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1. Einleitung

1.1. Bedeutung und Einteilung von Kaliumkanalen

Jede Zelle des menschlichen Korpers ist von einer Lipiddoppelschicht umgeben, die als
Zellmembran bezeichnet wird. Die Zellmembran grenzt den Intrazelluldarraum vom
Extrazellularraum ab und bildet durch ihre Hydrophobizitit ein Hindernis fiir den
Austausch bestimmter essenzieller Bestandteile, einschliefdlich wichtiger Ionen wie Na*,
K*, Ca2* und CI. Gase und lipidloésliche Substanzen kénnen hingegen die Membran

ungehindert durch Diffusion passieren.

Zahlreiche zellulare Prozesse vom Elektrolyttransport durch die Epithelien bis zur
Erzeugung elektrischer Signale in den Neuronen hingen jedoch vom lonenfluss durch die
Membran ab. Bei den Ionenkandlen handelt es sich um Membranproteine, die den
Ionenfluss zwischen der Aufien- und Innenseite der Zellmembran ermdglichen (Choe,

2002).

Dabei werden die Kaliumkanale sowohl in erregbaren als auch nicht erregbaren Zellen
exprimiert. Die intrazelluldre Kaliumionen-Konzentration liegt unter physiologischen
Bedingungen um das 40-Fache héher als die extrazelluldre. Das Ruhemembranpotential
als das Membranpotential von erregbaren Zellen in Ruhe hangt hauptsachlich vom
transmembranalen K*-Konzentrationsgradienten ab. Zu den unterschiedlichen
Funktionen der Kaliumkanile gehoren etwa die Ausschiittung von Neurotransmittern
und Hormonen, die Regulation der neuronalen und muskuldren Erregbarkeit, die
Regulation des Zellvolumens und die Regulation der Kaliumhomoostase (Lesage und

Lazdunski, 2000).

Es gibt sowohl homo- als auch heterooligomere Kaliumkanale, was davon abhangt, ob der
funktionelle Kaliumkanal aus mehreren gleichen oder verschiedenen a-Untereinheiten
besteht. Die Kaliumkandle werden anhand der strukturellen und funktionellen
Eigenschaften in vier grofde Familien eingeteilt, namlich die spannungsabhangigen K-
Kandle, die einwarts gleichrichtenden K -Kanaile, die Calcium-aktivierten Kc,,.-Kanale
und die Zwei-Porendomédnen-Kaliumkanale (Kzp-Kanale), bei denen die a-Untereinheiten

tiber unterschiedlich viele Transmembrandomdnen verfiigen (Lu et al., 2001; Choe,

2002).



Die erste Kristallstruktur eines Ilonenkanals wurde mit den Methoden der
Rontgenstrukturanalyse flir den bakteriellen Kaliumkanal KcsA bestimmt (Doyle et al.,

1998).
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Abbildung 1: Stammbaum der kaliumleitenden Ionenkandle. Dargestellt werden die einwarts
gleichrichtenden (Kir), die Ca?*-aktivierten (Kcaz+), die spannungsregulierten (Kv), die durch zyklische
Nukleotide aktivierbaren (CNG/HCN) und die Zwei-Porendoméanen-Kaliumkanale. Fiir jede Familie wird
jeweils eine Untereinheit dargestellt, wobei die Kzp-Kanéle rot hervorgehoben werden (modifiziert nach
(Brohawn et al., 2012)).

Ky-Kanile

Es sind 12 Subfamilien der spannungsabhdngigen K,-Kandle bekannt (Gutman et al.,
2005), die jeweils aus vier Monomeren bestehen, die wiederum aus sechs
Transmembrandoménen (TM) und einer Porendoméane (P) zusammengesetzt sind. Die
Porendomane ist dabei zwischen TM5 und TM6 lokalisiert (Pongs et al., 1988). Durch die
Tetramerisierung werden die vier P-Domanen zusammengefiigt und bilden dann eine

Kanalpore (Kamb et al., 1988; Pongs et al., 1988).

Die spannungsabhingigen K,-Kanile werden durch eine Anderung des
Membranpotentials reguliert. Das S4-Segment, das liber mehrere positiv geladene
Aminosauren verfiigt, fungiert als Spannungssensor, der sich bei einer Depolarisation in
der Richtung des Extrazellularraums bewegt (Cha et al., 1999). Dabei kommt es zu einer
Konformationsanderung, die zu einer mechanisch gekoppelten Kanal6ffnung fiihrt und so

eine Signalweiterleitung iiber Aktionspotentiale ermoglicht (Swartz, 2004).



Kir-Kanile

Auch die einwarts gleichrichtenden Ki-Kandle werden wie die K,-Kanile in
unterschiedliche Subgruppen eingeteilt und bilden ebenfalls Tetramere (Doupnik et al.,
1995). Hinsichtlich ihrer Mediatoren und der Eigenschaften der lonenleitung werden die
Ki--Kandle in sieben Subfamilien unterteilt (Hibino et al., 2010). Sie bestehen aus zwei
Transmembrandoméanen und einer Porenregion, die die beiden Transmembrandomanen

verknlipft (Ho et al,, 1993; Kubo et al., 1993).

Ki-Kandlen leiten bei gegeniiber dem Umkehrpotential positiven Spannungen
Kaliumionen in die Auswartsrichtung und fithren dadurch zu einer Hyperpolarisation der
Zelle. Sie werden durch intrazelluldre positiv geladene Ionen wie Mg?* und Polyamine wie
Spermidin blockiert, wenn die Membranpotentiale gegeniiber dem Umkehrpotential
positiv sind (Ficker et al., 1994; Oliver et al.,, 2000), was zu einer Stabilisierung des
Ruhemembranpotentials und zur charakteristischen rektifizierenden Wirkung auf den

Kaliumstrom fiihrt (Matsuda et al., 1987; Vandenberg, 1987).
Kca2*-Kanile

In den 1970er Jahren wurden Calcium-aktivierte Kaliumkanale in Zellen nachgewiesen
(Meech, 1972) und in drei Gruppen eingeteilt, ndmlich in ,small conductance“ (SK),
sintermediate conductance” (IK) und ,big conductance” (BK) Kanéle. Dabei bestehen die
SK- und IK-Kanadle aus sechs Transmembrandomanen, die spannungsabhingig und bei
niedrigen intrazelluldren Konzentrationen direkt durch Calciumionen aktiviert werden.
Im Unterschied dazu bestehen die BK-Kandle aus 7 Transmembrandomadnen. In den
Neuronen sind die BK-Kandle mit den Calciumkandlen kolokalisiert und fiir die
Regulation der Transmitterfreisetzung zustandig (Wei et al., 2005; Maljevic und Lerche,

2013).



1.2. sz-Kanéile

Kzp-Kanile kommen sowohl im Tierreich als auch in Pflanzen vor. Wahrend man diese
Kandle zunachst nur fiir passive ,Leckkandle" hielt, konnte mittlerweile nachgewiesen
werden, dass sie auf sehr komplexe Weise reguliert werden und wichtige funktionelle
Aufgaben im Zentralnervensystem, im Herzen, in den Blutgefafien, den Nieren, den

endokrinen und exokrinen Driisen und vielen anderen Organen iibernehmen.

Bis zum heutigen Zeitpunkt sind 15 Kzp-Kandle bekannt, die hinsichtlich ihrer Sequenz
und Funktion in sechs Subfamilien unterteilt werden: Schwache einwarts gleichrichtende
TWIK-Kandle (Tandem of Pore Domain in a Weak Inward Rectifying K*-channels),
mechanosensitive TREK-Kandle (TWIK-Related K*-channels), basisch-aktivierbare
TALK-Kandle (TWIK-Related Alkaline pH Activated K*-channels), sduresensitive TASK-
Kanale (TWIK-Related Acid-Sensitive K*-channels), durch Halothan inhibierbare THIK-
Kandle (Tandem Pore Domain Halothane-Inhibited K*-channels) und im Riickenmark
exprimierte TRESK-Kandle (TWIK-Related Spinal Cord K*-channels) (Honoré, 2007;
Enyedi und Czirjak, 2010; Lesage und Barhanin, 2011).

Der Schaltmechanismus von Kzp-Kanalen, also der Prozess, durch den sich die Kanale
zwischen offenen und geschlossenen Zustinden bewegen, ist noch nicht vollstindig
geklart, aber durch Erkenntnisfortschritte konnten wichtige Hypothesen iiber ihre

Eigenschaften formuliert werden.

Ky41 [KCNK4, Tiq13] [TRAAK]
_‘E K101 [KCNKI0, 14q31]  [TREKZ | [Mechano-gated
Ky»21 [KCNK2, 1q41] [[TRERT]
IT K171 [KCNK17,6p21]  [TALK2
K,p161 [KCNK16, 6p21] | TALKI Alkaline-activated

Kyp51 [KCNKS, 6p21] [TASK2
K,»181 [KCNK18,10q26] [TRESKT|  [Calcium-activated|

— K,,61 [KCNK6,19q131]  [TWIK2
? Ky71 [KCNK7, Tiq13] [KCNK7]  [Weak inward rectifiers|
K11 [KCNK, 1q42] [TWIKT

K,+91 [KCNK9, 8q24] [ TASK3 | I
4‘ EKZPBJ [KCNK3, 2q23] [ TASKT | Acid-inhibited |
K,p15] [KCNKIS, 20q12] [ TASKS |

[ K131 [KCNKI3, 14q24] [[THIKI T AT
K,»121 [KCNK12, 2q22] [[THIKZ

Abbildung 2: Dendrogramm der Kzp-Kandle. Die Kzp-Kanidle werden in sechs Subfamilien unterteilt und
in der Abbildung werden die Verwandtschaftsbeziehungen durch unterschiedliche Farben gekennzeichnet.
Dabei werden die Nomenklatur, die chromosomale Lokalisation und die funktionellen Eigenschaften der
fiinfzehn Kzp-Kanile angegeben (Honoré, 2007).



1.2.1. Aufbau und Struktur von Kzp-Kanilen

Zu den aufregendsten Ergebnissen auf dem Gebiet der Kzp-Kandle gehoren die ersten
Kristallstrukturen der Kzp-Kandle TRAAK und TWIK-1 (Brohawn et al., 2012; Miller und
Long, 2012). Denn wegen der dahnlichen Molekularstrukturen konnen diese
Kristallstrukturen auch auf die Modellierung anderer Kzp-Kandle angewendet werden.
Die Hauptmerkmale einer TRAAK-Struktur werden in Abbildung 4 dargestellt. Jede
Untereinheit besteht aus vier Transmembrandomanen, zwei Porendomanen und jeweils
einem auf der zytoplasmatischen Seite liegenden Carboxyl- bzw. C-Terminus und einem
Amino- bzw. N-Terminus (Brohawn et al, 2012). Im Unterschied zu anderen
Kaliumkanalen, die Tetramere bilden, assemblieren Kzp-Kanidle zu Dimeren, aus denen
sich jeweils eine pseudotetramere Kkaliumselektive Kanalpore bildet. Der
Selektivitatsfilter (SF) wird dabei durch eine hochkonservierte Aminosauresequenz [T-
(X)-G-(X)-G] reprasentiert und ist fiir die hohe Permeabilitit und Selektivitit von

Kaliumkanalen verantwortlich.

Zwischen den Domdnen TM1 und P1 befindet sich eine Coiled-Coiled-Cap Struktur, die
mit der gleichen Struktur der zweiten Untereinheit des Dimers iiber eine Disulfidbriicke

eine kovalente Bindung eingeht (Lesage et al.,, 1996).

Ein weiteres Merkmal ist das Vorhandensein einer lateralen Fenestrierung zwischen TM2
und TM4 bei allen bekannten Kjp-Kandlen, wodurch eine Verbindung zwischen der
Kavitit und der Lipidmembran hergestellt werden kann. Die Kavitdt ist dabei ein

wassergefiillter Raum unterhalb des SF (Brohawn et al.,, 2012).



Abbildung 3: Struktureller Aufbau der Kzp-Kanile. A) Schematische Darstellung der Kzp-Kanal-
Untereinheiten mit den beiden Porendominen (pink), den vier Transmembrandoménen (blau), der
extrazelluldren Coiled-Coiled-Cap Struktur (griin) und auf dem jeweils auf der zytoplasmatischen Seite
liegenden Carboxyl- bzw. C-Terminus- und dem Amino- bzw. N-Terminus. B) Kristallographische
Rekonstruktion der Kzp-Kanal-Merkmale am Beispiel des TWIK-1-Kanals (Miller und Long, 2012; PDB-ID:
3UKM). Die verschiedenen Doménen werden mit denselben Farben wie in A) dargestellt (Feliciangeli et al.,
2015).

1.2.2. Die Rolle des SF beim Schaltverhalten

Aus den kristallographischen Daten ergeben sich fiir die K*-Kanale unterschiedliche
Mechanismen fiir das Gating- bzw. Kanalschaltverhalten. In den Ky- und Kj-Kandlen
erfolgt die Modulation der Aktivitit iiber das Offnen und Schliefen von zwei
verschiedenen Schaltmechanismen. Bei den K,- und Kj-Kandlen gibt es sowohl ein
unteres Schaltverhalten, das sogenannte Helix-Bundle-Crossing, als auch ein oberes
Schaltverhalten, das sich auf die dufdere Pore und den SF bezieht (Schulte et al., 2001;
Yellen, 2002; Rapedius et al., 2007).

In den meisten K*-Kanilen erméglicht die Offnung des Helix-Bundle-Crossing den Fluss
von Kaliumionen durch die Membran (Loussouarn et al.,, 2002; Yellen, 2002; Swartz,
2004). Bei den Kzp-Kandlen konnte dagegen nachgewiesen werden, dass das Helix-
Bundle-Crossing auch im geschlossenen Zustand des Kanals offen bleibt, wodurch ein
zustandsunabhangiger Zugang von der intrazelluldren Seite zur Kanalkavitat ermdéglicht

wird (Piechotta et al., 2011; Miller und Long, 2012). Deshalb kann man annehmen, dass



sich die primdren Aktivierungsmechanismen innerhalb des SF befinden (Bagriantsev et

al, 2011; Brohawn et al,, 2012).

Im folgenden Abschnitt wird der lonenfluss durch die Pore eines Kz>p-Kanals beschrieben:
Wenn die Kzp-Kandle geoffnet werden, dann konnen Kaliumionen passiv. vom
Intrazellularraum durch das Helix-Bundle-Crossing in die Kanalkavitat gelangen. Dort
werden die Kaliumionen durch acht Wassermolekiile hydratisiert. Die Kaliumselektivitat
wird erst am engsten Teil des Ionenpermeationsweges wirksam, der als SF bekannt ist.
Er befindet sich im dufleren Drittel der Membran zwischen der Kavitit und der
extrazellularen Losung und verfiigt tiber vier Kaliumbindungsstellen (Abb. 5 A). Wegen
der Enge des SF konnen die K*-Ionen nur nach einem Verlust der Hydrathiille eintreten.
An dieser Stelle iibernehmen die Carbonyl-Sauerstoffatome der Peptidbindungen und
zwar vier oberhalb und vier unterhalb jedes Kaliumions die Rolle des Sauerstoffs in den
Wassermolekiilen der Hydrathiille (Abb. 5 B). Danach gelangt das Kaliumion in den
Extrazellularraum (Choe, 2002; MacKinnon, 2004). Mit Natriumionen ist dies nicht
moglich, da sie zum Dehydrieren mehr Energie bendtigen und einen kleineren
Ionenradius haben, wodurch keine optimale Koordinierung mit den Carbonyl-

Sauerstoffatomen erreicht werden kann (MacKinnon, 2004).
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Abbildung 4: Kristallographische Darstellung des SF und der Ionenleitung bei Kaliumkanilen am
Beispiel von KcsA. A) Zwei der vier Untereinheiten der KcsA-Pore werden mit der extrazelluldren Seite
nach oben dargestellt. Jede Untereinheit verfiigt iiber eine dufiere Helix nahe der Membran, eine innere
Helix nahe der Pore, eine Porenhelix (rot) und einen SF (gelb). Das blaue Gitter zeigt die Elektronendichte
fir K*-lonen und Wasser entlang der Pore. B) Nahansicht des SF mit dehydrierten K*-Ionen an den
Positionen 1 bis 4 (von extrazelluldr nach intrazelluldr) im Filter und einem hydratisierten K*-lon in der
Kavitat unterhalb des SF (MacKinnon, 2004).



1.3. Der TRESK Kzp-Kanal und seine Regulation

1.3.1. Expressionsmuster

Urspriinglich  wurde TRESK-mRNA im Rickenmark vor allem in den
Hinterwurzelganglien von mehr als 90 % der Neuronen gefunden (Kang et al., 2006;
Tulleuda et al., 2011). Durch in-situ-Hybridisierung und Einzelkanalmessungen konnte

diese Lokalisierung bestatigt werden (Dobler et al., 2007).

Dariiber hinaus konnte TRESK-mRNA auch in anderen sensorischen Ganglien
nachgewiesen werden, wie dem Trigeminusganglion, dem Cerebrum, dem Cerebellum, in

autonomen Nervensystem-Ganglien und in den Hoden (Dobler et al., 2007).

1.3.2. Die pathophysiologische Rolle von TRESK K:p-Kanalen

Migrane hat eine sehr hohe Prdvalenz und betrifft etwa 10-15 % der erwachsenen
Bevolkerung. Dabei wurde dariiber berichtet, dass eine dominant-negative Mutation im
TRESK Kzp-Kanal mit einer Migrane zusammenhangt (Lafreniére et al., 2010), wobei das
KCNK18-Gen bei 16 Mitgliedern einer grofden multigenerationalen Familie nachgewiesen
werden konnte. Davon waren acht Mitglieder mit einem mutierten KCN18-Gen mit der
F139WfsX24-Mutation alle von typischen Migriane-Kopfschmerzen betroffen. Bei den
acht unbeeinflussten Individuen kam im Unterschied dazu die TRESK-Mutation nicht vor.
In einer aktuellen Studie desselben Autors wurde eine zweite Frameshift-Mutation von
KCNK18 bei einem anderen ungebundenen Migranepatienten gefunden. Diese Ergebnisse
stiitzen die Annahme, dass die dominant-negative TRESK-Mutation tatsdchlich
unmittelbar mit der Migrane-Pathogenese zusammenhangt. Dabei konnen die KCNK18-
Mutationen allerdings nur fiir eine geringe Anzahl von Migranefillen verantwortlich
gemacht werden. Dennoch machen die Untersuchungen dieser Art von Kopfschmerzen
deutlich, dass bestimmte Zusammenhdnge zwischen TRESK Kzp-Kanal und der Migrane-

Pathogenese bestehen (Enyedi et al., 2012).

Schmerz ist dariiber hinaus mit einer Vielzahl von Verletzungen und Krankheiten
verbunden. Weltweit leiden mehr als 1,5 Milliarden Menschen an akuten oder
chronischen Schmerzen. Bei der Schmerzwahrnehmung spielen viele lonenkanadle eine

wichtige Rolle und dabei auch die Kzp-Kanale (Kang et al., 2008). Dem TRESK Kzp-Kanal



kommt eine besondere Bedeutung zu, weil er, wie bereits erwdahnt wurde, mit einer hohen
Expressionsrate in Hinterwurzelganglien und anderen sensorischen Ganglien vorkommt.
Der TRESK Kgzp-Kanal wird durch den Entziindungsmediator Lysophosphatidsdure
aktiviert, was dann zu einer Schwellenwertanhebung flir Schmerzreize fiihrt, wodurch die
nozizeptive Signalgebung in DRG-Neuronen reduziert wird (Noél et al., 2009; Pereira et
al,, 2014; Kollert et al., 2015). Deshalb konnten spezifische Aktivatoren des TRESK Kgzp-
Kanal eine niitzliche Strategie fiir die Entwicklung neuer Analgetika zur Behandlung

vieler Schmerzarten sein.

1.3.3. Strukturelle Besonderheiten des TRESK K2p-Kanals

TRESK Kzp-Kanal bildet selbst eine Unterfamilie der Kzp-Kandle. Wie auch andere Kzp-
Kandle ist er durch eine geringe Aminosauresequenzidentitiat von 19 % bestimmt (Sano
et al., 2003), sodass es fiir ihn im Unterschied zu den Mitgliedern der anderen fiinf Kzp-
Unterfamilien keinen engen Verwandten gibt (Keshavaprasad et al., 2005; Czirjak und

Enyedi, 2006).

Ein charakteristisches Strukturmerkmal von TRESK Kzp-Kanal ist die lange
zytoplasmatische = Doméne  zwischen dem  zweiten und dem  dritten
Transmembransegment, wahrend der homologe Teil aller anderen Kzp-Kanale relativ
kurz ist. Diese Domdne enthalt beim TRESK Kzp-Kanal wichtige regulatorische Regionen
einschliefdlich der Bindungsstellen fiir Calcineurin und das Adapterprotein 14-3-3. Im
Vergleich mit den anderen Kzp-Kanéalen verfiigt TRESK Kzp-Kanal tiber einen kurzen C-
Terminus, weshalb man annehmen kann, dass es flir ihn eine eigene Regelung gibt

(Enyedi etal., 2012).

1.3.4. Regulation durch CaZ* und Proteininteraktionen

Die Regulation vom TRESK Kjp-Kanal durch eine Gq-gekoppelte Rezeptor-Aktivierung
unterscheidet sich qualitativ von der bei den anderen Kzp-Kandlen. Wahrend die anderen
Kandle nicht durch Calcium-mobilisierende Agonisten beeinflusst werden, wird der
TRESK Kzp-Kanal durch die Stimulation von M1-Muscarin- oder AT1a-Angiotensin-II-
Rezeptoren 5-bis 15-fach aktiviert (Enyedi und Czirjak, 2010).



Aufierdem unterscheidet sich die Regulation vom TRESK Kzp-Kanal durch Calcium von
den Kklassischen Calcium-aktivierten Kaliumkanilen BK und SK, die unmittelbar durch
Ca?*-lIonen aktiviert werden. Die TRESK-Einzelkanalaktivitat wird allerdings durch die
Erhohung der Ca?*-Konzentration im exzidierten Patch auf der intrazelluldren Seite nicht
verandert. Demgegeniiber bindet die von Calcium und Calmodulin abhdngige Protein-
Phosphatase Calcineurin direkt an die PQIVID Sequenz vom TRESK Kzp-Kanal und ist
damit fiir die Calcium-abhédngige TRESK-Aktivierung verantwortlich (Czirjak und Enyed,i,
2006). Um die Vermutung zu iiberpriifen, dass die Aktivierung der Dephosphorylierung
des TRESK-Proteins entspricht, wurde eine Alanin-Scanning-Mutagenese durchgefiihrt.
Dabei erwies sich die S276A-Mutante im TRESK Kzp-Kanal, die den dephosphorylierten
Zustand des Kanals imitiert, unabhdngig vom Calciumsignal als konstitutiv aktiv. Deshalb

wurde das Serin-276 als Ziel von Calcineurin angenommen (Enyedi und Czirjak, 2010).

Das Adapterprotein 14-3-3 bindet durch die Proteinkinase A nach der Phosphorylierung
des zweiten Serins im RSNSCPE-Motiv am TRESK Kzp-Kanal. Dieses Protein hemmt dann
die Riickkehr des TRESK Kzp-Kanalstroms in den Ruhezustand nach der durch Calcineurin
vermittelten Aktivierung (Czirjak et al., 2008). Dariiber hinaus hemmt das Adapterprotein
auch MARK-Kinasen, die wiederum fiir die Rephosphorylierung des S274, 276, 279
Clusters und fiir die Riickkehr des TRESK Kzp-Kanalstroms in den Ruhezustand nach der
von Calcineurin abhadngigen Aktivierung verantwortlich sind (Suzuki et al., 2004; Watkins

et al.,, 2008; Matenia und Mandelkow, 2009).

—» bind
—3 phosphorylate
—» dephosphorylate

Abbildung 5: Darstellung der phosphorylierungsabhingigen TRESK Kzp-Kanalregulation. Fiir eine
bessere Ubersicht wird nur die Membrantopologie einer monomeren Untereinheit des TRESK-Kanals
dargestellt (Enyedi und Czirjak, 2010).
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1.3.5. Pharmakologische Regulation

TRESK Kzp-Kanal dhnelt in seinem pharmakologischen Profil anderen Kzp-Kanilen in
vielerlei Hinsicht. So ist er etwa unempfindlich gegen mehrere klassische K*-Kanalblocker
(4-Aminopyridin, Apamin, CsCl) und auch ATP-sensitive K*-Kanalblocker (Tolazamid,
Glipizid) (Enyedi und Czirjak, 2015).

Extrazellulares Ba?* hemmt den TRESK Kzp-Kanalstrom nur bei hoher Konzentration.
Diese Hemmung ist spannungsabhangig und wird durch das Membranpotential reduziert,
was darauf hindeutet, dass Ba2?* sich im elektrischen Feld an den Kanal bindet.
Demgegeniiber blockieren Chinin, Chinidin, Arachidonsaure und mehrfach ungesattigte
Fettsauren den TRESK Kzp-Kanal effizient. AufRerdem konnten Sano et al. zeigen, dass der
TRESK Kzp-Kanal durch Kaliumkanalblocker wie Propafenon (ATP-sensitiver K*-
Kanalblocker), Lidocain (Na*-Kanalblocker) und Triethanolamin (nicht-selektiver K+*-

Kanalblocker) inhibiert werden kann (Sano et al., 2003).

Amide Lokalanasthetika beeinflussen mehrere Kzp-Kandle und dabei auch TRESK Kap-
Kanal (Sano et al,, 2003). Die Rangordnung der konzentrationsabhiangigen Hemmung
sieht fiir den TRESK Kzp-Kanal wie folgt aus: Bupivacain > Tetracain > Ropivacain >
Chlorprocain > Mepivacain > Lidocain mit ICso im Bereich von 80 uM und 3 mM (Liu et al,,
2004). Unter den Lokalandsthetika-Verbindungen erwies sich Benzocain als besonders
niitzlich bei den Studien der TRESK Kzp-Kanalregulation des Xenopus-Oozyten. Denn
dieses Medikament (ibt eine hemmende Wirkung auf den TRESK Kzp-Kanalstrom iiber
Calcineurin aus, wobei die Regulation des TRESK Kzp-Kanals durch Benzocain vom

Phosphorylierungszustand des Kanals abhdngt (Czirjak und Enyedi, 2006).

TRESK Kzp-Kanal wurde auch als ein Ziel der fliichtigen Anasthetika identifiziert, wobei
der Strom durch Isofluran, Halothan und Desfluran aktiviert wurde. Die wirksame
Konzentration jedes Medikaments liegt dabei innerhalb des klinisch verwendeten
Konzentrationsbereichs (Enyedi und Czirjak, 2015). Dartiber hinaus fithrt die
Kanalaktivierung in den sensorischen Neuronen und evtl. auch in anderen Teilen des
zentralen Nervensystems zu einer Hyperpolarisation, die ebenfalls fiir die

Allgemeinandsthesie genutzt werden kann (Liu et al., 2004).

Einige Antidepressiva und Antikonvulsiva bewirken eine Verbesserung neuropathischer
Schmerzen, weshalb auch sie auf ihre Wirkung auf Kjp-Kandle getestet wurden.

Antidepressiva wie Amitriptylin, Fluoxetin und Citalopram hemmen den TRESK Kzp-
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Kanal (Kang und Kim, 2004). Aufderdem konnten Kang et al. zeigen, dass auch das
Antikonvulsivum Lamotrigin den TRESK Kzp-Kanal inhibiert (Kang et al., 2008).

Bei den neuen Modulatoren hemmt das Antihistaminikum Loratadin ebenfalls die TRESK

Kzp-Kanalaktivitat mit einem submikromolaren ICso-Wert (Enyedi und Czirjak, 2015).

1.4. Motivation und Ziel der Arbeit

Der TRESK Kzp-Kanal weist die geringste Sequenzhomologie mit den anderen Kzp-Kanélen
auf und ist das einzige Mitglied der Unterfamilie der durch Calcium aktivierten K2P-
Kanale (Enyedi und Czirjak, 2015). Die Regulation des TRESK Kzp-Kanals ist von grofder
Bedeutung, da er an wichtigen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen
beteiligt ist. Es sind bereits einige Substanzen bekannt, die den TRESK K;p-Kanal
inhibieren. Dabei sind vor allem quaternire Ammoniumionen zu erwahnen, die als
klassische Porenblocker bekannt sind (Piechotta et al., 2011). Auch andere Substanzen
wie Loratadin und endogene Lipide wie AA wurden bereits als Inhibitoren des TRESK Kzp-
Kanals beschrieben (Sano et al., 2003; Enyedi und Czirjak, 2015). Es wurde allerdings
noch nicht eingehend untersucht, wie diese Inhibitoren auf das Schaltverhalten des

TRESK K3p-Kanals wirken.

In der vorliegenden Arbeit soll mit elektrophysiologischen und molekularbiologischen
Techniken das Inhibitionsverhalten von verschiedenen Pharmaka und von endogenen
Lipiden auf den TRESK Kzp-Kanal untersucht werden. Dabei werden die Bindungsstellen,

die Mechanismen der Inhibition und die strukturellen Grundlagen betrachtet
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2. Material und Methoden

2.1. cRNA-Synthese und Mutagenese

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die elektrophysiologischen Experimenten der
Ausgangsklon des TRESK Kzp-Kanals verwendet. Dabei wurde zunachst eine kompetente
E. coli k12 DH5a fiir die Vermehrung transformiert und auf Ampicillin-LB-Agar-Platten
(LB-Medium Luria/Mille, Roth, Karlsruhe, Deutschland) iiber Nacht angeziichtet. Die
einzelnen Klone wurden dann von den Ampicillin-LB-Agar-Platten isoliert, mit einer
Fliissigkeitskultur angeimpft und erneut iiber Nacht in einem Schiittler inkubiert. Fiir die
Plasmidisolierung aus den Bakterien wurde das Maxiprep-Kit ,Gene]ET Plasmid
Maxiprep Kit #K0491“ (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) verwendet. Die

Konzentration der Plasmid-DNA wurde photometrisch bestimmt.

Fiir die Herstellung von TRESK-cRNA wurde die Plasmid-DNA mit dem
Restriktionsenzym MIlul (ER0562, Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, USA)
linearisiert und dann mit der Hilfe eines Kits (Nucleo Spin Gel und PCR-Clean-Up
REF74060950, Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland) gereinigt. Fir die in-vitro-
Transkription der RNA wurde das ,Ambion mMessage mMachine SP6 Transcription“-Kit
(CAT#AM1340, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Dabei wurde die
fir die Proteinexpression bendtigte cRNA mit einer RNA-Polymerase aus einem
linearisierten DNA-Template hergestellt. Durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion (Roti
Phenol/Chloroform A156.3, Roth, Karlsruhe, Deutschland) wurden die Proteine, DNA und
cRNA herausgeldst, um dann durch einen Zusatz von Ethanol die cRNA zum Ausfallen
zubringen. Das zuvor gewaschene und getrocknete Pellet wurde dann in 20 pl RNase-
freiem Wasser resuspendiert. Danach wurde die Qualitit der cRNA mit einer
Agaroseelektrophorese bestimmt (0,8 % Agarose in Tris-Acetat-
Ethylendiamintetraessigsaure-Puffer) und die Konzentration der cRNA wurde mit einem
Spektralphotometer (NanoDrop Products, Wilmington, USA) gemessen. Bis zur Injektion
in die Oozyten wurde die synthetisierte cRNA bei -20 °C gelagert.

Die Mutanten wurden durch die Anwendung des ,Site-Directed Mutagenesis Kit"
(E05525, New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland) nach den Herstellerangaben
hergestellt, =~ wobei eine  Punktmutation der Ausgangsklone mit der

Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgefiihrt wurde.
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2.2. Oozyten als Expressionssystem

2.2.1. Oozytenpraparation

Die elektrophysiologischen Messungen wurden an den Oozyten der adulten
Froschweibchen Xenopus laevis durchgefiihrt. Daflir wurden die Frosche zunachst fiir die
Gewinnung der Oozyten fiir 10 Minuten in einem mit dem Lokalandsthetikum Tricain
(Ethyl-3-aminobenzoat-methansulphonat) und Wasser gefiillten Behalter betdubt. Das
Ovargewebe wurde dann bei einem auf Eis gelagerten Frosch durch einen abdominalen
Schnitt entnommen und wiederholt in OR1-Lésung gespiilt. Bei einer einstiindigen
Inkubation in OR1-Lésung mit Kollagenase Typ 2 (Sigma, Taukirchen, Deutschland)
wurden die restlichen Kollagene im Follikelgewebe enzymatisch verdaut. Die
Kollagenase-Aktivitit wurde dann durch Spiilen der Oozyten in einer Ca2+-haltigen OR2-
Losung unterbrochen. Anschlieffend wurden die Oozyten des Reifestadiums V-VI nach
Dumont (Dumont, 1972) unter einem Stereomikroskops aussortiert und manuell
vereinzelt. Diese Oozyten wurden bis zur Injektion in OR2-Lésung bei 17 °C im
Brutschrank gelagert. Jeder Frosch wurde maximal viermal in einem Abstand von 12

Wochen operiert.

Alle verwendeten Losungen werden in Kapitel 2.5 detailliert beschrieben.

2.2.2. cRNA-Injektion und die Expression in Oozyten

Zwei bis sechs Stunden nach der Praparation wurde den Oozyten die cRNA unter einem
Stereomikroskop injiziert. Dafiir wurde zundchst unter einem Mikroskop die
Follikelschicht der Oozyten mit zwei Pinzetten entfernt. Dabei wurden die aus
Borosilikatglas hergestellten Injektionspipetten (GB150T-10, Science Products GmbH,
Hofheim, Deutschland) mit einem Mikropipettenpuller (Model P-97 und Model P-1000,
Sutter Instruments Co., USA) aufgezogen und an einem Draht scharf bis zu einem
Durchmesser von 15-20 um abgebrochen. Anschliefend wurden mit einer manuellen
Injektionsspritze unter einem Stereomikroskop ca. 50 nl der jeweiligen cRNA, die vorher
vom einem sterilen Paraffinfilm aufgezogen wurde, am dunklen Pol der Oozyten injiziert.
Die Oozyten wurden dann in mit steriler Testlosung befiillten TC-Platten (24 Well,
Standard F, Sarstedt, Niirnberg, Deutschland) im Brutschrank bei 17 °C inkubiert und bis

zur weiteren Verwendung aufbewahrt. Nach 2 bis 4 Tagen erfolgte die Expression der
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jeweiligen Kanalproteine in der Plasmamembran, sodass mit den elektrophysiologischen

Experimenten an den Oozyten begonnen werden konnte.

Alle verwendeten Losungen werden in Kapitel 2.5 detailliert beschrieben.

2.3. Elektrophysiologische Messungen

2.3.1. Die Patch-clamp Methode

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die elektrophysiologischen Experimente die Patch-
clamp Methode angewendet. Diese Methode wurde von Erwin Neher und Bert Sakmann
1976 entwickelt und von Hamill et al. an die elektrophysiologische und biophysikalische
Untersuchung von Ionenkandlen in der Membran einer Zelle angepasst (Neher und

Sakmann, 1976; Hamill et al., 1981).

Bei der Patch-clamp Technik kann man vier verschiedene Methoden unterscheiden. Dabei
beginnt man bei allen Methoden mit dem Anpressen der Patchpipette an die
Zellmembran. Danach erzeugt man durch einen Unterdruck ein Gigaseal, also einen
Abdichtungswiderstand zwischen der Pipette und dem Membranpatch im Gigaohm-
Bereich. Diesen Modus bezeichnet man als ,on-cell“- oder ,cell-attached“-Konfiguration
und er ermoglicht Messungen an intakten Zellen und bildet die Grundvoraussetzungen
fiir die anderen Konfigurationen. Ausgehend von der ,on-cell“-Konfiguration kann durch
eine starke Unterdruck-Applikation die Zellmembran durchbrochen werden, wobei die
Abdichtung zwischen der Glaspipette und der Zellmembran nicht beeinflusst wird. Diese
Konfiguration wird als ,whole-cell“-Modus bezeichnet. Um in die ,outside-out"-
Konfiguration zu wechseln, wird die Glaspipette unter kontinuierlichem Unterdruck
herausgezogen. Dabei gelangen die beiden Enden des Patches in die Mitte und fusionieren
miteinander, wodurch die Membranaufienseite der Badl6sung ausgesetzt wird. Durch
einen Zug an der Glaspipette aus der , on-cell“-Konfiguration ergibt sich die ,inside-out“-
Konfiguration, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde. Bei der ,inside-out”-
Konfiguration ist die intrazelluliare Seite der Zellmembran der applizierten Badlosung

zugewandt.
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Abbildung 6: Darstellung der vier unterschiedlichen Patch-clamp Konfigurationen. Die ,on-cell“-
Konfiguration bildet den Ausgangszustand fiir die anderen Patch-clamp Konfigurationen. Durch einen Zug
an der Glaspipette kann man in die ,inside-out“-Konfiguration wechseln und durch die Applikation eines
starkeren Unterdruckes ist ein Ubergang in die ,whole-cell“-Konfiguration méglich. Von der ,whole-cell“-
Konfiguration gelangt man durch das Herausziehen der Pipette zur , outside-out“-Konfiguration.

2.3.2. Durchfiihrung der elektrophysiologischen Messungen

Zu Beginn der Patch-clamp Messungen wurden die Patchpipetten mit einem
Mikropipettenpuller (Model P-97 und Model P-1000, Sutter Instruments, USA) aus
Borosilikatglaspipetten (GB200-8P, Science Products GmbH, Hofheim, Deutschland)
hergestellt. Sie wurden dann mit einem erhitzten Platindraht auf einen Durchmesser von

40-60 um poliert, was einem Pipettenwiderstand von 400- 600 kQ entspricht.

Danach wurde die mit cRNA versetzte und in der Inkubationslésung aufbewahrte
Xenopus-Oozyte devitalisiert und dann in eine mit Badlosung gefiillte Messkammer

gelegt, deren Boden aus einem Deckglas bestand. Unterhalb der Messkammer befand sich
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ein inverses Lichtmikroskop (Axiovert 25, Carl Zeiss, Jena, Deutschland). Das
Multibarrelsystem, das aus 12 Glasrohrchen bestand, diente als Applikationssystem und
ragte in die Messkammer hinein. Uber dieses System war es moglich, pro Patch mehrere
unterschiedliche Substanzen oder unterschiedliche Konzentrationen einer Substanz zu
applizieren. Uber das Absaugsystem an der Messkammer konnten die verschiedenen

Losungen kontinuierlich abfliefsen.

Die Patchpipette wurde mit einem diinnen Mikrofilament (MicroFil, World Precision
Instruments, Inc., Sarasota, USA) blasenfrei befiillt und iiber einen chlorierten Silberdraht
in den Pipettenhalter eingespannt. Danach wurde der Pipettenhalter unter Uberdruck in
die Messkammer eingetaucht, wobei durch den Uberdruck sowohl eine Vermischung der
Bad- und der Pipettenlosung als auch eine Kontamination der Patchpipette verhindert
werden konnten. Um eine Abdichtung des Ubergangs zwischen der Pipettenspitze und
der Zellmembran und dadurch die Entstehung eines stabilen Gigaseals zu erreichen,
wurde beim Anndhern der Patchpipette an die Oozyte durch vorsichtiges Saugen
zwischen Uberdruck und Unterdruck gewechselt. Dabei wurde ein Teil der
Oozytenmembran an die Patchpipette gezogen, wodurch eine cell-attached-Konfiguration
eingestellt werden konnte. Fiir eine Exzision des Membranpatches wurde der
Pipettenmikromanipulator ruckartig zurtickgefahren. Im Anschluss daran konnten die
Messungen in der inside-out-Konfiguration durchgefiihrt werden. Dafiir wurden die
Substanzen, die als intrazelluldare Losungen wirkten, iber das Multibarrelsystem auf die
zytoplasmatische Seite des exzidierten Patches appliziert, wobei sowohl das
Multibarrelsystem als auch der Pipettenhalter mit dem Mikromanipulator (SM1, Luigs &
Neumann, Ratingen, Deutschland) verbunden waren und unabhdngig voneinander

bewegt werden konnten.
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2.4. Datenaufnahme und Statistik

Die elektrophysiologischen Messdaten wurden mit einem Computer mit dem
Betriebssystem Mac OS X (Apple iMac, CA, USA) generiert. Flir die Datenaufnahme wurde
der mit dem Computer verkniipfte und digital gesteuerte Verstarker (HEKA EPC 10 USB
Single) mit der Software PatchMaster v2x72 (HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH,
Lambrecht, Rheinland-Pfalz, Deutschland) verwendet. Die Messdaten wurden dann in ein
Tabellenkalkulationsprogramm (Microsoft-Office Exel, Redmond, WA, USA) {ibertragen
und ausgewertet, wobei der arithmetische Mittelwert (MW), die Standardabweichung

(SD) und der Standardfehler (SE) berechnet wurden.

Dafiir wurden die folgenden Formeln verwendet:

Mittelwert (MW): MW= £
MW = Mittelwert

Xi = Messwert

n = Anzahl der Messwerte

[-M
Standardabweichung (SD): SD =ﬁ§2

MW = Mittelwert
Xi = Messwert

n = Anzahl der Experimente
Standardfehler (SE): SE = SD
) vn

SD = Standardabweichung

n = Anzahl der Experimente

Fiir die weitere Darstellung und Auswertung der Messdaten wurde das
Datenanalyseprogramm ,IGOR Pro v6.34A“ (WaveMetrics, Inc., Lake Oswego, USA)
verwendet. Die mittlere Inhibitionskonzentration (ICso) wurde mit der Hill-Funktion
bestimmt. Dabei wurden zunachst die gemessenen Strome auf den maximalen Stromwert
der jeweiligen Einzelmessung normiert, um dann die Mittelwerte aus den

entsprechenden Messreihen zu bestimmen.
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1

Hill-Funktion: /1., = ——
p _,_{L}
X1/2

[ = Stromstdrke bei der Applikation von X

Imax = Maximalamplitude der Stromstarke

X = Konzentration der applizierten Substanz

X1/2 = Konzentration der applizierten Substanz fiir einen halbmaximalen Effekt
H = Hill-Koeffizient

Die prozentuale Inhibition des Kaliumstroms durch einen Kaliumkanalinhibitor wurde
wie folgt berechnet:

I inhibiert

Inhibition [%]=1 — x100

basal

linhibierrt = Stromstadrke nach der Applikation des Inhibitors

Ihasat = Stromstdrke bei den Ausgangsbedingungen

2.5. Verwendete Chemikalien und Lésungen

2.5.1. Verwendete Chemikalien

Die verwendeten Substanzen wurden als Stammlésungen angelegt und bei -20 °C
aufbewahrt, bis sie unmittelbar vor dem Beginn der Experimente anhand mit der

Badlosung auf die gewiinschte Konzentration verdiinnt wurden.

SIGMA ALDRICH Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland:
Tetraethylammoniumchlorid (TEA-CI); CAS: 56-34-8; gelost in Wasser
Tetrapropylammoniumchlorid (TProA-Cl); CAS: 5810-42-4; gelost in Wasser
Tetrabutylammoniumchlorid (TButA-Cl); CAS: 1112-67-0; gelost in Wasser
Tetrapentylammoniumchlorid (TPenA-Cl); CAS: 4965-17-7; gelost in Wasser
Chlorpromazin: 2-Chloro-10-(3-dimethylaminopropyl)phenothiazine hydrochloride
(CPZ); CAS: 69-09-0; gelost in Wasser

BL-1249: (5,6,7,8-Tetrahydro-naphthalen-1-yl)-[2-(1H-tetrazol-5-yl)- phenyl]-amin:
CAS: 18200-13-0; gelost in DMSO
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Arachidonsaure: cis,cis,cis,cis-5,8,11,14-Eicosatetraensaure (AA);

CAS 6610-25-9; gelost in Methanol

Anandamid: cis,cis,cis,cis-5,8,11,14-n-(2- hydroxylethyl) Icosatetraenamid (AEA);
CAS: 1094209-17-2; gelost in Methanol

1,2-Dioctanoyl-sn-glycerol (DIC-8); CAS:24529-88-2); gelost in Methanol

Biochrom AG, Berlin, Deutschland:
Benzylpenicillin-Natrium; CAS: 69-57-8
Streptomycinsulfat; CAS: 3810-74-0
Kollagenase Typ II CLS II; CAS: 9001-12-1

2.5.2. Verwendete Léosungen

Oozyten-Inkubationslésungen

OR1-Losung zur Lagerung der Xenopus laevis Oozyten bis zum Ende des Kollagenase-

Verdaus:
pH 7,4; eingestellt mit NaOH-Losung
NaCl 82,5 mM
KCl 2 mM
MgClz x 6 H20 1 mM
HEPES 5 mM

OR2-Losung zur Beendigung des Kollagenase-Verdaus der Oozyten:

pH 7,4; eingestellt mit NaOH-Losung
NaCl 96 mM

KCl 2 mM

CaCl; x 2 H20 1,8 mM

MgClz x 6 H20 1 mM

HEPES 5 mM
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Testlosung fiir die Lagerung der injizierten Oozyten:

pH 7,4; eingestellt mit NaOH-Losung
NaCl 54 mM

KCl 30 mM
NaHCOs3 2,4 mM
MgS04x 7 H20 0,82 mM
CaClz x 2 H20 0,41 mM
Ca(NO3)2x 4 H20 0,33 mM

TRIS 7,5 mM

Losungen fiir die elektrophysiologischen Experimente

Badlosung: Standardisierte intrazellulire Losung, in der die zu untersuchenden

Chemikalien auf die Zielkonzentrationen verdiinnt wurden:

pH 7,4; eingestellt mit KOH- bzw. HCI-
Losung

KCl 120 mM

HEPES 10 mM

EGTA 2 mM
Pyrophosphat 1 mM

Die Badlosung hatte einen pH-Wert von 7,4, wobei der physiologische pH-Wert durch
eine Titration mit Salzsdaure bzw. Kaliumhydroxid-Losung eingestellt wurde. Der pH-Wert
wird als negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration definiert. Um
den pH-Wert der Badlésung konstant zu halten, wurde HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonsaure) als Puffersystem verwendet.

Flr eine Imitierung des physiologischen Zustandes wurden weiterhin Kalium- und

Chloridionen bendtigt, die bei der Dissoziation von Kaliumchlorid entstanden.

Da in der Oozytenmembran endogen durch Calciumionen gesteuerte Chloridkanale
exprimial sind, wurden die Ca?*-lonen durch die Zugabe von EGTA (Ethylenglycol-
bis(aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraessigsidure) zur Badlosung komplexiert. Dadurch

konnten die endogenen Chloridkanalstrome im Wesentlichen unterdriickt werden.
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Pipettenlosung: Standardisierte extrazelluldre Losung:

pH 7,4; eingestellt mit KOH- bzw. HCI-
Losung

KCl 120 mM

HEPES 10 mM

CaClz x 2H20 3,6 mM

Zur Anregung der Bildung eines Gigaseals zwischen Membran und Patchpipette wurden

3,6 mM Ca?* in der Pipettenlosung verwendet.
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3. Ergebnisse

Die Ergebnisse der elektrophysiologischen Experimente werden in drei Abschnitte

aufgeteilt:

— Die Inhibition der TRESK Kzp-Kanile durch bekannte und neue Modellsubstanzen
— Die Inhibition der TRESK Kzp-Kanale durch endogene Lipide
— Die strukturellen Besonderheiten der Inhibitionsmechanismen bei den TRESK Kzp-

Kanilen

3.1. Inhibition der TRESK Kzp-Kanaile durch bekannte
und neue Modellsubstanzen

3.1.1. Inhibition durch quaterniare Ammoniumverbindungen (QA)

Quaterndre Ammoniumionen (QA-Ionen) entstehen bei der Dissoziation von organischen
Ammoniumverbindungen und verfligen zentral liber ein positiv geladenes Stickstoff-

Atom, das mit vier Alkyl-Resten verbunden ist (Abb. 7).

Die meisten K*-Kandle werden durch intrazellular appliziertes Tetraethylammonium
(TEA) inhibiert (Armstrong, 1966), weshalb QA-Ionen als wertvolle Hilfsmittel fiir die
Untersuchung der inneren Porenstruktur und des Schaltverhaltens von K*-Kandlen
verwendet werden (Armstrong, 1966; Baukrowitz und Yellen, 1996; Yellen, 2002). Da die
Kzp-Kanile durch extrazellulares TEA nicht inhibiert werden, wurden sie als insensitiv
gegeniiber TEA beschrieben. Die Wirkung von intrazellular applizierten QA-lonen wurde
auf Kzp-Kandle weitgehend ignoriert (Lotshaw, 2007). 2011 konnten Piechotta et al.
erstmals nachweisen, dass QA-lonen intrazellular Kzp-Kandle reversibel und potent
blockieren konnen. Die Bindungsstelle fiir die QA-lonen in den Kzp-Kandlen konnte
ebenfalls identifiziert werden und liegt in der Kavitit der Pore unterhalb des SF

(Piechotta et al., 2011).

Zur Charakterisierung der Wirkung von QA-Ionen auf TRESK Kzp-Kandle wurden in der
vorliegenden Arbeit Tetraethylammonium (TEA), Tetrapropylammonium (TProA) und

Tetrabutylammonium (TButA) untersucht.
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Abbildung 7: Strukturformeln der verwendeten QA-lonen. Tetraethylammonium (TEA),
Tetrapropylammonium (TProA) und Tetrabutylammonium (TButA).

In Abbildung 8 A wird eine elektrophysiologische Messung mit dem QA-lon TEA
dargestellt, wobei die Messungen mit der Standard-Badlosung und bei einer
Klemmspannung von +40 mV durchgefiihrt wurden. Zu Beginn jeder Messung wurde zur
Kontrolle der Patchqualitit und zur Unterscheidung von Leck- und TRESK Kop-
Kanalstromen ein vollstindiger Block des TRESK Kgzp-Kanalstroms mit 100 pM
Tetrapentylammonium (TPenA) durchgefiihrt. Wie bereits von Piechotta gezeigt wurde,
verlauft die Inhibiton der TRESK Kzp-Kandle durch TPenA schnell, vollstandig und
reversibel (Piechotta et al, 2011). Danach wurde der exzidierte Patch wieder in die
Badlosung eingefiihrt, um dann mit der Applikation einer niedrigen Konzentration von
100 uM TEA zu beginnen. Dadurch kam es nur zu einer geringen Inhibition der Kanale.
Nach Erreichen der konzentrationsabhdngigen Stromantwort wurde der Patch zur
nachsthoheren Konzentration gefiihrt. Der Strom wurde bei einer Konzentration von 100
000 puM nahezu vollstindig blockiert (Abb. 8 A). Bei allen Messungen wurden die

Substanzen auf der intrazelluldren Seite des Patches appliziert.

Zur Bestimmung der mittleren Inhibitionskonstante (ICso) mit der Hill-Funktion wurden
die Substanzen in steigender Konzentration appliziert, die Strome wurden gemessen und
die Werte wurden normiert und gemittelt. Die Abbildungen 8 B-D zeigen die Dosis-
Wirkungskurven fiir TEA, TProA und TButA. Der ICso-Wert fiir die QA-Inhibition nimmt
von TEA (5550,31 + 370,42 uM) zu TProA (163,30 + 13,21 uM) und TButA (3,30 + 0,37
uM) ab (Abb. 8 B-D). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die zunehmende
Alkylkettenldnge in den QA-Ionen zur Erhéhung der Affinitat fiir den TRESK Kzp-Kanal
fiihrt.
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Abbildung 8: Einfluss von QA-Ionen auf den TRESK Kzp-Kanal. A) Représentativer Stromverlauf des
TRESK Kzp-Kanals und konzentrationsabhdngige Inhibition durch TEA in symmetrischen Kaliumionen-
Konzentrationen bei +40 mV. Zur Kontrolle wurde der Ausgangsstrom mit TPenA (100 pM) vollstandig
blockiert. B-D) Dosis-Wirkungskurven analysiert nach den Messungen wie in A) fiir TEA, TProA und TButA.
Die ICso-Werte fiir TEA (ICso = 5550,31 # 370,42 pM; n = 5), TProA (ICso = 163,30 + 13,21 pM; n = 6) und
TButA (ICso = 3,30 = 0,37 uM; n = 5) wurden mit der Hill-Funktion bestimmt.

3.1.2. Inhibition durch Chlorpromazin

Chlorpromazin (CPZ) ist ein wichtiges Antipsychotikum, das zur Behandlung von
Schizophrenie und psychotischer Depression eingesetzt wird und bereits als ein Inhibitor

des TREK-1 Kzp-Kanals beschrieben wurde (Patel et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung von CPZ auf den TRESK Kzp-Kanal
erstmals untersucht, wobei eine konzentrationsabhdngige Inhibition des Kanals
gemessen werden konnte. Dabei wurde der Strom nach der Applikation von 100 uM CPZ
vollstandig inhibiert. Die Dosis-Wirkungskurve wird in der Abbildung 9 B dargestellt. Bei
einer Konzentration von 2,31 + 0,22 uM wurden die TRESK Kzp-Kandle durch CPZ
halbmaximal blockiert (Abb. 9 B).
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Abbildung 9: Einfluss von CPZ auf den TRESK Kzp-Kanal. A) Applikation von CPZ auf einen inside-out
Patch mit TRESK Kzp-Kandlen bei einer Haltespannung +40 mV und symmetrischen K*-Konzentrationen.
Oben rechts wird die Strukturformel von CPZ dargestellt. B) Aus den Messungen wie in A) wurde die Dosis-
Wirkungskurve erstellt. Der ICso-Wert fiir CPZ lag bei 2,31 + 0,22 uM (n = 8).

3.1.3. Inhibition durch BL-1249

Im Jahre 2005 wurde BL-1249 als K*-Kanalaktivator in den glatten Muskelzellen der
Harnblase beschrieben (Tertyshnikova et al.,, 2005) und bereits 2014 erkannte man seine

Wirkung als potenter Aktivator des TREK-1 Kzp-Kanals (Veale et al.,, 2014).

In der vorliegenden Arbeit wurde daher auch der Effekt von BL-1249 auf den TRESK Kzp-
Kanal untersucht. Dazu wurde BL-1249 in steigender Konzentration auf den exzidierten
Patch appliziert. Der Effekt und der Zeitverlauf der Applikation von verschiedenen BL-
1249-Konzentrationen werden in der Abbildung 10 dargestellt. Interessanterweise kam
es dabei zu einer konzentrationsabhangigen Inhibition des TRESK Kzp-Kanals, wobei hohe
Konzentrationen von BL-1249 nicht zu einer vollstindigen Inhibition fiihrten. Da zu
Beginn der Messung der Strom mit Tetrapentylammonium (TPenA) vollstandig blockiert
wurde, kann ein Leckstrom als Ursache fiir den Reststrom ausgeschlossen werden (Abb.
10 A). Der TRESK Kzp-Kanal wurde durch BL-1249 mit einem ICso-Wert von 12,15 + 1,21
1M inhibiert (Abb. 10 B).
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Abbildung 10: Auswirkung von BL-1249 auf den TRESK Kzp-Kanal. A) Représentativer Stromverlauf
des TRESK Kzp-Kanals bei der Applikation von BL-1249 auf einen inside-out Patch bei symmetrischen K*-
Konzentrationen und einer Haltespannung von +40 mV. Die Strukturformel von BL-1249 wird oben rechts
dargestellt. B) Dosis-Wirkungsbeziehung fiir den TRESK-Kanal. Der [Cso-Wert fiir BL-1249 betragt 12,15 *
1,21 uM (n = 10).

3.1.4. Wechselwirkung zwischen quartaren Ammoniumverbindungen,
Chlorpromazin und BL-1249

In der vorliegenden Arbeit wurden auch die Wechselwirkungen zwischen QA-lonen (TEA
und TButA), CPZ und BL-1249 untersucht. Die QA-Ionen sind klassische Porenblocker und
binden in den Kzp-Kandlen in der Kavitdt unterhalb des SF. Sie konnen daher sowohl fiir
die mechanistische Aufklarung als auch fiir die Ermittlung der Bindungsstellen von

Substanzen verwendet werden (Piechotta et al., 2011).

In der Abbildung 11 wird zur Veranschaulichung des Versuchsablaufs eine reprasentative
Messung dargestellt. Der Ausgangsstrom des TRESK Kzp-Kanals wurde zundchst mit 40
mM TEA iiber die gesamte Zeitspanne der Messung inhibiert. Anschlieflend wurde
zusatzlich zum TEA CPZ in steigender Konzentration (0,1-100 puM) appliziert. Im
Vergleich mit den Messungen ohne TEA erfolgte bei einer Konzentration von 100 uM CPZ
keine vollstindige Inhibition des Kanals (Abb. 11). Dariiber hinaus wurde auch die
konzentrationsabhangige CPZ-Wirkung bei einer kontinuierlichen TButA-Applikation
(30 uM) untersucht.
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Abbildung 11: Exemplarische Messung der Wechselwirkung zwischen TEA und CPZ. Reprasentativer
Stromverlauf des TRESK Kzp-Kanals und der Inhibition durch CPZ (0,1-100 pM) bei einer zusatzlichen und
kontinuierlichen Applikation von 40 mM TEA; Inside-out Patch bei symmetrischen K*-Konzentrationen und
einer Haltespannung von +40 mV (n = 9).

Sowohl bei einer kontinuierlichen TEA- als auch bei einer kontinuierlichen TButA-
Applikation konnte anhand der CPZ-Dosis-Wirkungskurve eine Erhéhung des ICso-Werts
auf 17,11 £ 1,04 uM bzw. 16,75 + 0,93 uM gezeigt werden (Abb. 12).
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Abbildung 12: Kompetition zwischen QA-lonen und CPZ. A) Dosis-Wirkungsbeziehung von CPZ
(schwarz), CPZ + TEA 40 mM (blau) und CPZ + TButA 30 pM (griin) fiir den TRESK-WT Kzp-Kanal. TEA 40
mM bzw. TButA 30 pM fithrten zu einer Hemmung des Grundstroms von ca. 80 % bzw. 84 %. B) Darstellung
der ICso-Werte von CPZ 2,31 + 0,22 uM (n = 8), CPZ + TEA40 mM 17,11 + 1,04 uM (n = 8) und CPZ + TButA
30 uM 16,75 £ 0,93 uM (n = 9) in einem Balkendiagramm.

Dartiiber hinaus wurden auch die Wechselwirkungen zwischen QA-lonen (TEA und
TButA) und BL-1249 untersucht, wobei sich die mittlere Inhibitionskonstante von BL-
1249 bei der Kombination mit TButA um den Faktor 4,3 auf einen ICso-Wert von 52,21 +
2,66 UM erhohte. Im Unterschied dazu war bei BL-1249 in einer Kombination mit TEA

keine Verschiebung der halbmaximalen Inhibition zu beobachten (Abb. 13).
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Abbildung 13: Kompetition zwischen QA-Ionen und BL-1249. A) Dosis-Wirkungsbeziehung von BL-
1249 (schwarz), BL-1249 + TEA 40 mM (blau) und BL-1249 + TButA 30 uM (griin) fiir den TRESK-WT Kazp-
Kanal. TEA 40 mM bzw. TButA 30 pM fiihrten zu einer Hemmung des Grundstroms von ca. 81 % bzw. 85 %.
B) Darstellung der ICso-Werte von BL-1249 12,15 + 1,21 pM (n = 10), BL-1249 + TEA 40 mM 11,91 + 1,04
UM (n = 9) und BL-1249 + TButA 30 uM 52,21 * 2,66 uM (n = 12) in einem Balkendiagramm.

3.1.5. Wirkung von Porenmutationen auf die Inhibitionseffekte von
quartiren Ammoniumverbindungen, Chlorpromazin und BL-
1249

In fritheren Arbeiten wurden zwei Phenylalanine (F145/F352) in der Pore von TRESK
Kzp-Kanailen identifiziert, die wahrscheinlich direkt an der Inhibition der Kanale durch
verschiedene Substanzen (z. B. Loratadin, Bupivacain und Lidocain) beteiligt sind (Kim et

al,, 2013; Bruner et al,, 2014).

Im Folgenden wird die Wirkung der Doppelmutante TRESK-F145/352 auf die von mir
untersuchten Inhibitoren (QA-Ionen, Chlorpromazin und BL-1249) dargestellt (Abb. 14
A-F). Auf das kleine Molekiil TEA wirkte sich die Doppelmutation (F145A/F352A) kaum
aus. Im Unterschied dazu wurde die apparente Affinitit von TProA, TButA, CPZ und BL-
1249 reduziert und zwar 12,9-fach bei TProA, 18,3-fach bei TButA, 15,4-fach bei CPZ und
18,5-fach bei BL-1249. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die beiden Phenylalanine
auch an der Bindung von TProA, TButA, CPZ und BL-1249 beteiligt sind, aber nicht an der
Bindung von TEA.
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Abbildung 14: Einfluss von QA-Ionen (TEA, TButA), CPZ und BL-1249 auf die TRESK-F145A/F352A-
Doppelmutante. A) Dosis-Wirkungsbeziehung von TEA, 1Cso: WT 5550,31 = 370,42 pM (n = 5);
F145A/F352A 14496,60 + 377,74 uM (n = 4). B) Dosis-Wirkungsbeziehung von TProA, ICso: WT 163,30 *
13,21 uM (n = 6); F145A/F352A 60,81 = 9,98 uM (n = 6). C) Dosis-Wirkungsbeziehung von TButA, ICso: WT
3,30 £ 0,37 uM (n =5); F145A/F352A 60,81 + 9,98 pM (n = 6). D) Dosis-Wirkungsbeziehung von CPZ, ICso:
WT 2,31 + 0,22 pM (n = 8); F145A/F352A 35,41 + 2,93uM (n = 9). E) Dosis-Wirkungsbeziehung von BL-
1249, 1Cs0: WT 12,15 + 1,21 pM (n = 10); F145A/F352A 221,97 + 26,24 uM (n = 6). F) Darstellung der ICso-
Werte von TEA, TProA, TButA, CPZ und BL-1249 an den TRESK-WT Kzp-Kanélen (schwarz) und TRESK-
F145A/F352A-Mutanten (orange) in einem Balkendiagramm.
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3.2. Inhibition der TRESK K:p-Kanale durch endogene
Lipide

Nachdem im ersten Teil der vorliegenden Arbeit einige Pharmaka als TRESK Kgzp-

Kanalinhibitoren etabliert wurden, wird im folgenden Teil auf die Untersuchung einer

inhibitorischen Wirkung von endogenen Lipiden (Arachidonsdure, Anandamid und

Dioctanoyl- sn-glycerol) auf den TRESK Kzp-Kanal eingegangen.

3.2.1. Inhibition durch endogene Lipide

In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass der TRESK-WT Kzp-Kanal durch eine
intrazelluldare Applikation von Arachidonsaure blockiert wird. Eine Inhibition konnte
auch bei einer intrazelluliren Anwendung von anderen ungesattigten freien Fettsdauren
wie Docosahexaensdure, Linolsdure und Oleatinsdaure nachgewiesen werden (Sano et al,,
2003). Im folgenden Abschnitt wird ndaher auf diese Ergebnisse und die Untersuchung der
Wirkung von Arachidonsaure (AA), Anandamid (AEA) und Dioctanoyl-sn-glycerol (DiC8)
eingegangen (Abb. 15).

Arachidonsdure (AA) Anandamid (AEA) Dioctanoyl-sn-glycerol (DiC8)

COOH

CH3

OH

Abbildung 15: Strukturformeln der untersuchten endogenen Lipide. Arachidonsdure (AA), Anandamid
(AEA) und Dioctanoyl-sn-glycerol (DiC8).

Eine reprdsentative Messung zum Einfluss von Arachidonsdure (AA) in steigender
Konzentration (0,1-100 pM) auf den TRESK-WT Kzp-Kanal wird in Abbildung 16 A
exemplarisch dargestellt (Abb. 16 A). Bei Konzentrationen iiber 0,1 pM wurde die
Kanalaktivitit bis zur vollstindigen Inhibition bei 100 uM AA inhibiert. Ahnliche
Ergebnisse konnten fiir AEA und DiC8 nachgewiesen werden. Die Dosis-Wirkungskurven
lieferten 1Cso-Werte von 2,35 + 0,51 uM fiir AA, 0,61 £ 0,14 uM fiir AEA und 6,41 + 0,43
uM fiir DiC8 (Abb. 16 B-D).
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Abbildung 16: Inhibition von TRESK Kzp-Kanilen durch Lipide. A) Applikation von TPA und AA auf
einen inside-out Patch mit TRESK Kzp-Kandlen bei einer Haltespannung von +40 mV. B-D) Aus den
Ergebnissen der Experimente wie in A) wurden Dosis-Wirkungsbeziehungen erstellt und mit einer Hill-
Funktion gefittet; Der [Cso-Wert lag fiir AA bei 2,35 + 0,51 uM (n = 7), fiir AEA bei 0,61 * 0,14pM (n = 9) und
fiir DiC8 bei 6,41 + 0,43 uM (n = 8).

3.2.2. Wechselwirkungen zwischen quartiren
Ammoniumverbindungen und endogenen Lipiden

Die bisherigen Experimente konnten zeigen, dass vermutlich auch die getesteten
endogenen Lipide in der Kavitit binden koénnen. Anhand der folgenden Experimente
werden die Wechselwirkungen zwischen den QA-lonen (TEA und TButA) und den
endogenen Lipiden (AA, AEA und DiC8) dargestellt.

Zur Untersuchung der Kompetition zwischen einem QA-Ion (TEA und TButA) und einem
Lipid (AA, AEA und DiC8) wurde der Ausgangsstrom des TRESK Kzp-Kanals mit 40 mM
TEA bzw. 30 pM TButA iiber die gesamte Zeitspanne der Messung um ca. 81 % bzw. 83 %
blockiert. Zusatzlich wurden unterschiedliche Konzentrationen von jeweils einem
endogenen Lipid appliziert. Die Abbildung 17 zeigt eine reprasentative Messung der

Inhibition von TRESK Kzp-Kandlen nach der Inhibition durch TEA (Abb. 17).
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Abbildung 17: Exemplarische Darstellung der Wechselwirkungen zwischen TEA und AA.
Reprasentativer Stromverlauf des TRESK Kzp-Kanals und Inhibition durch unterschiedliche AA-
Konzentrationen (0,1-100 pM) bei symmetrischen K+*-Konzentrationen und gleichzeitiger und
kontinuierlicher Applikation von 40 mM TEA bei einer Haltespannung +40 mV (n = 10).

Die getesteten Lipide traten sowohl mit TEA als auch mit TButA in eine Wechselwirkung.
Die ICso-Werte der jeweiligen Lipide (AA, AEA und DiC8) in der Kombination mit TEA und
auch der mit TButA wurden ungefahr um denselben Faktor erhéht (ca. 9-fach fiir QA + AA,
ca. 19-fach fiir QA + AEA und ca. 6-fach fiir QA + DiC8) (Abb. 18). Diese deutliche Abnahme
der apparenten Affinitdt der Lipide nach der Blockade der Pore durch TEA und TButA

verweist auf eine Bindungsstelle der Lipide in der Pore.
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Abbildung 18: Kompetition zwischen QA-Ionen (TEA und TButA) und endogenen Lipiden (AA, AEA
und DiC8). A) Dosis-Wirkungsbeziehung von AA (ICso= 2,35 + 0,51 uM; n = 7), AA + TEA 40 mM (ICso =
23,12 +2,09 puM; n =10) und AA + TButA 30 uM (ICso= 20,24 + 3,36 uM; n = 5). B) Dosis-Wirkungsbeziehung
von AEA (ICs0= 0,61 + 0,14 uM; (n = 9), AEA + TEA 40 mM (ICso= 12,59 + 3,93 uM; n = 7) und AEA + TButA
30 uM (ICso= 11,26 = 1,87 uM; n = 6). C) Dosis-Wirkungsbeziehung von DiC8 (ICso = 6,41 + 0,43 uM; n = 8),
DiC8 + TEA 40 mM (ICso = 39,61 # 2,69 uM; n = 12) und DiC8 + TButA 30 pM (ICso = 36,45 * 3,88 uM; n =
11) D) Darstellung der ICso-Werte von endogenen Lipiden (schwarz), endogenen Lipide + TEA 40 mM (blau)
und endogenen Lipide + TButA 30 pM (griin) in einem Balkendiagramm. TEA 40 mM bzw. TButA 30 uM
fithrten zu einer Hemmung des Grundstroms von ca. 81 % bzw. 83 %.

3.2.3. Der Einfluss von Porenmutationen auf die Inhibition von
endogenen Lipiden

Aufierdem wurde die Wirkung der Punktmutationen F145 und F352 auf die Inhibition

von TRESK Kzp-Kandlen durch verschiedene Lipide untersucht.

Abbildung 19 stellt die Inhibition der TRESK-F145A/F352A-Kandle durch endogene
Lipide (AA, AEA und DiC8) dar. Diese Doppelmutante fiihrte bei den untersuchten Lipiden
zu einer deutlichen Affinitatsverschiebung, wobei die AA-Affinitdt um den Faktor 55,23
auf einen ICso-Wert von 127,31 + 7,69 uM verschoben wurde. Auch die AEA-Affinitat
wurde um den Faktor 19,34 erhoht, was einem ICso-Wert von 11,79 + 1,35 uM entspricht.
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Die starkste Affinitatsanderung erfolgte bei DiC8 mit einer Erhéhung des ICso-Werts um

den Faktor 148,44 auf einen ICso-Wert von 950,51 + 124,34 uM (Abb. 19).
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Abbildung 19: Der Einfluss von endogenen Lipiden (AA, AEA und DiC8) auf die TRESK-F145A /F352A-
Doppelmutante. A) Dosis-Wirkungsbeziehung von AA bei +40 mV, ICso: WT 2,35 + 0,51 uM (n = 7);
F145A/F352A 127,31 £ 7,69 uM (n = 9). B) Dosis-Wirkungsbeziehung von AEA bei +40 mV, ICso: WT 0,61 *
0,14 uM (n=9); F145A/F352A 11,79 + 1,35 uM (n = 9). C) Dosis-Wirkungsbeziehung von DiC8 bei +40 mV,
ICs0: WT 6,41 + 0,43 uM (n = 8); F145A/F352A 950,51 * 124,34 pM (n = 5). D) ICso-Werte von AA, AEA und
DiC8 bei den TRESK-WT Kzp-Kanal (schwarz) und den TRESK-F145A/F352A-Mutanten (orange) in einem
Balkendiagramm.
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3.3. Strukturelle Besonderheiten der
Inhibitionsmechanismen bei den TRESK K3p-
Kanadlen

Um die Beteiligung des SF am Schaltverhalten der Kandle bei den entsprechenden
Substanzen zu untersuchen, wurde im Bereich des SF die Punktmutation an der Position
116 (T116C) generiert. Dabei wurde in fritheren Arbeiten gezeigt, dass der SF eine
zentrale Schaltstruktur in den Kanilen ist, sodass es bei Mutationen im SF das
spannungsabhangige Schaltverhalten, die Regulierung des Membranzugs und die
Lipidregulierung aufgehoben werden (Schewe et al., 2016). Ahnliche Effekte wurden auch
bei TREK-, TRAAK- und TASK Kzp-Kanilen beobachtet. Diese hochkonservierte Position
in den Kzp-Kandlen spielt eine wichtige Rolle beim Spannungs- und Kalium-Flux-

Schaltverhalten innerhalb der Kzp-Kanal-Superfamilie (Schewe et al.,, 2016).

Im Folgenden wird auf die Wirkung dieser Mutation auf die Inhibition von TRESK Kap-

Kandlen durch Inhibitoren und Lipide eingegangen.

3.3.1. Die Bedeutung des SF fiir die Inhibition durch quartare
Ammoniumverbindungen, Chlorpromazin und BL-1249

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse zur Untersuchung des Einflusses der TRESK-
T116C-Mutante auf TEA, TButA, CPZ und BL-1249 dargestellt. Die T116C-Mutante
veranderte die Affinitdten von TEA, TButA und CPZ im Vergleich mit dem TRESK-WT Kzp-
Kanal nicht (Abb. 20 C-E). Im Unterschied dazu fiihrte die T116C-Mutante zu einer
Verschiebung der BL-1249-Affinitat um den Faktor 65 auf einen ICso-Wert von 780 + 50
uM (Abb. 20 F).
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Abbildung 20: Die Auswirkungen von TEA, TButA, CPZ und BL-1249 auf die TRESK-T116C-Mutante.
A) Vollstandige Inhibition des TRESK-WT Kzp-Kanals mit 100 mM TEA. B) Vollstandige Inhibition des
TRESK-T116C-Kanals mit 100 mM TEA. C) Dosis-Wirkungsbeziehung von TEA bei +40 mV, ICso: WT
5550,31+370,42 uM (n=5); T116C4030,91 + 320,34 pM (n = 13). D) Dosis-Wirkungsbeziehung von TButA
bei +40 mV, ICso: WT 3,30 = 0,37 uM (n = 5); T116C 3,81 % 0,33 uM (n = 6). E) Dosis-Wirkungsbeziehung
von CPZ bei +40 mV, ICso: WT 2,31 # 0,22 uM (n = 8); T116C 1,81 = 0,05 pM (n = 6). F) Dosis-
Wirkungsbeziehung von BL-1249 bei +40 mV, ICso: WT 12,15 + 1,21 uM (n = 10); T116C 780,45 + 50,64 uM
(n=8).
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Zum besseren Vergleich werden in Abbildung 21 die ICso-Werte von TEA, TBA, CPZ und
BL-1249 beim TRESK-T116C-Kanal und beim TRESK-WT Kzp-Kanalin einem

Balkendiagramm gegeniibergestellt.

W TRESK -WT
B TRESK-T116C

Log IC;, [uM]

*\’a (%“‘P el o u’p})

Abbildung 21: Der Einfluss von TEA, TButA, CPZ und BL-1249 auf den TRESK-WT Kzp-Kanal und die
TRESK-T116C-Mutante. Darstellung der ICso-Werte von TEA, TButA, CPZ und BL-1249 fiir den TRESK-WT
Kzp-Kanal (schwarz) und die TRESK-T116C-Mutante (rosa) in einem Balkendiagramm. Die ICso-Werte sind
in der Abbildung 20 aufgelistet.

3.3.2. Bedeutung des SF fiir die Inhibition durch endogene Lipide

Auch die endogenen Lipide (AA, AEA und DiC8) wurden an der T116C-Mutante
untersucht. Im Vergleich mit TRESK-WT Kzp-Kanal fiihrte die T116C-Mutante zu einer
Verschiebung der Affinitaten von AA, AEA und DiC8. Der ICso-Wert fiir AA lag bei 707,93
+ 388,0 uM, der fiir AEA bei 41,68 + 3,73 uM und der fiir DiC8 bei 42,01 + 2,42 uM (Abb.
22).
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Abbildung 22: Auswirkungen von AA, AEA und DiC8 auf die TRESK-T116C-Mutante. A) Dosis-
Wirkungsbeziehung von AA bei +40 mV, ICso: WT 2,35 £ 0,51 uM (n=7); T116C 707,93 + 388,03 uM (n =
5). B) Dosis-Wirkungsbeziehung von AEA bei +40 mV, ICso: WT 0,61 + 0,14 uM (n =9); T116C 41,68 + 3,73
UM (n =5). C) Dosis-Wirkungsbeziehung von DiC8 bei +40 mV, ICso: WT 6,41 + 0,43 uM (n=8); T116C 42,01
* 2,42 uM (n = 7). D) Darstellung der ICso-Werte von AA, AEA und DiC8 fiir den TRESK-WT Kzp-Kanal
(schwarz) und fiir die TRESK-T116C-Mutante (rosa) in einem Balkendiagramm.
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4. Diskussion

4.1. Die Wirkung von Pharmaka auf den TRESK Kzp-
Kanal

Kzp-Kandle werden in einer Vielzahl von Zelltypen exprimiert, in denen sie eine wichtige
Rolle bei der Regulation des Ruhemembranpotentials und der Erregbarkeit von Zellen
spielen. In den vergangenen 20 Jahren wurde die Inhibition von TRESK Kzp-Kanalen durch
unterschiedliche Modulatoren erforscht (Choe, 2002; Enyedi und Czirjak, 2010;
Feliciangeli et al.,, 2015). Die Modulation des TRESK Kzp-Kanals kann durch verschiedene
Substanzen die K*-Leitfahigkeit in Zellen verandern, in denen dieser Kanal exprimiert
wird. Die gesteigerte K*-Leitfahigkeit fiihrt zu einem starkeren K*-Einstrom und damit zu
einer Dampfung der zelluldren Erregbarkeit, wahrend die Inhibition der K*-Stréme eine
verstarkte Erregbarkeit der Zellen bewirkt. Sowohl die Inhibition als auch die Aktivierung
des TRESK Kgzp-Kanals liefern daher einen wichtigen Ansatz zur Beeinflussung der
zelluldren Erregbarkeit und dadurch auch zur Entwicklung von therapeutischen Optionen
fir die Behandlung unterschiedlicher Erkrankungen. Der TRESK Kzp-Kanal wird
spezifisch in den primdren sensomotorischen Neuronen der DRG und des
Trigeminusganglions exprimiert, weshalb er vermutlich an der Modulation der
physiologischen und auch der pathophysiologischen Nozizeption beteiligt ist (Enyedi und
Czirjak, 2015; Mathie und Veale, 2015). Wichtige funktionelle Daten, die auf die
Bedeutung dieses Kanals als Regulator der zelluliren Erregbarkeit in primaren
sensorischen Neuronen verweisen, konnten durch die Eliminierung und die
Uberexpression des TRESK Kzp-Kanals oder die Verwendung von pharmakologischen
Modulatoren der Kanalaktivitdt erschlossen werden (Dobler et al., 2007; Tulleuda et al.,
2011; Guo und Cao, 2014). Sowohl Lafreniére als auch Yang konnten nachweisen, dass die
Inhibition des TRESK Kgzp-Kanalstroms eine Rolle bei der Pathophysiologie von
neuropathischen und Migrane-Schmerzen spielt (Lafreniére et al., 2010; Yang et al,,
2018). Dabei wurde bereits gezeigt, dass mehrere pharmakologische Substanzen und

auch anorganische Modulatoren den TRESK Kzp-Kanalstrom hemmen kénnen.

In der vorliegenden Dissertation wurden sowohl bekannte (QA-Ionen) als auch
unbekannte (CPZ und BL-1249) TRESK Kzp-Kanalinhibitoren verwendet, um zu einem

besseren Verstiandnis des Mechanismus der TRESK Kzp-Kanalinhibitoren zu kommen.
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Die vorliegenden Ergebnisse zeigen in Ubereinstimmung mit der Literatur, dass QA-Ionen
mit steigender Seitenkettenlange den TRESK Kzp-Kanal mit immer hoéherer Potenz
inhibieren koénnen. Die inhibitorische Potenz hdngt also von der Lidnge der
Alkylseitenseitenkette ab. Denn das Stickstoffatom der kurzkettigen QA-lonen ist nicht
genau in einer zentralen Position lokalisiert, was zu den geringen Affinitdten gegentiber
dem TRESK Kgzp-Kanal fiihrt. Eine Verlangerung der Alkylkette bringt das QA-Ion jedoch
an eine zentralere Position innerhalb der vorgeschlagenen Bindungsstelle und erméglicht
so eine zunehmend bessere Interaktion unterhalb des SF. Neben dieser allgemeinen
Affinitatssteigerung bei zunehmender Kettenldnge verdndert sich auch die Kinetik der
TRESK Kzp-Kanalhemmung dramatisch (Piechotta etal., 2011). Diese Ergebnisse stimmen
insgesamt gut mit unseren experimentellen Daten iiberein und belegen dadurch auch die

Genauigkeit unserer Messungen (Kapitel 3.1.1).

CPZ ist ein typisches Antipsychotikum, das zur Behandlung von Schizophrenie, bipolaren
Storungen und akuten Psychosen eingesetzt wird (Mann und Marwaha, 2021). Die
Wirkung von CPZ wurde bereits am TREK-1 Kzp-Kanal untersucht, wobei allerdings der
Wirkmechanismus bisher nicht geklart werden konnte (Patel et al., 1998). Das
Pharmakon BL-1249 kennt man seit 2005 als K*-Kanalaktivator in glatten Muskelzellen
der Blase und wurde 2014 als ein potenter Aktivator des TREK Kzp-Kanals beschrieben
((Tertyshnikova et al., 2005; Veale et al., 2014). Der Wirkmechanismus von BL-1249
wurde in einer kiirzlich veroffentlichten Studie der Arbeitsgruppe um Prof. Thomas
Baukrowitz am TREK-2 Kzp-Kanal untersucht. Dabei ergab sich, dass BL-1249
elektrostatisch die K*-lonenkonzentration in der Kavitat erhéht und dadurch zu einer

Aktivierung des Kanals fiihrt (Schewe et al., 2019).

Es konnte erstmals nachgewiesen werden, dass sowohl CPZ als auch BL-1249 den TRESK
Kzp-Kanalstrom im mikromolaren Bereich blockieren (Abb. 9 und 10). Um zu klaren, ob
auch die untersuchten Pharmaka den TRESK Kzp-Kanal liber den elektrostatischen
Mechanismus inhibieren, wurden weitere Untersuchungen durchgefiihrt, deren

Ergebnisse in den folgenden Abschnitten beschrieben und diskutiert werden.
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4.2. Die Wirkung von endogenen Lipiden auf den
TRESK Kzp-Kanal

Membranlipide spielen eine wichtige Rolle bei der intrazellularen Kommunikation und
der Regulation von K*-Kanélen. Die aus der Plasmamembran stammenden Lipide sind an
der Modulation der Neuroinflammation beteiligt und féordern dadurch Krankheiten wie
Alzheimer, schwere Depression, ischdmische Verletzungen, Gehirnalterung und Migrane.
Die Membranlipide 16sen Signalereignisse aus und spiegeln so den Stoffwechselzustand
der Zelle wider. Solche Lipide, wie Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2),
mehrfach ungesattigte Fettsduren (PUFA) und ihre Derivate, werden daher schon langere
Zeit untersucht. Dabei wurde bereits gezeigt, dass die Ki-Kanale durch PIP2 aktiviert und
durch langkettiges Acyl-Coenzym-A (LcCoA) inhibiert werden (Baukrowitz et al., 1998;
Lopes et al., 2002; Schulze et al., 2003; Rapedius et al., 2005; Logothetis et al., 2007). Die
Wirkmechanismen sind zwar getrennt, aber dennoch miteinander verbunden, sodass
etwa PIP2 durch LcCoA von seiner Bindungsstelle verdrangt wird, ohne den Kanal zu
aktivieren (Tucker und Baukrowitz, 2008). Die K,-Kandle werden durch langkettige
PUFA, einschlief3lich AA, Docosahexansdure (DHA) und AEA blockiert. Durch einen
Mutationsscreen konnte gezeigt werden, dass sie in die Pore des Kanals gelangen, mit
hydrophoben Resten in der Kavitit interagieren und dadurch den Ky-Kanal inhibieren

(Decher etal., 2001).

Demgegeniiber sind die strukturellen Voraussetzungen und Mechanismen bei der
Lipidregulation der Kzp-Kanale nicht einheitlich. Dabei kann man annehmen, dass das
negativ geladene PIP2 in den TREK Kzp-Kandlen {iiber einen elektrostatischen
Mechanismus mit fiinf positiv geladenen Aminosduren im proximalen C-Terminus

interagiert und so den Kanal aktiviert (Chemin et al., 2005).

AEA wird von Neuronen freigesetzt und fungiert als retrograder Botenstoff zur
Aktivierung der Cannabinoid-Rezeptoren, um zB. der TRPV1-Aktivierung
entgegenzuwirken und Schmerzen in Situationen zu dampfen, in denen das
Nervensystem erregt ist (Téth et al., 2009). Eine Zielsetzung der vorliegenden Arbeit
besteht darin, die strukturellen Elemente zu identifizieren, die fiir die Wirkung der
endogenen Lipide verantwortlich sind und Hinweise zu den Mechanismen zu erschliefden,

wie sie das TRESK Kp-Kanalschaltverhalten modulieren.
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Deshalb wurden weitere endogene Lipide wie AEA und DiC8 untersucht, deren Wirkung
fir einige Kzp-Kanile bekannt ist, aber fiir die TRESK Kzp-Kandle z. T. noch nicht
beschrieben wurde. Dabei ist bekannt, dass der TRESK Kzp-Kanal durch AA und andere
langkettige PUFA gehemmt wird, z. B. durch DHA (Sano et al., 2003). Interessanterweise
konnte nachgewiesen werden, dass der TRESK-Kanal auch durch das

membrandurchlassige DiC8 und das Endocannabinoid AEA gehemmt wird (Abb. 16).

4.3. Der Effekt von Inhibitoren auf die F145A/F352A-
TRESK Kzp-Kanalmutante

Durch aufgeklarte Kristallstrukturen weif man mittlerweile mehr tliber die relevanten
Regionen im SF und die strukturelle Lokalisierung von Schaltmechanismen in
verschiedenen Kyp-Unterfamilien. Bisher wurden fiir drei Unterfamilien TWIK-,

TREK/TRAAK- und TASK-Kristallstrukturen beschrieben.

Dabei zeigte sich, dass die Ki-- und die Ky-Kandle iiber ein Helix-Bundle-Crossing-Gate
(HBC) verfiigen, das durch die Kreuzung der TMD4 am Eingang der intrazellularen Pore
gebildet wird und den Zugang von K*-lonen zur Pore als eine Reaktion auf verschiedene
Modulatoren beeinflusst. Dieses Tor ist allosterisch an den SF gekoppelt und leitet die K*-
Ionen zur extrazelluldaren Seite. Im Unterschied dazu fehlt den TREK Kzp-Kanéalen ein HBC.
In der Arbeitsgruppe von Prof. Baukrowitz konnte nachgewiesen werden, dass die Pore
auch im inaktiven Zustand offen und fiir QA-Ionen zuganglich ist (Piechotta et al., 2011;
Rapedius et al, 2012). Diese Ergebnisse konnten durch die spatere Aufklarung der
Kristallstrukturen bestdtigt werden und ermoglichen einen Vergleich von TMD2- und
TMD4-Konformationen in offenen und geschlossenen Kzp-Kandlen, z. B. TRAAK (Brohawn

etal., 2013), TREK-2 (Dong et al., 2015) und TREK-1 (Lolicato et al., 2017).

Die Kzp-Kandle werden demgegentiber am SF als priméare Schaltstruktur angesteuert. Die
Mutationen in der Nahe der S4-K+*-Bindungsstelle beeinflussen die Aktivierung der TREK
Kzp-Kandle stark (Piechotta et al, 2011). Der SF konnte anschlieffend durch
Mutationsstudien als eine gemeinsame molekulare Schaltstruktur fiir aktivierende und

hemmende Modulatoren identifiziert werden (Bagriantsev et al., 2011).

Interessanterweise konnte kiirzlich in TASK-1 K»p-Kanilen eine zusatzliche Konstriktion

am intrazelluliren Poreneingang nachgewiesen werden, die als ,X-Gate’ bezeichnet
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wurde. Dadurch konnte eine zweite Barriere fiir die lonenpermeation iiber den SF hinaus
beschrieben werden. Nach den Autoren handelt es sich dabei um eine raumliche
Einschniirung, die in der TREK/TRAAK-Unterfamilie nicht vorkommt und Blocker in der
Pore einfangen kann. Mutationen in diesem ,X-Gate‘ erh6hen die Kanalaktivitdt und heben
die Regulation durch volatile Anasthetika auf (Rodstrom et al, 2020). Mit dieser
Kristallstruktur konnte gezeigt werden, dass es kein universelles Schaltverhalten in allen
Kzp-Kandlen gibt und die Unterfamilien tiber unterschiedliche strukturelle

Implementierungen eines Gatters verfiligen.

Flir viele Ionenkandle wurde das Konzept eines hydrophoben Schaltverhaltens postuliert
(Aryal et al., 2015). Auf der Grundlage von MD-Simulationen (molecular dynamics)
konnte eine hydrophobe ,Manschette identifiziert werden, die aus den

gegeniiberliegenden Resten L146 und L261 besteht (Ben Soussia et al., 2019).

Dartiber hinaus wurde in der Pore von TRESK K>p-Kandlen eine Verengung beschrieben,
die als allgemeine Inhibitor-Bindungsstelle und/oder fiir das Schaltverhalten-relevante
Struktur fungieren koénnte: Mit Computerstudien konnte am TRESK Kzp-Kanal ein
hydrophober Ring aus vier Phenylalaninen gezeigt werden, die sich in der Porenhohle
befinden und eine Inhibitor-Bindungsstelle mit F145 und F352 bilden (Kim et al., 2013).
Dabei wurde die Hypothese aufgestellt, dass die m-Stapelwechselwirkungen fiir die
TRESK Kzp-Kanalinhibition verantwortlich sind, wobei die F145A/F352A-Doppelmutante
die Stromhemmung durch diese Substanzen aufhebt (Lengyel et al., 2018).

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die oben genannten Phenylalanine
tatsachlich ein Teil der Bindungsstelle oder der fiir das Schaltverhalten relevanten
Struktur im TRESK Kgzp-Kanal sind. Da bis heute keine Kristallstruktur des TRESK Kap-
Kanals beschrieben wurde, wire eine Modellierung der Pore und eine Identifizierung
moglicher fiir das Schaltverhalten relevanter Reste ein wichtiger Ausgangspunkt fiir die
Entdeckung struktureller Merkmale, die fiir die Entwicklung neuer Modulatoren fiir die
zukinftige Schmerzbehandlung verwendet werden konnten. Deshalb wurden mehrere
Pharmaka und bekannte physiologische Modulatoren von Kzp-Kandlen in ihrer Wirkung
auf TRESK Kgzp-Kandle und die F145A/F352A-Doppelmutanten untersucht. Bei der
Doppelmutante ergab sich eine Verschiebung der apparenten Affinitit und eine
verringerte Hemmung durch die Substanzen im Vergleich mit TRESK-WT Kgzp-Kanal
(siehe Kapitel 3.1.4 und 3.2.2). Die Hemmung durch AA, AEA und DiC8 war bei der
F145/F352A-Doppelmutante reduziert, was sich durch die Verschiebung der Affinitéat zu
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hoheren ICso-Werten zeigte (Abb. 19). Insbesondere bei DiC8 konnte ein ausgepragter
Effekt nachgewiesen werden (ca. 184,44-fach im Vergleich mit dem TRESK-WT Kap-
Kanal). Im Vergleich damit beeinflusste die F145A/F352A-Mutante die TEA-Affinitat nur
geringfligig mit einer 2- bis 3-fachen Verschiebung, weil TEA wegen der kiirzeren
Alkylreste nur eine geringere hydrophobe Interaktion mit Phenylalanin eingehen kann

(Abb. 14 A).

In Ubereinstimmung mit veréffentlichten Ergebnissen stiitzen die Ergebnisse zur
Mutagenese stark die Annahme, dass die Phenylalanine F145/F352 an der Bindungsstelle

fiir die untersuchten Substanzen beteiligt sind.

4.4. Der Wirkmechanismus von Inhibitoren am TRESK
K.p-Kanal

Trotz der Fortschritte beim Verstindnis der molekularen Pharmakologie von Kzp-
Kanalinhibitoren weifs man aktuell noch wenig tiber die Inhibitionsmechanismen und das
Schaltverhalten von TRESK Kzp-Kanalen. Wie in den Kapiteln 3.1.5 und 3.2.3 dargestellt
wurde, werden QA-lIonen, wie TEA und TButA, zur Aufklarung der Porenstruktur und des
Schaltverhaltens auch von TRESK Kzp-Kandlen verwendet. Piechotta und Kolleg*innen
konnten dabei bereits durch QA-Ionen den Block von Kzp-Kanélen und ihre Bindungsstelle

beschreiben (Piechotta et al,, 2011).

Zur weiteren Eingrenzung der Inhibitor-Bindungsstelle und zur Aufklarung des
Wirkmechanismus wurden in der vorliegenden Arbeit Kompetitionsexperimente mit TEA
und TButA und verschiedenen anderen Substanzen durchgefiihrt, deren Bindungsstellen
nicht bekannt sind. QA-lonen sind klassische Porenblocker und binden in der

Porenkavitat unterhalb des SF (Piechotta et al., 2011).

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die Gegenwart von QA-
Ionen zu einer entsprechenden Veranderung der apparenten Affinitdt von endogenen
Lipiden (AA, AEA und DiC8) und CPZ fiihren (Abb. 12 und 19). Diese Ergebnisse legen
nahe, dass auch die untersuchten Lipide und CPZ in der Porenkavitat des TRESK Kgzp-
Kanals binden und eine liberlappende Bindungsstelle mit den QA-Ionen wahrscheinlich

ist. Eine Ausnahme ergab sich hier allerdings bei BL-1249. Dabei konnte gezeigt werden,
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dass die BL-1249-Inhibition von TRESK Kzp-Kanalen nur durch TButA, aber nicht durch
TEA antagonisiert wird (Abb. 13). Wahrend sich mit TEA die Bindungsstellen nicht
tiberlappen, ist TButA grofder, sodass es ein wesentlich grofieres Volumen in der Pore
einnimmt. BL-1249 liegt damit innerhalb des spharischen Volumens von TButA, aber
aufderhalb des kleineren TEAs dhnlich wie im TREK-2 Kzp-Kanal, bei dem auch nur ein
Uberlappen von BL-1249 mit dem gréferen Tetrahexylammonium (THexA) aber nicht
mit TEA nachgewiesen werden konnte (Abb. 23) (Schewe et al., 2019).
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Abbildung 23: Darstellung der BL-1249-Bindungsstelle im TREK-2 Kzp-Kanal im Vergleich mit
THexA und TEA. (A) Die Struktur zeigt den TREK Kzp-Kanal, wobei die rosa Kugeln die Positionen der
Bromatome in einem bromierten BL-1249-Molekiil (BL-1249-Br) darstellen, das man durch die
Kristallisation von TREK-2 Kzp-Kanal und BL-1249-Br erhalten hatte. Die K*-lonen werden schwarz
dargestellt. (B) Die gleiche Struktur ergibt sich auch bei sphérischen Darstellungen von THexA (griin) und
TEA (blau) mit ihren zentralen Stickstoffatomen (gelb). Die Br-Atome (rosa) liegen innerhalb der Sphare
von THexA, aber nicht innerhalb der von TEA (modifiziert nach Schewe et al., 2019).

Ausgehend von dieser Annahme wurde in der vorliegenden Arbeit Threonin 116 im
Selektivitatsfilter zu Cystein (T116C) mutiert, um weiter die Beteiligung des SF zu
untersuchen. In den fritheren Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass Mutationen im SF
innerhalb der Kzp-Kanalfamilie das spannungsabhdngige Schaltverhalten, die Regulierung
durch Membrandehnung und die Lipidregulierung reduziert, da die Kandle permanent
geoffnet sind und eine zusatzliche Modulierung liber den SF vermindert ist (Schewe et al.,
2016). Es konnte nachgewiesen werden, dass T116C im TRESK Kzp-Kanal keinen Einfluss
auf das Verhalten/Affinitat von klasischen Porenblockern (TEA und TButA) und CPZ hat.

Im Unterschied dazu zeigten BL-1249 und endogene Lipide (AA, AEA und DiC8) eine
deutliche Abschwachung der Inhibition bei der TRESK-T116C-Mutante (Abb. 20 F und
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22). Diese Beobachtung weist auf eine allosterische Inhibition von TRESK Kzp-Kanélen
hin, da ein Porenblock in der zentralen Kavitit nicht durch Mutationen im SF beeinflusst
werden sollte, wie es bei den QA-ionen der Fall ist. Die Ergebnisse der
Kompetitionsexperimente und die der Messungen an der TRESK-T116C-Mutante
stimmen dahingehend tiberein und legen die Vermutung nahe, dass BL-1249 und die
untersuchten endogenen Lipide (AA, AEA und DiC8) in der Porenkavitdt binden und tiber
einen allosterischen Inhibitionsmechanismus miindend auf den SF die lonenpermeation
storen. Rinne und Kolleg*innen konnten die molekularen Grundlagen fiir einen dhnlichen
und neuartigen Inhibitionsmechanismus fiir TASK-1 und TASK-3 Kzp-Kanéle beschreiben,
der allosterisch und spannungsabhdngig funktioniert. Dabei wurde gezeigt, dass
Bupivacain seitlich in der Porenkavitat des TASK-1 und TASK-3 Kzp-Kanals bindet und
liber einen allosterischen Inhibitionsmechanismus das Schaltverhalten beeintrachtigt

(Rinné et al., 2019).

Flir TRESK Kzp-Kandle wurden bisher keine kristallographischen Strukturen gelost, aber
die vermuteten Bindungsstellen und die hier erstmals gezeigten Evidenzen fiir einen
allosterische Inhibitionsmechanismus ermdglicht ein besseres Verstindnis liber die
Struktur des TRESK Kzp-Kanals. Wie bereits Rinné und Kolleg*innen fiir den TASK-1 und
TASK-3 Kzp-Kanal spekulierten, ist die Bindungsstelle in der Seitenfenestrierung ein
potenziell interessanter Ansatzpunkt fiir weitere Untersuchungen (Rinné et al., 2019).
Man kann davon ausgehen, dass auch TRESK Kzp-Kanéle seitliche Fenestrierungen der
Porenkavitat haben, sodass die Bindung von BL-1249 und endogenen Lipiden (AA, AEA,
DiC8) allosterisch das spannungsabhdngigen K*-Fluss-Schaltverhalten blockieren kann.
Diese Seitenfenster konnten die molekulare Basis fiir neuartige und fiir TRESK Kzp-Kanaéle

spezifische Inhibitoren bilden.
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Abbildung 24: Schematische Darstellung des allosterischen Inhibitionsmechanismus bei einem
TRESK Kzp-Kanal. Diese Abbildung gibt die Konformation des SF an. Das Vorhandensein von allosterischen
Blockern (AB) in den Seitenfenestrierungen (F) verhindert das K*-Flux-Schaltverhalten durch eine Stérung
der K+-Ionen-Belegung im SF, was zu reduzierten Auswértsstromen fithrt (modifiziert nach Rinné et al,,
2019).

Die vorliegenden Ergebnisse konnten dabei helfen, neuartige Modulatoren von TRESK
Kzp-Kanal zu entwickeln, die hochselektiv und wirksam sind und als prophylaktische
Medikamente verwendet werden konnten. Da der TRESK Kzp-Kanal entfernt mit anderen
Kzp-Kandlen verwandt ist, sollte es auch moglich sein, hochselektive TRESK Kop-
Kanalregulatoren zu entwickeln. Die Herausforderung wird dabei darin bestehen,
zusammengesetzte TRESK Kzp-Kanalmodulatoren zu entwickeln, ohne unerwiinschte

Nebenwirkungen zu verstarken.
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Abbildung 25: Schematische Darstellung der Bindungsstellen der Porenblocker (lila) und der
allosterischen Blocker (rot) im Vergleich. Wahrend die Porenblocker (TEA, TProA, TButA und CPZ) in
der Porenkavitédt unterhalb des SF binden, liegt die Bindungsstelle der allosterischen Blocker (BL-1249, AA,
AEA und DiC8) in der Seitenfenestrierung,
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5. Zusammenfassung

Bei Saugetieren wird die Vielzahl derzeit bekannter K*-Kandle in 4 grofde Familien
zusammengefasst. Dazu zdhlen spannungsregulierte (K,-Kandle), einwarts-
gleichrichtenden (K-Kanadle), Ca%*-aktivierte (Kc,,.-Kanile) und Zwei-Porendomanen
(Kzp-Kanadle) Kaliumkanadle. Sie sind an zahlreichen zellularen Funktionen des Korpers
beteiligt, wie der K*-Homodostase, der Zellvolumenregulierung, der zelluldren
Erregbarkeit und der Zellproliferation. Neben ihrer entscheidenden Rolle bei der
Einstellung des Ruhemembranpotentials regulieren sie dariiber hinaus die zellulare
Erregbarkeit durch Modulierung von Aktionspotentialen. Dies ist beispielsweise von
Bedeutung fiir Neurone, bei denen Kaliumstrome der Membrandepolarisation
entgegenwirken, die zuvor durch exzitatorische Kationenstrome, wie von Na*- und Ca?*-

lonen verursacht wird.

Unter den verschiedenen K+*-Kanalfamilien wurde die Familie der Kzp-Kandle als letzte
identifiziert und erstmals beschrieben. Die insgesamt 15 bekannten Kzp-Kanile werden
nach ihren strukturellen und funktionellen Eigenschaften in sechs Subfamilien unterteilt
(TWIK, TREK, TASK, TALK, THIK und TRESK). Besonders TREK K;p-Kandle werden durch
eine Vielzahl von physikalischen und chemischen Faktoren, zellularen Signalkaskaden

aber auch pharmakologischen Substanzen in ihrer Aktivitat moduliert.

In der vorliegenden Arbeit wurde der im Riickenmark exprimierte TRESK Kzp-Kanal
untersucht, der in den Hinterwurzel- und Trigeminusganglien exprimiert ist. Bis heute ist
die pharmakologische Regulierung von TRESK K;p-Kandlen wenig untersucht und folglich
sind Mechanismen, die das Schaltverhalten und somit die Aktivitit der Kanile bestimmen
nicht verstanden. Mittels Patch-clamp Technik wurden TRESK Kzp-Kandle,
liberexprimiert in Xenopus laevis Oozyten, untersucht und die Wirkung von
verschiedenen Substanzen (QA-lonen, CPZ und BL-1249) und endogenen Lipiden (AA,
AEA und DiC8) gemessen. Interessanterweise blockierten alle untersuchten Substanzen
dosisabhdngig TRESK Kzp-Kandle mit wiederum unterschiedlicher Affinitiat. Zur ersten
Abschatzung potenzieller Bindungsstellen wurden Kompetitionsexperimente mit
bekannten Porenblockern und Messungen an Porenmutationen (z. B. F145A/F352A-
Doppelmutante) durchgefiihrt. Folglich zeigen die Ergebnisse, dass sowohl untersuchte
Substanzen (CPZ und BL-1249), als auch endogene Lipide (AA, AEA und DiC8) im Bereich

der inneren Porenkavitit binden und dadurch TRESK K2p-Kanale inhibieren.
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Weitere Patch-clamp Messungen an TRESK Kjp-Kandlen mit Mutationen im
Selektivitatsfilter (T116C) legen zudem nahe, dass BL-1249 und endogene Lipide keine
direkte Porenokklusion verursachen, sondern durch eine mehr laterale Bindung in der
inneren Porenkavitdt zu einer allosterischen Inhibition/Inaktivierung des SF von TRESK

K;p-Kanilen fiihren.

TRESK Kzp-Kandle stellen interessante Zielproteine flir die Entwicklung von neuen
pharmakologischen Substanzen dar, da sie mitunter im Pathogenese-Weg von
bestimmten Formen der Migrane von Bedeutung sind. Dariiber hinaus kénnten zukiinftig
Modulatoren von TRESK Kzp-Kandlen moglicherweise auch bei anderen Schmerzformen

eingesetzt werden.
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6. Summary

Four major mammalian K* channels have been identified based on their structural and
functional properties: voltage-gated Ky channels, inward-rectifying Ki- channels, calcium-
activated Kca2* channels and the two-pore domain potassium (Kzp) channels. These
channels are involved in numerous cellular functions, such as K*-homeostasis, cell volume
regulation, cellular excitability and proliferation. In addition to their role in regulating the
resting membrane potential, Kzp channels regulate cellular excitability. This is particularly
important in neurons, where potassium currents counteract the depolarisation caused by
other excitatory Na*, Ca%* or nonselective cation channels. Thus, the potassium channels

can regulate neuronal excitability and influence the action potential.

Among the various K*-channel families, the Kzp channel family was the last to be identified
and described. The 15 known Kzp channels are classified into six subfamilies (TWIK,
TREK, TASK, TALK, THIK and TRESK) based on their structural and functional properties.
These channels are regulated by a variety of physicochemical factors and signaling

pathways. The best investigated Kzp channel is the polymodal-regulated TREK-1.

In this work TRESK Kzp channels and their regulation were examined. Expression of this
channel is most common in the dorsal root and trigeminal ganglia. To date, no mechanism
of TRESK channel gating hast been described in molecular detail, especially

pharmacological activation/Inhibition is poorly understood.

Here, the effect of various substances (QA ions, CPZ and BL-1249) and endogenous lipids
(AA, AEA and DiC8) on TRESK channel activity was examined using the patch-clamp
technique. Interestingly, all investigated substances showed a marked inhibiting effect on
TRESK channels with varying apparent affinities. Subsequently, competition experiments
with established pore blockers (QA ions) and measurements of TRESK F145A/F352A
mutant channels were carried out to clarify the binding site of these substances in the
TRESK channel. My results suggest that both the compounds (CPZ and BL-1249) and
endogenous lipids (AA, AEA and DiC8) bind to the pore cavity and inhibit the TRESK

channel by direct pore occlusion.

Furthermore, patch-clamp measurements on TRESK T116C mutant channels provided
further insights into the mechanism of action of CPZ, BL-1249 and endogenous lipids, such

as AA, AEA and DiC8. T116C mutant channels show a dramatic reduction of the apparent
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affinity of these compounds in direct comparison to QA inhibition pointing to a different

binding site and an allosteric mechanism of ion permeation inhibition to SF closure.

TRESK channels represent an interesting target for pharmacological manipulation hence
their implication in migraine pathogenesis. Further investigations may lead to new

approaches for the treatment of migraine headaches and other forms of pain in humans.
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