der Wirkung der Dialkylether eine grof3ere Rolle spielen als hydrophobe Kréfte. Die Tat-
sache, dass der Wasser/Gas-Partitionskoeffizient verhdltnismaf3ig deutlich weniger ketten-
langenabhdngig abnimmt als die 1Cso-Werte, hatte dies zudem bereits vermuten lassen

(Tab. 4).

Vergleicht man nun die Steigung der Regressionen und die daraus folgenden Enthalpie-
werte der Dialkylether konkret mit denen der n-Alkanole, so stellt man fest, dass der
Energiegewinn pro Methylengruppe bei den Ethern deutlich geringer ist. Wahrend die
Differenz der absoluten Potenzen zwischen Diethylether und n-Butanol noch -11 k] /mol be-
tragt, berechnet man fir die Differenz zwischen Dihexylether und n-Dodecanol -15 k]/mol
(Tab. 4; Decker, 2011). Das mag auf den ersten Blick darauf schliefden lassen, dass die
Methylengruppen des Dialkylethers weniger stark mit dem Wirkort interagieren. Anderer-
seits konnte sich aber auch bei steigender Kettenldnge der Anteil der polaren Gruppe an der
Wirkung verdndern. Dies scheint insbesondere fiir den Ether-Sauerstoff wahrscheinlich,
wird er doch in der Mitte des Molekiils durch die wachsenden Seitenketten immer mehr be-
hindert bzw. ,abgeschirmt” und erreicht somit moéglicherweise sein Ziel nur noch unzu-
reichend. Die endstandige Hydroxylgruppe der n-Alkanole hingegen bleibt stets relativ frei

zuganglich.

6.3 Cutoff
Die folgenden Beobachtungen des Cutoff-Verhaltens der Dialkylether decken sich weit-
gehend mit den Ergebnissen der entsprechenden n-Alkanole (Decker, 2011).

Um auszuschliefden, dass der Cutoff lediglich dadurch zustande kommt, dass langkettige
Substanzen ihren Wirkort nicht mehr erreichen, wurden die verschiedenen Einwasch-
zeitkonstanten der Dialkylether untereinander verglichen (Tab. 2). Einschlief3lich Dipentyl-
ether variierten sie - wie bereits erwdahnt - kaum. Dies scheint zu bestitigen, dass die
Zeitkonstanten nicht das Fiillen lipophiler Reservoirs (eine Lipophilie- und somit sicher

kettenlangenabhdngige Aktion) widerspiegeln (Decker, 2011).

Der allgemeine Trend im Fortschreiten von kurz- zu langkettigen Dialkylethern war der

schwindende Anteil der schnellen Inhibierung (etwa 40 ms, Tab. 3), so dass schlieflich fiir
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Dihexylether keine schnelle Komponente mehr nachweisbar war (Tab. 2, 3). Auch die
langsame Inhibierung (etwa 4000 ms, Tab. 3) war nach Dihexylether nicht mehr vor-
handen; der Einwasch fiir Diheptylether etwa musste mindestens drei Minuten andauern,
ehe eine nahezu halbmaximale Hemmung erzielt werden konnte. Diese Beobachtungen
konnten bereits fiir n-Tetradecanol, ebenfalls ein Molekiil mit 14 Kohlenstoffatomen, ge-
macht werden (Decker, 2011). Die Existenz einer sehr langsamen Zeitkonstante (zusatzlich
zur langsamen Zeitkonstante) wird auch dadurch angedeutet, dass Dihexylether nicht
optimal durch den ,shared fit“ erfasst wird, da hier die Zeitkonstanten bereits deutlich

langsamer werden.

Wie fiir die n-Alkanole auch mag es also zwei Cutoff-Punkte - fiir die langsame und die
schnelle Inhibierung - geben. Fiir einen weiteren Cutoff-Punkt einer potenzierenden Wir-
kung gibt es bei den Dialkylethern im Gegensatz zu den n-Alkanolen nicht geniigend

Anhaltspunkte (siehe auch Kapitel 6.4).

6.4 Zusammenfassender Vergleich mit n-Alkanolen

Dialkylether und n-Alkanole haben gemeinsam, dass ihr iiberwiegender Effekt Strom-
inhibierung ist und zwei etwa um den Faktor 100 verschiedene Zeitkonstanten abgegrenzt
werden konnen (39 ms und 3,6 s fiir Dialkylether; 24 ms und 1,7 s fir n-Alkanole, Decker,

2011).

Wiirden die Zeitkonstanten die Bindung der Substanzen an den Rezeptor widerspiegeln,
waren sie annahernd proportional zu ihrer gemessenen Konzentration (Decker, 2011,
Demazumder und Dilger, 2001), miissten sich also zwischen Diethyl- und Dihexylether etwa
um einen Faktor von etwa 10 000 unterscheiden. Da dies wie bei den n-Alkanolen (Decker,
2011) hier nicht der Fall ist, scheinen die Zeitkonstanten vielmehr Ausdruck von Kon-
formationsanderungen des Rezeptors zu sein. Innerhalb der Reihe der Dialkylether scheint
diese Beeinflussung der Konformationsanderungen (Ruhezustand, aktivierbar - offen - de-
sensibilisiert) dhnlich zu sein, im direkten Vergleich mit den n-Alkanolen jedoch etwa

zweimal langsamer (Decker, 2011).
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Dialkylether interagieren weniger stark mit dem 5-HT3a-Rezeptor als n-Alkanole (absolute
Potenzen, etwa -15 kJ/mol Unterschied im Vergleich von Dihexylether und n-Dodecanol,
Abb. 38 a, Tab. 4); ihre relativen Potenzen aus der wassrigen Phase heraus sind jedoch sehr
dhnlich (Abb. 38 b). Dies deutet darauf hin, dass Dialkylether zwar weniger potent bindet,

beim Verlassen der wassrigen Umgebung jedoch weniger Energie benétigt als n-Alkanole.

Die starkere Bindung der n-Alkanole an den Rezeptor mag auch der Grund sein fiir die ins-
gesamt deutlichere Beschleunigung der Aktivierungs- und Abfallkinetik durch die
n-Alkanole (Decker, 2011).

Die Potenzierung, die bei den n-Alkanolen zwar nachweisbar, jedoch geringer ausgepragt
ist als bei Phenolderivaten (Barann et al,, 2008; Decker, 2011), war bei der homologen
Reihe der Dialkylether weder durch Verlangsamung der Abfallkinetik noch als Amplituden-
erhohung in Experimenten mit geringen 5-HT-Konzentrationen (Abb. 35) zu sehen.
Lediglich der Einwasch des Dipropylethers lief} eine minimale Potenzierung neben einer
dominierenden Inhibierung erahnen. Es wird demnach immer wahrscheinlicher, dass die
potenzierende Wirkung direkt mit der Existenz einer starken (Phenole) oder schwacheren

(n-Alkanole) Hydroxylgruppe korreliert (Decker, 2011).

Der MAC-Wert fiir Diethylether ist mit 1,9 % nahe an dem fir 5-HT3a-Rezeptoren er-
mittelten Pso (3,7 %, Tabelle 4). Klinische Effekte durch Ethanol wurden bereits bei Kon-
zentrationen, die zehnfach unterhalb des ICso fiir 5-HT3a-Rezeptoren lagen, beobachtet.
Zeichen einer moderaten Intoxikation werden bei Menschen ab einem Blutspiegel von
50 mM (2,3 %o) Ethanol sichtbar, ein der Narkose dhnlicher Zustand tritt ab 100 mM auf
(Mullin und Hunt, 1987). Méglicherweise war Diethylether also als Anasthetikum besser ge-
eignet, weil n-Alkanole mit einigen ihrer Wirkorte zu stark interagieren und so mit grofierer

Wahrscheinlichkeit unerwiinschte Nebenwirkungen hervorrufen.
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7 Zusammenfassung

Mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik und eines schnellen Losungsaustauschsystems wurde in
dieser Arbeit - als Teil einer Untersuchung molekularer Wirkungsmechanismen von
Anasthetika bzw. strukturverwandten Substanzen an einem Liganden-gesteuerten lonen-
kanal - die Wirkweise der homologen Reihe der Dialkylether an 5-HT3a- Rezeptoren unter-

sucht.

Die Effekte der Dialkylether (Diethyl- bis Diheptylether) auf den Strom des 5-HT3a-
Rezeptors waren ebenso vielfaltig wie die der n-Alkanole - wenn auch in einigen Fallen
weniger stark ausgepragt. Die Beeinflussung verschiedener Stromparameter fiihrte letztlich
zu einer Inhibierung des 5-HT-induzierten Stromes durch Dialkylether. So wurde sowohl
das Amplitudenmaximum relevant verringert als auch die Stromkinetik beschleunigt. Wie
bereits fiir die n-Alkanole beobachtet, konnten wahrend der Einwaschexperimente zwei
unterschiedliche Phasen der Wirkung - eine schnelle und eine langsame - abgegrenzt
werden. Insgesamt lief sich zunachst mit steigender Kettenldange (und zunehmender Lipo-
philie) eine zunehmende Potenz im Sinne sinkender ICso-Werte beobachten; es zeigten sich
jedoch schliefdlich zwei Cutoff-Punkte: So verschwand bei Dihexylether die schnelle und bei
Diheptylether auch die langsame Inhibierung. Die Analyse der zwei Zeitkonstanten lief3
zudem vermuten, dass letztere insbesondere durch Konformationsianderungen des 5-HT3a-

Rezeptors und weniger durch Bindungsreaktionen bestimmt wurden.

Die angenommene, statistisch jedoch nicht mehr nachweisbare Potenzierung durch Di-
propylether bekraftigte die zuvor angenommene positive Korrelation zwischen der An-
wesenheit bzw. Stirke einer Hydroxylgruppe und dem Ausmaf$ der Potenzierung, das die

entsprechende Substanz hervorruft.

Es konnte ferner bestdtigt werden, dass die mit steigender Kettenldnge wachsende Potenz
der Dialkylether hauptsachlich aus Interaktionen der Methylengruppen mit dem Wirkort
und nur zu einem geringeren Teil aus der Energie, die beim Verlassen ihrer wassrigen
Umgebung frei wird, resultiert. Die Betrachtung der polaren Mechanismen fiihrte zu dem
Schluss, dass die wassrigen Potenzen der Dialkylether und der n-Alkanole dhnlich sind, weil

Dialkylether sowohl in Wasser als auch am Rezeptor schwdcher bzw. n-Alkanole sowohl in
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Wasser als auch am Rezeptor stdrker binden und die ,Energiebetrage” bzw. die

resultierenden Potenzen dadurch letztlich wenig verschieden sind.

Durch weiterreichende Vergleiche mit Propofol und Phenolderivaten wird die Theorie des
»,abgeschirmten“ Sauerstoffs im Dialkylether zu priifen sein. Eine Zusammenschau aller
Substanzen und der sich ergebenden Effekte, ihrer Gemeinsamkeiten und ihrer Unter-
schiede wird bei der Frage nach anasthetischen Mechanismen und Eigenschaften der Wirk-

orte schliefllich helfen, Puzzleteile zusammenzufiigen.
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