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1. Einleitung

1.1 Zellmembran und lonenkanale

Jede Zelle unseres Korpers wird von einer Zellmembran umgeben. Diese Plasma-
membran, bestehend aus einer Lipiddoppelschicht, grenzt somit den Intra- vom Ex-
trazellularraum ab. Phospholipide stellen den Grofteil der Membranlipide dar und
sind gekennzeichnet durch ihre Amphiphilie mit einem apolaren hydrophoben Teill,
den Kohlenwasserstoffketten der Fettsauren, die sich in der Membranmitte gegen-
Uberstehen, und einem polaren hydrophilen Kopfteil, der in den angrenzendes Extra-
beziehungsweise Intrazellularraum hineinragt (Abb. 1.1).

Wahrend Gase und lipidiésliche Substanzen die Zellmembran durch einfache Diffu-
sion passieren konnen, stellt sie durch ihre Hydrophobizitat eine Barriere fur lonen,
Wasser und andere hydrophile Substanzen dar. Neben weiteren Bestandteilen ent-
halt die Plasmamembran jedoch auch durch die ganze Membran spannende Protei-
ne, integrale Proteine oder auch Transmembranproteine genannt, welche unter an-
derem als Transportproteine dienen und lonenkanale, Carrierproteine und Pumpen
beinhalten. Die Plasmamembran hat also eine wesentliche Bedeutung fur die Kom-

munikation und den Stoffaustausch zwischen Intra- und Extrazellularraum.

+

K

\ 4

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Plasmamembran mit einem lonenkanal (modifiziert
nach Waxman und Zamponi (2014)). Dargestellt ist die Lipiddoppelschicht, die aus Phospholipiden
(blau) aufgebaut ist. Der hydrophile Kopf zeigt nach aufRen und in die Membranmitte ragen die hydro-
phoben Fettsaurereste. Als integrales Molekiil (griin) ist ein Kaliumionenkanal zu sehen.
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Der transmembranare Transport von lonen wird durch die lonenkanale ermdglicht
(Abb. 1.1), die damit fir die elektrischen Eigenschaften einer Zelle verantwortlich
sind. Sie bestehen aus meist mehreren helikalen Strukturen, die eine Pore umschlie-
Ren, und werden komplex reguliert. Das standige Hin- und Herschalten zwischen
dem Offen- und Geschlossenzustand wird als Gating bezeichnet. Der Selektivitatsfil-
ter, der in der Pore gelegen ist, bestimmt die Art der permeierenden lonen, die ent-
lang des elektrochemischen Gradienten passiv mit einer Rate von tiber 108 lonen pro
Sekunde durch die Kanale fliellen. Diese hohen Raten unterscheiden die lonenkana-
le stark von den anderen Transportformen wie Carrier und Pumpen, die aktiv lonen
Uber die Membran bewegen (Hille, 2001).

FUr den Fluss der lonen ist eine elektrochemische Triebkraft erforderlich, die sich
entsprechend einerseits aus der chemischen Triebkraft, dem transmembranen Kon-
zentrationsgradienten, und andererseits aus der elektrischen Triebkraft, also der
transmembranen Potentialdifferenz, was dem Zellmembranpotential entspricht, zu-
sammensetzt (Klinke et al., 2010). Wenn beide Triebkrafte gleich grol3, aber entge-
gengesetzt gerichtet sind, findet kein Nettotransport statt. Das heilt, es gibt fur jeden
Konzentrationsgradienten eine bestimmte Potentialdifferenz, an dem das elektro-
chemische Gleichgewicht erflllt ist. Diese Potentialdifferenz, das Gleichgewichtspo-
tential, wird auch als Nernst-Potenzial bezeichnet.

Zur Berechnung des Gleichgewichtspotentials bedient man sich der Nernst-
Gleichung, die sich wiederum aus der Boltzmann-Gleichung herleiten Iasst:

Cy (_M) . .
-~ = e RT chemische Form der Boltzmann-Gleichung

1

daraus folgt: U; — U, = RTIn= (*)
1

¢ = Konzentrationen; U = molare freie Enthalpie; R = allgemeine Gaskonstante; T =

Temperatur

mit U; — U, = z,F(E; — E,) in * ergibt:

E.,=E, —E, = AL 1 K2 (Nernst-Gleichung (Nernst, 1888))

zxF [X11
Ex= Gleichgewichtspotential fur lon X; E1-E>= Membranpotentialdifferenz; F = Fara-
day-Konstante; zx= Ladung vom lon X; [X]= Konzentration vom lon X
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Die Nernst-Gleichung fur Kaliumionen lautet somit:
RT [K],
KT

Die Subskripte ,0 und ,i“ stehen fir extra- und intrazellular (Hille, 2001).

Da in unseren Experimenten die Kaliumionenkonzentrationen sowohl intra- als auch
extrazellular aquimolar waren (jeweils 120 mM KCI), betragt das Nernst-Potential
unter diesen Bedingungen 0 mV, sodass bei dieser Spannung trotz eines eventuell
vorhandenen Aktivators kein Nettoflux besteht (Abb. 1.2)

Bei geringeren angelegten Spannungen kommt es aufgrund der nun ins Zellinnere
gerichteten elektrochemischen Triebkraft zu Einwartsstromen beziehungsweise bei
einem positiveren Membranpotential zu Auswartsstromen, vorausgesetzt, der Kanal
zeigt eine ausreichend hohe Offenwahrscheinlichkeit.

Der lonenfluss durch einen Kanal hangt somit einerseits von der elektrochemischen
Triebkraft und andererseits von der Offenwahrscheinlichkeit, die wiederum durch den

Aktivierungszustand bedingt ist, ab.

| (PA)

1300

Auswartsstrome

% 50 100
\\ V_(mV)

Nernst-Gleichgewichtspotential

-100 .50
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-1300

Abb. 1.2: Strom-Spannungskurve eines lonenkanals (modifiziert nach Fuller et al. (2004)). Zu
sehen ist eine Spannungsrampe. Bei einer negativ angelegten Spannung ist bei dquimolaren intra-
und extrazellularen lonenkonzentrationen die elektrochemische Triebkraft nach intrazellular gerichtet,
weshalb es zu Einwartsstromen kommt. Entsprechend existieren bei positiv angelegten Spannungen
Auswartsstrome. Am Nernst-Gleichgewichtspotential (unter den genannten Bedingungen bei 0 mV)
herrscht kein Nettoflux.
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1.2 Patch-Clamp-Technik

Der entscheidende Durchbruch der Elektrophysiologie, lonenkanale biophysikalisch
zu untersuchen und zu charakterisieren, war die Entwicklung der Patch-Clamp-
Technik, die auch wir fur unsere Experimente benutzten. Sie geht zurtuck auf E.
Neher und B. Sakmann (Neher und Sakmann, 1976), die fur ihre Entwicklung 1991
mit dem Nobelpreis in Physiologie oder Medizin ausgezeichnet wurden. Unsere heu-
te verwendeten Techniken basieren zudem auf den Weiterentwicklungen von Hamill
et al. (1981).

Es werden vier verschiedene Methoden unterschieden. Alle Methoden beginnen mit
dem Anpressen der mit Pipettenlosung beflllten Glaspipette an die intakte Zell-
membran, wodurch ein Gigaseal, ein Abdichtungswiderstand im Gigaohm-Bereich,
der den Patch elektrisch isoliert, entsteht. Dieser als cell-attached- beziehungsweise
on-cell-Konfiguration bezeichnete Modus (Abb. 1.3A) dient Messungen an der intak-
ten Zelle oder als Ausgangsmodus fur die folgenden Konfigurationen.

Fir die von uns verwendete inside-out- beziehungsweise excised-Patch-
Konfiguration wird der Patch aus der Zelle herausgezogen, wobei nun die Zytosolsei-
te der Membran der Badlésung zugewandt ist und somit unsere Badlosung bezie-
hungsweise die Losungen des Applikationssystems der intrazellularen Losung ent-
sprechen, wahrend unsere Pipettenldsung auf der extrazellularen Seite liegt (Abb.
1.3B). Dies ermdglichte uns, den Effekt von zytosolisch applizierten Substanzen zu
untersuchen.

Alternativ kann ausgehend vom cell-attached-Modus durch kurzes Saugen die
Membran in der Pipette durchbrochen werden und Ganzzellstrome gemessen wer-
den (whole-cell-Konfiguration, Abb. 1.3C). Durch Herausziehen der Pipette gelangt
man in die outside-out-Konfiguration, wobei hierbei nach Bilden des Membranblas-
chens die MembranauRenseite der Badlésung zugewandt ist (Abb. 1.3D). In den bei-
den letztgenannten Konfigurationen sind Effekte von extrazellular zugefuhrten Sub-

stanzen bestimmbar.

Die Patch-Clamp-Technik hat in den vergangenen Jahrzehnten einen enormen Wis-
sensgewinn bezuglich unter anderem des Gatings und der Kinetik von Aktivatoren
und Inhibitoren von lonenkanalen geschaffen. Dadurch konnten neue pharmakologi-
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sche Angriffspunkte erkannt werden, die eine grofl3e Rolle in der Medizin spielen, da
lonenkanale in der Pathogenese einer Vielzahl von Erkrankungen beteiligt sind.

Pipetteniésung
Badlosung il g A
Patch-Pipette saugen D
Kanal
| < | Membran x fliehen
v} - % = \
‘ "/ ” £ & L -~
4 A — | — |\ ! > 5] N
va S ¢
9 B - =
=\ -
+~whole-cell* s
Lcell-attached* \ il = | —
: X /] ziehen \
Tight Junction
Epithelzelle sid “
Basalmembran oder »outsigde-out
Boden einer Zellkulturschale - \

»inside-out”

Abb. 1.3: Patch-Clamp-Konfigurationen (Klinke et al., 2010). Ausgehend vom cell-attached-Modus
(A) gelangt man durch Herausziehen des Patches in die inside-out-Konfiguration (B) oder durch Sau-
gen in die whole-cell-Konfiguration (C). Das Herausziehen in der whole-cell-Konfiguration bewirkt eine
Blaschenbildung, wodurch die outside-out-Konfiguration entsteht (D).

1.3 Kaliumionenkanale

Die in dieser Arbeit untersuchten lonenkanale sind Kaliumkanale. Jede Zelle unseres
Korpers besitzt Kaliumkanale, die essentiell fir das Leben einer Zelle sind. Sie bilden
die groRte Klasse aller lonenkanale und sind durch ihre grofRe Vielfalt gekennzeich-
net.

Durch ihr negatives Gleichgewichtspotential (bedingt durch die sehr geringe Kalium-
konzentration im Extrazellularraum) stabilisieren sie in erregbaren Zellen wie Sinnes-
zellen, Nervenzellen und Muskelzellen das Membranpotential, hemmen deren Erreg-
barkeit oder beenden ein Aktionspotential, vorausgesetzt die Kanale sind geoffnet,
was zum Beispiel in der Anasthesie gewunscht ist. Im Gegensatz dazu fihren Inhibi-
toren der Kaliumkanale zu einer gesteigerten Erregbarkeit von Zellen.

Kaliumkanale werden aber nicht nur in erregbaren Zellen, sondern auch in jeder an-
deren Zelle exprimiert. In Epithelien beispielsweise besitzen sie eine Transportfunkti-
on (Hille, 2001).
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Man kann die Kaliumkanale in drei gro3e Gruppen, die sich hinsichtlich ihrer Archi-
tektur unterscheiden (Choe, 2002), klassifizieren. Dazu zahlen die spannungsabhan-
gigen Kaliumkanale (K,), die einwartsgleichrichtenden Kaliumkanale (K, inward rec-
tifiers) und die Zwei-Poren-Domanen Kaliumkanale (K2P, Two-pore domain). Allen
gemeinsam sind zwei Transmembranhelices und ein Pore-Loop dazwischen
(2TM/P), welche das Markenzeichen aller Kaliumkanale bilden (Lu et al., 2001). Die-
se Struktur wurde erstmals am bakteriellen Kaliumkanal KcsA mithilfe der Rontgen-

strukturanalyse entdeckt (Doyle et al., 1998).

K-Kanéle: Spannungsabhangige Kaliumkanale bestehen aus sechs Transmemb-
randomanen (TM) und einer porenbildenden Region (P), die sich zwischen TM5 und
TM6 befindet (Abb. 1.4A). Vier solcher Monomere bilden den quarternaren Protein-
komplex, wodurch die vier P-Loops durch Tetramerisierung zusammengefugt werden
und die Pore mit dem Selektivitatsfilter bilden. (Tempel et al., 1987, Pongs et al.,
1988, Kamb et al., 1988). Kennzeichnend ist das S4-Segment, das als Spannungs-
sensor fungiert, indem es bei Depolarisation aufgrund der gehauft enthaltenden posi-
tiv geladenen Aminosauren in Richtung Extrazellularraum getrieben wird und durch
diese Konformationsanderung zur Offnung der Pore fiihrt (Cha et al., 1999, Glauner
et al., 1999).

Die Nomenklatur ist Ky n.m., wobei n die Subgruppe und m das Mitglied bezeichnet
(Chandy, 1991). Die Subgruppe Ky 1.m wird Shaker genannt.

Ki-Kanéle: Einwartsgleichrichtende Kaliumkanale bestehen aus zwei Transmemb-
randomanen und eine die beiden Transmembrandomanen verbindende Porenregion
(Abb. 1.4B) (Ho et al., 1993, Kubo et al., 1993). Vier solcher Untereinheiten sind not-
wendig, um den funktionellen Kanal zu bilden (Glowatzki et al., 1995, Yang et al.,
1995). Kennzeichnend fur diese Kaliumkanalklasse ist die Einwartsgleichrichtung,
also eine hohe Leitfahigkeit bei Potentialen, die negativ vom Umkehrpotential liegen,
und eine schwache beziehungsweise keine Leitfahigkeit fur positivere Potentiale.
Dadurch wird das Ruhemembranpotential stabilisiert, ohne einer Depolarisation im
Rahmen beispielsweise eines Aktionspotentials entgegenzuwirken. Molekulare
Grundlage sind positiv geladene lonen (Mg?*, Polyamine wie Spermin oder Spermi-
din), die spannungsabhangig den Kanal blockieren (Matsuda et al., 1987,
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Vandenberg, 1987, Ficker et al., 1994, Lopatin et al., 1995, Fakler et al., 1995, Oliver
et al., 2000).

Die Einteilung erfolgt — wie bei den Ky-Kanalen — in Subgruppen und entsprechende
Mitglieder (Doupnik et al., 1995).

K2P-Kanéle: siehe Kapitel 1.4 und Abb. 1.4C

A B C

,TH‘U| - l»‘"‘“ ol el u

eNH, C()OsH d: COOH
K.-Kanal- Ki--Kanal- K2P-Kanal-
Untereinheit Untereinheit Untereinheit

Abb. 1.4: Aufbau der drei Kaliumkanalklassen (Klinke et al., 2010). (A) Vier K-Kanal-Unter-
einheiten bilden einen spannungsabhangigen Kaliumkanal. Jede Untereinheit besteht aus sechs TM
und einem P-Loop. Die roten Plus-Zeichen kennzeichnen das S4-Segment, den Spannungssensor.
(B) Vier Ki-Kanal-Untereinheiten bilden einen einwartsgleichrichtenden Kaliumkanal. Jede Unterein-
heit besteht aus zwei TM und einem P-Loop. (C) Zwei K2P-Kanal-Untereinheiten bilden einen Zwei-
Poren-Doméanen-Kaliumkanal. Jede Untereinheit besteht aus vier TM und zwei P-Loops.

1.4 Aufbau von K2P-Kanalen

Die in dieser Arbeit untersuchte K2P-Familie ist die jungste der bisher erforschten
Kaliumionenkanalklassen. Schon seit Mitte des 20. Jahrhunderts ist bekannt, dass es
eine hohe Leitfahigkeit fur den Kaliumauswartsstrom gibt, der als ,Leckstrom® be-
zeichnet wurde (Hodgkin und Huxley, 1947). Das physiologische Korrelat dieser
Leckstrome wurde erstmals 1996 gefunden (Fink et al., 1996) und die Struktur des
ersten Zwei-Poren-Domanen-Kanals, des TWIK-1, identifiziert (Lesage et al., 1996).
Bis zum Jahr 2003 wurden 14 weitere Kanale entdeckt. Die 15 bekannten K2P-
Kanale werden anhand ihrer Ahnlichkeit in Sequenz und Funktion in sechs Unter-
gruppen unterteilt (TWIK, TREK, TASK, TALK, THIK und TRESK) (Abb. 1.5 und

Tab. 1). Die systematische Nomenklatur bezieht sich einerseits auf die Gennamen
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der Kandle (zum Beispiel KCNK17 fur TALK-2) und andererseits auf die Proteine
(zum Beispiel K2p17.1 fur TALK-2) (Goldstein et al., 2005). In dieser Arbeit werden
jedoch die gebrauchlichen Namen verwendet.

Obwonhl die Sequenzahnlichkeiten zwischen den Untergruppen nur sehr gering sind
und daher eine hohe funktionelle Diversitat besteht, besitzen alle K2P-Kanale die
gleiche generelle molekulare Architektur (Enyedi und Czirjak, 2010).

Jede Untereinheit besteht aus vier Transmembrandomanen und zwei Porendomanen
(Lesage et al., 1996, Brohawn et al., 2012, Miller und Long, 2012) (Abb. 1.4C). Da
vier P-Domanen fur einen funktionellen Kaliumkanal notig sind, sind sie die einzigen

Kaliumkanale, die dimerisieren (Brohawn et al., 2012, Miller und Long, 2012).

TREK-1 (KCNK2)

TREK-2 (KCNK10)

TRAAK (KCNK4)

TASK-2 (KCNK5)

TALK-1 (KCNK16)

TASK-1 (KCNK3)

(

(

TALK-2 (KCNK17)

(

TASK-3 (KCNK9)
(

TASK-5 (KCNK15)

THIK-1 (KCNK13)

THIK-2 (KCNK12)

TRESK (KCNK18)

Abb. 1.5: Dendrogramm der menschlichen K2P-Kanile (Enyedi und Czirjak, 2010).



1. Einleitung

Abkiirzung Bezeichnung

TWIK Two pore weakly inward rectifying K*-Kanal

TREK TWIK-related K*-Kanal

TASK TWIK-related acid sensitive K*-Kanal

TALK TWIK-related alkaline pH activated K*-Kanal

THIK Tandem pore domain halothane inhibited K*-Kanal
TRESK TWIK-related spinal cord K*-Kanal

Tab. 1: Bezeichnung der K2P-Subfamilien.

1.5 Gating von K2P-Kanalen

Es werden verschiedene Gating-Mechanismen unterschieden. Wahrend bei den K-
und Ki-Kanalen sowohl ein unteres Gate (das sogenannte Helix-Bundle-Crossing)
(Yellen, 2002, Phillips und Nichols, 2003, Swartz, 2004, Zhang et al., 2006, Rapedius
et al., 2007, Hibino et al., 2010) als auch ein oberes Gate (der Selektivitatsfilter) exis-
tieren (Schulte et al., 2001, Yellen, 2002), wird angenommen, dass das Helix-Bundle-
Crossing bei den K2P-Kanalen als innerer Gating-Mechanismus fehlt (Piechotta et
al., 2011, Bagriantsev et al., 2011, Bagriantsev et al., 2012, Brohawn et al., 2012,
Miller und Long, 2012). Wie Piechotta et. al. zeigen, ist das Helix-Bundle-Crossing
auch im geschlossenen Zustand des Kanals offen, sodass von intrazellular ein zu-
standsunabhangiger Zugang zur Kanalkavitat, dem Raum unterhalb des Selektivi-
tatsfilters, besteht. Daraus wurde geschlossen, dass das primare Aktivierungs-Gate
nahe beim oder im Selektivitatsfilter liegen muss.

Zum besseren Verstandnis wird im Folgenden der lonenfluss durch die Pore eines
K2P-Kanals geschildert (Doyle et al., 1998, MacKinnon, 2004, Piechotta, 2014):

Das Kaliumion gelangt ausgehend vom Intrazellularraum ungehindert durch das He-
lix-Bundle-Crossing in die Kanalkavitat, wo es von acht Wassermolekulen hydratisiert
ist und wo noch keine lonenselektivitat besteht. Letztere wird vom Selektivitatsfilter
geleistet, der aulerst schmal ist, sich im aul3eren Drittel der Membran befindet und
vier Kaliumbindungsstellen (S1-S4) enthalt (Abb. 1.6). Daneben bestehen noch drei
weitere Bindungsstellen, SO auf der extrazellularen Seite, S5 auf der intrazellularen
Seite und S6 in der Kavitat.
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Beim Eintreten des Kaliumions in den Selektivitatsfilter kommt es zur Dehydratation
von Wassermolekulen. Deren Aufgabe ubernehmen Sauerstoffatome der Carbonyl-
verbindungen des Aminosaureruckgrats an S1 bis S3 und die Hydroxylgruppe der
Threonine an S4. Nach Durchlaufen der Bindungsstellen gelangt das Kaliumion in
den Extrazellularraum.

FUr Natriumionen ist dieser Vorgang aufgrund einerseits ihrer hoheren Dehydrata-
tionsenergie und andererseits ihrer geringen Grofde, wodurch die Koordinierung

durch die Carbonyl-Sauerstoffatome nicht gelingt, nicht moglich.

Aktivatoren greifen aber nicht zwangslaufig direkt am Gate, also am Selektivitatsfilter,
an. Mehrfach ungesattigte Fettsduren wie Arachidonsaure, die als Aktivatoren fur
bestimmte K2P-Kanale bekannt sind, wirken beispielsweise Uber eine induzierte
Membranspannung, was als Mechanogating bezeichnet wird (Dong et al., 2015).

Abb. 1.6: Selektivitéitsfilter bei Kaliumkandlen am Beispiel vom KcsA (modifiziert nach Choe
(2002)). SO-S5 entsprechen den Kaliumbindungsstellen, nummeriert von auen nach innen. Kaliumio-
nen (grtin) werden in S1 bis S3 jeweils von acht Sauerstoffatomen (rot) von Carbonylverbindungen, in
S4 von der Threoninseitenkette und in S5 von Sauerstoffatomen von Wassermolekulen umgeben. Die
Carbonylverbindungen und die Threonine werden in K2P-Kanélen von den vier P-Loops der beiden
Untereinheiten bereitgestellt.
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1.6 Regulation von K2P-Kanalen

Bevor die K2P-Kanale charakterisiert werden konnten, wurden sie als Leckkanale mit
konstitutiv offenen und unregulierten Poren beschrieben. Nachdem sie naher er-
forscht wurden, wurde aber schnell klar, dass sie streng regulierte Kanale darstellen,
die einen entscheidenden Effekt auf das Ruhemembranpotential jeder Zelle haben.

Heute weily man, dass die K2P-Kanale polymodal reguliert sind und unter anderem
durch physikochemische Parameter wie pH, Temperatur, Membrandehnung und
Phospholipide und auch durch eine Vielzahl an intrazellularen Signalwegen moduliert

werden.

Regulation durch pH. Abgesehen von THIK-1,-2 und TRESK sind alle K2P-Kanale
pH-sensitiv. Fur die Kanale der TASK- und TALK-Familien ist bekannt, dass sie
durch extrazellulare Azidifizierung inhibiert werden (Duprat et al., 1997, Kim et al.,
2000, Rajan et al., 2000) und dass die Kanale der TALK-Familie und TASK-1 zu-
gleich durch extrazellulare Alkalinisierung aktiviert werden (Duprat et al., 1997,
Reyes et al., 1998, Kang und Kim, 2004). TASK-2 wird zudem durch intrazellularen
alkalischen pH aktiviert (Niemeyer et al., 2010). Das Verhalten von TALK-2 bei Ver-
anderung des intrazellularen pHs wird im Kapitel 3.1.1 untersucht. Die Kanale der
TREK-Familie zeigen demgegenuber kein einheitliches Verhalten bezuglich der pH-
Regulation. TREK-1 und TRAAK werden durch extrazellularen sauren pH inhibiert,
wahrend TREK-2 dadurch aktiviert wird (Cohen et al., 2008, Sandoz et al., 2009).
Intrazellularer saurer pH aktiviert wiederum TREK-1 und auch TREK-2, nicht jedoch
TRAAK, der durch internen alkalischen pH stimuliert wird (Maingret et al., 1999, Kim
et al., 2001a, Kim et al., 2001b). TWIK-1 wird ebenso durch Veranderungen des pH-
Werts beeinflusst, indem er durch intrazellulare Azidifizierung inhibiert wird (Lesage
et al., 1996) und interessanterweise durch extrazellulare Azidifizierung seine Kalium-
selektivitat verliert und Natrium-permeabel wird, was zur Depolarisation fuhren kann
(Chatelain et al., 2012). TWIK-1 zeigt demnach eine dynamische lonenselektivitat,
weshalb sich K2P-Kanale folglich auch als exzitatorische Kanale verhalten konnen.

Regulation durch Temperatur. TREK-1, TREK-2 und TRAAK (somit die komplette
TREK-Familie) werden durch Anderung der Temperatur reguliert. Hitze wirkt stark
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aktivierend. Ein Temperaturanstieg von 10 °C verstarkt den TREK-1-Strom um unge-
fahr das Siebenfache (Maingret et al., 2000, Kang et al., 2005).

Regulation durch Membrandehnung. Membrandehnung, beispielsweise ausgelost
durch eine Zunahme des Zellvolumens, bewirkt eine Aktivierung bei TREK-1,
TREK-2 und TRAAK (Patel et al., 1998, Maingret et al., 1999, Lesage et al., 2000).
Diese mechanische Sensitivitdt wird durch Konformationsanderungen der Trans-
membranhelices TM2, TM3 und TM4 bewirkt (Brohawn et al., 2014).

Regulation durch intrazelluldre Signalwege. Im Rahmen der Regulation der K2P-
Kanale durch Signaltransduktionen spielt die Aktivierung von G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren durch Hormone oder Neurotransmitter eine groRe Rolle. Werden soge-
nannte ,Siebentransmembrandomanen-Rezeptoren® (7-TM, G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren) stimuliert, wird ausgehend vom an diesem Rezeptor gekoppelten G-
Protein eine Signaltransduktion eingeleitet. Man unterscheidet Gs-,Gi- und Gg-
Proteine, die aus jeweils drei Untereinheiten aufgebaut sind (Heterotrimere). Durch
die Stimulation des Rezeptors bindet GTP anstelle von GDP an die a-Untereinheit
des G-Proteins, wodurch die a-Untereinheit von der By-Untereinheit dissoziiert und
ein nachfolgendes Enzym aktiviert.

Bei Stimulation von Gs-Proteinen wird die membranstandige Adenylatcyclase akti-
viert, die cAMP herstellt, welches die Proteinkinase A (PKA) aktiviert, die durch
Phosphorylierung weitere Proteine in ihrer Aktivitat beeinflusst. Bei Stimulation von
Gi-Proteinen wird die Adenylatcyclase gehemmt, was ein Absinken des cAMP-
Spiegels in der Zelle zur Folge hat. Die Stimulation von Gg-Proteinen bewirkt die Ak-
tivierung der Phospholipase C (PKC), die das in der Plasmamembran enthaltene
Phospholipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in Inositoltriphosphat (1P3)
und Diacylglycerin (DAG) spaltet. IP3 fiihrt durch Aktivierung eines Calciumkanals zur
Freisetzung von Calcium aus dem endoplasmatischen Retikulum, wahrend DAG die
Proteinkinase C aktiviert, die ahnlich der Proteinkinase A weitere Proteine durch
Phosphorylierung reguliert.

TASK-Kanale werden durch Stimulation von Gg-gekoppelten Rezeptoren inhibiert
(Chen et al., 2006) und auch TREK-1 und TREK-2 werden durch Stimulation der Gg-
aktivierten PKC und Gs-aktivierten PKA inhibiert (Fink et al., 1996), wobei auch die
Gq-vermittelte Spaltung von PIP> fir die Inhibition verantwortlich sein kénnte (Lopes
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et al., 2005). Des Weiteren bewirkt die PKC auch beim TWIK-1 eine Inhibition
(Lesage et al., 1996). Neben der Wirkung von PKA und PKC, die die Kanale am C-
Terminus an fir jede Kinase spezifischen Stellen phosphorylieren (Murbartian et al.,
2005, Kang et al., 2006), kann die By-Untereinheit des G-Proteins mdglicherweise
direkt an den C-Terminus vom TASK-2 beziehungsweise TREK-1 mit gegenteiligem
Effekt binden. TASK-2 wird inhibiert (Anazco et al., 2013), TREK-1 wird aktiviert
(Woo et al., 2012). Der TRESK-Kanal ist an die intrazellulare Calciumkonzentration

gekoppelt und wird durch deren Anstieg aktiviert (Czirjak et al., 2004).

Regulation durch Pharmaka. Aufgrund der grol3en physiologischen und pathophysio-
logischen Bedeutung der K2P-Kanale (siehe Kap. 1.8) hatte und hat die Suche nach
regulatorischen Substanzen einen hohen Stellenwert. Inhalationsnarkotika wie Ha-
lothan, Isofluran oder Chloroform sind als Regulatoren einer Vielzahl von K2P-
Kanalen bekannt. So werden TREK-1 und TREK-2 wie auch TASK-1 und TASK-3
und TRESK von dieser Substanzklasse aktiviert (Patel et al., 1999, Talley und
Bayliss, 2002, Liu et al., 2004), wahrend die THIK-Subfamilie inhibiert wird (Rajan et
al., 2001, Chatelain et al., 2013). Das neuroprotektiv-wirkende Pharmakon Riluzol,
das mit seinen antikonvulsiven, sedativen und anti-ischamischen Eigenschaften in
der Therapie der Amyotrophen Lateralsklerose eingesetzt wird, wurde als Aktivator
von TREK-1 und TRAAK beschrieben (Duprat et al., 2000). Fir die bisher wenig un-
tersuchten TALK-Kanale konnten NO und andere reaktive Sauerstoff-Spezies als
Aktivatoren beschrieben werden (Duprat et al., 2005). Fur das als Inhibitor von IP3-
induzierter Calcium-Freisetzung bekannte 2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB)
(Maruyama et al., 1997) wurde 2013 gezeigt, dass es sowohl TREK-1 als auch
TREK-2 und TRAAK aktiviert (Beltran et al., 2013). Im Kapitel 3.1.3 wird die Wirkung
von 2-APB am TALK-2-Kanal erstmals beschrieben.

Innerhalb der letzten zwei Jahrzehnte wurden auch eine ganze Reihe K2P-
blockierender Molekule identifiziert. Das Antidepressivum Fluoxetin beispielweise,
das zur Gruppe der Selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (SSRI) zahlt, in-
hibiert TREK-1- und TREK-2-Kanéle (Kennard et al., 2005, Kang et al., 2012). Weite-
re Inhibitoren vom TREK-1 sind Amlodipin, Antipsychotika wie Haloperidol, Cisplatin,
Lidocain, Methionin und quartare Ammoniumionen (Liu et al., 2007, Thummler et al.,
2007, Nayak et al., 2009, Milosavljevic et al., 2010, Monaghan et al., 2011, Piechotta
et al., 2011). Letztgenannte wurden von Piechotta et. al. (2011) als direkte Porenblo-
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cker vorgestellt und als Hilfsmittel eingesetzt, um neue Erkenntnisse der Porenstruk-
tur und des Gatings von K2P-Kanalen ableiten zu konnen. Das quartare Ammoni-
umion Tetrapentylammonium (TPA*) wird auch in dieser Arbeit Verwendung finden
(Kap. 3.1.4).

Regulation durch Lipide. Im Gegensatz zu Pharmaka sind Lipide endogene Regula-
toren, weshalb deren Erforschung eine hohe physiologische wie auch pathophysiolo-
gische Relevanz besitzt. Es ist bekannt, dass K2P-Kanale fur verschiedene Lipide
sensitiv sind. So fuhren Arachidonsaure und andere mehrfach ungesattigte Fettsau-
ren zu einer Aktivierung von TREK-1 (Patel et al., 1998), TREK-2 (Bang et al., 2000)
und TRAAK (Fink et al., 1998), wahrend sie auf TRESK-Kanale inhibitorisch wirken
(Sano et al., 2003). Die Regulation durch Membranlipide wird im folgenden Unterka-
pitel besprochen.

1.7 Regulation von Kaliumkanalen durch Membranlipide

In dieser Arbeit wurde die Regulation von Membranlipiden an K2P-Kanalen unter-
sucht. Die Resultate werden im zweiten Teil des Ergebnisse-Kapitels dargestellt.
Vornehmlich geht es um den Einfluss von Phospholipiden und Coenzym A-Derivaten
(Acyl-CoA) auf die Regulation von K2P-Kanéalen, wobei die Bedeutung letzterer fur
die K2P-Kanale bisher nicht bekannt ist.

Der nachfolgende Abschnitt soll einen Uberblick tber diese beiden Lipidklassen ge-

ben und das derzeitige Wissen Uber deren Einfluss auf Kaliumkanale erlautern.

Eine groRe Gruppe der nativen Membranlipide bilden die Phospholipide. Dies sind
amphiphile Molekule mit einem hydrophoben Teil, bestehend aus Glycerin und zwei
Fettsauren, die am ersten und zweiten C-Atom jeweils mit den Hydroxylgruppen des
Glycerins verestert sind, und einer hydrophilen Kopfgruppe, die uber eine Phospho-
diesterbindung mit dem dritten C-Atom des Glycerins verbunden ist. Typische Vertre-
ter dieser Kopfgruppe sind Cholin (Phophatidylcholin, Lecithin), Serin (Phophatidylse-
rin), Ethanolamin (Phosphatidylethanolamin) - die beiden letzteren z&hlen zu den
Kephalinen - oder auch Inositol (Phosphatidylinositol, PI).
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Phophatidylinositole und deren Derivate bilden zwar nur einen kleinen Teil der
Membranphospholipide, spielen aber in regulatorischen Prozessen eine entschei-
dende Rolle. Durch PI-Kinasen und-Phosphatasen werden Hydroxylgruppen des Ino-
sitolrings phosphoryliert beziehungsweise dephosphoryliert, wodurch verschiedene
Phosphatidylinositolphosphate entstehen

Eine zentrale Stellung nimmt das Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (im weiteren
Verlauf als PIP2 bezeichnet, Abb. 1.7) ein, das neben der Regulation des Zytoske-
letts und Membranverkehrs wichtige Funktionen in der Signaltransduktion von Zellen
besitzt (Hilgemann et al., 2001, Yamamoto et al., 2001). Nach Stimulation eines Gg-
Protein-gekoppelten Rezeptors wird, wie oben bereits beschrieben, die Phospholipa-
se C aktiviert, welche PIP2 in IP3 und DAG spaltet. IP3 wiederum stimuliert die Calci-
um-Freisetzung aus dem glatten endoplasmatischen Retikulum, wahrend DAG die
Proteinkinase C aktiviert, die wiederum die Aktivitat weiterer Proteine beeinflusst.
PIP2 hat aber auch Einfluss auf die Aktivitat von Kaliumionenkanalen. So werden alle
Ki-Kanale von Phosphoinositolen (vor allem von PIP2) reguliert (Baukrowitz et al.,
1998, Huang et al., 1998, Lopes et al., 2002) und auch bestimmte K2P-Kanale wie
TREK-1 werden durch PIP2 und andere Phospholipide wie Phosphatidylinositol,
Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamin stimuliert (Chemin et al., 2005,
Lopes et al., 2005, Honore, 2007)
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Abb. 1.7: Strukturformel von PIP2 (Schifferer et al., 2015). R entspricht einem Acyl-Rest. Beachte:
Die Phosphatgruppen sind in dieser Abbildung protoniert.

Eine weitere physiologisch bedeutsame Lipidklasse stellt das langkettige Acyl-
Coenzym A (Acyl-CoA, long-chain acyl-coenzyme A, LC-CoA) dar, welches in der
Regulation von Ki-Kanélen bereits beschrieben wurde (Larsson et al., 1996,
Branstrom et al., 1998, Gribble et al., 1998, Liu et al., 2001, Rohacs et al., 2003,

Rapedius et al., 2005) und in dieser Arbeit erstmals an K2P-Kanalen untersucht wur-
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de. Acyl-CoA/LC-CoA besteht aus einer Fettsdure, die Uber eine Thioesterbindung
mit Coenzym A verbunden ist (Abb. 1.8). Die strukturelle Ahnlichkeit zu PIP, besteht
darin, dass es ebenfalls eine hydrophile Kopfgruppe mit drei Phosphatresten im
Rahmen des zum Coenzym A gehorenden ADP-Teilmolekuls und durch die Fettsau-
re einen hydrophoben Teil enthalt. Je nachdem welche Fettsdure enthalten ist, un-
terscheidet man unterschiedliche Acyl-CoA: Das in dieser Arbeit des Ofteren ver-
wendete Oleoyl-CoA enthélt Olsaure als Fettsdure. Olsdure besteht aus 18 C-
Atomen mit einer Doppelbindung an Position C9.

LC-CoA nehmen eine wichtige Rolle im Metabolismus jeder Zelle ein, indem sie im
Zytoplasma aus Fettsauren hergestellt werden und unter anderem nach Transport
ins Mitochondrium Ausgangssubstanzen fir die B-Oxidation darstellen.

Weitere Aufgaben von LC-CoA betreffen die Gentranskription, den Membranverkehr
(Zammit, 1999) und die Aktivierung von endoplasmatischen Calcium-ATPasen und
Proteinkinasen C (Deeney et al., 2000).
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Abb. 1.8: Struktur von LC-CoA (Rapedius et al., 2005). Struktur von LC-CoA am Beispiel von
Oleoyl-CoA.
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1.8 Physiologie und Pathophysiologie von K2P-Kanalen

Die Rolle der K2P-Kanale besteht in erster Linie in der Kontrolle des Membranpoten-
tials und damit der zellularen Erregbarkeit, weshalb sie in einer Vielzahl von biologi-
schen Funktionen einen wichtigen Stellenwert besitzen. Die K2P-Kanale zeichnen
sich durch ein sehr unterschiedliches Expressionsmuster aus. Wahrend etwa der
TWIK-1-Kanal fast ubiquitar exprimiert wird, kommt der TALK-1 fast ausschlief3lich
im exokrinen Pankreas vor.

Da hochaffine und selektive Pharmaka fur K2P-Kanale gegenwartig kaum vorhanden
sind, konnten Untersuchungen uber die physiologische Bedeutung der einzelnen
K2P-Kanale durch klassische pharmakologische Herangehensweisen nur sehr ein-
geschrankt durchgefuhrt werden. Unsere heutigen Erkenntnisse basieren deshalb
vor allem auf Studien mit transgenen Tiermodellen, insbesondere auf Mausen mit
inaktivierten KCNK-Genen (Sabbadini und Yost, 2009).

Im Folgenden sollen einige physiologische und pathophysiologische Aspekte, in de-
nen K2P-Kanale eine entscheidende Rolle spielen, erlautert werden.

TREK-Kanale nehmen eine Schlusselposition in der Pathophysiologie von Depressi-
on, Schmerz und neurodegenerativer Schadigung ein, was aufzeigt, dass sie eine
wichtige Rolle im breiten Spektrum von ZNS-Erkrankungen einnehmen (Bittner et al.,
2014).

Die TREK-Subfamilie ist an der Nozizeption beteiligt. In Nozizeptorneuronen der
DRG (dorsal root ganglia) werden die Kanale durch thermische und mechanische
Nozizeption stimuliert, was zur Hyperpolarisation und somit zur Abschwachung des
Signals fuhrt. Daher zeigen TREK-Knockout-Mause unter bestimmten Bedingungen
gehauft Hyperalgesie, weshalb TREK-Kanale mogliche Angriffspunkte in der Ent-
wicklung neuer Analgetika darstellen (Alloui et al., 2006, Noel et al., 2009, Pereira et
al., 2014).

Durch Knockout von durch Inhalationsanasthetika aktivierte TREK-1, TASK-1 und -3

entstanden Anasthesie-resistente Phanotypen (Heurteaux et al., 2004, Linden et al.,
2006, Linden et al., 2007).
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Das Offnen der TREK-1-Kanale durch mehrfach ungesattigte Fettsduren verringert
Zellexzitation und damit Exzitotoxizitat, was zu neuroprotektiven Effekten bei zere-

braler Ischamie fuhrt (Heurteaux et al., 2004).

TREK-1 kann als potentielles Zielprotein fur Antidepressiva angesehen werden, da
es an der Serotonin-Freisetzung beteiligt ist (Heurteaux et al., 2006, Borsotto et al.,
2015). Bei TREK-1-Knockout-Mausen war die Serotonin-Freisetzung erhéht, was zu
einem depressionsresistenten Phanotyp fuhrte. Durch Inhibition von TREK-1 konnte
dieser Phanotyp ebenfalls erzielt werden (Moha Ou Maati et al., 2012).

Eine weitere Folge einer Inaktivierung von TREK-1 ist eine Dysfunktion der Blut-Hirn-
Schranke mit resultierender erhohter Infiltration von Leukozyten ins Gehirn bei einer
bestehenden autoimmunen Enzephalomyelitis. Durch Gabe des TREK-1-Aktivators
Riluzol konnten die Symptome abgeschwacht werden (Bittner et al., 2013, Bittner et
al., 2014).

Es konnte gezeigt werden, dass TASK-1 und -3, die durch Azidose und Hypoxie in-
hibiert werden, eine wichtige Rolle in der Chemorezeption im Glomus caroticum spie-
len (Buckler et al., 2000, Kemp et al., 2004, Kim et al., 2009). Des Weiteren sollen
sie an der Sensitivitat des Sauerstoffpartialdrucks in pulmonalen neuroepithelialen
Zellen beteiligt sein (Hartness et al., 2001).

TASK-2, der unter anderem in Neuronen des retrotrapezoiden Kerns exprimiert wird,
besitzt eine Rolle in der zentralen Chemosensitivitat von Sauerstoff (Gestreau et al.,
2010).

TASK-2 befindet sich auch in der basolateralen Membran des proximalen Tubulus
der Niere und ist dort, wie Untersuchungen an Knockout-Mausen zeigen konnten, an
der Resorption von Bikarbonat (HCOz3") und den begleitenden Natrium- und Wasser-
bewegungen beteiligt. Wie Abb. 1.9 zeigt, kommt es durch eine erhohte Bikarbonat-
resorption der proximalen Tubuluszellen zu einer Alkalinisierung des basolateralen
Kompartiments, was zur Aktivierung der TASK-2-Kanale fuhrt und durch Hyperpola-
risation der basolateralen Membran die Triebkraft des Natrium-Bikarbonat-Exports
durch den Na*/HCOs-Kotransporter aufrechterhalt. TASK-Knockout-Mause zeigten
eine beeintrachtigte Bikarbonat-Resorption mit der Folge einer metabolischen Azido-
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se und eines verminderten Blutdrucks aufgrund der fehlenden Natrium- und Wasser-
resorption (Warth et al., 2004, L'Hoste et al., 2007).

Neben TASK-2 haben auch TALK-1 und TALK-2 eine entscheidende Bedeutung in
der Bikarbonatsekretion im exokrinen Pankreas. Das dabei durch Chloridsekretion
entstandene lumennegative Potential wird durch Kaliumefflux durch Kanale der
TALK-Subfamilie an der luminalen Membran kompensiert und erleichtert die Bikar-
bonatsekretion, die Uber den HCOg3/Cl-Antiporter bewerkstelligt wird. Das Chlorid
rezirkuliert Uber CFTR- und Calcium-aktivierte Chlorid-Kanale (Fong et al., 2003).
Unter pathologischen Bedingungen, wenn es zur exzessiven Generierung von Sau-
erstoffradikalen und NO im Pankreas kommt, kann es durch Aktivierung von TALK-1
und -2 zur Zellschadigung und folglich zur Pankreatitis kommen (Chvanov et al.,
2005, Enyedi und Czirjak, 2010).

Abb. 1.9: Modell der TASK-2-Funktion im proximalen Tubulus der Niere (Warth et al., 2004).
TASK-2 wird in der basolateralen Membran der proximalen Tubuluszellen exprimiert. NaHCOs3™-
Resorption involviert in der apikalen Membran den Na*-H*-Austauscher (NHE3). Uber den elektroge-
nen Na*/HCOzs-Kotransporter (kKNBC1) verlassen die Natrium- und Bikarbonationen die Zelle. Dabei
kommt es zur Depolarisation der basolateralen Membran. Die im basolateralen Kompartiment nun
erhdhte HCOs-Konzentration erhéht den pH-Wert, wodurch die TASK-2-Kanale aktiviert werden. Die
durch die Na*-K*-ATPase akkumulierten Kaliumionen werden lber den TASK-2-Kanal recycelt, was
zur Repolarisation der Membran fihrt und als Triebkraft fiir den NaHCOs-Export bendtigt wird. CA:
Carboanhydrase

Neben dem exokrinen Pankreas wird der TALK-2-Kanal ebenfalls in der Leber, der
Lunge, der Placenta, der Aorta und im Gehirn und Herz exprimiert (Decher et al.,
2001, Girard et al., 2001, Kang und Kim, 2004). Wie Friedrich et. al. (2014) zeigten,
wird der TALK-2-Kanal im Herz auch in den Purkinje-Zellen exprimiert und wurde
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dort als Arrhythmie-Gen identifiziert. Durch eine Gain-of-function-Mutation komme es
demnach zu einer verstarkten Repolarisation des Aktionspotentials, was eine Reen-
try-Arrhythmie begunstige. Des Weiteren resultiere durch eine Hyperpolarisation in
den Purkinje-Fasern eine langsamere Leitungsfahigkeit.

TASK-1 und -3 sind unter anderem in den Glomerulosa-Zellen der Nebennierenrinde
anzutreffen, wo sie eine Rolle in der Sekretion von Aldosteron spielen (Czirjak et al.,
2000). Ein Knockout bewirkt einen primaren Hyperaldosteronismus (Davies et al.,
2008, Heitzmann et al., 2008). TASK-1 ist zudem fir die Zonierung der Nebennieren-
rinde essentiell (Heitzmann et al., 2008).

Eine weitere pathophysiologische Bedeutung hat TASK-1 bezlglich seiner Lokalisa-
tion im Herzvorhof. Es wird vermutet, dass Loss-of-function-Mutationen im TASK-1
zu Vorhofflimmern fuhren (Liang et al., 2014)

Eine wesentliche pathophysiologische Bedeutung des TWIK-1 liegt in der Erzeugung
von Herzrhythmusstérungen bei Hypokaliamie (Chen et al., 2014). Zu Grunde liegt
das Phanomen der ,Dynamischen lonenselektivitat”. Bei hypokaliamischen Bedin-
gungen verandert sich der Kanal in Herzmuskelzellen von einer strikten Kaliumionen-
Selektivitat zu einem Natriumionen-permeablen Zustand, wodurch es zur paradoxen

Depolarisation der Herzmuskelzellen kommt.

Uber die Rolle des TRESK-Kanals ist bekannt, dass er unter anderem in DRG ex-
primiert wird und dort an der Nozizeption mitwirkt (Tulleuda et al., 2011). Des Weite-

ren soll ein Zusammenhang zur Migréne bestehen (Lafreniere et al., 2010).

K2P-Kanale beeinflussen die Zellerregung und sind in der normalen Entwicklung und
Funktion vieler Gewebe inklusive Herz, Gehirn, Nebenniere, Niere und Pankreas be-
teiligt. Die Forschung auf dem Gebiet der K2P-Kanale spielt somit im Hinblick auf ein
besseres Verstandnis der Physiologie und Pathophysiologie des menschliches Kor-
pers eine grol3e Rolle. Auch die therapeutische Regulation von K2P-Kanalen durch
Pharmaka ist potentiell von gro3em Interesse (Feliciangeli et al., 2014).
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1.9 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit soll die Regulation verschiedener K2P-Kanale durch Phar-

maka und Membranlipide naher untersucht werden.

Fir verschiedene K2P-Kanale sind bereits Pharmaka beschrieben worden. Durch die
weitere Untersuchung der pharmakologischen Beeinflussung von K2P-Kanalen und
das Finden neuer Aktivatoren soll die zukunftige Erforschung dieser Kanale erleich-
tert werden. Zudem sollen neue Erkenntnisse im Regulations- und Gatingmechanis-

mus dieser Kanale gewonnen werden.

Des Weiteren wird in dieser Arbeit der Einfluss von physiologisch vorkommenden
Membranlipiden auf K2P-Kanale naher untersucht.

Wahrend die Bedeutung der Phospholipide und langkettigen Acyl-CoA fur die Ki-
Kanalen bereits beschrieben wurde, ist die Regulation vor allem letzterer an K2P-
Kanalen ganzlich unbekannt. Die bedeutsame Rolle der Acyl-CoA im Intermediar-
stoffwechsel macht gerade diese Molekulklasse zu einem sehr interessanten Zielob-

jekt bezuglich der Regulation von lonenkanalen.
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2. Material und Methoden

2.1 cRNA-Synthese

Fir die RNA-Synthese musste zunachst die Plasmid-DNA gewonnen werden. Dafur
wurden kompetente E. coli k12 DH5a mit dem lonenkanal tragenden Plasmid trans-
formiert und bei 37 °C Uber Nacht auf Ampicillin-LB-Agar-Platten (LB-Medium
Luria/Mille, Roth, Karlsruhe, Deutschland) kultiviert. Mit einer der entstandenen Ko-
lonien wurde eine 100 ml Flassigkultur angeimpft und dber Nacht geschuttelt.

Nach Zentrifugieren und Ernten der Bakterien wurde die Plasmid-DNA mit Hilfe des
Maxiprep Kit (GeneJET Plasmid Maxiprep Kit #K0491, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA) isoliert.

Fir die nun folgende eigentliche cRNA-Synthese, die hier fur die Synthese von
TALK-2-RNA beschrieben wird, wurde das Plasmid mit Hilfe des Restriktionsenzyms
Miul (ER0562, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) linearisiert, woraufhin
dieser Vorgang mit der Gelelektrophorese kontrolliert wurde (Abb. 2.1a). Die lineari-
sierte DNA wurde anschlieBend mittels eines Kits (Nucleo Spin Gel and PCR-Clean-
Up REF74060950, Macherey-Nagel, Duren, Deutschland) gereinigt.

Die in vitro-Transkription erfolgte mit dem Ambion mMessage mMachine SP6
Transcription Kit (CAT#AM1340, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland). Dabei
synthetisierte die RNA-Polymerase RNA vom linearisierten DNA-Template.

Nach dieser Synthesereaktion wurde die DNA mit Hilfe einer DNase (Ambion) abge-
baut.

Abschlielend erfolgten eine Phenol/Chloroform-Extraktion (Roti Phenol/Chloroform
A156.3, Roth, Karlsruhe, Deutschland) und eine Ethanol-Fallung der RNA.

Das Pellet wurde in 20 pyl RNase-freiem Wasser resuspendiert und die Konzentration
der RNA photometrisch bestimmt (Nanodrop). Uber eine abschlieRende Agarose-
Gelelektrophorese (Abb. 2.1b) wurde die Integritat Gberprift und die RNA bis zur In-
jektion bei -20 °C aufbewahrt.

Tab. 2 fuhrt alle verwendeten lonenkanale mit der dazugehorigen ,GenBank®-
Inventarisierungsnummer (Accession-Number) und dem verwendeten Expressions-

vektor auf.
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lonenkanal-DNA | GenBank-Acc.-Nr. | Expressionsvektor | Resistenz
TALK-2 EU978944 .1 pBF Ampicillin
TALK-1 NM_032115 pExo Ampicillin
TASK-2 AF084830 pSGEM Ampicillin
TREK-1 NM_172042 pSGEM Ampicillin
TREK-2 NM_138318 pSGEM Ampicillin
TRAAK AF247042 .1 pSGEM Ampicillin
TRESK NM_181840.1 pBF Ampicillin

Tab. 2 Auflistung der GenBank-Accession-Number (Inventarisierungsnummer), des verwende-
ten Expressionsvektors und dessen Resistenz-Gen fiir jede in dieser Arbeit verwendeten lo-
nenkanal-DNA.

TALK-2 L145C

unverdaut

Groken-
standard sl

G
[

- -

[kb]

Abb. 2.1: Gelelektrophorese. (A) Gelelektrophorese am Beispiel der TALK-2 L145C DNA nach der
Linearisierung der Plasmid-DNA mit Hilfe des Restriktionsenzyms Miul (B) Gelelektrophorese am
Beispiel der TALK-2 WT RNA im Anschluss an die RNA-Synthese

2.2 Mutagenese

Zur Herstellung von Mutanten wurde das Site-Directed Mutagenesis Kit (E05525,
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland) verwendet, bei dem das Plasmid mit
der eingebauten WT-DNA mit Hilfe der PCR-Technik amplifiziert wurde, wobei die
Primerpaare die gewlnschte Mutation enthielten. Nach dieser PCR-Reaktion wurde
die Matrize, eine methylierte doppelstrangige DNA, durch Zugabe der Restriktions-
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2. Material und Methoden

endonuklease Dpnl (ER1702, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) ge-
schnitten und zerstort. Die verbleibenden Plasmide mit der Mutation wurden in Bak-
terien transformiert. Aus den entstandenen Kolonien wurden Plasmide isoliert und
per Sequenzierung auf das Vorhandensein der richtigen Mutation Uberpruft. Die in
dieser Arbeit untersuchten Mutanten wurden durch Dr. Hariolf Fritzenschaft und Dr.
Marianne Musinszki in der Baukrowitz-Arbeitsgruppe generiert.

2.3 Oozytenpraperation

Fur die Messungen wurden Oozyten von adulten Xenopus laevis verwendet. Die
Frosche wurden vor der Operation fir zirka 10 Minuten in Tricaine betaubt und dann
auf Eis gelegt. Es folgte die Entnahme der Oozyten, die anschlieBend kurzzeitig in
OR2-Lésung aufbewahrt wurden (siehe Kap. 2.6). Die Oozytensuspension wurde
daraufhin auf die Collagenase Typ 2 (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) gegeben,
manuell vereinzelt, defollikuliert und bis zur Injektion mit cRNA in ND96-Lésung (sie-
he Kap. 2.6) bei 17 °C im Brutschrank gelagert.

Jeder Frosch wurde héchstens vier Mal verwendet, wobei zwischen zwei Operatio-

nen ein Zeitraum von mindestens zwolf Wochen bestand.

2.4 Injektion von cRNA und Expression

Zwischen finf und 30 Stunden nach der Praparation wurden Oozyten vom Reifesta-
dium IV nach Dumont (Dumont, 1972) mit cRNA injiziert. Die Pipetten (GB200-8P,
Science Products GmbH, Hofheim, Deutschland) fur die Injektion wurden mittels ei-
nes Mikropipettenpullers (Model P-97 und Model P-1000, Sutter Instruments Co.,
USA) ausgezogen und zirka 50 nl cRNA mit Hilfe der Pipette injiziert.

Die Aufbewahrung der Oozyten erfolgte bis zu den Patch-Clamp-Experimenten auf
zuvor Uber einen Sterilfilter mit Testldsung (siehe Kap. 2.6) befillten TC-Zellkultur-
platten (24 Well, Standard, F, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland), die im Brutschrank
bei 17 °C gelagert wurden und in der sich pro Well nur eine Oozyte befand.

Die Experimente der Elektrophysiologie begannen zwei bis sechs Tage nach Injekti-
on. In dieser Zeit erfolgte die Inkubation, in der die Proteine exprimiert werden konn-

ten.
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Direkt vor Beginn der Experimente wurde die jeweilige Oozyte in Badlésung (siehe
Kap. 2.6) gelegt und manuell von ihrer Vitelinmembran befreit, wodurch ein freier

Zugang zur Zellmembran erst ermdglicht wurde.

2.5 Elektrophysiologie

Der Messstand bestand aus einem Droplet, einer Art Kammer, gefullt mit Badlosung
(siehe Kap. 2.6), in die die Xenopus laevis-Oozyte, die als heterologes Expressions-
system diente, gelegt wurde. Unterhalb der Kammer befanden sich die Objektive des
Mikroskops (Zeis Axiovert 40 CFL, Carl-Zeiss, Jena, Deutschland), der Boden des
Droplets bestand aus einem Deckglas.

In die Kammer ragte ein Multibarrelsystem mit zehn Offnungen, das als Applikations-
system diente. Es war an der Kammer befestigt, sodass Bewegungen der Kammer
mittels eines Mikromanipulators der Firma Luigs-Neumann (SM1, Luigs-Neumann,
Ratingen, Deutschland) auch Bewegungen des Multibarrelsystems relativ zum Patch
ermoglichte.

Des Weiteren war ein Absaugsystem installiert, wodurch der Zulauf von Lésungen
durch das Applikationssystem kontinuierlich abflieRen konnte.

Fir die Patch-Clamp-Experimente wurden Pipetten aus Borosilikatglas (GB200-8P,
Science Products GmbH, Hofheim, Deutschland) mittels eines Mikropipettenpullers
(Model P-97 und Model P-1000, Sutter Instruments, USA) ausgezogen und an-
schlielend mit einem hei3en Draht poliert, sodass Pipettenwiderstande von 400 bis
650 kQ erzeugt wurden, was einem Diameter in der Gro3enordnung von zirka 30 ym
entspricht. Die Pipetten wurden fur ein besseres Andocken der Pipettendffnung an
die Zellmembran in Paraffinél getaucht und daraufhin mit Pipettenlésung (siehe Kap.
2.6) befllt.

Der Pipettenhalter mit der darauf sitzenden Pipette wurde nun ebenfalls in die mit
Badl6sung geflllte Kammer getaucht.

Die zwischen den beiden Elektroden (chloridierter Silberdraht in der Pipette und Re-
ferenzelektrode in der Kammer) gemessenen Spannungen und Strome wurden mit
einem EPC9-Verstarker (HEKA Elektronics, Lambrecht, Deutschland) aufgenommen
und mit einem Bessel Filter mit 3kHz gefiltert. Das Haltepotential betrug -80 mV bei

symmetrischen Kaliumkonzentrationen.
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Die Patch-Clamp-Experimente wurden bei Raumtemperatur (zirka 20 °C) in der

,inside-out* Konfiguration (siehe Kap. 1.2) unter Voltage-Clamp-Bedingungen durch-

gefiihrt. Durch relatives Bewegen des Patches in die einzelnen Offnungen des Multi-

barrelsystems konnten pro Patch bis zu zehn verschiedene Substanzen auf die zyto-

plasmatische Seite der Zellmembran appliziert werden. Die Substanzen wirkten so-

mit als intrazellulare Losungen. Sie waren in Badlosung gelost.

2.6 Verwendete Losungen und Chemikalien

OR2-Lésung: ND96-Lbsung: Testlésung:

NaCl 82,5 mM NaCl 96 mM NaCl 54 mM

KCI 2 mM KCI 2 mM KCI 30 mM

MgCl2:6H20 | 1 mM MgCl2:6H20 | 1 mM NaHCOs 2,4 mM
HEPES 5mM HEPES 5mM MgSO4-7H20 0,82 mM
pH 7,5 mit NaOH titriert CaClz 1,8 mM CaCl2:2H20 0,41 mM
pH 7,5 mit NaOH titriert Ca(NOs)2-4H,0 | 0,33 mM

Tris 7,5mM

Badlésung:
KCI 120 mM
HEPES 10 mM
EGTA 2mM

pH 7,2 mit KOH/HCI titriert

Pipettenldsung:
KCI 120 mM
HEPES 10 mM
CaClz 3,6 MM

pH 7,2 bzw. pH 9 mit KOH/HCI titriert

pH 7,4 mit NaOH titriert
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pH-L6sungen: siehe Badlosung, der pH-Wert ist entsprechend der pH-Losung ver-
andert

Rubidium-Lésung: siehe Badlésung, mit folgender Anderung: 120 mM RbCl anstelle
von 120 mM KClI

Bezugsquellen der verwendeten Substanzen:

Sigma-Aldrich Corporation, Taufkirchen, Deutschland:

2-APB, Drofenin, TPA*, BSA, Polylysin, Heparin, Coenzym A, Olséure, Oleoyl-CoA.
Avanti Polar Lipids, USA / Otto Nordwald GmbH, Hamburg, Deutschland:

Alle in dieser Arbeit verwendeten Acyl-CoA (inklusive Oleoyl-CoA), PIP-.

Von allen Substanzen mit Ausnahme von BSA, Polylysin und Heparin wurden
Stammldsungen angelegt, anschliel3end bei -20 °C eingefroren und erst am jeweili-
gen Tag der Messung wieder aufgetaut und mit Badlosung auf die entsprechende

Konzentration verdinnt.

2.7 Datenaufnahme und Datenauswertung

Die gemessenen Daten wurden mit Hilfe eines Dell Pentium E6700 Computers auf-
genommen und ausgewertet. Die Datenaufnahme erfolgte mit den Programmen Pul-
se++ und EPC9-screen (HEKA Elektronics, Lambrecht, Deutschland). Fir die weite-
re Verarbeitung der Daten wurden IGOR Pro Version 6.21 (WaveMetrics Inc., USA)
und Microsoft Excel 2010 (Microsoft, USA) verwendet. Graphiken wurden mittels
Microsoft Powerpoint 2010 (Microsoft, USA) und Canvas 8 (Deneba Systems, USA)
erstellt und die Textverarbeitung mittels Microsoft Word 2010 (Microsoft, USA)
durchgefuhrt.

Dosis-Wirkungs-Kurven wurden basierend auf der Hill-Gleichung gefittet, die auch
der Berechnung der Inhibitionskonstanten (ICso) beziehungsweise der mittleren effek-
tiven Konzentration (ECso) zugrunde liegt. Die Hill-Gleichung lautet:

[/lmax = 1/(1+(X/ICs0)") beziehungsweise I/lmax = 1/(1+(X/ECso)");

Imax (Maximalamplitude des Stroms), X (Konzentration der Substanz), | (Strom resul-
tierend aus der Applikation von X), ICso (Inhibitionskonstante, benétigte Konzentrati-
on, um 50% des Ausgangsstroms zu blockieren), ECso (mittlere effektiven Konzentra-
tion, Konzentration mit halbmaximalem Effekt), H (Hill-Koeffizient).
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Bei den angegebenen Werten handelt es sich um Mittelwerte und Standardfehler des

Mittelwerts (SEM) aus mindestens drei Experimenten.

Die Formel zur Berechnung des arithmetischen Mittels (Mittelwert) lautet:

1
x:—zxi
n

i=1
Die Formel zur Berechnung des Standardfehlers des Mittelwerts (SEM) lautet:

S
SEM = —
Vn

n = Stichprobengrolde;

xi = Einzelmesswert

x = Mittelwert

s = Stichproben-Standardabweichung, wobei fur s gilt:

n

1 )2

R ICER
i=1
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3. Ergebnisse

Dieses Kapitel gliedert sich in zwei Teile. Im ersten Teil wurden die K2P-Kanale am
Beispiel vom TALK-2-Kanal auf die Regulation durch pH, Membranspannung und
Pharmaka untersucht und im zweiten Teil wurde die Regulation von K2P-Kanalen
durch endogene Membranlipide erforscht.

Alle Messungen wurden in inside-out-Patchen von Xenopus-Oozyten in symmetri-
schen Kaliumionenkonzentrationen (jeweils 120 mM) durchgefihrt. Sofern nicht an-
ders angegeben betrug der pH-Wert sowohl in der Badlésung (intrazellular) als auch
in der Pipettenlésung (extrazellular) 7,2.

Spannungsrampen wurden allesamt mit Pulsen von -80 bis +80 mV gefahren.

3.1 Regulation von K2P-Kanalen durch pH, Membranspannung und

Pharmaka

3.1.1 Regulation von TALK-2 durch intra- und extrazellularen pH

Zu Beginn soll die Abhangigkeit des TALK-2-Kanals sowohl vom intra- als auch ex-
trazellularen pH-Wert dargestellt werden.

Wie Abb. 3.1A zeigt, war der TALK-2-Kanal unter einem intra- und extrazellularen
pH-Wert von 7,2 nahezu geschlossen. Diese Situation stellte unsere Standardbedin-
gung/Ruhebedingung dar und war Ausgangspunkt fir jede Messung.

Fir viele K2P-Kanale ist deren Aktivierung bei bestimmten intra- und extrazellularen
pH-Werten bekannt. Aktiviert werden TREK-1 und TREK-2 durch sauren intrazellula-
ren pH (Maingret et al., 1999, Lesage et al., 2000), TRAAK durch alkalischen intra-
zellularen pH (Kim et al., 2001a) und TASK-1 durch alkalischen extrazellularen pH
(Duprat et al., 1997).

Die Kanale der TALK-Familie, zu der TALK-1, TALK-2 und TASK-2 zahlen, werden,
wie der Name schon sagt, durch (extrazellularen) alkalischen pH aktiviert (Reyes et
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al., 1998, Kang und Kim, 2004), TASK-2 zudem durch intrazellularen alkalischen pH
(Niemeyer et al., 2010).

Fir den TALK-2-Kanal ist bisher keine intrazellulare pH-Abhangigkeit beschrieben
worden.

Zunachst wird in Abb. 3.1B die hohe Leitfahigkeit des TALK-2 bei extrazellularem
alkalischen pH gezeigt. Daraufhin wurde die Abhangigkeit vom intrazellularen pH-
Wert untersucht und in Form einer pH-abhangigen Wirkungskurve aufgenommen
(Abb. 3.2). Ein Plateau wurde selbst bei pH 10 nicht erreicht. Wenn man den Strom
auf denjenigen bei pH 10 normiert, erhalt man einen ECso-Wert von 9,58 + 0,004.

I (nA)

-—
(3]
1
_

Strom (nA)
=

-2
0,54
pPH. 7,2
l ] Mﬁ’l 0,0 | T
- p——— | ’ T |
-80 -40 +40 +80 PH. 7,2 PH. 9
V (mV)
T-2

Abb. 3.1: Messung von TALK-2-Kanalen unter Standardbedingungen und Aktivierung durch al-
kalischen extrazellularen pH. (A) TALK-2, gemessen mit Hilfe einer Spannungsrampe bei intra- und
extrazellularem pH von jeweils 7,2 (Standardbedingungen). Der Kanal ist nahezu geschlossen. (B)
Vergleich der Strome von TALK-2 bei unterschiedlichen extrazellularen pH-Werten, gemessen bei +40
mV. Bemerke: Durch Verwendung einer extrazellularen Losung (Pipettenlésung) mit pH 9 wird der
TALK-2 stark aktiviert. pHext 7,2: 0,06 = 0,01 nA (n=4);. pHext 9: 1,61 £ 0,27 nA (n=4). Jeder Daten-
punkt entspricht dem Durchschnittswert + SEM.
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Zusammenfassend kann man beim TALK-2 von einem sowohl extrazellular als auch
intrazellular alkalisch aktivierten Kanal sprechen, wobei eine nennenswerte Aktivie-

rung im intrazellularen Bereich erst bei sehr hohen (unphysiologischen) pH-Werten

erfolgte.

A B 1,0
£ 0,8

o

n
pH: 10 g 0,61

pHi 9,5 pHi8 @

P99 —
2 0,4
< 0,2-

[
[Te] T T T T 1
S 20s 8,0 8,5 9,0 9,5 10,0

pHi

pH. 10

I (nA)

pH. 8
| |
4 -40 +210 +50
1.2 V (mV)
+ -4

Abb. 3.2: Aktivierung von TALK-2-Kanalen durch alkalischen intrazelluliren pH. (A) pH-
abhangige Wirkungskurve mit intrazellularen pHi Werten von 8 bis 10 in 0,5 pH-Schritten bei +40 mV.
(B) pHi-abhangige Wirkungskurve normiert auf den bei pHi 10 aktivierten Strom. Ein Plateau wird in
dieser pH-Spanne nicht erreicht. ECso= 9,58 + 0,004 (n=4). Jeder Datenpunkt entspricht dem Durch-
schnittswert + SEM. (C) Rampen zeigen die Aktivierung durch intrazelluldr alkalischen pH-Wert
(pH 10, blau) im Vergleich zu pH 8 (schwarz).
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3.1.2 Aktivierung von TALK-2 durch Membranspannung und Rb*

Wie Schewe et. al. (2016) zeigten, sind die meisten K2P-Mitglieder stark spannungs-

aktiviert. Abgesehen vom TWIK-1 zeigen alle anderen K2P-Kanéale eine Auswarts-
rektifizierung.

+80 mV
-80 mV /\_

2 nA

e

Abb. 3.3: Aktivierung von TALK-2-Kanalen durch Membranspannung und deren Verstarkung
durch Ersetzen der intrazellularen Kaliumionen durch Rubidiumionen. Die Spannung wurde von
-80 auf +80 mV depolarisiert und anschliefend wieder direkt auf -80 mV hyperpolarisiert. Die griinen
Pfeile im Einsatz kennzeichnen die Tail-Strome. Bemerke: Durch Austausch der intrazellularen Kali-

umionen (schwarz) durch Rubidiumionen (rot) wird die Spannungsaktivierung enorm verstarkt, was
auch an der Zunahme der Tail-Stréme zu sehen ist.
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Die leichte Aktivierung des TALK-2 durch Membranspannung ist in Abb. 3.3 zu se-
hen (schwarzer Graph). Diese Spannungsaktivierung konnte dramatisch verstarkt
werden, wenn die intrazellularen Kaliumionen durch Rubidiumionen ersetzt wurden
(roter Graph). Bemerkenswert ist der enorme Anstieg der sogenannten Tail-Stréme
(Abb. 3.3 Kasten), die dadurch zustande kommen, dass im Zustand maximaler De-
polarisation (+80 mV) auf -80 mV hyperpolarisiert wird und anfangs die Kanale noch
durch die Spannungsaktivierung offen sind. Dies zeigten auch Schewe et. al. (2016)

fur verschiedene K2P-Kanale.

Schewe et. al. (2016) legten den Mechanismus der Spannungsaktivierung dar:
Nachdem die Involvierung des Helix-Bundle-Crossing am Mechanismus der Span-
nungsaktivierung ausgeschlossen werden konnte, wurde gezeigt, dass der Selektivi-
tatsfilter durch ,Fuhlen® des elektrochemischen Gradienten fur das Phanomen der

Spannungsaktivierung verantwortlich ist.

Diese Spannungsregulation konnte ich auch fur TALK-2 bestatigen. Wie in Kap. 1.5
naher erlautert wurde, durchlaufen die lonen bei Durchtritt durch die Pore die vier
Bindungsstellen S1 bis S4 des Selektivitatsfilters und werden durch Carbonylgruppen
des Aminosaurertckgrats an S1 bis S3 beziehungsweise durch die Hydroxylgruppe
der Threonine an S4 koordiniert (Doyle et al., 1998).

FUr S4 ist weiterhin bekannt, dass das Threonin an Position 116 fur die Koordination
der lonen und fur die lonenbesetzung in der Pore verantwortlich ist (Abb. 3.4B). Die
Bedeutung dieses Threonins fur die Spannungsaktivierung von TALK-2 wurde hier
untersucht.

Durch Vergleich der Mutation T116C mit dem Wildtyp kann in Abb. 3.4A gezeigt wer-
de, dass die Verstarkung der Spannungsaktivierung durch Rubidiumionen stark re-
duziert ist. Dies impliziert, dass auch im TALK-2 die Spannungsaktivierung ein io-
nenabhangiger Gating-Mechanismus im Selektivitatsfilter ist, wie bereits flr andere
K2P-Kanale gezeigt wurde (Schewe et al., 2016).
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A
TALK-2 WT Z/K+ TALK-2 T116C (;
. K+ Rb+ +
T4 Rb
T2
————— P K
-80 -40 +40 +80
V (mV)
+ A4
B

TRAAK T103C

AN

TALK-2 T116C

Abb. 3.4: Vergleich von TALK-2 WT und TALK-2 T116C. (A) Spannungsaktivierung von TALK-2
WT und TALK-2 T116C, gemessen fir intrazelluldre Kaliumionen (schwarz) und Rubidiumionen
(rot). Bemerke: Die Verstarkung der Spannungsaktivierung durch Rubidiumionen konnte durch die
Mutation des Threonin (T116C) beseitigt werden. (B) Kristallstruktur vom TRAAK (nur eine Un-
tereinheit, nach Brohawn et al. (2013)) mit der Region des Selektivitatsfilters inklusive des hoch-
konservierten GFG/GYG Motivs (gelb). Die griinen Kugeln reprasentieren Kaliumionen, koordiniert
von oben nach unten in SO bis S4. Die Cystein-Mutation T103C entspricht der T116C Mutation im
TALK-2. Dieses Threonin koordiniert die lonen an S4 und verandert die lonenbesetzung in der
Pore.
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3.1.3 Aktivierung von TALK-2 durch Pharmaka

Aufgrund ihrer pathophysiologischen Relevanz (Kap. 1.7) stellen die K2P-Kanale als
Zielmolekule fur die Entwicklung neuer Pharmaka eine hohe Relevanz dar. Wie im
Kapitel 1.6 erlautert, sind fir die Mehrheit dieser Kaliumkanalklasse bereits Aktiva-

toren beschrieben worden.

Fur den TALK-2 ist allerdings bisher kein pharmakologischer Aktivator bekannt. Der
TALK-2 wurde deshalb in dieser Arbeit einem Screening mit einer Reihe pharmako-
logischer Substanzen unterzogen.

Beltran et. al. (2013) konnte zeigen, dass das Pharmakon 2-APB (2-Aminoethoxy-
diphenylborat, Struktur siehe Abb. 3.5D) TREK-1, TREK-2 und TRAAK aktiviert.

In Abb. 3.5A ist die Wirkung von 2-APB auf TALK-2-Kanale gezeigt. Steigende 2-
APB-Konzentrationen fuhrten zu einer halbmaximalen Aktivierung im hoheren mik-
romolaren Bereich.

Des Weiteren zeigte das Strukturhomologon Drofenin, ein Anticholinergikum mit neu-
rotrop-muskulotroper Wirkung (Struktur siehe Abb. 3.5D), eine Aktivierung mit ahnli-
cher Kinetik wie 2-APB (siehe Abb. 3.5B).

Wie Abb. 3.5C zu entnehmen ist, erfolgte die Aktivierung sowohl von 2-APB als auch
vom Spasmolytikum Drofenin im Gegensatz zur Rubidiumaktivierung spannungsun-

abhangig.

Somit konnten in dieser Arbeit erstmals aktivierend wirkende pharmakologische Mo-
lekile fur den TALK-2-Kanal gefunden werden. Zudem kann geschlussfolgert wer-
den, dass die stimulierende Wirkung von 2-APB unter den K2P-Kanalen nicht nur die
TREK-Subfamilie (TREK-1, TREK-2, TRAAK) betrifft.
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Abb. 3.5: Neue pharmakologische Aktivatoren des TALK-2. (A) und (B) TALK-2-Kanale, gemes-
sen bei +40 mV, wurden mit angegeben Konzentrationen von 2-APB (2-Aminoethoxydiphenylborate)
und Drofenin stimuliert. Entsprechende Dosis-Wirkungskurven, gefittet mit der Hill-Gleichung, sind
rechts zu sehen (2-APB: EC,, = 349,5 + 66,45 uM; Hill-Koeffizient = 1,89 + 0,3 (n=9); Drofenin:
EC,, = 463,75 + 119,82 uM; Hill-Koeffizient = 1,62 £ 0,94 (n=5)). Jeder Datenpunkt entspricht dem
Durchschnittswert £+ SEM. (C) TALK-2-Kanale, gemessen mit einem Rampenprotokoll, wurden akti-
viert mit 1 mM 2-APB beziehungsweise Drofenin und durch Ersetzen der intrazellularen Kaliumionen
durch Rubidiumionen. Der Einsatz zeigt die Aktivierung durch Rubidium (rot), 1 mM 2-APB (blau) und
1 mM Drofenin (griin) bei +80 mV. Beide Pharmaka aktivierten TALK-2-Kanale bei héheren mikromo-
laren Konzentrationen und die Aktivierung war im Gegensatz zur Rubidiumaktivierung spannungsun-
abhangig. (D) Chemische Strukturen von 2-APB und Drofenin.
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3.1.4 Unterschiede in der TPA*-Inhibition fiir verschiedene Aktivierungsmecha-

nismen

Quartare Ammoniumionen werden in der Elektrophysiologie seit Jahrzehnten als
nutzliche ,Hilfsmittel® zur Erforschung von Kaliumkanalen eingesetzt. Sie bestehen
aus einem zentralen positiv geladenen Stickstoff-Atom, mit dem vier Alkyl-Reste ein-
fach verbunden sind. Diese Molekule sind schon langjahrig als Blocker der meisten
Kaliumkanale bekannt (Armstrong, 1966). Insbesondere hat sich der intrazellulare
Block als aullerst nutzlich erwiesen, wenn es darum ging, die innere Porenstruktur
oder die Gating-Mechanismen von bestimmten Kaliumkanalen naher zu beschreiben
(Armstrong, 1971, Baukrowitz und Yellen, 1996, Holmgren et al., 1997, Wilkens und
Aldrich, 2006).

Seit ihrer Entdeckung wurden die K2P-Kanale in der Literatur stets als insensitiv be-
zuglich der klassischen Kaliumkanalblocker 4-Aminopyridin (4-AP), Caesium und
auch Tetraethylammonium (TEA*) beschrieben (Fink et al., 1996, Fink et al., 1998,
Lotshaw, 2007). Diese Insensitivitat bezieht sich allerdings auf die Wirkung von ex-
trazellular. Mit Ausnahme von Cotten et al. (2004) wurden keine quartaren Ammoni-
umionen von intrazellular an K2P-Kanalen untersucht, bis Piechotta et al. 2011 den
Block von TEA* und langerkettigen Alkylrest-Derivaten (unter anderem TPA*) zeigten
und daraus neue Erkenntnisse der Porenstruktur und des Gatings von K2P-Kanalen
ableiten konnten. Ferner konnte durch Mutagenese die Bindungsstelle fur TPA* im
TREK-1 gefunden werden. Sie liegt in der Kavitat der Pore direkt unterhalb des Se-
lektivitatsfilters, resultierend in einer Abnahme der Affinitat des TPA*™-Blocks bei Mu-
tation der Threonine am hochkonservierten GYG-Motiv (TXGYG).

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit die TPA*-Inhibierungspotenz von
der Art der Aktivierung abhangig ist.

Die Abb. 3.6 zeigt, dass beim TALK-2 unter Aktivierung durch 1 mM 2-APB ein fast
vollstandiger Block (94,4 + 1,7 %) bei Zugabe von 1 mM TPA* erreicht wurde, wah-
rend es unter Rubidiumaktivierung (37,9 + 1,5 %) und Aktivierung durch extrazellula-
ren alkalischen pH (11,5 = 4,8 %) nur zu einem schwachen Block kam (Abb. 3.6
A+B, linke Spalte).
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Im Gegensatz dazu fand beim TREK-1, unabhangig vom Aktivator, ein fast komplet-
ter Block bei 1 mM TPA*-Zugabe statt (98,8 + 0,2 % bei 1 mM 2-APB; 93,4 + 0,5 %
bei Rb*; 95,5 + 0,7 % bei intrazellularem pH 5; Abb. 3.6 A+B, rechte Spalte).

Daraus lasst sich schlussfolgern, dass TALK-2-Kanale, die durch Rubidiumionen
oder pH aktiviert werden, eine deutlich geringere TPA*-Inhibition zeigen als 2-APB-
aktivierte Kanale. Aufgrund des Wissens um die TPA*-Bindungsstelle wird vermutet,
dass Unterschiede in der Porenstruktur des mit Rubidiumionen- oder pH-aktivierten
TALK-2 im Vergleich zum 2-APB-aktivierten Kanal bestehen. Diese Unterschiede
bestehen beim TREK-1 nicht (Abb. 3.6).

TALK-2 TREK-1
A I} 2-APB Rb* pH,, 2-APE Rb* PHip:
1 / ~ \__7 N— — e /ﬂ M ﬂ N M |
0 N - B N N w e~ -

100

80

60

40

Anteil des
blockierten Stroms (%)

Anteil des
blockierten Stroms (%)

20

Abb. 3.6: TPA*-Sensitivitat des TALK-2 hiangt vom Aktivierungsmechanismus ab. TALK-2 (linke
Spalte) im Vergleich zum TREK-1 (rechte Spalte). (A) Messungen bei +40 mV, TALK-2 beziehungs-
weise TREK-1 wurden mit 1 mM 2-APB, Rb* und pH (extrazellularer pH 9 bei TALK-2; intrazellularer
pH 5 bei TREK-1) aktiviert und jeweils mit 1 mM TPA® (blaue Balken) blockiert. Die Stréme sind auf
die maximale Aktivierung fir jeden Aktivator normiert. (B) Balkendiagramme zeigen den Anteil des
blockierten Stroms bei Zugabe von 1 mM TPA® fir jeden Aktivator. Fir TALK-2: 1 mM 2-APB: 94,4 +
1,7 %, n=8; Rb*: 37,9 £ 1,5 %, n=10; pHex: 11,5 + 4,8 %, n=4; fir TREK-1: 1 mM 2-APB: 98,8 + 0,2 %,
n=4; Rb*: 93,4 + 0,5 %, n=3, pHint= 94,5 £ 0,1 %, n=5. Jeder Datenpunkt entspricht dem Durch-
schnittswert £ SEM.
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3.2 Regulation von K2P-Kanalen durch Membranlipide

Nachdem im vorherigen Kapitel vor allem mechanistische und pharmakologische
Uberlegungen der K2P-Kanéale besprochen wurden, wird das folgende Kapitel die
endogene Regulation von K2P-Kanalen durch physiologisch vorkommende Mem-

branlipide behandeln.

3.2.1 Regulation von TREK-1 durch Membranlipide

Auf der Suche nach neuen Erkenntnissen bezuglich der Regulation von K2P-
Kanalen durch Membranlipide wird mit dem TREK-1 begonnen, dem bislang am
grundlichsten untersuchten K2P-Kanal.

Unter den Membranlipiden stellen die Phospholipide die wichtigste Gruppe dar. Sie
sind amphiphile Substanzen und wurden bereits im Kapitel 1.7 vorgestellt. Das zu
dieser Gruppe gehorende PIP2, das neben seinen allgemeinen regulatorischen Auf-
gaben eine entscheidende Rolle in der Signaltransduktion spielt (Hilgemann et al.,
2001, Yamamoto et al., 2001), wurde bereits an K2P-Kanalen untersucht. Es ist aus
Diacylglycerin, das uber eine Phosphodiesterbindung mit Inositol-4,5-bisphosphat
verbunden ist, aufgebaut.

Es konnte gezeigt werden, dass PIP> und auch andere Phospholipide TREK-1 stimu-
lieren (Chemin et al., 2005, Lopes et al., 2005, Honore, 2007). Die PIP2-Wirkung
konnte auf elektrostatische Interaktionen zwischen dem negativ geladenen PIP2, bei
dem die Phosphatgruppe am C3-Atom entscheidend fur die Wirkung ist, und dem
positiv geladenen proximalen C-Terminus des TREK-1 (siehe Kap. 4.2) zuriickge-
fuhrt werden (Chemin et al., 2005). Wie Chemin et. al. des Weiteren zeigten, kann
diese elektrostatische Interaktion durch das kationische Molekul Polylysin (PolyK)
gehemmt werden, das insbesondere an stark negativ geladene Phospholipide wie
PIP2 bindet.

Abb. 3.7A zeigt die Aktivierung von TREK-1 durch 10 yM PIP2 und die anschliel3en-
de Inhibition durch 100 pg/ml PolyK. Die Polylysin-Inhibition konnte wiederum durch
100 pg/ml Heparin aufgehoben werden, das am Polylysin bindet und dieses dadurch
wieder aus der Interaktion mit PIP2 16st (Chemin et al., 2005) (Abb. 3.7B).
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Abb. 3.7: Regulation von TREK-1 durch PIP2 und Polylysin. (A) TREK-1, gemessen bei +80 mV,
aktiviert mit 10 uM PIP2 und anschlieBende Inhibition durch Polylysin (PolyK, 100 ug/ml). PolyK bindet
PIP2 und hebt dadurch dessen Wirkung auf. (B) Nach 10 yM PIP2- und 100 ug/ml PolyK-Gabe konnte
durch 100 pg/ml Heparin die inhibierende Wirkung von PolyK riickgangig gemacht werden.

Phospholipide spielen auch in der Regulation der Ki-Kanale eine wichtige Rolle, die
allesamt durch PIP2 stimuliert werden (Baukrowitz et al., 1998, Huang et al., 1998,
Lopes et al., 2002).

Interessanterweise wird der zu den Ki-Kanalen zahlende Karp-Kanal neben PIP:
(Fan und Makielski, 1997, Baukrowitz et al., 1998, Shyng et al., 2000) auch durch
Acyl-CoA (LC-CoA) aktiviert (Larsson et al., 1996, Branstrom et al., 1998, Gribble et
al., 1998, Liu et al., 2001, Rohacs et al., 2003), wahrend letzteres auf die Ubrigen K-
Kanéle eine inhibitorische Wirkung aufweist (Rapedius et al., 2005).
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Bezlglich der K2P-Kanale ist jedoch bisher keine Regulation durch LC-CoA be-
schrieben worden, weshalb im Folgenden die Wirkung von LC-CoA auf TREK-1-
Kanéale untersucht wurde. Hierbei wurde zunachst Oleoyl-CoA eingesetzt.

Abb. 3.8A zeigt das Ergebnis der 10 uM Oleoyl-CoA-Applikation im inside-out Patch
beim TREK-1. Man sieht eine deutliche Aktivierung, die nach mehreren Minuten ein
Plateau erreicht. Dieser Zeitverlauf ist durch den Einwasch des Lipids bedingt und
kennzeichnend fur diese Molekulklasse.

Als nltzliches Hilfsmittel hat sich Rinderalbumin (bovine serum albumin, BSA) erwie-
sen (Rapedius et al., 2005), das Oleoyl-CoA und andere LC-CoA bindet und dadurch
vom Membran-Patch entfernt. Dies ermoglicht Experimente, in denen mehrere Sub-
stanzen in einem Patch untersucht werden sollen, ohne dass noch Reste von LC-
CoA im Patch vorhanden sind. In Abb. 3.8A ist der Effekt von 5 mg/ml BSA zu sehen:
Innerhalb weniger Sekunden ist der Effekt von Oleoyl-CoA beseitigt worden.

Abb. 3.8B stellt den Verlauf einer Rampe und den direkten Vergleich der Aktivierung
von 10 uM Oleoyl-CoA mit der in Kap. 3.1.2 beschriebenen Rubidiumaktivierung dar.

3.2.2 Regulation von TALK-2 durch Membranlipide

Nachdem im vorherigen Kapitel die Aktivierung des TREK-1 sowohl durch PIP2 als
auch durch Oleoyl-CoA gezeigt werden konnte, sollte nun der TALK-2 auf diese
Substanzen untersucht werden.

In Kapitel 3.1 wurden die ersten den TALK-2-Kanal von intrazellular aktivierenden
Substanzen Uberhaupt aufgezeigt. Nun sollte der Kanal auf die physiologisch vor-
kommenden Lipide PIP2 und Oleoyl-CoA untersucht werden.

Es ist festzustellen, dass TALK-2 durch 10 yM Oleoyl-CoA auferst stark aktiviert
wurde, wahrend fur PIP2 nur eine sehr geringe Aktivierung auszumachen war (Abb.
3.9).

Im Vergleich zu den in Kap. 3.1 beschriebenen Aktivatoren 2-APB, Drofenin und Ru-
bidiumionen, deren Aktivierung in der GroRenordnung der in Abb. 3.9 dargestellten
Rubidiumaktivierung lag, war die Oleoyl-CoA-Aktivierung um ein Vielfaches groRer,

zumal nur eine niedrige mikromolare Konzentration eingesetzt wurde.
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Abb. 3.8: Regulation von TREK-1 durch Oleoyl-CoA. (A) TREK-1, gemessen bei +80 mV, akti-
viert mit 10 uyM Oleoyl-CoA und anschlieRende Inhibition durch 5 mg/ml BSA (bovine serum al-
bumin). (B) Rampenprotokoll, Vergleich von TREK-1 unter Ausgangsbedingung (K*), Aktivierung
durch Rubidium (Rb*) und Aktivierung durch 10 yM Oleoyl-CoA (rot).

Der Vergleich der Rubidium- und Oleoyl-CoA-Aktivierung ist zudem anhand eines
Rampenprotokolls in Abb. 3.10 zu sehen.

Bisher wurden stets 10 uM Oleoyl-CoA eingesetzt. Abb. 3.11 und 3.12 zeigen die
Aktivierung in Abhangigkeit der eingesetzten Konzentration (0,1 uM bis 30 uM).

Somit konnen erstmals endogene von intrazellular wirksame physiologisch vorkom-

mende Aktivatoren des TALK-2 beschrieben werden. Oleoyl-CoA stellt sich als au-

Rerst potenter Aktivator dar, der sogar im nanomolaren Bereich nach mehreren Mi-
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nuten eine wenn auch geringe Wirkung erzielt. PIP2 aktiviert zwar den Kanal, jedoch
nur in einem sehr geringen Mal3e.

10 uM Oleoyl-CoA 10 pM PIP2 Poly K

5nA

100 s

Abb. 3.9: Regulation von TALK-2 durch Oleoyl-CoA und PIP2. TALK-2, gemessen bei +80 mV,
zunachst als Vergleich mit Rubidiumionen aktiviert und anschlieffend mit 10 uM Oleoyl-CoA und nach

Auswaschung durch 5 mg/ml BSA mit 10 uM PIP2 aktiviert. Abschliefende Applikation von 100 pg/ml
PolyK.

10 uM Oleoyl-CoA

Rb’
- : - + K
-80 -40 +80
V (mV)

3.10: Aktivierung von TALK-2 durch Oleoyl-CoA im Vergleich zur Ausgangssituation und zur
Rubidiumaktivierung im Rampenprotokoll. Vergleich von TALK-2 unter Ausgangsbedingung (K*),
Aktivierung durch Rubidiumionen (Rb*) und Aktivierung durch 10 uM Oleoyl-CoA (rot).
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Abb. 3.11: Dosis-Wirkungs-Beziehung von Oleoyl-CoA am TALK-2. Applikation von 3 uM, 5 pM,
10 yM und 30 uM Oleoyl-CoA und jeweils Auswaschung mit 5 mg/ml BSA, gemessen bei +80 mV. Zu
Beginn Aktivierung durch Rubidiumionen zum Vergleich. Der Einsatz zeigt die Dosis-Wirkungskurve
von Oleoyl-CoA, dessen Konzentration logarithmisch aufgetragen ist (ECso = 10 pM). Der normierte

Strom bezieht sich auf den durch Rubidiumionen aktivierten Strom. Die Anzahl an Experimenten (n)
wird Uber dem jeweiligen Datenpunkt angezeigt.

A 1 UM Oleoyl-CoA

0,1 uM Oleoyl-CoA

200 s

Abb. 3.12: Aktivierung von TALK-2 durch Oleoyl-CoA im einmikromolaren beziehungsweise
submikromolaren Bereich. TALK-2, gemessen bei +80 mV, appliziert mit 1 yM (A) und 0,1 uM (B)
Oleoyl-CoA. Zu Beginn Aktivierung durch Rubidiumionen zum Vergleich. Die Aktivierung durch 0,1 uM
Oleoyl-CoA war nur teilweise durch BSA riickgangig zu machen. 5 mg/ml BSA.
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3.2.3 Regulation weiterer K2P-Kanale durch LC-CoA und PIP2

In diesem Kapitel soll die Aktivierung der bereits geschilderten Membranlipide quanti-
fiziert und fur verschiedene weitere K2P-Kanale untersucht werden.

Fir die Quantifizierung wurden die K2P-Kanale zunachst mit Rubidiumionen und an-
schlielend mit 10 yM Oleoyl-CoA und 10 uM PIP2 aktiviert (Abb. 3.13 und 3.14). Wie
im Kap. 3.2.1 geschildert, konnte Oleoyl-CoA durch 5 mg/ml BSA ausgewaschen
werden und auch die Wirkung von PIP2 konnte durch 100 pg/ml PolyK aufgehoben
werden.

Es wurden folgende K2P-Kanale bezlglich der Regulation durch Membranlipide un-
tersucht: TREK-1, TRAAK, TRESK und die gesamte TALK-Subfamilie, die TALK-1,
TALK-2 und TASK-2 beinhaltet.

Als am besten geeignetes Mittel, um die Regulation unter den K2P-Kanalen verglei-
chen zu konnen, hat sich fur die Kanale TREK-1, TALK-2, TRAAK und TALK-1 die
Normierung der Oleoyl-CoA- und PIP2-Aktivierung in Bezug auf die Aktivierung durch
Rubidiumionen, die in Kap. 3.1.2 vorgestellt wurde, herausgestellt. Hierbei muss be-
achtet werden, dass bereits Rubidiumionen diese K2P-Kanale hochpotent aktivieren
(fr TREK-1 und TRAAK wurde von Schewe et. al. (2016) ein Faktor von ungefahr
100 beschrieben).

Fir die Kanale TRESK und TASK-2 bezieht sich die Normierung auf den Kaliumaus-
gangsstrom. Im Folgenden wird daher der Strom bei 10 yM Oleoyl-CoA beziehungs-
weise 10 uM PIP2 als ,normierter Strom* (Oleoyl-CoAnorm., PIP2norm.) bezeichnet. Bei
Messungen des TREK-1, TALK-2, TRAAK und TALK-1 wurde demnach der Rubidi-
um-aktivierte Strom des jeweiligen Kanals als ,eins® festgelegt, wahrend beim
TRESK und TASK-2 der Kaliumausgangsstrom den Wert ,eins“ annimmt (Abb. 3.15).

Es kann festgehalten werden, dass Oleoyl-CoA und PIP. auf TREK-1, TALK-2,
TRAAK und TALK-1 aktivierend wirkten, wobei sich das Ausmald der Aktivierung
zwischen den Kanalen unterschied.

Die starkste Aktivierung beider Lipide zeigte der TRAAK-Kanal mit einer normierten
Oleoyl-CoA-Aktivierung von 6,18 £ 0,71 und einer normierten PIP2-Aktivierung von
3,62 + 0,85 (Abb. 3.13C). Die Aktivierung des TRAAK durch PIP2 wurde bereits be-
schrieben (Lopes et al., 2005).
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Auch der TALK-2 zeigte eine starke normierte Oleoyl-CoA-Aktivierung von 5,45 +
0,82 (Abb. 3.13B). Erstaunlicherweise war jedoch die normierte PIP2-Aktivierung
schwach (0,86 £ 0,25), was schon im vorherigen Kapitel dargestellt wurde.

Die normierte Aktivierung des TREK-1 durch Oleoyl-CoA betrug 2,12 + 0,27 und
durch PIP21,66 + 0,29 (Abb. 3.13A).

Der TALK-1 wurde nur wenig durch beide Lipide aktiviert (Oleoyl-CoAnorm.: 0,25 *
0,06; PIP2norm.: 0,08 £ 0,01; Abb. 3.13D).

Es wurden jedoch nicht alle K2P-Kanale durch die Membranlipide aktiviert. TASK-2
zeigte weder eine Reaktion auf 10 yM Oleoyl-CoA noch auf 10 uM PIP2 und wurde
auch nicht durch Rubidiumionen aktiviert (Abb. 3.14A). Letzteres hat zur Folge, dass
sich beim TASK-2 der normierte Strom auf den Kaliumausgangsstrom bezieht. Der
normierte Strom unter Oleoyl-CoA und PIP2 betragt daher 1. Als Beweismittel, dass
der Kanal in der Membran exprimiert wurde, wurde die Tatsache ausgenutzt, dass er
durch Alkalisierung des intrazellularen pH-Werts aktiviert werden kann (Niemeyer et
al., 2010).

TRESK wurde als einziger der untersuchten K2P-Kanale durch Oleoyl-CoA und PIP-
inhibiert. Auch bei diesem Kanal bezieht sich der normierte Strom auf den Kali-
umausgangsstrom. Nach 10 uM Oleoyl-CoA-Gabe betragt der normierte Strom 0,26
+ 0,06 und nach 10 uM PIP2-Applikation 0,54 + 0,22 (Abb. 3.14.B).

Aus diesen Daten lasst sich schlussfolgern, dass die Regulation durch die Membran-
lipide Oleoyl-CoA und PIP2 unter den K2P-Kanalen nicht einheitlich ist. Einige Kanale
werden aktiviert, andere werden inhibiert beziehungsweise gar nicht beeinflusst
(Abb. 3.15).

Bezlglich der TALK-Familie ist zu sagen, dass TALK-2 der einzige Kanal ist, der auf
Oleoyl-CoA eine nennenswerte Aktivierung zeigt.

Im Vergleich zu den Ki-Kanalen, die alle durch PIP2 aktiviert werden, jedoch abge-
sehen vom Katp von Oleoyl-CoA inhibiert werden, Iasst sich bei den K2P-Kanalen
zeigen, dass sie sich bezuglich der beiden Lipide weitestgehend kongruent verhal-
ten. Allein TALK-2 zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen der Potenz der
Oleoyl-CoA- und der PIP2-Aktivierung.

LC-CoA ist ein in dieser Arbeit erstmalig beschriebener potenter Aktivator fur die
K2P-Kanale TREK-1, TRAAK und TALK-2.

46



3. Ergebnisse
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B TALK-2
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Oleoyl-CoAnorm.: 5,45 £ 0,82
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<
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C TRAAK
10 uM Oleoyl-CoA 10uM PIP2 Poly K
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<
100 s
D TALK-1
10 uM Oleoyl-CoA 10 uM PIP2 PolyK

Rb

Oleoyl-CoAnorm.: 0,25 * 0,06
PIP2norm.: 0,08 +0,01

Abb 3.131 Regulation 2P-Kanilen durch Oleoyl-CoA und PIP.. K2P-Kanale, gemessen bei

V,.alapli i i8Rend ausgewaschen mit 5 mg/ml BSA. Danach
Appﬁ ation 'von™ 10" UM"PIPZ, das anSchneBehd durch =100 Pg/ml PolyK gebunden wurde. Aktivierung
durch Rgbidiumionen (Rb) zum Vergleich. (A) TREK-1: Oleoyl-CoAnom.: 2,12 £ 0,27 (n=8); PIP2nom.:
1,66 + 0,29 (n=3); (B) TALK-2: Oleoyl-CoAnorm.: 5,45 = 0,82 (n=10); PIPznom.: 0,86 £ 0,25 (n=6); (C)
TRAAK: Oleoyl-CoAnorm.: 6,18 + 0,71 (n=5); PIP2nom.: 3,62 £ 0,85 (n=4); (D) TALK-1: Oleoyl-CoAnorm.:

0,25 + 0,06 (n=5); PIP2norm.: 0,08 + 0,01 (n=2). Die normierten Strome Oleoyl-CoAnorm. und PIP2norm.
beziehen sich auf den Rubidiumstrom. Jeder Datenpunkt entspricht dem Durchschnittswert + SEM.
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PIP2norm.: 1,00 0
<
o
q .........................................................................................
o
100 s
B TRESK
10 uM Oleoyl-CoA 10 uM PIP2 Poly K

Oleoyl-CoAnorm.: 0,26 * 0,06
PIP2norm.: 0,54 + 0,22

3.14: Regulation von K2P-Kanélen durch Oleoyl-CoA und PIP2. K2P-Kanale, gemessen bei +80
mV, appliziert mit 10 yM Oleoyl-CoA und anschlielend ausgewaschen mit 5 mg/ml BSA. Danach
Applikation von 10 yM PIP2, das anschlieend durch 100 pyg/ml PolyK gebunden wurde. Zu Beginn
Aktivierung durch Rubidiumionen (Rb) zum Vergleich. Beachte: Um die Expression der TASK-2-
Kanale in der Membran zu beweisen, wurden sie mit pH 9 aktiviert.

(A) TASK-2: Oleoyl-CoAnorm.: 1,00 £ 0,0 (n=5); PIP2nom.: 1,0 £ 0,0 (n=5); (B) TRESK: Oleoyl-CoAnom.:
0,26 + 0,06 (n=5); PIP2nom.: 0,54 + 0,22 (n=4). Die normierten Strome Oleoyl-CoAnorm. und PIP2nom.
beziehen sich auf den Kaliumstrom.
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Abb. 3.15 Regulation der K2P-Kandle durch Membranlipide im Vergleich. Quantifizierung der
Regulation durch 10 uyM Oleoyl-CoA (A und B) und durch 10 uyM PIP2 (C und D). Strom bei 10 uyM
Oleoyl-CoA/PIP2 (Oleoyl-CoAnom./PIP2nem.y normiert auf den durch Rubidiumionen aktivierten Strom (A
und C) beziehungsweise normiert auf den Kaliumausgangsstrom (B und D). (A) und (C) TREK-1,
TALK-2, TRAAK und TALK-1 wurden sowohl durch Oleoyl-CoA als auch durch PIP: aktiviert, jedoch
mit unterschiedlicher Potenz . (B) und (D) TASK-2 zeigte keine Regulation und TRESK wurde durch
beide Lipide inhibiert.

(A) und (C) TREK-1: Oleoyl-CoAnom.: 2,12 + 0,27 (n=8); PIP2nom.: 1,66 £ 0,29 (n=3); TALK-2: Oleoyl-
CoAnom.: 5,45 + 0,82 (n:10), PIP2norm.: 0,86 + 0,25 (n:6), TRAAK: Oleoyl-COAnorm.: 6,18 + 0,71 (n:5),
PIP2norm.: 3,62 + 0,85 (n:4), TALK-1: Oleoyl-COAnorm.: 0,25 + 0,06 (n:5), PIP2norm.: 0,08 + 0,01 (n:2)
Die normierten Stréme Oleoyl-CoAnom. und PIP2nom. Beziehen sich auf den Rubidiumstrom.

(B) und (D) TASK-2: Oleoyl-CoAnom.: 1,00 £ 0,0 (n=5); PIP2nom.: 1,0 £ 0,0 (n=5); TRESK: Oleoyl-
CoAnorm.: 0,26 £ 0,06 (n=5); PIP2norm.: 0,54 £ 0,22 (n=4). Die normierten Stréome Oleoyl-CoAnorm. und
PIP2znom. beziehen sich auf den Kaliumstrom.
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3.2.4 Struktur-Funktionsbeziehungen der Membranlipide

Nachdem LC-CoA am Beispiel von Oleoyl-CoA als neuer Aktivator von bestimmten
K2P-Kanalen im vorherigen Kapitel beschrieben worden war, sollten nun weitere LC-
CoA untersucht werden, um eine Beziehung zwischen Struktur und Funktion herstel-
len zu kdnnen.

Da TALK-2 sehr stark auf Oleoyl-CoA reagierte hatte, wurde dieser Kanal fur die nun
folgende Fragestellung der Struktur-Funktionsbeziehungen verwendet.

Das bisher eingesetzte Lipid Oleoyl-CoA enthalt eine Fettsaure mit einer Kettenlange
von 18 Kohlenstoffatomen und einer Doppelbindung, es handelt sich demnach um
eine einfach ungesattigte Fettsdure (18:1, Olsaure).

Im Folgenden werden die entsprechenden LC-CoA je nachdem, welche Fettsaure sie
enthalten, vereinfacht als Zahlenfolge ,,Anzahl Kohlenstoffatom : Anzahl Doppelbin-
dungen® bezeichnet.

Zunachst einmal wurde die Abhangigkeit der Aktivierung vom Grad der Sattigung
untersucht. Dafur wurden 3 uM verschiedener LC-CoA eingesetzt, bei denen die Ket-
tenlange der Fettsdure konstant gehalten (18 C-Atome), jedoch die Anzahl an Dop-
pelbindungen in der Fettsaure verandert wurde (von 18:3 bis 18:0).

Die jeweilige LC-CoA-Aktivierung wurde auf die Rubidiumaktivierung normiert, wes-
halb zu Beginn mit Rubidiumionen aktiviert wurde (Abb. 3.16A und B). Durch Aus-
wasch jedes einzelnen Lipids durch 5 mg/ml BSA konnten mehrere LC-CoA in einem
Patch appliziert werden. Wie Abb. 3.16A darstellt, zeigte 18:3 (9Z, 12Z, 15Z-
Linolenoyl-CoA) eine vernachlassigbar kleine Aktivierung (0,27 £ 0,06), die durch
18:2 (92, 12Z-Linoyl-CoA) nur minimal erhdht werden konnte (0,7 + 0,17). Erst bei
Applikation von 18:1 (9Z-Oleoyl-CoA) kam es zu einer potenten Aktivierung (4,41 +
0,84), die sogar durch 18:0 (Stearoyl-CoA) noch deutlich gesteigert werden konnte
(11,69 £ 1,98), weshalb in Abb. 3.16A kein steady-state erreicht wurde. Aus diesem
Grund ist der Unterschied zwischen 18:1 und 18:0 in Abb. 3.16B nochmals einzeln
aufgefuhrt.

Zusammenfassend lasst sich anhand des Balkendiagramms (Abb. 3.16C) festhalten,

dass LC-CoA mit einer gesattigten Fettsdure (18:0) die grofte Aktivierung bewirkt.
Die Wirkung scheint mit der Anzahl der Doppelbindungen abzunehmen.
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Abb. 3.16: Grad der Sattigung von LC-CoA bestimmt MaB der Aktivierung beim TALK-2. (A)
und (B) TALK-2, gemessen bei +80 mV, appliziert mit 3 yM LC-CoA, die sich in der Art der Fett-
saure unterschieden (18:3, 18:2, 18:1 beziehungsweise 18:0). Auswasch durch 5 m g/ml BSA. (C)
Entsprechende LC-CoA-Aktivierung des TALK-2 normiert auf die Rubidiumaktivierung. Linolenoyl-
CoA (18:3): 0,27 + 0,06; Linoyl-CoA (18:2): 0,7 + 0,17; Oleoyl-CoA (18:1): 4,41 + 0,84; Stearoyl-
CoA (18:0): 11,69 1,98 (n=6). Jeder Datenpunkt entspricht dem Durchschnittswert + SEM.
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Des Weiteren wurde der Einfluss der Kettenlange auf die Potenz der Aktivierung von
TALK-2 untersucht. Hierfur wurden LC-CoA mit gesattigten Fettsauren unterschiedli-
cher Kettenlange (14:0, 16:0, 18:0, 22:0 und 26:0) eingesetzt. Appliziert wurden je-
weils 3 yM und deren Aktivierung wurde wiederum auf die Rubidiumaktivierung nor-
miert.

Die Abb. 3.17 zeigt, dass der Grad der Aktivierung von Myristoyl-CoA (14:0), bei dem
kaum Aktivierung auftrat (0,108 = 0,04), Gber Palmitoyl-CoA (16:0; 2,96 £ 0,73) bis
Stearoyl-CoA (18:0; 11,69 + 1,98) stark zunahm und bei Applikation von Stearoyl-
CoA sein Maximum erreichte und bei Behenoyl-CoA (22:0) wieder abnahm (7,79 +
1,81) und bei Hexacosanoyl-CoA (26:0) sein Minimum erreichte (0,1 £ 0,01).

Diese Daten zeigen, dass das Stearinsaure enthaltende LC-CoA am potentesten
wirkt. Kettenlangen unterhalb von 16 C-Atomen zeigen keinen Effekt und interessan-
terweise verliert sich die Wirkung auch im sehr langen Kettenlangen-Bereich.

Des Weiteren wurde der Frage nachgegangen, ob auch die beiden Molekule, aus
denen LC-CoA zusammengesetzt ist, alleine eine Wirkung entfachen konnen. Daher
wurden 10 uM Oleoyl-CoA im Vergleich mit 100 uM CoA und 20 uM Olsaure gemes-
sen (Abb. 3.18) und festgestellt, dass Coenzym A und Fettsduren keine Wirkung zei-

gen.

Da die Wirkung von PIP2 durch Polylysin am K2P-Kanal aufgehoben werden konnte
(Abb. 3.7), stellte sich nun die Frage, ob dies auch mit Oleoyl-CoA mdglich ist und
dessen Wirkung durch Zugabe von Polylysin/PolyK rickgangig gemacht werden
kann.

Abb. 3.19 zeigt die Wirkung von PolyK auf den durch 10 uM Oleoyl-CoA aktivierten
TALK-2-Kanal. PolyK machte die Aktivierung innerhalb von weniger als zehn Sekun-
den ruckgangig, was der zeitlichen Kinetik von BSA ahnelte und auf PolyK zurtckzu-
fuhren war, da es ohne Zugabe von PolyK etwa 100 Sekunden dauerte, bis der
Oleoyl-CoA-aktivierte Strom beseitigt werden konnte (Abb. 3.19).
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Abb. 3.17: Kettenldnge von LC-CoA bestimmt MaB der Aktivierung beim TALK-2. (A) TALK-2,
gemessen bei +80 mV, appliziert mit 3 uM LC-CoA, die sich in der Lange der Fettsaure unterschieden
(14:0, 16:0, 18:0, 22:0 beziehungsweise 26:0). Auswasch durch 5 mg/ml BSA. Bei Applikation von
18:0 wurde bei der gezeigten Messung kein steady-state abgewartet. (B) Entsprechende LC-CoA-
Aktivierung des TALK-2 normiert auf die Rubidiumaktivierung. Myristoyl-CoA (14:0): 0,108 + 0,04;
Palmitoyl-CoA (16:0): 2,96 + 0,73; Stearoyl-CoA (18:0): 11,69 + 1,98; Behenoyl-CoA (22:0): 7,79 %
1,81; Hexacosanoyl-CoA (26:0): 0,1 + 0,01 (n=7). Jeder Datenpunkt entspricht dem Durchschnittswert
+ SEM.
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10 uM Oleoyl-CoA 20 uM Olsiure

Abb. 3.18: Wirkung von Coenzym A und Olsiure am TALK-2. Gemessen bei +80 mV. Wahrend
10 uM Oleoyl-CoA eine potente Aktivierung erzielten, hatten 100 uM Coenzym A und 20 yM Olsaure
keine Wirkung. Als Auswasch wurden 5 mg/ml BSA verwendet.

Oleoyl-CoA Oleoyl-CoA Oleoyl-CoA Poly K

Abb. 3.19: Wirkung von Polylysin (PolyK) nach Oleoyl-CoA-Aktivierung am TALK-2. Gemessen
bei +80 mV, Applikation von 10 uM Oleoyl-CoA, 5 mg/ml BSA und 100 pg/ml PolyK. Der Rickgang
der Oleoyl-CoA-Aktivierung dauerte ungefahr 100 Sekunden, wahrend PolyK durch Binden von
Oleoyl-CoA dessen Aktivierung innerhalb von 10 Sekunden riickgangig machte.
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4. Diskussion

4.1 Regulation von K2P-Kanalen durch Pharmaka

K2P-Kanale sind in vielen pathophysiologisch relevanten Prozessen involviert (siehe
Kap. 1.7) und stellen daher interessante Zielproteine fur die pharmakologische For-
schung dar. Gegenwartig existiert ein Mangel an spezifischen pharmakologischen
K2P-Kanal-Aktivatoren und insbesondere fur TALK-2 ist noch kein solcher Aktivator
beschrieben worden.

In dieser Arbeit werden mit 2-APB und Drofenin die ersten pharmakologischen
TALK-2-Kanal-Aktivatoren identifiziert.

Sowohl 2-APB als auch Drofenin zeigen eine Aktivierung im mikromolaren Bereich.
Das membranpermeable 2-APB, als Inhibitor von IPs-induzierter Calcium-
Freisetzung bekannt (Maruyama et al., 1997), wurde bereits von Beltran et. al. (2013)
als hoch-effektiver Aktivator der TREK-Subfamilie beschrieben.

Mit TALK-2 kann nun also eine weitere K2P-Klasse als Zielstruktur von 2-APB auf-
gezeigt werden, was dessen Spezifitat und folglich die Wirksamkeit dieses Medika-
ments eingrenzt.

Es kann dennoch Verwendung finden, um als pharmakologisches Hilfsmittel fur die
weitere Erforschung von TREK-1, TREK-2, TRAAK aber auch des TALK-2 zu die-
nen. Ob sich weitere K2P-Kanéle aktivieren lassen, missen zuklnftige Experimente
zeigen. Daruber hinaus kann 2-APB als Ausgangssubstanz zur Entwicklung weiterer
Molekulle genutzt werden, indem dessen chemischen und pharmakologischen Cha-
rakteristika fur das zukunftige Design von Medikamenten in Betracht gezogen wer-
den (Beltran et al., 2013).

Diese Aussage wird dadurch erhartet, dass das Strukturhomologon Drofenin eben-
falls zur Aktivierung des TALK-2 (mit &hnlicher Affinitat) fuhrt. Es bestehen somit
zwei Substanzen, die die gleiche Wirkung besitzen und zudem strukturahnlich sind
(Struktur von 2-APB und Drofenin siehe Abb. 3.5D). Dies impliziert, dass eine struk-
turelle Basis in der Ahnlichkeit existiert, was die Entwicklung neuer Medikamente

erleichtern kénnte.
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Die Erkenntnisse, die in dieser Arbeit am exzidierten Membranpatch gewonnen wur-
den, sollten auf den Kontext der Physiologie einer Zelle Ubertragen werden. Zukunf-
tige Experimente an Zellen mussen zeigen, welche Auswirkungen die genannten
Substanzen auf die Elektrophysiologie von Neuronen oder Herzmuskelzellen haben.

Es muss hierbei beachtet werden, dass 2-APB seine Wirkung zusatzlich auf weitere
Proteine entfaltet. Daher ware es interessant zu sehen, welchen Einfluss 2-APB und
Drofenin auf Zellen haben, die K2P- und TRPV-Kanale koexprimieren. Es ist be-
kannt, dass bestimmte Kationenkanale der TRPV-Subgruppe, welche unter anderem
an der Schmerz- und Temperaturempfindung in Neuronen beteiligt sind, ebenfalls
durch diese Substanzen aktiviert werden (Hu et al., 2004, Deering-Rice et al., 2014).
Wahrend eine Aktivierung der K2P-Kanale zu einer Hyperpolarisation fuhren wurde,
kame es bei Stimulation der TRPV-Kanale zur Depolarisation. Weitere Studien mus-

sen zeigen, welche Eigenschaft bei Koexpression dominiert.

Die Wirkung von 2-APB wurde in einer kurzlich veroffentlichten Arbeit am TREK-2-
Kanal untersucht. Zhuo et al. (2015) konnten zeigen, dass fur die Wirkung von 2-APB
am TREK-2 der proximale C-Terminus entscheidend ist (gelb markiert in Abb. 4.1),
wobei das Histidin an Position 368 der Aminosaurekette (H368) die Schllisselrolle fur
die Aktivierung einnimmt. Als sekundare Bindungsstelle wurde der zytosolische An-
teil des zweiten Transmembransegments identifiziert. Der distale Anteil des C-
Terminus hingegen agiert als negativer Modulator fur die 2-APB-Stimulierung. Wah-
rend viele Wirkmechanismen den Selektivitatsfilter involvieren, sind die genannten
Regionen nicht am Gating des Selektivitatsfilters beteiligt. Als Wirkungsweise wird
postuliert, dass die Bindung von 2-APB eine Konformationsanderung des proximalen
C-Terminus induziere, was zur Anlagerung des C-Terminus an die Plasmamembran
fuhre und den Kanal dadurch 6ffne (Zhuo et al., 2015).

Zukunftige Experimente mussen zeigen, ob eine ahnliche Bindungsstelle am C-
Terminus fur den TALK-2 existiert. H368 ist unter den K2P-Kanalen nicht konserviert,
dennoch konnen die Daten genutzt werden, um in zukinftigen Experimenten durch

Mutagenese Anhaltspunkte fur die Bindungsstelle beim TALK-2-Kanal zu erlangen.
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung einer TREK-2-Untereinheit (Zhuo et al., 2015). Regionen am
TREK-2, die am aktivierenden Effekt von 2-APB beteiligt sind, sind rot und gelb hervorgehoben.
Transmembransegmente (M1-4), intrazelluldrer N-Terminus (Nt), intrazelluldrer C-Terminus (Ct), pro-
ximaler C-Terminus (pCt, gelb), distaler C-Terminus (dCt), Schlisselpositionen der Aminosaurekette
(rot).

Als weitere neue Erkenntnis im Verstandnis der strukturellen Funktionalitdt des
TALK-2-Kanals konnte in dieser Arbeit eine Abhangigkeit der TPA*-Inhibition von der
Art der Aktivierung festgestellt werden.

Wie im Kapitel 3.1.4 beschrieben, werden quartare Ammoniumionen, zu denen Te-
trapentylammonium (TPA*) gehért, in der Elektrophysiologie zur Erforschung unter
anderem der Porenstruktur und der Gating-Mechanismen genutzt.

Nachdem Piechotta et. al. (2011) den Block von K2P-Kanélen durch quartare Am-
moniumionen und dessen zu Grunde liegenden Mechanismus gezeigt hatten, wurde
in dieser Arbeit der TPA*-Block am TALK-2 im Vergleich zum TREK-1 genauer un-
tersucht und es wurden interessante Unterschiede festgestellt.

Die Gabe von 1 mM TPA* fuhrte beim TREK-1 unabhangig vom eingesetzten Aktiva-
tor (2-APB, Rubidiumionen, pH) zu einem fast vollstdndigen Block, wahrend dies
beim TALK-2 nicht der Fall war. Es zeigte sich eine klare Abhangigkeit der Inhibition
vom Aktivierungsprotokoll (Abb. 3.6).

Fir die Interpretation dieses Sachverhalts ist das Wissen um die Bindungsstelle von
TPA* wichtig. Sie liegt beim TREK-1 in der Kavitat der Pore direkt unterhalb des Se-
lektivitatsfilters an der Kaliumbindungsstelle S4 (Abb. 1.6) (Piechotta et al., 2011). In
Abb. 4.2B sind die Bindungsstellen von TPA* griin hervorgehoben.
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Abb. 4.2: TPA*-Bindung an K2P-Kanalen. (A) Sequenz-Alignment zwischen TREK-1 und TALK-2
der Bindungsstellen (griin) von TPA*am TREK-1. (B) KvAP-basiertes homologes Modell des TREK-1
(nur eine Untereinheit dargestellt) (Piechotta et al., 2011). Die Bindungsstellen von TPA" sind griin
markiert. Transmembrandomanen (TM1-4), Porenregion (P1-2).

Wenn man das Sequenz-Alignment der beiden Kanale bezuglich der Aminosaureres-
te am TREK-1, die direkt mit TPA* interagieren, vergleicht, stellt man fest, dass sie
konserviert sind, weshalb von einer konservierten Bindungsstelle auszugehen ist
(Abb. 4.2A). Dass im TALK-2 die Bindungsstelle von TPA* ebenfalls in der Kavitat
liegt, ist somit sehr wahrscheinlich und konnte durch Mutagenese der homologen
Aminosauren 116, 141, 148, 221 und 260 in zukunftigen Experimenten untersucht

werden.

Das Resultat der Abhangigkeit der TPA*-Inhibition von der Art der Aktivierung ist bis-
her noch fur keinen lonenkanal beschrieben worden und kénnte eine charakteristi-

sche Eigenschaft des TALK-2 sein.
Vier mdgliche Erklarungsansatze kommen fur dieses Phanomen in Frage (Abb. 4.3):

Erstens, das Helix-Bundle-Crossing ist fur diesen Kanal im geschlossenen Zustand

geschlossen. Dies ist jedoch nicht konsistent mit der starken Aktivierung durch Rubi-
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Abb. 4.3 Schematische Darstellung des TPA*-Blocks von TALK-2 und TREK-1 im Vergleich. Der
Block des 2-APB-aktivierten TALK-2 ahnelt demjenigen des TREK-1 (linke und rechte Darstellung).
Die TPA*-Bindungsstellen liegen frei und sind aktiv, wahrend dies beim durch Rubidiumionen- oder
pH-aktivierten TALK-2 nicht der Fall ist (mittige Darstellung).

diumionen, welche den Spannungssensor im Selektivitatsfilter aktivieren (Schewe et
al., 2016). Bei geschlossenem unterem Gate ware diese Aktivierung nicht mdglich.
Auch Piechotta et. al. (2011) zeigten, dass bei den K2P-Kanalen kein Gate am Helix-
Bundle-Crossing existiert. Somit ist diese Hypothese unwahrscheinlich.

Zweitens, der Porendurchmesser verandert sich und das TPA*-Molekul kann daher
nicht an seine Bindungsstelle gelangen. Hierbei wiirde sich der Offnungsdurchmes-
ser des Poreneingangs je nach Aktivierungsmodus verandern, ohne die Permeation
der lonen zu beeinflussen.

Drittens, die TPA*-Bindungsstelle und die Transmembrandomanen sind im TALK-2-
Kanal dynamisch, das heil3t, dass sich die TM-Helices bei der Aktivierung drehen.
Unter 2-APB waren sie so konfiguriert wie im TREK-1, wahrend unter Rubidiumio-
nen- beziehungsweise pH-Aktivierung eine andere Konfiguration der TM-Helices vor-
liegt. Hierdurch verandert sich die exakte Orientierung der Aminosaurereste und da-
mit die Bindungsstelle.

Viertens, eine moglicherweise beim TALK-2-Kanal kaum besetzte S4-Bindungsstelle
(Abb. 1.6) wahrend der 2-APB-aktivierten Kaliumpermeation erleichtert die Interakti-
on von TPA" mit der Threoninseitenkette an S4, wahrend die S4-Stelle unter Rubidi-
umpermeation starker besetzt sein kdnnte und dadurch die TPA*-Affinitat aufgrund
einer verstarkten Kompetition sinkt (Schewe et al., 2016). Extrazellularer pH 10 kénn-
te die S1-S4-Besetzungsrate verandern und so ebenfalls eine Anderung in der Kom-

petition an S4 bewirken.

59



4. Diskussion

Ob die zweite, dritte oder vierte Hypothese zutreffend ist, kann in dieser Arbeit nicht
geklart werden. Es ist wahrscheinlich, dass der Poreneingang stets offen ist, es ist
jedoch unklar, ob sich der Offnungsdurchmesser der Pore verandert, da dies mit Ka-
liumionen aufgrund ihrer zu geringen Grof3e nicht festgestellt werden kann.

Durch Einsatz kleinerer oder groRerer quartarer Ammoniumionen konnte in zukunfti-
gen Experimenten untersucht werden, ob beim TALK-2 je nach Aktivierungsart Un-
terschiede im Offnungsdurchmesser vorliegen.

Atomistische Molekulardynamik-Simulationen am TALK-2 kénnten Aufschllisse uber
die Besetzung der Bindungsstellen S1 bis S4 wahrend der jeweiligen Aktivierung ge-
ben (Kdpfer et al., 2014).

4.2 Membranlipid-Regulation von K2P-Kanalen im Vergleich zu Ki-

Kanalen

Membranlipide stellen eine physiologisch wichtige chemische Klasse dar, die neben
einer Vielzahl an Aufgaben im Bereich der intrazellularen Kommunikation auch an
der Regulation von Kaliumionenkanalen beteiligt sind.

Um ein besseres Verstandnis und ein erweitertes Wissen dieser Regulation zu erzie-
len, wurden in dieser Arbeit die Membranlipide PIP2 und Acyl-Coenzym A (LC-CoA)
an der grofdten Kaliumkanalklasse, den K2P-Kanalen, untersucht.

Es handelt sich bei beiden Membranlipidklassen um amphiphile Substanzen mit phy-
siologisch sehr relevanten Funktionen (siehe Kap. 1.7).

Es ist bekannt, dass PIP2, das zur Gruppe der Phospholipide zahlt, eine grol3e An-
zahl an Kaliumionenkanalen beeinflusst. Alle Ki-Kanale werden durch dieses Mole-
kil aktiviert (Baukrowitz et al., 1998, Huang et al., 1998, Lopes et al., 2002), was
auch klinisch relevant ist, wenn durch Mutationen in Ki-Kanalen die Interaktion mit
PIP2 nicht moglich ist, wodurch es zum Bartter’'s Syndrom oder auch zum Ander-

sen’s Syndrom kommen kann (Lopes et al., 2002).
Seit 2005 (Chemin et al., 2005, Lopes et al., 2005, Honore, 2007) ist aber auch be-

kannt, dass bestimmte K2P-Kanale durch PIP2 reguliert werden. Wie durch die ge-

nannten Autoren gezeigt werden konnte, wird TREK-1 durch PIP2 und andere Phos-
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pholipide wie Phosphatidylinositol, Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamin
stimuliert. Allesamt sind Bestandteile der intrazellularen Seite der Doppellipidmem-

bran.

Im Gegensatz zu den Ki-Kanalen, die ohne Ausnahme durch PIP2 aktiviert werden,
stellt sich die Regulation bei den K2P-Kanalen nicht einheitlich dar. Durch Vergleich
verschiedener K2P-Kanale kann durch diese Arbeit gezeigt werden, dass einige Ka-
nale aktiviert, andere hingegen inhibiert werden beziehungsweise keine Beeinflus-
sung erfahren. So werden TRAAK und TREK-1 durch PIP2 aul3erst potent stimuliert,
wie bereits neben TASK-1 und TASK-3 von Chemin et. al. (2005) und Lopes et. al.
(2005) gezeigt wurde, wahrend TALK-2 nur gering aktiviert wird, TALK-1 kaum Akti-
vierung zeigt und TASK-2 nicht durch PIP2 beeinflusst wird. Interessanterweise ver-
halten sich sogar die Kanale einer Subgruppe heterogen, was anhand der TALK-
Gruppe erkennbar wird, zu der neben TALK-2 auch TALK-1 und TASK-2 zahlen.
TRESK zeigt sogar eine durch PIP2 vermittelte Inhibition (alle Daten werden in Kapi-
tel 3.2.3 dargestellt).

Entscheidend fur die Aktivierung von TREK-1 ist nicht die GroRe der polare Kopf-
gruppe, da auch Phosphatidsaure aktivierend wirkt, sondern allein die Anwesenheit
der negativen Phosphatgruppe am C3-Atom des Glycerins, weshalb Diacylglycerin
zu keiner Aktivierung fuhrt (Chemin et al., 2005).

Verantwortlich fur die PIP2-Wirkung ist der zytosolische proximale C-Terminus des
TREK-1, wo das negativ geladene PIP2 wahrscheinlich elektrostatisch mit funf positiv
geladenen Aminosauren interagiert (Abb. 4.4). Als Folge koppelt der C-Terminus an
die Plasmamembran, wodurch der Kanal aktivierbar wird (Chemin et al., 2005).

In dieser Arbeit kann zudem erstmals die Regulation von K2P-Kanalen durch eine
weitere Membranlipidklasse beschrieben werden. Bestimmte langkettige Acyl-
Coenzym A (LC-CoA) stellten sich als duRerst potente endogene Aktivatoren be-
stimmter K2P-Kanale heraus (siehe Kapitel 3.2.3).

Seit Ende der 1990er Jahre ist bekannt, dass der Katp-Kanal (Ki6.2) durch Phos-
phatidylinositolphosphate aktiviert wird (Fan und Makielski, 1997, Baukrowitz et al.,
1998, Shyng et al., 2000). Zudem konnte aber auch an diesem Kanal mit LC-CoA
noch eine weitere Lipidklasse als potenter Aktivator des Katp beschrieben werden
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(Larsson et al., 1996, Branstrom et al., 1998, Gribble et al., 1998, Liu et al., 2001,
Rohacs et al., 2003).
Interessanterweise wirkt LC-CoA im Gegensatz zu PIP2 bei allen anderen untersuch-

ten Ki-Kanalen inhibierend (Rapedius et al., 2005).

NH) COOH

Abb. 4.4: Regulationsmechanismus von PIPz (Sandoz et al., 2011). Schematische Darstellung vom
TREK-1. Mit ,+* sind die finf Aminosdauren am C-Terminus gekennzeichnet (Pfeil), mit denen PIP:
(aufgrund seiner Phosphatgruppen negativ geladen) in Interaktion tritt, wodurch es zur Kopplung des
Kanals an die Plasmamembran und zur Aktivierung kommt.

Dass LC-CoA nicht nur auf Ki-Kanale wirkt, sondern auch auf K2P-Kanale, konnte in
dieser Arbeit erstmals gezeigt werden. TREK-1, TRAAK und TALK-2 haben sich als
durch LC-CoA aullerst potent aktivierbare Kanale herausgestellt. Bezuglich der
TALK-Familie ist jedoch der TALK-2 der einzige Kanal, der sich durch LC-CoA nen-
nenswert aktivieren lasst, da TALK-1 eine vernachlassigbar geringe Stimulierung
zeigt und TASK-2 keine Regulation aufweist.

Unter den untersuchten Kanalen ist TRESK derjenige, der durch LC-CoA eine Inhibi-
tion zeigt (alle Daten werden im Kapitel 3.2.3 dargestellt).

Es lasst sich somit festhalten, dass es unter den K2P-Kanalen ein heterogenes Mus-
ter bezlglich ihrer Regulation durch langkettiges Acyl-CoA gibt. Dieses unterscheidet
sich von dem Muster bei Ki-Kanalen, bei denen der inhibitorische Charakter uber-
wiegt.

Des Weiteren ist zu bemerken, dass sich die untersuchten K2P-Kanale im Gegen-
satz zu den Kj-Kanalen hinsichtlich ihrer Regulation durch PIP2und LC-CoA weitest-
gehend kongruent verhalten, wahrend alle Ki-Kanale durch PIP: stimuliert, jedoch

abgesehen vom Katp-Kanal durch LC-CoA gehemmt werden.
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Das kongruente Verhalten der LC-CoA- und PIP2-Wirkung an den K2P-Kanalen legt
die Vermutung nahe, dass sich der Wirkmechanismus beider Lipide ahnelt.

Wie oben bereits geschildert, konnte der durch PIP2-vermittelte Wirkmechanismus
bei K2P-Kanalen am TREK-1 gezeigt werden. Die elektrostatische Interaktion des
negativ geladenen PIP2 mit dem positiv geladenen proximalen C-Terminus des lo-
nenkanals ermdglicht eine Regulation.

Dass diese Wirkungsweise an K2P-Kanalen auch fur LC-CoA gelten konnte, erhar-
ten die Tatsachen, dass LC-CoA aufgrund seiner amphiphilen Struktur (Abb. 1.8) mit
einer hydrophilen Kopfgruppe (drei Phosphatreste im Rahmen des ADP-
Teilmolekdils) und einem hydrophoben Teil (Fettsaure) strukturelle Ahnlichkeiten zum
PIP2-Molekul aufweist und dass Fettsauren allein keinen regulatorischen Einfluss auf
die K2P-Kanéle haben (Abb. 3.18).

Zudem kann die LC-CoA-Wirkung durch Polylysin aufgehoben werden (Abb. 3.19),
was die Ahnlichkeit zum PIP2-Wirkungsmechanismus nahelegt. Auch die PIP,-
Wirkung am K2P-Kanal kann durch das kationische Molekul Polylysin (PolyK) rick-
gangig gemacht werden (Abb. 3.7) (Chemin et al., 2005), indem es mit hoher Affinitat
die negativ geladenen Phospholipide bindet und somit deren elektrostatische Interak-
tion mit dem positiv geladen Abschnitt des Kanals hemmt (Huang et al., 1998, Lopes
et al., 2002).

Des Weiteren konnte der elektrostatische Effekt von Oleoyl-CoA bereits an einem Ki-
Kanal (Katp) beschrieben werden (Schulze et al., 2003). Wie Schulze et. al. zeigten,
wirken LC-CoA und PIP2- Uber denselben Mechanismus und dieselben Interaktions-
bereiche (C- und N-Terminus) des Katp aktivierend.

Bei den anderen Ki-Kanalen mit gegensatzlichem Effekt von PIP2 und LC-CoA konn-
te ebenso ein Zusammenhang deren Wirkungsweisen festgestellt werden. PIP2 be-
sitzt direkte Bindungsstellen am C-Terminus dieser Ki-Kanale (Huang et al., 1998,
Soom et al., 2001). Rapedius et. al. (2005) konnten darlegen, dass auch LC-CoA an
die C-Terminus-Bereiche bindet und seine inhibitorische Wirkung durch Verdrangung
von PIP2 entfaltet, dass es also zur kompetitiven Hemmung kommt (Abb. 4.5).

Aufgrund der genannten Argumente ist eine elektrostatische Interaktion von LC-CoA
am C-Terminus des K2P-Kanals anzunehmen, was zukunftige Experimente zeigen

mussen.
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Ob diese Interaktion mit denselben Aminosauren, mit denen auch PIP: interagiert,
erfolgt, kann durch Substitution der funf positiven Aminosauren im proximalen C-
Terminus des TREK-1 (zum Beispiel durch Alanin) oder durch deren Deletion unter-
sucht werden, da dabei der Kanal aktiv bleibt, jedoch komplett resistent bezuglich
einer PIP2-Aktivierung wird (Chemin et al., 2005). Sollte es hierbei zugleich zu einer
LC-CoA-Resistenz kommen, ware eine Interaktion von LC-CoA und PIP2 mit densel-

ben basischen Aminosauren anzunehmen.

KIR channels
(except Karp)

Abb. 4.5: Modell zur Veranschaulichung der Regulation von Ki-Kanalen (auBer Katp) durch PIP:
und LC-CoA (Rapedius et al., 2005). Durch Bindung von PIP2 (PI(4,5)P2) wechseln die Ki-Kanale

vom geschlossenen in den gedffneten Zustand. LC-CoA verdrangt PIP2 von seiner Bindungsstelle,
wodurch der Kanal wieder in den geschlossenen Zustand Ubergeht.

Bemerkenswerterweise gilt die eben beschriebene Kongruenz der PIP2- und LC-
CoA-Regulation nicht fur TALK-2, der auferst potent durch LC-CoA, jedoch nur
schwach durch PIP2 aktiviert wird (Abb. 3.9). Dieser eindrucksvolle Unterschied zwi-
schen der Potenz der Oleoyl-CoA- und der PIP2-Aktivierung muss einer Spezifitat fir
Acyl-CoA des TALK-2 zu Grunde liegen. Inwieweit Molekulgro3en und damit Affini-
tatsunterschiede fur diese beiden Lipidgruppen ursachlich sind, wird sich zeigen

mussen.

Im Folgenden soll auf die Ergebnisse der Struktur-Funktionsbeziehungen eingegan-
gen werden.

Dadurch dass Fettsauren und Coenzym A keinen Effekt auf die Regulation von K2P-
Kanalen zeigen (Abb. 3.18), sondern Acyl-CoA zwingend erforderlich ist, lasst sich
folglich vermuten, dass elektrostatische Interaktionen von LC-CoA fur die Wirkung
eine entscheidende Rolle spielen mussen.
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Diese Konstellation liegt auch bei Ki-Kanalen vor (Rapedius et al., 2005). Von Rape-
dius et al. konnte zudem gezeigt werden, dass hochstwahrscheinlich das 3'-
Ribosephosphat (markiert in Abb. 1.8) mit den basischen Aminosauren des C-
Terminus interagiert, wahrend die Pyrophosphatgruppe als Teil der ADP-Einheit fur
diese Interaktionen nicht wichtig zu sein scheint. Ob die indizierte Phosphatgruppe
auch fur die Wirkung an K2P-Kanalen kritisch ist, konnte durch Synthese und Mes-
sung von beispielsweise Oleoyl-CoAdephospho, €inem Oleoyl-CoA-Molekul, dem die

Phosphatgruppe am 3°-Ribosering fehlt, gelingen.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Potenz von LC-CoA von der Ket-
tenlange des Acylrests abhangt (Abb. 3.17). Myristoylsaure-gebundenes CoA zeigt
kaum Aktivierung, wahrend durch Verlangerung der Fettsdurekette eine Zunahme
der Potenz sichtbar wird. Maximale Aktivierung zeigt Stearoyl-CoA. Dieser Anstieg
der Potenz durch Zunahme der Fettsaurekettenlange ist vereinbar mit den Daten zur
Wirkung von LC-CoA an Ki-Kanalen (Rapedius et al., 2005) und auch mit denen zur
Wirkung am TRPV1-Kanal, einem Kationenkanal, der zur Gruppe der TRP-Kanale
zahlt und neben PIP2 ebenfalls durch LC-CoA aktiviert werden kann, vorausgesetzt
Capsaicin ist anwesend (Yu et al., 2014). Als langste Fettsdure wurde in den eben
genannten Studien jedoch Stearinsaure (18 C-Atome) gewahlt. Die in dieser Arbeit
dartuber hinausgehenden Fettsduren mit 22 beziehungsweise 26 C-Atomen zeigen
bemerkenswerterweise eine Abnahme in der Aktivierungspotenz, sodass sich die
Wirkung im sehr langen Kettenlangen-Bereich verliert. Das unter den LC-CoA phy-
siologisch am haufigsten vorkommende Stearoyl-CoA zeigt somit die starkste Po-
tenz.

Eine Erklarung, weshalb die Effektivitat der Aktivierung von LC-CoA von der Struktur
der Fettsaure abhangt, konnte darin liegen, dass sich die Acylkette in die Plasma-
membran inkorporiert und dadurch das Kanalprotein allosterisch beeinflusst (Cohen
Simonsen et al., 2003, Yu et al., 2014). Eine Konformation mit 18 Fettsauren scheint
dabei den besten Effekt zu haben, da eine Abnahme der Kettenlange mit einer Ab-
nahme der Hydrophobizitat einhergeht und eine Zunahme mit sterischen Problemen

verknUpft sein konnte.

Nicht nur die Kettenlange des Acylrests hat Einfluss auf die Potenz der LC-CoA-
Wirkung sondern auch der Grad der Sattigung. Es zeigte sich, dass LC-CoA, die eine
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gesattigte Fettsaure enthalten, die starkste Wirkung entfachen kénnen. Durch Einfu-
gen einer oder mehrerer Doppelbindungen in die Acylkette reduzierte sich der stimu-
latorische Effekt. Dieses Phanomen konnte auch von Yu et. al. (2014) am TRPV1
festgestellt werden.

Durch eine Abnahme der Sattigung der Fettsaure durch Einfugen von Doppelbindun-
gen erhoht sich moglicherweise die Mobilitat und nimmt die Lipophilitat ab, was zu
einer Abnahme in der Acylrest-Membraninteraktion fihren kénnte (Yu et al., 2014).

Schlussfolgernd besitzt Stearoyl-CoA wahrscheinlich die starkste Wirkung, weil die
gesattigte Stearinsaure aufgrund ihres hohen Verteilungskoeffizienten zugunsten der
lipophilen Phase die beste Fahigkeit zur Membraninteraktion aufweist (Ahrens und
Craig, 1952).

4.3 Physiologische Relevanz der Regulation von K2P-Kanalen
durch LC-CoA

LC-CoA besitzen eine hohe Relevanz im Metabolismus der Zellen unseres Korpers.
Der Zusammenhang zwischen LC-CoA, Metabolismus und K2P-Kanal-Aktivitat soll

nun erlautert werden.

Nachdem Fettsauren, im Blut an Albumin gebunden, von den Zellen aufgenommen
worden sind, werden sie zur weiteren Verarbeitung durch die zytosolische Acyl-CoA-
Synthetase Uber das Zwischenprodukt Acyladenylat (Acyl-AMP) zu Acyl-CoA akti-
viert. Zur Energiegewinnung wird Acyl-CoA unter aeroben Bedingungen uUber den
Carnitin-Shuttle ins Mitochondrium transportiert, um dort in die B-Oxidation einge-
schleust und zu Acetyl-CoA abgebaut zu werden (Abb. 4.6). Die dabei entstehenden
Reduktionaquivalente werden als NADH*+H* und FADH: in der Atmungskette oxi-

diert, um ATP zu erzeugen.
Eine Voraussetzung fur den Einfluss von LC-CoA auf die K2P-Kanal-Aktivitat ist in

der Situation gegeben, in der es aufgrund von Veranderungen im Metabolismus zur

Akkumulation von LC-CoA im Zytoplasma kommt, wodurch dessen zytosolische
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Konzentration steigt und dadurch eine Aktivierung entsprechender K2P-Kanale
(TREK-1, TRAAK, TALK-2) mdéglich ist.

Eine derartige Konstellation tritt im Herzen unter hypoxamischen Bedingungen auf.
Eine durch eine Ischamie beispielsweise im Rahmen eines Myokardinfarkts ausge-
I0ste Hypoxie in Kardiomyozyten fuhrt durch den Mangel an Sauerstoff zum Erliegen
der B-Oxidation, da die in der B-Oxidation auf NAD und FAD ubertragenden Redukti-
onsaquivalente in der Atmungskette nicht mehr oxidiert werden kdnnen (van der
Vusse et al., 1992, Schulze, 2004). Nachfolgend ware wegen der zytoplasmatischen
Akkumulation von LC-CoA eine K2P-Kanal-Aktivierung denkbar. Eine Aktivierung
kardialer Kaliumkanale unter Ischamiebedingungen wirde das Membranpotential
stabilisieren und konnte eine funktionelle Bedeutung in der Kardioprotektion haben,
indem zum einen der Triggerung moglicherweise maligner Herzrhythmusstorungen
vorgebeugt wird und zum anderen die Lebenszeit von Kardiomyozyten durch den in
dieser Situation geringeren Energieverbrauch gunstig beeinflusst wird (van der
Vusse et al., 1992, Liu et al., 2001, Schulze, 2004, Rapedius et al., 2005).

Da die durch LC-CoA aktivierbaren TREK-1- und TALK-2-Kanale beide im Herzen
exprimiert werden (Aimond et al., 2000, Terrenoire et al., 2001, Decher et al., 2001),
mussen zukunftige Experimente an Kardiomyozyten zeigen, ob diese Kardioprotek-
tion physiologisch relevant ist.

K2P-Kanal Fettsdure
B eraann | ) (mamaa
Acyl-CoA Fettsdure

CAT ’
‘ B-Oxidation

Atmungskette

Acyl-CoA-Synthetase

Abb. 4.6: LC-CoA und dessen Metabolismus (modifiziert nach Shumilina et. al. (2006)). Schema-
tisches Diagramm des zellularen Fettsaure-Metabolismus. Nach Aufnahme der Fettsdure in die Zelle
und Aktivierung zu Acyl-CoA durch die Acyl-CoA-Synthetase gelangt Acyl-CoA durch den Carnitin-
Shuttle (Carnitin-Acyltransferase, CAT) ins Mitochondrium, um dort in die B-Oxidation eingespeist zu
werden. Die entstehenden Reduktionsaquivalente werden in der Atmungskette fiir die ATP-Synthese
bendtigt. Zudem hat zytosolisches Acyl-CoA moglicherwiese Einfluss auf die Aktivitdt von K2P-
Kanalen.
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Bisher wurde angenommen, dass eine intrazellulare Azidose, die unter Ischamie
aufgrund der anaeroben Bedingungen auftritt, und mehrfach ungesattigte Fettsauren
wie Arachidonsaure oder Omega-3-Fettsauren durch Stimulation von TREK-1 eine
antiarrhythmische Wirkung hatten (Aimond et al., 2000, Xiao et al., 2008, Enyedi und
Czirjak, 2010).

Aulerdem besteht ein Zusammenhang zwischen dem Fettsaurestoffwechsel und
dem Glukosemetabolismus. Es ist bekannt, dass hohe Glukosekonzentrationen zu
einer verstarkten zytoplasmatischen LC-CoA-Akkumulation fuhren, da das entste-
hende Malonyl-CoA die Carnitin-Acyltransferase inhibiert, wodurch LC-CoA nicht
mehr ins Mitochondrium aufgenommen werden kann (Prentki et al., 1992, Prentki et
al., 2002). Dieses Enzym lasst sich ebenso pharmakologisch durch Etomoxir hem-
men (Alam und Saggerson, 1998).

Dieser Zusammenhang kann ausgenutzt werden, um bei weiteren Experimenten in
Kardiomyozyten durch Gabe von Glukose oder Etomoxir eine Akkumulation von LC-
CoA kunstlich hervorzurufen. Dies konnte bereits fur Karp-Kanale in CHO-Zellen ge-
zeigt werden (Shumilina et al., 2006).

Eine weitere Bedeutung konnte im Hypothalamus existieren. Bestimmte hypothala-
mische Neurone, die Orexin und Hypocretin sezernieren, sind in der Lage, Glukose
zu fuhlen®. Als Folge werden Kaliumkanale aktiviert, was zur Hyperpolarisation der
Zellen fuhrt (Yamanaka et al., 2003, Burdakov et al., 2005). Orexin-Neurone sind an
der Regulation von Appetit und Metabolismus beteiligt, spielen aber auch pathophy-
siologisch bei der Narkolepsie eine Rolle (Chemelli et al., 1999, Hara et al., 2001).
Auf der Suche nach der Entitat der aktivierten Kaliumkanale postulierten Burdakov
et. al. (2006), dass TASK-3 fir das Glukoseflihlen verantwortlich ist. Mit Hilfe von
Knockout-Mausen konnten jedoch Guyon et. al. (2009) diese These widerlegen. Des
Weiteren konnten sie TREK-1 als Kandidat ausschlie3en.

Aufgrund des zuvor genannten Mechanismus der LC-CoA-Akkumulation durch er-
hohte Glucosekonzentrationen und der in dieser Arbeit geschilderten Aktivierung von
bestimmten K2P-Kanalen durch LC-CoA, sollte untersucht werden, ob dieser Me-
chanismus auch fur die Orexin-produzierenden Neurone im Hypothalamus gilt.
TALK-2-Kanale, die durch LC-CoA aktiviert werden, werden auch im Gehirn expri-
miert (Decher et al., 2001). Es sollte nun untersucht werden, ob die TALK-2- oder
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auch die ebenfalls durch LC-CoA aktivierbaren TRAAK-Kanale in den hypothalami-
schen Neuronen vorkommen und an der Hyperpolariation bei Glukoseanstieg betei-

ligt sind.

Eine weitere physiologisch relevante Rolle konnte der Zusammenhang zwischen LC-
CoA und dem endokrinen Pankreas aufzeigen. Es wird vermutet, dass die Aktivie-
rung pankreatischer Katp-Kanale in der Pathophysiologie des Diabetes mellitus Typ 2
eine Rolle spielt, da es durch eine chronisch erhdhte Fettsaurekonzentration im
Rahmen von etwa Adipositas zu einem vermehrten Anfall von LC-CoA kommt, was
durch Stimulation der pankreatischen Karp-Kanale zur Hyperpolarisation und folglich
zu einer verminderten Insulinsekretion der p-Zellen des Pankreas fihrt (Larsson et
al., 1996, Riedel et al., 2003, Branstrom et al., 2004).

Inwieweit bei diesem Mechanismus auch K2P-Kanale beteiligt sind, sollten Experi-
mente am TREK-1 in der Zukunft zeigen. Es ist seit Kurzem bekannt, dass TREK-1
im endokrinen Pankreas exprimiert wird und dass dieser Kanal durch die Verande-
rung des Membranpotentials mit in der Folge verandertem Calciumeinstrom die Star-
ke der Glukose-abhangigen Insulinsekretion beeinflusst (Hivelin et al., 2016).
Schlussfolgernd konnte eine Aktivierung des pankreatischen TREK-1 durch LC-CoA
eine verminderte Insulinsekretion bewirken und somit ebenso im Pathomechanismus

des Diabetes mellitus Typ 2 involviert sein.
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5. Zusammenfassung

Zwei-Poren-Domanen-Kaliumkanale (K2P-Kanéle) stellen eine wichtige Kaliumka-
nalklasse in unserem Korper dar und sind entscheidend an der Regulation der zellu-
laren Erregbarkeit beteiligt. Als polymodal regulierte lonenkanadle nehmen sie eine
zentrale Rolle in sowohl physiologisch als auch pathophysiologisch relevanten Pro-
zessen wie Neuroprotektion, Schmerz oder Herzrhythmusstorungen ein.

In dieser Arbeit wurde an rekombinanten K2P-Kanalen die Regulation dieser Kalium-
kanalfamilie durch Pharmaka, Membranspannung und Membranlipide elektrophysio-

logisch untersucht.

Die Identifikation spezifischer pharmakologischer Aktivatoren der K2P-Kanale als
Hilfsmittel fur die weitere Erforschung der lonenkanale stellt eine wichtige Aufgabe
dar. Gegenwartig fehlen jedoch diese Werkzeuge. Mit 2-Aminoethoxydiphenylborat
(2-APB) und Drofenin konnte ich in dieser Arbeit erstmals zwei strukturell ahnliche
pharmakologische Aktivatoren des TALK-2, einem Mitglied der TALK-Subfamilie,
beschreiben. Diese kdonnten als Ausgangssubstanzen fur die Entwicklung neuer Me-
dikamente dienen.

Des Weiteren wurde fur TALK-2-Kanale eine unterschiedliche Empfindlichkeit ge-
genuber der Inhibition durch Tetrapentylammonium (TPA*) fir verschiedene Aktivie-
rungsmechanismen gezeigt. Dies impliziert strukturelle Unterschiede im Bereich der
TPA*-Bindungsstelle in Abhangigkeit vom Aktivierungsmechanismus. Die dynami-
sche Veranderung der TPA*-Empfindlichkeit wird hier erstmals fir einen Kaliumkanal

beschrieben.

Die Resultate zur Spannungsaktivierung des TALK-2-Kanals bestatigen das Konzept
der ionenabhangigen Aktivierung des Selektivitatsfilters in K2P-Kanalen, das in der

Baukrowitz-Arbeitsgruppe durch Schewe et. al. (2016) veroffentlicht wurde.
Eine besondere Relevanz stellt die Regulation von lonenkanalen durch physiologisch

vorkommende Produkte wie etwa Membranlipide dar. In dieser Arbeit wurde der Ein-

fluss sowohl von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2), dessen Wirkung auf
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K2P-Kanale in der Literatur bereits bekannt ist, als auch von Acyl-Coenzym A (Acyl-
CoA, LC-CoA) auf die K2P-Kanale untersucht.

Acyl-CoA stellen obligate Intermediarprodukte im Fettstoffwechsel dar und wurden
als Regulatoren der Ki-Kanale bereits beschrieben. lhre Bedeutung fur die K2P-
Kanale war bisher nicht bekannt. In dieser Arbeit konnten sie als hochpotente endo-
gene Aktivatoren einiger K2P-Kanale identifiziert werden. Die Wirkpotenz hing von
der Lange und vom Grad der Sattigung der enthaltenen Fettsaure ab. Als Wirkme-
chanismus ist von einer elektrostatischen Interaktion von Acyl-CoA mit dem C-
Terminus des K2P-Kanals auszugehen. Zudem konnte innerhalb der K2P-Familie
hinsichtlich der PIP2- und Acyl-CoA-Regulation ein heterogenes, jedoch weitestge-
hend kongruentes Muster festgestellt werden, das sich bemerkenswerterweise deut-

lich von demjenigen unterscheidet, das bislang an Ki-Kanalen beschrieben wurde.

Um die physiologische sowie pathophysiologische Bedeutung der Regulation von
K2P-Kanalen durch die genannten Pharmaka und Membranlipide zu etablieren, be-
darf es weiterer Forschung an zum Beispiel Herzmuskelzellen, Neuronen oder Zellen
des endokrinen Pankreas. Interessante Fragestellungen waren hierbei, inwieweit
eine durch Hypoxie ausgeloste Akkumulation von Acyl-CoA durch Offnen von K2P-
Kanalen zur Kardioprotektion beitragt, welche Rolle K2P-Kanale im Hypothalamus
unter Bedingungen von Glukose-induzierter Acyl-CoA-Akkumulation im Rahmen der
Appetitregulation spielen oder inwiefern eine Regulation von pankreatischen K2P-
Kanalen durch Acyl-CoA zum Pathomechanismus des Diabetes Mellitus Typ 2 bei-
tragt.
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