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1. Einleitung

1.1  Kaliumkanale

Die Zellmembran besteht aus einer Lipid-Doppelschicht und dient der Abschirmung des
Zellinneren vom Extrazelluldrraum. Die Zellmembran ist fiir Gase und lipophile Substanzen
durchldssig, fiir hydrophile Molekiile und Ionen stellt sie hingegen eine Barriere dar.
Transmembranproteine, die in die Zellmembran eingelagert sind, ermdglichen einen Austausch
von lonen und hydrophilen Molekiilen zwischen dem Intrazelluldr- und dem Extrazelluldrraum.
Man unterscheidet zwischen Ionenkanélen, Carriern und Pumpen. Ionenkanéle sind komplex
regulierte, porenbildende Transmembranproteine, die einen schnellen Fluss von 10°-108 Ionen
pro Sekunde iiber die Zellmembran ermdglichen. Der Ionenfluss erfolgt dabei entlang des
elektrochemischen Gradienten. Ionenkandle ermdglichen grundlegende physiologische
Prozesse wie die Erregungsausbildung und Erregungsfortleitung in Nervenzellen, die
Muskelkontraktion oder die Hormonausschiittung und zeigen neben der hohen Permeabilitét

eine hohe Selektivitit fiir permeierende lonen (Ashcroft, 2000; Hille, 2001).

Die grofite Gruppe der Ionenkanile reprasentieren die kaliumselektiven Ionenkanile, fiir die
iiber 80 Gene im menschlichen Genom kodieren (Villa & Combi, 2016). Die Kaliumkanile
(K*-Kanile) werden in vier Familien unterteilt: einwérts rektifizierende Kaliumkanile
(inwardly rectifiying, Kir), Zwei-Porendoménen-Kaliumkanile (K2p), spannungsabhingige

Kaliumkanéle (voltage-activated, Kv) und kalziumaktivierte Kaliumkanéle (Kca).

Ein funktionsfahiger Kaliumkanal besteht meistens aus vier o-Untereinheiten, die
tetrasymmetrisch angeordnet sind (MacKinnon, 1991). Eine a-Untereinheit besteht aus
mindestens zwei membrandurchspannenden Doméinen, sog. Transmembran (TM)-Doménen,

und einer dazwischen liegenden Poren (P)-Doméne.

Einwirts rektifizierende Kaliumkanéle setzen sich aus vier a-Untereinheiten zusammen,
welche jeweils zwei TM-Doménen und eine P-Domidne (2TM/1P) enthalten. Zwei-
Porendoménen-Kaliumkanile setzen sich aus zwei o-Untereinheiten mit jeweils vier TM-
Doménen und zwei P-Doménen (4TM/2P) zusammen. Einen funktionellen Kanal konnen Kap-
Kanile bilden, indem sie sich als Dimer und nicht als Tetramer formieren. Bis heute wurden 15
Kop-Kanile beschrieben. Sie lassen sich in die sechs Subfamilien einteilen: TWIK, TREK,
TASK, TALK, THIK und TRESK (Enyedi & Czirjak, 2010).



Zur Gruppe der Kaliumkanéle mit sechs TM-Domainen und einer P-Doméne (6TM/1P) gehoren
die kalziumaktivierten Kaliumkanéle und die spannungsabhéngigen Kaliumkanéle (Coetzee et
al., 1999). Ein wichtiger Vertreter der Kv-Kanéle ist der hERG (human ether-a-gogo-related
gene)-Kanal, der in Herzmuskelzellen fiir die schnelle Repolarisation verantwortlich ist. Die
kalziumaktivierten Kaliumkandle lassen sich auf Grundlage ihrer Leitfdhigkeit in drei
Subfamilien einteilen: kalziumaktivierte Kaliumkanéle mit einer hohen Leitfdhigkeit von 100
bis 300 pS (big-conductance, BKca, Slo1, Maxi-K, Kca1.1), kalziumaktivierte Kaliumkandle mit
einer mittleren Leitfdhigkeit von 25 bis 100 pS (intermediate-conductance, IKca) und
kalziumaktivierte Kaliumkanile mit einer geringen Leitfdhigkeit von 2 bis 25 pS (small-
conductance, SKca). IKca- und SKca-Kanidle werden durch geringe intrazelluldre Kalzium
(Ca?>")-Konzentrationen aktiviert und sind unempfindlich gegeniiber Spannungsinderungen.
Der BKce-Kanal wird hingegen durch eine Anderung des Membranpotentials (Depolarisation)
und durch eine Erhohung der intrazelluliren Ca?"-Konzentration aktiviert (Gueguinou et al.,

2014).

1.2  Kalziumaktivierter Kaliumkanal (BKca-Kanal)

1.2.1 Struktur und Biophysik

Der BKca-Kanal besteht aus einem Komplex mit vier porenformenden o-Untereinheiten und
zusitzlich assoziierten [B-Untereinheiten. Die o-Untereinheiten werden durch das Gen
KCNMAT1 im menschlichen Genom kodiert. Das KCNMA1-Gen ist in dem menschlichen
Chromosom 10qg22.3 zu finden (Bailey, Moldenhauer, Park, Keros, & Meredith, 2019). Seine
funktionelle Vielfalt erhédlt der BKca-Kanal durch unterschiedliche Spleivarianten der
KCNMAI1-RNA, durch Proteinphosphorylierung sowie durch die gewebsspezifische
Modulation seiner regulatorischen B-Untereinheiten (Orio & Latorre, 2005). Es konnten vier
verschiedene B-Untereinheiten identifiziert werden (Orio, Rojas, Ferreira, & Latorre, 2002).
Sie werden durch die Gene KCNMB1-4 kodiert (Bailey et al., 2019). Die f1-Untereinheit wird
in glatten Muskelzellen exprimiert. Eine Koexpression der a- und 1-Untereinheit erhoht die
Kalzium- und Spannungssensitivitdt des BKca-Kanals (Dworetzky et al.,, 1996). Die p2-
Untereinheit wird im Gehirn und in chromaffinen Zellen exprimiert (Wallner, Meera, & Toro,
1996; Xia, Ding, & Lingle, 1999). Die B3-Untereinheit findet sich im Pankreas, im Hoden, in
der Hypophyse, in der Niere sowie im Gehirn (Xia, Ding, Zeng, Duan, & Lingle, 2000). Die
4-Untereinheit wird im Gehirn exprimiert (Lee & Cui, 2010). Eine Koexpression der o- und
4-Untereinheit senkt die Kalziumsensitivitdt des BKca-Kanals (Brenner et al., 2000; Meera,
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Wallner, & Toro, 2000). In dieser Arbeit wurde die o-Untereinheit des mBKca-Kanals

untersucht. Auf zusétzlich assoziierte 3-Untereinheiten wurde verzichtet.

Die a-Untereinheit des BKca-Kanals umfasst, abweichend von der Zugehorigkeit zur Gruppe
der Kaliumkandle mit sechs TM-Doménen und einer P-Doméne (6TM/1P), sieben TM-
Doménen (S0-S6). Die zusidtzliche TM-Doméne SO und der extrazellulire N-Terminus
unterscheiden den BKca-Kanal von anderen Kaliumkanédlen mit sechs TM-Dominen und
ermdglichen eine Interaktion mit den zusétzlich assoziierten -Untereinheiten (Bailey et al.,
2019). Die TM-Domine SO interagiert aullerdem direkt mit der spannungsvermittelnden
Domine (voltage sensing domain, VSD) und beeinflusst hieriiber die Konformation des BK ca-
Kanals (Liu et al., 2008). Die TM-Doménen S1-S4 bilden die spannungsvermittelnde Doméne,
welche Verdnderungen des Membranpotentials registriert und vermittelt (Rockman, Vouga, &
Rothberg, 2020; Zang, Zhang, Hu, & Wang, 2018). Die TM-Domine S4 enthilt eine
Aminosduresequenz mit drei positiv geladenen Arginin-Resten (R196, R199, R202) und dient
als hauptséachlicher Spannungssensor in der VSD (X. Tao, Hite, & MacKinnon, 2017). Die TM-
Dominen S5 und S6 bilden gemeinsam die Poren-Domine. Die S6 Helices der vier a-

Untereinheiten formen die Pore und somit den Weg fiir die permeierenden Kaliumionen.

Die BKca-Kanalpore bleibt Richtung intrazelluldr physikalisch offen mit einem Radius von ~6
A (Jia, Yazdani, Zhang, Cui, & Chen, 2018; W. Li & Aldrich, 2004; Wilkens & Aldrich, 2006).
Ein hydratisiertes Kaliumion gelangt somit ungehindert vom Intrazelluldrraum {iber den
Poreneingang in die BKca-Kanalkavitit. AnschlieBend muss das Kaliumion den
Selektivititsfilter (SF) am extrazelluldren Ende der Pore passieren. Der Selektivitétsfilter bildet
die engste Stelle der Kanalpore und enthélt vier Kaliumbindungsstellen (S1- S4). Daneben gibt
es noch zwei weitere lonenbindungsstellen: S5 am intrazelluldren Poreneingang und SO am
extrazelluliren Porenausgang. Der Selektivititsfilter ist gekennzeichnet durch eine
charakteristische Aminosduresequenz (Salkoff, Butler, Ferreira, Santi, & Wei, 2006). Die
Carbonylsauerstoffatome innerhalb dieser Aminosduresequenz kdnnen die Hydrathiille eines
permeierenden Kaliumions (Radius 1,33 A) passgenau ersetzen und eine Dehydratation des
Kaliumions ermoglichen. AnschlieBend wird das Kaliumion in den Extrazelluldrraum
entlassen. Dieser Hydrathiillenersatz ist Grundlage der hohen Selektivitit der Kaliumkanéle.

Natriumionen (Radius 0,95 A) konnen den Kanal nicht passieren (Fakler & Jonas, 2011). Die



Permeation von Rubidiumionen (Rb*, Radius 1,48 A) ist dem BKca-Kanal allerdings moglich

(Demo & Yellen, 1992; Doyle et al., 1998; Swenson & Armstrong, 1981).

Die Poren-Doméne und die spannungsvermittelnde Doméne interagieren iiber den S4-S5
Linker sowie liber die benachbarten, gegenlédufig verlaufenden, dicht gepackten TM-Doménen
S4 und S5 miteinander (Hite, Tao, & MacKinnon, 2017). Die TM-Doméne S6 ist iiber einen
C-Linker mit der zytosolischen Domine (cytosolic tail domain, CTD) verbunden. Die
Hauptkomponenten der zytosolischen Domine sind die regulatorischen Doméanen RCK1 und
RCK2 (regulator of conductance for K*) (Zhu, Ye, Chen, & Zhang, 2018). Vier zytosolische
Doménen eines tetrameren BK ca-Kanals bilden gemeinsam eine Gating Ring Struktur, welche
als Kalziumsensor dient und entscheidend fiir die allosterische Aktivierung des BK ca-Kanals
durch Kalzium ist (Zhu et al., 2018). RCK1 besteht aus 266, RCK2 aus 376 Aminosduren
(Yuan, Leonetti, Pico, Hsiung, & MacKinnon, 2010). Jede RCK-Doméne kann unterteilt
werden in drei Subdoménen: die Rossmann-Faltung formt den zentralen Kern des Gating Rings,
das Helix-Crossover verbindet RCK1 und RCK2 in derselben a-Untereinheit und der C-
Terminus, welcher sich in der Peripherie befindet und die Integritit der Gating Struktur

aufrechterhélt (Yang, Zhang, & Cui, 2015).
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Abbildung 1: Struktur des BKca.-Kanals. (A) Membrantopologie einer a-Untereinheit des BKca-
Kanals, dargestellt sind die sieben TM-Doménen S0-S6. S1-S4 bilden die spannungsvermittelnde
Domaéne. S5, P und S6 bilden die Poren-Doméne; RCK1 und RCK2 bilden die zytosolische Doméne
(B) Struktur des humanen BKc,-Kanals (Proteindatenbank 6V38). Die spannungsvermittelnde Doméne
(griin) und die Poren-Domine (orange) sind aus Ubersichtsgriinden nur von zwei a-Untereinheiten
dargestellt. Ca**-Ionen (gelb) binden an der zytosolischen Doméne (rot und blau) (Cui, 2020; Xiao Tao
& MacKinnon, 2019).



1.2.2 Gating-Mechanismen

Ionenkandle konnen durch ihr Kanalschaltverhalten (Gating) unterschiedliche
Konformationszustinde annehmen. Man unterscheidet im einfachsten Ausdruck einen fiir die
betreffenden Ionen durchldssigen (offenen, aktivierten) lonenkanal von einem fiir Ionen

undurchlédssigen (geschlossenen, inaktivierten) lonenkanal.

Die Aktivierung von Kaliumkanilen basiert auf zwei grundlegenden Gating-Mechanismen, die
deren Offnung steuern: die Erweiterung des ,,unteren Gates (sog. Helix-Bundle Crossing) am
intrazelluldren Poreneingang, wie sie von Ki- und Ky-Kanilen genutzt wird, sowie die
Aktivierung eines Selektivititsfilter-Gates. Die derzeitige Hypothese ist, dass der BK ca-Kanal
sowohl ein zytoplasmatisches Gate an der HBC-Region als auch ein Selektivitdtsfilter-
Gate besitzt (Chen, Yan, & Aldrich, 2014; Horrigan & Aldrich, 2002; Jia et al., 2018; Magleby,
2003; Schewe et al., 2019; Wilkens & Aldrich, 2006; Y. Zhou, Xia, & Lingle, 2011). Dariiber
hinaus wird auch ein hydrophober Gating-Mechanismus in der tiefen Porenregion des BKca-
Kanals diskutiert (Jia et al., 2018). Die Aktivierung des oberen Gates, des Selektivititsfilters,
wurde in den letzten zwei Jahrzehnten fiir Kop-Kanéle angenommen (Bagriantsev, Peyronnet,
Clark, Honore, & Minor, 2011; Niemeyer, Cid, Gonzalez, & Sepulveda, 2016). Neelsen et al.
(2024) konnten in den kiirzlich aufgeldsten Cryo-EM-Strukturen von TASK-1 und TASK-2
auch ein zytoplasmatisches Gate nachweisen. Funktionell konnten sie nachweisen, wie die
Bindung von Ionen im Selektivititsfilter auch die Offnung eines zytoplasmatischen Gates im
Kop-Kanal TALK-2 beeinflusst. Stimuli, die den Selektivititsfilter Offneten (pH-Wert,
Rubidium, Membrandepolarisation), konnten auch das zytoplasmatische Gate offnen.
Umgekehrt erleichterte die Offnung des unteren Gates das Offnen des Selektivititsfilters. In
hERG-Kanilen koexistieren das Helix-Bundle Crossing und das Gate innerhalb des

Selektivititsfilters (Smith, Baukrowitz, & Yellen, 1996; Vandenberg, Perozo, & Allen, 2017).

1.2.3 Physiologie und Pathophysiologie

Physiologie

Der BKca-Kanal wird im Nervensystem, in der Muskulatur, im Knochen, im Verdauungs- und
Harntrakt, im endokrinen, im reproduktiven sowie im kardiovaskuldren System exprimiert. Der
BKca-Kanal reguliert viele zellulire Funktionen wie die neuronale Erregbarkeit, die
Repolarisation des Aktionspotentials, die Neurotransmitter- und Hormonfreisetzung, die

Einstellung der Cochlea-Haarzellen, die angeborene Abwehr, den transepithelialen Transport,

5



den Tonus der glatten Muskulatur im vaskuldren, uterinen und gastrointestinalen Trakt sowie
in der Harnblase (Bentzen et al., 2007). Wihrend eines Aktionspotentials wird der BKca-Kanal
durch Membrandepolarisation und einem Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration
aktiviert und generiert durch ausstromende Kaliumionen eine Hyperpolarisation und eine
abnehmende Erregbarkeit der Zelle (sieche Abbildung 2). Der BKca-Kanal stellt somit einen
negativen Feedback-Mechanismus fiir Kalziumeinstrom in die Zelle dar (Bailey et al., 2019;
Bentzen et al., 2007). In den meisten neuronalen und muskuldren Zellen reduziert die BK ca-
Kanal Aktivierung die neuronalen Feuerungsraten, die prasynaptische
Neurotransmitterfreisetzung sowie die Muskelkontraktion und den Muskeltonus (Contet,
Goulding, Kuljis, & Barth, 2016; Jaggar, Porter, Lederer, & Nelson, 2000; Tricarico & Mele,
2017).
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Pathophysiologie

KCNMA 1-Knockout-Méause zeigen multiple Phénotypen wie Ataxie (Sausbier et al., 2004),
einen verschlechterten zirkadianen Rhythmus (Montgomery, Whitt, Wright, Lai, & Meredith,
2013), ein reduziertes Korpergewicht mit einem héheren Korperfettanteil (Halm, Bottomley,
Almutairi, Di Fulvio, & Halm, 2017), eine Hyperkontraktilitit der glatten Muskulatur, die zu
Harninkontinenz (Meredith, Thorneloe, Werner, Nelson, & Aldrich, 2004) und erektiler
Dysfunktion (Werner, Zvara, Meredith, Aldrich, & Nelson, 2005) fiihrt, eine beeintrichtigte
Docosahexaensdure (DHA)-vermittelte Blutdrucksenkung (Hoshi, Wissuwa, et al., 2013), eine
beeintrachtigte Speichelsekretion (Romanenko, Nakamoto, Srivastava, Melvin, & Begenisich,
2006) und eine reduzierte Sinusknoten-Feuerungsrate (Imlach, Finch, Miller, Meredith, &

Dalziel, 2010).



Mutationen des KCNMA1-Gens, welches fiir die a-Untereinheit des BKca-Kanals kodiert,
werden mit  neurologischen Verdanderungen — wie epileptischen Anfillen,
Bewegungseinschrankungen, Entwicklungsstorungen und geistiger Behinderung assoziiert
(Bailey et al., 2019). Eine Ubersicht iiber die verschiedenen Phinotypen der KCNMAI-
spezifischen Kanalopathie findet sich in Abbildung 3.

Gewebe mit Phénotypen der
BK.,- Kanal KCNMA1- spezifischen
Expression Kanalopathie

+ Gehim (ZNS)

+ Speicheldriisen

+ Neuroendokrine
Gewebe
(Schilddriise,
Nebenschilddriise,
Nebenniere)

+ Trachea, Lunge

+ Lymphknoten

+ Gefalsystemn

+ Herz

+ Gastrointestinaltrakt

+ Milz

+ Leber, Gallenblase

+ Pankreas

+ Nieren, Harnblase

+ Reproduktive
Organe

+ Skelettmuskel

+ Knochen

Epilepsie, zerebellare Atrophie,
Entwicklungsverzogerung, geistige
Behinderung, Sinnesbeintrachtigung

Faziale Dysmorphie

Viszerale Missbildungen

paroxysmale nichtkinesigene
Dyskinesie (PNKD), Ataxie, axiale
Hypotonie, Tremor

Abbildung 3: BKca-Kanal Expression im menschlichen Gewebe und Phiinotypen der KCNMAT1-
spezifischen = Kanalopathie. @ Schwarz  markierte = Gewebe  (zentrales  Nervensystem,
Gastrointestinaltrakt, reproduktive Organe) zeigen eine hohe BKc,-Kanal Expression, dunkelgrau
markierte Gewebe (Speicheldriisen, neuroendokrine Driisen, Herz, Blase, Leber, Gallenblase, Milz,
Immunsystem) zeigen eine mittlere BKc,-Kanal Expression und hellgrau markierte Gewebe (Lunge,
Lymphknoten, Gefasystem, Skelettmuskulatur, Knochen) zeigen eine niedrige BK c.-Kanal Expression
(Bailey et al., 2019).

Bisher wurden 16 Mutationen des KCNMA1-Gens in der Literatur beschrieben, welche sich
phénotypisch unterschiedlich &uBern, aber als Kollektiv der KCNMAI-spezifischen
Kanalopathie zugeschrieben werden. Die Mutationen beeinflussen die Funktion des BKca-
Kanals in unterschiedlichem Ausmall: Es wird zwischen einer abnormalen, verstarkten
Funktion des Kanals (Gain-of-Function, GOF), dem Verlust der Funktion (Loss-of-Function,
LOF) und Varianten von unbekannter Signifikanz (variants of unknown significance, VUS)
unterschieden (Bailey et al., 2019). Eine Ubersicht iiber die KCNMA 1-Genmutationen, ihrer
Lokalisation im Genprodukt, der a-Untereinheit des BKca-Kanals, sowie ihre Auswirkungen

auf die Funktion des BKca-Kanals sind dargestellt in Abbildung 4.



Abbildung 4: Menschliche

wSToYeD, , snGreg, KCNMA1-Mutationen.
1. 83517 G3545 ! . STV, Sch tisch Darstell d
a Gaser chematische arstellung €s

e i Dargestellt sind die TM-Doménen
i DG S0-S6,  S1-S4  bilden  die
¥ pauc I spannungsvermittelnde ~ Domdéne;

N
I
NN NS J —% M T RCKI und RCK2 befinden sich

/ . PG, KCNMA1-Genprodukts, der o-
\ /\ /\ % \/\ / GZSR ? Untereinheit des BKc,-Kanals.
- -~ O o WV Hlm
e Y e Ve =

rssdl - e, S5, S6 bilden die Poren-Domiine;
o Saseror. I intrazelluldr. Rot dargestellt sind die
( o KR, GOF-Mutationen  (n=2), blau
i . dargestellt sind die  LOF-
. ,,-» 'EssﬁA' 1 Mutationen . (n—ll.), schvyarz
st N s L dargestellt sind die gutartigen
o ( \ "33?;\/ : Mutationen  (n=3) oder die
1 Essak Ry 12 Varianten von unbekannter
; DT / o N, Signifikanz (n=1). Die Zahl neben
PR - — Nifses’ W den Mutationen gibt die Anzahl der
;;’;ZL“ _ jeweils betroffenen Patienten an

N9ggs | (Bailey et al., 2019).

N10538

Die D434G KCNMA 1-Mutation betrifft eine Familie von 13 Personen und wurde autosomal
dominant vererbt (Du et al., 2005). Die Mutante D434G zeigt mit einer zunehmenden
Offenwahrscheinlichkeit, einer schnelleren Aktivierung, einer langsameren Deaktivierung
sowie einer zunehmenden Ca?"-Sensitivitit eine abnormale, verstirkte Funktion des BKca-
Kanals. Die verdnderte BKca-Kanal Aktivitit sorgt fiir eine zunehmende Hyperpolarisation der
Zelle (Bailey et al., 2019). Sieben der 13 Patienten zeigten das Symptom der paroxysmalen
nichtkinesigenen Dyskinesie (PNKD), ein Patient litt unter Epilepsie und fiinf Patienten zeigten

beide Symptome (Du et al., 2005).

Die N995S/N999S/N1053S KCNMA 1-Mutation betrifft sieben Patienten. Sie ist ebenfalls eine
GOF-Mutation und zeigt dhnliche Effekte auf die BKca-Kanal Aktivitit wie die D434G
Mutation. Vier von sieben Patienten zeigten das Symptom der paroxysmalen nichtkinesigenen
Dyskinesie, zwei Patienten litten unter Epilepsie und ein Patient zeigte beide Symptome. Alle
sieben Patienten zeigten Entwicklungsstorungen, drei waren geistig behindert. Die D434G und
die N995S/N999S/N1053S KCNMA 1-Mutationen reprasentieren gemeinsam den Phinotyp
MIM #609446 (,,PNKD3“) (Bailey et al., 2019).



Die Y676Lfs*7 KCNMA1-Mutation ist eine LOF-Mutation, betrifft zwei Geschwister und
wurde autosomal rezessiv vererbt. Phénotypisch duflerte sich die Mutation in Epilepsie, in
schwerer geistiger Behinderung sowie in einer Kleinhirnatrophie. Eine paroxysmale
nichtkinesigene Dyskinesie wurde nicht nachgewiesen (Tabarki, AlMajhad, AlHashem,
Shaheen, & Alkuraya, 2016).

Die G375R KCNMA1-Mutation ist eine LOF-Mutation und ist bei drei, nicht verwandten
Patienten nachgewiesen worden. Alle drei Patienten waren von einem Missbildungssyndrom
betroffen, welches Gesichtsdysmorphismus, viszerale Fehlbildungen, Entwicklungsstorungen,
geistige Behinderung sowie Muskelhypotonie umfasste. Zwei von ihnen hatten epileptische

Anfille, ein Patient litt unter einer Hirn- und Kleinhirnatrophie (Liang et al., 2019).

Die R458Ter, G354S, S351Y, G356R, C413Y/N449fs, 16663V, P805, E,884K, D98N
KCNMA 1-Mutationen wurden jeweils nur bei einem Patienten festgestellt (Bailey et al., 2019).
Sieben von neun Patienten zeigten Bewegungsstorungen, zwei Patienten litten unter
epileptischen Anfillen, neun Patienten hatten Entwicklungsstérungen, sieben Patienten waren
geistig behindert und vier Patienten wiesen eine Kleinhirnatrophie auf. Neu auftretende

Symptome waren Autismus und Areflexie (Liang et al., 2019).

Die K518N, E656A, N1159S KCNMA 1-Mutationen wurden als Varianten mit unbekannter
Signifikanz eingestuft. Alle drei Patienten zeigten Symptome der Epilepsie (Bailey etal., 2019).

Der KCNMA1-spezifischen Kanalopathie sind verschiedene Phénotypen zuzuordnen. Ein
vorherrschender Phinotyp der KCNMA1-spezifischen Kanalopathie sind
Bewegungsstorungen, welche die paroxysmale nichtkinesigene Dyskinesie (GOF), Ataxie,
Muskelhypotonie und Tremor (LOF) umfassen (Bailey et al, 2019). Ein weiteres
vorherrschendes Symptom sind Krampfanfille. Sie werden mit GOF- und LOF-Mutationen
assoziiert. So hatten insgesamt 18 von 37 Patienten beider Gruppen Krampfanfille. GOF- und
LOF-Mutationen zeigten liberlappende Krampfanfall-Phénotypen: myoklonische Epilepsie (X.
Liet al., 2018; Tabarki et al., 2016), tonisch-klonische Epilepsie (Bailey et al., 2019; Du et al.,
2005; Tabarki et al., 2016; Yesil et al., 2018) und Epilepsie mit Absencen. Auffillig war hier,
dass neun von neun Patienten mit GOF-Mutationen Epilepsie mit Absencen hatten, bei den
LOF-Mutationen waren es nur drei von sechs Patienten (Bailey et al., 2019; Du et al., 2005; X.
Lietal., 2018; Liang et al., 2019; Yesil et al., 2018). GOF- und LOF-Mutationen duf3erten sich



phénotypisch in Entwicklungsstdrungen und geistiger Behinderung. Einige, das Nervensystem
betreffende, Symptome wie Schwerhorigkeit, Sehstorungen (Nystagmus, Strabismus, Kolobom
der Makula) und Autismus konnten nur den Loss-of-Function-Mutationen zugeordnet werden

(Bailey et al., 2019).

1.2.4 Pharmakologie
Die multiplen Krankheitsbilder, die durch pathologische BKca-Kanal Funktionen
hervorgerufen werden, machen den BKca-Kanal zu einem zentralen Ziel der

pharmakologischen Therapie.

1.2.41 BKca-Kanal Aktivatoren

BKca-Kanal Aktivatoren bewirken einen ddmpfenden Effekt auf die zelluldre elektrische
Aktivitdt und zeigen Potential in der Behandlung von Krankheiten wie Epilepsie, Ataxie oder
ischdmischen Perfusionsstorungen. Folglich wurden viele BKca-Kanal Aktivatoren entwickelt.
Die Aktivatoren umfassen ein weites Spektrum an Strukturen mit unterschiedlichen
Pharmakophoren, deren Bindungsstellen und prizise Wirkmechanismen groftenteils noch

nicht bekannt sind, was die Entwicklung eines rationalen Wirkstoffdesigns erschwert.

Es werden endogene, natiirlich vorkommende und synthetisch hergestellte BKca-Kanal

Aktivatoren unterschieden.

Endogene BKca-Kanal Aktivatoren

Zu den endogenen BKca-Kanal Aktivatoren gehdren unter anderem Kalzium, Magnesium
(Mg?"), Kohlenmonoxid (Yang et al., 2015), Metaboliten von Cytochrom P450,
Arachidonsédure, Epoxygenase, Lipoxygenase (Feletou, 2009; Hou, Heinemann, & Hoshi,
2009), das Sexualhormon 17-Beta-Ostradiol (Valverde et al., 1999), das im Zuge der
Immunantwort verstirkt gebildete antimikrobielle Peptid Beta-Defensin 2 (Bentzen, Olesen,
Ronn, & Grunnet, 2014) sowie die Omega-3-Fettsdure Docosahexaensdure (Hoshi, Xu, Hou,

Heinemann, & Tian, 2013).

Kalzium

Unter physiologischen Bedingungen ist intrazellulires Kalzium der wichtigste BKca-
Kanalregulator und aktiviert den BK ca-Kanal im Bereich von 100 nM bis 300 uM (Yang et al.,
2015).
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In der zytosolischen Domine einer a-Untereinheit des BKca-Kanals finden sich zwei hoch-
affine Kalziumbindungsstellen. Eine Bindungsstelle befindet sich im C-Terminus von RCK2
und enthilt ein asparaginsdurereiches Sequenzmotiv, welches als Ca?*-bowl bezeichnet wird
(Schreiber & Salkoff, 1997). Wenn Kalzium an dieser Stelle bindet, wiegen saure Aminosaure-
Seitenketten und Carbonylgruppen einer a-Untereinheit das Kalziumion von einer Seite,
wihrend die Ionenkoordination von einem Asparagin-Rest (D348) der RCK1 N-lobe (auch
bekannt als AC-Regionen, BA-aC) der benachbarten a-Untereinheit vervollstindigt wird. Die
zweite Kalziumbindungsstelle liegt zwischen der RCK1 N-lobe und der restlichen RCK1-
Domine derselben a-Untereinheit. Wenn Kalzium an dieser Bindungsstelle bindet, umgeben
die sauren Aminosduren-Seitenketten und die Carbonylgruppen der RCKI1-Domine
grofitenteils das Kalziumion, aber auch hier wird die lonenkoordination durch den Beitrag eines
Aspartat-Restes (D356) der RCK 1 N-lobe vervollstindigt. Die Ca?*-Koordination verschiebt
die Position der RCKI1 N-lobe hin zur gedffneten Konformation. Diese
Konformationsinderung der RCK1 N-lobe komplettiert beide Kalziumbindungsstellen.
Auflerdem findet eine Interaktion zwischen beiden Kalziumbindungsstellen iiber R503 in

RCK1 und E912 und Y914 der Ca?*-bowl statt (Hite et al., 2017).

Die kalziuminduzierte Konformationsdnderung innerhalb der Gating-Ring-Struktur kann die
Pore des BKca-Kanals iiber verschiedene Wege beeinflussen: Zum einen direkt {iiber
Polypeptidlinker, die die RCK1 N-lobe und die S6 Helices miteinander verbinden, zum anderen
iiber indirekte Verbindungen, die die RCK1 N-lobe und die spannungsvermittelnde Doméne
sowie den S4-S5 Linker der benachbarten o-Untereinheit miteinander verbinden. Umgekehrt
konnen auch Bewegungen der S4 Helices die Position der RCK1 N-lobe und somit das Gating-
Verhalten beeinflussen. Die Kalziumbindungsstellen und die spannungsvermittelnde Doméne
konnen Einfluss auf die Position der RCK1 N-lobe haben, welche somit beide BKca-

Kanalregulatoren funktionell miteinander verbindet (Hite et al., 2017).

Magnesium

Die niedrig-affine (im mM Bereich) Mg?*-abhingige BKc.-Kanal Aktivierung ist unabhingig
von der hoch-affinen Aktivierung durch Kalzium (Yang et al., 2015). Die Aminosduren E374
und E399 des N-Terminus der RCK1 Domine und D99 und N172 der SO Helix und des S2-S3
Linkers bilden im Raum zwischen der spannungsvermittelnden Domine und der zytosolischen

Doméne gemeinsam die Magnesiumbindungsstelle (sieche Abbildung 5). Die
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spannungsvermittelnde Domidne und die zytosolische Domine stammen jeweils von

benachbarten a-Untereinheiten des BKca-Kanals (Yang et al., 2008; Yang et al., 2015).

- Abbildung 5: Mg’*-abhiingige = Aktivierung des BKc.-Kanals. Die
D99 w“m Magnesiumbindungsstelle besteht aus D99 und N172 der spannungsvermittelnden

ga7s C®heaee  Domine und E374 und E399 der zytosolischen Doméne. Die VSD und CTD stammen
761D . von benachbarten a-Untereinheiten (Yang et al., 2015).

Docosahexaensaure

Der endogene BKca-Kanal Aktivator Docosahexaensdure ist eine mehrfach ungesittigte
Omega-3-Fettsdure, die in Fischol vorkommt und das kardiovaskuldre Erkrankungsrisiko
reduziert (Tian et al., 2016). Der BKca-Kanal wird potent und reversibel durch die
Docosahexaensédure aktiviert. Der Effekt von DHA ist abhédngig von einem Tyrosinrest (Y318)
in der Transmembran-Domine S6 des BKca-Kanals. Die negative Carboxylatgruppe der
Docosahexaensdure und die OH-Gruppe von Y318 interagieren miteinander (Tian et al., 2016).
Die Mutante Y318S hebt die aktivierende Wirkung der Docosahexaensédure auf (Hoshi, Xu, et
al., 2013).

Naturlich vorkommende BKca-Kanal Aktivatoren

Zu den natiirlich vorkommenden BKca-Kanal Aktivatoren gehdren Rottlerin (Mallotoxin), ein
Produkt des Kamalabaums (Zakharov, Morrow, Liu, Yang, & Marx, 2005) und Soyasaponin
(Rockman et al., 2020).

Synthetische BKca- Kanal Aktivatoren

Zu den synthetischen Aktivatoren gehoren unter anderem synthetische Benzimidazol-Derivate
(NS004, NS1619), Biaryl-Amine (Flufenaminsiure), Biaryl-Harnstoffe (NS1608), Biaryl-
Thioharnstoffe (NS11021), Aryl-Oxindole (BMS-204352), Aryl-Pyrrole (NSS8), Indol-3-
Carboxylate (CGS-7184, CGS-7181) sowie die GoSlo-SR Familie (Gessner et al., 2012; Roy
et al., 2012).

NS11021
Der als selektiv beschriebene BKca-Kanal Aktivator NS11021 aktiviert den BKca.-Kanal sehr
potent. Bereits geringe mikromolare Konzentrationen reichen zur Aktivierung des BK ca-Kanals

aus. Die Aktivierung kann von extra- und intrazelluldr erfolgen und den BKca-Kanal in seinem
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offenen und geschlossenen Konformationszustand beeinflussen. Die BKca-Kanal Aktivierung
erfolgt unabhingig von der intrazelluldiren Kalziumkonzentration. Es kommt zu einer
zunehmenden Offenwahrscheinlichkeit des Kanals, ohne die Einzelleitfahigkeit zu
beeinflussen (Bentzen et al., 2007; Rockman et al., 2020). In vorangegangenen Studien wurden
die vasodilatatorischen Effekte von NS11021 zur Behandlung von ischdmischen
Perfusionsstorungen und erektilen Dysfunktionen in Tierversuchen genutzt (Bentzen et al.,

2007; Bentzen et al., 2014; Rockman et al., 2020).

GoSlo-SR-5-6

GoSlo-SR-5-6 ist ein effizienter BKca-Kanal Aktivator, der die Offenwahrscheinlichkeit des
Kanals erhoht. Die Arbeitsgruppe um Webb et al. (2015) identifizierte die Bindungsstelle des
Pharmakons. Sie zeigten eine verringerte Wirkung von GoSlo-SR-5-6 auf die Slol 9A
Spleilvariante, welche ein alternatives Exon 9 mit 13 verdnderten Aminosduren in der
S6/RCK1-Linker-Region enthielt. Die Herstellung von Chiméren, in denen die Transmembran-
Domine S6C, der proximale und der distale Linker zwischen WT und Slo1 9A ausgetauscht
wurden, zeigte nur in der verdnderten TM-Doméne S6C (A99) einen verringerten Effekt durch
GoSlo-SR-5-6. Die Aminosduren S317, 1323 und E324 unterschieden sich in der TM-Doméne
S6C der Slol 9A Splei3variante von der des Wildtyps. Der Effekt von GoSlo-SR-5-6 auf die
Mutante S317R war deutlich reduziert, der Effekt auf die Mutante S317A war unverandert.
Webb et al. vermuteten, dass S317 mit anderen Aminosduren wahrend der GoSlo-SR-5-6-
Bindung interagiert. Mithilfe der Kristallstruktur Kv1.2/2.1 konnten sie die Interaktion von
S317 mit benachbarten Segmenten innerhalb der Kristallstruktur identifizieren (1323, 1326 in
S6C; L227A im S4/S5- Linker). Die Mutanten I326A und L227A zeigten eine verringerte
Aktivierung durch GoSlo-SR-5-6. Die Triple-Mutante (S317R:L227A:1326A) hat den
aktivierenden Effekt von GoSlo-SR-5-6 vollstindig aufgehoben (Webb et al., 2015).

1.2.4.2 BKca-Kanal Inhibitoren

Der BKca-Kanal wird inhibiert von quartiren Ammoniumionen (QA™), den Skorpiongiften
Iberiotoxin und Charybdotoxin, 4-Aminopyridin und Chinidin (Q. Y. Tang, Zhang, Xia, &
Lingle, 2010), extrazelluldrer Versduerung (Y. Zhou, Xia, & Lingle, 2018) und durch Ham (X.
D. Tang et al., 2003).
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Quartire Ammoniumverbindungen

Quartiren Ammoniumverbindungen, wie Tetraecthylammonium (TEA), Tetrapentylammonium
(TPenA), Tetrahexylammonium (THexA), Tetrabutylammonium (TButA) oder
Tetraheptylammonium (THepA), wurde schon ftiih ein inhibitorischer Effekt auf Kaliumkanile
zugeschrieben (Armstrong, 1966). Seitdem werden die quartiren Ammoniumionen als Tool zur

Bestimmung der Porenweite und Statur von Kaliumkanélen genutzt.

Die quartiren Ammoniumverbindungen etablierten sich als Inhibitoren, die den Kaliumkanal
nur in seiner gedffneten Konformation inhibieren kénnen (open-channel blockers). Die
quartiren Ammoniumverbindungen erreichen demnach ihre Bindungsstelle nur, wenn sich das
untere Gate am intrazelluldren Poreneingang im gedffneten Zustand befindet (Thompson &
Begenisich, 2012). Wesentliche Merkmale dieser zustandsabhidngigen Inhibition durch quartére
Ammoniumverbindungen, die bei allen Kir- und Kv-Kanilen beobachtet wurde, wurden bereits
von Armstrong (1971) wie folgt beschrieben: (a) zeitabhidngige Inhibition: die QA*-Molekiile
gelangen nur in den Kaliumkanal, wenn sich das Gate im gedffneten Zustand befindet, (b) eine
Verlangsamung des Deaktivierungsprozesses wéhrend der Repolarisation, (c) eine
Hyperpolarisation hilft, um QA"-Molekiille vom Kanal zu losen, (d) eine Erhéhung der

extrazelluldren K*-Konzentration unterstiitzt ein Losen der QA™-Molekiile vom Kanal.

Es ist lange bekannt, dass auch BKcs-Kandle durch intrazellulire quartére
Ammoniumverbindungen inhibiert werden (Villarroel, Alvarez, Oberhauser, & Latorre, 1988;
Yellen, 1984). Faszinierenderweise wurde die BKca-Kanal Inhibition durch moderat grof3e
quartire ~ Ammoniumverbindungen, = wie  Tetrabutylammonium  (TButA)  oder
Tetraethylammonium (TEA), als zustandsunabhéngig beschrieben und beruht demnach nicht
auf der Offenwahrscheinlichkeit des BKca-Kanals. Auch hat die Bindung der moderat groflen
QA*-Molekiile keinen Einfluss auf die Deaktivierungszeit des BKca.-Kanals wihrend der
Repolarisation. Das SchlieBen des Gates wird beim BKca-Kanal nicht durch die Anwesenheit
der moderat groBen quartiren Ammoniumverbindungen beeinflusst und stellt keine
signifikante Barriere fiir die Inhibitoren-Bindung dar (W. Li & Aldrich, 2004; Wilkens &
Aldrich, 2006). Die Inhibition des BKca-Kanals durch das sperrige Shaker ball-Peptid (ShBP)
ist hingegen zustandsabhéngig. Der Zugang fiir groBBere Molekiile, wie dem ShBP, wird im
geschlossenen Konformationszustand des BK ca-Kanals verwehrt (W. Li & Aldrich, 2006). Eine
Erkldrung fir die Beobachtung, dass moderat groBle quartire Ammoniumverbindungen

ungehindert Zugang zur tiefen Porenregion haben, um den Kanal auch im geschlossenen
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Konformationszustand zu inhibieren, ist eine von intrazelluldr physikalisch offene Pore mit

einem Radius von ~6 A (Jia et al., 2018).

Die Bindungsstelle der quartdren Ammoniumverbindungen ist bereits identifiziert worden und
befindet sich unmittelbar unterhalb des inneren Eingangs zum Selektivitétsfilter (Lenaeus,

Burdette, Wagner, Focia, & Gross, 2014).

TButA TEA

Abbildung 6: Reprisentative Bindungskonformationen von Tetrabutylammonium und
Tetraethylammonium in der tiefen Porenregion des BKc,-Kanals. TButA- und TEA-Molekiile sind
tirkis als van-der-Waals-Sphdren dargestellt. Die S6 Helices von drei o-Untereinheiten des BKca-
Kanals sind transparent dargestellt, F315A wird dargestellt als gelbe van-der-Waals-Sphdren. Die
Darstellungen stammen von Umbrella-Sampling-Simulationen. TButA und TEA sind ~8 A vom
Massenzentrum des Selektivititsfilters des BKc,-Kanals entfernt (Jia et al., 2018).
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1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Die pharmakologische Aktivierung des BKca-Kanals stellt einen vielversprechenden Ansatz
zur Regulation der zelluliren FErregbarkeit dar, insbesondere in der Behandlung von
Krankheiten wie Epilepsie, ischdmischen Perfusionsstorungen, Harninkontinenz oder erektiler
Dysfunktion. Folglich wurden viele Aktivatoren entwickelt, um selektive und hochaffine BK ca-
Kanal Aktivatoren zu identifizieren. Die Aktivatoren umfassen ein weites Spektrum an
Strukturen mit unterschiedlichen Pharmakophoren, deren Bindungsstellen und prizise
Wirkmechanismen groBtenteils noch nicht bekannt sind, was die Entwicklung eines rationalen

Wirkstoffdesigns erschwert.

Mein Bestreben war es, Aktivatoren mit strukturellen Ahnlichkeiten, sog. negativ geladene
Aktivatoren (negatively charged activators, NCAs), hinsichtlich ihrer Wirkung auf den BK ca-
Kanal zu untersuchen und ihren gemeinsamen Wirkmechanismus und Bindungsort zu
identifizieren. Hierfiir habe ich mir die auf den BKca-Kanal inhibierend wirkenden quartéren
Ammoniumverbindungen und ihre bereits identifizierte Bindungsstelle unmittelbar unterhalb
des Selektivitatsfilters in der inneren Pore des BKca-Kanals zunutze gemacht (Lenaeus et al.,
2014). Mittels der -elektrophysiologischen Patch-Clamp-Methode habe ich QA™-
Kompetitionsversuche durchgefiihrt, um eine mogliche gemeinsam genutzte Bindungsstelle der

negativ geladenen Aktivatoren und der quartdren Ammoniumverbindungen zu iiberpriifen.

Die derzeitige Hypothese ist, dass der BKca-Kanal sowohl ein zytoplasmatisches Gate an der
HBC-Region als auch ein Selektivititsfilter-Gate besitzt (Schewe et al., 2019; Wilkens &
Aldrich, 2006; Y. Zhou et al., 2011). Allerdings wird auch ein hydrophober Gating-
Mechanismus in der tiefen Porenregion des BKca-Kanals diskutiert. Ob und in welchem
Ausmal} diese verschiedenen Mechanismen zur Kanalaktivierung beitragen, ist noch nicht
abschlieBend geklért und stellt eine wichtige Fragestellung der aktuellen Forschung dar. Auch
in dieser Arbeit mdchte ich dieser Fragestellung nachgehen und dazu beitragen, das Gating-
Verhalten des BKca-Kanals besser zu verstehen. Das Selektivititsfilter-Gate ist eng gekoppelt
mit der lonenpermeation (McCoy & Nimigean, 2012; Schewe et al., 2016). In Kz2p-Kanédlen und
hERG-Kanilen, die beide mitunter ein Selektivititsfilter-Gate besitzen, fiihrte diese Kopplung
zu einer ausgeprigten Aktivierung durch Rubidiumionen. Im Gegensatz dazu zeigt Rb* keinen
aktivierenden Effekt auf K*-Kanile, die am Helix-Bundle Crossing geschaltet werden, wie Ki-

und die meisten Kv-Kanile (Schewe et al., 2019). In dieser Arbeit wollte ich untersuchen, ob
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Rubidiumionen auch eine Aktivierung des BK ca-Kanals verursachen und somit ein Hinweis fiir
ein Selektivititsfilter-Gate im BKca-Kanal sind. Zur Untersuchung eines Gates am
zytoplasmatischen Poreneingang, dhnlich dem Helix-Bundle Crossing, ist in dieser Arbeit
zudem ein Teil der porenbildenden S6-Helix, die einerseits distal in ein unteres Gate tibergeht
und gleichzeitig als gating-relevanter Abschnitt beschrieben ist (Chen et al., 2014; Y. Zhou et

al., 2011), untersucht worden.
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2. Material und Methoden

In dieser Arbeit wurde die a-Untereinheit des mBKca-Kanals (GenBank-Nummer:
NM 001253378.1) Ableitungen untersucht. Die Messung der BKca-Kanalstrome erfolgte
mittels der Patch-Clamp-Methode, die erstmals von Neher and Sakmann (1976) beschrieben
und 1991 mit dem Medizinnobelpreis gewlirdigt wurde. Als Expressionssystem wurden
Oozyten der Krallenfroschart Xenopus laevis gewihlt, in die in vitro synthetisierte RNA des zu

untersuchenden BKca-Kanals injiziert wurde.

21 Mutagenese und RNA-Synthese

Die RNA-Synthese wurde mittels in vitro-Transkription durch die labortechnischen
Assistenten/-innen der Arbeitsgruppe durchgefiihrt. Grundlage hierfiir war das Vorliegen eines
Templates mit der gewiinschten DNA-Sequenz. Hierbei konnte es sich entweder um ein
Plasmid oder um ein Produkt der Polymerase-Kettenreaktion handeln. Die Plasmid-DNA
wurde in chemisch kompetente Escherichia coli (E. coli) transformiert. Die transformierten E.
coli wurden zum Zweck der selektiven Vermehrung auf LB-Agars (Luria/Miller) mit
Ampicillin (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) kultiviert. Eine Fliissigkultur wurde angeimpft
und im Inkubator iiber Nacht bei 37°C geschiittelt. Die Plasmid-DNA wurde nach der
Zentrifugation und Bakterienernte mithilfe eines Maxiprep-Kits (Katalognummer K0491)
isoliert, welches von Thermo Fisher Scientific aus Massachusetts, USA, stammt. Anschlieend
wurde die Plasmid-DNA mithilfe einer Restriktionsendonuklease linearisiert und unter
Zuhilfenahme eines Reinigungskits (Nucleo Spin Gel und PCR-Clean-Up Columns, REF
740609, Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland) gereinigt.

Die in vitro-Transkription erfolgte unter Verwendung des mMESSAGE mMACHINE SP6
Transkriptionskits (Katalognummer: AM1340, Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland). Die RNA wurde von der RNA-Polymerase aus einem linearisierten DNA-
Template synthetisiert. Im Anschluss wurde die RNA gereinigt und das RNA-Pellet in RNase-
freiem Wasser geldost. Die RNA-Konzentration wurde spektralphotometrisch bei 260 nm
(Nanodrop, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) gemessen und die RNA bei -20 °C bis
zur Injektion gelagert. Nach jedem beschriebenen Schritt wurde die RNA mittels Agarose-

Gelelektrophorese kontrolliert.
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Die Einfiihrung gezielter Mutationen von DNA-Sequenzen innerhalb eines Gens ermdglicht
die Mutagenese-Polymerase-Kettenreationen. Dabei wurden Primer verwendet, die die
auszutauschende Aminosdure enthielten. Nach der Polymerase-Kettenreaktion wurde die
doppelstrangige DNA mittels einer Restriktionsendonuklease verdaut und das Enzym durch
Hitzedenaturierung inaktiviert. Die resultierenden Plasmide, die die gewiinschte Mutation
enthielten, wurden in Escherichia coli Bakterien transformiert. Plasmidpraparationen wurden
aus den gebildeten Kolonien isoliert und die korrekte Nukleotidsequenz verifiziert. Es erfolgte

erneut die in vitro-Transkription zur RNA-Synthese.

2.2 Oozytenpraparation, RNA-Injektion und Expression

Die operative Entnahme der Oozyten des weiblichen Frosches der Gattung Xenopus laevis
erfolgte in der Arbeitsgruppe zwei Mal wochentlich durch hierzu befihigte labortechnische
Assistent/-innen. Bei jedem Frosch wurde die Oozytenentnahme insgesamt maximal sechsmal
durchgefiihrt. Zwischen den einzelnen Operationen lag mindestens ein Zeitraum von zwolf
Wochen. Der jeweilige Frosch wurde vor der Operation durch Hinzugabe des
Lokalanésthetikums Tricain in das Wasser des Vorbereitungsbeckens betdubt. Wéhrend des
operativen Eingriffes wurden die Frosche auf Eis gelagert. Eine kleine abdominale Inzision mit
einem sterilen Skalpell ermoglichte die Entnahme der Oozyten. Der Wundverschluss erfolgte
mittels einer resorbierbaren Naht. AnschlieBend wurde der Frosch auf einer kiinstlichen Seerose
in einem Aufwachbecken gelagert, beobachtet und nach dem Erwachen in die Tierhaltung der

Christian-Albrechts-Universitét zu Kiel zuriickgegeben.

Die Oozyten wurden manuell geteilt und anschlieBend fiir eine Stunde in OR2-Losung mit
Kollagenase Typ-2 unter Schiitteln inkubiert. Es folgte eine wiederholende Waschung mit
ND96-Losung, um die Kollagenase-Aktivitit zu stoppen. Die Oozyten wurden in ND96-
Losung bei 16 °C im Brutschrank aufbewahrt. AnschlieBend wurden die Oozyten der
Entwicklungsstadien V bis VI nach Dumont (1972) fiir die RNA-Injektion unter
mikroskopischer Vergroflerung selektiert (siche Abbildung 7). Die dufere Follikelschicht der

Oozyten wurde unter Zuhilfenahme von zwei Pinzetten manuell entfernt.
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Abbildung 7: Xenopus laevis Oozyten in
verschiedenen Entwicklungsstadien. Die
Entwicklungsstadien der Oozyten sind
mithilfe romischer Ziffern I-V dargestellt
(Jessus, Munro, & Houliston, 2020).

Vor Beginn der RNA-Injektion wurde das gesamte Arbeitsumfeld griindlich mit RNase-Away
gereinigt. Die Injektionspipetten (GB150T-10, Science Products, Hotheim, Deutschland)
wurden mittels eines Mikropipetten-Pullers (P-1000, Sutter Instrument, Novato, USA) fiir die
Injektion entsprechend ausgezogen. AnschlieBend wurde unter mikroskopischer Sicht das
Borosilikatglas der Injektionspipetten manuell an einem Platindraht gebrochen. Die RNA
wurde mittels RNase-freien Pipetten auf einen sterilen Paraffinfilm aufgetragen und von dort
mithilfe einer Injektionsspritze und mikroskopischer Vergroferung in die zuvor hergestellte
Injektionspipette aufgezogen. Mithilfe einer Injektionsspritze wurden etwa 50 nl RNA in den
braunen Pol der Oozyten appliziert. AnschlieBend wurden die Oozyten in mit Testlosung
gefiillten Zellkulturplatten (24-Well-TC-Platten, Sarstedt, Niirnbrecht, Deutschland) iiberfiihrt
und fiir etwa 24 bis 48 Stunden bei 16 °C im Brutschrank inkubiert.

2.3 Elektrophysiologische Ableitungen (Patch-Clamp-Messungen)

Vor der Durchfiihrung der Patch-Clamp-Messungen zur elektrophysiologischen Untersuchung
des BKca-Kanals mussten folgende Vorbereitungen getroffen werden: Zunédchst mussten
Patchpipetten aus Borosilikatglas (GB200-8P, Science Products, Hofheim am Taunus,
Deutschland) mittels eines Mikropipetten-Pullers (P-1000, Sutter Instrument, Novato, USA)
und DMZ-Universal-Elektroden-Pullers (Zeitz-Instruments, Martinsried, Deutschland)
ausgezogen werden. Danach wurden die Patchpipetten unter mikroskopischer Sicht mit einem
heiBen Draht hitzepoliert, um spiter bei den Experimenten einen Offnungswiderstand von 0.2
bis 0.5 MQ zu erlangen. Die Zellkulturplatte mit den vor einigen Tagen injizierten Oozyten
wurde kurz vor Beginn der Patch-Clamp-Experimente aus dem Brutschrank entnommen und
die Vitellinmembran einer Oozyte unter mikroskopischer Sicht und unter Zuhilfenahme von
zwei Pinzetten entfernt. Die Zellkulturplatte mit den iibrigen Oozyten wurde anschliefend

wieder zuriick in den Brutschrank gestellt. Die Patch-Clamp-Messungen erfolgten bei einer
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Raumtemperatur von 22-24 °C. Die vorbereitete Oozyte wurde in die Badlosung (120 mM
KNOs, 10 mM HEPES, 10 mM EGTA; pH 7,4) einer zur Seite mit Kunststoff und nach unten
mit einem Deckglas abgeschlossenen Messkammer gelegt. Unterhalb des Glasbodens waren
die Objektive eines Lichtmikroskops (Zeiss Axiovert, Carl-Zeiss, Jena, Deutschland). In die
mit Badlosung gefiillte Messkammer ragte ein Multibarrelsystem, welches aus zehn Theta-
Glasrohrchen bestand. An jedes Rohrchen waren ein dazugehoriges Schlauchsystem und eine
Einwegspritze angeschlossen, welche die zu untersuchenden Pharmaka enthielt.
Dreiwegehidhne ermdglichten einen Applikationsstopp. Eine Applikation von bis zu zehn
verschiedenen Pharmaka oder Losungskonzentrationen auf die zytoplasmatische Seite der
Zellmembran war mittels des Applikationssystems moglich. Aulerdem war ein Absaugsystem
installiert, welches einen kontinuierlichen Abfluss der applizierten Losungen aus der

Messkammer ermdoglichte.

Zu Versuchsbeginn wurde die zuvor hitzepolierte Spitze der Patchpipette leicht in Paraffindl
getaucht, um spiter den elektrischen Kontakt zwischen der Patchpipette und der
Oozytenmembran zu optimieren. Das blasenfreie Befiillen der Patchpipette mit Pipettenlosung
erfolgte prizise unter Zuhilfenahme einer Einwegspritze mit einem Quarzglas-Filament
(MicroFil, World Precision Instruments, Sarasota, USA). Die Pipettenlosung, die die
extrazelluldre Seite darstellt, enthielt meist 120 mM KNO3, 10 mM HEPES und 10 mM EGTA
(kalziumfrei). Falls andere Versuchsbedingungen mit einer verdnderten Pipettenlosung
vorlagen, wurde in den nachfolgenden Experimenten explizit darauf hingewiesen. Die
Patchpipette wurde auf die chloridierte Messelektrode des Pipettenhalters des EP10-
Vorverstirkers (HEKA Electronics, Lambrecht, Deutschland) aufgesetzt. Die dazugehorige
Referenzelektrode befand sich innerhalb der Badlosung. Vorsichtig wurde die eingespannte
Patchpipette in die mit Badlosung gefiillte Kammer eingetaucht und, unter Zuhilfenahme eines
Mikromanipulators (Bachofer Laboratoriumsgerdte, Reutlingen, Deutschland), an die
Zellmembran der Oozyte mandvriert. Abbildung 8 zeigt einen Teilausschnitt des Patch-Clamp-

Messstandes, an dem die Experimente dieser Arbeit durchgefiihrt wurden.
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Abbildung 8:
Teilausschnitt des
Patch-Clamp-
Messstandes. Zu schen
ist das von Kunststoff
umrandete  Deckglas,
auf dem die Oozyte
platziert wird.
Unterhalb des
Deckglases sieht man
das  Objektiv  des
Lichtmikroskops.  (A)
Referenzelektrode, (B)
Patchpipette, befestigt
im Pipettenhalter des
EP10-Vorverstirkers,
(C) Absaugsystem, (D)
Multibarrelsystem,
bestehend aus Theta-
Glasrohrchen.

Durch leichten Unterdruck entsteht ein Widerstand im Giga-Ohm-Bereich, der die
Grundvoraussetzung fiir einen stabilen Patch darstellt. Bei Vorhandensein eines Widerstandes
im Giga-Ohm-Bereich, wurde das Haltepotential auf -80 mV umgestellt und in der On Cell-
Konfiguration von -80 mV bis +80 mV Rampen gefahren. Bei stabilen Strémen wurde
anschlieBend der Patch aus der Oozyte exzidiert und mithilfe des Mikromanipulators in das
Applikationssystem mandvriert. In der Inside-out-Konfiguration konnten verschiedene
Messprotokolle im  Datenerfassungsprogramm  PatchMaster (HEKA  Elektronik,
Lambrecht/Pfalz, Deutschland) genutzt werden und bis zu zehn Pharmaka oder
Losungskonzentrationen geldst in der entsprechenden Badlosung auf die intrazelluldre Seite
der Zellmembran appliziert werden. Abbildung 9 stellt den elektrischen Schaltkreis des Patch-

Clamp-Messstandes schematisch dar.
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Abbildung 9: Schematische
Vorverstirker  Erc 10 Sianal Darstellung des elektrischen
lana - Schaltkreises im Patch-

Verstarker
iy converter .
b eooo- Computer Clamp-Experiment. Der
D—;—: AD | 1------  geschlossene Schaltkreis
1 .
! ! ' zwischen der Mess- und
: — i Referenzelektrode wird
: i
1 1
1

Mess-

elektrode veranschaulicht.

Oozyte Referenz- B

elektrode

2.4 Datenerhebung, Statistik und Ergebnisdarstellung
Die elektrophysiologischen Messdaten wurden mit einem EPC-10-USB Patch-Clamp-
Verstérker erfasst und iiber das Datenerfassungsprogramm PatchMaster auf einen Windows-

Computer libermittelt und digital dargestellt.

Um die elektrophysiologischen Messungen statistisch auswerten zu kénnen, wurden die aus
den elektrophysiologischen Messungen gewonnenen Daten in Microsoft Excel 2011 (Microsoft
Corporation, Redmond, USA) dokumentiert und analysiert. So wurden Einzeldaten normiert
und fiir jede Konzentration der Mittelwert (MW), die Standardabweichung (SD) und der
Standardfehler (SEM) berechnet. Zusétzlich konnte die durchschnittliche Potenzierung der
Stromantwort (fold change) berechnet werden. Die zugehdrigen Formeln werden nachfolgend

dargestellt:

Mittelwert:

xi
Mw = 24
n

Xi = Messwert

n = Anzahl der Experimente
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Standardabweichung:

SD =

Standardfehler:
SD

SEM = —

Vn

Durchschnittliche Potenzierung der Stromantwort:
I

Durchschnittliche Potenzierung der Stromantwort = L

Grundstrom

[Grundstrom = Stromantwort unter Ausgangsbedingungen

Imax = maximale Stromantwort

Die statistische Auswertung erfolgte mittels der Version 6.3.7.2 von Igor Pro (Wavemetrics,
Oregon, USA). Die normierten Mittelwerte jeder Konzentration wurden fiir die Erstellung von

Dosis-Wirkungs-Kurven tibernommen und mittels der Hill-Funktion gefittet.

Hill-Gleichung:
1

x K
1+ {—}
X122

I = Stromantwort nach Applikation der jeweiligen Konzentration, Imax = maximale Stromantwort, x =

Wpax =

Konzentration, xi, = bendtigte Konzentration des Wirkstoffs, um einen halbmaximalen Effekt (ECso

bzw. ICs¢) zu erzielen, HK = Hill-Koeffizient

Um die mittlere effektive Konzentration (ECso) oder die mittlere inhibitorische Konzentration
(ICs0) einer Substanz zu berechnen, musste fiir jeden durchgefiihrten Versuch mit den
normierten Messdaten eine Dosis-Wirkungs-Kurve erstellt werden. Aus den einzelnen Fit-
Operationen wurden erneut der Mittelwert, die Standardabweichung und der Standardfehler in

Microsoft Excel berechnet.
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2.5 Verwendete Losungen und Chemikalien

A. Zusammensetzung von Oozyteninkubationslésungen

OR2-Losung (pH 7,5)

NaCl 82,5 mM
KCl 2 mM
MgClz 1 mM
HEPES 5mM
ND96 (pH 7,5)
NaCl 96 mM
KCI 2 mM
MgClz 1 mM
HEPES 5mM
CaClz 1,8 mM
Testlosung (pH 7,4)
NaCl 54 mM
KCI 30 mM
NaHCO3 2,4 mM
MgSO4 0,82 mM
CaClz 0,41 mM
Ca (NOs)2 0,33 mM
Tris 7,7 mM
Penicillin 100 U ml!
Streptomycin 100 U ml!

B. Zusammensetzung der Badlésung

Kaliumlésung (pH 7,4)
KNO3 120 mM
HEPES 10 mM
EGTA 10 mM
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C. Zusammensetzung der Pipettenlosungen

Kaliumlésung (pH 7,4)
KNO3 120 mM
HEPES 10 mM
EGTA 10 mM

Rubidiumlosung (pH 7,4)

RbNO3 120 mM
HEPES 10 mM
EGTA 10 mM

D. Verwendete Chemikalien

e Active Blue 25: CAS-Nummer: 6408-78-2, gelost in DMSO

e GoSlo-SR-5-6: Sodium 1-amino-4-((3-trifluoromethylphenyl)amino)-9,10-dioxo0-9,10-
dihydroanthracene-2-sulfonate, bereitgestellt durch Mark Hollywood, gelost in DMSO

e NSI11021: N'-[3,5-Bis(trifluoromethyl)phenyl]-N-[4-bromo-2-(2H-tetrazol-5-yl)phenyl]-
thiourea, CAS-Nummer: 956014-19-0, gelost in DMSO

e NS3623: N-[4-Bromo-2-(1H-tetrazol-5-yl-phenyl]-N'-[3-(trifluoromethyl)phenyl]-urea,
CAS-Nummer: 343630-41-1, gelost in DMSO

e PD-118057: 2-[[4-[2-(3,4-Dichlorophenyl)ethyl|phenyl]amino]benzoic acid, CAS-
Nummer: 313674-97-4, gelost in DMSO

e ML67-33: 2,7-Dichloro-9,9-dimethyl-10-[2-(1H-1,2,3,4-tetrazol-5-yl)ethyl]-4a,9a-
dihydroacridine, CAS-Nummer: 1443290-89-8, gelost in DMSO

e Tetrapentylammonium-Chlorid (TPenA), CAS-Nummer: 4965-17-7, gelost in Wasser

e Tetrahexylammonium-Chlorid (THexA), CAS-Nummer: 4328-13-6, gelost in Wasser

e Tetraheptylammonium-Chlorid (THepA), CAS-Nummer: 4368-51-8, gelost in Wasser

Von allen verwendeten Chemikalien wurden Stammldsungen angesetzt, welche bei -80 °C

eingefroren und am Tag des Experiments aufgetaut wurden. Die Stammldsungen wurden mit

der Badlosung auf die gewiinschten Konzentrationen verdiinnt.
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3. Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde mittels der bereits beschriebenen Patch-Clamp-Methode der Effekt von
Rubidiumionen, der BKca-Kanal spezifischen Aktivatoren NS11021, GoSlo-SR-5-6 und
Active Blue 25, des hERG-Aktivators NS3623 sowie des Kzp-Aktivators ML67-33 auf den
BKca-Kanal untersucht. Die Bindungsstelle der auf den BKca-Kanal inhibitorisch wirkenden
quartiren Ammoniumverbindungen ist bekannt und liegt unmittelbar unterhalb des inneren
Eingangs zum Selektivititsfilter. In dieser Arbeit wurden QA*-Kompetitionsversuche
durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob die Aktivatoren NS11021, NS3623, PD-118057, ML67-
33 und Active Blue 25 mit der quartdiren Ammoniumverbindung Tetrahexylammonium um die
Bindungsstelle konkurrieren. Des Weiteren sollte in dieser Arbeit die Wirkung von Active Blue
25 auf den BKca-Kanal untersucht werden, insbesondere vor dem Hintergrund struktureller
Ahnlichkeiten zur Substanz GoSlo-SR-5-6, deren Bindungsstelle (S317R, 1326 in S6C; L227A
im S4/S5-Linker) bereits bekannt ist. Es sollte untersucht werden, ob beide Substanzen eine
gemeinsame Bindungsstelle nutzen. Zu diesem Zweck und zur genaueren Charakterisierung
der porenbildenden TM-Doméne S6 wurde eine systematische Untersuchung eines definierten

Abschnittes der TM-Domine S6 des BKca-Kanals begonnen.

Alle nachfolgend dargestellten Experimente wurden mithilfe der Patch-Clamp-Methode in der
Inside-out-Konfiguration unter folgenden Versuchsbedingungen aufgezeichnet: Es wurden
extrazelluldr (Pipettenlosung) und intrazellular (Badlésung) 120 mM K*, 10 mM HEPES und
10 mM EGTA (kalziumfrei) verwendet. Der pH-Wert betrug 7,4. Das jeweilig benutzte
Spannungsprotokoll ist in entsprechenden Abbildungen dargestellt. Liegen verdnderte

Versuchsbedingungen vor, werden diese explizit genannt.

3.1 Effekt von Rubidium (Rb") als permeierende lonenspezies

In den initialen Experimenten wurden die den BKca-Kanal permeierenden Kaliumionen durch
Rubidiumionen ersetzt. Zu Beginn wurde die extrazelluldre Konzentration von 120 mM K™
beibehalten und von intrazellular jeweils 120 mM K" und 120 mM Rb* auf den BKca-Kanal
appliziert (Abbildung 10, A). AnschlieBend wurden die Versuchsbedingungen verandert: Die
extrazelluldre Pipettenlosung enthielt 120 mM Rb", von intrazelluldr wurden erneut jeweils 120
mM K" und 120 mM Rb" appliziert (Abbildung 10, B). Der BKca-Kanal wurde durch
intrazelluldr appliziertes Rubidium aktiviert. Extrazellulér appliziertes Rubidium zeigte keinen

aktivierenden Effekt. Allen Versuchsbedingungen war gemein, dass kein Einwértsstrom des
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BKca-Kanals nachweisbar war. Dieser wurde auch nicht durch intrazelluldr appliziertes

Rubidium aktiviert.
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Abbildung 10: Intrazellulires Rubidium aktiviert den BKc.-Kanal. (A) BKc.-Kanalstrome,
gemessen bei einem pH-Wert von 7,4 und einer Spannung von -100 mV bis +100 mV (Zunahme jeweils
um 20 mV), extrazelluldr 120 mM K, intrazelluldr 120 mM K" (schwarze Traces) oder 120 mM Rb*
(rote Traces). Intrazellulires Rb" verursacht einen groBen Stromanstieg, der deutlich
spannungsabhingig ist. (B) BKc,-Kanalstrome, gemessen bei einem pH-Wert von 7,4 und einer
Spannung von -100 mV bis +100 mV (Zunahme jeweils um 20 mV), extrazelluldir 120 mM Rb",
intrazelluldr 120 mM K (schwarze Traces) oder 120 mM Rb* (rote Traces). Intrazelluldr appliziertes
Rb" verursacht erneut einen grofen Stromanstieg, der deutlich spannungsabhingig ist. Extrazellular
appliziertes Rb" zeigt keinen Effekt auf den BKc,-Kanal.

3.2 Aktivatoren

Im nachfolgenden Kapitel wurde die Wirkung der etablierten BKca-Kanal Aktivatoren
NS11021, Active Blue 25 und GoSlo-SR-5-6 untersucht. Aulerdem wurde gepriift, ob der
hERG-Aktivator NS3623 (Hansen et al., 2006) und der Kop-Aktivator ML67-33 (Bagriantsev
et al., 2013), aufgrund struktureller Ahnlichkeiten zu den etablierten BK ca-Kanal Aktivatoren,

einen aktivierenden Effekt auf den BKca-Kanal haben.

3.2.1 Etablierte BKca-Kanal Aktivatoren
3.2.1.1 NS11021
Das Pharmakon NS11021 ist ein synthetisch hergestellter, bereits etablierter, potenter und

selektiver BKca-Kanal Aktivator (Bentzen et al., 2007). In dieser Arbeit wurden die mittlere
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effektive Konzentration (ECso) von NS11021 auf den BKca-Kanal und die durchschnittliche
Potenzierung der Stromantwort bestimmt. Zur Bestimmung des ECso wurden verschiedene
Konzentrationen NS11021 (in 120 mM K*) auf den BKca-Kanal appliziert: 0,1 uM, 1 uM, 5
uM, 10 uM, 50 uM und 100 uM. Der BKca-Kanal zeigte bei einer Konzentration von 27,24 +
2,86 uM einen halbmaximalen Effekt. Der Hill-Koeffizient lag bei 1,36 + 0,36. Bei einer
Konzentration von 50 pM NS11021 wurde der BKca-Kanal 13,87 £ 1,59-fach (n = 9) aktiviert.
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Abbildung 11: Aktivierung des BKc,-Kanals durch NS11021. (A) Chemische Struktur von NS11021
(B) Dosis-Wirkungs-Kurve, gefittet mit der Hill-Funktion (ECso= 27,24 £ 2,86, HK = 1,36 £ 0,36, n =
12). Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert und dem dazugehorigen Standardfehler (SEM) bei
+100 mV(C) BKc,- Kanalstrome, gemessen bei einem pH-Wert von 7,4, einer Spannung von -100 mV
bis +100 mV (Zunahme jeweils um 20 mV), 0 mM Ca* und symmetrisch Kalium (extrazellulér: 120
mM K, intrazelluldr: 120 mM K*) (D) BK¢,-Kanalstrome vom selben Patch nach Applikation von 50
puM NS11021 (orangene Traces).

AnschlieBend wurden verschiedene Konzentrationen NS11021 statt in 120 mM K" in 120 mM
Rb* gelost und von intrazelluldr auf den BKca-Kanal appliziert. Bei einer Konzentration von
50 uM NS11021 in 120 mM Rb* wurde der BK ca-Kanal nur noch 5,75 + 0,47-fach (n = 8) statt
13,87 + 1,59-fach in 120 mM K" aktiviert (siche Abbildung 12).
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Abbildung 12: Aktivierung des BKc,-Kanals durch NS11021 in Rubidium. (A) BKc.-Kanalstrome,
gemessen bei einem pH-Wert von 7,4, einer Spannung von +100 mV, extrazelluldr: 120 mM K,
intrazelluldr: 120 mM Rb" (roter Trace), anschlieBende Applikation von 1 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM
NS11021 in 120 mM Rb" (B) Vergleich der Aktivierung von 50 uM NS11021 gelost in 120 mM K*
(durchschnittliche Potenzierung der Stromantwort: 13,87 £ 1,59, n = 9) und 50 pM NS11021 gelost in
120 mM Rb" (Durchschnittliche Potenzierung der Stromantwort: 5,75 + 0,47, n = 8).

3.21.2 Active Blue 25

Da Active Blue 25 die chemische Grundstruktur des BKca-Kanal Aktivators GoSlo-SR-5-6
darstellt (vgl. Abb. 13, A und Abb. 14, A), wurde in dieser Arbeit der Effekt von Active Blue
25 auf den BKca-Kanal untersucht. Der vorher angenommene aktivierende Effekt von Active
Blue 25 bestitigte sich. Die mittlere effektive aktivierende Konzentration (ECso) lag bei 14,77
+ 2,72 uM und der Hill-Koeffizient bei 2,84 + 0,76 (n = 7). Eine Konzentration von 50 uM
Active Blue 25 fiihrte eine durchschnittliche Aktivierung von 11,58 £+ 2,34 herbei (n = 9).
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Abbildung 13: Aktivierung des BKca.-Kanals durch Active Blue 25. (A) Chemische Struktur von
Active Blue 25 (B) Dosis-Wirkungs-Kurve, gefittet mit der Hill-Gleichung (ECso = 14,77 £2,72, HK =
2,84+ 0,76, n = 7). Jeder Datenpunkt entspricht dem Durchschnittswert + SEM (C) BK¢,-Kanalstrome,
gemessen bei einem pH-Wert von 7,4, einer Spannung von -100 mV bis +100 mV (Zunahme jeweils
um 20 mV) und symmetrisch Kalium (extrazelluldr: 120 mM K, intrazelluldr: 120 mM K¥) (D) BKca-

Kanalstrdéme vom selben Patch nach Applikation von 50 pM Active Blue 25 (blaue Traces).

3.21.3 GoSlo-SR-5-6

GoSlo-SR-5-6 ist ein bereits in der Literatur beschriebener BKca-Kanal Agonist, welcher den

BKca-Kanal sehr potent aktiviert. In dieser Arbeit wurde der BK ca-Kanal im Durchschnitt 10,33

+ 1,2-fach (n = 7) von 10 uM GoSlo-SR-5-6 aktiviert.
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Abbildung 14: Aktivierung des BKc.-Kanals durch GoSlo-SR-5-6. (A) Chemische Struktur von
GoSlo-SR-5-6 (B) BKca-Kanalstrome, gemessen bei einem pH-Wert von 7,4 und einer Spannung von
-100 mV bis +100 mV (Zunahme jeweils um 20 mV), 0 mM Ca* und symmetrisch Kalium
(extrazelluldr: 120 mM K, intrazelluldr: 120 mM K*) (C) BKc,-Kanalstrome vom selben Patch nach
Applikation von 10 uM GoSlo-SR-5-6 (griine Traces).

3.2.2 Nicht-etablierte BKca-Kanal Aktivatoren

3.2.2.1 hERG-Kanal Aktivator NS3623

Das Pharmakon NS3623 ist ein etablierter Aktivator des hERG-Kanals (Hansen et al., 2006).
In dieser Arbeit wurde der Effekt des hERG-Aktivators am BKca-Kanal untersucht. Eine
Konzentration von 50 uM NS3623 fiihrte zu einer durchschnittlichen Potenzierung der

Stromantwort um 7,29 £ 0,64 (n = 7).
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Abbildung 15: Aktivierung des BKc,-Kanals durch NS3623. (A) BKc.-Kanalstrome, gemessen bei
einem pH-Wert von 7.4, einer Spannung von +100 mV, 0 mM Ca?" und symmetrisch Kalium
(extrazelluldr: 120 mM K, intrazelluldr: 120 mM K*). Griiner Trace: BK¢,-Kanalstrom vom selben
Patch nach Applikation von 50 uM NS3623 (B) Chemische Struktur von NS3623.

3.2.2.2 Kzp-Kanal Aktivator ML67-33

Das Pharmakon ML67-33 ist ein selektiver Aktivator von temperatur- und mechanosensitiven
Zwei-Porendoménen-Kaliumkanilen (Bagriantsev et al., 2013). Der BKca-Kanal wurde von 50
uM ML67-33 11,87 £ 2,36-fach aktiviert (n = 9).
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Abbildung 16: Aktivierung des BKc.-Kanals durch ML67-33. (A) BKc,.-Kanalstrome, gemessen bei
einem pH-Wert von 7,4, einer Spannung von +100 mV, 0 mM Ca*" und symmetrisch Kalium
(extrazelluldr: 120 mM K, intrazelluldr: 120 mM K). Grauer Trace: BKca,-Kanal Strom vom selben
Patch nach Applikation von 50 uM ML67-33 (B) Chemische Struktur von ML67-33.

3.3 Inhibitoren des BKca-Kanals
In den folgenden Experimenten wurde der inhibierende Effekt der quartiren Ammoniumionen
Tetrapentylammonium, Tetrahexylammonium und Tetraheptylammonium auf den BK ca-Kanal

untersucht.

3.3.1 Quartare Ammoniumverbindungen
3.3.1.1 Tetrapentylammonium
Verschiedene Konzentrationen (0,1 pM bis 1 mM) der quartiren Ammoniumverbindung
Tetrapentylammonium wurden von intrazelluldr auf den BKca-Kanal appliziert. Die mittlere
inhibitorische Konzentration (ICso) von Tetrapentylammonium lag bei 5,21 £ 2,27 uM und der
Hill-Koeffizient bei 1,15 £ 0,25 (n = 10).
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Abbildung 17: Inhibition des BKc.-Kanals durch Tetrapentylammonium. (A) Chemische Struktur
von Tetrapentylammonium (ChemicalBook, 2017) (B) BKc.,-Kanalstrome, gemessen bei einem pH-
Wert von 7,4, einer Spannung von +100 mV und symmetrisch Kalium (extrazelluldr: 120 mM K,
intrazelluldr: 120 mM K"), Applikation von unterschiedlichen Konzentrationen TPenA (0,1 uM, 1 uM,
10 uM, 100 uM) (C) Dosis-Wirkungs-Kurve, gefittet mit der Hill-Funktion (ICso= 5,21 £ 2,27, HK =
1,15 £ 0,25, n = 10). Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert + SEM.

3.3.1.2 Tetrahexylammonium
Tetrahexylammonium inhibierte den BKca-Kanal deutlich potenter als Tetrapentylammonium
mit einer mittleren inhibitorischen Konzentration (ICs0) von 0,28 + 0,06 pM und einem Hill-

Koeffizienten von 1,54 + 0,06 (n=9).

33



U +100 mV
120 K
Wr.m
basal 5
+0.1 uM THexA &
HaE + 0.5 pM THexA
+ 1 pM THexA
k! + 10 M THexA
wy
100 ms
e 0.0001 0.01 1 100
! THexA [M]

Abbildung 18: Inhibition des BKc.-Kanals durch Tetrahexylammonium. (A) Chemische Struktur
von Tetrahexylammonium (ChemicalBook, 2017) (B) BKc,-Kanalstrome, gemessen bei einem pH-
Wert von 7,4, einer Spannung von +100 mV und symmetrisch Kalium (extrazelluldr: 120 mM K,
intrazelluldr: 120 mM K*), Applikation von verschiedenen Konzentrationen THexA (0,1 puM, 0,5 uM,
1 uM, 10 uM) (C) Dosis-Wirkungs-Kurve, gefittet mit der Hill-Gleichung (ICso = 0,28 + 0,06, HK =
1,54 £ 0,06, n =9). Jeder Datenpunkt gibt den berechneten Mittelwert + SEM wieder.

3.3.1.3 Tetraheptylammonium
Tetraheptylammonium inhibierte den BK ca-Kanal mit einer mittleren Konzentration (ICso) von
4,48 £ 1,9 uM (n = 5) und glich somit in seinem antagonistischen Effekt auf den BKca-Kanal

dem von Tetrapentylammonium.
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Abbildung 19: Inhibition des BKc,-Kanals durch Tetraheptylammonium. (A) Chemische Struktur
von Tetraheptylammonium (ChemicalBook, 2017) (B) BKc,-Kanalstrome, gemessen bei einem pH-
Wert von 7,4, einer Spannung von +100 mV und symmetrisch Kalium (extrazelluldr: 120 mM K,
intrazelluldr: 120 mM K*), Applikation von verschiedenen Konzentrationen THepA (0,1 uM, 1 uM, 10
uM, 100 pM) (C) Dosis-Wirkungs-Kurve, gefittet mit der Hill-Gleichung (ICso= 4,48 £ 1,9, n = 5).
Jeder Datenpunkt gibt den berechneten Mittelwert + SEM wieder.

3.4 QA*-Kompetitionsversuche mit BKca-Kanal Aktivatoren
Die Bindungsstelle der untersuchten quartiren Ammoniumverbindungen ist bekannt und liegt
unmittelbar unterhalb des inneren FEingangs zum Selektivitétsfilter. In den folgenden

Experimenten wurde eine mdgliche Kompetition der sehr potent auf den BKca-Kanal
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wirkenden quartiren Ammoniumverbindung Tetrahexylammonium mit den negativ geladenen

Aktivatoren NS11021, NS3623, PD-118057, ML67-33 und Active Blue 25 untersucht.

3.4.1 QA*-Kompetitionsversuch mit NS11021

Es sollte eine mogliche liberlappende Bindungsstelle von Tetrahexylammonium und NS11021
untersucht werden. Hierzu wurde der BKca-Kanal zunédchst mit 50 pM NS11021 aktiviert.
AnschlieBend wurden verschiedene Konzentrationen (0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM, 10 uM, 100 puM)
THexA in einer Stammldsung von 50 pM NS11021 geldst und von intrazelluldr auf den BK ca-
Kanal appliziert. Die extrazelluldre Losung blieb mit 120 mM K™ unveridndert. Die Dosis-
Wirkungs-Kurve der Inhibition durch Tetrahexylammonium geldst in 50 uM NS11021 zeigt
eine eindeutige Rechtsverschiebung im Vergleich zur klassischen BK ca-Kanal Inhibition durch
Tetrahexylammonium. Die mittlere inhibitorische Konzentration stieg von 0,28 + 0,06 uM
(THexA) auf 11,14 £ 2,72 uM (THexA in 50 pM NS11021, n = 9). Die Daten implizieren eine
Kompetition des BKca-Kanal Aktivators NS11021 und des Inhibitors Tetrahexylammonium

um eine gemeinsam genutzte Bindungsstelle.
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Abbildung 20: QA*-Kompetitionsversuch mit NS11021. (A) BKc,-Kanalstrome, gemessen bei einem
pH-Wert von 7,4, einer Spannung von +100 mV und symmetrisch Kalium (extrazelluldr: 120 mM K",
intrazelluldr: 120 mM KY), orangener Trace: vorangegangene Aktivierung mit 50 pM NS11021,
Applikation von verschiedenen Konzentrationen THexA (0,1 uM, 1 uM, 10 uM, 100 pM), geldst in 50
uM NS11021 (B) schwarze Dosis-Wirkungs-Kurve: Inhibition des BKc.-Kanals durch THexA, gefittet
mit der Hill-Gleichung (ICso= 0,28 £ 0,06, HK = 1,54 £ 0,06, n = 9). Orangene Dosis-Wirkungs-Kurve:
Inhibition des BKc,-Kanals durch THexA in 50 uM NS11021, gefittet mit der Hill-Gleichung (ICso =
11,14 + 2,72, HK = 1,3 £ 0,29, n = 9). Jeder Datenpunkt entspricht dem Durchschnittswert + SEM.
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3.4.2 QA*-Kompetitionsversuch mit NS3623

Des Weiteren wurde eine mogliche Kompetition von Tetrahexylammonium und dem hERG-
Aktivator NS3623 untersucht. Der BKca-Kanal wurde zundchst mit 50 pM NS3623 aktiviert.
AnschlieBend wurden verschiedene Konzentrationen Tetrahexylammonium in 50 uM NS3623
gelost und von intrazelluldr auf den BKca-Kanal appliziert. Die mittlere inhibitorische
Konzentration verschob sich von 0,28 £ 0,06 uM (THexA) auf 5,74 + 0,98 uM (THexA in 50
UM NS3623,n=9).
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Abbildung 21: QA*-Kompetitionsversuch mit NS3623. (A) BK,-Kanalstrome, gemessen bei einem
pH-Wert von 7,4, einer Spannung von +100 mV und symmetrisch Kalium (extrazelluldr: 120 mM K,
intrazelluldr: 120 mM K), griiner Trace: vorangegangene Aktivierung mit 50 uM NS3623, Applikation
von verschiedenen Konzentrationen THexA (0,1 uM, 1 uM, 10 uM, 100 uM), gelost in 50 uM NS3623
(B) Schwarze Dosis-Wirkungs-Kurve: Inhibition des BKca- Kanals durch THexA, gefittet mit der Hill-
Gleichung (ICso= 0,28 £+ 0,06, HK = 1,54 £ 0,06, n = 9). Griine Dosis-Wirkungs-Kurve: Inhibition des
BKca-Kanals durch ThexA in 50 uM NS3623, gefittet mit der Hill-Gleichung (ICso= 5,738 + 0,98, HK
=1,24 £ 0,15, n = 7). Jeder Datenpunkt entspricht dem Durchschnittswert + SEM.

3.4.3 QA*-Kompetitionsversuch mit PD-118057

Im nachfolgenden Experiment wurden verschiedene Konzentrationen Tetrahexylammonium in
20 uM des etablierten hERG-Aktivators PD-118057 (J. Zhou et al., 2005) geldst und von
intrazelluldr auf den BKca- Kanal appliziert. Die vorangegangene Aktivierung durch 20 pM
PD-118057 ist mit einer Potenzierung der Stromanwort um das 2,58 + 0,44- fache (n = 5)
vergleichsweise gering ausgefallen. Die mittlere inhibitorische Konzentrationen verschob sich

von 0,28 + 0,06 uM (THexA) auf 0,83 + 0,14 uM (THexA in 20 pM PD-118057, n = 5).
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Abbildung 22: QA*-Kompetitionsversuch mit PD-118057. (A) BKc,-Kanalstrome, gemessen bei
einem pH-Wert von 7,4, einer Spannung von +100 mV und symmetrisch Kalium (extrazelluldr: 120
mM K, intrazelluldr: 120 mM K"), dunkelgriiner Trace: vorangegangene Aktivierung mit 20 uM PD-
118057, Applikation von verschiedenen Konzentrationen THexA (0,1 uM, 1 uM, 10 uM, 100 uM),
gelost in 20 uM PD-118057 (B) Schwarze Dosis-Wirkungs-Kurve: Inhibition des BKc,-Kanals durch
THexA, gefittet mit der Hill-Gleichung (ICso= 0,28 £ 0,06, HK = 1,54 + 0,06, n = 9). Dunkelgriine
Dosis-Wirkungs-Kurve: Inhibition des BKc,-Kanals durch THexA in 20 uM PD-118057, gefittet mit
der Hill-Gleichung (ICso = 0,83 + 0,14, HK = 1,36 + 0,17, n = 5). Jeder Datenpunkt entspricht dem
Mittelwert + SEM.

3.4.4 QA*-Kompetitionsversuch mit ML67-33

Ergénzend wurde eine mogliche Kompetition von THexA mit dem Koap-Aktivator ML67-33
untersucht. Hierzu wurden die verschiedenen Konzentrationen Tetrahexylammonium in einer
Stammlosung von 50 uM ML67-33 gelost und von intrazelluldr auf den BKca-Kanal appliziert.
Der ICso-Wert verschob sich von 0,28 £+ 0,06 uM (THexA) auf 4 £+ 0,28 uM (THexA in 50 uM
ML67-33, n =5).
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Abbildung 23: QA*-Kompetitionsversuch mit ML67-33. (A) BKc.-Kanalstrome, gemessen bei
einem pH-Wert von 7.4, einer Spannung von +100 mV und symmetrisch Kalium (extrazelluldr: 120
mM K, intrazellular: 120 mM K), grauer Trace: vorangegangene Aktivierung mit 50 pyM ML67-33,
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Applikation von verschiedenen Konzentrationen THexA (0.1 uM, 1 uM, 10 pM, 100 uM), gelost in 50
uM ML67-33 (B) Schwarze Dosis-Wirkungs-Kurve: Inhibition des BK .- Kanals durch THex A, gefittet
mit der Hill-Gleichung (ICso= 0,28 £+ 0,06, HK = 1,54 £ 0,06, n = 9). Graue Dosis-Wirkungs-Kurve:
Inhibition des BKc,-Kanals durch ThexA in 50 uM ML67-33, gefittet mit der Hill-Gleichung (ICso= 4
+ 0,28, HK = 1,7 £ 0,12, n=5). Jeder Datenpunkt gibt den berechneten Mittelwert £ SEM wieder.

3.4.5 QA*-Kompetitionsversuch mit Active Blue 25

Dasselbe Experiment wurde mit Tetrahexylammonium und Active Blue 25 wiederholt. Hierzu
wurden die Konzentrationen 0,01 pM, 0,1 uM, 1 uM und 10 pM THexA in 50 uM Active Blue
25 gelost und von intrazelluldr auf den BKca-Kanal appliziert. Active Blue 25 hatte im
Vergleich zu den anderen Aktivatoren einen geringeren Effekt auf den ICso-Wert. Die mittlere
inhibitorische Konzentration (ICso) verdnderte sich nur geringfiigig von 0,28 £ 0,06 uM
(THexA) auf 0,4 £ 0,1 uM (THexA in 50 uM Active Blue 25, n = 7).
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Abbildung 24: QA*-Kompetitionsversuch mit Active Blue 25. (A) BK¢,-Kanalstrome, gemessen bei
einem pH-Wert von 7,4, einer Spannung von +100 mV und symmetrisch Kalium (extrazelluldr: 120
mM K, intrazelluldr: 120 mM K*), blauer Trace: vorangegangene Aktivierung mit 50 uM Active Blue
25, Applikation von verschiedenen Konzentrationen THexA (0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM, 10 uM), gelost
in 50 uM Active Blue 25 (B) Schwarze Dosis-Wirkungs-Kurve: Inhibition des BKci.-Kanals durch
THexA, gefittet mit der Hill-Gleichung (ICso= 0,28 £ 0,06, HK = 1,54 £ 0,06, n = 9). Blaue Dosis-
Wirkungs-Kurve: Inhibition des BKc,-Kanals durch ThexA in 50 uM Active Blue 25, gefittet mit der
Hill-Gleichung (ICso = 0,4 = 0,1, HK = 1,26 + 0,04, n = 7). Jeder Datenpunkt entspricht dem
Durchschnittswert £ SEM.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die apparente Affinitdt von Tetrahexylammonium in
Gegenwart der Aktivatoren NS11021, NS3623, PD-118057 und ML67-33 deutlich verringert
war. Eine Kompetition zwischen Tetrahexylammonium und den untersuchten Aktivatoren legt
nahe, dass es eine Uberlappung in der Bindungsstelle geben kann. Der Aktivator Active Blue
25 zeigte im Vergleich zu den anderen untersuchten Aktivatoren einen geringeren Effekt auf
die mittlere inhibitorische Konzentration, sodass hier aufgrund der fehlenden Kompetition

zwischen Tetrahexylammonium und Active Blue 25 nicht von einer {iberlappenden
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Bindungsstelle ausgegangen werden kann. In Abbildung 25 wurden die ICso-Werte von
Tetrahexylammonium in 120 mM K* mit den ICso-Werten von Tetrahexylammonium, gelost

in den unterschiedlichen Aktivatoren, verglichen und dargestellt.

Abbildung 25: Vergleich der ICs-Werte der QA™-
Kompetitionsversuche. Die Balken repridsentieren den
ICso-Wert = SEM der Tetrahexylammonium-Inhibition.
Links im Balkendiagramm findet sich der ICso-Wert von
THexA in K (ICso= 0,28 £ 0,06), verdeutlicht durch eine
gestrichelte Linie. Die weiteren Balken stellen die 1Cso-
Werte von THexA in 50 uM NS11021, in 50 uM Active
Blue, in 50 uM NS3623, in 20 uM PD-118057 und in 50
uM ML67-33 dar. Im jeweiligen Balken findet sich in
weiller Schrift die jeweilige Anzahl der Experimente (n).

THexA ICso [uM]
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3.5 Systematische Untersuchung der porenformenden TM-Domane S6

Im folgenden Kapitelabschnitt erfolgte eine systematische Untersuchung eines definierten
Abschnittes der Transmembran-Domédne S6 des BKca-Kanals. Abbildung 26 zeigt ein
Topologiemodell sowie einen Sequenzabschnitt des BKca-Kanals, in denen die Lokalisation
der in den nachfolgenden Experimenten untersuchten Aminosduren A316, S317 und Y318

vereinfacht dargestellt ist.
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Abbildung 26: Topologiemodell und Sequenzabschnitt des BKc.-Kanals. (A) Membrantopologie
einer a-Untereinheit des BKc,-Kanals, dargestellt sind die siecben TM-Doménen S0-S6. S1-S4 bilden
die spannungsvermittelnde Doméne. S5, P und S6 bilden die Poren-Doméne; RCK1 und RCK2 bilden
die zytosolische Doméne. In der TM-Doméne S6 (griin markiert) sind die in den nachfolgenden
Experimenten untersuchten Aminosiduren A316, S317 und Y318 lokalisiert. (B) Sequenzabschnitt des
mBKc.-Kanals (GenBank-Nummer: NM _001253378.1). Der Selektivititsfilter ist durch eine braune
Linie markiert. Die untersuchten Aminosduren A316, S317 und Y318 der TM-Doméne S6 sind griin
hervorgehoben.

3.5.1 Effekt von Mutante A316E

An der Lokalisation A316 des S6-Segmentes sorgte ein Austausch der hydrophoben,
ungeladenen Aminosédure Alanin (A) durch das hydrophile, negativ geladene Glutamat (E) fiir
einen konstitutiv gedffneten BKca-Kanal. Im Kontrast zum BKca-Kanal Wildtyp (WT) befand
sich die Mutante A316E bereits bei einer Spannung von -80 mV, symmetrisch Kalium und 0
mM Ca?" im gedffneten Zustand. Der BKca-Kanal WT ist bei -80 mV hingegen geschlossen
und offnet spannungsabhingig. Abbildung 27 zeigt die vergleichenden Stromantworten im

Grundzustand des BKca-Kanal Wildtyps und der Mutante A316E.
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Abbildung 27: Vergleich der Stromantworten im Grundzustand des BKc.-Kanal Wildtyps und
der Mutante A316E. (A) BKc,-Kanal WT (B) Mutante A316E des BKc,-Kanals, beide Kanile wurden
jeweils On Cell aufgezeichnet, beginnend bei einer Spannung von -80 mV, die allmihlich auf +80 mV
depolarisierte und dann wieder auf -80 mV hyperpolarisiert wurde. Der pH-Wert lag bei 7.4,
symmetrisch Kalium (extrazelluldr: 120 mM K+, intrazellulir 120 mM K*) und 0 mM Ca?*.

Intrazelluldares Rubidium inhibiert den Auswartsstrom der Mutante A316E des BKca-
Kanals

Der BKca-Kanal Wildtyp ldsst sich durch intrazellulér appliziertes Rubidium aktivieren, wobei
Rubidium die spannungsabhingige Aktivierung des BKca-Kanals potenziert (vgl. Abbildung
28, B). Im folgenden Experiment wurde der Effekt von intrazelluldr appliziertem Rubidium auf
die Mutante A316E untersucht. Die extrazelluldre Bedingung von 120 mM K™ wurde belassen
und von intrazellular jeweils 120 mM K* und 120 mM Rb* auf die Mutante A316E des BKca-
Kanals appliziert. Die Mutante A316E zeigt im Gegensatz zum BKca-Kanal WT keine
spannungsabhingige Aktivierung durch intrazellulires Rubidium. Der Auswértsstrom der
Mutante A316E des BKca-Kanals wird durch intrazelluldres Rubidium blockiert (Abbildung
28, A und C). Die Mutante A316E des BKca-Kanals ist bereits bei Spannungen von -100 mV

gedftnet, unabhingig davon, ob Kalium oder Rubidium das permeierende lon ist.
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Abbildung 28: Intrazellulidres Rubidium inhibiert den Auswértsstrom in der Mutante A316E des
BKca.-Kanals. (A) Reprisentative Strome, gemessen bei einem pH- Wert von 7,4 und einer Spannung
von -100 mV bis +100 mV (Zunahme jeweils um 20 mV), extrazellular 120 mM K, intrazellular 120
mM K" (schwarze Traces) oder 120 mM Rb" (rote Traces) (B) Strom-Spannungs-Beziehung des BK -
Kanals WT nach Applikation von Kalium (schwarz) und Rubidium (rot), dargestellt sind jeweils die
Mittelwerte + SEM der normierten Strome (n = 5), (C) Strom-Spannungs-Beziehung der Mutante
A316E nach Applikation von Kalium (schwarz) und Rubidium (rot), dargestellt sind die Mittelwerte +
SEM der normierten Strome (n = 10).

Die Aktivierung der Mutante A316E des BKca-Kanals durch Active Blue 25 war im Gegensatz
zum BKca-Kanal Wildtyp deutlich vermindert (siche Abbildung 29). Die mittlere effektive
Konzentration (ECso) lag bei einer Spannung von +100 mV bei 27,29 + 3,56 und der Hill-
Koeffizient bei 6,05 £ 2,7 (n = 14).
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Abbildung 29: Verminderter Effekt von Active Blue 25 auf die Mutante A316E des BKc.-Kanals.
(A) Strome der Mutante A316E des BKc,-Kanals, gemessen bei einem pH-Wert von 7,4, einer
Spannung von +100 mV und symmetrisch Kalium (extrazellular: 120 mM K", intrazelluldr: 120 mM
K*), Applikation von 10 und 100 uM Active Blue 25 (blaue Graphen) und von 100 uM TPenA (B)
Blaue Dosis-Wirkungs-Kurve: Aktivierung des BKc.-Kanal Wildtyps durch Active Blue 25, gefittet mit
der Hill-Gleichung (ECso= 14,77 £ 2,72, HK = 2,84 £ 0,76, n = 11). Schwarze Dosis-Wirkungs-Kurve:
Aktivierung der Mutante A316E des BKc.-Kanals durch Active Blue 25, gefittet mit der Hill-Gleichung
(ECs0=27,29 £ 3,56, HK = 6,05 + 2,7, n = 14). Jeder Datenpunkt entspricht dem Durchschnittswert £
SEM.

3.5.2 Effekt von Mutante S317R

Die Aminosdure S317 befindet sich ebenfalls in der TM-Domine S6 der a-Untereinheit des
BKca-Kanals und wurde bereits in Kapitel 1.2.4.1 als eine der bereits identifizierten, an der
Bindung des Pharmakons GoSlo-SR-5-6 beteiligten Aminosduren beschrieben. In den
folgenden Experimenten wurde der Effekt von GoSlo-SR-5-6, seiner chemischen Leitstruktur
Active Blue 25 und von NS11021 auf die Mutante S317R untersucht und verglichen (siehe
Abbildung 30). Die Mutante S317R zeigte im Vergleich zum BKca-Kanal Wildtyp eine deutlich
verminderte Aktivierung durch GoSlo-SR-5-6 und Active Blue 25. Der BKca-Kanal Wildtyp
wurde durch 50 uM Active Blue 25 11,59 *+ 2,34-fach (n = 9) aktiviert, die Mutante S317R
hingegen nur noch 2,7 £ 0,29-fach (n = 6). Auch 100 uM Active Blue 25 verursachten nur noch
eine 2,91 £ 0,29-fache Aktivierung der Mutante S317R. Der BKca-Kanal WT liel sich noch
16,87 £ 5,31-fach durch 100 uM Active Blue 25 aktivieren. Die durchschnittliche Aktivierung
durch 10 uM GoSlo-SR-5-6 verminderte sich von 10,33 £ 1,2 (n = 7) beim BKca- Kanal WT
auf 3,08 £ 0,04 (n = 10) bei der Mutante S317R. Die Aktivierung durch NS11021 blieb bei der
Mutante S317R nahezu unverdndert im Vergleich zum BKca-Kanal WT. Die durch NS11021
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verursachte Potenzierung der Stromantwort lag beim BKca-Kanal WT bei 14,81 £ 1,37 (n=9),
bei der S317R Mutante des BKca- Kanals bei 12,5 + 1,27 (n = 8).
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Abbildung 30: Vergleich der jeweiligen Aktivierungen der Mutante S317R des BKca.-Kanals
durch Active Blue 25, GoSlo-SR-5-6 und NS11021. (A) Strome der Mutante S317R des BK¢,-Kanals,
gemessen bei einem pH-Wert von 7,4, einer Spannung von +100 mV und symmetrisch Kalium
(extrazelluldr: 120 mM K, intrazelluldr: 120 mM K). Schwarze Traces: basaler Strom, Stréme der
Mutante S317R des BKc,-Kanals nach Applikation von 50 uM Active Blue 25 (blauer Trace), 10 pM
GoSlo-SR-5-6 (griiner Trace) und 50 uM NS11021 (orangener Trace) (B) Blaue Dosis-Wirkungs-
Kurve: Aktivierung des BKcq-Kanals durch Active Blue 25, gefittet mit der Hill-Gleichung (ECso =
14,77 £ 2,72, HK = 2,84 £ 0,76, n = 11). Schwarze Dosis-Wirkungs-Kurve: Aktivierung der Mutante
S317R des BKc,-Kanals durch Active Blue 25, gefittet mit der Hill-Gleichung (ECso = 22,32 £ 2,03,
HK = 2,02 £ 0,16, n = 7). Jeder Datenpunkt gibt den berechneten Mittelwert £ SEM wieder (C)
Vergleich der Aktivierung des BKc,-Kanals Wildtyps und der Mutante S317R. Die durchschnittliche
Potenzierung der Stromantwort wurde jeweils fiir den BKc,-Kanal WT und die Mutante S317R nach
Applikation von 50 uM Active Blue 25, 10 pM GoSlo-SR-5-6 und 50 uM NS11021 dargestellt.

3.5.3 Effekt von Mutante Y318S

Die Aminosdure Y318 des BKca-Kanals wurde als eine beteiligte Aminosdure an der Bindung
der Omega-3-Fettsdure Docosahexaensédure beschrieben. Die Aktivierung der Mutante Y318S
durch Active Blue 25 zeigte sich im Vergleich zum BKca-Kanal Wildtyp nahezu unverandert.
Die mittlere effektive Konzentration (ECso) lag beim BKca-Kanal Wildtyp bei 14,77 £ 2,72 (n
= 11) und bei der Mutante Y318S bei 16,47 £ 2,18 (n = 10).
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Abbildung 31: Aktivierung der Mutante Y318S des BKc.-Kanals durch Active Blue 25. (A) Strome
der Mutante Y318S des BKc,-Kanals, gemessen bei einem pH-Wert von 7,4, einer Spannung von -100
mV bis +100 mV (Zunahme jeweils um 20 mV) und symmetrisch Kalium (extrazellular: 120 mM K,
intrazelluldr: 120 mM K), blaue Stromantwort: Strome der Mutante Y318S des BKc,-Kanals vom
selben Patch nach Applikation von 50 uM Active Blue 25 (B) Vergleich der Dosis-Wirkungs-Kurven
des BK¢,-Kanals und der Mutante Y318S des BKc,-Kanals. Blaue Dosis-Wirkungs-Kurve: Aktivierung
des BKa-Kanals WT durch Active Blue 25 (ECso= 14,77 £2,72, HK = 2,84 £ 0,76, n = 11). Schwarze
Dosis-Wirkungs-Kurve: Aktivierung der Mutante Y318S des BKc,-Kanals durch Active Blue 25 (ECso
=16,47 £2,18, HK = 4,09 £ 0,75, n = 10).
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4. Besprechung der Ergebnisse (Diskussion)

Der BKca-Kanal reguliert viele zelluldre Funktionen wie die neuronale Erregbarkeit, die
Repolarisation des Aktionspotentials, die Neurotransmitter- und Hormonfreisetzung, die
Einstellung der Cochlea-Haarzellen, die angeborene Abwehr, den transepithelialen Transport,
den Tonus der glatten Muskulatur im vaskulédren, uterinen und gastrointestinalen Trakt sowie
in der Harnblase (Bentzen et al., 2007). Wahrend eines Aktionspotentials wird der BK ca-Kanal
durch Membrandepolarisation und einem Anstieg der intrazelluliren Ca”’-Konzentration
aktiviert und generiert durch ausstromende Kaliumionen eine Hyperpolarisation und eine
abnehmende Erregbarkeit der Zelle (Bailey et al., 2019; Bentzen et al., 2007). Eine BK ca-Kanal
Aktivierung reduziert in neuronalen und muskuldren Zellen die neuronalen Feuerungsraten, die
prasynaptische Neurotransmitterfreisetzung sowie die Muskelkontraktion und den
Muskeltonus (Contet et al., 2016; Jaggar et al., 2000; Tricarico & Mele, 2017). BKca-Kanal
Aktivatoren bewirken einen ddmpfenden Effekt auf die zelluldre Erregbarkeit und zeigen
therapeutisches Potential in der Behandlung verschiedener Krankheitszustinde wie Epilepsie,
Ataxie oder ischdmischen Perfusionsstorungen. Folglich wurden viele Aktivatoren entwickelt,
deren prizise Wirkmechanismen und Bindungsstellen jedoch meist noch nicht im Detail

bekannt sind.

Mein Bestreben war es, neue BKca-Kanal Aktivatoren zu identifizieren und zusammen mit
etablierten BKca-Kanal Aktivatoren zu charakterisieren. Dabei sollten die entsprechenden

Wirkmechanismen und Bindungsstellen ndher untersucht werden.

Des Weiteren wollte ich zu einem besseren Verstindnis des BKca-Kanalschaltverhaltens
beitragen. Die Aktivierung von Kaliumkandlen basiert auf zwei grundlegenden Gating-
Mechanismen, die deren Offnung steuern: die Erweiterung des ,,unteren* Gates (sog. Helix-
Bundle Crossing) am intrazelluldren Poreneingang, wie sie von Ki- und Ky-Kanédlen genutzt
wird, sowie die Aktivierung eines ,,oberen* Gates (sog. Selektivititsfilter-Gate). Die derzeitige
Hypothese ist, dass der BKca-Kanal sowohl ein zytoplasmatisches Gate an der HBC-Region als
auch ein Selektivititsfilter-Gate besitzt (Chen et al., 2014; Horrigan & Aldrich, 2002; Jia et al.,
2018; Magleby, 2003; Schewe et al., 2019; Wilkens & Aldrich, 2006; Y. Zhou et al., 2011).
Allerdings wird auch ein hydrophober Gating-Mechanismus in der tiefen Porenregion des
BKca-Kanals diskutiert (Jia et al., 2018). Die Aktivierung des Selektivitdtsfilters wurde in den
letzten zwei Jahrzehnten fiir Kop-Kanéle angenommen (Bagriantsev et al., 2011; Niemeyer et

46



al., 2016). Neelsen et al. (2024) konnten in den kiirzlich aufgelosten Cryo-EM-Strukturen von
TASK-1 und TASK-2 auch ein zytoplasmatisches Gate nachweisen. In hERG-Kanilen
koexistieren das Helix-Bundle Crossing und das Gate innerhalb des Selektivitétsfilters (Smith

et al., 1996; Vandenberg et al., 2017).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der BKca-Kanal nicht nur durch etablierte BK ca-
Kanal Aktivatoren aktiviert wird, sondern auch durch die als spezifisch fiir andere Ionenkanile
geltenden Aktivatoren. Auch konnte gezeigt werden, dass eine Aktivierung des BKca-Kanals
durch die negativ geladenen Aktivatoren deutlich den inhibierenden Effekt der quartiren
Ammoniumverbindung Tetrahexylammonium reduziert. Da die Bindungsstelle von quartéren
Ammoniumverbindungen, wie Tetrahexylammonium, bereits bekannt ist und unmittelbar
unterhalb des Selektivitétsfilters des BKca-Kanals liegt (Lenaeus et al., 2014), implizieren die
Ergebnisse eine direkte Kompetition der negativ geladenen Aktivatoren und quartiren

Ammoniumverbindungen um eine teils iiberlappende Bindungsstelle.

Zur Untersuchung eines Gates am zytoplasmatischen Poreneingang, dhnlich Helix-Bundle
Crossing, ist in dieser Arbeit zudem ein Teil der porenbildenden S6-Helix, die einerseits distal
in ein unteres Gate iibergeht und gleichzeitig als gating-relevanter Abschnitt beschrieben ist
(Chen et al., 2014; Y. Zhou et al., 2011), untersucht worden. Dabei konnte, wie bereits von
Chen et al. (2014) veroffentlicht, bestdtigt werden, dass die Mutante A316E des BKca-Kanals
konstitutiv gedftnet ist. Der durch Webb et al. (2015) reduzierte wirkstoffvermittelte Effekt von
GoSlo-SR-5-6 auf die Mutante S317R konnte in dieser Arbeit bestdtigt werden. AuBBerdem
konnten die Ergebnisse zeigen, dass die Mutation S317R auch die apparente Affinitit von
Active Blue 25 im BKca-Kanal verringert. Der aktivierende Effekt von NS11021 blieb
hingegen unverindert. Die Mutation Y318S, bekannt fiir die Beteiligung an der Bindung der
Docosahexaensdure (Hoshi, Xu, et al., 2013), reduzierte nicht die apparente Affinitdt von

Active Blue 25.

41 Polypharmakologie der Kaliumkandle- Fokus auf den BKca-Kanal

In den Experimenten dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der BKca-Kanal nicht nur durch
die etablierten BKca-Kanal Aktivatoren NS11021 (Bentzen et al., 2007), GoSlo-SR-5-6 und
dem GoSlo-SR-5-6 Strukturhomolog Active Blue 25 (Roy et al., 2012) aktiviert wird , sondern
auch durch die zuvor als selektiv beschriebenen hERG-Kanal Aktivatoren NS3623 (Hansen et
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al., 2006) und PD-118057 (J. Zhou et al., 2005) sowie durch den K2p-Kanal Aktivator ML67-
33 (Bagriantsev et al., 2013).

Allen untersuchten Substanzen, die in dieser Arbeit einen aktivierenden Effekt auf den BKca-
Kanal zeigten, ist gemeinsam, dass sie im physiologischen pH-Bereich (7,37-7,43) deprotoniert
vorliegen und daher einen negativ geladenen Molekiilteil besitzen: NS11021 (Tetrazol), GoSlo-
SR-5-6 (Sulphonat), NS3623 (Tetrazol), PD-118057 (Carboxylat) und ML67-33 (Tetrazol)
(siche Abbildung 32). Das erforderliche Vorhandensein einer negativ geladenen Gruppe konnte
bereits fiir die Aktivierung des BKca-Kanals durch GoSlo-SR-5-6 und fiir die Aktivierung des
Kop-Kanals durch ML67-33 gezeigt werden (Bagriantsev et al., 2013; Roy et al., 2012).

Abbildung 32:

GoSlo-SR-5-6 Ubersicht iiber die
negativ  geladenen
BKc,-(NS11021,
GoSlo-SR-5-6),
hERG-(PD-118057,
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ST (ML67-33)  Kanal
s d NS11021 Aktivatoren. Das
e Pharmakophor dieser
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o geladenen (rot) Anteil.
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Am Physiologischen Institut der Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel konnte die
Aktivierung durch diese negativ geladenen Aktivatoren auch fiir Kop-Kanile, wie den TALK-
Kanal und die TREK- und TRAAK-Subfamilie, sowie fiir den hERG-Kanal und teilweise fiir
den BKca-Kanal bestitigt werden. Die Aktivierung des ,,Nicht-Zielkanals®, des BKca-Kanals,
durch diese eigentlich als selektiv beschriebenen Aktivatoren ist in dieser Arbeit systematisch
untersucht worden und zeigt eine unerwartete Polypharmakologie der NCAs, welche keinen
kanalspezifischen ~Aktivierungsmechanismus, sondern vielmehr einen gemeinsamen

Mechanismus in den verschiedenen Kaliumkanélen vermuten ldsst. Ein gemeinsames Merkmal
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aller NCA-empfindlichen K*-Kanile ist mitunter ein Selektivitétsfilter-Gate, ein Mechanismus,

der eng mit der lonenpermeation gekoppelt ist.

Interessanterweise konnte unsere Arbeitsgruppe auch zeigen, dass diese Kopplung bei den
NCA-empfindlichen K:P-Kanidlen, dem hERG-Kanal und dem BKca-Kanal, zu einer
ausgeprigten Aktivierung durch Rubidiumionen fiihrte. Im Gegensatz dazu zeigte Rb* keinerlei
aktivierenden Effekt auf K*-Kanile, die ausschlieBlich am Helix-Bundle Crossing geschaltet
werden, wie Ki- und die meisten Ky-Kanile. Die Aktivierung des BKca-Kanals durch
permeierende Rubidiumionen konnte in dieser Arbeit bestitigt werden und ist ein Indiz fiir ein
Selektivitdtsfilter-Gate im BKca-Kanal. Dabei ist noch einmal gezeigt, dass intrazelluldr

appliziertes Rb* den BKca-Kanal aktiviert.

4.2 Negativ geladene Aktivatoren binden in raumlicher Nahe von quartaren
Ammoniumverbindungen
Zudem konnte in den Experimenten dieser Arbeit mittels QA*-Kompetitionsversuchen gezeigt
werden, dass eine Aktivierung des BKca-Kanals durch die negativ geladenen Aktivatoren
NS11021, NS3623, PD-118057 und ML67-33 deutlich den inhibierenden Effekt der quartaren
Ammoniumverbindung Tetrahexylammonium reduzierte. Da die Bindungsstelle von
Tetrahexylammonium bereits bekannt ist und sich unmittelbar unterhalb des Selektivitatsfilters
des BKca-Kanals befindet (Lenaeus et al., 2014), implizieren die Ergebnisse eine direkte
Kompetition der negativ geladenen Aktivatoren und der quartiren Ammoniumverbindung um
eine teils iiberlappende Bindungsstelle. Die NCAs binden somit in rdumlicher Néhe von
quartdren Ammoniumverbindungen unmittelbar unterhalb des Selektivitétsfilters in der inneren

Pore des BKca-Kanals.

Mittels Cystein-Scanning-Mutagenese und Molekulardynamik (MD)-Simulationen konnte der
Bindungsort des negativ geladenen Aktivators NS11021 im BKca-Kanal durch unsere
Arbeitsgruppe bestimmt werden. Die MD-Simulationen bestétigen die Bindungsstelle von
NS11021 unmittelbar unterhalb des Selektivititsfilters in der inneren Pore des BKca-Kanals
(siehe Abbildung 33).
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Abbildung 33: Darstellung der gemeinsamen
Bindungsstelle von Tetrahexylammonium und NS11021
unmittelbar unterhalb des Selektivititsfilters in der
inneren Pore des BKc,-Kanals. Die QA'-Verbindung
Tetrahexylammonium (griin) kompetiert mit NS11021
(orange) um die Bindungsstelle unmittelbar unterhalb des
Selektivitatsfilters (rot), schwarz dargestellt sind die
Kaliumionen (Schewe et al., 2019).

Dabei projiziert der negativ geladene Tetrazolring von beispielsweise NS11021 in die
Porenkavitdt unmittelbar unterhalb des Selektivitdtsfilters und erhoht durch elektrostatische
Wechselwirkungen die Kaliumkonzentration in der Porenkavitit. Die erhohte K'-
Konzentration steht im direkten Zusammenhang mit der Aktivierung des Selektivitétsfilters und
bewirkt einen stabilen Zustand des Selektivititsfilter-Gates im BKca-Kanal. Die Bindungsstelle
und der beschriebene Wirkmechanismus von NS11021 kann auf die weiteren in dieser Arbeit
untersuchten negativ geladenen Aktivatoren GoSlo-SR-5-6, NS3623, PD-118057 und ML67-
33 dbertragen werden, wobei die Aktivatoren wahrscheinlich durch elektrostatische
Wechselwirkungen mit den permeierenden lonen den Selektivitétsfilter direkt in seinem
aktivierten Zustand stabilisieren kénnen. Nicht auszuschlief3en bleibt dennoch, dass auch die
Wechselwirkungen des Molekiilgrundkorpers mit dem Kanal zu strukturellen Verdanderungen

fithren, die eine Aktivierung des Selektivititsfilters und somit des BKca-Kanals bewirken.

Rockman et al. (2020) konnten bestitigen, dass NS11021 innerhalb der Pore des BKca-Kanals
bindet. Der aktivierende Effekt von NS11021 war dabei unabhingig von Ca?>" und der
zytosolischen Doméne des BKca-Kanals. Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass NS11021 die
Offenwahrscheinlichkeit des BK ca-Kanals bei negativen Spannungen erhoht, bei denen sich die
spannungsvermittelnde Domine im Ruhezustand befindet. Somit findet die Aktivierung durch
NS11021 unabhdngig von der spannungsvermittelnden Domidne sowie der zytosolischen

Domaéne statt.

Allerdings merkten Rockman et al. (2020) an, dass nach der Theorie unseres Arbeitskreises
sich die Einzelleitfahigkeit des BKca-Kanals erhhen miisste, was auch fiir den TREK-2 Kanal

bei der Aktivierung durch BL-1249 gezeigt werden konnte. Rockman et al. (2020) konnten bei
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der Aktivierung durch NS11021 keine substantielle Zunahme der Einzelleitfdhigkeit des BK ca-
Kanals bei negativen Spannungen beobachten, wohingegen die durchschnittliche Offnungszeit
des BKca-Kanals zugenommen hatte. Dies impliziert Unterschiede in der Wirkungsweise von
NS11021 am BKca-Kanal im Vergleich zum beispielsweise TREK-2 Kanal. Es ist aber
durchaus moglich, dass die negative Ladung der NCAs den Ionenbesatz des Selektivitdtsfilters
im BKca-Kanal dndern und dadurch zur Aktivierung des Selektivititsfilters fiilhren kann, ohne

dabei die Einzelkanalleitfahigkeit zu verdndern. Weitere Untersuchungen sind hier notwendig.

4.3 Systematische Untersuchung der porenformenden TM-Domane S6
Des Weiteren wurde in dieser Arbeit ein Teil der porenbildenden Transmembran-Doméne S6
des BKca-Kanals, die einerseits distal in ein unteres Gate iibergeht und gleichzeitig als gating-

relevanter Abschnitt beschrieben ist (Chen et al., 2014; Y. Zhou et al., 2011), untersucht.

4.3.1 Neuorientierung der Seitenkette der Aminosaure A316 resultiert in BKca-
Kanal Offnung

In vorangegangenen Studien wurden Aminosduren der porenformenden TM-Doméne S6 des
BKca-Kanals mittels Mutagenese und elektrophysiologischen Ableitungen untersucht (Chen et
al.,2014; Y. Zhou et al., 2011). Es konnte gezeigt werden, dass ein Austausch der hydrophoben,
ungeladenen Aminoséduren L.312, A313 und A316, die die tiefe Porenregion auskleiden, durch
Aminosduren mit polaren oder geladenen Seitenketten zu einem konstitutiv gedffneten BKCa-
Kanal fiihrte. Besonders der Austausch durch die negativ geladene, hydrophile Aminosdure
Aspartat verursachte eine drastische Erhohung der Offenwahrscheinlichkeit des Kanals. Laut
dem vorgeschlagenen Mechanismus von Chen et al. (2014) bewegen sich die Aminosduren
L312, A313 und A316 wihrend der Kanalaktivierung in die wassergefiillte Pore hinein. Ein
Austausch der Seitenketten dieser Aminosduren durch hydrophile Gruppen wiirde diese

Bewegung begiinstigen und zu einer stindigen Aktivierung des BKca-Kanals fiihren.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte bestitigt werden, dass ein Austausch der
hydrophoben/unpolaren, ungeladenen Aminoséure A316 durch das hydrophile/polare, negativ
geladene Glutamat (E) in einem konstitutiv gedffneten BKca-Kanal resultierte. Die Mutante
A316E des BKca-Kanals wies einen Verlust der Spannungsabhéngigkeit auf und zeigte bereits
bei negativen Membranpotentialen eine erhohte Offenwahrscheinlichkeit. Funktionell war die

A316E-Mutante nicht mehr durch den BKca-Kanal-Aktivator Active Blue 25 oder durch
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Rubidiumionen aktivierbar, was darauf hinweist, dass der Kanal durch diese Mutation nahezu

maximal gedffnet ist.

4.3.2 Die Mutante S317R reduziert den Effekt von Active Blue 25 und GoSlo-SR-
5-6 und nicht von NS11021

In vorangegangenen Studien wurde bereits an der Lokalisation S317 die Aminosdure Serin
durch die Aminosédure Arginin (R) ausgetauscht und ein reduzierter Effekt von GoSlo-SR-5-6
auf die Mutante S317R nachgewiesen. AuBBerdem konnte eine Interaktion der Aminosdure S317
mit weiteren Aminosduren (1326 im S6-Segment und L227 im S4/S5-Linker) wihrend der

GoSlo-SR-5-6-Bindung gezeigt werden (Webb et al., 2015).

Die elektrophysiologischen Messungen dieser Arbeit zeigten bei der Mutante S317R im
Vergleich zum  BKcs-Kanal  Wildtyp eine  vergleichbare = Stromgréfle  und
Spannungsabhéngigkeit. Es konnte bestdtigt werden, dass die Mutation S317R die apparente
Affinitdt von GoSlo-SR-5-6 im BKca-Kanal verringert. Die apparente Affinitdt der
Grundsubstanz Active Blue 25 war dhnlich reduziert. Der aktivierende Effekt von NS11021 auf
die Mutante S317R war hingegen unverindert. Diese Ergebnisse implizieren wie erwartet eine
gemeinsam genutzte Bindungsstelle von GoSlo-SR-5-6 und Active Blue 25. Die Bindung von
NS11021 scheint hingegen nicht abhingig von der Aminosidure S317 zu sein. MD-
Simulationen bestitigen diese Annahme (siche Abbildung 34). Daher sind die Bindungsstellen
von NS11021 und GoSlo-SR-5-6 im BKca-Kanal nicht identisch bzw. die interagierenden

Aminoséaurereste unterschiedlich.

Abbildung 34:  Darstellung der
BKca Struktur des BKca.-Kanals

channel (Proteindatenbank S5TJI) und der
bevorzugten Bindungsstelle von

ol NS11021. Der negativ geladene
*f‘ Tetrazolring (rot) von NS11021

interagiert mit den Kaliumionen
unterhalb des Selektivitétsfilters, die
Aminosdurereste in der rdumlichen
Nihe von NS11021 sind
hervorgehoben (Schewe et al., 2019).
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4.3.3 Unveranderter Effekt von Active Blue 25 auf die Mutante Y318S

Des Weiteren konnten die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die fiir ihre Unempfindlichkeit
gegeniiber der Omega-3-Fettsdure Docosahexaensdure bekannte Mutante Y318S des BKca-
Kanals (Hoshi, Xu, et al., 2013), eine unverdnderte Aktivierung durch Active Blue 25 im
Vergleich zum BKca-Kanal Wildtyp zeigt.

Hoshi, Xu, et al. (2013) zeigten allerdings auch einen unverdnderten Effekt der a-Linolensdure
(Kettenlénge von 18 Kohlenstoffatomen) und der Omega-6-Fettsdure Arachidonsdure (20
Kohlenstoffatome) auf die Mutante Y318S. Somit ist die Aminosdure Y318 eine beteiligte
strukturelle Komponente der Docosahexaensdure-Bindungsstelle, aber nicht beteiligt an der
Bindung der weiteren Fettsduren a-Linolensdure und Arachidonsdure oder des negativ

geladenen Aktivators Active Blue 25.

4.3.4 Hydrophobes Gating

Jia et al. (2018) stellen unter Beriicksichtigung von Scan-Mutagenese-Daten und der atomaren
Cryo-EM-Struktur des Aplysia californica BKca-Kanals (Hite et al., 2017; X. Tao et al., 2017)
die Hypothese auf, dass der BKca-Kanal moglicherweise kein klassisches Selektivitétsfilter-
Gate besitzt. Stattdessen vermuten sie einen hydrophoben Gating-Mechanismus im BKca-
Kanal, bei dem hydrophobe Aminosduren in der inneren Pore, insbesondere in der HBC-
Region, eine energetische Barriere bilden, die den Ionendurchtritt verhindert. In der
geschlossenen Konformation kann der BKca-Kanal sich hydrophoben, entnetzenden
Umwandlungen (dewetting) unterziehen, um eine wasserfreie Pore mit einer hohen Energie-

Barriere zu generieren, die impermeabel fiir Kaliumionen und Wasser ist (Jia et al., 2018).

Laut Jia et al. (2018) bilden die ungeladenen, hydrophoben Aminosiuren L312, A313, F315
und A316, welche die tiefe Porenregion auskleiden, die Grundlage fiir die Hydrophobizitdt der
Pore. Sie sind jedoch nicht in der Lage, die entnetzenden Umwandlungen eigenstindig zu
initiieren. Der Gating-Mechanismus wird demnach durch eine strukturelle Anderung der Pore
ausgelost, die unabhéngig voneinander und synergetisch durch die Ca?*-Bindung sowie durch

die Bewegung der spannungsvermittelnden TM-Doméne S4 reguliert wird.

Die in dieser Arbeit gezeigte spannungsabhingige Aktivierung des BKca-Kanals durch
intrazelluldre Rubidiumionen widerspricht zumindest einem ausschlieBlich hydrophoben
Gating-Mechanismus und ist ein Hinweis auf ein Selektivititsfilter-Gate im BKca.-Kanal. Das
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Selektivitdtsfilter-Gate ist eng gekoppelt mit der lonenpermeation (McCoy & Nimigean, 2012;
Schewe et al., 2016). Diese Kopplung fiihrt zu einer ausgeprigten Aktivierung durch
Rubidiumionen, welche den aktivierten Zustand des Selektivititsfilter-Gates stabilisieren. Es
ist aber auch denkbar, dass sowohl der Selektivitdtsfilter als auch ein hydrophobes Gating
existieren. In diesem Fall konnte die Bindung der NCAs Wasser in der Pore stabilisieren
(Benetzung der Pore) und gleichzeitig den Ionenbesatz des Selektivitétsfilters verdndern und

durch beide Mechanismen zur Kanalaktivierung fiihren.

Ein Hinweis auf die Bedeutung des hydrophoben Gating-Mechanismus im BKca.-Kanal ergibt
sich aus der in dieser Arbeit untersuchten Mutation A316E. Die hydrophobe Aminosdure
Alanin wurde durch das hydrophile, negativ geladene Glutamat ersetzt, was zu einer
konstitutiven Offnung des Kanals fiihrte. In der geschlossenen Konformation bilden
hydrophobe Aminosduren wie A316 eine energetische Barriere, die den Ionen- und
Wassertransport verhindert. Der Austausch von Alanin gegen das polare Glutamat destabilisiert
diese Barriere, wodurch die Pore durchléssig fiir Wasser wird und der Kanal dauerhaft ge6ftnet
bleibt. Diese Ergebnisse bestdtigen die Bedeutung der Hydrophobizitit fiir das Gating-
Verhalten des BKca-Kanals und legen nahe, dass der hydrophobe Mechanismus

moglicherweise parallel zum klassischen Selektivititsfilter-Gate existiert.

4.4 Schlusswort und Ausblick

Die in dieser Arbeit gezeigte Aktivierung des ,,Nicht-Zielkanals*, des BKca-Kanals, durch die
eigentlich als selektiv beschriecbenen hERG- und K2P-Kanal Aktivatoren zeigt eine
unbeabsichtigte Polypharmakologie der negativ geladenen Aktivatoren. Polypharmakologie
beschreibt die Eigenschaft eines Wirkstoffs, nicht nur eine spezifische Zielstruktur, sondern
gleichzeitig mehrere Zielstrukturen zu beeinflussen. Diese Erkenntnis spricht weniger fiir
kanalspezifische Aktivierungsmechanismen, sondern vielmehr fiir einen gemeinsamen

Wirkmechanismus, der verschiedenen Kaliumkanélen gemeinsam sein konnte.

Die Polypharmakologie der NCAs stellt eine Herausforderung fiir die gezielte Entwicklung von
Medikamenten dar, bietet jedoch gleichzeitig Potential fiir therapeutische Vorteile. So konnte
die gleichzeitige Aktivierung mehrerer Kaliumkanile in der medizinischen Akutversorgung
von Nutzen sein, beispielsweise bei der Behandlung von epileptischen Anfillen oder

ischdmischen Schlaganfillen, indem mehrere neuroprotektive Kaliumkandle durch einen
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negativ geladenen Aktivator simultan gedffnet werden. Allerdings erschwert die
Polypharmakologie von BKca-, K2P- und hERG-Kanal-Aktivatoren die Entwicklung
spezifischer Wirkstoffe, die nur eine bestimmte Kaliumkanal-Untergruppe aktivieren.
Strukturelle Unterschiede zwischen den Kanélen konnten dennoch eine selektive BK ca-Kanal
Aktivierung ermoglichen. Ein mdgliches Vorgehen wire die schlichte Entwicklung von
sterisch groferen BKca-Kanal Aktivatoren, welche nicht in die Kavitit von Kop- und hERG-

Kanilen passen und nur in der Pore des BKca-Kanals binden kénnen.

Neben der gezeigten Polypharmakologie leisten die Ergebnisse dieser Arbeit auch einen
Beitrag zum Verstindnis des Gating-Mechanismus des BKca-Kanals. Insbesondere das
Vorhandensein eines Selektivititsfilter-Gates wurde durch die Aktivierung des BKca-Kanals
durch negativ geladene Aktivatoren wie NS11021, GoSlo-SR-5-6, NS3623, PD-118057 und
ML67-33 unterstiitzt. Diese Aktivatoren binden, wie durch QA*-Kompetitionsversuche
nachgewiesen wurde, unmittelbar unterhalb des Selektivitétsfilters in der inneren Pore — einem
Bereich, der auch fiir die Interaktion mit quartdiren Ammoniumverbindungen, wie
Tetrahexylammonium, bekannt ist. Die kompetitive Bindung der NCAs an dieser Stelle weist

auf eine teils iiberlappende Bindungsstelle mit Tetrahexylammonium hin.

Durch elektrostatische Wechselwirkungen erhdhen die negativ geladenen Aktivatoren die
Kaliumkonzentration in der Porenkavitit und konnten dadurch den Kaliumbesatz des
Selektivititsfilters erhohen und dadurch aktivierend wirken. Dieser Mechanismus impliziert
eine dhnlich enge Kopplung zwischen Ionenbesatz und Gating, wie dies bereits fiir KoP-Kanéle
beschrieben ist (Neelsen et al., 2024; Schewe et al., 2019). Dariiber hinaus wird diese Kopplung
durch die Aktivierung des BKca-Kanals durch Rubidiumionen unterstiitzt. Rb* induziert eine
spezifische Aktivierung bei Kanidlen mit Selektivititsfilter-Gate, wihrend Kanéle, die
ausschlieBlich iiber ein Helix-Bundle Crossing gesteuert werden, wie Kir- oder die meisten Kv-

Kanile, davon unbeeinflusst blieben (Schewe et al., 2019).

Neben der Bedeutung des Selektivitétsfilter-Gates konnten die Ergebnisse dieser Arbeit auch
die bereits beschriebene Bedeutung von hydrophoben Wechselwirkungen im BKca-Kanal
bestitigen. In Ubereinstimmung mit friiheren Arbeiten (Chen et al., 2014) fiihrt die Mutation
A316E, bei der die hydrophobe Aminosdure Alanin durch die polare, negativ geladene

Aminosiure Glutamat ersetzt wurde, zu einer konstitutiven Offnung des Kanals. Dies deutet
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darauf hin, dass hydrophobe Aminoséuren in der HBC-Region eine energetische Barriere
darstellen, die den lonendurchtritt reguliert. Der Austausch gegen eine polare Aminoséure
destabilisiert diese Barriere und erhoht die Durchléssigkeit fiir Wasser und Ionen. Damit wird
die Rolle hydrophober Wechselwirkungen im HBC-Bereich als unterstiitzender, aber nicht

alleiniger Gating-Mechanismus moglich.

Die A316E-Mutante kann als Argument sowohl fiir den HBC-Gating-Mechanismus als auch
fiir den hydrophoben Gating-Mechanismus im BKca-Kanal gesehen werden, da sie beide
Mechanismen beeinflusst. Zum einen fiihrt der Austausch der hydrophoben Aminoséure durch
eine polare, negativ geladene Aminosdure zu einer Veridnderung der S6-Helices und konnte so
das HBC-Gate stabilisieren und die Offenwahrscheinlichkeit erh6hen. Zum anderen verdndert
dieser Austausch die hydrophoben Wechselwirkungen in der Pore, was ebenfalls zu
einer konstitutiven ~ Offnung des Kanals fiihrt und einen hydrophoben Gating-

Mechanismus stiitzt.

Zusammenfassend verdeutlichen die Ergebnisse die Komplexitit der BKca-Kanal-Regulation.
Weitere Studien sind notwendig, um die molekularen Grundlagen der Gating-Mechanismen
vollstandig zu entschliisseln und gezielte therapeutische Ansdtze zu entwickeln, um diese zu
beeinflussen. Dabei konnte insbesondere die Untersuchung der Polypharmakologie und der
strukturellen Unterschiede zwischen den Kaliumkandlen wertvolle Ansidtze flir die

Entwicklung von selektiven Wirkstoffen liefern.
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5. Zusammenfassung

Der kalziumaktivierte Kaliumkanal (BKca-Kanal) gehort zur Gruppe der Kaliumkanéle mit
sechs Transmembran-Domédnen und einer Poren-Domine. Wéhrend eines Aktionspotentials
wird der BKca-Kanal durch Membrandepolarisation und Kalziumeinstrom durch
spannungsabhingige Kalziumkanéle in den Intrazelluldrraum aktiviert. Der durch den BKca-
Kanal generierte Kaliumauswirtsstrom fithrt zu einer Hyperpolarisation des
Membranpotentials und einem SchlieBen der Kalziumkanédle und beendet somit das
Aktionspotential. Die Regulation der zelluldren Erregbarkeit durch pharmakologische
Aktivierung des BKca-Kanals ist ein vielversprechendes Konzept zur Behandlung von
Krankheiten wie Epilepsie, Hypertonie, Blaseniiberaktivitdt oder erektiler Dysfunktion.
Folglich wurden viele BKca-Kanal Aktivatoren entwickelt, deren Bindungsstellen und prizise
Wirkmechanismen grofBtenteils nicht bekannt sind, sodass die Entwicklung eines rationalen
Wirkstoffdesigns noch nicht moglich ist. Mein Bestreben war, Aktivatoren mit strukturellen
Ahnlichkeiten hinsichtlich ihrer Wirkung auf den BKca-Kanal zu untersuchen und ihren
gemeinsamen Wirkmechanismus und Bindungsort zu identifizieren. BKca-Kanal spezifische
Aktivatoren, aber auch spezifische Aktivatoren anderer Kaliumkanile, wie den Zwei-
Porendoméinen (K2p)-Kaliumkanilen und den spannungsaktivierten, einwérts gleichrichtenden
Kaliumkanélen in Herzmuskelzellen (human ether-a-gogo-related gene channel, hERG),
wurden hinsichtlich ihrer Wirkung auf den BKca-Kanal untersucht. Mittels der Patch-Clamp-
Methode wurden die BKca-Kanalstrome gemessen. Als Expressionssystem wurden Oozyten
des Krallenfrosches Xenopus laevis gewihlt, in die in vitro synthetisierte RNA des zu
untersuchenden BK ca-Kanals injiziert wurde. Die eigentlich als selektiv beschriebenen, negativ
geladenen Aktivatoren (NCAs) aktivierten den Nicht-Zielkanal, den BKca-Kanal, und zeigten
eine unerwartete Polypharmakologie. Ergianzend wurden Kompetitionsversuche durchgefiihrt,
um eine mogliche iiberlappende Bindungsstelle der negativ geladenen Aktivatoren und der als
Kaliumkanal-Inhibitoren etablierten quartdren Ammoniumverbindungen, deren Bindungsstelle
bereits bekannt ist und unmittelbar unterhalb des Selektivitétsfilters in der inneren Pore des
BKca-Kanals liegt, zu untersuchen. Die Ergebnisse lassen eine iiberlappende Bindungsstelle
der negativ geladenen Aktivatoren und der quartiren Ammoniumverbindungen annehmen und
stellen einen Beitrag fiir die Wirkstoffentwicklung dar, um langfristig die zelluldre Erregbarkeit

mittels pharmakologischer Aktivierung des BKca-Kanals regulieren zu konnen.
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