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Conotoxine

1. Allgemeines

Conotoxine sind toxische Peptide mit einer Lange von 10 bis 40 Aminosduren® (AA), die von
Kegelschnecken synthetisiert werden?. Sie verfiigen (iber ausgepragte und sehr rigide Se-
kundérstrukturen, welche fir Peptide dieser Grésse ungewdhnlich sind®. Diese werden er-
méglicht durch eine starre Strukturierung der Peptide durch 1 bis 5 Disulfidbriicken®. Obwohl
Disulfidbriicken meistens intramolekular gebildet werden, sind auch Peptide bekannt, die
sich zu Dimeren verbinden®.

2.  Kegelschnecken

Conotoxine sind neurotoxische Peptide die von Kegelschnecken (Genus Conos) zur Nah-
rungsbeschaffung und Verteidigung synthetisiert werden'®. Die Tiere kénnen in allen warmen
Ozeanen gefunden werden, sind jedoch hauptsachlich im westindischen Pazifik beheimatet.
Uber einem Zeitraum von 55 Millionen Jahren haben sich iiber 700 Spezies entwickelt'°.
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Abb. 1: Anatomie des Kegelschnecken:

Die Gehéause der Kegelschnecken sind oft aufwéndig geschmiickt (Links). In der schematischen Darstellung sind
die Organe des Giftapparates einer Fisch-jagenden Kegelschnecke beschriftet und farbig hervorgehoben (Mitte).
Das Gift wird durch Kontraktion des Giftsacks durch die Giftgefasse gedriickt und erreicht das Gewebe des Beu-
tetiers mittels einer hohlen Harpune. Die Harpune ist mit Wiederhaken versehen und wird von der Schnecke
kontinuierlich nachgebildet. Der Aufbau der Harpune der Kegelschneckenspezies Conus Obscurus wurde mit
Hilfe eines Rasterelektronenmikroskopes analysiert (Rechts). Die Grafiken wurden Ubernommen von Chivian et
al. 2003 (Links), Schmidtko et al. 2010° (Mitte) und Olivera et al. 19917 (Rechts).
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Der evolutionare Wettlauf zwischen den Schnecken und ihrer Beute hat Uber Millionen von
Jahren die Toxine auf Selektivitat und Potenz selektiert™. Die Zusammensetzung des Toxin-
cocktails unterscheidet sich stark zwischen individuellen Arten und es kdnnen tber hundert
einzigartige Toxine pro Spezies identifiziert werden™.

Kegelschnecken kénnen in drei Gruppen eingeteilt werden, nach Beutetieren auf die sie sich
spezialisiert haben: Fische (piscivore), Wirmer (vermivore) und Weichtiere (molluscivore).
Die Zusammensetzung des Giftcocktails unterscheidet sich zwischen den drei Ernahrungs-
weisen. Auf Fische spezialisierte Schnecken verfligen lber die fir den Menschen gefahr-
lichsten Toxine™. Eine mégliche Erklarung dafiir ist, dass als Schnecke die Jagd nach Fi-
schen enorm schnell wirkende Toxine erfordert. Zudem stehen Fische verwandtschaftlich
dem Menschen am nachsten'®. Eine Vertreterin dieser Gruppe, die Spezies Conus geo-
graphus, vermag mit ihrer Harpune Neoprenanziige zu durchdringen®® und mit einem einzi-
gen Stich einen Menschen zu téten”.

3. Toxizitat

Die meisten Conotoxine sind auf Grund lhrer Wirkungsweise und niedrigerer Toxizitat flr den
Menschen nicht bedenklich'®. Die potentielle Gefahr die von Toxinen ausgeht, l&sst sich von
deren pharmakologischen Wirkungsweise ableiten. Diese welche mit Hilfe von griechischen
Buchstaben angeben wird.

e a-Conotoxine blockieren die Nikotinrezeptoren und verursachen Muskellahmungen™.

e 3-Conotoxine verlangern das Aktionspotential durch das Hemmen der Natriumkanéle
in Saugetieren, was ebenfalls die Muskelaktivitat stort™.

e k-Conotoxine blockieren Kaliumkanéle. Dadurch wird die Wiederherstellung des Akti-
onspotentials verlangsamt und der Muskel im vollstandig kontrahierten Zustand blo-
ckierltzlz. Speziell im Zusammenhang mit Herzversagen ist dieses Toxin von Bedeu-
tung™.

a(alpha)-, é(delta)- und k(kappa)-Conotoxine bergen fir den Menschen die grosste Gefahr,
da sie zu Muskelfehlfunktionen filhren, die fiir den Menschen tédlich enden kénnen*2. - und
k-Conotoxine wirken synergistisch, was in Kombination zu einer anhaltenden maximalen
Muskelkontraktion fiihrt™. Das Zusammenspiel der beiden Toxinklassen iibersteigt dabei die
Potenz der individuellen Toxine und kann mit einem Elektroschock verglichen werden (,Elekt-
roschock Cabal’)*?. Kegelschnecken organisieren ihre Toxine gezielt in synergistischen
Gruppen, den sogenannten ,Cabals’ um so deren Wirkung zu verstarken®®.

Symptome nach einem Kegelschneckenstich sind abhangig von der Zusammensetzung des
Giftcocktails. Oft werden Schwéchegefiihle, Aussetzen von Reflexen, eingetriibter Blick,
Sprachstérungen und Taubheit beschrieben'®. Muskellahmungen und das damit einherge-
hende Atemversagen sind die Hauptursachen fiir die tédliche Wirkung von Conotoxinen®?.
Das Toxingemisch unterscheidet sich stark von Spezies zu Spezies und ist eine komplexe
Kombination mehrerer Peptide®. a-Conotoxine werden als die pharmakologisch gefahrlichs-
te Giftklasse der Kegelschnecken eingestuft. Diese blockieren die Muskelkontraktion und
fiihren somit zu Lahmungserscheinungen bis zum Tod durch Atemstillstand®?.

Gegen Conotoxine ist bis heute kein Gegenmittel bekannt'?. Im Vergiftungsfall miissen die
Vitalfunktionen insbesondere die Atmung sofort unterstiitzt werden. Falls bei einem Kegel-
schneckenstich die letale Dosis erreicht wird, tritt der Tod Berichten zufolge binnen 1 und 5 h
Stunden ein®’. Auf Grund der vielseitigen Peptidzusammensetzung ist es unméglich die Gif-
tigkeit von Conotoxinen generell zu beschreiben. Eine unbestatigte Studie in Mausen hat die
Toxizitat fiir gewisse a-Conotoxine nach Injektion bei LDs, = 5 pg / kg angesetzt'®
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4. Conotoxine als Schmerzmittel

Die Wahrnehmung von Schmerzen kann generell in zwei Kategorien eingeteilt werden: akute
und chronische Leiden. Wahrend die Fahigkeit der akuten Schmerzempfindung lebenswich-
tig ist, ist die Funktion von andauernden Schmerzen bis heute ungeklart. Oftmals sind diese
auf Verletzungen des schmerzleitenden Nervensystems selbst zurlickzufihren und reduzie-
ren die Lebensqualitat der betroffenen Menschen dramatisch. Zurzeit werden chronische
Schmerzen liberwiegend mit Opiaten behandelt'®. Opiate sind seit tiber 2'000 Jahre bekannt
und mit starken Nebenwirkungen behaftet, verlieren ihre Wirkung Gber Zeit und kénnen zur
Abhéngigkeit fiihren®. Der Einsatz von Conotoxinen als Schmerzmittel im Jahr 2005 (Zico-
notide) ist ein Meilenstein in der ldentifikation von neuen pharmokologischen Substan-
zen'?. Dank ihrer hohen Selektivitat sind Conotoxine nicht nur auf Schmerzlinderung be-
schrankt sondern haben ein unglaubliches Potential fiir eine vielzahl von Anwendungen®.
Der gesamte Toxinpool des Genus Conus wird auf 70'000 — 100'000 Substanzen geschatzt,
die an eine unvergleichliche Anzahl neurologischer Ziele binden*®?. Diese Diversitét Uber-
trifft alle anderen Gifttiere dieser Welt?. Bis heute wurde nur ein Bruchteil (ca. 0.1 %) dieser
Toxine pharmakologisch analysiert?>. Die Toxine versprechen Anwendungen im Bereich von
chronischen Schmerzen, Epilepsie und anderen Schadigungen des Nervensystems™**°,

4.1. Beispiel Ziconotide (Prialt®)

Ziconotide (Prialt™) ist ein o-Conotoxin®* das von der Fisch-jagenden Kegelschnecke Conus
magus produziert wird?**. Das 25 AA lange Peptid weist eine VI/VII Cysteinstruktur auf (Abb.
3), die durch 3 Disulfidbriicken stabilisiert wird. Der Wirkungsmechanismus von Ziconotide
wurde wegen seiner Verwendung in der Medizin sehr genau studiert und dient hier als Bei-
spiel fur den Einfluss von Conotoxinen auf das Nervensystem. 2005 wurde in Europa das
Conotoxin Ziconotide (Prialt®) als erstes Schmerzmittel, das aus einem Meeresorganismus
isoliert wurde, zugelassen”. Es ist ein starkes Schmerzmittel, das seine Wirkung auch tber
lange Zeit beibehélt, da sich keine Toleranz einstellt?®. Es wirkt sogar dann noch, wenn durch
die Gewshnung der Patienten Opiate bereits ihre Wirkung verloren haben®. Mehrere hun-
dert synthetische Varianten des nattrlichen Toxins wurden getestet, jedoch blieb die nattrli-
che Sequenz die effektivste®.

Ziconotide hemmt die Kommunikation zwischen den schmerzleitenden Nerven in der Peri-
pherie des Kérpers und den Nerven des zentralen Nervensystems?’. Das Conotoxin hemmt
die Freisetzung des Neurotransmitters Glutamat in den Synapsen des Riuckenmarks und
unterdriickt so die Signaliibertragung®. Der Reiz aus der Peripherie kann dadurch das zent-
rale Nervensystem nicht erreichen und im Gehirn kein Schmerzempfinden auslésen®. Span-
nungsabhangige Kalziumkanéle wurden als Zielproteine identifiziert*® (Abb.3). Diese kom-
men in den presynaptischen Neuronen des Rickenmarks vor (Abb. 3, rechts oben). Hier
steuern sie die spannungsabhangige Kalziumaufnahme und somit die Weiterleitung des
Schmerzsignals zum Gehirn®*?. Da sich das Conotoxin sehr schlecht im Gewebe verteilt,
wird es Uber implantierte Pumpen oder Katheter direkt dem Subarachnoidalraum des RU-
ckenmarks zugefiihrt?*. Ziconotide ist hochspezifisch fiir seinen neuronalen Rezeptor (K4 = 9
pM?") und hemmt die Neurotransmitterausschiittung (K; = 500 nM?).
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Abb 2: Einfluss von Ziconotide auf die Weiterleitung des Schmerzreizes zum Gehirn.

Der Schmerzreiz wird von seiner Quelle im Gewebe Uber afferente Neuronen zum Hinterhorn des Riickenmarks
geleitet (grin). Hier wird die Information an die Neuronen des Rickenmarks Ubertragen, welche die Information
in das Gehirn weiterleiten, wo der Schmerz als solcher wahrgenommen wird (blau). Synapsen im Rickenmark
ermoglichen diese Ubertragung (roter Einschub). Der Schmerzreiz fiihrt am Ende des afferenten Neurons zur
Depolarisierung der Membran und einem Einstrom von Kalziumionen (1). Diese fuhren zur Freisetzung von Glu-
tamat, welches durch den synaptischen Spalt diffundiert und zur Depolarisierung der Neuronen im Ruckenmark
fuhrt (3). Ziconotide hemmt die Schmerzleitung, indem es an N-Typ Kalziumkanéle bindet, welche Uberwiegend
fur den Kalziumeinstrom und somit die Freisetzung von Glutamat verantwortlich sind (2). Das Conotoxin hindert
so die Neurotransmitterfreisetzung und somit die Stimulierung des postsynaptischen Neurons. Da in der Prasenz
von Ziconotide das Schmerzsignal das Hirn gar nicht erst erreicht, empfindet der Patient keinen Schmerz. Die
Grafik wurde tibernommen und modifiziert von Schmidtko et al. 2010°.

5. Analytik

Fur die Analytik von Conotoxinen steht keine kommerzielle Nachweismethode zur Verfu-
gung. Massenspektrometrische Verfahren haben sich in der Analyse von Kegelschneckengift
ausgezeichnet und werden deshalb als Methode der Wahl empfohlen. Die Technik eignet
sich sowohl fiir komplexe Mischungen aus verschiedenen Giften®® als auch fiir Einzelsub-
stanzen®’. Immunologische Nachweisverfahren werden erschwert durch die variablen Toxin-
strukturen, das tiefe Molekilgewicht und die hydrophilen Oberflacheneigenschaften von Co-
notoxinen®
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6. Anhang — Nomenklatur der Conotoxine

Conotoxine weisen in ihrer Aminosaurensequenz und Disulfidverbriickungen eine enorme
Vielfalt auf. Strukturinformationen sind sehr komplex und oftmals nicht vorhanden, weshalb
sich diese nicht als generelles Klassifizierungsmerkmal eignen. Die Nomenklatur nach Cys-
teinanordnung versucht Conotoxine nach dieser Eigenschaft zu klassifizieren (Abb. 3). Da-
bei stitzt sich die Einteilung nur auf die Anordnung der Cysteine in der Aminosauresequenz
und nicht auf Disulfidverbindungen oder andere strukturelle Eigenschaften. Es ist dabei be-
merkenswert, wie grundlegend unterschiedliche Cysteinstrukturen dieselben pharmakologi-
schen Wirkungen entfalten kénnen.

a)

I III VI/VII

e,

RDHYPCCYHPTCNMSNPQI RDCCTHYPHYPRKCKDRRCKHYPMECCA KSHYPGSS( SHYPTSYN( RS NHYPYTKR Y

Klassifizierung Zusatzinformationen
Disulfidbriicken Pharmakologsiche
Name #Cysteine Anordnung lf\,,_,b,m,,, E I-:)g .
Ly steinpositenen) amilie
4 (1-100, -1V} 4. p
] 6 CCC-C-C-C 2
6 {1=1V, 1=V, II-V1}, 20K

1=V, -1V, 111-V),
[1-V, -1V, -V}

v 6 0C-C-C-C-C {1V, 11111, IV-VI} 2K B
v 4 €c-cc {1100, 11-1v) .
6 {1-1V, 1=V, 1-VI} By, Kt
Vi 10 C-C-C-C-C-C-C-C-C-C 7,0
IX 6 C-C-C-C-C-C {11V, 1=V, -V}
X 4 cc-c-C {1-1v, 11111} %
X 8 €-C-CC-CC-C-C [1-IV, 11-VI, 1=V, LK
V-Vl
Xl 3 €-C-C-C-CC-C-C
X 8 C-C-C-CC-C-C-C
XV 4 €-C-C-C {110, 11-1V) @,k
XV 8 C-C-0C-C-C-C-C
Xvi 4 Cc-C-CC
Xvil 8 C-C-CC-C-CC-C
Xvie 6 -G GG-CC
XX 10 €-C-C-C0C-C-C-C-C
XX 10 €-CC-C-CC-C-C-C-C a

Abb. 3: Conotoxinklassifizierung nach der Cysteinanordnung in der Primarstruktur

Eine mdgliche Klassifizierung von Conotoxinen basiert auf der Anzahl und Anordnung der Cysteine in der Pri-
marstruktur des maturierten Toxins. Dabei wird die Verbriickung der Cysteine zu Disulfidbindungen nicht bertick-
sichtigt. Die Disulfidbindungen verschiedener Conotoxinstrukturen aus derselben Conotoxinklasse wurden Uber-
lagert um die Strukturelle Verwandtschaft zu demonstrieren (a). Eine zuféllig ausgewéhlte Peptidsequenz wurde
als Beispiel fir jede der drei hervorgehobenen Toxinklassen abgebildet (PDB Zugangscode fir I: 1k64, Ill: 1gib
und VI/VII: 2cco). Disulfidbriicken wurden durch gelbe Verbindungslinien schematisch dargestellt. Die zwanzig
heute bekannten Toxinklassen wurden in der Form einer Tabelle aufgelistet (b). In der dritten Spalte der Tabelle
sind die bekannten Cysteinanordnungen aufgefiihrt, auf welchen die Einteilung basiert. Grafik tbernommen und
modifiziert aus Kaas et al. 2010". Fiir die Strukturiiberlagerungen verwendete Kaas et al. 2010* jeweils 14, 7 und
13 Strukturen fur die Toxinklassen I, 1ll und VI/VII.
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