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Zusammenfassung

TREK-1 K™-Kanale sind physiologisch wichtige Mitglieder der groBen Familie der Tandem-Poren-Kanale (K,p-
Kanale) und zeigen eine auBergewohnlich komplexe Regulation durch sehr unterschiedliche Stimuli. Diese um-
fassen physikalische Reize wie Temperaturerhéhung, mechanischen Stress und Anderung der Membranspan-
nung oder posttranslationale Modifikation wie Phosphorylierungen (u.a. PKA und PKC) und das Binden von
physiologischen Liganden wie z.B. ungesattigten Fettsduren, PIP,, Protonen oder Proteinen, wie z.B. AKAP150.
Es wird gegenwartig angenommen, dass diese Stimuli mit unterschiedlichen Bereichen des Proteins wechsel-
wirken, aber letztlich eine gemeinsame Effektorregion namlich den Selektivitatsfilter (SF) beeinflussen und da-
durch 6ffen bzw. schlieBen (Gating). Der Signaltransduktionsmechanismus der diesem Gating zu Grunde liegt,
ist aber derzeit wenig verstanden, wobei aber angenommen wird, dass zumindest H™ (ber einen pH-Senor
(TREK1-E321) im proximalen cytoplasmatischen C-Terminus ihre Wirkung auf das SF-'Gate’ entfalten. TREK-
Kanéle wurden in zwei Zustanden kristallisiert, einem ’'up-Zustand’ (vierte Transmembranhelix (TM4) in Rich-
tung Membran gehoben) und einem 'down-Zustand’ (TM4 in Richtung Cytoplasma gesenkt). Eine Beglnstigung
des 'up-Zustandes’ durch mechanischen Stress (z.B. durch Membrankurvatur) gilt als wahrscheinlich und da
TREK-1 Kanéale mechanisch aktiviert werden, nimmt man an, dass der 'up-Zustand’ die aktive Konformation des
Kanals (d.h. des SFs) reprasentiert. Welche Bedeutung die 'down’- / 'up’-Zustandsanderung fir Andere (also
nicht-mechanische) Aktivierungsvorgange in TREK-1-Kanalen besitzt, ist gegenwartig nicht geklart.

In meiner Arbeit habe ich gro3e Bereiche des TREK-1-Kanales (u.a. TM2, TM4 und den proximalen C-Terminus)
mit Hilfe von 82 Punktmutationen (einem sogenannten Cystein-Scan) untersucht. Dabei habe ich 49 Mutationen
identifiziert, welche die Grundaktivitét (d.h. die Offenwahrscheinlichkeit) des Kanals erhéhen. Eine Projektion
dieser Mutationen auf den ’'up’- und den 'down’-Zustand legt nahe, dass die Zunahme der Kanalaktivitat der
Mutationen durch Destabilisierung von Aminosédure-Wechselwirkungen im 'down’-Zustand erfolgt. Dieser Be-
fund impliziert, dass der 'down-Zustand’ einen inaktiven Zustand und die Uberfiihrung in den 'up-Zustand’ einen
mafgeblichen Vorgang der Kanalaktivierung darstellt. Im Detail wurden folgende besonders kritische Wechsel-
wirkungen im ‘down’-Zustand identifiziert: (i) ein Cluster (Interaktions-Triade) von TREK1-E208 (TM2), -R222
(TM3) und -W310 (TM4), (ii) eine m-7m-Interaktion von TREK1-F229 (TM3) und -F200 (TM2) und (iii) Reste in
der Nahe dieser Wechselwirkungscluster. Die Aktivierung durch sauren intrazellularen pH ist in diesen mutierten
TREK-1 Kanélen stark reduziert und impliziert, dass die pH-Aktivierung durch Induktion der ’up’-Konformation
hervorgerufen wird.

Des Weiteren wurde die Zustandsabhéngigkeit der chemischen Modifizierung der eingefiihrten Cysteine unter-
sucht. Es wurde eine Reihe von Positionen identifiziert, die im aktivierten Zustand bei pH 5 nur wenig bis gar
nicht, aber gut im inaktiven Zustand bei pH 8 modifiziert werden. Diese Ergebnisse sind ebenfalls in prinzipieller
Ubereinstimmung mit dem Konzept der pH-Aktivierung durch Destabilisierung des ‘down’-Zustandes, wenn auch
nicht alle Ergebnisse dadurch erklarbar sind.

Die hier dargestellten Ergebnisse erweitern unser Verstandnis der strukturellen Aktivierungsmechanismen in
TREK-1-Kanalen und implizieren, dass die Stabilisierung des inaktiven ‘down’-Zustandes dabei ein zentraler Vor-
gang ist. Dies ist mdglicherweise ebenso fir die Aktivierung durch andere Stimuli wie z.B. Temperaturerh6hung,
Interaktion mit anderen Proteinen oder Phosphorylierungen von Bedeutung und kann nun in weiteren Arbeiten
untersucht werden.



Abstract

TREK1 K'-channels are physiological important members of the large family of tandem pore channels (K;p-
channels) and show an extraordinary complex regulation via diverse stimuli. This contains physical stimuli as
increase in temperature, mechanical stress und changes in membrane voltage conditions or posttranlational
modifications like phosphorylation (a.0. PKA and PKC) and binding of physiological ligands, f.e. unsaturated
fatty acids, PIP,, protons or proteins, like AKAP150. It is currently supposed, that these stimuli interact with dif-
ferent regions of the protein, but finally affect a common effektorregion, the selektivity filter (SF), thereby opens
and closes the channel (gating). The mechanism of signal transduction that underlies this gating, is currently
less understood, but it is accepted that at least H™ transduce its effect via a pH-sensor (TREK1-E321), located
in the proximal cytoplasmatic C-terminus, to the SF-gate. TREK channels were cristallized in two configurations,
an 'up’-state (forth transmembranehelix (TM4) uplifted to the menbrane) and a 'down’-state (TM4 brought down
in the direction of the cytoplasma). It seems probable that mechanical stress (f.e. by membrane curvature) fa-
vors the 'up’-state and because TREK1 channels were mechanically activated, it is supposed that the 'up’state
represents the active confomation of the channel (that means the active SF). What relevance the alteration bet-

ween 'down’- and 'up’-states possess for other (not mechanical) activation mechanisms is presently not known.

In my work i examined large regions of the TREK1 channel (a.0. TM2, TM4 and the proximal C-terminus) using
82 point mutations, in a so called cysteine scan. Thereby i identified 49 mutations showing an increase in the
basal activity (that means the open probability). Projection of these mutations onto the 'up’- and ‘down’-states
suggest that the increase in channel activity of the mutations results from destabilization of amino acid interac-
tions in the 'down’-state. This finding implicates that the 'down’-conformation represents the inaktive state and
the conversion to the 'up’-state is a relevant mechanism of channel activation. In detail, my examination iden-
tified the following particularly critical interactions of the 'down’-state: (i) a cluster (interaction-triad) comprising
TREK1-E208 (TM2), -R222 (TM3) and -W310 (TM4), (ii) a m-m-interaction of TREK1-F229 (TM3) and -F200
(TM2) as well as (iii) residues close to these interaction-clusters. The acidic intracellular activation was reduced
severly in this mutations, implicating that the pH-activation is induced by induction of the 'up’-conformation.
Furthermore the state dependency of chemical modifications of the cysteine mutations was examined. There
was a rash of positions showing less or no modification in the active state at pH 5, whereas being well modified
in the inactive state at pH 8. This findings are also in principle conformity with the concept of pH-activation via
destabilization of the 'down’-state, even if not all results are explainable thereby.

The described findings extend our understanding of the structural activation mechanisms in TREK1 channels
and implicate, that the stabilization of the inactive ‘down’-state is a central process in channel gating. This is
possibly of importance for the activation via other stimuli, like f.e. increase in temperature, interaction with other
proteins or phosphorylation and can be examined in further studies now.
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1 Hintergrund

1 Hintergrund

Im Rahmen der Homdostase, Hormonausschiittung, des Wachstums und der Differenzierung von Zelltypen, so-
wie zur Erregung und Weiterleitung in zentralen und peripheren Nervensystemen, ist die Einbettung von regulier-
baren Kanalporen in Plasma- und intrazellulire Membranen der Zellen essentiell. Bis zu 10® lonen pro Sekunde
kénnen dabei durch lonenkanéle tber die Membran flieBen, wodurch die Flussrate gegenlber Transportpro-
zessen, welche von Adenosintriphosphat (ATP) abhingen, etwa 10%-fach erhéht ist. Durch schnellen Wechsel
zwischen geschlossenen und gedffneten Zustanden der Kanalstruktur wird der lonenfluss durch die Membran
verandert (englisch ‘Gating’) und so das Membranpotential reguliert. Das Potential ist dabei streng abhangig
von der lonenverteilung der intra- und extrazelluldaren Medien und (iber die Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung
beschreibbar. Die Untersuchungen einzelner lonenkanale zeigen jeweils einen oder mehrere charakteristische
Leitfahigkeitszustande jedes lonenkanaltyps. Die zumeist hohe Selektivitat fir eine lonenart gewéahrleistet dabei
die gezielte Steuerung biologischer Funktionen, wobei aber auch unselektive Kanale beschrieben sind.

Der ATP-unabhéangige Membranfluss von lonen ist besonders zur Regulation erregbarer Zellen wie Nerven-
, Muskel- und Sinneszellen wesentlich und ermdéglicht die Entstehung und Ausbreitung von Aktionspotentialen
{iber spannungsgesteuerte Kationenkanale (Na*, Ca>* und K*). Hydrophobizitéts- und Kristallstrukturanalysen
enthillten eine Reihe struktureller und funktioneller Gemeinsamkeiten der klassischen spannungsregulierten
Kationenkanéle (Nay, Cay und Ky). Der prinzipielle Aufbau basiert auf einer Grundeinheit aus sechs Trans-
membrandoménen (TMD1-6 bzw. S1-6 (Segment)) und einer Porendoméane (PD), welche von den porenbilden-
den Segmenten S5 und S6 flankiert wird und die Selektivitatsfiltercodierung beinhaltet. Die Segmente S1-S4
gelten als sensorische Einheit und die C- und N-Termini dieser Untereinheiten liegen jeweils im Cytoplasma
(6TMD, Abbildung 1). Im Falle spannungsregulierter Kaliumkanale bilden sich funktionelle Tetramere aus homo-
oder heteromeren 6 TMD-Untereinheiten, wohingegen Na*- und Ca?*-Kanale aus je einer Einheit von vier sich
wiederholenden 6 TMD-Strukturen bestehen und durch symmetrische Zusammenlagerung pseudo-tetramere
Proteinstrukturen ausbilden. Entsprechend entsteht durch die Variation von Eigenschaften und Anzahl der TMD,
sowie der homo- oder heteromeren Zusammenlagerung, eine immense Vielfalt von spezifischen lonenkanélen,
besonders unter Beriicksichtung von Interaktionen mit zusatzlichen B-Untereinheiten und SpleiB-Varianten.
lonenkanale kénnen zudem durch verschiedenste Botenstoffe reguliert werden. Freie Liganden aus dem intra-
oder extrazelluldren Milieu besetzen hierzu spezifische Bindungsstellen der Kanalproteine. Die kovalente Bin-
dung oder ionische Wechselwirkung mit dem Liganden induziert eine Konformationsénderung des Proteins und
beeinflusst so den lonenfluss durch das Membranprotein (ionotroper Rezeptor). Auch die Kopplung von lonen-
kanalen an raumlich getrennte Membranrezeptoren ist méglich. Liganden binden hierzu an einem Rezeptorpro-
tein (second messenger Rezeptor), welches mit dem Kanal interagieren kann.

Neben Gatingmechanismen wie der Spannungs- oder Ligandenregulierung, zeigen viele der beschriebenen
lonenkanéle eine Sensitivitat fiir den pH-Wert ihrer Umgebung. Veranderte Wechselwirkungen durch Titration
der geladenen Aminoséure-Seitenketten Glutamat (-E™), Aspartat (-D™), Arginin (-R™), Histidin (-H™) und Ly-
sin (-K™) kénnen Gating-relevante Bewegungen der Proteinstruktur hervorrufen. Daher spielen Schwankungen
der Protonenkonzentrationen eine Schllsselrolle bei der metabolischen Regulation und Entwicklung von Zellen
[Busa & Nutricelli,1984; Busa,1986].
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1.1 Die Kalium-leitenden lonenkanale

Aufgrund ihrer spezifischen Funktionen bei der Zellhomdostase, der Hormonsekretion und besonders zur Repo-
larisation und Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials, stellen K*-leitende lonenkanale die Kanalklasse
der gréBten Vielfalt dar. Im Allgemeinen bilden sie funktionelle Tetramere aus vier homo- oder heteromeren
Untereinheiten und formen so eine K*-selektive Pore [Doyle et al.,1998], durch welche 10%-10% K*-lonen pro
Sekunde diffundieren kénnen. Dies entspricht einer lonenleitfahikeit von etwa 3 bis 300 pS (Picosiemens) [Hil-
le,2001; Gonzalez et al.,2012]. Die Einteilung der groBBen Variationsbreite dieser Kanalproteine erfolgt anhand
struktureller und funktioneller Eigenschaften ([Hille,2001], Abbildung 1, Sduger-K™-Kanalfamilien), wobei allen
die Konsensussequenz -(T/S)xG(Y/F)G- innerhalb der porenbildenden Doméanen (PD) gemein ist [Heginbotham
et al.,1992/1994, McCoy und Nimigean,2011].

1
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Abbildung 1: Einteilung mammaler Kaliumkanédle anhand der Anzahl ihrer Transmembrandoménen (TMD). K;g-
Kanéle (Gene KCNJ1-15) mit 2TMD-Untereinheiten tetramerer Anordnung enthalten zentral je eine Porenbildende-
doméane (PD) und cytoplasmatisch lokalisierte N- und C-Termini. Die 15 K,p-Mitglieder (KCNK1-18) bilden Dime-
re aus 2TMD-Tandem-Strukturen und formen so 4TMD-Untereinheiten mit je zwei PD und zuséatzlich verlangerter
TMD1-PD1-Schleife. Die porenbildenden 2TMD-Abschnitte einer 6 TMD-Grundstruktur tetramerisieren und formen
funktionelle Kanale mit 4 zusatzlichen TMD regulatorischen Charakters pro Untereinheit. Die Spannungsregulierung
(‘Voltage-Gating’) der 36 Ky -Kanale wird durch positiv geladene Seitenketten, primar des vierten TMD, ermdglicht und
ist gemeinsames Merkmal mit CaZt-aktivierten BKc,-Kanalen der 7TMD-Struktur bei extrazellularem N-Terminus.
6TMD-SK¢,-Kanéle zeigen keine Spannungsaktivierung und wie BK¢,-Kanéle nur vier mammale Gene.

Die Einordnung in Subfamilien innerhalb der groBen Kaliumkanalfamilien K;g, K,p und Ky basiert auf den funk-
tionellen Eigenschaften und Strukturhomologien unter den Mitgliedern. Innerhalb der Familien der SK¢,- und
BK¢, (Slo) - Kanale sind nur jeweils vier codierende Gene bekannt, daher entféllt eine weitere Unterteilung. Die
Charakteristika der Kanalfamilien Ky, K¢,, Kig und Kyp sollen im folgenden kurz erlautert werden.

Die Familie der spannungsregulierten Ky-Kanéle (‘voltage-gated potassium channels’) stellt mit 36 Genen mit
Abstand die vielfaltigste Kaliumkanalklasse dar und ist in 12 Subfamilien untergliedert [Gonzalez et al.,2012].
Die Unterfamilien werden anhand ihrer Aktivierungsgeschwindigkeiten in schnelle (Ky1-4; 7) und langsame
(Ky 10— 12) Rektifizierer eingeteilt [Hille,2001]. Die Proteine der Ky -Subfamilien 5, 6, 8 und 9 bilden selbst keine
funktionellen Kanéle, erhéhen aber die Ky-Vielfalt durch Heteromerbildung mit Ky 2- und Ky 3-Untereinheiten
[Hugnot et al.,1996; Ottschytsch et al.,2002; Sano et al.,2002]. Allen Ky-Kanalen ist die 6 TMD-Struktur, mit
porenformender S5-PD-S6-2TMD-Region (Abbildung 1, dunkel) und vier weiteren Transmembrandomanen S1-
S4 gemein. Vorwiegend das sensorische S4-Segment enthélt eine Reihe von positiv geladenen Aminosauren,
welche spannungsbedingte Konformationsanderungen initiieren [Aggrawal & MacKinnon,1996]. Nach einer De-
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polarisation diffundiert K* in Auswartsrichtung und fiihrt so zur Repolarisation erregbarer Zellen nach einem
Aktionspotential. Der Typus des Ky-Kanals bestimmt die Dauer des Erregungspotentials.

Durch Calcium aktivierte Kaliumkanéle (K¢,) zéhlen aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften zu den 6 TMD-
Kanalen. Eine Ausnahme bilden die Kanéale Slo1 und Slo3 der BK¢,-Familie, welche sieben Transmembran-
domanen aufweisen (Abbildung 1). Das zusétzliche TMD mit extrazellularem N-Terminus wird dabei als SO-
Segment bezeichnet. Der Spannungssensor liegt, wie auch in Ky-Kanalen, strukturell in der S4-Helix. Mit
Leitfahigkeiten von etwa 250 pS, wie im Falle des Slo1 [Palotta et al.,1981; Marty,1981; Latorre et al.,1982],
zeigen BK¢,-Einzelkanale (‘big-potassium channels’) sehr hohe Leitfahigkeiten. In analoger Weise werden K¢,-
Kanale sehr geringer Einzelkanalleitfahigkeiten von 10 bis 14 pS, als SK¢,-Familie (‘small-potassium’) zusam-
mengefasst [Blatz,1986; Park,1994]. Die 6 TMD-SK¢,-Strukturen enthalten zwar auch einige positive Ladungen
in den S4-Sensorsegmenten, zeigen aber keine Spannungsregulierung.

K;r-Kanalstrukturen mit zwei Transmembrandoméanen (2TMD, Abbildung 1) sowie einer zentralen Porendoméane
stellen die funktionelle Grundeinheit von Kaliumkanalporen dar (Abbildung 1). N- und C-Termini sind cytoplas-
matisch lokalisiert, wobei die ausladenden C-Termini eine intrazellulare Pore bilden. Es existieren 15 bekannte
Gene (KCNJ1-15, [Gonzalez et al.,2012]) die K -leitende Kanéle dieser 2TMD - Grundeinheit codieren. Die-
se wurden in sieben Subfamilien (K;z1-7) eingeteilt und anhand ihrer Eigenschaften in vier Gruppen katego-
risiert, wobei Kanale aller Subfamilien intrazellulare pH-Sensitivitat zeigen [Baukrowitz et al.,1999; Hibino et
al.,2010, Sepulveda et al.,2015]. Die Bennenung dieser Gruppierung als K;g-Kanalfamilie erfolgte aufgrund ih-
rer ‘einwartsgleichrichtenden’ (‘inward rectifier’) Eigenschaften. Kanale dieses Typus leiten Stréme vorwiegend
in Einwartsrichtung und zeigen in nativer Zellumgebung nur sehr geringe Auswartsstrome. Dies ist Uberwie-
gend auf einen spannungsabhéngigen Block der Pore durch intrazelluldres Mg?* und Polyamine, wie Spermin,
zurlckzufiihren [Fakler et al.,1994/1995; Lopatin et al.,1994]. K;z-Kanale sind daher primar an Hyperpolarisati-
onsphasen und an der Stabilisierung des Ruhepotentials der Zellen beteiligt.

Im Gegensatz zu den Ky, K¢, und K;g-Kanélen assemblieren K,p-Kanéle als pseudo-tetramere Dimere. Pro
Untereinheit enthalten sie entsprechend zwei Porendomanen (2P, ‘two-pore-domain’), welche jeweils die K-
Konsensus-sequenz -(T/S)TxG(Y/F/L)G- tragen (Sequenzvergleich aus Uniprot-GenBank, Kennnummern siehe
Anhang). Abbildung 2 zeigt ein veranschaulichendes Kaliumkanal-Dendrogramm (A) und den Aufbau, sowie die
spezielle Nomenklatur, von K;p-Untereinheiten (B).

M1 - P1 - Schleife

extrazellular

K,1-9

. intrazellular
2 Porendomanen

K,10-12 M (P1 & P2)

Abbildung 2: A: Dendrogramm der Kaliumkanale modifiziert nach Browhan et al. [2012]. B: Schematische Struktur
einer Kyp-Untereinheit. TMD von K;p-Kanéalen werden N-terminal beginnend als M1 bis M4 (rot) und die PD als P1
und P2 (gelb) benannt. K;p-Untereinheiten weisen stets eine verlangerte, extrazellulare M1-P1-Schleife (blau) und
einen zumeist ausladenden, cytoplasmatischen C-Terminus (griin) auf.
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Die vier Transmembran- (M1-M4) und die Porendoméanen (P1 und P2) sind jeweils mit intra- und extrazellularen
Aminosaureschleifen verbunden. Die Porendomane P1 ist zwischen M1 und M2, P2 zwischen M3 und M4 lo-
kalisiert. Durch Zusammenlagerung zweier Unterheiten entsteht aus vier Porendoméanen der funktionelle Se-
lektivitatsfilter mit nahezu perfekter vierfach-Symmetrie, bei gleichzeitiger zweifach-Symmetrie des K;,p-Kanals
[Browhan et al., 2012]. Alle Kanéle dieser Familie weisen eine verlangerte M1-P1-Schleife auf (Abbildung 2,
blau), die La&ngen von N- und C-Termini (Abbildung 2, griin) variieren je nach K,p-Kanal.

1.2 Die K;p-Kanalfamilie und ihre Charakteristika

Die Entdeckung von Kaliumkanalen mit Zwei-Porendoméanen gelang mit Hilfe eines DNA-Sequenzabgleiches
im Genom des Saccharomyces cerevisiae anhand des konservierten Motivs der K™ -selektiven Porendomanen
[Ketchum et al.,1995]. Der gefundene TOK1-Kanal formt funktionelle Untereinheiten aus zwei Poren-(2P)- und
acht Transmembrandomanen und zeigt auswartsrektifizierende Eigenschaften. Sequenzanalysen in Sauger-
Gen-Datenbanken fihrten dann zur Entdeckung von K;p-Kanéalen mit 4-TMD-Struktur [Lesage et al.,1996b]. Im
Wurm Caenorhabditis elegans reprasentieren diese Kanale mit etwa 46 Genen die gré3te Familie, wobei eini-
ge mit ungewdhnlichen Porendomanen nicht zwingend kaliumselektiv sind [Wei et al.,1996; Bargmann,1998].
In Saugetieren ist diese Vielfalt auf 15 Gene beschrankt (KCNK1-18), deren exprimierte Kanale anhand ihrer
Aktivierungsstimuli in sechs Subfamilien untergliedert werden (Abbildung 3).
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Abbildung 3: K,p-Kanal-Dendrogramm der 15 humanen Gene mit Einteilung der Kanéle in sechs Subfamilien. Mit-
glieder der TWIK-Subfamilie (schwarz) zeigen als einzige K,p-Kanale schwache Einwartsrektifizierung. Mechanoak-
tivierung ist der TREK/TRAAK-Subfamilie (rot) vorbehalten, der TRESK-Kanal (beige) wird mittels Ca>* -aktiviert und
THIK-Kanale (grau) zeigen sich durch Halothan inhibierbar. Die protonensensitiven TALK-Kanale (blau) werden Uber
den extrazelluldren pH-Wert alkalisch aktiviert, wohingegen TASK-Kanéle (grtin) im neutralen gedffnet sind und bei
Erhéhung der extrazelluldren Protonenkonzentration inhibiert werden.

Als erster 4-TMD-K,p-Kanal wurde 1996 der humane, pH-sensitive TWIK1-Kanal (“Two-pore domain weak-
ly inward rectifier K*’-channel) mit einer Einzelkanalleitfahikeit von 34 pS beschrieben [Lesage et al.,1996a].
Mit dem TWIK-2 und dem bisher nicht exprimierbaren KCNK7 wird er in der Unterfamilie der ‘schwachen
Einwartsrektifizierer zusammengefasst [Chavez et al.,1999; Salinas et al.,1999]. Der ihm verwandte, ‘TWIK-
Related’-Kaliumkanal, TREK1 zeigt hingegen mit 100 pS eine deutlich héhere Einzelkanalleitfahigkeit und zu-
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dem auswartsrektifizierende Eigenschaften [Fink et al.,1996; Ohara et al.,2006]. Er ist durch Membrantensionen
aktivierbar und bildet zusammen mit dem TRAAK (‘TWIK-related arachidonic acid-stimulated K™ channel’) und
dem TREK2-Kanal die mechanosensitive und polymodal aktivierbare TREK/TRAAK-Subfamilie (Abbildung 3)
[Fink et al.,1998; Bang et al.,2000].

Die Mitglieder der TASK und TALK-Subfamilien zeichnen sich priméar durch ihre Regulierbarkeit Gber extrazel-
lulére pH-Veranderungen aus. TASK1 und TASK3 (‘TWIK-related acid-sensitive K™ channel’) sind bei neutralem
pH-Wert aktiv und werden durch extrazellulare Azidifizierung inhibiert [Duprat et al.,1997; Kim et al.,2000; Ra-
jan et al.,2000]. Der TASK2-Kanal [Reyes et al.,1998] zahlt hingegen, aufgrund seiner geringen Aktivitét bei
neutralem pH, zur TALK-Subfamilie (TWIK-related alkaline-sensitive K* channel’). Diese K,p-Kanéle sind bei
alkalischem Extrazellularmedium aktiviert und im Neutralen weitgehend (TASK2, TALK1) oder véllig inhibiert
(TALK2) [Kang & Kim,2004]. Der nur durch extreme Verschiebungen als pH-regulierbar beschriebene TRESK-
Kanal (‘TWIK-related spinal cord K* channel’) wird durch Ca®>* aktiviert und weist eine lange intrazellulare, re-
gulatorische M2-M3-Schleife auf [Sano et al.,2003]. THIK1 und THIK2 (‘Tandem pore domain halotane-inhibited
K* channel’) bilden die Gruppierung der Halothan-inhibierten K,p-Kanéle und sind laut der Literatur weitgehend
pH-insensitiv [Rajan et al.,2001; Bichet et al.,2015]. Die elektrophysiologischen Eigenschaften des KCNK7 und
TASKS sind bis dato nicht aufgeklart, da keine funktionellen Kanéle gebildet werden.

Die meisten Mitglieder der K, p-Kanalfamilie sind im zentralen und peripheren Nervensystem des Menschen ex-
primiert [Medhurst et. al.,2001; Talley et al.,2001] und zeigen zeit- und spannungsabhangige Auswartsrektifizie-
rung [Schewe et al.,2016]. Einzelkanalmessungen zeigen hingegen Einwartsrektifizierung, negative Membran-
spannungen erzeugen demnach héhere Leitfahigkeiten der einzelnen Kanéle und eine Depolarisation erhdht
ihre Offenwahrscheinlichkeit. Ohne weitere Stimulation sind K;p-Kanale beim Ruhemembranpotential also eher
im inaktiven Zustand, wodurch ihre primare Aufgabe weniger in der Stabilisierung des Ruhemembranpotentials,
sondern vielmehr in der Repolarisation von Aktionspotentialen gesehen wird. Ihre Ky -dhnlichen Offnungskineti-
ken, sowie die co-lokalisierte Expressionen von Ky - und K;p-Kanalen im zentralen und peripheren Nervensys-
tem legen eine Beteiligung an neuronalen und kardialen Aktionspotentialen nahe. Wobei K;p-Kanéle eine Zelle
auch in Abwesenheit von Ky -Kanélen repolarisieren kdnnen [MacKenzie et al.,2015].

Die erstmalige Aufkldrung von K,p-Proteinstrukturen gelang 2012 anhand des TRAAK- (Abbildung 4B, ‘Pro-
tein Data Base’-Kennnummer (PDB-ID): 4WFE [Browhan et al.,2012]), sowie des TWIK1-Kanales [Miller &
Long,2012]. Die Assemblierung zweier Tandemstrukturen (Abbildung 4A) flihrt zumeist zur Ausbildung einer sta-
bilen Disulfid-Verbriickung (Abbildung 4B, C-C, gelb) [Lesage et al.,1996¢; Lesage & Lazdunski,2000], zusatz-
lich zu den elektrostatischen Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken innerhalb der Proteinsegmente. Dime-
risierung formt einen funktionellen, nahezu spiegelsymmetrischen Kanal, mit pseudo-tetramerer Anordnung der
PD im Selektivitatsfilter (Abbildung 4C, cyan). Interaktion der M1-P1-Schleifen resultiert in einer Kappenstruktur,
welche den lonenfluss durch zwei seitlich gelagerte, tunnelartige Zugange zum Selektivitatsfilter gewahrleistet
und die extrazellulére Seite des Kanals vor der Bindung von Toxinen oder klassichen K*-Kanalblockern, wie
quartdren Amoniumionen (QA™) schiitzt [Browhan et al.,2012]. Zudem offenbaren die Kristallstrukturen seitli-
che Kanal-Fenestrierungen unterhalb des Selektivitatsfilters mit Zugang zur Lipiddoppelschicht und bestatigen
den konstitutiv offenen Zustand des, in anderen K*-Kanalen regulierenden, unteren Porenverschlusses (‘helix

bundle crossing’) [Piechotta et al.,2011].
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Die N- und C-Termini der integralen Membransegmente M1 und M4 ragen beide in das Cytosol der Zellen,
so dass sie nur fliir membrangangige oder cytoplasmatisch gebildete Regulatoren erreichbar sind. Die cytoso-
lischen Termini, wie auch die extrazellularen Schleifen, weisen sensorische Bereiche auf und sind daher von
groBBem Interesse bei der mechanistischen Aufklarung der groBen Variationsbreite von K,p-Kanalregulatoren.
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Abbildung 4: A: Dimerbildung zweier K,p-Untereinheiten formt das K*-leitende Membranprotein. B: Kristallstruktur
eines Kp-Kanals (Mitte, TRAAK, PDB-ID: 4WFE [Browhan et al.,2012]) mit K+*-Permeation (violett) durch den Selek-
tivitatsfilter (cyan) geformt aus den Untereineinheiten 1 (schwarz) und 2 (grau), zumeist kovalent verkn(pft durch eine
Disulfidverbriickung (C-C, * ,gelb). Die verlangerten M1-P1-Schleifen assemblieren zu einer extrazellularen Kappe,
wohingegen N- und C-Termini cytoplasmatisch lokalisiert sind und nur mit der Lipidmembran interagieren, interne
Protein-Protein-Wechselwirkungen der Termini wurden bis dato nicht gezeigt. Verlagerung der M4-Helix 6ffnet und
schlieBt eine seitliche Fenestrierung (rot), welche bei Offnung die Pore des Kyp-Kanals direkt mit der Lipidmembran
verbindet. C: pseudo-tetrameres TRAAK-Dimer (PDB-ID: 4WFE [Browhan et al.,2012]) in intrazellularer Porenansicht.
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1.3 Die Modulatoren der TREK/TRAAK-Subfamilie

Mitglieder der TREK/TRAAK-Subfamilie werden durch eine Vielzahl physikalischer und chemischer Regulatoren
beeinflusst. Die Stimulation Uber mechanischen Stress mitttels Druckapplikation, osmotischer Zellschwellung
(Stretch) oder Verdichtung der Lipiddoppelschicht, ist dabei das herausragenste Merkmal der Subfamilie. Abbil-
dung 5 zeigt eine Auswahl bereits identifizierter Modulatoren und ihrer Wirkorte in einer TREK1-Untereinheit.
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Abbildung 5: Schema der polymodalen Regulation am Beispiel des TREK1-Kanales. Die extrazellulare Kappe, ge-
formt aus den ausgedehnten M1-P1-Schleifen (blau), schiitzt den funktionellen Kanal vor Blocker- oder Toxinbindung.
Membrandepolarisation (gelb) wirkt direkt auf den Selektivitatsfilter und die Kopplung an G-Proteine erfolgt am N-oder
C-Terminus des TREK1-Kanals. Stimulatoren wie Membrandeformationen (Druck, Membranstretch oder Lipideinbet-
tung), PUFA (‘polyunsaturated fatty acids’), flichtige Anasthekia, Phosphorylierung und Wéarme sind C-Terminal as-
soziiert. Ebenso wie die intrazellulare pH-(pH;)-Aktivierung (rot) des TREK1-Kanals Uber die Neutralisierung des
pH;-sensorischen E321~ durch hohe Protonenkonzentrationen. Die extrazellulare pH-(pH,.)-Regulation (rosa) erfolgt
durch Titration des P1-vorgelagerten H141, welches bei niedrigem pH, mit D278~ und E280~ in Wechselwirkung
steht.

Entgegen der ersten Klassifizierung der K,p-Kanale als spannungsunabhéngige Leck- oder Hintergrundkanale
scheint der, fir die K,p-Kanale namensgebende, TWIK1-Kanal ironischer Weise der einzige nicht spannungs-
abhéngige Kjp-Kanal zu sein. In einer Strom-Spannungsauftragung (I-V-Graph), solcher Hintergrundkanéle,
zeigen sich lineare Stromverlaufe, also vergleichbar starke Aktivierungen bei negativen und positiven Membran-
potentialen, welche durch die Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung beschreibbar sind. Die meisten K;p-Kanale
zeigen allerdings keinen linearen Strom-Spannungsverlauf, sondern eine klare Rektifizierung des lonenflusses
in Auswartsrichtung (Abbildung 6A, [Schewe et al.,2016]). Die Spannungsaktivierbarkeit zeigte sich dabei nicht
allein von der Membranspannung (V) abhangig, sondern vielmehr von der elektrochemischen Triebkraft Ay,
welche sich aus der Differenz zwischen gemessener Spannung (V) und vorliegendem Umkehrpotential (E,.,)
ergibt und das elektrische Feld des Selektivitatsfilters bertcksichtigt. Positive Apt-Werte weisen demnach auf
Membranpotentiale oberhalb des Umkehrpotentials hin und bei negativen Werten liegen die Potentiale unter-
halb dieser Umkehrgrenze der lonenflussrichtung (Abbildung 6A).
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Eine Aufklarung der Proteinstruktur des TRAAK-Kanals zeigte vier Kaliumionen innerhalb des Selektivitatsfilters
(SF) an den Selektivitatsfilterbindungsstellen S1 bis S4 (Abbildung 6B, PDB-ID: 4WFE [Browhan et al.,2012])
im leitenden Zustand des Kanals. Im spannungsinaktiven Zustand des Kanals ist der SF nur gering besetzt (io-
nenentleert, Abbildung 6C, [Schewe et al.,2016]). Das durch eine Depolarisation mit positivem Au-Wert entste-
hende elektrische Feld des Filters treibt 3 bis 4 Kaliumionen in den SF hinein und sorgt fiir eine volle Besetzung
der Bindungstellen S1 bis S4. Dieser hoch geladene Zustand des SF ist allerdings nicht stabil und geht in den
auswarts leitenden Zustand des Filters Uber. Eine anschlieBende Umkehr der elektrochemischen Triebkraft (mit
negativem Au-Wert, Hyperpolarisation) zeigte einen kurzen Einwartsstrom von Kaliumionen, bevor dieser insta-
bile Zustand des SF den Kanal inaktiviert und der initiale, ionenentleerte Zustand des SF resultiert. Abbildung
6D zeigt diesen lonenflussmechanismus entlang des elekirischen Feldes als Modelldarstellung. Eine Depola-
risation 6ffnet den Kanal in Auswartsrichtung (rote Pfeile) und eine Umkehr der lonenflussrichtung (schwarze
Pfeile) inaktiviert den regulierenden Filter, &hnlich einem Klappenventil-Mechanismus. Kanalaktivierung via Ap-
plikation von Arachidonsaure oder Erniedrigung des intrazellularen pH-Wertes hebt diese Rektifizierung auf und
der Spannungsverlauf wird linear [Schewe et al.,2016].
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Abbildung 6: Spannungsregulierung von K;p-Kanalen tber lonenflussmechanismus im Selektivitatsfilter, modifiziert
aus Schewe et al.,2016. A: Kyp-Auswartsrektifizierung aufgrund der elektrochemischen Triebkraft Ay (Apt =V - Eey,
mit gemessenem Potential V und Umkehrkehrpotential E,.,), positive Au-Werte fihren zur Aktivierung und negative
zur Inaktivierung des Kanals. B: Proteinstruktur des TRAAK-Kanals im leitenden Zustand (PDB-1D: 4WFE [Browhan et
al.,2012]) mit vier Kaliumionen an den Bindungsstellen S1 bis S4 des Selektivitatsfilters (SF) C: Modellvorstellung des
lonenflussmechanismus entlang des elektrischen Feldes des SF, bei der negative Aut einen inaktiven und ionenent-
leerten Zustand des SF hervorrufen. Durch eine Depolarisation (mit positiven Aut) besetzen 3 bis 4 Kaliumionen die
leeren SF-Bindungstellen S1 bis S4 und induzieren eine Konformationséanderung, welche schnell in einen auswarts
leitenden Zustand des Kanales lbergeht. Eine Umkehr der elektrochemischen Triebkraft (negative Au, Hyperpolari-
sation) bewirkt nun einen kurzen Einstrom von Kalium bevor dieser instabile Zustand erneut in den ionenentleerten
und inaktiven SF Gbergeht. D: Modelldarstellung des lonenflussmechanismus entlang des elektrischen Feldes. De-
polarisation 6ffnet den Kanal in Auswartsrichtung (rote Pfeile) und Hyperpolarisation (schwarze Pfeile) inaktiviert den
SF, &hnlich einem Klappenventil-Mechanismus.
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K,p-Kanéle zeigen im Allgemeinen Sensitivitdt gegentber intra- oder extrazellularen pH-Veranderungen (pH, /
pH;), wobei die Effekte auf die 15 Mitglieder stark variieren. Mit 78 % Sequenzhomologie weisen TREK1 und
TREK2 den héchsten Verwandschaftsgrad unter den K;p-Kanalen auf. Wenn sich ihre elektrophysiologischen
und pharmakologischen Eigenschaften auch sehr gleichen, gibt es doch Unterschiede. Extrazellulare Erhéhung
der Protonenkonzentration im physiologischen pH-Bereich zwischen 6.8 bis 8.4 inhibiert den TREK1- und ak-
tiviert den TREK2-Kanal [Sandoz et al.,2009]. Sensor der Protonenkonzentration ist hier ein dem P1-Segment
vorangehendes und TREK/TRAAK konserviertes Histidin (TREK1-H141, Abbildung 5, rosa). Nach Protonierung
des TREKT interagiert es mit zwei negativ geladenen Seitenketten der P2-M4-Schleife (D278~ und E2807) und
verursacht einen elektrostatisch bedingten Kollaps der Proteinstruktur, assoziiert mit einer Inhibition vergleich-
bar der C-Type-Inaktivierung von Ky -Kanélen [Baukrowitz & Yellen,1995; Cohen et al.,2008]. Im TREK2-Kanal
fuhrt hingegen die entsprechende Histidin-Interaktion mit einer positiv geladenen M2-M4-Arginin-Seitenkette zu
einer Aktivierung des lonenkanals. Der TREK1-analoge, inhibitorische pH,.-Effekt auf TRAAK-Kanale, mit As-
partat (D7) lokalisiert in der M2-M4-Schleife [Sandoz et al.,2009], unterstltzt die Theorie der pH.-Regulation
des Selektivitatsfilters der TREK/TRAAK-Subfamilie (ber ionische Histidin-Interaktionen. In diesem Falle, so-
wie unter Verwendung von Rubidium statt Kalium als permeirendem lon oder filternahen Mutationen werden
direkte Aktivierungen des Selektivitatsfilters postuliert. Hierbei wird die Konformation des gesenkten Zustandes
kaum verandert, aber ein leitender Zustand des Kanals eingenommen. Somit existieren diese Kanale nicht nur
in den bereits beschriebenen gesenkten und gehobenen Konformationen, vielmehr sind verschiedene leitende
Zustande ineinander umwandelbar [McClenaghan et al.,2016].

Der 110 Aminosauren umfassende C-Terminus des TREK1-Kanals tragt, wie auch die C-Termini des TREK2-
oder TRAAK-Kanals, eine Reihe von Bindungstellen und sensorischen Regionen, welche bereits eingehend
untersucht wurden. G-Proteine kdnnen sowohl direkt auf den Kanal wirken (N-Terminus, [Woo et al.,2012]),
als auch Signalkaskaden ausldsen und so die Ubertragung von Phosphatgruppen auf Serine des C-Terminus
induzieren. Im zweiten Fall ist auch eine Beteilung von Ankerproteinen (AKAP) mdglich [Sandoz et al.,2006].
Phosphorylierungen durch die Proteinkinasen (PK) A und C an den Serinen S348 [Patel et al.,1998] und S315
[Murbartian et al.,2005] stéren die Membraninteraktion des proximalen C-Terminus und erniedrigen so die Kanal-
aktivitat. Die Ubertragung einer Phosphatgruppe auf das S366 durch PKG resultiert hingegen in einer erhdhten
Offenwahrscheinlichkeit [Koh et al.,2001].

Die Aktivierung durch Lipide oder mehrfach ungesattigte Fettsduren (PUFA, ‘polyunsaturated fatty acids’), wie
Arachidonsaure werden ebenfalls C-terminalen Interaktionen zugeschrieben [Patel et al.,1998; Kim et al.20013a;
2001b Honoré et al.,2002]. Wobei deren Einbettung in die Membran die Oberflachenkurvertur verandert und
so primar zur Mechanoaktivierung der Kanale fihrt [Maingret et al.,2000a; Chemin et al.,2005a; 2005b; 2007].
Diesbezliglich wurde anhand von Kristallstrukturdaten postuliert, dass Membranlipidketten in die Fenestrierun-
gen der Kanéle eindringen und so den Permeationsweg versperren kénnen [Miller & Long,2012; Nilius & Hono-
re,2012]. In die Memnran insertierte Phospholipide, wie PIP,, interagieren dagegen mit C-terminalen Argininen,
welche nach Hydrolyse der Phospholipide von der Membran gelést werden und so zu einem Ubergang in die
gesenkte Kanalkonformation fihren [Souissa et al.,2018].
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Die Bindungstellen fiir chemische Aktivatoren sind vielfaltig und ubiquitar Uber die Kanalstruktur verteilt. Dong
et al. [2015] zeigten die Bindung des Fluoxetin-Metaboliten, Norfluoxetin (NFX) tief in der seitlichen Membran-
fenestrierung (Abbildung 4) des TREK2-Kanals. Diese Fenestrierung wurde spater durch die AG Baukrowitz
als pharmakologische Bindungstasche fiir negativ geladene Aktivatoren indentiziert, welche sowohl in K;p-, als
auch in Ky und K¢,-Kanalen vorhanden sein kann [Schewe et al.,2019]. Das TREK/TRAAK-aktivierende 2-APB
(2-Aminoethoxydipheny! borate), ein zur Charakterisierung von lonenkanalen vielfach genutztes Substrat, bin-
det wiederum am distalen C-Terminus [Beltran et al.,2013; Zhuo et al.,2015]. Uberdies werden Regionen des
C-Terminus mit der Modulation durch fliichtige Anasthetika, wie Chloroform [Patel et al.,1999] und Wéarme [Main-
gret et al.,2000b] assoziiert.

Intrazellulare Azidose senkt zwar die Einzelkanalleitfahigkeit des TREK1-Kanals, die Offenwahrscheinlichkeit
der Kanale wird jedoch drastisch erhdht, sodass eine mehr als hundertfache Steigerung der Kanalaktivitat die
Folge ist [Maingret et al.,1999b]. Diese azide Aktivierung, sowie die vergleichbare pH;-Regulation des TREK2-
und die Stimulation des TRAAK-Kanales durch alkalischen pH;, werden dem sensorischen C-Terminus der Sub-
familie zugeschrieben [Maingret et al.,1999b; Kim et al.,2001a]. Trunkierung und Einzelmutagenese C-terminaler
Aminosauren des TREK1-Kanals enthdillten ein proximales, sensorisches Glutamat-Blindel (E320-E324). Diese
Region ist mit Regulatoren wie Arachidonsaure, PIP, (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate), sowie der Me-
chanosensitivitdt assoziiert und beinhaltet den Protonensensor E321~ im Zentrum [Honoré et al.,2002; Chemin
et al.,2005b]. Zudem wird dem Lysin, welches dem Glutamat-Biindel vorgelagert ist, eine potentielle Beteiligung
an der intrazellularen pH-Aktivierung zugeschrieben (Woo et al.,2018).

Die Ubertragung C-terminaler Signale auf den regulierenden Selektivitatsfilter ist bisher nicht im Detail auf-
geklart und soll im Rahmen dieser Arbeit mit dem Fokus auf die intrazellulare pH-Aktivierung am sensorischen
C-Terminus des TREK1-Kanals untersucht werden. Eine allosterische Signaltransduktion Uber Bewegungen
des M4-Segmentes, induziert durch veranderte C-terminale Membraninteraktionen ist dabei eine weit verbreite-
te Annahme [Chemin et al.,2005b; Bagriantsev et al,2011; 2012; Lolicato at al.,2014, Dong et al.,2015, Zhuo et
al.,2016].

Die Veroffentlichung von TREK2-Kristallstrukturen in gesenkter (‘down’) und gehobener (‘up’) Helixkonformati-
on durch Dong et al. (PDB-ID: 4XDJ ‘down’ und 4BWS5 ‘up’, [Dong et al.,2015]), bestatigte die angenommene,
ausladende Aufwartsbewegung des M4-Segmentes beim Ubergang in einen gehobenen Zustand der intrazel-
lularen Porensegmente. Die Membranfenestrierung ist dabei nur in gesenkter Helixkonformation zugénglich und
in gehobener Segmentausrichtung geschlossen. Die Filterbesetzung der Kristallstrukturen (3 K+ im gesenkten
und 4 K™ im gehobenen Zustand), sowie elektrophysiologische Experimente bei C-terminaler Aktivierung des
TREK2 durch Arachidonsaure und mechanischen Stress, weisen auf einen K™ -leitenden Zustand in gehobener
Konformation der TREK2-Helices hin [Dong et al.,2015].

Zhuo et al. zeigten den Einfluss der Aktivierung des proximalen C-Terminus auf den Selektivitatsfilter des
TREK2-Kanals [Zhuo et al.,2016]. Alanin-Mutation eines TREK/TRAAK spezifischen Phenylalanins (> TREK1-
F300) fuhrte dort zu einer gehinderten Signalweiterleitung auf den regulierenden Selektivitatsfilter. Ebenso wie
die Substitution des in allen K*-Kané&len konservierten Gelenk-Glycins (> TREK1-G296, Abbildung 5), welches
als Drehgelenk der M4-Rotationsbewegungen wahrend des Gatings fungiert [Jiang, Y. et al.,2002; Magidovich
und Yifrach,2004; Brohawn et al.,2012].
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1.4 Physiologische Relevanz der pH-Aktivierung des TREK1-Kanals

Bei der Betrachtung lebender Zellen ist die Berlicksichtung des Anteils der Wasserstoffionen im wassrigen
Cytoplasma unabdingbar. Intrazellulare pH-Veranderungen (ApH; =~ 0.1 - 1.6) spielen eine Schliisselrolle bei
der metabolischen Regulation und Zellentwicklung. Sie beeinflussen unter anderem die enzymatische Aktivitat,
den Ca’*-Haushalt, sowie den cAMP-Spiegel [Busa & Nuccitelli,1984; Busa,1986]. Intrazellulare pH-Verande-
rungen sind zudem ein wichtiger Modulator der Erregung und Kontraktion von Herzzellen, sowie ein Ausléser
kardialer, elektrischer Stérungen [Vaughan-Jones et al.,2009]. Eine kardiale Ischamie fUhrt Gber metabolische
Veranderungen zu Herzarrythmien und ist mit einer Erniedrigung des intrazellularen pH-Wertes assoziiert. Pa-
tienten mit kardialen Arrythmien wie Vorhofflimmern oder Herzfehlern zeigen eine verminderte Expression des
TREK1-Kanals in Atrien und Ventrikeln. Zusammen mit der Sensitivitdt des TREK-Kanals fiir diverse Klasse | An-
tiarrythmetika zeigt sich ein Beitrag des TREK1-Kanals zu pathologischen Phanomenen des Herzens [Schmidt
et al.,2013; Schmidt et al.,2017; Decher et al.,2017].

Chesler und Kaila berichteten von der intrazellularen Alkalisierung (ApH; =~ 0.8) von Gliazellen durch Depolari-
sation [Chesler & Kraig,1989; Chesler & Kaila,1992]. Andere Forschungen zeigten Azidifizierung von Neuronen
durch Neurotransmitter, wie NMDA (N-methyl-D-aspartat) oder GABA (Gamma-Aminobuttersaure) [Endres et
al.,1986; Voipio et al., 1991, Lesage & Barhain,2011]. Solche Veranderungen des pH-Wertes, wenn zuweilen
auch nur an der Membran lokalisiert, kbnnen durch die hohe Sensitivitat des TREK1-Kanals fir intrazellulare
Protonen zu einer Kanal-Aktivierung fiihren. TREK1-Kanale sind in humanen Nervenzellen ubiquitér nachweis-
bar, mit der héchsten Kanaldichte im Riickenmark, Riechkolben, Hippocampus, Cerebellum, Amygdala, Tha-
lamus, Hypothalamus, Basalganglien und im fetalen Hirn [Fink et al.,1996, Hervieu et al.,2001; Medhurst et
al.,2001; Talley et al.,2001]. Die allgemein weite Verteilung der TREK/TRAAK-Subfamilie in den Komponenten
des zentralen und peripheren Nervensystems weist auf eine essentielle Rolle dieser Kanale zur Regulierung
des Membranpotentials erregbarer Zellen hin.

Die vielfach stimulierbaren K;P-Kanale sind erst seit 25 Jahren im Blickpunkt der physiologischen Forschung
und seither zu Recht im Fokus des Interesses. Sie verfligen Uber eine einzigartige Kappenstruktur, welche sie
vor extrazellularen Agonisten abschirmen kann. Bemerkenswert ist vor allem ihre ubiquitare Verteilung innerhalb
von Nerven und Gewebezellen. Die Forschungen der letzten zwanzig Jahre erméglichten die Assoziation des
Kanales mit diversen physiologischen Funktionen und pathologischen Prozessen, wie Epilepsie, Schmerz, De-
pression, Vasodilatation, Neuroprotektion, Nozizeption und Schlaf [Honoré,2007; Enyedi & Czirjak,2010; Bista
et al.,2012; Steinberg et al.,2015]. So wird etwa der neuronalen Hyperpolarisation nach Aktivierung des TREK-
Kanals durch fliichtige Anasthetika, wie Halothan, eine wichtige funktionelle Rolle in der An&sthesie zugeschrie-
ben [Patel et al.,1999; Patel & Honoré,2001].

Die breite Gewebeverteilung und die polymodale Regulation, wie etwa durch pH, Lipide, chemische Substrate,
G-Proteine, Druck, Temperatur oder fliichtige Anasthetika ([Mathie et al.,2010; Feliciangeli et al.;2015]), prades-
tinieren den TREK1-Kanal als pharmakologisches Zielprotein. Die stérkste Expression des TREK1-Kanals de-
tektierten Fink et al. [1996] im Gehirn und der Lunge von adulten Mausen, wohingegen die Verteilung in Nieren,
Herz und Skelettmuskeln weniger ausgepragt war. Eine Analyse der humanen Verteilung des TREK1-Kanals
zeigte zudem starke Signale in Magen und Dinndarm [Medhurst et al.,2001].
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1.5 Forschungsansatz und Fragestelllung

Die Aktivierung durch mechanischen Stress (Ap), mehrfach-ungesattigte Fettsauren, wie Arachidonsaure und
intrazellullare Azidose sind alle C-terminal assoziiert und zeigen nach Honoré et al. am TREK1-Wild-Typ-Kanal
vergleichbares Aktivierungpotential. Bei Betrachtung einer Alanin-substitutierten Mutation des pH;-sensorischen
TREK1-E3217, blieb eine Veranderung der Stromstéarke durch alle genannten Stimuli aus [Honoré et al.,2002].
Die Untersuchung dieser Kanéle zeigte stets stark gesteigerte Basalstréme gegeniber dem Wild-Typ-Kanal,
wobei pH; 5 sogar in einer Inhibition des stark erhdhten Grundstromes resultierte. Dieses Ergebnis war ver-
mutlich einer direkten Blockade der Pore durch Protonierung geschuldet [Chen et al.,1996; Starkus et al.,20083;
Khan et al.,2006; Van Slyke,2012].

Alanin-substituierte und TREK1-Wild-Typ-Kanéale wurden von Honoré et al. durch Arachidonséaure vollstandig ak-
tiviert und so die basale Offenwahrscheinlichkeit (P, ‘open probability’) relativ zum maximal aktivierbaren Strom
(10 uM Arachidonsdure) bestimmt. Austausch von TREK1-E321~ gegen die Aminosduren Cystein oder Lysin
erh6éhte den Basalstrom analog, wohingegen die Glutamat-Substitution gegen das ebenfalls negativ geladene
Aspartat, die sensorische Funktion mit Wild-Typ-&hnlicher Offenwahrscheinlichkeit erhalten konnte [Honoré et
al.,2002]. Einige Alanin-Substitutionen im proximalen C-Terminus und im Aufgang des M4-Segmentes zeigten
bereits weitere Positionen erhdhter Offenwahrscheinlichkeit [Honoré et al.,2002; Woo et al.,2018]. Die mem-
branorientierte, helicale Anordnung deutet dabei auf eine mégliche Membraninteraktion dieser Seitenketten zur
Signaltransduktion auf die Filterregion des TREK1-Kanals.

Fragestellung:

Unter Beteiligung welcher Seitenketten der TREK1-Porensegmente wird das C-terminale Signal lbertragen?
Wie erfolgt die Transduktion auf den regulierenden Selektivitatsfilter? Und welche strukturellen Veranderungen
gehen mit einer pH;-Aktivierung einher?

Zur Aufklarung der intrazellularen Regulation des TREK1-Kanals sollen nun zunachst pH-Gating relevante
Aminosauren mittels Cystein-Mutagenese identifiziert werden. Die Segmentbewegungen wahrend einer pH;-
Aktivierung sollen anschlieBend durch Prufung der Zugénglichkeit der 82 untersuchten Porenmutationen ana-
lysiert werden. MTS-Modifikationen identifizieren hierbei frei liegende Cystein-Seitenketten in inaktivem (pH; 8)
und aktivem Zustand (pH; 5) des TREK1-Kanals (SCAM-Methode, siehe Methoden und Auswertung).
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2 Methoden und Auswertung

Zur Identifikation von pH-Gating relevanten Aminosauren der TREK1-Pore wurden elektrophysiologische (Patch-
Clamp, inside-out) und molekularbiologische Methoden (Cystein-Punktmutationen, mittels QuikChange-Technik)
angewendet. Die Untersuchung auf Zuganglichkeit der intrazellularen Aminosaure-Seitenketten, unter Bewe-
gung der Porensegmente des TREK1-Kanals, erfolgte durch Modifikation der Cystein-substituierten Einzelmu-
tationen in inaktivem (pH; 8) und aktivem Zustand (pH; 5) des Kanals (SCAM) in Patch-Clamp Experimenten.

2.1 Die Patch-Clamp-Technik

Die in der experimentellen Elektrophysiologie weitverbreitete Patch-Clamp-Technik basiert auf der 1952 [Hogd-
kin, Huxley & Katz] erstmals beschriebenen Voltage-Clamp-Technik (‘voltage clamp’: Spannungsklemme) mit
der Hogdkin und Huxley elektrisch erregbare Membranstréme an Tintenfischaxonen detektieren und charak-
terisieren konnten [Hogdkin & Huxley,1952a-d]. Die physiologische Bedeutung der Zellerregung zur internen
Kommunikation bei Gewebetieren flihrte seither zu groBen Entwicklungen auf dem Gebiet der Elektrophysio-
logie und 1976 zur revolutiondren Weiterentwicklung der Voltage-Clamp- zur Patch-Clamp-Technik [Neher &
Sakmann,1976]. Diese Methode ermdglicht die Ableitung von Membranstrémen in definierten Membranaus-
schnitten (‘patch’) oder iber eine vollstandige Zelle, ohne kapazitative Stérungen und bei nahezu konstantem
elektrochemischem Gradienten. Gemessen wird dabei das Membranpotential, dessen Spannungsénderungen
Uber einen applizierten Strom (‘Klemm’-strom) kompensiert werden und das Membranpotential somit konstant
gehalten (geklemmt) wird. Dieser Kompensationsstrom ist nun direkt proportional zum lonenstrom Uber die
Membran und kann mittels eines Messprogrammes instantan angezeigt und analysiert werden. Ein optimier-
ter Aufbau dieser Technik ermdglicht die stérungsfreie Untersuchung sehr geringer Stromamplituden, so dass
die Messung einzelner lonenkanale mit Leitfahigkeiten von wenigen Picosiemens mdglich wird [Blatz & Mag-
leby,1986; Park,1994]. Die Grundlage dieser Dissertation bilden makroskopische Stréme (ber eine groBe Zahl
von lonenkanalen mit StromgréBen von einigen Nanoampere (nA). Detaillierte Angaben zu Aufbau und prakti-
schem Vorgehen finden sich im Abschnitt 2.4.

Als Expressionssystem zur Einbringung und Untersuchung von Membranproteinen haben sich die vielseitigen
Eizellen (Oozyten) des afrikanischen Krallenfrosches Xenopus leavis oder borealis schon seit langem etabliert.
Besonders die geringe Anzahl endogener lonentransportsysteme pradestiniert die Plasmamembran dieser Oo-
zyten fur die Untersuchung von lonenkanalen. Im Membranpatch flieBen tber die native Oozytenmembran nur
sehr kleine lonenstrdme, wobei der dominante Calzium aktivierte Chloridkanal durch den Zusatz von extrazel-
luldrem EGTA, einem Ca**-Chelatbildender, unterdriickt werden kann [Barish,1983].

Die Froschhaltung, Oozytengewinnung und deren Praparation sind verhéaltnismaBig leicht handhabbar. Zudem
kdnnen die praparierten Eizellen bis zu etwa zehn Tagen aufbewahrt und die Membran fir Experimente verwen-
det werden. Die gro3e Anzahl von gebundenen (Endoplasmatisches Reticulum) und freien Ribosomen sorgen in
Oozyten fiir eine hohe und andauernde Translationseffizienz [Gurdon et al.,1971]. Der korrekte Einbau struktur-
veranderter oder komplexer Proteine in die Plasmamembran wird in Xenopus Oozyten durch eine hohe Anzahl
posttranslationaler Modifikationen, wie beispielsweise Phosphorylierung oder Entfernung von Polypeptidketten,
katalysiert [Colman et al.,1984].

16



2.1 Die Patch-Clamp-Technik 2 Methoden und Auswertung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde unter anderem die RNA des Kjp-Kanals rTREK1-Wild Typ (TREK1-WT der
Ratte, GenBank-Kennnummer: NM_172042.2) in Oozyten zur Expression gebracht und mittels Patch-Clamp-
Technik untersucht. Das grundlegende Messprinzip zeigt Abbildung 7.

Die maximale Expression zeigen Oozyten von Xenopus laevis im Reifestadium IV-V [Dumont,1972]. Ihr Durch-
messer betragt dann zwischen 1 und 1.2 mm und sie zeigen eine hemispharische, dunkle Pigmentierung der
Membranoberflache (Abbildung 7). Nach der Praparation der Oozyten und Expression der Kanalproteine (siehe
Abschnitt 2.3) wird zur Messung der Membranstréme eine abgerundete Borosilicatglas-Pipette (Patch-Pipette,
5-10 uM Durchmesser), welche eine Ag/AgCl-Messelektrode enthélt, auf der Oozytenoberflache platziert. Anle-
gen von Unterdruck erzeugt einen Sog auf die Plasmamembran innerhalb des Offnungsradius der Patch-Pipette.
Der Widerstand innerhalb der Pipettendffnung steigt, bis die Offnung bei Messung mehrerer Gigaohm (GQ)
abgedichtet ist (‘Gigaseal’). Uber das Ohm‘sche Gesetz kann nun bei gegebenem Patchwiderstand (R, Abbil-
dung 7, rot) Uiber die Anderungen der Membranspannung (U) zu einer Referenzelektrode, die entsprechende
Stromstarke (I, Abbildung 7, blau) umgehend berechnet und dargestellt werden.

=Mmm 3|8 540pm= 4//120'mM KCI whole
I <3 I pH 7.2 on cell cell
[ I o
S)
I 1/
T l A U-=konstant o
'\ 120 mM KClI <
PHE(6/5) < outside
£ out
£
Xenopus Oozyte U=R*| =
[
5 /9
0 7
v inside
out

Zeitins

Abbildung 7: Prinzip und Rahmenbedingung der Patch-Clamp-Experimente an der Xenopus Oozyte. Nach Bestim-
mung des Pipettenwiderstandes (R, rot) und anlegen einer Spannung (U, schwarz) zwischen Ag/AgCl-Mess- und
Referenzelektrode (AgCl) kann die gemessene Stromstarke Uber die Membran (I, violett) mittels des Ohm’schen
Gesetzes berechnet werden (links). Mogliche Messkonfigurationen des Patch-Clamp (rechts): ‘on-cell’, ‘whole-cell’,
‘outside-out’, sowie die hier verwendete ‘inside-out’-Variante mit exemplarischer Stromantwort (nA) des TREK1-
Kanals unter Wechsel des intrazellularen pH-Wertes (ApH;) tber die Zeit (s). In dieser Konfiguration entspricht der
extrazellulére pH-Wert dem der Pipettenlésung und lag stets unveréndert bei 7.2 (rechts). Die K*-Bedingungen in der
Pipettenldsung und der Messlésung (intrazellulares Medium) waren innen und auBen symmetrisch auf je 120 mM K+
eingestellt.

Die Stromantwort der Oozytenmembran kann in verschiedenen Konfigurationen gemessen werden, Abbildung 7
(rechts) zeigt die vier Varianten. Nach der Formierung des Gigaseals ist der Patch noch intakt mit der Zelle ver-
bunden, dieser Modus wird ‘on-cell’ genannt und stellt den Ausgangsmodus der mdglichen Konfigurationen dar.
Starker Unterdruck auf die Pipette rei3t die Patchmembran aus der Pipetten6ffnung und die Pipettenldsung tritt
in Kontakt mit dem Cytoplasma der Oozyte. In dieser ‘whole-cell’-Konfiguration kann der Strom Uber die gesam-
te Eizelle abgeleitet werden. Zug an der Pipette im ‘on-cell’-Modus dehnt die fixierte Membran bis zum Reif3en.
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Spontan formen sich Membranpatche im ‘outside-out’-Modus, welche die Untersuchung der Membranauf3en-
seite im exidierten Patch erlauben. Die ‘inside-out’-Konfiguration eréffnet die Mdglichkeit, die cytoplasmatische
Seite der Zellmembranen offen zu legen. Ausgehend vom ‘on-cell’-Gigaseal wird die Patch-Pipette ruckartig von
der Oozyte weggezogen und so der Patch mit der Innenseite nach auBBen aus der Plasmamembran entrissen.
Zur Analyse intrazellularer Vorgange ist die ‘inside-out’-Patch-Clamp-Technik weitverbreitet und auch im Rah-
men aller Experimente dieser Dissertation zur Anwendung gekommen. Sofern nicht anders angegeben, wurden
die Messungen bei Raumtemperatur, einer kontinuierlichen Membranspannung von -80 mV und unter symme-
trischen Kaliumbedingungen mit je 120 mM K™ innen und auBen durchgefiihrt. Vollstandige Angaben zu den
verwendeten Lésungen und Geraten finden sich im Anhang (Abschnitt 5.1 - 5.4).

Die dargestellte Beispielmessung (Abbildung 7, rechts) zeigt die Stromantwort von TREK1-Kanélen auf den
Wechsel des pH-Wertes von 8 auf 6 und 5, in der ‘inside-out’-Konfiguration bei einer konstanten Membran-
spannung von -80 mV. Eine Erhdhung der intrazelluldren Protonenkonzentration aktiviert den Kanal nahezu
instantan und steigert so den Stromfluss (iber die Membran. Der zligige Wechsel der Messlésungen wird durch
die Verwendung eines mehrgéngigen Applikationssystems und einer dreidimensional beweglichen Patch-Pipette
madglich (Abschnitt 2.4, Abbildung 11). Kanalreaktionen auf Lésungswechsel kdnnen so unverziglich beobachtet
werden. Die instantane und vollstadndige Inhibition des TREK-Stroms durch 1 mM TetraPentylAmmonium ist in
Abbildung 7 (TPenA™, Blockpfeil) gezeigt. Inhr liegt ein Porenblock des TREK-Kanals durch TPenA™" zugrunde
und dient zur Abgrenzung des Kanalstromes von Hintergrundstrdmen [Piechotta et al.,2011].

Die Anderung der Membranspannung durch Stimulation des lonenkanals wird vom Messsystem kompensiert
und im Falle des TREK1-Kanals auf dem voreingestellten Ruhemembranpotential bei -80 mV gehalten. Die
hierzu nétige Kompensationsspannung wird in die Stromstarke Ubersetzt, Uber die Zeit detektiert und ist wie
folgt beschreibbar:
Stromstérke | (nA) =N * o * P, (1
mit N = Gesamtanzahl messbarer lonenkanale

o = Leitfahigkeit des Einzelkanals
P, = Offenwahrscheinlichkeit der Kanale

Die gemessene Stromstarke | ergibt sich demnach aus den Leitfahigkeiten der Einzelkanéle (o), multipliziert mit
ihrer Gesamtanzahl (N) in der Membran. Da es sich um regulierbare Proteine handelt, welche einen leitenden
oder nicht-leitenden Zustand einnehmen kdnnen, ist das Einbringen eines Wahrscheinlichkeitsfaktors fir den
Proteinzustand unabdingbar. P spiegelt diesen Faktor wieder und wird als Offenwahrscheinlichkeit des Kanals
bezeichnet. Da im Rahmen dieser Arbeit keine Einzelkanalmessungen durchgefiihrt wurden und die exakte An-
zahl der Kanale im gemessenen Membranpatch nicht bekannt ist, ist hier die relative Offenwahrscheinlichkeit zu
verwenden. Diese spiegelt die Aktivitat der Kandle wieder und ergibt sich aus dem Verhaltnis von gemessener

zur maximaler Stromantwort, wenn die Kanalanzahl und -leitfahigkeit als konstant angesehen wird.

P I
rel. P = 2 - mit N, o = konstant (2)
PO, max Imax
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2.2 Bestimmung des ECs)-Wertes der pH-Aktivierung von TREK-Kanalen

lonenkanéle kénnen durch Bindung einer Vielzahl von Molekilen moduliert werden. Die entsprechenden Mo-
lekile interagieren mit ihren spezifischen Bindungsstellen im Protein und beeinflussen so die Kanalstruktur. Der
lonenkanal wird durch die Bindung eines Liganden nicht direkt ge6ffnet, wie es in der Zustandsgleichung (2) der
Falle ware. Stattdessen wird zunachst, ausgehend vom geschlossenen Kanal (Gleichung 3, G = Geschlossen),
ein quasistationarer Ubergangszustand (G*) des Proteins eingenommen, welcher dann in die leitende Konfor-
mation des Kanal-Liganden-Komplexes (ibergeht (Gleichung 3, O = Offen). Dieser Ubergang ist unabhéngig
von der Konzentration freien Liganden ([L]) und, wie die vorherige Protein-Liganden-Bindung, reversibel. Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist hierbei die Protein-Liganden-Bindung, somit kann die schnelle Konfor-
mationsanderung in der Betrachtung vernachlassigt werden [Atkins,1996].

[Slk,
Geschlossen G (0] Offen (3)
K1

[Slk, a
G G* — o (4)

Ky B

_ [Slk,
mit —— = Ky = Dissoziationskonstante

7 [S] = Substratkonzentration

k = Geschwindigkeitskonstanten der
(M Hin- und Y Riickreaktion (a, B: Analog)

Far die Betrachtung der relativen Offenwahrscheinlichkeit (rel. Pp) des lonenkanals kann hier demnach von ei-
nem Zwei-Zustandssystem ausgegangen werden, dessen Zustandsbesetzung einer Boltzmann-Verteilung folgt.

. . . no -E./RT
relative Offenwahrscheinlichkeit: rel. P, = N = e

mit ng = Anzahl offener Kanale
N = Gesamtanzahl der Kanéle

E, = Aktivierungsenergie
R = universelle Gaskonstante
T = Temperatur

Die relative Offenwahrscheinlichkeit ist demnach definiert als der Anteil der gedffneten lonenkanéle (ng) relativ
zu ihrer Gesamtanzahl (N) und ist abhangig von der Temperatur (T) und der ndtigen Aktivierungsenergie E4
des Kanals. Die Anwendung der Boltzmann-Verteilungsfunktion fiir ein Protein-Liganden-System flihrt zur Hill-
Gleichung, dargestellt in Abbildung 8 (rechts, oben). Nach vollstdndiger Absattigung der Bindungsstellen durch
den applizierten Liganden wird ein stabiler Endzustand eingenommen. Aus einem solchen Protein-Liganden-
System ergibt sich nach Auftragung der vollstandig gesattigten Konzentrations-Wirkungskurve und Anwendung
der Hill-Gleichung der spezifische Parameter der Konzentration des halomaximalen Effektes (ECsg) [Hille,2001].
Abbildung 8 zeigt dies am Beispiel der Norfluoxetin-(NFX)-Inhibition (bis 1 mM) am TREK2-Kanal.
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Die mit der Ligandenkonzentration ([L]) variierende StromgréRe wird auf den héchsten Stromwert normiert und
beides gegeneinander aufgetragen. Mit Hilfe der Hill-Gleichung (Abbildung 8) kann im Anschluss die Steilheit
der Messkurve als Maf3 fur die Anzahl der jeweils ndtigen Bindungspartner herangezogen werden (Hg, Hill-
Koeffizient). Die Dissoziationskonstante Kp ist eine Protein-Liganden-spezifische Konstante und zeigt die Kon-
zentration an, bei welcher dis- und assozierte Ligandenanteile im Gleichgewicht vorliegen. Diese Konzentration
bei halbmaximalem Effekt wird als ECsq (‘effective concentration’) bezeichnet und dient zur Beurteilung der Bin-
dungsaffinitat eines Liganden an das entsprechende Protein. Im Falle des in Abbildung 8 gezeigten Effektes
des NFX kann auch von einem ICsq (‘inhibitory concentration’) geprochen werden, da der Strom des Kanals
durch den Liganden NFX inhibiert und nicht aktiviert wird. Fir die Verwendung von Protonen als Liganden der
Proteinbindung kann diese Gleichung ebenfalls angewendet werden. Durch den dekadisch logarithmierten Cha-
rakter des pH-Wertes kann, bei der Bestimmung der halbmaximal-effektiven Protonenkonzentration pHsg, auf
die andernfalls ndtige Logarithmierung der Ligandenkonzentration ([L], Abbildung 8) verzichtet werden.

1.0 Offenwahrscheinlichkeit P

Imax
()

0.8

0.6

0.4+

0.2+

Stromstérke | (normiert auf |, )

0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000
Ligandenkonzentration [L] (uM)
Abbildung 8: Ermittlung des EC5q und des Hill-Koeffizienten (Hgx) am Beispiel der Norfluoxetin-(NFX)-Inhibition des
TREK2-Kanals. Die Stromstarke normiert auf ihren Maximalwert (1/l,,,,) und aufgetragen gegen den dekadischen Lo-
garithmus der Ligandenkonzentration ([L]), ergibt die Konzentrations-Wirkungskurve (rot). Mittels Hill-Gleichung (oben

rechts) ergibt sich sie Konzentration des halbmaximalen Effektes (ECsg, grin) tber Bestimmung der Dissoziations-
konstante Kp und der Hillkoeffizient aus der Steilheit des Graphen, als Maf3 fir die Anzahl der benétigen Liganden.

Generell sind alle generierten Daten als arithmetische Mittelwerte (MW) + Standardfehler (STF) angegeben,
welche sich durch Gleichung 6 beschreiben lassen und die Anzahl (n) der Messungen einbeziehen.

Z (x-MW)? (6)
n-1 mit x = Datenpunkt

STF=———— MW = Mittelwert
\n n = Anzahl der Experimente
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2.3 Abschatzung der relativen Offenwahrscheinlichkeit

Die Offenwahrscheinlichkeit (Pp) von lonenkanalen ist nur durch Einzelkanalmessungen exakt bestimmbar. Bei
der Messung von makroskopischen Strémen Uber viele lonenkanale kann aber auf eine Abschatzung (rel. P,
siehe Gleichung 2) zurlickgegriffen werden. Hierbei wird die StromgroBe des inaktiven Kanalzustandes (I,x3)
in Relation zur maximal aktivierbaren StromgréBe (l,45) gesetzt. In Abbildung 9 wird die Beurteilung der Wir-
kung von Mutationen auf die reltive Offenwahrscheinlichkeit von TREK1-Kanélen dargestellt. Das verwendete
3-Punkte-Messprotokoll ist im folgenden beschrieben.

Zur Charakterisierung der 82 Cystein-Kanalmutanten wurde jeweils der inaktive Grundzustand bei pH 8 und die
maximale Stromsteigerung durch pH 5 bestimmt und ausgewertet. Zur qualitativen Beurteilung kleiner Effekte
wurde zudem stets die Aktivierung bei pH 6 betrachtet, welche einer halb-maximalen Stimulation im TREK1-
WT-Kanal entspricht (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Auswertung der 3-Punkte-Bestimmungen zur Charakterisierung der 82 Punktmutationen des TREK1-
Kanals. Bestimmung der relativen Offenwahrscheinlichkeit (rel. Pp) durch Quotientenbildung von Basal- (pH 8) und
Maximalstrom (pH 5) am Beispiel des TREK1-WT mit 5 £ 0.7 % (n= 29).

Die Verwendung der Hill-Gleichung zur Analyse der Daten einer 3-Punkte-Bestimmung ist ungeeignet, da sowohl
die Steigung der Kurve (Hill-Koeffizient, Hg), als auch die effektiven halb-maximalen Protonenkonzentrationen
(pHso) stark von der Offenwahrscheinlichkeit der mutierten Kanéle, sowie der Anzahl der Messpunkte abhangig
sind (Abbildung 9B). Die Charakterisierung der Mutanten beruht also primar auf der Betrachtung der relativen
Offenwahrscheinlichkeit (rel. Pp) des Grundzustandes bei pH; 8, gegenliber der maximalen Aktivierung durch
pH; 5 und lasst sich durch einfache Quotientenbildung bestimmen (Abbildung 9C). Im Falle des TREK1-WT-
Kanals ergibt sich eine rel. Pp von =~ 5 4 0.7 % (n = 29). Dieser Wert dient als Maf3 flir die Kanalaktivitat des
Grundzustandes (Grundaktivitat) und fortan als Referenz zur Beurteilung der Grundaktivitat der systematisch
substituierten TREK1-Kanéle.
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2.4 Chemische Modifikation von Cysteinen zur Untersuchung von lonenkanalen

Schon 1977 beschrieben Kenyon und Bruice reaktive Sulfhydryle und kategorisierten sie nach ihren vielfaltigen
Eigenschaften [Kenyon & Bruice,1977]. Sulfhydryl- oder auch Thiolgruppen haben die allgemeine Form R-SH
und bestehen aus einem Thioalkohol (-SH, Thiol) und einem organischen Rest R, dessen Charakter die Eigen-
schaften der Sulfhydryl-Reagenzien festlegt. Die reaktiven Thiole kénnen, je nach Bindungspartner, reversible
oder irreversible Bindungen ausbilden. Enthalt der Reaktionspartner ein Schwefelatom mit freien Elektronen-
paaren, so bilden sich durch Oxidation kovalente Disulfidbriicken, deren lonisierungsenergie so hoch ist, dass
die Reaktion nur mit Hilfe von starken Reduktionsmitteln reversibel ist.

Akabas et al. [1992] nutzten dies zur Entwicklung von kleinen, reaktiven Methanthiosulfonaten (MTS) mit ver-
schiedenen Eigenschaften, welche irreversibel an die Thiolgruppen von Cystein-Seitenketten binden kénnen.
Das negativ geladene Methanthiosulfonat MTSES™ (2-Sulfonatoethyl-MTS, CH3S0O,SCH,CH,SO3 ~), wie auch
das MTSET™ (2-(Trimethylammonium)ethyl-MTS, CH3S0O,SCH,CH,>NMes *, Abbildung 10C) mit positiver La-
dung, sind mittlerweile sehr gut etabliert und auch in dieser Arbeit zur Uberpriifung der Zuganglichkeit eingefiihr-
ter Cystein-Seitenketten (SCAM, ‘Substituted-cysteine-accessibilty method’) im TREK1-Kanal zur Anwendung
gekommen.
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Abbildung 10: Die irreversible MTSET"-Modifikation an Cystein-Seitenketten des TREK-Kanals. A: Thiolgruppen
freiliegender Cystein-Seitenketten werden durch freie Elektronenpaare reaktiver Thiosulfonate in einer Disulfidver-
kniipfung irreversibel gebunden. B: Markierung einer exemplarischen Einzelmutation im TREK-Strukturmodell in
Frontal- und intrazellularer Porenansicht (PDB-ID: 4BW5 [Dong et al.,2015]). Aufgrund der pseudo-tetrameren Di-
merbildung von K,p-Kanélen werden Einzelmutationen hier stets zweifach und gegeniiberliegend in das funktionel-
le Protein eingefiihrt. Das hier verwendete Methanthiosulfonat MTSET™ bringt nach vollstindiger Modifikation zwei
nahezu spiegelbildlich lokalisierte, positive Ladungen in die Proteinstruktur ein. C: Stromantwort einer MTSET -
Modifikation als darstellendes Beispiel zur Beurteilung der Modifikationsgeschwindigkeit. Die Modifikationsverlaufe
kdnnen dabei linear, einfach oder zweifach exponentiell sein. Vergleichend wurde daher die absolute Stromverénde-
rung durch MTSETY (Al = Ig7 - Iy (vor MTSET)) bestimmt und die Zeit nach halomaximaler Modifikation (t1/2)
manuell ausgewertet (Pfeile). Die relative Stromveranderung wurde mittels Quotientenbildung aus Ig7 und Iy errech-
net, Aktivierungsfaktoren Ar >1 zeigen eine Stromsteigerung und <1 eine Inhibition durch MTSET+-Bindung.

Bedingt durch den nahezu symmetrischen Aufbau von K;p-Kanalen aus zweimal der selben Untereinheit (Abbil-
dung 10B, TREK2-Struktur, schwarz/weif3, PDB-ID: 4BW5 [Dong et al.,2015]), wird die Substitution einer einzel-
nen Aminosaure zweifach in den dimeren Kanal eingebracht (Abbildung 10B, exemplarische Cystein-Mutation,
gelb). Appliziert man ein Thiosulfonat, kdnnen entsprechend beide eingeflihrten Cysteine modifiziert werden.
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Das reaktive, positiv geladene Methanthiosulfonat MTSET™ wird schnell hydrolysiert und muss bei Raumtem-
peratur mit einer Halbwertzeit von etwa 11 bis 55 Minuten [Karlin & Abakas,1998] ziigig verwendet werden.
Um die gewtlinschte Konzentration applizieren zu kénnen, wurde der weilBe Feststoff vor jedem Experiment
frisch in Lésung gebracht und innerhalb weniger Minuten verwendet. Durch seine hohe Reaktivitat bilden die
freien Elektronenpaare des zweifach gebundenen MTSET " -Schwefelatoms, schnell und irreversibel, stabile Di-
sulfidbricken zu Thiolgruppen frei liegender Cystein-Seitenketten aus (Abbildung 10A). Die Einbringung zweier
positiver Ladungen (Abbildung 10B, griin) durch eine MTSET "-Modifikation sorgt fiir eine Stérung der Protein-
struktur. Sie interagieren mit umliegenden Aminosauren und beeinflussen so die Eigenschaften des Kanals.
Der zumeist zweifach exponentielle Kurvenverlauf kann sich je nach Kanalzustand zu einem exponentiellen
oder linearen Modifikationsverlauf verandern. Um die Zuganglichkeiten der 82 Cystein-Mutationen im aktiven
(pH 5) und inaktiven Zustand (pH 8) vergleichen zu kénnen, wurden zunachst die absoluten Stromveranderun-
gen (Al), nach vollstandiger MTSET " -Modifikation (Iz7) in Bezug auf den Ausgangsstrom (ly,, vor MTSET™),
bestimmt. LieBen sich Stromveranderungen durch die Bindung des MTSET* ermitteln, wurden die Geschwin-
digkeiten der Modifikationen, Uber die Zeit des halb-maximalen Effektes (t; /), ausgewertet. Abbildung 10C zeigt
das prinzipielle Vorgehen und die zeitlichen Unterschiede im Vergleich von zweifach exponentiellem zu linearem
Ratenverlauf (Pfeile).

Der Aktivierungsfaktor Ar (Abbildung 10C) stellt die relative Veranderung der StromgréBe dar und ergibt sich
aus dem Verhaltnis des initialen Stromes (ly, vor MTSET™), zum aktivierten Strom (lg7) nach der MTSET -
Applikation. Ein Ar > 1 reprasentiert demnach eine Aktivierung, Ar < 1 eine Inhibition des Stromes.

2.5 Darstellung der Proteinstrukturen

Alle gezeigten Stukturmodelle wurden mittels der Grafiksoftware PyMOL (DeLano Scientific LLC, Schrédinger)
generiert. Die bereits veréffentlichten Kristallstukturen wurden hierzu aus der RCSB-Proteindatenbank entnom-
men (PDB-ID) und die fraglichen Bereiche oder einzelne Aminosaure-Seitenketten hervorhebend markiert.
Vergleiche der Aminosauresequenzen wurden mittels CLC-Sequence Viewer 7 (QIAGEN Aarhus A/S) durch-
gefuhrt und vereinzelt auch mittels dieser Software dargestellit.

2.6 Praparative Methoden
2.6.1 Systematische Einfiihrung von Cysteinen durch DNA-Mutagenese

Die Einflihrung von Punktmutationen in das TREK1-Kanalprotein erfolgte via ortsspezifischer Mutagenese von
DNA-Plasmiden (‘site-directed mutagenesis’ [Hutchison,1978]). Unter Verwendung der ‘QuikChange’-Technik
wird, mit Hilfe eines im Zentrum mutagen entworfenen Primers, die zirkulare Plasmid-DNA (‘Template’) via
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert. AnschlieBend werden die parentalen und damit methylierten
Plasmide durch Dpnl-Restriktionsenzyme verdaut, welche ausschlie3lich methylierte DNA spaltet. Die mutierte,
unmethylierte DNA wird in E. coli transformiert, isoliert [Miniprep-Kit, Thermo Scientific] und extern sequenziert.
Korrekt mutierte DNA wurde wiederum durch E. coli vervielfaltigt, isoliert [Midiprep-Kit, Thermo Scientific] und
im Anschluss an die Praparation per Gelelektrophorese kontrolliert, sowie die Konzentration photometrisch bei
280 nm (Absorbtionsspektroskopie, Nanodrop) bestimmt.
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Alle Mutationen im Rahmen dieses Projektes basieren auf dem pBF-Plasmid [Baukrowitz et al.,1999] des
rTREK1-Kanals (GenBank-Kennnummer: NM_172042.2), dieses tragt eine Ampicillinresistenz, wodurch nur
plasmidtragende Bakterien selektiv kultiviert werden.

2.6.2 RNA-Synthese aus DNA-Plasmiden

Als RNA-Synthese-Matrizen dienten im Zuge dieses Projektes Klone des rTREK1-WT-Plasmides (NM_172042.2)
und darauf basierende Mutationen, sowie Klone des hTREK2 (NM_021161.4) und hTRAAK (AF247042.1).

Die verwendeten TREK-Konstrukte der in-vitro-Transkription wurden in den pBF-Oozytenvektor (TRAAK: pFAW-
Vektor) eingebracht und tragen den bakteriellen T7-RNA-Promotor als Bindungsstelle der RNA-Polymerase. Zur
Synthese der RNA wurde das mMESSAGE mMACHINE-Kit (Ambion) bzw. AmpliCap-Kit (Cellscript) verwendet.
Die DNA-Basensequenz wird hierbei komplementar in RNA transkribiert und an das 3‘-Ende der linearen RNA
eine Adenosin-Nukleotid-Kette (Polyadenylierung) angehangt. Die gereinigte RNA wurde per Gelelektrophore-
se kontrolliert und im Anschluss elektrophysiologisch auf Aktivitat getestet. Die Konzentration der generierten
RNA-Transkripte wurde photometrisch bei 260 nm bestimmt und lag in der Regel zwischen 1-2 ug/ul.

2.6.3 Praparation der Oozyten

Eizellen des Krallenfrosches der Arten Xenopus laevis und borealis bieten zahlreiche Vorteile als Expressi-
onssystem fiir Membranproteine (Abschnitt 2.1, Patch-Clamp-Technik). Einer ist die vergleichsweise einfache
Gewinnung und Praparation der Oozyten. Ein Tauchbad in 400 ml einer 5 mM Tricain (Ethyl-3-aminobenzoat-
Methansulfonat)-I6sung fiir 10 bis 15 Minuten sedierte die Frésche fir etwa eine Stunde. Die Oozyten wurden
in dieser Zeit chirurgisch aus dem oberflachlich an der Bauchwand liegenden Ovarium entnommen und das
Ovargewebebindel umgehend in die Waschldsung Uberfihrt. Der etwa 1 cm lange Einschnitt in der Bauchde-
cke wurde vernaht, der Frosch katalogisiert und bis zur nachsten Entnahme mindestens drei Monate geschont.
Nach einigen Spilgéangen der Oozyten in der Waschlésung und grober mechanischer Vorzerkleinerung des Bin-
degewebes mittels einer Schere, wurden die Oozyten fiir etwa 45 Minuten in Collagenase (CLS Il, 14400 Units)
geschwenkt, um Uberflissiges Bindegewebe und Oozyten der Stadien | bis 11l zu entfernen. Die nun vereinzelten
Eizellen konnten nach mehrmaligem Spilen in Inkubationslésung fir mehrere Tage aufbewahrt und zur elektro-
physiologischen Analyse verwendet werden.

Im Anschluss an die Entfernung der zellversorgenden und reifeférdernden Follikelmembran [Dumont & Brum-
met,1978] wurden pro Eizelle etwa 0.1 ul RNA Uber scharf abgeschragte Glaspipetten (2-5 ym Durchmesser,
Borosilicat, Hilgenberg GmbH, Malsfeld) steril injiziert. Mittels eines Pipetten-Ziehgerates (‘Puller’, Sutter Instru-
ments, USA) wurden im Vorfeld die nétigen Injektionspipetten aus diinnwandigen Borosilicat-Kapillaren schmal
ausgezogen und in Kanilenform scharf abgebrochen. Unter RNase-freien Bedindungen erfolgte dann die RNA-
Microinjektion unter einem Stereomikroskop mittels einer manuellen Injektionspumpe. Nach der Inkubation der
Oozyten flr zwei bis drei Tage bei 16-18° wurde die formgebende und transparente Vitellinschicht um die Plas-
mamembran mit spitzgeschliffenen Pinzetten manuell entfernt und die Oozyte in die Messlésung Uberfuhrt. Die
Messung erfolgte wie in Abschnitt 2.1 beschrieben in der ‘inside-out’-Konfiguration. Je nach GréBe und Stabilitat
der Stromantworten wurde die RNA zur optimalen Expression mit RNase-freiem Wasser verdiinnt.
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2.7 Aufbau und Messpraxis der Patch-Clamp-Technik

Aus dickwandigen Borosilicat-Kapillaren (Science Products GmbH) wurden zunachst die bendtigten Patch-
Pipetten spitz ausgezogen und im Anschluss zur Abrundung der Glasrénder auf einen Offnungsdurchmesser
von 5-10 um hitzepoliert (Mikro Forge, Narishige). Die stumpfe Pipettenspitze wurde zur verbesserten Abdich-
tung mit der Plasmamembran in Paraffin-Ol getaucht und die Pipette via eines Mikrofilamentes mit extrazellularer
Messldsung befiillt. Nach Bildung eines Gigaseals und EntreiBen des etwa 75-300 pum? groBen Areals der Plas-
mamembran (Macro-Patch), erméglichte ein Mikromanipulator den schnellen Wechsel des Messmediums durch
die Steuerung der Patch-Pipette vor ein mehrgéngiges Applikationssystem (Abbildung 11).

Die Messung der Anderung des Membranpotentials erfolgte stets gegen eine AgCl-Referenzelektrode innerhalb
der Messlésung. Das Uber die Ag/AgCl-Messelektrode detektierte Signal wurde in den Vorverstarker (Heads-
tage, EPC10, HEKA) geleitet, dort invertiert und in den Verstarker (Patch-Clamp-Verstarker, EPC10, HEKA)
eingespeist. Nach erneuter Signalsteigerung und Invertierung gelangte das Signal Uber einen Analog-Digital-
(A/D)-Wandler in den Messrechner, welcher die nun digitalisierten Daten verarbeitete. Mit Hilfe der PatchMaster-
Software (HEKA) konnten die Signale erfasst, reguliert und analysiert werden. Voreingestellte Regulationsproto-
kolle dienten zur Festlegung der Messkonfigurationen und regulierten die Membranspannung im jeweils notwen-
digen MaBe. Das generierte Antwortsignal wurde zunachst wieder analogisiert und nach erneuter zweifacher
Invertierung in Verstarker und Vorverstérker, zur(ick auf die Messelektrode geleitet.
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Abbildung 11: Technischer Aufbau der Patch-Clamp-Experimente. Messkammer mit Oozytenbad, mehrgangi-
gem Applikationssystem und Mess-, sowie Referenzelektrode. Die gemessene Spannungsanderung wird vor-
verstarkt (EPC10 Headstage, HEKA), dann in den Patch-Clamp Verstéarker (EPC10, HEKA) geleitet, nach Analog-
Digitalumwandlung in den Messrechner eingespeist und mittels PatchMaster-Software (HEKA) analysiert.

Zur Vermeidung von elektrischen Stérungen wurde die Erdung von Referenz und Verstarker auf alle elektroni-
schen Komponenten ausgedehnt. Sowohl das verwendete inverse Mikroskop (Zeiss), als auch der Mikromani-
pulator (phythron®) wurden mit dem System auf einem Potential gehalten. Die Platzierung des Messaufbaus auf
einem schwingungsgedampften Tisch (TMC”™) umgeben von einem Faradaykafig, ermdglicht dann die weitest-
gehend stérungsfreie Messung von Membranstrémen zwischen 10~!! bis 10~7 Ampere.
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3 Ergebnisse

Dieser Abschnitt der vorliegenden Arbeit fasst die Ergebnisse der elektrophysiologischen Untersuchungen an
den Kyp-Kanadlen TREK1, TREK2 und TRAAK zusammen. Detaillierte Beschreibungen zu den Methoden und
Auswertungen sind im Abschnitt 2 zu finden.

Zur Analyse der intrazellularen Regulation der TREK/TRAAK-Subfamilie wurde im Rahmen dieser Dissertati-
on ausschlieBlich die ‘inside-out’-Patch-Clamp-Technik verwendet. Sofern nicht anders angegeben, wurden die
Messungen bei Raumtemperatur, einem kontinuierlichen Membranpotential von -80 mV und unter symmetri-
schen Kaliumbedingungen mit je 120 mM K™ innen und auBen durchgefiihrt. Die vollstindigen Angaben zu
allen verwendeten Losungen und Geraten finden sich im Anhang (Abschnitt 5.1 - 5.4).

3.1 Intrazellulares pH-Gating der TREK/TRAAK-Subfamilie

Die pH-Regulierbarkeit der K,p-Kanalfamilie wurde bereits in vorausgehenden Arbeiten beschrieben und dabei
die polymodal stimulierbare TREK/TRAAK-Subfamilie als potent pH;-aktivierbare Untergruppierung identifiziert
(siehe Abschnitt 1.3). Einleitende Experimente zur Verifizierung der bereits publizierten Daten zur Aktivierung
der Kanale im sauren und basischen Milieu ([Maingret et al.,1999b; Kim et al.,2001a]) zeigten deutliche Unter-
schiede innerhalb der Subfamilie. Abbildung 12 stellt die pH;-induzierte Aktivierung von TREK1-, TREK2- und
TRAAK-Kanalen anhand der Stromantworten (A) und deren Auswertung (B + C) vergleichend dar.
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Abbildung 12: Die intrazellulare pH-Aktivierung von TREK1-, TREK2- und TRAAK-Kanélen. A: Beispiele der Stro-
mantworten der TREK/TRAAK-Subfamilie innerhalb des stabilen Messbereichs von pH 10 bis pH 4.5/ 3.5 (-80 mV)
mit initialem 1 mM TPenA™-Block (Pfeile). B: pHso-Bestimmungen der sauren und alkalischen Aktivierung via Hill-

Gleichung und C: maximale Stromsteigerung der Kanale als Aktivierungsfaktoren des basischen (Ar, imax = lnax/lmin,
TREK1, TREK2 und TRAAK: pH 10) und sauren Milieus (Af, ax, TREK1: pH 5, TREK2: pH 6, TRAAK: pH 4.5).
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Die dargestellten Konzentrations-Wirkungsbeziehungen der TREK/TRAAK-Subfamilie (Abbildung 12A) wurden
durch eine schrittweise Erh6hung des pH-Wertes um 0.5 generiert und anschlieBend mittels der Hill-Gleichung
geplottet und vergleichend analysiert (Abbildung 12B). Die halbmaximale Aktivierung des TREK1-Kanals (pHsg)
lag im sauren Millieu bei pH 6.1 (£ 0.1, n = 13, Abbildung 12B, schwarz) und die maximale Stromsteigerung
des TREK1-Kanals lieferte die Erh6hung des intrazellularen pH-Wertes (pH;) auf 5 (Abbildung 12A+C, Ar, ax,
rot). Hierbei kam es zu einer 120-fachen Zunahme des Grundstromes (4 19, n = 13), welche durch den Aktivie-
rungsfaktor Ar, ,qx (Abbildung 12C, schwarz) beschrieben wird und sich durch Quotientenbildung aus maximal
pH;-aktivierbarem Strom (I, 5) und Grundstrom (I, g) ergibt. Reziproke Betrachtung liefert dann die basale
Offenwahrscheinlichkeit relativ zum pH;-aktivierbaren Maximalstrom bei pH 5 und ergab im Falle des TREK1-
Kanals eine relative Offenwahrscheinlichkeit von etwas Uber 1 % (+ 0.2, n = 13, wobei Ipp,a+ = 0 %). Die
Stromzunahmen des TREK1-Kanals fiel im basischen pH;-Bereich, mit einer maximalen Aktivierung des Fak-
tors 14 (£ 2, n = 11, Af, ;uax, Abbildung 12C, grau), deutlich geringer aus und wurde mit einem pHso von 9.6 (+
0.1, n =11, Abbildung 12B, grau) erst bei sehr niedrigen Protonenkonzentrationen erreicht.

Die pH;-Stimulation des zu 78 % sequenzhomologen TREK2-Kanals zeigte klar unterscheidbare Kanaleigen-
schaften. Zum Einen erreichte die Stromzunahme ihr Maximum hier bereits bei einem pH-Wert von 6 (Abbildung
12A, TREK2, rot). Zum Anderen wirkte sich die vergleichbar hohe basale relative Offenwahrscheinlichkeit des
TREK2-Kanals von etwa 6 % (£ 0.1, n = 9) dramatisch auf die Starke der pH;-Aktivierung aus. Die méglichen
Stromsteigerungen waren hier deutlich geringer, als bei der TREK1-Aktivierung niedriger Grundaktivitat. Die
ermittelten TREK2-Aktivierungsfaktoren von 22 (& 4, n = 9, Ar 4y, Abbildung 12C, TREK2) im sauren und
9 (+ 1, n = 11) im basischen, zeigten vergleichbare Stromzunahmen durch Erh6hung oder Erniedrigung des
pH;-Wertes (Abbildung 12C, TREK2). Die halomaximale Aktivierung lag im basischen Millieu (pHsg ,) mit pH
9.3 (£ 0.1, n = 11, Abbildung 12B, TREK2, grau) und 7.0 (& 0.1, n = 9, Abbildung 12B, TREK2, schwarz) in
saurer Umgebung (pHso. 5), jeweils ndher am minimal leitenden Grundzustand des Kanals in pH 8.

Die pH;-Aktivierung des TRAAK-Kanals zeigte nahezu reziproke maximale Aktivierungsfaktoren gegendiber dem
TREK1-Kanal. Die maximale Stromsteigerung um den Faktor 126 (=27, n =10, Ar, ;ax, Abbildung 12C, TRAAK)
zeigte sich hier bei pH; 10, also in basischer Umgebung. Ob diese Aktivierung maximal war, konnte aufgrund der
Patch-Instabilitat ab einem pH-Wert von 11 nicht abschlieBend bestimmt werden. Die azide Aktivierung resul-
tierte lediglich in 15-facher (4= 4, n = 7, Af, ,uax, Abbildung 12C, TRAAK) Stromzunahme der geringen, basalen
relativen Offenwahrscheinlichkeit des TRAAK-Kanals im Grundzustand bei pH; 6. Zudem ergab sich ein pHsq
von 4.9 (£ 0.1, n =7, Abbildung 12B, grau) und ein pHsg ; von 8.9 (£ 0.1, n = 10, Abbildung 12B, schwarz).

3.2 Cystein-Mutagenese identifiziert funktionell kritische Aminosauren

Die Modellvorstellung der intrazellularen pH-Aktivierung von TREK-Kanalen Uber Porensegmentbewegungen
nach C-terminaler Protonierung, beruht auf der Entdeckung des pH;-sensorischen Glutamates im proximalen
C-Terminus [Honoré et al.,2002], den bereits publizierten Kristallstrukturen [Browhan et al.,2012/2014b; Dong et
al.,2015; Lolicato,2015], sowie einem Verlust der Weiterleitung C-terminaler Signale durch Mutationen innerhalb
des M4-Segmentes des TREK2-Kanals [Zhuo et al.,2016]. Der Mechanismus der Ubertragung des Signals Giber
das M4-Segment hinweg auf den regulierten Selektivitatsfilter ist bisher ungeklart. Die Identifizierung beteilig-
ter Aminosauren der Porensegmente ist daher von zentraler Bedeutung und wurde im Rahmen dieser Arbeit
zunachst durch den systematischen Austausch einzelner Aminosauren untersucht.
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Alle drei Mitglieder der TREK/TRAAK-Subfamilie leiten bei physiologischem pH; nur wenig Strom. Die potente
pH;-Aktivierung der niedrigen Grundaktivitat ist demnach mit der Kanaléffnung aus dem Grundzustand zu as-
soziieren. Die besonders niedrige Grundaktivitdt des TREK1-Kanals im physiologischen pH;-Bereich von 7.2,
sowie dessen potente azide Aktivierung (Abbildung 12), qualifizieren TREK1 als Modellkanal zur Aufklarung der
pH;-Regulierung der TREK/TRAAK-Subfamilie. Die Bestimmung der halbmaximalen effektiven Protonenkonzen-
tration (pHsg), sowie des Hill-Koeffizienten (Hg) zeigte sich zur vergleichenden Auswertung ungeeignet, da die
Cystein-Substitution die Grundaktivitat vieler TREK1-Mutanten drastisch steigerte. Anhand der Stromantworten
des nativen TREK1-Kanals (Abbildung 12A+C, sauer) wurden daher die Stromstarken im Grundzustand bei pH;
8 (Basalstrom), bei halbomaximaler Aktivierung (pH; 6) und nach maximaler Stromsteigerung (pH; 5) bestimmt
und so zunachst die Destabilisierung des Grundzustandes analysiert (Abbildung 13A+B).
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basal (pH 8) _ 'max (pH 5)
pH7.2 rel. Po ous = I Ag ons= I
-80 mV max (pH 5) basal (pH 8)
120 K 100 % & o
TREK1- TREK1- N
WT WT £
rel. Po oy
120 K g =5+07% A
- A R e Ve
pH5 F, pH 5 v _d T 0 e
=~31.6+3.2 X ol
pH 6 2 L (n= 2+9) W ” intrazellulére
LH 8 pH8 El»w_s _______________ 5 "? Porenansicht
1 mM TPenA 5|8 - C-Terminus

Abbildung 13: Messprotokoll zur Analyse der Gating-Funktionalitét einzelner Aminoséure-Substitutionen in den po-
renformenden Segmenten M2, M3 und M4 des TREK1-Kanals. A: Inside-out Patch-Clamp-Messprotokoll mit pH;-
Wechsel von 8 auf 6 und 5 (symmetrisch 120 mM KT innen und auBen, bei konstant -80 mV) mit TPenA™-Block
in pH 8. B: Typische Stromantwort des TREK1-WT-Kanals, mit exemplarischer Bestimmung der basalen, relativen
Offenwahrscheinlichkeit (rel. Po, pg g) von 5 % (£ 0.7, n = 29), relativ zum maximal pH; 5-aktivierbaren Strom. C: C
ytoplasmatische Kanalansicht der analysierten Seitenketten der Porensegmente M2, M3 und M4 im Strukturmodell
(PDB-ID: 6¢@6, [Lolicato el al.,2017]).

Als MaB fiir die Beurteilung des Substitutionseffektes auf die Grundaktivitat der Kanale, wurde die basale relati-
ve Offenwahrscheinlichkeit als Quotient aus Basal- (pH; 8) und Maximalstrom (pH; 5) herangezogen. In diesem
dreistufigen pH;-Messprotokoll zeigte sich flir den TREK1-WT eine relative Offenwahrscheinlichkeit von 5 % (+
0.7, n = 29, Abbildung 13B) und ein mittlerer Aktivierungsfaktor Ag g 5 von 31.6 (£ 3.2, n = 29). Zur Diskrimi-
nierung von Kanal- und Hintergrundstrémen wurde der Basalstrom der Kanéle (pH; 8) stets mit 1 mM TPenA™
blockiert und so der Hintergrund jeder Messung bestimmt (Abbildung 12 und 13, ff., Blockpfeile). Abbildung 14
fasst die relativen Offenwahrscheinlichkeiten des Grundzustandes der drei untersuchten Porensegmente in Bal-
kendiagrammen zusammen. 32 Kanale der insgesamt 82 Cystein-substituierten Loki zeigten keine signifikante
Steigerung der Grundaktivitat (Abbildung 14, schwarze Balken). Der Austausch der 49 Ubrigen Aminosauren
offenbarte jedoch eine groB3e Variabilitat innerhalb der Grundaktivitat der untersuchten Kanale.

War der Basalstrom gegentiiber dem nativen TREK1-Kanal (Abbildung 14, gelb) mindestens verdoppelt, so wur-
de die entsprechende TREK1-Mutation als destabilisierend eingestuft (Abbildung 14, graue Balken). Die relati-
ven Offenwahrscheinlichkeiten lagen zwischen 10 % (£ 0.1, n = 20, Abbildung 14, D309C) und 122 % (£ 5, n =
20, Abbildung 14, A302C). Einzig im Falle des TREK1-G296C waren keine funktionellen Kanéle exprimierbar.
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Abbildung 14: Die Steigerung der Grundaktivitat des TREK1-Kanals durch Cystein-Substitution von Aminosaure-
Seitenketten der porenformenden Segmente M2, M3 und M4. Eine mindestens verdoppelte, relative Offenwahrschein-
lichkeit (Po, graue Balken) gegeniiber der des TREK1-WT-Kanals (5 4= 0.7 %, n = 29, gelb) deutet auf eine Grund-
zustandsdestabilisierung, bis zum vélligen Verlust der pH;-Regulierbarkeit bei Pp = 100 %, hin. Mitte: Lokalisation
der 82 Mutationen im Strukturmodell (intrazellulare Porenansicht, PDB-ID: 6cq6, [Lolicato el al.,2017]), sowie die
Stromantwort von TREK1-E321C (M4, Protonensensor, rot, Kasten) als darstellendes Beispiel eines Protonenblocks,
sichtbar durch den Gatingverlust der Kanalmutation.

Bedingt durch die oben beschriebene Normierung auf den maximal pH;-aktivierbaren Strom bei pH; 5 (TREK1-
WT), repréasentiert eine relative Offenwahrscheinlichkeit (pH; 8) tiber 100 % einen konstitutiv gedffneten Kanal.
Als darstellendes Beispiel ist hier das pH;-sensorische TREK1-E321C gezeigt (Abbildung 14, rot). Eine pH;-
regulierte SchlieBung der Kanéle war hier nicht mehr zu erreichen und eine dauerhafte Kanaléffnung war die Fol-
ge. Eine Erhéhung der Protonenkonzentration resultierte in einer Inhibition, wobei sich die StromgréBen der ver-
schiedenen pH;-Zusténde nur geringfligig unterschieden. 1mM TPenA™ blockierte den Strom nahezu vollsténdig
und schloss so einen Einfluss von Hintergrundstrémen auf die gemessenen StromgréBen aus. Ursachlich fir
die pH; 5-bedingte Stromabnahme war hier offenbar ein direkter Protonenblock durch hohe H*-Konzentrationen
innerhalb der Kanalporen [Chen et al.,1996; Starkus et al.,2003; Khan et al.,2006; Van Slyke,2012], welcher
im pH;-aktivierten Strom stabilerer Strukturen nicht sichtbar war. Kanéle dieses Phanotyps zeigten demnach
keinerlei Sensitivitat fiir Protonen mehr. Cystein-Mutationen mit einer relativen Offenwahrscheinlichkeit > 50 %
werden nun im folgenden als funktionell kritisch eingestuft, in den Abbildungen 15 bis 21 im Einzelnen dargestellt
und ihre jeweiligen strukturellen Besonderheiten erlautert.
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3.2.1 Der C-Terminus und pH;-sensorische Bereiche

Der titrierbare Sensorbereich fir die Regulation der TREK1-Kanalaktivitat Uber intrazellulare Protonen liegt
im proximalen C-Terminus und wird geformt durch die Glutamate TREK1-E320~ und -E324~, mit TREK1-
E321~ (Abbildung 15A,B+E, violett), als pH;-sensorischer Seitenkette [Honoré et al.,2002]. Die Trunkierung des
Glutamat-reichen distalen C-Terminus (AC100, Abbildung 15A) hinter TREK1-R326 verringerte die messbaren
Stromgrd3en um etwa das achtfache (1,4, pu 5, Abbildung 15C), die Gatingfunktion und pH;-Aktivierbarkeit (Ab-
bildung 15D) blieben jedoch erhalten.
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Abbildung 15: Trunkierung des distalen C-Terminus hinter TREK1-R326 und Permutation des pH;-sensorischen
E3217. A: C-terminale Sequenz des TREK1-WT mit AC100-Trunkierung und den Glutamaten TREK1-E321™ (violett),
-E320™ und -E324~ (rot). B: C-Terminus mit den entsprechend zu A markierten Glutamaten im Strukturmodell (PDB-
ID: 6¢@6, [Lolicato el al.,2017]). C: Die maximal pH;-generierbare Stromstéarke (l,,4x) war ohne distalen C-Terminus um
das 8.4-fache verringert. D: Ein nahezu halbierter Aktivierungsfaktor bedingt eine etwa verdoppelte Grundaktivitat im
Vergleich zum TREK1-WT-Kanal im 3-Punkt-Messprotokoll). Stromantworten der E: TREK1-WT-E321™, F: TREK1-
E321D, G: TREK1-E321K™, H: Mutationen zu neutralen (Q, A, V) oder positiv geladenen Seitenketten (C, K) éffneten
den Kanal dauerhaft (rel. Pp = 100%), einzig die E321D~-Mutation (rot) zeigte einen inaktiven Kanalzustand.
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Im dreistufigen pH;-Messprotokoll ergab sich eine basale relative Offenwahrscheinlichkeit des TREK1-WT-Kanals
von 5 % (£ 0.7, n = 29, Abbildung 13B) sowie ein mittlerer Aktivierungsfaktor (Ar, ,u 5) von 31.6 (£ 3.2, n = 29,
Abbildung 15C). Die leicht erhdhte Grundaktivitat des TREK1-AC100 von 9 % (4 0.6, n = 60) war auf eine we-
niger potente pH;-Aktivierung zuriickzufiihren (Af, ,z 5 = 14.7 = 1.1, n = 60, Abbildung 15C), da durch Bindung
pharmakologischer Aktivatoren innerhalb der TREK1-Pore, vergleichbare basale relative Offenwahrscheinlich-
keiten von TREK1-AC100 und TREK1-WT-Kanal beobachtbar waren (nicht gezeigt).

Eine Analyse der beiden C-terminalen Mutationen TREK1-E320C und -E324C des pH;-sensorischen Glutamat-
blndels bestatigte die grundlegende Rolle des TREK1-E321~ bei der protoneninduzierten Aktivierung des Ka-
nals. Es zeigten sich lediglich leicht erhdhte, aber nicht kritisch gesteigerte Grundaktivitaten von TREK1-E320C
(rel. Po =13 £ 2.7 %, n = 6) und -E324C (27 £ 8.7 %, n = 6), im direkten Vergleich zu TREK1-E321C (104 +
7.4 %, n = 6, Abbildung 14, M4). Das in Abbildung 14 bereits exemplarisch dargestellte Glutamat E321~ zeigte
sich auch hier als priméare pH;-sensorische Seitenkette des TREK1-Kanals fiir Anderungen der Protonenkonzen-
tration, da der Kanal durch E321~-Substitution gegen verschiedene Aminosauren seine Gatingfunktion verlor
(Abbildung 15F,G+H). Allein die Substitution gegen das ebenfalls negativ geladene Aspartat (E321D~, Abbil-
dung 15G) konnte die Gating-Funktion des Kanals erhalten, wohingegen der Austausch gegen positiv geladene
(K™, Abbildung 15G+H) oder ungeladene (A, Q und V, Abbildung 15H) Aminosaureseitenketten zu konstitutiv
gedffneten Kanélen fiihrte, welche stets einen Protonenblock zeigten.

Die verodffentlichte TREK1-Kristallstruktur (PDB-ID: 6¢cq6, [Lolicato el al.,2017]) bildet lediglich die gehobene
Konformation der TREK1-Helices ab. Um die Lage der einzelnen Seitenketten in gesenkter und gehobener
Struktur betrachten zu kénnen, wurden die publizierten Kristallstrukturen (PDB-ID: 4XDJ/4BWS5 [Dong et al.,2015])
des zu 78 % sequenzhomologen TREK2-Kanals als Strukturmodelle gewahlt. Die farbliche Markierung aller ge-
ladenen Aminosauren in der Proteinstruktur (Abbildung 16) zeigt die primare Lokalisation negativ geladener
Seitenketten (Glutamat E™, rot ; Aspartat D, rosa) in den extrazellularen Proteinregionen, wohingegen die in-
trazellularen Bereiche der Helices vornehmlich positiv geladene Lysin- (K™, griin) und Arginin-Seitenketten (R™,
hellgriin) tragen. Die Lipidmembran durchspannenden Regionen sind nicht titrierbar, weisen also keine gelade-
nen Seitenketten auf (Abbildung 16B).

In der intrazellularen Porenansicht des TREK2-Modelles (gesenkte Struktur, PDB-ID: 4XDJ [Dong et al.,2015],
Abbildung 16A+C) zeigt sich ein sdumender Ring aus vier Aspartat-Residuen (TREK1-D194™ und -D3097)
und zwei Argininen (TREK1-R312") um den Poreneingang der stets gedffneten, unteren Verengung der TREK-
Kanalpore (analog einem ‘helix bundle crossing’, Abbildung 16C, PDB-ID: 4XDJ/4BWS5 [Dong et al.,2015]). Eine
Stabilisierung des Poreneinganges durch ionische Interaktionen ist hier nicht auszuschlieBen. Eine essentielle
Rolle dieser Aminosauren ist aber aufgrund der lediglich leicht gesteigerten Grundaktivitdten nach Austausch
gegen Cysteine unwahrscheinlich (Abbildung 16D, rel. Pp, ,5 3: TREK1-D194C =10 % 4 2.5, n =12 ; -D309C
=10% £ 2.1,n=20und -R312C =26 % £ 7.0, n = 6).

Durch die Proteinorientierung des TREK1-R312" (Abbildung 16A+C) zusammen mit der cytosolischen Lokali-
sation der TREK1-K316™ (nicht gezeigt, PDB-ID: 6cq6 [Lolicato et al.,2017]), wurde der Ubergang von M4 in
den C-Terminus an der Position TREK1-1314 (Abbildung 16C, schwarz) festgelegt.
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Abbildung 16: Die Verteilung aller geladenen Seitenketten innerhalb des TREK1-Kanals. Glutamate (E™, rot), As-
partate (D™, rosa), Histidine (H, schwarz), Lysine (K™, griin) und Arginine (R™, hellgriin) im Strukturmodell (PDB-ID:
4XDJ/4BWS5 [Dong et al.,2015]), A: intrazelluléare Porenansicht und B: Frontalebene. C: Fokus auf den porensdumen-
den Arpartat-Arginin-Ring aus TREK1-D194~, -D309~ und -R312" am unteren Poreneingang (Vergleich: gesenkter
und gehobener Zustand PDB-ID: 4XDJ/4BWS5, [Dong et al.,2015], 1314, schwarz, Ubergang zum C-Terminus) mit
WT-ahnlichen Grundaktivitdten der entsprechenden Cystein-Mutationen (D). E: Relative, basale Offenwahrscheinlich-
keiten nach Cystein-Substitution der geladenen M2-M3-Seitenketten um TREK1-E208~ deuten auf eine mdgliche
ionische E208~-R222" -Interaktion im geschlossenen Zustand des Kanalproteins (pH; 8). Zudem erhdhte Grundak-
tivitat von TREK1-K206C und -D209C (*) mit Seitenkettenabsténden von 7.0 A in gesenkter und 8.6 A in gehobener
Konformation. F: Fokus auf die Ladungsumgebung des einzigen intrazellularen Glutamates der TREK1-Pore (TREK1-
E2087), lokalisiert im Ubergang von M2 zu M3. Lage und Entfernung der geladenen Seitenketten in struktureller Nahe
zu TREK1-E208™, mit -D209~ (8 A, rosa) und -R222% (6 A, hellgriin/schwarz) in Interaktionsreichweite bei gesenkter
Konformation der Helices (violett, links).
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Im Ubergang von M2 zu M3 sorgt der Cystein-Austausch von TREK1-E208~ fiir einen nahezu vollstandigen
Verlust der pH;-Aktivierbarkeit, mit einer basalen relativen Offenwahrscheinlichkeit von 70 % (£ 6.1, n = 20,
Abbildung 16E) und identifiziert diese TREK/TRAAK konservierten Glutamat-Seitenketten als grundlegende
Aminosaure der Gatingfunktion der TREK1-Kanalpore (Abbildung 16F). Eine Betrachtung der Abstédnde des
TREK1-E208™ zu umliegenden, geladenen Seitenketten, zeigt das positiv geladene, TREK/TRAAK konservierte
Arginin R222", welches im gesenkten Kanalzustand in ausreichender Nahe fiir eine E208~-R222* -Interaktion
orientiert ist (Abbildung 16E, links, E208~-R222" ~ 6 A). In gehobener Struktur erweitert sich die Distanz auf
10 A, sodass es sich, wie die lbrigen umliegenden, geladen Seitenketten (TREK1-K202*1, -K206™", -R212"
(1212 in der TREK2-Struktur [Dong et al.,2015]), -K213™ und -K220™, Abbildung 16E), nicht in Interaktionsnahe
zu TREK1-E208™ befindet (Abstand > 10 A, Abbildung 16E, grau). Auch die hohe Grundaktivitat nach Cystein-
Austausch von TREK1-R2227 (rel. Py = 93 % =+ 4.9, n = 20, Abbildung 16F) deutet auf eine grundlegende Rolle
dieser Arginin-Seitenketten fiir die Stabilisierung des inaktiven Grundzustandes des TREK1-Kanals hin.

Das benachbarte, negativ geladene Aspartat TREK1-D209~ zeigt in gesenkter Konformation einen 7.0 A Ab-
stand zu TREK1-K206" (rel. Po = 47 & 6.1 %, n = 10, Abbildung 16E, *) und 8.6 A in gehobener Struktur,
wodurch eine ionische Interaktion méglich wird. Der E208~-D209~-Abstand dndert sich beim Ubergang von ge-
senkter zu gehobener Struktur ebenfalls nur wenig (Abbildung 16E, D209, rosa, 6 - 8 A). Somit formt sich ein
doppelt negativ geladenes Motiv im unteren Bereich des Porensegmentes M2, mit einem nahezu vollstandigen
Verlust der Kanalfunktion nach Cystein-Austausch des TREK1-E208™.

Die leicht erhdhten relativen Offenwahrscheinlichkeiten des TREK1-E320C (13 4+ 2.7 %, n = 6, Abbildung
17A+B, schwarz) und TREK1-E324C (27 & 8.7 %, n = 6, Abbildung 17A+B, violett), waren mit der des TREK1-
D209C, bei einer Grundaktivitat von 24 % (+ 5.4, n = 10, Abbildung 17B, violet), vergleichbar und deuten auf
eine mdgliche Beteiligung dieser Seitenketten an der Detektion der pH;-Umgebung des TREK1-Kanals. Die
negativen Ladungen liegen etwa in der selben Ebene und bilden ein sensorisches Glutamat-Quadrat um den
intrazellularen Poreneingang des TREK1-Kanals (Abbildung 17C, rot). Abbildung 17C zeigt die Lokalisation von
TREK1-E321~ und -E208™ im TREK1-Strukturmodell (PDB-ID: 6cg6, [Lolicato el al.,2017]). TREK1-E321~ ist
hier zur Membran, TREK1-E208™ hingegen zur Pore orientiert. Die strukturelle Anh&ufung der negativen La-
dung legt eine sekundare pH;-sensorische Rolle des TREK/TRAAK-konservierten TREK1-E208~ nahe (Abbil-
dung 17D).

Bei ladungsgleichem Austausch des TREK1-E208™ gegen Aspartat (E208D~, TREK1, Abbildung 17F) blieb die
Gatingfunktion des Kanals erhalten, vergleichbar dem -E321D~ (Abbildung 15F+H). Wie der C-terminale pH;-
Sensor TREK1-E3217, ist das TREK1-E208™ innerhalb der TREK/TRAAK Subfamilie konserviert (Abbildung
17D). Wohingegen die benachbarten Aminosauren (Analog TREK1-D2097) in ihren Eigenschaften von anio-
nisch (TREK1, -D~, rot), liber positiv geladen (TREK2, -K™, griin) zu ungeladen (TRAAK, -A, grau) variieren.
Im basisch aktivierten TRAAK-Kanal stieg die relative basale Offenwahrscheinlichkeit nach Cystein-Austausch
des TRAAK-E154™ auf 80 % (£ 2.7, n = 9, TREK1-E208~ -Analogon) im Vergleich zum nativen Kanal mit 2 %
(£ 0.5, n = 10, Abbildung 12) Grundaktivitat bei pH; 6. Daher scheint auch hier das konservierte Glutamat eine
essentielle, regulatorische Rolle einzunehmen, welche es zu untersuchen galt.
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Abbildung 17: Die pH;-sensorischen Bereiche des TREK1-Kanals. A: Stromantworten nach Cystein-Substitution
des C-terminalen Glutamat-Blindels aus TREK1-E3207, -E321~ und -E324~, mit vélligem Gatingverlust nach Sub-
stitution des priméren pH;-Sensors TREK1-E321~ (mitte, rot). B: Relative basale Offenwahrscheinlichkeit des C-
terminalen Glutamat-Blindels, sowie von TREK1-E208~ (rot) und D209~ (violett) im Balkendiagramm. C: Lokalisa-
tion von primaren (C-Terminus) und sekundaren (M2-M3-Ubergang) pH;-Sensorbereichen in intrazelluldrer Poren-
ansicht und Frontalebene des TREK1-Strukturmodelles (PDB-ID: 6cq6, [Lolicato el al.,2017]), mit TREK1-E320~
(schwarz), den Sensoren TREK1-E321~ und -E208™ (rot), sowie -E324™ und -D209~ (violett). D: Sequenzvergleich
der primaren und sekundaren Sensorbereiche innerhalb der TREK/TRAAK-Subfamilie zeigt die Konservierung bei-
der pH;-Sensoren. E: Stromantwort nach nahezu vollstdndigem Verlust des pH;-Gatings durch Cystein-Substitution
des sekundaren pH;-Sensors TREK1-E208™, sowie intaktes Gatingverhalten nach ladungsgleichem TREK1-E208™ -
Austausch gegen Aspartat (D). F: Stromantwort auf basischen pH-Wert des dauerhaft aktiven TRAAK-E154C nach
Cystein-Austausch des TREK/TRAAK konservierten Glutamates (Analog TREK1-E208~) des M2-M3-Uberganges.

C-Terminus
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3.2 Cystein-Mutagenese identifiziert funktionell kritische Aminoséduren 3 Ergebnisse

3.2.2 Die Interaktionstriade der Porensegmente M2, M3 und M4

Ein Vergleich von Sequenzen, Struktur und elektrophysiologisch gewonnenen Daten offenbarte zwei in der
TREK/TRAAK-Subfamilie konservierte Seitenketten mit stark erh6hter Grundaktivitat in unmittelbarer Nahe des
sekundaren pH;-Sensors TREK1-E208™ (Abbildung 18). Zusammen bilden diese drei Seitenketten eine Interak-
tionstriade, welche die Segmente M2 (TREK1-E208~), M3 (TREK1-R222") und M4 (TREK1-W310), innerhalb
einer TREK1-Untereinheit, in gesenkter Helixkonformation stabilisieren (Abbildung 18B, rot).
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Abbildung 18: Substitution nach Cystein in der strukturellen Umgebung der E208™ enthlillte eine kritische und
TREK/TRAAK spezifische Aminosaurentriade. A: Stark erhdhte rel. Pp der TREK1-E208C, -R222C und -W310C
im Balkendiagramm. B: Lokalisation der ERW-Interaktionstriade im TREK-Strukturmodell (PDB-ID: 4XDJ [Dong et
al.,2015]) C: Sequenzvergleich dieser TREK/TRAAK-konservierten Seitenketten.

Der Austausch des konservierten Tryptophans TREK1-W310 durch Cystein erh6hte die basale relative Offen-
wahrscheinlichkeit des Kanals auf 48 % (4= 4.3, n = 23, M4, Abbildung 18A). Cystein-Substitution des medialen,
positiv geladenen R222™" destabilisierte den Kanal bis zum Gatingverlust mit einer relativen Py von 93 % (&= 4.9,
n = 20, M3, Abbildung 18A), sodass eine pH;-induzierte Inaktivierung des TREK1-Kanals nicht mehr méglich
war. TREK1-E208~ und TREK1-R222" sind iiberdies in weiteren K,p-Kanalen konserviert. Das Trypthophan
TREK1-W310 ist dagegen einzig innerhalb der TREK/TRAAK Subfamilie vertreten und findet sich in keinem
weiteren K;p-Kanal. Diese domanenibergreifende Interaktionstriade ist demnach ein gemeinsames und spezi-
fisches Merkmal der TREK/TRAAK-Subfamilie.
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3.2 Cystein-Mutagenese identifiziert funktionell kritische Aminoséduren 3 Ergebnisse

Abbildung 19 gibt einen Einblick in die Lokalisation dieser drei Aminosauren in den beiden postulierten Zustéanden
der TREK2-Modelle (PDB-ID: 4XDJ/4BWS5 [Dong et al.,2015]. In der gesenkten Helixkonformation (Abbildung
19, griin) liegen die drei Seitenketten nahe beieinander. Mittlere Abstande von 7.2 (E208 - R222) und 3.7 A
(R222 - W310) weisen auf eine stabilisierende Interaktion hin, welche in der gehoben Anordnung der Porenseg-
mente (Abbildung 19, schwarz), mit Abstdnden von 10.1 (E208 - R222) und 12.5 A (R222 - W310), nicht mehr
mdglich ist.

Die Destabilisierung des inaktiven Grundzustandes durch Cystein-Austausch, festgestellt anhand der relativen
Po der konstitutiv gedffneten Kanale der mutierten ERW-Triade (Abbildung 18A) impliziert, dass der inaktive
Zustand von TREK/TRAAK-Kanalen der gesenkten Helixkonformation ahnelt (Abbildung 19, griin), wohingegen
der aktive Zustand der gehobenen Konformation entspricht (Abbildung 19, schwarz).

angehobene Helixkonformation
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Abbildung 19: Lage und Interaktionsabstande der ERW-Doméanentriade in Frontal- (VergéBerung aus Abbildung
18B) und Rickansicht in den TREK2-Strukturmodellen (PDB-ID: 4XDJ/4BWS5, [Dong et al.,2015]). Mittlere Abstande
von 7.2 (E208-R222, rot) und 3.7 A (R222-W310, rot) deuten auf eine ionische (-/+) -pi- () Interaktion der drei
Seitenketten in der gesenkten Helixkonformation (links, grin). Die Seitenkettenorientierung und Abstande von 10.1
(E208-R222, schwarz) und 12.5 A (R222-W310, schwarz) schlieBen eine ERW-Interaktion in gehobener Konformation
(rechts) aus.

36



3.2 Cystein-Mutagenese identifiziert funktionell kritische Aminoséduren 3 Ergebnisse

3.2.3 Die kritische Region unterhalb des Glycin-Knicks des M2-Segmentes

Im Vergleich von Struktur und elektrophysiologischen Daten zeigte sich ein Blindel von fiinf Cystein-substituierten
Seitenketten stark erhdhter Grundaktivitdt unmittelbar oberhalb der stabilisierenden ERW-Triade (Abbildung
20A+B). Das Biindel ist direkt unterhalb des M2-GxG-Knicks (griin, Abbildung 20C+D) lokalisiert, welcher schon
von Lolicato et al. als Ausgangspunkt einer M2-Rotation am TRAAK-Kanal beschrieben wurde [Lolicato et
al.,2014]. Drei der finf Seitenketten sind hierbei membran- oder cytosolisch orientiert. Die Mutationen an F200
und A302 (Abbildung 20A) zeigten hier die gréBten Wirkungen mit relativen Po-Werten von 111 % (+ 3.7, n = 11,
F200C) und 122 % (£ 4.4, n = 20, A302C) und die Seitenketten eine proteinorientierte Ausrichtung (Abbildung
20D). Die Lageveranderung des M2-Segmentes von gerader Ausrichtung in gesenkter (links) zu gekrimmter
Segmentanordnung in der gehobenen Helixkonformation (rechts) zeigt Abbildung 20C.

AM2
rel. Po, pH 8
100 % T
50 % 1
0-
(¢} O O 0 O 0 O O O
Q ‘L > D © A D Q N O X9 Q
S oY O O °.» O O O Q' O Q7 O O QO
‘;@@@ N \// L g i %4)
GxG-Knick
B Seitenansicht C Seitenansicht G191 M2
extrazellular ‘gesenkte - extrazellular G193
Konformation :
intrazellular
90° G191 ‘gesenkt’ ‘gehoben’
P gerade gestreckt gekriimmte Helix
D intrazellulare Porenansicht G191
M2 G193 M2

M4 -
YO
YO ( €M2
P s

T <
F200% 7-G197
T198
1199

ERW-
Interaktion intrazellulare _J
intrazellular Porenansicht ‘gesenkt’ "gehoben’

Abbildung 20: Das kritische Biindel um TREK1-F200 oberhalb der ERW-Déménentriade zeigte Verlust der Gating-
funktion nach Cystein-Austausch. A: rel. Po-Statistik abwarts des ‘GxG-Knicks’ (TREK1-G191/x/G193). B: Lokalisa-
tion von TREK1-F200 (cyan) sowie der ERW-Triade (rot) und der kritischen Seitenketten TREK1-G197, -T198, -1199
(M2, violett), sowie A302 (M4, violett) und G191 und G193 (griin) im Strukturmodell in frontalebenen- und intrazel-
lularer Porenansicht (PDB-ID: 4XDJ [Dong et al.,2015]). C: Gerade ausgerichtetes M2-Segment in gesenkter Helix-
konformation (links) und dessen Krimmung durch Aufwartsbewegung in die gehobene Helixkonformation (rechts).
D: VergréBerung der kritischen Seitenketten (violett) unterhalb des GxG-Knicks (griin) in intrazellulédrer Porenansicht
(links: gesenkte, rechts: gehobene Struktur, analog zu C, PDB-ID: 4XDJ/4BWS5 [Dong et al.,2015]).
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Knapp 10 % der insgesamt 82 untersuchten Aminosauren der Porenhelices waren Phenylalanine und somit,
nach Glycin, Isoleucin und Leucin, die meist vertretene Aminosaure in den untersuchten Regionen der Po-
rensegmente M2, M3 und M4. Mit Ausnahme des TREK1-F200C, zeigten Cystein-Substitutionen der sterisch
anspruchsvollen Phenylalanine kaum eine Veranderung der Grundaktivitat (Abbildung 14), womit TREK1-F200C
eine Sonderstellung einzunehmen scheint.

Eine Uberpriifung der Proteinstruktur offenbarte die Position des TREK1-F200 (M2) inmitten der Porensegmen-
te M3 und M4, eine Ebene oberhalb der ERW-Triade (Abbildung 20B). Die stark erhdhten Grundaktivitdten nach
Cystein-Austausch der strukturellen Umgebung von TREK1-F200 mit basalen relativen Offenwahrscheinlichkei-
ten des TREK1-G197C von 101 (£ 2.5, n = 20), des -T198C von 55 (£ 8.3, n = 24) und des -1199C von 88 %
(£ 11.7, n = 11), sowie des TREK1-A302C von 122 % (£ 4.4, n = 20, M4), markierten diese Porenregion als
kritischen Lokus der Gatingfunktion (Abbildung 20A, violett hinterlegt). Bestatigt wurde diese Annahme durch
die kurzliche Veroéffentlichung der Bindungsstelle des Andsthetikums Isofluran an eben diesen Seitenketten des
TREK1-Kanales ([Wague et al.,2020]). Eine stabilisierende Rolle des TREK1-F200 bei der Segmentausrichtung
war somit eine naheliegende Vermutung, welche es zu prifen galt.

3.2.4 Die Umgebung des Selektivitatsfilters

Fanf Cystein-Mutationen im unteren Umfeld des TREK1-Selektivitatsfilters zeigten ebenfalls kritisches Verhal-
ten. Die relative Offenwahrscheinlichkeit des TREK1-W290C lag bei 97 % (4 4.1, n = 8, Abbildung 21A, blau,
Analog zu [Lolicato et al.,2014]) und des -L188C bei 87 % (£ 7.0, n = 20, Abbildung 21A, M2, griin). Die Kanéle
TREK1-L189C, -1293C und -L297C zeigten mit 48 (+ 4.5, n = 20, Abbildung 21A, M2, grlin), 61 (& 10.9, n =9,
Abbildung 21A, M4, griin) und 51 % (% 3.1, n = 10, Abbildung 21A, M4, griin) ebenfalls deutliche Effekte. Die
Lokalisation und Filterorientierung dieser Aminosauren legt eine Stabilisierung der unteren Selektivitatsfilterregi-
on durch die ersten Windungen der M4-Helix, bis hin zur M2-M4-Uberkreuzung unterhalb des Selektivitatsfilters
nahe (Abbildung 21B). Ein Vergleich von gesenkter (grau) und gehobener (schwarz) Helixkonformation zeigte
lediglich geringfiigige strukturelle Veranderungen dieser Seitenketten (Abbildung 21C).
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Abbildung 21: Kritische Cystein-Mutationen im Umfeld des Selektivitatsfilters, Pp-Auswertung und Lokalisation im
TREK-Kanal. A: L188C und L189C (M2), sowie 1293C und L297C (M4) zeigten jeweils starke Destabilisierung der
Grunzustédnde mit basalen rel. Pp > 50 % (griin). Die hohe Grundaktivitdt des TREK1-W290C (blau, rel. Pp ~ 97
%) weist auf volligen Verlust der Funktionsfahigkeit des Kanals. B: Lage der fiinf Seitenketten in der Frontalansicht
des Strukturmodelles (unten), sowie in M2 und M4 in extrazellularer Porenansicht (oben, PDB-ID: 4XDJ [Dong et
al.,2015]). C: Ein Vergleich von gehobener und gesenkter Helixkonformation zeigt lediglich geringe Lageveranderun-
gen der Seitenketten um den unteren Bereich des Selektivitatsfilters (PDB-ID: 4BW5/4XDJ [Dong et al.,2015].

Die Daten des Cystein-Scans identifizierten kritische Regionen des TREK1-Kanals, mit Filterumgebung, F200-
Lokus, ERW-Triade und Protonensensor TREK1-E321~. Die Vorgange wahrend der Kanalregulation bleiben
dabei allerdings noch weitgehend ungeklart. Die Ubertragung des Signals einer pH;-Aktivierung auf den regulie-
renden Selektivitatsfilter iber die Bewegung der Porensegmente sollte nun anhand von Lageveranderungen der
Seitenketten im Zustand der Aktivierung Uberprift werden. Abgeschirmte Seitenketten sind schlecht oder gar
nicht zuganglich, wohingegen frei liegende Cystein-Seitenketten modifiziert werden kdnnen. Ein Vergleich der
Erreichbarkeit der eingefiihrten Cysteine im leitenden Zustand und inaktiven Kanal gibt somit Aufschluss Uber
die stimulationsbedingte Lageveranderung der substituierten Seitenketten.
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3.3 Die pH;-induzierten Porensegmentbewegungen

Zusatzlich zu den hier bereits vielfach gezeigten Kristallstrukturen des TREK2-Proteins in gesenkter und geho-
bener Helixkonformation (PDB-ID: 4BW5/4XDJ [Dong et al.,2015]) wurde durch Dong et al. ein Protein-Ligand-
Komplex des TREK2-Kanals mit dem inhibierenden Fluoxetin-Derivat Norfluoxetin (NFX) kristallisiert und die
Struktur zur Aufklarung der NFX-Bindungstelle aufgeldst. Die Kristallstruktur zeigt die Lokalisation des NFX tief
in der seitlichen Membran-Fenestrierung des TREK2-Kanals unterhalb des Selektivitatsfilters (Abbildung 22A,
PDB-ID: 4XDK [Dong et al.,2015]).
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Abbildung 22: Die seitiche Membran-Fenestrierung des gesenkten Kanal-Zustandes fungiert als NFX-
Bindungstasche. A: Beteiligte Seitenketten (rot) der Bindungsregion von Norfluoxetin (NFX) im TREK2-Kanal (PDB-ID:
4XDK [Dong et al.,2015]). B: Direkter Vergleich zu gehobener Konformation der Helices mit geschlossener Fenestrie-
rung (rot, PDB-ID: 4BW5 [Dong et al.,2015]). C: Die sterische Hinderung der NFX-Bindung durch Anheben der Helices
via pH;-Aktivierung zeigte sich in der Verringung der Bindungsaffinitat des NFX von ICsg = 4.9, g auf 16.1,4, 5 UM
(U = +40 mV). Zudem Darstellung von Strukturformel und rdumlicher Ausdehnung des NFX-Molekdils (oben).

Der im Rahmen dieser Arbeit ermittelte ICsg, also die Konzentration halbmaximaler Inhibition durch NFX, ver-
schob sich nach pH; 5-Aktivierung von 4.9 (£ 1.1, n = 15) zu 16.2 uM (£ 0.3, n = 28, Abbildung 22C). Diese
Verschiebung zu héheren Konzentrationen bedeutet eine Affinitatsverringerung fiir NFX und suggeriert eine
schlechtere Zuganglichkeit zur Bindungsstelle, méglicherweise Uber das SchlieBen der Membran-Fenestrierung
durch pH;-induzierte Porensegmentbewegungen des TREK2-Kanals.

Einblicke in die Vorgdnge wahrend dieses Ubergangs, gewéahrt die detaillierte Untersuchung der Porensegmente
des Kanalproteins mittels MTS-Verbindungen.
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3.3.1 Die Analyse der pH;-induzierten Porensegmentbewegungen des TREK1-Kanals

Die irreversible Modifikation von Cysteinen durch MTS-Verbindungen ist ein bewéahrtes Mittel zur Analyse von
Zuganglichkeiten einzelner Aminosaure-Seitenketten innerhalb von Proteinstrukturen. Der Aufbau von K, p-Kana-
len, aus zweimal der gleichen Untereinheit, fihrt zur Einfihrung von zwei Cysteinen pro Dimer. Das hier gewahl-
te Methanthiosulfonat MTSET™ bringt demnach zwei positive Ladungen in das Protein ein, deren Wechselwir-
kungen durch Analyse der Stromantworten der modifizierten Cystein-Seitenketten sichtbar werden kénnen.

Die Applikation von 1 mM MTSET™ auf den TREK1-WT-Kanal filhrte zu keiner Veréanderung der Stromantwort
des Kanalproteins (Abbildung 23). Fir MTSET™ erreichbare, Cystein-mutierte Seitenketten zeigten hingegen
klare Veranderungen.

TREK1-WT

keine Veranderung
der pH;-Stromantwort
des TREK1-WT nach
1mM MTSET*-Applikation

Abbildung 23: Applikation von 1 mM MTSET™ auf die Cystein-freie Pore des TREK1-WT induzierte keine Verénde-
rung der Stromantwort auf pH; 8, 6 und 5.

Ein Vergleich der MTSET "-Modifikation in inaktivem (pH; 8) und aktivem Zustand (pH; 5) erbringt Hinweise auf
eine potentielle Abschirmung der Cystein-Seitenketten durch strukturelle Veranderungen wahrend einer pH;-
Aktivierung. Eine Modifikation des TREK1-WT blieb auch im Falle der Applikation von 1 mM MTSET™" auf den
aktivierten Kanal aus (Abbildung 24A). Die dauerhafte Stimulation durch pH; 5 (80 s) zeigte jedoch ein variables
Antwortverhalten, dessen Grund bisher ungeklart ist. In 46 % der TREK1-WT-Experimente kam es zu einer irre-
versiblen Stromzunahme (Abbildung 24B, 1,,..), welche den Kanal dauerhaft destabilisierte. Die pH;-induzierten
Stromantworten aus pH; 8 und 6 waren dabei in noch stérkeren Mafe betroffen, wodurch sich die relative basale
Offenwahrscheinlichkeit dieser Kanale erhéhte.

Die nahezu linearen, irreversiblen Stromzunahmen durch pH; 5 lieBen sich, durch Fehlen eines klaren Modifi-
kationsverlaufes (keine sichtbare Reaktion zum Zeitpunkt der Applikation des MTSET ", Abbildung 24B), unre-
gelmaBiges Auftreten und stark variierende Auspragungen, gut von Modifikationen unterscheiden.

Die gestiegene basale Offenwahrscheinlichkeit spiegelt sich im folgenden im Aktivierungsfaktor des Basalstroms
wieder, welcher den Strom vor und nach der MTSET ' -Applikation miteinander vergleicht. Im Falle des TREK1-
WT-Kanals ergab sich ein mittlerer Aktivierungsfaktor des Basalstroms von 1.7 (4= 0.4, n = 11, Abbildung 24C)
nach MTSET*-Applikation bei pH; 5. Die Aktivierungsfaktoren, der von einer pH; 5-Destabilisierung betroffenen
Cystein-Seitenketten, lagen zumeist im Bereich der Abweichung des TREK1-WT-Kanals (Toleranzbereich).
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Abbildung 24: Eliminierung falsch positiver Ergebnisse ohne klaren Modifikationsverlauf. A: Stabile Stromantwort
des TREK1-WT nach pH; 5-Aktivierung fiir 80 s und Applikation von 1mM MTSET™ (pH 5). B: Lange Stimulierung
durch aziden pH (80 s) induzierte Instationaritat der Strdme zahlreicher Mutanten, wie auch in 46 % der Messungen
des nativen TREK1-Kanals. Eine instationdre Stromantwort steigerte die Maximal- (l,,4,) und in starkerem MaBe
die Basalstrome (lp.sq;) der Kanale (rot). C: Mittelung aller Experimente verminderte den methodischen Fehler aus
instabilen Messungen und ergab einen mittleren Ar des Basalstroms von 1.7 + 0.4 (n = 11, rot) im Falle des TREK1-
WT-Kanals nach 80 s pH; 5-Stimulation.

3.3.2 Die Modifikationsvarianten Cystein-substituierter TREK1-Kanéle

Die Effekte der MTSET "-Modifikation auf die einzelnen Cystein-Mutationen des TREK1-Kanals waren sehr
heterogen. Abbildung 25 zeigt Beispiele fiir die variierenden Einfliisse des MTSET* auf die einander nah loka-
lisierten Mutationen TREK1-S305C und TREK1-L311C.

Die Substitution nach Cystein am TREK1-S305 erhdhte die basale relative Offenwahrscheinlichkeit des TREK1-
Kanals von 5 (£ 0.69, n = 29, Abbildung 14) auf 20 % (£ 4.6, n = 18, Abbildungen 14 und 25A). Wobei die
gemessene Grundaktivitat hier abhangig von der Expression der Kanéle war. Je gréBer der Gesamtstrom, de-
sto héher die Grundaktivitét dieser Kanale. Dieses Phdnomen kann gegenwartig nicht erklart werden.
Applikation von MTSET™ auf den inaktiven oder aktivierten Kanal steigerte die pH;-induzierten Stromantworten
des TREK1-S305C etwa im gleichen MaBe und mit jeweils exponentieller Modifikationsrate (Abbildung 25A).
Die stets starkere Steigerung des Basalstromes (l,4, g), gegenlber der geringeren Zunahme des Maximalstro-
mes (I, 5), resultierte in einer gesteigerten basalen relativen Offenwahrscheinlichkeit von 29 % (+ 5.2, n = 9,
Abbildung 25A, links) nach MTSET " -Modifikation aus pH; 8, beziehungsweise 32 % (+ 4.8, n = 9, Abbildung
25A, rechts) aus pH; 5. Auffallig war hier vor allem die Verlangsamung der Modifikationsgeschwindigkeit von t; /,
=2.7s (£ 0.5, n = 9, pH; 8, Abbildung 25A, links) auf 9.1 s (& 1.3, n = 9, pH; 5, Abbildung 25A, rechts) im
pH;-aktivierten Zustand des TREK1-S305C, dies deutet auf eine verschlechterte Zuganglichkeit der Seitenkette.
Im Falle des TREK1-L311C war der pH;-Wert wahrend der Applikation hingegen entscheidend flr die Modifi-
zierbarkeit der eingefiihrten Cysteine. Eine Modifikation durch MTSET™ entfiel bei hoher Protonenkonzentration
(pH; 5, Abbildung 25B, rechts), wohingegen die Stromantworten nach einer Applikation bei einem pH;-Wert von
8 drastisch reduziert waren (Abbildung 25A, links). Der Strom nahm hierbei auf etwa 20 (l,4x, pa; 5) bis 27 %
(lpasat, pH; 8) der urspriinglichen Stromstarke ab. Die einheitliche Inhibition der Stromantwort (I,4, pH; 8, 6 und 5)
des TREK1-L311C veréanderte dabei nicht das nahezu native pH;-Verhalten, mit einer initialen, relativen Po_ g, 8
von 10 % (£ 1.9, n = 21, Abbildung 14 und 25B). Das Ausbleiben einer Modifikation durch MTSET " -Applikation
bei pH; 5 deutet auf eine sterische Abschirmung dieser Seitenkette im aktivierten Zustand des Kanalproteins
und demnach auf eine signifikante Bewegung der TREK1-L311C-Seitenkette wahrend einer pH;-Aktivierung.
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Abbildung 25: Modulation der Stréme von TREK1-S305C und -L311C ilber MTSET " -Modifikation. A: 1 mM MTSET™
modifizierte TREK1-S305C im inaktiven (pH; 8, links), wie auch im aktiven Kanalzustand (pH; 5, rechts), mit jeweils
exponentieller Modifikationsrate. Die Modifizierung dauerte im aktivierten Zustand etwa dreifach langer (t; 2, ,x;)- B:
absolut pH;-abhangige Modifikation von TREK1-L311C mittels MTSET ™. Links: Inhibition des TREK1-L311C erfolgte
aus inaktivem pH; 8-Zustand des Kanals, ohne signifikante Veranderung der relativen Offenwahrscheinlichkeit (rel.
Po). Rechts: MTSET " -Applikation aus pH; 5 fiihrte zu keiner Anderung der Stromantwort.

Abbildung 26 zeigt die Ergebnisse der MTSET "-Experimente aller drei Porensegmente im Strukturmodell des
TREK1-Kanals (PDB-ID: 6¢cq6, [Lolicato el al.,2017]). Durch MTSET™ aktivierbare Cystein-Seitenketten sind
dabei griin dargestellt und Teil der Kanalpore. Inhibitorisch modifizierte Seitenketten (rot) sind dagegen vorwie-
gend am Porenrand und somit an den Grenzflachen zur Membran oder auch der cytosolischen Wasserphase
lokalisiert. Ausnahme ist hier nur das TREK1-L189C (Abbildung 26), welches in der Ebene unterhalb des Se-
lektivittatsfilters und somit innerhalb der Pore lokalisiert ist. Die Ubrigen inhibitorisch-modifizierbaren Mutationen
des M2-Segmentes befinden sich, wie im proximalen C-Terminus, jeweils an einer Threonin- (T), Valin- (V) und
Phenylalanin-Position (F, Abbildung 26, links), wenn auch das TREK1-T198C hier in deutlicher Entfernung zur
V207C-F211C-Lokalisation gelegen ist. Im C-Terminus liegen die Seitenketten dagegen in helicaler Anordnung,
als inhibitorisch-modifizierbares TVF-Motiv zusammen mit TREK1-S315C, unmittelbar hintereinander.

Eine Reihe von Stichproben mit MTSES™ als modifizierendem Reagenz lieferte qualitativ und quantitativ sehr
ahnliche Ergebnisse. Eine Abhéngigkeit des Modifikationseffektes von der Art der Ladung war daher auszu-
schlieBen. Zusammenfassend lasst eine Modifikation durch doppelte Einflihrung geladender MTS-Molekdle in-
nerhalb der Kanalpore im Allgemeinen eine Aufweitung der Pore und somit den Ubergang in eine, eher geho-
bene, Helixkonformation héherer Offenwahrscheinlichkeit vermuten. Im Gegensatz dazu sinkt die Offenwahr-
scheinlichkeit nach der Modifikation an den Grenzen des Kanalpore und deutet so auf etwaige Membraninter-
aktionen, welche den gesenkten Zustand niedriger Kanalaktivitat zu beglnstigen scheinen.
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Abbildung 26: MTSET"-Effekte der modifizierten Cystein-Seitenketten im Strukturmodell (PBD-ID: 6cg6, [Lolicato
el al.,2017]). MTSET*-Aktivierung (griin) an Mutationen innerhalb der Pore des TREK-Kanals und Inhibition (rot)
von vorwiegend an der Lipidmembran lokalisierten Seitenketten, mit dem Protonensor E321~ (schwarz), sowie dem
inhibitorisch-modifizierten und Selektivitatsfilter-orienterten L189C innerhalb der Pore, in Seitenansicht (links) und mit
Blick durch Pore von intrazellular (rechts).

3.3.3 Die Modifikationseffekte auf Cystein-Einzelmutationen der TREK1-Porensegmente

7 mutierte Seitenketten des M2-Segmentes, sowie 5 Mutationen des M4-Segmentes, wurden durch eine Appli-
kation von MTSET ™ im aktivierten pH; 5-Zustand nicht modifiziert. Wohingegen die Seitenketten im inaktivierten
Zustand eine klare Modifikation zeigten, wie am Beispiel der TREK1-L311C (Abbildung 25B) dargestellt. Dieses
Ergebnis stach besonders heraus, da ein pH;-abhangiger Verlust der MTSET " -Modifikation im inaktiven pH;
8-Zustand nicht beobachtet wurde.

Die pH;-Abhangigkeit der Modifikation zeigte aber sich nicht nur im absoluten Verlust der Bindung im pH;-5
Zustand (‘absolute pH;-Abhangigkeit’), sondern zudem in der protonenabhangigen Geschwindigkeit des Modifi-
kationsverlaufes (Rate). Der Ratenfaktor (Rr) ergab sich aus dem Quotienten der Zeiten halbmaximaler Modifi-
kation (t; /) und stellt die Verlangsamung der Modifikation aus pH; 5 gegenuber der prinzipiell schnelleren pH;
8-Bindung dar. Als Beispiel sei zundchst auf Abbildung 25A zuriickverwiesen, welche exemplarische Messungen
des TREK1-S305C im inaktiven (links) und aktiven Zustand (rechts) zeigt. Im aktivierten Zustand verlangsamte
sich die MTSET"-Bindung hier um das dreifache (RF, s305¢ = 3.4).

Die Auswertung der Ratenfaktoren aller untersuchten Cystein-Seitenketten zeigte eine hohe Variabilitat und
Beschleunigungen der Modifikation auf mehr als das Hundertfache. Die Klassifizierung der Starke der pH;-
Abhangigkeit erfolgte anhand der Messergebnisse. Eine Beschleunigung der Modifikation um 50 % (Rr > 1.5)
wurde als untere Grenze der pH;-Abhangigkeit festgelegt und Mutationen mit einem Ratenfaktor von 1.5 bis 3.5
als 'gering pH;-abhangig’ eingestuft. Cystein-Mutationen mit einem Ratenfaktor von mehr als 3.5 zeigen eine
deutliche Veranderung der Modifikation und wurden somit als 'pH;-abhéngig’ bewertet. Diese Begrenzung er-
folgte ausgehend vom TREK1-1204C-Kanal, den Grund zeigt Abbildung 27.
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Abbildung 27: Lysin-Mutation und Cystein-Modifikationen an TREK1-1204C destabilisieren die ERW-Interaktion.

A: Modifikation durch MTSET™ aus pH; 8 mit zweifach-exponentiellem Ratenverlauf (griin). B: Verlangsamung zu
linear verlaufender Modifikation aus pH; 5 (grau, Rr von etwa 3.5) und Modifikationskontrolle mittels MTSET g, g
(grtin). C: Austausch des TREK1-1204 gegen Lysin 6ffnet den TREK1-Kanal dauerhaft. D: Konservierung und re-
lative Offenwahrscheinlichkeiten der mutierten TREK1-Analoga TRAAK-1150K™ (gelb) und TRAAK-E154C (rot). E:
Orientierung und Lage der TREK1-1204 im Strukturmodell (gelb, PDB-ID: 4XDJ [Dong et al.,2015]) inmitten der ERW-
Interaktion (rot). F: Stromantwort der MeMTS (griin) -Modifikation an TREK1-1204C aus pH; 8. Die Kontrolle mit
MTSET™ (rot) beweist die Vollstandigkeit der Modifikation, mit erhaltener pH;-Gatingfunktion. G: Tabelle 1: Relative
Offenwahrscheinlichkeiten und Modifikationsgeschwindigkeiten unter Verwendung verschiedener MTS-Reagenzien.

TREK1-1204C zeigte durch Modifikation im inaktiven Zustand eine sehr potente Aktivierung des Basalstromes
um den Faktor 18.9 (£ 5.3, n = 11) und eine konstitutive Offnung des Kanals nach Abschluss der Modifi-
kation. Der Modifikationsverlauf war stets doppelt exponentiell, mit einer mittleren Geschwindigkeit von t; , =
5.4 s (Abbildung 27A) und lies sich schon optisch klar von der linear verlaufenden pH; 5-Modifikation unter-
scheiden (Abbildung 27B, grau). Die Definition der Modifikationsgschwindigkeit t; , bedingt in diesem Fall eine
strenge Abhangigkeit des Wertes von der Applikationsdauer. Da der Zeitpunkt der vollstandigen Modifikation
wéhrend der Messung hier schwer zu erkennen und durch lange Applikation bei pH; (Abbildung 24B+C) nicht
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zuverlassig bestimmbar war, wurde die Applikationsdauer nach Messprotokoll auf 40 s festgesetzt. Die Zeit der
halomaximalen Modifikation ergibt sich so zu etwa 20 s (19.2 s £1.2, n = 11). Abbildung 27B zeigt den pH;
5-Modifikationsverlauf flacher Steigung (grau). Die Kontrolle durch Applikation von MTSET™ aus pH; 8 (griin)
beweist die Unvollstandigkeit der pH; 5-Modifikation nach 40 s MTSET " -Applikation.

Verzichtet man auf die Modifikation und ersetzt das TREK1-1204 gegen das gréBere und geladene Lysin, so zeigt
sich auch hier eine konstitutive Offnung des TREK1-Kanals (Abbildung 27C). Eine Untersuchung bestétigte die,
aufgrund der Konservierung angenommene, Ubertragbarkeit dieser Eigenschaften auf den TRAAK-Kanal, denn
sowohl TRAAK-E154C, als auch -1150K zeigten einen Verlust der Gatingfunktion (Abbildung 27D).

Eine Betrachtung der Lage der TREK1-1204 offenbart die Seitenkette inmitten der ERW-Interaktion des gesenk-
ten Zustandes (Abbildung 27E). Eine Destabilisierung dieser Interaktion durch groBe oder geladene Seiten-
ketten und Substituenten scheint daher sehr wahrscheinlich und konnte durch die Verwendung verschiedener
MTS-Reagenzien bestatigt werden (MTS-TBAO™: 8-(Tributylammonium)octyl-MTS, MTSES : 2-Sulfonatoethyl-
MTS und MeMTS: Methyl-MTS, Abbildung 27F+G). Lediglich unter Verwendung des kleinen und ungeladenen
MeMTS blieb die Gatingfunktion mit einer relativen Offenwahrscheinlichkeit von 28 % (Abbildung 27F) erhalten.
Eine Kontrolle durch MTSET *-Applikation bewies die Vollstandigkeit der MeMTS-Modifikation (Abbildung 27G).

Die Tabellen 2 und 3 (Abbildung 28 und 29) beinhalten die Messergebnisse zur pH;-Zustandsabhangigkeit der
untersuchten Porensegmente, sowie eine Beurteilung jeweiligen Abschirmung der Cystein-Seitenketten mittels
dreier Strukturmodelle. Hierzu Dargestellt sind die Aktivierungsfaktoren (Ar) der Basalstromveranderung nach
Modifikation aus pH; 8 und pH; 5. Die Veranderungen der Maximalstromantworten dieser Messreihen finden
sich im Anhang (5.2) und zeigen qualitativ ahnliche Ergebnisse, wobei die Modifikationseffekte hier tendenziell
weniger ausgepragt waren.

Die Aktivierungsfaktoren der modifizierbaren Seitenketten sind farblich hervorgehoben, wobei zwischen einer
Aktivierung (griin) und Inhibition der Stromantworten (rot) zu unterscheiden ist. Die Abh&ngigkeit vom pH;-
Zustand zeigt sich tber einen Vergleich der Modifikationsgeschwindigkeiten t; /, beider Zustande. Der Ratenfak-
tor Rr gilt, als Quotient aus t; >, g, 5 und ty 2, ,p, 8, als MaB fur die Beschleunigung der Modifikation aus pH; 8,
gegenuber der stets langsameren pH; 5-Modifikation. Eine quantitative Bewertung der pH;-Zustandsabhangig-
keit entfiel flir die 12 Cystein-Seitenketten, welche trotz klarer Modifizierbarkeit aus pH; 8, keine Veranderung
der Stromantworten nach MTSET *-Applikation aus pH 5 zeigten. Diese, als absolut zustandsabhangig klassifi-
zierten Mutationen wurden in den Tabellen 2 und 3 mit gelben Balken hervorgehoben.

Um diese Daten nun bewerten zu kdnnen, wurde mittels der Software PyMol die fiir Wasser zugangliche Ober-
flache 'RASA’ (Relative Accessible Surface Area) einer Seitenkette in % berechnet und abschlieBend beurteilt.
Dies erfolgte Anhand der Strukturmodelle TREK1-E306A 'X-Tail’ (PBD-ID: 6cq6), sowie TREK2 'gehoben’ (PDB-
ID: 4XDJ) und TREK2 ’gesenkt’ (PDB-ID: 4BW5). Ubersichtshalber wurden hier lediglich die Bewertungen fiir
modifizierbare Cystein-Seitenketten dargestellt. Problematisch war hier, dass die Abschirmung durch die Lipid-
membran von der Software nicht berlcksichtigt wurde, wodurch eine qualitative Bewertung der Ausrichtung
zur Beurteilung notwendig war (Abbildung 28 und 29: Ausrichtung). Die Reihenfolge spiegelt hier die vorrangige
Orientierung der Seitenkette zu Segmenten (Mxyz), Porenhelices (P), dem M2-M3-Ubergang (M23U), der Fene-
strierung (F), dem intrazellularen Raum (IC) oder der Lipidmembran (Bilayer, B) wieder. Entsprechend zu hohe
Werte der Lipid-orientierten Seitenketten wurden in den Tabellen grau markiert. Das Delta zeigt die Differenz
der RASA von gesenkter und X-Tail-Struktur und stellt so die Stérke der Veranderung der Abschirmung dar.
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A lng | Ae s | Ry R'?,‘/OSA Ausrichtung Ré/fA RA%SA A Ausrichtung
MTSET MTSET TREK1 gehoben mit Bilayer- gehoben gesenkt gesenkt-
pH 8 pH 5 X-Tail Ansicht TREK2 TREK2 X-Tail gesenkt
WT 1.1 1.7
M2
L180C 1.0 1.0
G181C 1.0 1.4
1182C 1.1 1.5
P183C 1.0 1.1
L184C 1.0 1.2
F185C 1.0 1.1
G186C 2.0 50 IC 61 43 -7 IC/L304
F187C 1.1 24  M14/IC 39 24  M1/F-(B-IC)
256, 0 M14P * 2 1 1 M14P
0.8 2.2 7.6 19 IC/M4 * 23 19 1  M4/IC
A190C 1.3 58 IC 54 42 -16  M41-R312
G191C 1.1 1.6
V192C 1.1 1.0
39 IC/M4 * 41 18 21 M4/IC
D194C 1.0 1.0
Q195C 1.0 2.6
L196C 1.1 M43/B>IC * M431/B \
8.0 59 IC * 68 49 -11 M4/IC
T198C 0.5 1.0 M1/B-IC M1/B-IC |
1199C 1.0 1.1
F200C 1.0 M34/B * M34-F229-M306 \
9.8 59 IC * 58 63 5 IC
K202C 0.9 33
G203C 1.1 23
3.5 10 M3/B-IC ERW
5.7 IC-B * IC-B
K206C 1.0 1.2
V207C 0.2 1.0 M3/B * IC-B
E208C 1.2 31 IC/M3 * ERW:IC-R222
D209C 1.0 1.0
T210C 1.1 1.0
[F211c| 0.2 11 B * IC-B
1212C 1.0 4.8
K213C 1.1 2.5
W214C 1.0 1.0
N215C 1.0 1.0 M23U
V216C 1.0 1.3 M23U
S217C 1.0 1.0 M23U
Q218C 1.0 1.0 M23U
Mxyz | Abschirmung durch die Segmente B | Bilayer = Wert zu hoch IC | IntraCellular
M230 | Ubergang von M2 zu M3 F | Fenestrierung P | Porenhelices

Abbildung 28: Tabelle 2: Auswertung der pH;-Zustandsabhangigkeit des M2-Segmentes.
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A lLus | Aelons | Ry R'?,‘/OSA Ausrichtung R’?,‘/OSA Ré/OSA A Ausrichtung
MTSET MTSET TREK1 gehoben mit Bilayer- gehoben gesenkt gesenkt-
pH 8 pH 5 X-Tail Ansicht TREK2 TREK2 X-Tail gesenkt
M3
T219C 0.9 0.9
K220C 1.1 1.6
1221C 1.0 M230(B) M230
9.9 IC-B * ERW:-E208-W310
5.5 B * M4/B-IC
1224C 2.9 B/M2 B/IC
1.8 22 M24-F200-M306 26 14 -8 M24-F200
M4
W290C 1.0 1.0
F291C 1.0 1.0
W292C 1.0 1.0
1293C 1.0 1.4
L294C 1.0 1.0
V295C 1.0 1.0
G296C
L297C 1.0 141
A298C 1.0 1.0
Y299C 1.0 1.3
F300C 1.0 1.0
A301C 1.4 47 M2/C 53 37 -1 M2/IC
40 M23/IC 36 5 35 M2
V303C 1.0 1.2
L304C 20 12 M2P 18 62 51 F-(B-IC)
S305C 34 57 IC 55 64 7 ICIM3
M306C 1.1 25 M3-F229/W310/IC 40 21 -4 M32-F229-F200/W310
1307C 1.0 M2/B * M3/B-IC
G308C 1.3 21 M2/IC 24 49 28 F-(IC-B)
'D309C" 0.6 1.0 14 IC-B 59 58 IC-B
W310C| 0.3 1.1 M3/M306/B>IC 53 31 ERW:-R222
L311C | 0.3 1.0 M21/B * 31 IC-B
R312C 1.0 1.0
0.3 0.7 1.9 IC-B 64 IC-B
1314c P 0.9 [29.1 B * IC-B
S315¢ KX 0.6 |99.9 B * IC-B
K316C 1.0 1.0
K317C 1.0 1.2
0.2 B * ©
K319C 1.1 1.2 o
E320C 1.0 0.8 3.
E321C 1.0 1.1 =
0.4 0.6 B *
G323C 1.0 1.5
E324C 1.4 1.4
0.5 0.8 B * v

Abbildung 29: Tabelle 3: Auswertung der pH;-Zustandsabhangigkeit der M3- und M4-Segmente.
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Da kein pH;-abhangiger Verlust der MTSET " -Modifikation im inaktiven pH; 8-Zustand beobachtet wurde, kann
eine absolute sterische Abschirmung der Cystein-Seitenketten ausschlieB3lich im pH;-aktivierten Zustand erfolgt
sein, welcher durch die gehobene Helixkonformation reprasentiert wird. Aufgrund der schlechten Auflésung der
Seitenketten im Bereich des M2-M3-Uberganges der beiden TREK2-Strukturen, beruht die Beurteilung der Ab-
schirmung also primar auf der gehobenen TREK1-E306A-X-Tail-Struktur. Hier Iasst sich zudem eine Lipidmem-
bran zu der Proteinstruktur hinzufligen, sodass die Beurteilung der mdglichen Abschirmung erleichtert wurde.

Zunachst bilden die 12 absolut zustandsabhangigen Cystein-Seitenketten zwei Gruppen innerhalb des Proteins.
Zum Einen zeigte sich ein Blindel absolut zustandsabhangiger Seitenketten, bestehend aus den finf Cystein-
Mutationen des M4-Segmentes, sowie dem TREK1-F187C (Abbildung 30A). Die lbrigen sind Bestandteil von
M2 und zeigen sich in vorwiegend helicaler Anordnung. Schwarz markierte Seitenketten (Abbildung 30A, sowie
Abbildung 28 und 29, schwarze Sterne) sind innerhalb dieser Struktur véllig durch die Lipidmembran abge-
schirmt, die gelb gefarbten zeigen eine Orientierung entlang der Grenze von Lipidmembran und intrazellularem
Raum. Einzig TREK1-E208C (Abbildung 30A, blau und Abbildung 28 blauer Stern) zeigt eine Ausrichtung in das
Poreninnere, sodass eine Abschirmung innerhalb des Proteins oder durch die Membran unwahrscheinlich ist.

Abbildung 30: Die pH;-zustandsabhangigen Cystein-Seitenketten im Strukturmodell (PBD-ID: 6cg6, [Lolicato el
al.,2017]). A: 12 absolut zustandsabhéngige Seitenketten bilden ein Blindel in der Fenestrierung und eine Gruppe
helical angeordneter Seitenketten in M2. TREK1-E208™ zeigt intrazelluldre Orientierung (blau), die Ubrigen sind zur
Membran (schwarz) oder zur Lipid-Wasser-Grenze (gelb) ausgerichtet. B: Alle pH;-zustandsabhangigen Seitenket-
ten mit einem Rr 3.5. Markierung analog zu A, mit den intrazellular orientieren Glycinen in blau und TREK1-L189,
-E208~ und -R222™" in rot hervorgehoben.
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Abbildung 30B zeigt alle Seitenketten, welche mit einem Ry groBer 3.5, als pH;-zustandsabhangig eingestuft
wurden. Wie TREK1-E208C zeigt eine Reihe von Cystein-mutierten Gylcinpositionen eine rein intrazelluléare
Orientierung (Abbildung 30B, blau und Abbildung 28, blaue Sterne). Ebenso sind TREK1-L189C und -R222C
ins Poreninnere gerichtet (Abbildung 30B, rot und Abbildung 28 und 29, blaue Sterne) und so wirkt auch an
diesen Positionen eine Abschirmung unwahrscheinlich. Die Gbrigen sind analog zu Abbildung 30A markiert und
zeigen mindestens eine Ausrichtung zur Wasser-Lipid-Grenze, wenn sie nicht direkt zur Membran orientiert sind.

AbschlieBend sei noch die Auswertung der relativen Offenwahrscheinlichkeiten nach MTSET " -Modifikation (pH;
8) in Abbildung 31 gezeigt. Schwarze Balken reprasentieren die durch Substitution gegen Cystein hervorgerufe-
nen Offenwahrscheinlichkeiten, analog zu Abbildung 14. Blaue Balken zeigen die relative Offenwahrscheinlich-
keit nach der Modifikation. Cystein-mutierte Kanale deren Offenwahrscheinlichkeiten durch die Modifikation auf
Uber 50 % gestiegen sind, wurden blau hinterlegt und die ERW-Interaktionstriade rot hervorgehoben.

M2 Destabilisierung des Grundzustandes: rel. Pg 3 > TREK1-WT rel. Py 54X 2
rel. Po ous
100 %
0
S B S S T s o T e s e o S S T I W O S Sab b
I R A A A N X N SRV AN AL LR AN A L LN A L AN
M3
rel. Po, ons TREK1-1204C
100 %
0
& o (IRIXS
N
LPPLIIIIY
M4
rel. Po pH 8
100 %
0

O N0 A0 O O OO O OO0 a0 0O OO0 00 OO0 L0 OO
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POV PP PPV EL P eeCreole e
Abbildung 31: Relative Offenwahrscheinlichkeiten nach MTSET " -Modifikation bei pH; 8. Schwarze Balken: Substi-
tution gegen Cystein (Abbildung 14), blaue Balken: nach MTSET"-Modifikation. Mit TREK1-1204C als Beispiel einer
konstitutiven Kanaléffnung (blau) nach MTSET*-Modifikation (griin).
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3.3 Die pH;-induzierten Porensegmentbewegungen 3 Ergebnisse

Eine Betrachtung der nach MTSET*-Modifikation destabilisierten Seitenketten, mit einen Anstieg der relativen
Offenwahrscheinlichkeit auf Gber 50 %, erlaubt die Einteilung in vier Gruppen:

1. TREK1-G193 und -L196 liegen in der gehobenen Struktur unmittelbar unterhalb des M4-Segmentes (Abbil-
dung 32A, blau), sodass hier eine Modifikation die gehobene Struktur begiinstigen kénnte.

2. Zusétzlich zu TREK1-F200C zeigte sich TREK1-F229C nach MTSET*-Modifikation destabilisiert. In gesenk-
ter Konformation geben sich diese beiden Phenylalanine in fast paralleler Ausrichtung zu erkennen (Abbildung
32A, cyan). TREK1-M306 (gelb) befindet sich in derselben Konformation zwischen der F200-F229-(FF)-Pi-
Bindung und der ERW-Interaktionstriade. Modifikationen an beiden Positionen kénnen also die stabilisierende
Interaktion des inaktiven Zustandes erschweren oder verhindern.

3. Im M3-Segment findet sich ein ein destabilisiertes Biindel aus Isoleucinen (Abbildung 31), welches zusam-
men mit TREK1-1204C, die ERW-Interaktionstriade umringt (Abbildung 32B).

4. Abbildung 32C zeigt TREK1-G186 (gelb) und -A301 (blau), sowie das bereits zuvor erwdhnte TREK1-L189
(rot). Diese drei sind alle zum Poreninneren orientiert und liegen innerhalb einer Ebene, direkt unterhalb des
Selektivitatsfilters.

M306
g5 o
Sj 3 oo

A301 G186

Abbildung 32: Nach MTSET"-Modifikation destabilisierte Cystein-Mutationen im Strukturmodell. A: TREK1-G193
und -L196 (blau) unterhalb des M4-Segmentes, sowie -F229 in nahezu paraller Orientierung zu -F200 (cyan). TREK1-
M306 (gelb) im Zentrum von FF-(cyan) und ERW-Interaktion (rot). B: Isoleicinblindel (blau) im Bereich der ERW-
Interaktionstriade (rot) im gehobenen Strukturmodell (PBD-ID: 6cq6, [Lolicato el al.,2017]). C: Die Ebene unterhalb
des Selektivitatsfilters: A301 (blau), G186 (gelb) und L189 (rot).
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3.3 Die pH;-induzierten Porensegmentbewegungen 3 Ergebnisse

Fir TREK1-L189C (Abbildung 32D, rot), mit zunachst relativ normalem pH;-Verhalten stark erhéhter Offenwahr-
scheinlichkeit (rel. Po, pn; 8 = 48 % £ 4.5, n = 20), lag die relative Offenwahrscheinlichkeit nach einer Modifikation
des pH; 5-Zustandes mit 59 % (+ 3.9, n = 10) deutlich unter dem Wert der pH; 8-Modifikation (rel. Pp = 89 % +
5.1, n = 10). Wie im Falle von TREK1-1204C (Abbildung 27) lag dies an einer pH;-abhangigen Verlangsamung
des doppelt exponentiellen Modifikationsverlaufs aus pH; 8 zu linearer Stromentwicklung aus pH; 5.

Diese Kanal-Mutation wies durch MTSET™ eine Inhibition des initial pH; 5-aktivierbaren Maximalstromes um
47 % (£ 2.4, n = 10, Abbildung 33B, blau) auf. Die deutlich geringere Inhibition des Basalstromes bei pH; 8,
um lediglich 24 % (Abbildung 33B, biolett), ndherte die beiden pH;-Zustédnde einander an und reduzierte so
den pH;-regulierbaren Bereich des TREK1-L189C. Die relative Offenwahrscheinlichkeit des modifizierten Ka-
nals lag nun bei 89 % (£ 5.1, n = 10) im Vergleich zu 48 % vor der Modifikation. Der nahezu ganzliche Verlust
des TPenA™-Blocks nach der Applikation des positiv geladenen Methanthiosulfonates war einzigartig im ana-
lysierten Bereich der Segmente M2, M3 und M4. Substitution von TREK1-L189 nach Cystein schwachte den
QAA™-Block zunachst leicht auf 91 % (£ 2.2, n = 10, Abbildung 33B, rot, links) ab, welcher dann, durch Modi-
fikation mittels MTSET™, auf lediglich 6 % (& 1.5, n = 5, Abbildung 33B, rot, rechts) drastisch reduziert wurde.
Da TREK1-L189C unmittelbar unterhalb des Selektivitatsfilters lokalisiert und Teil der TPenA™-Bindungsstelle
ist [Piechotta et al.,2011], war der Verlust des TPenA™-Blocks nach der Modifikation nicht iiberraschend.

MTSET™ appliziert auf den aktiven Zustand des TREK1-L189C (pH; 5, 40 s), zeigte zunéchst keine Veranderung
des Maximalstromes, wohingegen der Basalstrom um den Faktor 2.2 (£ 0.4, n = 10) zunahm. Dies, zusatzlich zu
der verminderten Blockierung des Kanals durch 1 mM TPenA™ auf lediglich 48 % (& 6.12, n = 3, Abbildung 33B,
rot, Mitte), bewies eine Modifikation der TREK1-L189C-Kanale, welche nach 40 s Applikation bei pH; 5 allerdings
unvollstandig war (Abbildung 33B, Kontroll-Modifikation mittels 1mM MTSET;Hi g)- Die Stromantwort in Abbil-
dung 33C zeigt ein Langzeitexperiment der pH; 5-Modifikation. Die repetitive Verwendung des pH;-Protokolls
wahrend der Applikation liber 3000 s offenbarte den Verlauf der Modifikation, sowie des TPenA™-Blocks (rot).
Der Maximalstrom (Abbildung 33C, pH 5, hellgrau) des TREK1-L189C-Kanals blieb zunachst naherungswei-
se konstant und zeigte erst nach etwa 600 bis 800 s eine irreversible Abnahme der Stromgréi3e bis auf 45 %
(nach Abschluss dieses Einzelexperimentes). Die Entwicklung der durch niedrigere Protonenkonzentrationen in-
duzierten Strome (1,4, ¢ und I,y g), nahm dagegen einen vollkommen anderen Verlauf. Der zligige Anstieg der
StromgréBen innerhalb der ersten 600 bis 800 s, ging in einen flachen, inhibitorischen Verlauf der Modifikation
Uber, bis schlieBlich eine relative Offenwahrscheinlichkeit von 104 % erreicht wurde. Der Verlust des TPenA™-
Blocks wurde hier ebenfalls zeitlich aufgeldst (Abbildung 33C, rot). Der Anteil des blockierbaren Stromes sank
mit fortschreitender Modifikation von hier initial 99 auf nur noch 21 %.

Ob, durch die TREK1-L189C-Modifikation, lediglich eine sterische Hinderung des TPenA*-Blocks oder eine
Filterinteraktion des modifizierten TREK1-L189C vorlag, konnte an dieser Stelle durch die Verwendung eines
anderen Reagenzes vergleichbarer GroBe untersucht werden. Hierzu wurde der Effekt auf den TPenA™-Block,
sowie die pH;-Abhangigkeit der MTS-Modifikation an TREK1-L189C durch Applikation des negativ geladenen
MTSES™ analysiert und die Ergebnisse in Abbildung 33D dargestellt.
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Abbildung 33: MTS-Modifikation von TREK1-L189C zeigt Einfluss auf den Selektivitatsfilter. A: Lokalisation des
Selektivitatsfilter-orientierten TREK1-L189C (PDB-ID: 4XDJ [Dong et al.,2015]). B: Dauerhafte Offnung des TREK1-
L189C-Kanals, bei gleichzeitiger Halbierung des Maximalstromes (1,,.x, blau) und Verlust des TPenA"-Blocks (rot)
mit fortschreitender Modifikation auf durchschnittlich 6 von initial 91 %. C: Verlangsamung der Modifikationsgeschwin-
digkeit durch MTSET;:HI, 5 im repetitiven Protokoll (iber 3000 s. D: Konstitutiv gedffneter TREK1-L189C-Kanal nach
Basalstromsteigerung durch MTSES~-Modifikation und Verbesserung des TPenA™-Blocks von 93 auf 98 %.

Eine Applikation von 1 mM MTSES™ auf den aktiven Kanalzustand zeigte ebenso wenig Wirkung auf die pH;-
Eigenschaften des TREK1-L189C-Kanals, wie auf den TPenA™-Block (Abbildung 33D, grau). Die Modifikation
aus dem Zustand geringer Protonenkonzentration bei pH; 8 war jedoch eindeutig und fihrte zu einem vollkom-
menen Verlust der pH;-Regulierbarkeit (griin). Besonders auffallig war dabei die Verbesserung des durch 1 mM
TPenA™ hervorgerufenen Porenblocks auf WT-analoges Niveau, von initial 93 % (& 0.6, n = 8) auf 98 % (&
0.95, n = 8, Abbildung 33D, rot) nach MTSES™-Modifikation. Eine rein sterische Hinderung durch die gebunde-
nen MTS-Reagenzien konnte somit ausgeschlossen und ein méglicher Einfluss des modifizierten TREK1-L189C
auf den Selektivitatsfilter des TREK1-Kanals offenbart werden.
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4 Diskussion

Aktivierungen UGber mechanischen Stress (Ap oder Phospholipide, wie PiP,), mehrfach-ungesattigte Fettsauren,
wie Arachidonsaure und intrazellulare Azidose sind alle mit dem C-Terminus assoziiert und zeigen am TREK1-
Kanal Aktivierungen vergleichbarer Starke und einen Verlust der Aktivierbarkeit nach Alanin-Substitution des
pH;-sensorischen TREK1-E321~ [Honorée et al., 2002]. Nach hinreichend groBer Aktivierung mittels dieser Sti-
muli, geht der spannungsabhéangig auswartsrektifizierende Kanal in einen offenen Hintergrundkanal linearen
Strom-Spannungsverlaufes tber, dessen Verhalten anhand der Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung beschrieben
werden kann [Honoré et al.,2002; Chemin et al.,2005a]. Auch C-terminale Dephosphorylierung Gberfiihrt den
TREK1-Kanal reversibel in einen aktiven Hinergrund- oder ‘Leck’-Kanal [Bockenhauer et al.,2001].

Eine Aufhebung der Spannungsregulierung durch Mutation der K™ -koordinierenden Threonine des konservier-
ten Selektivitatsfiltermotivs, resultierten in einer Insensitivitat gegenuber den genannten Stimuli und weisen so
auf den weitgehend konservierten Selektivitatsfilter, als gemeinsame und primér regulierende Einheit der Kyp-
Kanale [Schewe et al.,2016]. Der Ubertragungsweg der C-terminalen Signale auf den Selektivitatsfilter wurde
bisher nicht aufgeklart und diese Fragestellung konnte auch an dieser Stelle nicht abschlieBend beantwortet
werden. Diese Art der Kanalaktivierung, bezeichnet als 'C-Type Gating’ wurde aber bereits vor vielen Jahren in
Bezug auf TREK-Kanéle postuliert ((Cohen et al.,2008; Bagriantesev et al.,2011/2012; Piechotta et al.,2011]).
Im Rahmen dieser Arbeit bestatigte die Analyse der intrazellularen Porensegmente die angenommene allos-
terische Veranderung der Proteinstruktur, vom C-Terminus bis hinauf zur K'-durchlassigen Filterregion des
TREK1-Kanals. Die erhaltenen Daten offenbarten diverse Seitenketten der Kanalpore, deren Interaktionen den
inaktiven Grundzustand des TREK1-Kanals stabilisieren.

Zur mechanistischen Aufklarung der pH;-Regulation wurde zun&chst der Einfluss von Einzelmutationen auf die
Funktionalitat der intrazellularen Porensegmente des TREK1-Kanals untersucht. Die basale Offenwahrschein-
lichkeit galt dabei als Maf3 flir die Destabilisierung durch systematische Cystein-Substitution einzelner Ami-
nosauren der porenbildenden Segmente M4 (W290-1314) und M2 (L180-W214), sowie des porenformenden
M3-Aufgangs (N215-1224) und des proximalen C-Terminus (S315-R326). Waren die Interaktionen des struk-
turellen Grundzustandes des Proteins nach Mutation einzelner Aminosauren gestért, so wurde der gesenkte
inaktive Zustand des Kanals destabilisiert und eine dauerhafte Offnung der TREK1-Kanale war die Folge. Die
Hoéhe der basalen Offenwahrscheinlichkeit wurde dann zur Beurteilung der Starke der Destabilisierung des
Grundzustandes herangezogen, wobei fiir eine Wahrscheinlichkeit von 100 % die Offnung aller vorhandenen
Kanale angenommen wurde.

Zusatzlich wurden die pH;-induzierten Segmentbewegungen der TREK1-Kanéle durch eine Uberpriifung der
Zuganglichkeit aller 82 intrazellularen Mutationen via MTS-Modifikation der Cystein-Seitenketten, in inaktivem
(pH; 8) und aktiviertem Zustand (pH; 5) der Kanale geprift und anhand der Modifikationsgeschwindigkeiten
beider pH;-Zustande verglichen (SCAM, siehe Abschnitt 2.2). AbschlieBend wurde die Destabilisierung des
Grundzustandes nach erfolgreicher MTS-Modifikation betrachtet und so weitere gating-relevante Seitenketten
der TREK1-Kanalpore identifiziert.

54



4.1 Die protoneninduzierte Bewegung der Porensegmente des TREK1-Kanals 4 Diskussion

4.1 Die protoneninduzierte Bewegung der Porensegmente des TREK1-Kanals

Die irreversible Bindung des positiv geladenen Methanthiosulfonates MTSET" an Schwefelatome freiliegen-
der Cystein-Seitenketten, flihrt nach einer intrazellularen Applikation auf die Cystein-freie Pore des TREK1-
WT-Kanals zu keiner Veréanderung der Stromantwort. Die Bindung des MTSET™ an systematisch eingefiihrte
Cysteine ist somit klar vom nativen Verhalten abzugrenzen und zeigt die Zugénglichkeit der einzelnen Cystein-
substituierten Seitenketten fir das positiv geladene Methanthiosulfonat.

Abbildung 34 zeigt die qualitativen Ergebnisse der MTSET " -Modifikation aller drei Porensegmente im Struktur-
modell des TREK1-Kanals (PDB-ID: 6¢g8, [Lolicato el al.,2017]). Durch MTSET* aktivierbare Cystein-Mutationen
sind dabei griin dargestellt und alle im Inneren der Kanalpore lokalisiert. Inhibitorisch modifizierte Mutationen
(rot) sind dagegen an den Grenzflachen, vorwiegend zu der Membran, oder auch der cytosolischen Wasserpha-
se orientiert. Ausnahme ist hier nur TREK1-L189C (Abbildung 34A+B, violett).

A B
MTSET? &

Inhibition Esw

extrazellular

Lipidhembran

Selektivitats-
filter

2. 4

intrazellulare
Porenansicht

C-Terminus

C-Terminus
intrazellular gehobene Helixkonformation
Abbildung 34: Lokalisation und MTS-Effekte der modifizierten Cystein-Seitenketten im Strukturmodell (PBD-ID:
6cq6, [Lolicato el al.,2017]). MTSET*-Aktivierung (griin) an Mutationen innerhalb der Pore des TREK-Kanals und In-
hibition (rot) von vorwiegend an der Lipidmembran lokalisierten Seitenketten, mit dem Protonensor E321~ (schwarz),

sowie dem inhibitorisch-modifizierten und Selektivitatsfilter-orienterten L189C (violett), in Seitenansicht (A) und mit
Blick durch Pore von intrazellulér (B).

Aktivierung des Stromes bei Modifikation der Seitenketten innerhalb der Kanalpore deutet auf eine Beglinsti-
gung der gehobenen Kanalstruktur durch Wechselwirkung des MTSET™ mit den Porensegmenten, oder der
gebundenen Molekile untereinander. Die inaktive, gesenkte Konformation kdnnte entsprechend durch Interakti-
on der modifizierten Seitenketten mit der Membran bevorzugt werden und so die Inhibition der Strdme erklaren.
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4.1 Die protoneninduzierte Bewegung der Porensegmente des TREK1-Kanals 4 Diskussion

Das Selektivitatsfilter-orientierte und inhibitorisch modifizierbare TREK1-L189C zeigte eine klare Abhangigkeit
vom intrazellularen pH-Wert (Abbildung 33) und die erhaltenen Daten lassen einen Einfluss des modifizierten
Kanals auf den Selektivitatsfilter vermuten. Als ebenfalls stark pH;-abhangig zeigten sich die modifizierbaren Sei-
tenketten des C-Terminus (TREK1-S315, -T318C, -V322C und -F325C), wobei TREK1-S315C und -T318C mit
Rr > 100 (Abbildung 29) sogar die starkste Abhangigkeit aufwiesen. Diese vier helical angeordneten Seitenket-
ten liegen alle membran-orientiert, waren aber in den beiden pH;-Zustdnden des Kanals modifizierbar, also nie
ganzlich durch die Membran abgeschirmt. Eine Applikation aus pH; 5 verlangsamte hier lediglich die Geschwin-
digkeit ihnrer MTSET " -Modifikationen, wie bei nahezu allen untersuchten Cystein-Mutationen (pH;-abhéngige
Bindung, 66 Mutationen) bis zur absoluten Abschirmung einiger Seitenketten (‘absolute’ pH;-Abhangigkeit, 12
Mutationen).

Lediglich 4 mutierte TREK1-Kanale wiesen in beiden Zustdanden nahezu gleiche Modifikationsraten auf (Rg
< 1.5, rot) und 6 Kanal-Mutationen zeigten nur eine geringe Abh&ngigkeit vom pH;-Wert (Rr 1.5 - 3.5, blau).
Abbildung 35 zeigt diese Seitenketten in gehobener (PDB-ID: 4XDJ [Dong et al.,2015], links) und gesenkter
Konformation (PDB-ID: 4BW5 [Dong et al.,2015], rechts).

Rg = 1.1 — 1.5: keine pH;-Abhéngigkeit

intrazellulare
Porenansicht

gehobene Konformation gesenkte Konformation

Abbildung 35: Gering und nicht pH;-abhangige Seitenketten der Porensegmente M2, M3 und M4. Markierung der
gering (blau) und nicht pH;-abhangige Seitenketten (rot) in intrazellularer Porenansicht des TREK2-Strukturmodelles
in gehobener (PDB-ID: 4BW5 [Dong et al.,2015], links) und gesenkter Helixandordnung (PDB-ID: 4XDJ [Dong et
al.,2015], rechts). Berechnung der Ratenfaktoren (Rr) durch Quotientenbildung der Zeiten nach halbmaximaler Mo-
difikation (t; /»), sowie die Farbcodierung anhand eigens festgelegter Rr-Grenzwerte zur pH;-Abhangigkeit (rot, blau).

AusschlieBlich die offen zugénglichen Cystein-Seitenketten des TREK1-1221 und -D309 zeigten keine Verande-
rung der Rate (R ~ 1). Die geringe Steigerung im Falle von TREK1-A190C und -A301C (Rr ~ 1.4, Abbildung
28 und 29) lasst sich ebenfalls anhand ihrer freien Lage im Protein erklaren (Abbildung 35, rot). Der Grof3teil die-
ser 10 Seitenketten, sdumt in der gesenkten Helixkonformation den wéassrig geflllten Innenraum der TREK-Pore
(Abbildung 35, rechts) und zeigt sich auch in gehobener Konformation der Segmente vorwiegend cytoplasma-
tisch orientiert (Abbildung 35, links). TREK1-1221, sowie 1224 und F229 liegen nicht an der Porenwand, zeigen
aber primar cytoplasmatische Ausrichtung und sind so ebenfalls in beiden Zustanden offen zuganglich.
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Die aussagekraftigsten Resultate ergaben sich aus der Enthillung der abhangig vom pH;-Zustand, absolut un-
zuganglichen Cystein-Mutationen (Abbildung 36, gelb). Applikation bei einem pH;-Wert von acht, resultierte
in einer Modifikation, wohingegen das MTSET™ an den aktivierten Kanalzustand aus pH; 5 nicht gebunden
wurde. Die Seitenketten TREK1-M306C, -1307C, -G308C, -W310C, -L311C und -F187C zeigten diese absolute
Abhé&ngigkeit von der Protonenkonzentration und bilden ein Aminoséurebiindel im Ubergang des M4-Segmentes
in den C-Terminus. Die vdllige sterische Abschirmung eines solchen Blindels aus finf Seitenketten wies auf eine
starke strukturelle Verschiebung dieser Region innerhalb der Proteinstruktur (Abbildung 36, schwarz). Die abso-
lut pH;-zustandsabhangigen M2-Mutationen TREK1-L196C, -T198C, -F200C, -V207C, -E208C und -F211C sind
dagegen helical lokalisiert und erstrecken sich, zusammen mit TREK1-F187C, Gber 24 Aminosauren des M2-
Segmentes. Hier war lediglich von einer M2-Rotation und weniger einer weitreichenden Bewegung auszugehen.
Die Analyse des M3-Segmentes ergab keine pH;-abhangigen Unzuganglichkeiten fir MTSET™ (Abbildung 36,
M3) und identifizierte diesen Bereich somit als weitestgehend starre Proteinregion.

Um die Vorgange innerhalb des Kanales nachzuvollziehen, wurde zusatzlich zur Untersuchung der Bewegun-
gen der Porensegmente (Zuganglichkeit fir MTSET™), auch die Destabilisierung des Grundzustandes durch
Cystein-Mutation oder -Modifikation (relative Offenwahrscheinlichkeiten), zur Analyse herangezogen und die Er-
gebnisse in Abbildung 36 zusammenfassend dargestellt.

MTSET* M2: helicale
- Inhibition Anordnung der
- absolute pHi-Abhéngigkeit \ geschutzten Aminosauren

L Segmentbewegung 4 4

M4: absolut zustandsabhangig Destabilisierung 4 4

modifizierbares Blindel o
L, segmentbewegung 4 4 4 M4 G :
g gung ¢ S 6

M3: keine

% absolute Abschirmung

lediglich geringe " Qe
Veranderung der ,Q” L Segmentbewegung 4
Offenwahrscheinlichkeiten starke Steigerung
durch MTSET "-Bindung M3 Offenwahrscheinlichkeiten
Grundzustand: durch MTSET
Destabiliserung 4 Destabilisierung 4 4 4

Abbildung 36: Schema der MTSET"-Effekte auf die Porenhelices einer TREK1-Untereinheit. Stromaktivierung der
Cystein-Mutationen durch MTSET* (griin), -Inhibtion (rot) und in pH; 5 abgeschirmte Cystein-Seitenketten (gelb)
in gehobener Helixkonformation (PDB-ID: 4BW5 [Dong et al.,2015]). Bewertung der Starke der Segmentbewegung
(schwarz) und Destabilisierung des Grundzustandes (grau) in M2, M3 und M4: stark (111), mittelstark (1) und
schwach (1).

Als MaB fir die MTSET " -Destabilisierung des Grundzustandes (Abbildung 36, unterstrichen) diente die Stei-
gerung der relativen Offenwahrscheinlichkeit durch Modifikation der Cystein-Mutationen. MTSET " appliziert
auf Cystein-Seitenketten des M3-Segmentes steigerte vorwiegend die Basalstrome der TREK1-Kanale bis
zu ihrer konstitutiven Offnung und sorgte somit fiir eine starke Destabilisierung des Grundzustandes. Diver-
se Cystein-Mutationen innerhalb des M2-Segmentes wiesen nach MTSET"-Bindung ebenfalls nahezu keine
pH;-Regulierbarkeit mehr auf. Das Ausmaf der Basalstromsteigerung war hier jedoch geringer als innerhalb
des M3-Segmentes. Die destabilisierenden MTSET *-Effekte auf das Kanalprotein durch M2-Modifikationen wa-
ren also weniger stark ausgepragt.
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Die Basalstromzunahme innerhalb des M4-Segmentes war deutlich geringer und unterschied sich nur wenig
von der Potenz der Maximalstromaktivierung, welche von M4 Giber M2 und schlieB3lich zu M3 leicht sank (nicht
gezeigt, Daten siehe Anhang 5.2). Die vergleichbaren GréBenordnungen von Basal- und Maximalstromande-
rungen sorgten flir eine weitgehend intakte pH;-Regulierbarkeit nach MTSET"-Bindung an M4-Seitenketten,
wohingegen Modifikationen an der M2- und im besonderen der M3-Helix, zu einem Verlust der Kanalfunktion
fihrten. In anderen Worten, die Bewegungen des M3-Segmentes sind besonders im Vergleich zur M4-, aber
auch zur M2-Helix, eher gering, die Destabilisierung des Grundzustandes, war aber hier am starksten. Fir das
M4-Segment zeigten die Ergebnisse das Gegenteil.

Abbildung 37 zeigt die qualitativen Ergebnisse der MTSET ' -Modifikationen der TREK1-Pore aus den Abbil-
dungen 28 und 29 in gesenkter und gehobener Anordnung der Porensegmente (PDB-ID: 4XDJ/4BWS5 [Dong et
al.,2015]) in Frontalansicht. Aktivierungen durch MTSET " sind dabei erneut griin, Inhibitionen rot und durch pH;
5 bedingten Modifikationsverlust, absolut zustandsabhangige Cystein-Seitenketten gelb dargestellt.

Die absolut pH;-zustandsabhangigen Cystein-Mutationen zeigen sich in der gesenkten Helixkonformation des
Strukturmodelles des TREK2-Kanals cytoplasmatisch zuganglich (Abbildung 37, links) und weitestgehend ab-
geschirmt in der gehobenen Anordnung (Abbildung 37, gelb, rechts). Dies assoziiert den Modifikationsverlust im
aktivierten Zustand bei pH; 5 direkt mit dem gehobenen Strukturmodell des TREK-Kanals. Die gesenkte Kon-
formation der Helices scheint demnach dem Grundzustand zu entsprechen.

Der zur Aufklarung der Proteinstrukturen (PDB-ID: 4XDJ/4BW5 [Dong et al.,2015]) trunkierte C-Terminus, mit
dem sensorischen TREK1-E321~ (Abbildung 37, schwarz), wurde eigens nachmodelliert und flr die Frontaldar-
stellungen angefligt. Die pH;-induzierten Auf- und Abwartsbewegungen, vorwiegend des M4-Segmentes, gehen
mit einer helicalen M4-Rotation um etwa 45° einher (PDB-ID: 4XDJ/4BWS5 [Dong et al.,2015]), welche die pro-
teininternen Wechselwirkungen (wie ERW-D6émeninteraktion) aufhebt. Die Porensegmente werden angehoben
(M4 > M2 > M3) und die seitliche Membran-Fenestrierung schlieBt beim Ubergang in den aktiven Kanalzustand
(Abbildung 37, PDB-ID: 4XDJ/4BWS5 [Dong et al.,2015]).

MTSET *-Modifikationen an Cystein-Seitenketten im Inneren der Pore des Kanalproteins steigerten die TREK1-
Stréme und zeigten damit die Anhebung der Porenhelices durch Methanthiosulfonatbindung (grtin). Modifikatio-
nen an Grenzflachen reduzierten den pH;-aktivierbaren Strom und wiesen hingegen auf eine Beglinstigung der
gesenkten Konformation des Kanals durch MTSET"-Bindung an diesen Seitenketten (rot). Der Inhibition des
Sonderfalles des TREK1-L189C lag offenbar einer Selektivitatsfilter-Interaktion zugrunde und war nicht konfor-
mationsbedingt. Der Verlust des TPenA™-Blocks durch Bindung des positiv geladenen Methanthiosulfonates,
zusammen mit der Verbesserung eben dieses Blocks durch Bindung des negativ geladenen und vergleichbar
groBen MTSES™, bestatigte diese Annahme (Abbildung 33). Die stichprobenartige MTSES ™ -Modifikation ei-
niger Mutanten zeigte sonst keine auffalligen Unterschiede gegentber der Verwendung des positiv geladenen
Methanthiosulfonates und schloss so eine allgemeine Abhéngigkeit des modifizierenden Effektes von der La-
dung des Methanthiosulfonates aus.
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4.1 Die protoneninduzierte Bewegung der Porensegmente des TREK1-Kanals 4 Diskussion

geschlossener Kanal geoffneter Zustand
MTSET,, s MTSET . 5
',‘/ ~r )i
Y extrazellular & )'\‘ ¢\ )
pH. 7.2 \ / |
gesenktes gehobener 9(
Modell Zustand a

2

,_Féeﬁestrieyu%g \

f ' \E Y
Fenes rierung

eﬁséﬁl&se
“A

By
gedfifet

Lipid-
membran

)

TREK1-E321"

C-Terminus

E321° intrazellular

C-Terminus

Abbildung 37: Darstellung der MTSET-Effekte in den Strukturmodellen des TREK2-Kanals. Aktivierung (griin),
Inhibition (rot) und Abschirmung der absolut pH;-abhangen Seitenketten (gelb) im pH;-aktivierten ‘gehobenen’-
Kanalzustand, PDB-ID: 4BW5 [Dong et al.,2015], rechts). In gesenkter Konformation (PDB-ID: 4XDJ [Dong et
al.,2015], links) zeigen sich die absolut zustandsabhéngigen Cystein-Seitenketten weitestgehend zuganglich und die
Membranfenestrierung gedffnet.

Nach den postulierten Kristallstukturen des TREK2-Kanals ist, bei einem strukturellen Ubergang, die Drehbe-
wegung der unteren M4-Segmentregion mit einer ausladenden Auf- und Abwartsbewegung verbunden, wohin-
gegen das M2-Segment lediglich leicht rotiert und die Proteinstruktur im Bereich des M3-Segmentes eher starr
wirkt. Die Strukturen kdnnen somit in Einklang mit den gewonnenen elektrophysiolgischen Daten gebracht wer-
den (Abbildung 36). Zur Visualisierung zeigt Abbildung 38 die Bewegungen der intrazellularen Porensegmente
in der vereinfachten, kontrastmarkierten Darstellung einer Untereinheit.

Sich stark bewegende Segmentregionen sind dunkel und rigide Bereiche hell dargestellt. Elektrophysiologische
und Kristallstrukturdaten zeigen die dominanteste Veranderung in der Ausrichtung des M4-Segmentes. Aus der
gesenkten Konformation bewegt sich die M4-Helix links-drehend in die gedffnete Membran-Fenestration der Pro-
teinstruktur und verschlieB3t so den seitlichen Zugang zur Lipidmembran. Die untere M2-Helix dreht sich dabei
weniger stark und gegenlaufig zu M4 in eine angehobene Position, sodass eine deutlich kompaktere Protein-
struktur (gehobener Zustand) mit geschlossener Fenestrierung entsteht. Der pH;-aktivierte, gehobene Zustand
der Kanalstruktur konnte zudem elektrophysiologisch durch einen Affinitatsverlust der NFX-Inhibition bei sterisch
eingeschranktem Zugang zur Bindungsstelle in der seitlichen Fenestrierung bei pH; 5 bestatigt werden.
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Abbildung 38: Kontrastmarkiertes Schema der pH;-induzierten Segmentbewegung (dunkel: stark, hell: gering) einer
TREK1-Untereinheit. Gesenkte Konformation (links), Bewegungsmodell (zentral) und gehobene Anordnung (rechts),
zeigen starke Bewegung des M4-Segmentes mit ausladender Auf- und Abbewegung wahrend der M4-Rotation. Zu-
dem leichte M2-Verlagerung bei Drehbewegung des M2-Segments und weitgehend starre Struktur im Segment M3.
Der Selektivitatsfilter (Filter, Dreiecke) leitet Kalium (K™) in Auswértsrichtung (Pfeil) in gehobener pH; 5-Kanalstruktur.

4.2 Die funktionell kritischen Regionen des TREK1-Kanals
4.2.1 Manipulation der Doméanentriade iber priméare und sekundére pH;-Sensoren

Die vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit brachten die gehobene Konformation des TREK-Kanals direkt mit
seinem leitenden, pH; 5 aktivierten Zustand in Verbindung. Der Grundzustand des Kanals bei pH; 8 konnte
entsprechend mit der gesenkten TREK-Konformation assoziiert werden. Wenn auch der native Proteinzustand
aus Kristallstrukturen nur abgeschatzt werden kann, so zeigten die elektrophysiologischen Daten doch grof3e
Ubereinstimmungen mit den Strukturmodellen des TREK2-Kanals (PDB-ID: 4XDJ/4BWS5 [Dong et al.,2015]).
Mutationen der TREK1-E208~, -R222" und -W310 nach Cystein zeigten stets dauerhaft aktive Phanotypen
und destabilisierten den Grundzustand des TREK1 derart stark, das der Ubergang in eine inaktive Kanalkon-
formation nicht langer moglich war. Die Betrachtung der Lokalisation dieser drei funktionellen Seitenketten im
nicht-leitenden Grundzustand der Kanale offenbarte eine domanenibergreifende Interaktion der Porensegmen-
te M2, M3 und M4 einer Untereinheit, in der sobenannten ERW-Interaktionstriade (Abbildung 39, pH; 8).
Protonierung der C-terminalen Glutamate des Protonensensors TREK1-E321~ verbessert die Membraninter-
aktion des C-Terminus und induziert so die Aufwartsbewegung des unteren M4-Abschnittes. Die stabilisierende
Interaktion der E-RTW™-Triade wird aufgeldst und der Kanal so in einen leitenden, gehobenen Kanalzustand
Uberflihrt. Modifikationen an den ERW-umliegenden Isoleucinen (TREK1-1204, -1221, -1223 und -1224, Abbil-
dung 32B) verhindern die Inaktivierung der TREK1-Kandle. Eine detaillierte Untersuchung des zentral in der
ERW-Triade lokalisierten TREK1-1204 zeigte eine zustands- und MTS-abhéangige sterische Hinderung der ERW-
Interaktion unter Verwendung von MTS-Reagenzien verschiedener MolekllgréBen und Eigenschaften (Abbil-
dung 27F+G).
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Abbildung 39: Schematische Darstellung der Stabilisierung des inaktiven TREK1-Kanals. lonische-7-Interaktion bei
pH; 8 in gesenkter Konformation (links, rot). Protonierung der E~RTW?”-Triade, sowie der C-terminalen Glutamate
des Protonensensors TREK1-E3217, hebt die Doméaneninteraktion auf. Die Interaktion mit der negativ geladenen
Lipidmembran fiihrt zu einer Verlagerung der Segmente zu gehobener Helixanordnung (rechts). TREK1-F200, -F229
(cyan) und -M306 (gelb) stabilisieren den inaktiven Zustand des TREK1-Kanals (links) oberhalb der ERW-Triade (rot).

Die hier gewonnenen Daten deuten auf eine sensorische Beteiligung des TREK1-E208™ an der pH;-Regulation.
Protonierung schwécht die ionische E208~-R222"-Wechselwirkung und begiinstigt die Offnung der, fiir die
Stabilisierung des Grundzustandes, fundamentalen ERW-Triade, deren Funktion nach Substitution des TREK1-
E208™ durch das ebenfalls negativ geladene Aspartat (D) erhalten blieb. Zudem deutet die erh6hte Grundak-
tivitdt des TREK1-E208-benachbarten -D209C, auf eine dem primaren Sensor TREK1-E321~ &hnliche Beteili-
gung benachbarter, negativ geladener Aminosauren (E320~ und E324~). TREK1-D209-analoge Seitenketten in
direkter Nahe zur TREK/TRAAK konservierten ERW-Triade, variieren in ihren Eigenschaften (A, KT) und kénn-
ten so einen Beitrag zur Feinregulation der pH;-Aktivierung der TREK/TRAAK-Subfamilie liefern.

Sowohl dem primaren, als auch dem sekundaren pH-sensorischen Glutamat, sind zudem Seitenketten positiver
Ladung vorgelagert. Das C-terminale Lysin (analog TREK-K219) wurde bereits als potentiell beteiligte Seiten-
kette identifiziert ([Woo et al.,2018]). Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten dies aber weder bestatigen noch
widerlegen, da die Cystein-mutierte Seitenkette weder eine erh6hte Offenwahrscheinlichkeit aufwies, noch mo-
difizierbar war. Das dem sekundar sensorischen Glutamat vorausgehende Lysin (TREK1-K206), zeigte dagegen
eine deutliche Destabilisierung des Grundzustandes nach Cystein-Substitution, war aber ebenfalls nicht modifi-
zierbar. Eine Beteiligung dieser Seitenketten ist demnach nicht auszuschlieBen und weiterhin zu kléren.

Zusatzlich zu der Stabilisierung des Grundzustandes durch die Interaktionstriade der drei intrazellularen Po-
rensegmente M2, M3 und M4, zeigten die Ergebnisse dieser Dissertation eine kritische Region um das funktio-
nelle TREK1-F200, lokalisiert Gber der ERW-Triade des TREK1-Kanals. Die nahezu parallele Ausrichtung der
TREK1-F200 und -F229 (Abbildung 39, cyan) im gesenkten Kanalzustand suggeriert eine Stabilisierung des
Grundzustandes durch w — 7 -Wechselwirkung. Diese Erkenntnisse wurden durch kirzlich veroffentliche MD-
Simulationen bestatigt, wonach diese Wechselwirkung im gesenkten Zustand des TREK1-Kanals héchst wahr-
scheinlich ist ((Wague et al.,2020]). Weitere Publikationen postulieren eine relevante Rolle des TREK1-F200 im
Rahmen der Kanalregulation, beispielsweise durch mechanischen Stress ([Dong et al.,2020]) oder pharmakolo-
gische Modulatoren ([Pope et al,2018]).
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4.2 Die funktionell kritischen Regionen des TREK1-Kanals 4 Diskussion

Die absolute Abschirmung der Cysteine am dauerhaft aktiven TREK1-F200C-Kanal durch pH; 5, offenbarte ei-
ne strukturelle Bewegung bei gleichzeitig kaum veranderter StromgréBe aus pH; 8. Cystein-Substitution oder
MTSET *-Modifikation in der Umgebung des TREK1-F200 stérten ebenfalls die inaktive Kanalkonformation und
aktivierten die Kanéle dauerhaft (Abbildung 31). Strukturell war besonders TREK1-M306 von Interesse, da diese
Seitenketten inmitten der FF-Interaktion und der ERW-Triade lokalisiert sind (Abbildung 39 und 40, gelb) und so
ein stabilisierender Effekt auf die gesenkte Konformation naheliegend ist.

Die Annahme dieser stabilisierenden Interaktionen wurde zudem durch die nun publizierte Bindungsstelle von
Isofluran am TREK1-Kanal untermauert ([Wague et al.,2020]). Die Arbeitsgruppe identifizierte eine Reihe von
beteiligten Seitenketten in der unmittelbaren Umgebung der FF-Interaktion. Es konnte zwar keine Bewegung
des M4-Segmentes im Rahmen der Simulation nachgewiesen werden, die Aktivierung der Kanéle impliziert
jedoch eine Begiinstigung des gehobenen Kanalzustandes. Bindung von Isofluran in dieser kritischen Region
stért offenbar die FF-Interaktion, beeinflusst zudem TREK1-M306 ([Wague et al.,2020]) und destabilisiert so den
inaktiven Kanalzustand oberhalb der ERW-Triade (Abbildung 40A,B+C, violett).

A Filter M3

B

Isofluranbindungstelle um TREK1-G197
(Lit: Wague et al.,2020 TREK1-G182)

ISO Occupancy
Bl Less 20%
m 20-40%
B 40-60%
Em 60-80%
I 80-100%

Abbildung 40: Isofluranbindung und -Destabilisierung des inaktiven TREK1-Kanals. A: lonische-7-Interaktion der
ERW-Triade (rot) in schematischer, frontaler und vergréBerter Ansicht der gesenkten Konformation. TREK1-F200, -
F229 (cyan) und -M306 (gelb) stabilisieren den inaktiven Zustand des TREK1-Kanals oberhalb der ERW-Interaktion.
B: Originalabbildung der MD-Simulationsergebnisse zur Bestimmung der Bindungsstelle von Isofluran ([Wague et
al.,2020]). C: Markierung aller Seitenketten mit mehr als 80% Besetzung wéhrend der Simulationszeit nach Wague
et al. (violett). Darstellung und Markierungen in analoger Weise zu A und Drehung der vergréBerten Frontalansicht
(links) um 45 Grad (rechts).
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4.2 Die funktionell kritischen Regionen des TREK1-Kanals 4 Diskussion

4.2.2 Die kritischen Regionen um den Selektivitatsfilter

Cystein-Substitutionen der seitlich des Selektivtatsfilters lokalisierten TREK1-W290, -1293 und -L297 (M4), zeig-
ten stark erhdhte basale Offenwahrscheinlichkeiten und somit einen destabilisierenden Effekt der eingefiihrten
Cysteine auf die Proteinstruktur des TREK1-Kanals. Seitenketten aufwarts des TREK1-F300 (M4), sowie des
-F185 (M2) waren mittels MTSET™ nicht modifizierbar, sodass Modifikationseffekte auf diese unzugénglichen
Seitenketten nicht detektierbar waren (Abbildung 41, links, LIW, Lyg97l293W29q, blau).

Die modifizierbaren Cystein-Seitenketten der TREK1-G186, -L189 (M2) und -A301 (M4)-Kanale liegen, alle in
einer Ebene unterhalb des Selektivitatsfilters und zeigten stark veranderte Sensitivitat gegenuber intrazellularen
pH-Veranderungen (Abbildung 41, griin markierte Region). Der Cystein-substituierte TREK1-G186-Kanal, bil-
dete die Ausnahme und wies lediglich eine leicht erhéhte Offenwahrscheinlichkeit von etwa 15 % auf. TREK1-
A301C zeigte jedoch drastisch verandertes pH;-Verhalten, mit maximaler Aktivierung durch pH; 6 und einer
basalen relativen Offenwahrscheinlichkeit von 42 (A301C) %. Die bereits erhdhten, basalen Offenwahrschein-
lichkeiten steigerten sich nach MTSET " -Modifikation dieser Kanalmutationen bis zu vélligem Verlust der pH;-
Regulierbarkeit. Inwiefern dies sterischen Einflissen oder direkten Selektivitatsfilter-Interaktionen zuzuschrei-
ben ist, wie im Sonderfalle des TREK1-L189C, bleibt im Detail zu untersuchen.
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Abbildung 41: Dauerhafte Stimulation des TREK1-Kanals durch MTSET " -Modifikation unterhalb des Selektivitatsfil-
ters (griin), sowie die unzuganglichen Aminosauren TREK1-W290, -1293 und -L297 (LIW, blau), oberhalb der Modifi-
kationsgrenze (TREK1-F185 und -F300). Mit ERW- (rot), FF- (cyan) und TREK1-M306-Lokalisation (gelb) in gesenkter
(links) und gehobener Helixkonformation (rechts), sowie der Aufweitung der modifizierbaren Ebene (griin) und dessen
Annéherung an den regulierenden Selektivitatsfilter durch pH; 5 (rechts).

63



4.3 Modell zur allosterischen Ubertragung von pH;-Signalen in der TREK/TRAAK-Subfamilie 4 Diskussion

4.3 Modell zur allosterischen Ubertragung von pH;-Signalen in der TREK/TRAAK-Subfamilie

Die Protonierungen des primaren pH;-Sensors TREK1-E321~, wie auch des sekundar sensorischen TREK1-
E208~, verandern die Proteininteraktionen des Grundzustandes und heben die Interaktion der E-RTW?"-Triade
auf. Die Porensegmente werden dabei an- und der stabilisierende mw — & -Effekt der parallelen F200-F229-
Ausrichtung, durch Bewegung des TREK1-F200, aufgehoben. Auch die kritische Ebene unterhalb des Selekti-
vitatsfilters bewegt sich wahrend einer pH;-Aktivierung auf die Filterregion zu, doch die eigentliche Signaluber-
tragung auf diese regulierende Einheit des TREK1-Kanals bleibt bisweilen ungeklart und muss in weiteren Ex-
perimenten untersucht werden.

Zhuo et al. [2016] demonstrierten bereits den Einfluss der C-terminalen 2-APB-Aktivierung auf den Selekti-
vitatsfilter des TREK2-Kanals und eine gehinderte Signalweiterleitung durch Mutation eines K;p-konservierten
M4-Glycins, sowie eines nahegelegenen TREK/TRAAK spezifischen Phenylalanins. Die TREK1-analogen Ami-
nosauren -G296 und -F300 zeigten im Rahmen dieser Arbeit allerdings andere Charakteristika. Die Cystein-
Mutation des hochkonservierten TREK1-G296 erwies sich als einzige, sogenannte ‘loss of function’ Kanalmu-
tation, der 82 Mutationen des TREK1-Kanals, mit auBBerst geringen, sehr variablen und nicht TPA-blockierbaren
Kaliumstrémen. Dies bestatigt auch hier die grundlegende Rolle des konservierten Glycins zur Regulation
des TREK1-Kanals. Der Cystein-Austausch des ebenfalls K;p-konservierten Gelenk-Glycins TREK1-G181 (M2)
fihrte zu intaktem pH;-Verhalten mit stark verminderten Stromantworten. Auch dies stand in Einklang mit der
Identifizierung des TREK1-G181 als essentielle Seitenkette der intrazellularen Modulation und zur Kontrolle ma-
kroskopischer Strome in TREK-Kanélen [Zhuo et al.,2017].

Die Analyse des entsprechenden Phenylalanins des TREK1-Kanals ergab keine konkreten Hinweise auf eine
funktionelle Rolle des TREK1-F300. Allerdings stellten die Cystein-Mutationen des TREK1-F300 (M4), wie auch
des TREK1-F185 (M2), welche direkt unterhalb des Selektivitatsfilters lokalisiert sind, die Erreichbarkeitsgren-
zen fiir MTSET™ dar. Die Lage und Orientierungen in den TREK2-Proteinstrukturen suggerieren eine Stabilisie-
rung der unteren Bereiche der Porendomanen. TREK1-F185 ist zu dem ersten Threonin des P1-Filtermotivs
(-TTXGFG-) orientiert und mit einer Distanz von etwa 5 A in Interaktionsndhe. Das analoge Threonin des
P2-Segmentes kénnte, anhand der Kristallstruktur, durch das TREK1-F300 koordiniert sein. Das obere M2-
Segment stellt sich bei Konformationséanderungen eher starr dar, wodurch sich die Distanz einer moglichen
T156-F185-Interaktion wahrend des Ubergangs in den postulierten TREK2-Modellen (PDB-ID: 4BW5/4XDJ
[Dong et al.,2015]) kaum &ndert. Die ausladende Bewegung des M4-Segments beim Ubergang von der ge-
hobenen Struktur, in die gesenkte Form mit inaktivem Selektivitatsfilter, entfernt aber das TREK1-F300 (M4) aus
dem Bereich des koordinierten TREK1-T265 (P2). Die Distanz erweitert sich von etwa 5 A im leitenden Zustand,
auf 10 A in der inaktiven Konformation der gesenkten Struktur. Ein solcher Mechanismus der Filterstabilisie-
rung zur Signaltransduktion auf den Selektivitatsfilter ist durchaus denkbar, bisweilen aber lediglich anhand der
Kristallstrukturen zu belegen. Der Ubertragungsverlust der C-terminalen Signale nach Alanin-Substitution des
TREK1-F300-analogen M4-Phenylalanins des TREK2-Kanals [Zhuo et al.,2016], deutet aber auf eine funda-
mentale, regulatorische Rolle dieses Phenylalanins.
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Auch wenn die eigentliche Ubertragung der C-terminalen Signale auf den Selektivitétsfilter noch nicht ab-
schlieBend geklart werden konnte, wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei funktionelle Interaktionsbereiche
TREK/TRAAK-konservierter Aminoséuren identifiziert, die ERW-Doméanentriade, sowie die TREK1-F200"-F2297-
Interaktion der gesenkten Konformation des Grundzustandes. Abbildung 42 zeigt einen Sequenzvergleich mit
prozentualer Konservierung der Seitenketten der porenformenden Bereiche der TREK/TRAAK-Subfamilie, so-
wie den Ladungszustand der titrierbaren Aminosduren in den aktiven Zustdanden (TREK1/2: pH 5 und 10;
TRAAK: pH 4 und 10) und in nicht-leitenden Kanalstrukturen (TREK1/2: pH 8; TRAAK: pH 6). Gelb-schwarze
Sterne markieren dabei den cytoplasmatischen Poreneingang der Kanale im weitgehend konservierten Aspartat-
Argin-Ring (TREK1-D194, -D309 und -R312).

Ein Vergleich der Sequenzen des M4-Segmentes, sowie des proximalen C-Terminus zeigt eine hohe Kon-
servierung dieser Region innerhalb der TREK/TRAAK-Subfamilie. Die meisten Abweichungen finden sich im
C-terminalen Bereich des TRAAK-Kanals (Abbildung 42A). Die hier durch Arginine (R™, blau) ersetzten Lysine
(L, blau) erhalten ihre positive Ladung auch bei sehr niedrigen pH-Werten wie pH; 10, wohingegen eine Lysin-
Membraninteraktion (MI) bei TREK1- und TREK2-Kanalen aufgehoben wird und eine MembranabstoBung (MA)
durch Glutamat-Phospholipid-AbstoBung vorherrschend die Lage des C-Terminus bestimmt. Bei annahernd
neutralem pH-Wert (TREK1/2: pH; 8, TRAAK: pH; 6) sind sowohl MI durch RK™-Phospholipid-Interaktionen
(blau), als auch eine MA durch die negativ geladenen Glutamate (E™, rot) um den C-terminalen pH;-Sensor
TREK1-E321™ (rot, Kasten) mdglich. Durch sehr hohe Protonenkonzentrationen (TREK1/2: pH; 5, TRAAK: pH;
4) werden die Glutamate protoniert und reine K™-R*-MI sind die Folge, wodurch ein leitender Kanalzustand
gehobener Helices induziert wird (Abbildung 12 und 37).
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Abbildung 42: Sequenz- und pH-Zustandsvergleich bei intrazellularer Aktivierung der TREK/TRAAK-Subfamilie
(TREK1/2: pH 5, 6 und 8; TRAAK: pH 4, 6 und 10). Alle polaren Seitenketten sind hierbei stets griin, negativ geladene
rot und Seitenketten positiver Ladung blau hervorgehoben. In niedrig aktiven Zustand (graue Kasten, TREK1/2: pH 8;
TRAAK: pH 6) zeigte sich im TREK1-Kanal eine parallele F200-F229-Ausrichtung (cyan), sowie die ERW-Domanen-
interaktion (violett) zur Stabilisierung des gesenkten Kanalzustandes. A: Hohe Konservierung des M4-Segmentes,
sowie des proximalen C-Terminus der TREK/TRAAK-Kanale, mit dem funktionell kritischen TREK1-W310 (violett)
und dem priméren pH;-Sensor TREK1-E321~ (rot). B: Sequenzvergleich von M2 und dem porenformenden, unte-
ren M3-Segment zwischen den interagierenden aromatischen Seitenketten TREK1-F200" und -F2297 (cyan), mit
TREK1-E208~ und -R2227" als Teil der pH;-sensitiven ERW-Doménentride (violett). C: Erweiterte Domé&neninterak-
tionen in den postulierten Zustanden des TRAAK-Kanals (PDB-ID: 4RUF [Lolicato et al.,2014], oben, pH; 6 und 4iw9
[Brohawn et al.,2013], unten, pH; 10), mit zuséatzlicher Koordination des zentralen TRAAK-R168™ und des -W2567
durch -R147" und -E165~ im gesenkten Kanalzustand (pH; 6, oben).
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4.3 Modell zur allosterischen Ubertragung von pH;-Signalen in der TREK/TRAAK-Subfamilie 4 Diskussion

Abbildung 42B zeigt diesen Vergleich analog zu Abbildung 42A fiir den cytoplasmatischen Ubergang von M2 zu
M3, zwischen den stabilisierenden Phenylalaninen TREK1-F200” und -F229” (cyan). Die beteiligten Seitenket-
ten der pH;-sensorischen ERW-Triade TREK1-E208~ und R222", sowie -W310" (M4, Abbildung 42A) wurden
mit violetten K&sten hervorgehoben und das mediale TREK1-R222" als Interaktionszentrum von M2, M3 und
M4 zusatzlich markiert (rot-gelbe Sterne). Auch hier kénnten hohe Protonenkonzentrationen alle ionischen Pro-
teininteraktionen aufheben und Ml der ausschlieBlich positiv geladenen Seitenketten fiihren dann zum Ubergang
in die gehobene Kanalstruktur. Bei der Betrachtung neutraler und hoher pH-Werte erklaren sich nun die initial
prasentierten Unterschiede, der vorwiegend sauren Aktivierungen der TREK1/2-Kanéle, sowie der basischen
Aktivierung der TRAAK-Strome (Abbildung 12). TREK1- und TREK2-Kanale zeigen bei nahezu neutralem pH;-
Wert die Interaktion der E-RTW”"-Domanentriade, sowie mégliche K/R™-MI und im Falle des TREK1-Kanals
eine zusétzliche Stabilisierung des gesenkten Grundzustandes durch eine ionische D209~ -K206 -Interaktion
in unmittelbarer Nahe der ERW-Triade. Erniedrigung des pH-Wertes auf pH; 10 deprotoniert alle Lysine und
kdnnte so zu einer reinen Arginin-MI fihren. Die ERW-Interaktion wiirde dabei geschwacht und die Kanéle in
leitende Zusténde Uberfuhrt werden. TREK1-D209™ wiirde von der Lipidmembran abgestoBen, wohingegen im
TREK2-Kanal eine Arginin-MI mdoglich bliebe und so die prominentere basische Aktivierung erklarbar ware.

Im TRAAK-Kanal suggerieren Sequenz- und Strukturvergleiche eine zusatzliche Koordinierung der ERW-Triade
(TRAAK-E154-R168"-W2657) durch TRAAK-R147" und -E165~ in gesenktem Kanalzustand (Abbildung 42C,
oben, violett, PDB-ID: 4RUF [Lolicato et al.,2014]), welcher hier pH; 6 entspricht. TRAAK-F175" (cyan) ist hier
medial zwischen TRAAK-R147" und -E154 lokalisert und kdnnte sich stabilisierend auf die REERW-Interaktion
(violett, TRAAK-R147"-E154-E165 -R168"-W265%) auswirken. Zudem sind hier zusétzliche Histidin- (HT),
sowie R/K™-MI méglich. Ein pH;-Wert von 10 deprotoniert sowohl die Lysine, als auch die Histidine des TRAAK-
Kanals und die verbleibenden zwei Arginine zeigen sich nicht membranorientiert, sondern werden innerhalb
des Proteins koordiniert. Die gehobene Struktur des TRAAK-Kanals offenbart eine mdgliche Wechselwirkung
des TRAAK-R147" mit -F175% (Abbildung 42C, unten, cyan, PDB-ID: 4iw9 [Brohawn et al.,2013]), sowie die
ionische Interaktion von TRAAK-E154-E165~ und R168™ (EER), zur Stabilisierung des Interaktionszentrums
TRAAK-R168™" (rot-gelbe Sterne). Die Lageveréanderungen des TRAAK-R147*, sowie im Besonderen des zen-
tralen TRAAK-R168™, machen eine TRAAK-R168"-W256"-Wechselwirkung unméglich und ein stark leitender
Zustand durch basische Stimulation des TRAAK-Kanals wére die Folge.

Kurz gesagt werden die gesenkten Grundzustéande innerhalb der TREK/TRAAK-Subfamilie offenbar vorwiegend
durch proteininterne Wechselwirkungen der ERW- (TREK1/2), beziehungsweise REERFW- (TRAAK) Domanen-
interaktion stabilisiert. Deprotonierung starkt die TREK1-E208-R222"- (TRAAK: E~-E~-R™) und schwéacht die
R222"-W310”-Interaktion, sodass ein gehobener Zustand der Kanéle induziert wird. Protonierung der negativ
geladen Seitenketten hebt deren Proteininteraktionen auf, sodass die verbleibenden Ml ebenfalls die gehobene,
leitende Proteinstruktur begiinstigen. Zudem kdnnte die Koordination des zentralen TRAAK-R168™ durch zwei
Glutamate die Stabilitdt der Kanale im gehobenen Kanalzustand mafgeblich verbessern und so fiir die promi-
nente Aktivierung der TRAAK-Kanale im basischen Milieu sorgen.
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4.4 Die pH;-Aktivierung in Kyp- und anderen lonenkanélen 4 Diskussion

4.4 Die pH;-Aktivierung in K,p- und anderen lonenkanalen

Entgegen den bisher verdffentlichten Literaturangaben zeigten sich in den Experimenten der Arbeitsgruppe
Baukrowitz alle bisher untersuchten K,p-Kanale als pH;-sensitiv (unpublizierte Ergebisse). Die bereits ausfihr-
lich behandelten Kanéale der TREK/TRAAK-Subfamilie, sowie TWIK-1- [Lesage et al.,1996], TWIK2- [Chavez
et al.,1999], TASK2- [Niemeyer et al.,2010] und TRESK-Kanéle [Sano et al.,2003] sind bereits als sensitiv be-
schrieben, wohingegen TASK1-, TASK3-, TALK1-, TAIK2-(TASK4-), THIK1- und THIK2-Kanéle [Feliciangeli et
al,2015] bis heute als insensitiv gegen intrazellulare pH-Veranderungen gelten.

Abbildung 43 zeigt den Sequenzvergleich der porenbildenden Regionen der K;p-Kanéale, zusammen mit dem
pH-Wert der maximal gemessenen Aktivierung der Kanale (Pfeile) aus dem Zustand niedrigster gemesse-
ner StromgrdBe (Kreise) auf einer Skala von pH; 5 bis 10. Mit Ausnahme der bidirektional stimulierbaren
TREK/TRAAK-Subfamilie, zeigten alle untersuchten K;p-Kanale eine Stromzunahme bei sinkender Protonen-
konzentration. Um eine leichtere Ubersicht zu gewahrleisten wurde der verlangerte M2-M3-Segmentiibergang
des TRESK-Kanals ausgeschnitten, sowie die Sequenzen der nicht funktionellen Kanale TASK5, KCNK7 und
TWIK2 (keine Expression in Oozyten-Experimenten der AG Baukrowitz) grau hinterlegt. Der Sequenzvergleich
zeigt vornehmlich hohe Konservierung (Balken, orange) fiir Aminosaure-Seitenketten der ersten M2- und M4-
Windungen. Tiefer lokalisierte Seitenketten sind nur noch vereinzelt konserviert.

TWIK- und TASK2-Kanéle weisen viele titrierbare Aminosaurenseitenketten am Ende von M4 und im proxima-
len C-Terminus auf. Das Fehlen negativ geladener Seitenketten in M2 und M3 zeigt, dass saure Aminosauren in
dieser Region keine generelle Notwendigkeit fir die pH;-Regulation der K;p-Kanale darstellen. Im TASK2-Kanal
ist der pH;-Sensor bereits identifiziert. Protonierung eines einzelnen Lysins am M4-Segmentende lberfihrt den
Kanal in den niedrig-aktiven Zustand und 6ffnet und schliet auch hier die seitlichen Membranfenestrationen
([Niemeyer et al.,2010, Bustos et al.,2020], Abbildung 43B, rot). Die Proteinstrukturen des TASK2-Kanales (PDB-
ID: 6wlv/6wmO [Li et al.,2020]) zeigen positiv geladene oder polare Seitenketten an analoger Position zur ERW-
Triade des TREK1-Kanals, die Phenylalanine der FF-Interaktion, sowie TREK1-M306, sind aber im TASK2-Kanal
konserviert. Zusammen mit den fir TASK-Kanale bereits postulierten Wirkungsstellen fiir Anasthetika, analog
zu TREK1-F200, -T226 und -M306 ([Wague et al.,2020]), legt dies einen ahnlichen Mechanismus zur Stabilisie-
rung des inaktiven Kanalzustandes nahe.

TALK2-(TASK4), TRESK-, TASK1- und TASK3-Kanale weisen sowohl im M2 als auch im M3-Segment titrierba-
re Aminosaure-Seitenketten auf. Durch den hohen Konsens der proximalen C-Termini von TREK/TRAAK- und
TASK-Kanalen, kdnnten diese somit dhnlich der TREK/TRAAK-Subfamilie reguliert werden. Der TRESK-Kanal
enthalt allerdings nur positive Ladungen im proximalen C-Terminus, sodass eine Ml ahnlich der TREK/TRAAK-
Kanale nicht denkbar ist. Stattdessen finden sich hier zwei negative Ladungen im M4-Segment. Der unter den
Kop-Kanélen einzigartige, verlangerte M2-M3-Ubergang, welcher eine Reihe von positiv und negativ geladenen
Seitenketten enthalt (in Abbildung 43 ausgeschnitten), legt hier zudem einen veranderten Mechanismus der
pH;-Regulation nahe.

TALK1- und THIK-Kanéle enthalten vergleichsweise wenige Ladungen und keine Glutamate in M4 oder im pro-
ximalen C-Terminus, wodurch eine pH;-Regulation ahnlich der TREK/TRAAK-Aktivierung nicht mdglich ist. Eine
Reihe geladener Seitenketten in M2 und M3 kdnnten hier ursachlich fir eine potentielle pH;-Sensitivitat von
TALK1- und THIK-Kanélen sein, welche bisher aber experimentell noch nicht bestatigt wurde.
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Abbildung 43: Sequenzvergleich der porenbildenden Seitenketten sowie des proximalen C-Terminus aller 15 hu-
manen Kyp-Kandle. Links, deren Aktivierung aus der jeweils niedrigsten, gemessenen StromgréBe auf einer Skala
von pH; 5 bis 10 (blau hinterlegt). Polare Seitenketten sind griin, negativ geladene rot und Residuen mit positiver
Ladung blau eingefarbt. A: Vergleich von M2 und dem Ubergang zu M3 zwischen TREK1-G181 und -L231. Zwei
der funktionellen Seitenketten der pH;-sensorischen ERW-Triade (violett) mit TREK1-E208~ und dem Interaktions-
zentrum um TREK1-R2227" (rot-gelber Stern), sowie die Positionen der stabilisierenden TREK1-F200-F229-7 — 7-
Wechselwirkung (cyan) sind dabei hervorgehoben. B: Aminosauresequenzen der M4-Segmente aller 15 Kop-Kanale,
sowie deren proximalen C-Termini, mit Markierung des TREK1-W3107 (violett) der ERW-Triade und dem C-terminalen
pH;-Sensor TREK1-E3217 (rot) [Honoré et al.,2002]. Der bereits beschriebene intrazellulare pH-Sensor des TASK2-
Kanals TASK2-K245T wurde ebenfalls rot hervorgehoben. Die drei Seitenketten der ERW-Triade (violett) sind lediglich
innerhalb der TREK/TRAAK-Subfamilie konserviert, eine Unterstiitzende F*-F*-Interaktion (cyan) ware anhand der
Sequenzen auch im TASK2-Kanal denkbar.
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4.4 Die pH;-Aktivierung in Kyp- und anderen lonenkanélen 4 Diskussion

Da ein Sequenzvergleich lediglich einen Eindruck vermittelt, sind zur abschlieBenden Aufklarung der intrazel-
luldaren pH-Regulation aller K,p-Kanale, detaillierte elektrophysiologische Untersuchungen, wie auch die Auf-
I6sung der Kristallstrukturen der einzelnen Kanale unbedingt notwendig.

Im Gegensatz zu K,p-Kanalen ist die intrazelluldre pH-Regulation von K;z-Kanélen bereits aufgeklart. Der cyto-
plasmatische Poreneingang dieser pH;-sensitiven Kanale mit 2TMD-Struktur wird durch Zusammenlagerung der
Porenhelices geschlossen (TM2, ’helix-bundle-crossing‘) und die ausladenenden cytoplasmatischen Démanen
dieser tetramer assemblierenden Kanéle formen eine zusatzliche cytoplasmatische Pore. Im Falle der pH;-
Regulation des K;g1.1-Kanals zeigte sich ein inter- und intrahelicales Netzwerk aus etwa 50 interagierenden
Aminoséuren, welche vorwiegend die gedffnete, aber auch eine voraktivierte Ubergangsstruktur stabilisieren.
Durch Erh6hung des intrazellularen pH-Wertes zerfallt das zum Teil titrierbare Netzwerk in deutlich kleinere
Biindel und es kommt zur Absenkung der Porenhelices und somit zum Ubergang in den inaktiven Kanalzu-
stand [Bollepalli et al.,2014]. Die depolarisierend wirkenden K;z-Kanéale werden also basisch aktiviert und Gber
ein ausladendes Netzwerk in offener Form stabilisiert, wohingegen TREK/TRAAK-Kanale durch Aufhebung der
Proteininteraktionen des Grundzustandes, sowohl basisch als auch azide reguliert werden kénnen.

Kanale der 6TMD-Struktur sind nach bisherigem Kenntnisstand insensitiv gegen Veranderungen der intrazel-
luldaren Protonenkonzentration. Trotz der groBen Anzahl unterschiedlicher Ky-Kanalvarianten, sowie der BK-
und SK-Kanaltypen wurde lediglich ein Einfluss des extrazellularen pH-Wertes auf diese Membranproteine fest-
gestellt. Die pHp-sensorischen Seitenketten stabilisieren dabei in der Regel direkt die Selektivitatsfilter.

Die cytoplasmatische Regulierung von Kanalen mit 6-TMD-Struktur verlauft ebenfalls iiber die Offnung und Ver-
engung des unteren Poreneinganges (’helix-bundle-crossing‘). Analog der K;z-Kanalfamilie (TM2) wird der cy-
toplasmatische Poreneingang durch die Zusammenlagerung der zweiten Porensegmente (S6-Helices) gebildet,
welche haufig mit den Spannungssensoren (S1-S4) an der S4-S5-Schleife verkn(ipft sind. Die Verengung ist da-
bei je nach Kanaltypus unterschiedlich stark ausgepragt [Lui et al,1997; del Camino und Yellen,2001; Flynn und
Zagotta,2001; Zhuo et al,2011]. Fir den Ky 1.1-Kanal zeigte sich eine domanenubergreifende, ERW-ahnliche,
Gatingtriade aus Ky 1.1-E394~R395™ (S4-S5-Linker) und Y485™ (S6) zur Stabilisierung des spannungsaktivier-
ten Zustandes [Batulan et al.,2010; Chowdhury et al,2014]. Die Kanale werden tber zellulare und proteineigene
Komponenten gesteuert [Barros et al.,2012], wobei der intrazellulare pH-Wert auf die repolarisierend wirkenden
Ky-Kanéle offenbar keinen direkten Einfluss hat. Dies ist eine mégliche Erklarung fir die Co-Lokalisation der
beidenfalls auswartsrektifizierenden K, p- und Ky -Kanale in erregbaren Zellen des Nervensystems. Da eine pH;-
Aktivierung die Auswartsrektifizierung der K, p-Kanale aufhebt [Schewe et al.,2016], kdnnen Schwankungen des
intrazelluldren pH-Wertes erregbarer Zellen, je nach aktuellem Membranpotential, sowohl Re- als auch Depola-
risationen der Zellen ausldsen oder unterstlitzen und vereinen so die Eigenschaften von K;z- und Ky -Kanalen.
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5 Anhang

5 Anhang

5.1 Verwendete Materialien
Lésungen
Messlésungen:

Einstellung der pH-Werte von 10 bis 3 erfolgte mit HCL oder NaOH, x > pH 8 sofern nicht anders angegeben.

intrazellular (pH x) \ extrazellular (pH 7.2)

120 mM KCI 4 bzw. 120 mM KCI
10 mM HEPES 10 mM HEPES
2 mM EGTA 3.6 mM CaCl,

1 mM Pyrophosphat
Lésungen fur Oozytenpraparation:

Tricainldsung, pH x.x

5 mM Tricain 1 mM NaHCO;

Waschlésung, pH 7.4

88 mM NaCl 2.4 mM NaHCO;
1.0 mM KCI 0.8 mM MgSQO4
7.5 mM TRIS/HCI

Inkubationslésung, pH 7.4

54 mM NaCl 2.4 mM NaHCO;
30 mM KCI 0.8 mM MgSQOq4

0.4 mM Ca(NO3), 7.5 mM TRIS/HCI
0.3 mM CaCl,

Krallenfrosche

» Xenopus Laevis, Glatter Krallenfrosch, Amerika
1xx Frésche (100-150 g)

» Xenopus Borealis, Gelbgefleckter Krallenfrosch, Amerika
3x Frésche (80-100 g)

Externe Sequenzierung
Eurofins, Ebersberg (Mlnchen)
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Material und Gerate

72

Modell Hersteller
Amplicap-Kit T7 Cellscript, Madison (USA)
Borosilicatkapillaren GB200-8P Science Products, USA
Borosilicatkapillaren 3.3 Hilgenberg, Malsfeld
Pasteurpipetten HX78 Roth, Karsruhe
MMESSAGE mMACHINE-Kit Ambion, Carlsbad (USA)
Micro Forge MF-830 Narishige, Japan
Mikromanipulator ZSS pythron®, USA
Midiprep-Kit Thermo Scientific, Deutschland
Miniprep-Kit Thermo Scientific, Deutschland
NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer peQLab GmbH, Erlangen
Patch-Clamp Mikroskop (invers) Axiovert 25 Zeiss, Oberkochen
Pipetten Eppendorf Research plus Eppendorf AG, Hamburg
Puller P-97 Sutter Instruments Co., USA
Schwingungsgedampfter Tisch 63530 TMC™ Vibration Control, Peabody (USA)
Stereomikroskop MS5 Leica Microsystems, Wetzlar
Stereomikroskop ST-36C 6LED Motic, Wetzlar
Verstarker EPC 10 HEKA Elektronik, Ludwigshafen/Rhein
Vorverstarker EPC 10 HEKA Elektronik, Ludwigshafen/Rhein
Chemikalien

Name CAS Hersteller
CaCl,*2H,0 Calciumchlorid Dihydrat 10035-04-8  Merck
Ca(NO3),*2H,0 Calciumnitrat Tetrahydrat 13477-34-4 Merck
DMSO Dimethylsulfoxid 67-68-5 Sigma/Aldrich
EGTA Ethylenglycoltetraacetat 67-42-5 Sigma/Aldrich
HCI Salzsaure 7647-01-0 Roth
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséure 7365-45-9 Sigma/Aldrich
KCI Kaliumchlorid 7447-40-7 Roth
MeMTS Methyl-methanethiosulfonat 2949-92-0 TRC
MgSOq4 Magnesiumsulfat 7487-88-9 Merck
MTSES *Na* Natrium(2-Sulfonatoethyl)methanethiosulfonat 184644-83-5 TRC
MTSET*Br~ 2-(Trimethylammonium)ethyl-methanethiosulfonat Bromid 91774-25-3  TRC
MTS-TBAO™*Br~  8-(Tributylammonium)octyl Methanethiosulfonat Bromid - TRC
NaCl Natriumchlorid 7647-14-5 Roth
NaHCO; Natriumhydrogencarbonat 144-55-8 Roth
NaOH Natriumhydroxid 1310-73-2 Roth
NFX*HCI Norfluoxetin Hydrochlorid 57226-68-3 TRC

Paraffin-Ol 8012-95-1 Sigma/Aldrich
Na-PP*10H,0 Natrium-Pyrophosphat Decahydrat 13472-36-1 Sigma/Aldrich
TPenA*CI™ Tetrapentyl-Ammonium Chlorid 4965-17-7 Sigma/Aldrich
Tricain Ethyl-3-aminobenzoat-Methansulfonat 886-86-2 Sigma/Aldrich
TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan 77-86-1 Roth
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Verwendete Software

Programm Entwickler

CLC Sequence Viewer 7 QIAGEN Aarhus A/S

Excel Microsoft

FitMaster Heka

IGOR WaveMetrics, Inc.

Texmaker (LaTex) Pascal Brachet, Joél Amblard
PatchMaster Heka

PowerPoint Microsoft

Pymol DeLano Scientific LLC, Schrdédinger

Sequenz-Kennnummern der Uniprot-GenBank

K;p-Kandle (human) Sequenz-Kennnummer

TREK1 095069
TREK2 P57789
TRAAK QINYGS8
TALK1 Q96T55
TALK2 Q96T54
TASK2 095279
TRESK Q77418
TWIK1 000108
TWIK2 Q9oY257
KCNK7 Qoyau2
TASK5 Q9H427
TASK1 014649
TASK3 Q9NPC2
THIK1 Q9oHB14
THIK2 Q9HB15
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M2 rel. Pp + n rel. Pp + n rel. Pp + n
rel. Pp = % % %
pH8/pH5 initial MTSET;;HB MTSET;H5
TREK1-WT 4.8 0.7 | 29

L180C 1.6 06 | 8

G181C 9.1 1.2 | 10

1182C 7.2 1.1 7

P183C 3.6 09 | 8

L184C 19.3 4.1 6

F185C 15.3 40 | 7

G186C 14.6 3.9 | 20 67.9 9.7 | 10 72.2 6.9 | 10
F187C 3.8 0.5 | 21 19.2 23 | 11 4.2 08 | 9
L188C 871 7.0 | 21 106.7 1.5 | 10 102.1 1.4 | 11
L189C 47.9 45 | 20 88.5 51 | 10 59.2 4.0 | 10
A190C 1.6 0.3 | 20 8.9 29 | 10 4.4 0.8 | 10
G191C 5.0 14 | 8

V192C 3.2 10 | 6

G193C 44.2 75 |20 70.2 6.1 | 10 75.7 55 | 9
D194C 9.2 25 | 12

Q195C 6.9 1.0 | 7

L196C 291 26 | 20 67.0 50 | 9 244 36 | 8
G197C 100.6 25 | 20 102.9 21 | 10 99.3 1.4 | 10
T198C 54.8 83 | 24 42.2 6.8 | 10 43.4 143 | 10
1199C 87.8 11.7 | 11

F200C 110.3 3.7 | 11 109.6 1.0 | 11 112.3 3.6 | 11
G201C 5.5 1.1 | 20 32.2 10.5 | 10 45.3 10.0 | 10
K202C 5.7 16 | 8

G203C 11.4 26 | 9

1204C 12.4 1.9 | 45 102.6 09 | 14 75.0 45 | 10
A205C 9.3 2.8 | 20 22.9 45 | 10 228 3.5 | 10
K206C 46.5 6.1 | 10

V207C 13.8 1.6 | 20 3.8 0.7 | 10 14.3 20 | 9
E208C 70.0 6.1 | 20 96.8 6.3 | 9 76.5 84 | 9
D209C 24.0 54 | 10

T210C 15.6 7.1 7

F211C 22.2 3.1 | 20 9.0 28 | 10 224 47 | 10
1212C 12.5 33 | 8

K213C 17.0 4.1 9

w214C 49.2 9.2 | 11

N215C 2.6 0.7 | 6
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M2 MTSET ), MTSET ), MTSET ;5 MTSET ;s
AF = AF + AF + n AF + AF + n
PH 5/ PH 8 Ibasal Imax Ibasal Imwc
TREK1-WT 1.08 0.12 0.98 0.02 | 12 1.66 0.39 1.00 0.01 | 11
L180C 1.04 0.02 1.02 0.02 | 4 1.00 0.04 1.05 0.02 | 4
G181C 1.00 0.08 0.97 0.05| 5 1.44 0.48 1.01 0.02 | 5
1182C 1.13 0.17 0.92 0.04 | 4 1.53 0.40 1.00 0.00 | 3
P183C 1.04 0.01 1.00 0.01 | 3 1.14 0.10 1.00 0.01 | 5
L184C 0.96 0.06 0.97 0.02 | 3 1.15 0.09 0.98 0.01 | 3
F185C 1.00 0.02 1.00 0.00 | 4 1.06 0.08 0.97 0.01 | 3
G186C 9.53 2.29 1.91 0.28 | 10 50.54 13.63 3.56 0.53 | 10
F187C 8.25 1.45 1.31 0.14 | 11 1.12 0.06 1.02 0.01 | 10
L188C 1.63 0.06 1.58 0.11 | 10 2.64 0.55 1.41 0.08 | 11
L189C 0.76 0.03 0.53 0.02 | 10 2.15 0.35 1.01 0.01 | 10
A190C 8.77 0.39 1.95 0.13 | 10 7.47 0.23 2.05 0.09 | 10
G191C 1.06 0.03 1.01 0.01 | 4 1.56 0.41 1.01 0.01 | 4
V192C 1.09 0.12 0.98 0.08 | 3 1.04 0.11 1.01 0.00 | 3
G193C 5.77 1.06 2.02 0.13 | 10 4.41 1.22 1.83 0.14 | 10
D194C 1.00 0.05 1.00 0.03 | 3 1.01 0.05 1.01 0.05| 7
Q195C 1.02 0.03 0.99 0.07 | 4 2.64 1.21 1.01 0.02 | 3
L196C 2.81 0.21 1.40 0.14 | 10 1.13 0.06 1.02 0.01 | 10
G197C 1.24 0.05 1.19 0.02 | 10 1.25 0.04 1.27 0.05 | 10
T198C 0.45 0.04 0.74 0.06 | 13 1.02 0.06 0.99 0.02 | 11
1199C 1.00 0.01 1.02 0.02 | 4 1.14 0.13 1.00 0.00 | 7
F200C 1.23 0.04 1.22 0.02 | 11 1.01 0.01 1.00 0.00 | 10
G201C 10.22 1.80 2.28 0.20 | 10 31.05 6.03 2.63 0.33 | 10
K202C 0.94 0.09 0.96 002 | 5 3.26 1.48 1.02 0.05| 3
G203C 1.12 0.07 0.96 0.01 | 6 2.26 0.32 1.00 0.01 | 4
1204C 18.87 5.25 1.16 0.05 | 11 8.99 2.91 1.08 0.03 | 10
A205C 4.06 0.68 1.18 0.03 | 10 4.62 0.72 1.26 0.03 | 10
K206C 0.99 0.01 0.98 0.01 | 5 1.20 0.19 0.98 0.01 | 5
vV207C 0.21 0.02 0.84 0.02 | 10 1.01 0.06 1.00 0.01 | 10
E208C 1.42 0.12 1.01 0.01 | 10 1.15 0.05 1.00 0.01 | 10
D209C 1.02 0.02 0.97 001 | 5 0.98 0.03 0.98 0.01 | 3
T210C 1.09 0.18 1.05 017 | 4 1.01 0.03 0.99 0.01 | 3
F211C 0.25 0.04 0.85 0.02 | 10 1.15 0.07 0.98 0.01 | 10
1212C 1.04 0.01 0.99 0.01 | 4 4.79 3.17 0.99 0.00 | 4
K213C 1.07 0.05 0.98 001 | 5 2.49 0.68 0.99 0.00 | 4
W214C 0.97 0.01 0.99 0.00 | 7 1.01 0.04 0.99 0.00 | 4
N215C 1.04 0.05 1.01 0.01 | 4 0.97 0.05 1.02 0.00 | 3
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M3 & WT rel. Pp + | n rel. Py + n rel. Po + | n
rel. Pp = % % %
pH8/pH5 initial MTSET;H8 MTSET;HS
TREK1-WT (8P) 1.2 0.2 |13
TREK1-AC100 8.9 0.6 | 60
TREK1-WT (3P) 4.8 0.7 | 29
V216C 6.0 17 | 7
S217C 15.4 31| 8
Q218C 32.9 32| 7
T219C 7.0 14| 7
K220C 3.3 05| 7
1221C 11.1 1.6 | 20 60.5 38 | 10 51.8 5.0 | 10
R222C 93.1 49 | 20 97.2 62.1 | 10 103.0 5.3 | 10
1223C 33.0 46 | 21 105.3 1.0 | 10 75.0 5.7 | 11
1224C 7.0 1.1 ] 20 99.0 1.8 | 10 90.0 23| 10
F229C 6.8 1.0 | 21 98.5 29 |10 97.7 1.2 |10
M3 MTSET ;¢ MTSET |, MTSET ;s MTSET ;s
Ar = Ar + Arp + n Ap + Ar + n
pH 5/ pH 8 Ibasul bnax Ibasal bnax
TREK1-WT 1.08 0.12 0.98 0.02 | 12 1.66 0.39 1.00 0.01 | 11
V216C 1.01 0.08 1.00 0.01 | 4 1.34 0.07 1.00 0.01| 3
S217C 1.02 0.02 1.01 0.02 | 5 1.01 0.01 0.97 0.00 | 3
Q218C 1.01 0.02 1.00 0.01 | 4 1.01 0.04 1.03 0.03 | 3
T219C 0.91 0.03 0.96 0.01 | 4 0.90 0.04 1.01 0.03 | 3
K220C 1.09 0.10 0.97 0.01 | 4 1.56 0.42 1.03 0.02 | 3
1221C 6.54 0.98 1.28 0.04 | 10 12.26 2.95 1.28 0.06 | 10
R222C 1.50 0.35 1.14 0.05 | 10 1.14 0.03 1.09 0.02 | 10
1223C 7.92 4.33 1.11 0.04 | 10 4.68 1.35 1.00 0.01 | 10
1224C 35.83 12.76 1.26 0.10 | 10 31.54 8.03 1.53 0.18 | 10
F229C 43.46 16.58 2.03 0.36 | 11 46.87 14.01 1.70 0.25 | 10
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M4 rel. Pp + n rel. Pp + n rel. Py + n
rel. Pp = % % %
pH8/pH5 initial MTSET ), MTSET ;s
TREK1-WT 4.8 0.7 | 29

w290C 96.7 4.1 8

F291C 13.2 48 | 6

W292C 25 03 | 9

1293C 60.7 10.8 | 10

L294C 16.6 79 | 9

V295C 4.3 1.3 | 10

G296C

L297C 50.5 3.1 | 10

A298C 10.9 83 | 7

Y299C 20.3 28 | 6

F300C 12.7 3.7 7

A301C 41.7 9.3 | 20 135.0 13.3 | 10 123.8 18.1 | 10
A302C 121.9 44 | 20 113.4 1.2 | 10 104.3 1.6 | 10
VvV303C 6.0 2.0 | 10

L304C 7.8 1.3 | 26 27.0 46 | 12 16.2 49 | 13
S305C 19.9 46 | 19 28.8 52 | 9 32.1 49 | 9
M306C 46.2 56 | 22 70.3 7.8 | 12 35.8 5.3 | 10
1307C 9.1 1.7 | 28 18.2 25 | 17 10.1 3.0 | 11
G308C 3.0 0.5 | 16 6.1 3.0 | 10 4.1 0.7 | 6
D309C 8.8 21 | 20 10.0 28 | 10 5.0 1.6 | 10
w310C 48.2 43 | 23 26.7 39 | 183 45.5 10.2 | 10
L311C 9.8 1.9 | 21 11.8 2.7 | 11 8.5 2.1 10
R312C 26.0 70 | 6

V313C 11.0 26 | 20 10.4 3.7 | 10 8.8 37 | 9
1314C 3.7 0.5 | 20 6.4 1.3 | 10 19.2 2.8 | 10
S315C 4.0 0.6 | 27 2.3 04 | 11 7.2 1.4 | 16
K316C 25.9 40 | 6

K317C 9.0 23 | 9

T318C 24.7 4.8 | 25 17.0 29 | 11 51.1 8.7 7
K319C 3.6 10 | 6

E320C 12.6 27 | 6

E321C 104.3 7.4 6

v322C 6.9 1.2 | 19 8.0 2.9 8 10.3 2.7 | 1
G323C 19.2 65 | 7

E324C 26.5 87 | 6

F325C 3.0 0.6 | 21 4.6 0.8 | 10 4.7 09 | 11
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M4 MTSET MTSET MTSET ;s MTSET ;5
AF = AF + AF + n AF + AF + n
pH 5/ PH 8 bpasal bnax bpasal bnax

TREK1-WT 1.08 0.12 0.98 0.02 | 12 1.66 0.39 1.00 0.01 | 11
w290C 0.98 0.03 0.99 0.01 | 3 1.05 0.01 0.99 0.01 | 5
F291C 1.03 0.03 1.02 0.03 | 3 0.98 0.03 1.00 0.01 | 3
w292C 1.02 0.01 1.01 003 | 5 1.04 0.05 1.00 0.03| 5
1293C 1.05 0.05 0.98 0.01 | 7 1.40 0.28 1.01 0.01 | 3
L294C 1.01 0.04 1.00 002 | 6 1.00 0.02 1.01 0.02 | 3
V295C 1.01 0.02 1.00 0.02 | 6 1.01 0.04 1.00 0.01 | 4
G296C 1.08 0.04 1.16 0.08 | 3 0.95 0.03 1.04 0.02 | 3
L297C 0.97 0.03 1.01 0.01 | 7 1.15 0.09 1.02 0.02 | 3
A298C 1.02 0.02 1.00 003 | 4 0.97 0.02 0.99 0.02 | 4
Y299C 1.04 0.01 1.02 0.00 | 6 1.28 0.14 1.00 0.01 | 3
F300C 1.02 0.06 1.00 0.01 | 4 1.02 0.02 1.02 0.01 | 3
A301C 3.00 0.34 0.68 0.06 | 10 3.43 0.66 0.80 0.04 | 10
A302C 1.43 0.08 1.62 0.07 | 10 1.45 0.05 1.58 0.07 | 10
V303C 1.01 0.02 1.02 0.02 | 5 1.21 0.19 1.01 002 | 5
L304C 4.81 0.48 1.67 0.16 | 11 4.76 0.83 1.70 0.10 | 12
S305C 4.30 0.97 3.93 039 | 9 16.71 3.04 2.28 0.23 | 10
M306C 1.88 0.22 1.34 0.07 | 12 1.08 0.05 1.00 0.00 | 10
1307C 2.11 0.18 0.62 0.04 | 14 1.01 0.01 0.99 0.01 | 11
G308C 4.40 0.71 242 0.24 | 10 1.30 0.10 0.98 0.03 | 6
D309C 0.62 0.06 0.84 0.02 | 10 0.97 0.19 0.79 0.04 | 10
w310C 0.31 0.03 0.65 0.06 | 13 1.12 0.11 1.00 0.01 | 10
L311C 0.27 0.03 0.21 0.04 | 12 1.03 0.07 0.99 0.05 | 11
R312C 0.98 0.03 0.98 0.02 | 4 1.00 0.08 1.00 0.02 | 3
V313C 0.34 0.03 0.59 0.04 | 10 0.67 0.13 0.64 0.05 | 10
1314C 0.19 0.01 0.12 0.02 | 10 0.90 0.05 0.16 0.02 | 10
S315C 0.14 0.03 0.20 0.03 | 11 0.64 0.19 0.29 0.03 | 15
K316C 1.04 0.03 0.94 0.00 | 3 1.00 0.10 1.07 0.09 | 3
K317C 1.02 0.09 1.00 0.05| 4 1.18 0.18 1.03 0.07 | 5
T318C 0.18 0.04 0.19 0.04 | 11 2.28 0.70 0.41 0.15 | 14
K319C 1.09 0.03 1.16 0.06 | 3 1.22 0.18 0.98 0.02 | 3
E320C 0.99 0.01 1.00 0.03 | 3 0.84 0.19 1.03 0.02 | 3
E321C 1.01 0.04 0.95 0.00 | 3 1.11 0.05 1.01 0.01 | 3
V322C 0.36 0.04 0.46 0.10 | 8 0.62 0.09 0.42 0.04 | 11
G323C 1.00 0.03 1.00 0.02 | 3 1.53 0.34 1.05 0.04 | 4
E324C 1.07 0.07 1.00 0.05| 3 1.36 0.22 1.02 0.02 | 3
F325C 0.50 0.04 0.46 0.06 | 10 0.78 0.03 0.32 0.05 | 11
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MTSET- modifizierbare Mutanten | t;, pH8 | =+ tippHS | £ Faktor
G186C 10.9 1.9 21.9 5.4 2.0
F187C
L188C 0.6 0.2 14.8 2.2 25.6
L189C 2.4 1.0 18.5 1.5 7.6
A190C 3.7 0.9 4.9 1.0 1.3
G193C 3.7 1.0 57.1 7.9 15.6
L196C
G197C 0.2 0.0 1.4 0.2 8.0
T198C
F200C
G201C 2.0 0.7 20.1 8.0 9.8
1204C 5.4 1.2 19.2 1.2 3.5
A205C 1.4 0.4 7.9 1.6 5.7
V207C
E208C
F211C
1221C 1.8 0.2 1.9 0.2 1.0
R222C 0.2 0.1 2.2 0.5 9.9
1223C 4.9 2.5 26.8 6.4 5.5
1224C 39.1 12.9 112.4 14.5 2.9
F229C 35.3 8.9 62.1 12.5 1.8
A301C 3.8 0.8 5.3 1.3 1.4
A302C 0.6 0.1 24.3 2.6 39.3
L304C 21.6 2.4 42.5 6.5 2.0
S305C 2.7 0.4 9.1 1.3 3.4
M306C
1307C
G308C
D309C 7.6 1.3 8.3 3.8 1.1
w310C
L311C
V313C 1.3 0.7 2.5 0.4 1.9
1314C 0.2 0.0 5.1 0.8 29.1
S315C 0.3 0.1 33.7 10.4 99.9
T318C 0.8 0.2 101.1 14.6 || 134.1
V322C 0.6 0.3 9.4 1.6 16.1
F325C 0.6 0.2 9.3 1.7 14.8
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Abkiirzungen

2-APB
A

A

Ar

Ag
AgCl
ATP
BKca
C
cAMP
Cs™
C-Terminus
Cat
Cav
DNA
ECso
E. coli
ERW
et al.

M(1-4)
MA

MI
Mg”
MTS
Na™t
Nay
NH
NMDA
N-Terminus
P1/P2

2-Aminoethoxydiphenyl borate
Ampere

Angstrém

Aktivierungsfaktor

Silber

Silberchlorid

Adenosintriphosphat

big conductance potassium channel
Celsius

cyclisches Adenosinmonophosphat
Césiumionen

Carboxy-Terminus

Calziumionen

voltage-gated calcium channel
Desoxyribonucleinsaure
Konzentration halbmaximalen Effektes
Escherichia coli

E208-R222-W310

und weitere

Gramm

Gamma-Aminobuttersaure
Hill-Koeffizient

Wasserstoffionen

Stromstarke

Konzentration halbmaximaler Inhibition
Kaliumionen

Potassium channel subfamilies
calcium activated potassium channel
Dissoziationskonstante

Inward Rectifiing potassium channel
voltage-gated potassium channel
Two-Pore domain potassium channel
Liter

Meter

molar
Ksp-(Trans-)Membransegmente(1-4)
MembranabstoBung
Membraninteraktion
Magnesiumionen
Methanethiosulfonat

Natriumionen

voltage-gated sodium channel
Ammoniumionen
N-methyl-D-aspartat

Amino Terminus
Kyp-Porendoménen
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PCR
PD
PDB-ID
PIP,
pH
pH.
pH;
pHso
Po
PK
PUFA
QAT
R
Rb™
Rr
RNA

S0-S6
SCAM
SF
SKcu
ti)2
TM(1-4)
TMD
TALK
TASK
THIK
TRAAK
TREK
TRESK
TWIK

WT
An

Polymerase Chain Reaction

Porendomane

protein data base identification number
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate

negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
extrazellularer pH-Wert

intrazelluléarer pH-Wert

Protonenkonzentration halbmaximalen Effektes
Offenwahrscheinlichkeit

Proteinkinasen

polyunsaturated fatty acids

Quartare Ammoniumionen

Widerstand

Rubidiumionen

Ratenfaktor

Ribonucleinsaure

Sekunden

Siemens

Ky-Transmembransegmente
Substitued-cysteine-accessibilty-method
Selektivitatsfilter

small conductance potassium channel

Zeit nach halb-abgeschlossener Modifikation
Transmembranhelix (1-4)

Transmembrandomane

TWIK-related alkaline-sensitive K™ channel
TWiIK-related acid-sensitive K™ channel

Tandem pore domain halotane-inhibited K* channel
TWIK-related arachidonic acid-stimulated K™ channel
TWIK-related K™ channel

TWIK-related spinal cord Kt channel

Two-pore domain weakly inward rectifier K™ -channel
Spannung

Volt

Wild Typ

elektrochemische Triebkraft

Ohm

Tabellenverzeichnis

1 Relative Offenwahrscheinlichkeiten und Modifikationsgeschwindigkeiten unter Verwendung
verschiedener MTS-Reagenzien (Abbildung 27)

2 Auswertung der pH;-Zustandsabhangigkeit des M2-Segmentes (Abbildung 28).

3 Auswertung der pH;-Zustandsabhangigkeit der M3- und M4-Segmente (Abbildung 29).
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Abbildungsverzeichnis

1 Einteilung mammaler Kaliumkanale anhand der Anzahl ihrer Transmembrandomanen.

2 Dendrogramm der Kaliumkanale und schematische Struktur einer K,p-Untereinheit.

3 K, p-Kanal-Dendrogramm der 15 humanen Gene mit Einteilung der Kanale in sechs Subfamilien.
4 Dimerbildung zweier K;p-Untereinheiten und Kristallstruktur eines K;p-Kanals.

5  Schema der polymodalen Regulation am Beispiel des TREK1-Kanales.
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